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A Zusammenfassung/Summary 1

A Zusammenfassung

Aus pharmakologischer und toxikologischer Sicht ist von Bedeutung, dass Arsenit in
zellulare Signalwege stimulierend bzw. auch hemmend eingreift und dadurch

zellulare Vorgange wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose beeinflusst.

In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von
Natriumarsenit auf die MAP-Kinase-Kaskaden und die daraus resultierende
Regulation der egr-1 Expression in zwei hdmatopoetischen Zelllinien untersucht. Es
konnte aufgezeigt werden, dass Natriumarsenit in Konzentrationen von 12,5uM-
50uM sowohl in ELM-I-1- als auch in K562 Zellen die Stresskinasen JNK- und p38-
MAP-Kinasen aktiviert und die ERK-MAPK-Kaskade unterdriickt. Ebenfalls wurde
eine Hochregulierung der egr-1 Expression durch Arsenit festgestellt. Unterbrechung
der Signaltransduktion Uber die ERK/MAPK-Kaskade mit den MEK-Inhibitoren
PD98059 und UO126 hat die Induktion der egr-1 Expression durch Arsenit nicht
verhindert. Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Arsenit gesteuerte
Induktion der egr-1-Expression nicht durch Raf-MEK-ERK sondern durch die

Stresskinasen JNK und p38 vermittelt wird.

Reportergen-Analyse in K562 Zellen zeigte eine Arsenit-Aktivierung der
regulatorischen Sequenz CRE (cAMP-response element), wahrend gleichzeitig die
basale SRE-Aktivitat unterdrickt wurde. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die Induktion der egr-1 Expression durch Arsenit in K562 Zellen nicht Gber SRE,
sondern Uber CRE erfolgt, da die Stresskinasen uUber den ATF2 Transkriptionsfaktor

CRE aktivieren kdnnen.

Die Hemmung der ERK-Kaskade durch Arsenit in Leukamiezellen konnte fur die
zytostatischen Effekte von Arsenit bei der Behandlung von Leukamie von Bedeutung
sein, da dadurch proliferationshemende, differenzierungsinduzierende und
apoptotische Signale in Gang gesetzen werden. Tatsachlich konnte mit niedrigen,
therapeutisch relevanten Konzentrationen (0,5mM-2uM) gezeigt werden, dass
Natriumarsenit in K562- und in ELM-I-1 Zellen erythroide Differenzierung induziert.
Diese Wirkung von Arsenit korrelierte in Reportergen-Studien in K562 Zellen mit
einer Abnahme Elk-1/SRE vermittelten Genexpression. Gleichzeitig wurde eine CRE-
Aktivierung durch Arsenit in K562 Zellen auch in niedrigen therapeutisch relevanten

Konzentrationen nachgewiesen.
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Vergleichende Untersuchungen mit dem in klinischer Prufung befindlichen
Arsentrioxid (ATO) zeigten, dass auch diese Substanz mit der gleichen
Konzentrationsabhangigkeit erythroide Differenzierung induziert. Ahnliche Wirkung
auf die erythroide Differenzierung wurde mit dem bereits zugelassenen CML-
Medikament, Imatinib in K562 Zellen beschrieben. Die Ergebnisse dieser Arbeit
unterstitzen die Vorstellung, dass der Einsatz von Arsen-Verbindungen wie ATO in
der Differenzierungstherapie bei chronischer myeloischer Leukamie zu Imatinib eine
vielversprechende Alternative darstellt.
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Summary

From the pharmacological and toxicological perspective, it is of interest that arsenic
compounds can interfere with cellular pathways in a stimulating as well as in an
inhibiting way. The effects may have influences on cellular processes like

differentiation, proliferation and apoptosis.

Within this context, the present work analyzes the effect of sodium arsenite on MAP-
Kinase-cascades and on the regulation of egr-1 expression in the hematopoetic cell
lines (ELM-I-1 and K562). Sodium arsenite activates at concentrations of 12,5-50 uM
the JNK and p38-MAP-Kinases and inhibits the ERK-MAP-Kinase-cascade in the
cells studied. In addition, an up-regulation of the egr-1 expression by arsenite has
been also observed. The interruption of the signal transduction from the ERK/MAP-
Kinase pathway using the MEK Inhibitors PD98059 and UO126, has shown no effect
on the arsenite induction of the egr-1 expression. This fact implies that the induction
of the egr-1 expression by arsenite is not mediated by Raf-MEK-ERK but rather by
the stresskinases JNK and p38.

The reporter gene analysis of K562 cells has shown that arsenite activates the
regulatory sequence CRE (cAMP-response-element) and inhibits the basal SRE
activity simultaneously. These results indicate that the induction of the egr-1
expression by arsenite in K562 cells is mediated by CRE and not by SRE. This is

most probably due to the activation of the transcription factor ATF2 by stresskinases.

The inhibition of the ERK cascade by application of arsenic to leukemia cells, could
be relevant for the treatment of leukemia using arsenics' cytostatic effects. The effect
on the ERK cascade can potentially cause an inhibition of proliferation, induction of
differentiation or apoptosis. Actually, it could be demonstrated that sodium arsenite
induces erythroid differentiation in K562 and ELM-I-1 cells, already in low
concentrations that would be therapeutically applicable. This effect of arsenite
correlates in reporter gene studies with K562 cells with a decreased EIk-1/SRE-
mediated gene expression. CRE activation by arsenite in K562 cells was

demonstrated additionally.
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Comparative studies with arsenic trioxid (ATO), which is currently used as arsenic
compound in clinical trials has shown that induction of erythroid differentiation could
be performed in a similar concentration-dependent manner. Similar effects on the
erythroid differentiation in K562 cells were observed with the previously approved
CML medicine, Imatinib. The results of this work support therefore the idea that the
use of arsenic compounds like ATO, along with Imatinib represent promising

alternatives in differentiation therapy for CML.
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B Einleitung

B.1 Allgemeine Mechanismen der Signallibertragungen

Vielzellige Organismen regulieren ihre Entwicklung und funktionelle Integritat durch
das komplexe Zusammenwirken unterschiedlich differenzierter Zellen, die auf
extrazellulare Signale durch die Aktivierung spezifischer Signalwege reagieren.
Entscheidende Prozesse wie Zellproliferation, Differenzierung, Migration und
Apoptose werden durch verschiedene Hormone, Wachstumsfaktoren oder
Neurotransmitter gesteuert, die an Zelloberflachenrezeptoren binden und diese

aktivieren konnen [Ullrich et al.,1990].

Bei der Signaltubertragung (Signaltransduktion) durch extrazellulare Signalmolekile

unterscheidet man sechs Phasen:

1. Freisetzung des Signalmolekuls durch die Ausgangs- oder Signalzelle

2. Transport zur Zielzelle

3. Erkennung sowie Bindung des Signalmolekils durch ein spezifisches
Rezeptorprotein

4. Veranderung von Stoffwechsel, Aktivitat oder Entwicklung der Zelle durch den
Komplex aus Signalmolekil und Rezeptor

5. Entfernen des Signals, wodurch in der Regel die Reaktion der Zelle beendet wird.

Durch die Bindung extrazellularer Signalmolekile an Rezeptoren auf der
Zelloberflache werden intrazellulare Signalwege aktiviert, die schliel3lich den
Stoffwechsel, die Aktivitat oder die Entwicklung der Zelle verandern [Lodish et al.,
2001].

Zellen besitzen ein ausgefeiltes System von Proteinen, um auf extrazellulare Signale

reagieren zu konnen:

1. Membranstandige, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren: Nach Bindung des
Liganden wird ein G-Protein aktiviert, das entweder ein Enzym aktiviert oder
hemmt, von dem die Biosynthese eines second messenger-Molekils katalysiert
wird, oder die Aktivitat eines lonenkanals beeinflusst, wodurch sich das

Membranpotenzial verandert.



B Einleitung 6

2. Membranstandige,  Tyrosin-Kinase-gekoppelte = Rezeptoren: Dies  sind
Transmembranproteine, welche auf’en das Signalmolekil binden und innen
durch Tyrosinphosphorylierung eine Signaltransduktion-Kaskade in Gang setzen.

3. Intrazellulare Rezeptorproteine: Das Signalmolekul diffundiert durch die

Zellmembran und verbindet sich mit einem zytosolischen Rezeptor.

SIGNALTRANSDUKTION

mit Wirkung auf Stoffwechsel, Zellwachstum oder Differenzierung

versch. Wachstumsfaktorednsulin

Peptidhormone ‘ ‘

Adrenalin _ Meorphogene

Meurctransmitter Steroidhormone
. Thyroidhormon

N\ 4

Effektor
(Tyr)-Kinasen (Kinasen)

GDP
GTP
\ j Rezeptor
-\ MEMERAN
Vermittler
l’ ca™t O (Kinasen)
second . /
I"I"IESSEI'ISEK
Vermittler
O (Kinasen)

Transkriptions-
Faktor

Transkriptions-

Faktor ‘

und
Transkriptions-Faktor

Expression

S—

Gen(e) KERM

Abb. 1 Schematische Darstellung der Signaliibertragung Uber membranstandige und
zytosolische Rezeptoren, die durch Bindung ihres Liganden aktiviert werden.

An der intrazellularen Signalibertragung sind verschiede konservierte Proteine
beteiligt, die durch extrazellulare Signale in einem Rezeptor-vermittelten Vorgang

aktiviert werden.
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e GTPasen als Schaltproteine (trimere G-Proteine und monomere Ras-ahnliche
Proteine): Diese Proteine werden durch die Bindung von GTP angeschaltet,
wahrend sie nach Bindung von GDP ausgeschaltet sind.

e Proteinkinasen: Nach der Aktivierung aller Zelloberflachenrezeptoren werden
Proteinkinasen aktiviert und damit das Ausmald der Proteinphosphorylierung
verandert. Phosphatasen heben die durch Proteinkinasen erzielten Wirkungen
wieder auf, da sie Phosphatgruppen von bestimmten Substratproteinen wieder
ablosen.

e Adapterproteine: Sie entfalten keine katalytischen Aktivitdten und aktivieren auch
nicht direkt Effektorproteine. Vielmehr bestehen sie aus verschiedenartig

kombinierten Domanen, die als Bindungsstellen fir weitere Proteine fungieren.

Die Rezeptoren Ubertragen ihre Signale auf einen hochkonservierten Signalweg
(Kinase-Kaskade), der schlie3lich mit der Aktivierung eines Transkriptionsfaktors im
Zellkern die Expression von Zielgenen steuert. Eine zentrale Rolle in der
intrazellularen SignallUbertragung spielen die Mitogen-aktivierte Protein Kinasen
(MAP-Kinasen).

B.2 MAP-Kinase Signaltransduktion-Kaskaden

Mitogen-aktivierte Protein Kinasen sind eine Gruppe von Serin/Threonin spezifischen
Proteinkinasen. Sie sind weitreichend konserviert unter den Eukaryoten und wirken
regulierend auf eine Reihe biologischer Prozesse, wie Zelldifferenzierung,
Proliferation und programmierten Zelltod. Die MAP-Kinasen gelangen in den Zellkern
und phosphorylieren viele unterschiedliche Proteine einschlief3lich
Transkriptionsfaktoren, welche die Expression wichtiger Proteine steuern, die fur den

Zellzyklus und die Zelldifferenzierung von entscheidender Bedeutung sind.

MAP-Kinase-Kaskaden (MAPK-Kaskade) sind hierarchisch in drei Module
organisiert. Die Signallibertragung erfolgt tber MAPK-Kinase-Kinasen (MAPKKK) zu
dualspezifischen Threonin- /Tyrosinkinasen, den MAPK-Kinasen (MAPKK). Diese
wiederum stimulieren das letzte Glied dieser Kaskade, die prolingerichteten MAP-
Kinasen (MAPK), Serin-/Threonin-spezifische Kinasen, die an einem TXY-

Aminosaure Motiv durch Phosphorylierung aktiviert werden (siehe Abb.2).
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Bis heute sind drei Untergruppen der MAP-Kinasen ausfuhrlicher charakterisiert

worden die jeweils in einer gut definierbaren Signalkette involviert sind. Zu diesen

gehoren:

» ERK1/2 (extrazellular Signal-regulierte Kinasen) [Boulton et al., 1991]

= JNK (c-Jun-N-terminale Kinasen) bzw.

[Sanchez et al., 1994]
= p38 [Enslen et al., 1998]

Stimulus Growth Factors,
Mitogens

/ |
MAPKKK é'n E-'F%

| }
MAPKK ( HEK"Z)

| }
MAPK ( Eamrz.)

. v

Biological Growth,
Response Differentiation,
Development

Abb. 2 MAP-Kinase Signaltransduktionskaskaden
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Stress,
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B.2.1 Die ERK-MAP-Kinase-Kaskade

Der am besten charakterisierte MAPK Signalweg ist die Raf-MEK-ERK Kinase-
Kaskade. Stimuliert wird dieser Signalweg vor allem durch Wachstumsfaktoren wie
EGF (epidermal growth factor) oder Blutplattchen-Wachstumsfaktor (platelet derived
growth factor, PDGF), was zur Mitose der betreffenden Zelle fuihrt. Deshalb wird der
Raf/MEK/ERK-Signalweg oft als klassische mitogene Signaltransduktionskaskade
betrachtet (Abb.3).

=] -
&3
€ m@
A e
@ranp Cen ) Ce= ) (=) Guod IR0
N - oA

TRANSCRIPTION

Abb. 3 Die ERK-MAPK-Signaltransduktionskaskade
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Die Aktivierung von Raf erfolgt durch Bindung an das aktive Ras-Protein auf der
Ebene der Zellmembran. Die Aktivierung von Raf durch Ras fihrt zur
Phosphorylierung zweier Serinreste der dualspezifischen Kinase MEK
(mitogen/extracellular-signal regulated kinase kinase) die wiederum
Phosphatgruppen sowohl auf Threonin- als auch auf Tyrosinreste in den
Zielproteinen, den ERK-Isoformen ERK1(p44) und ERK2 (p42) Ubertragt [Ahn et al.,
1991]. Ras stellt somit die Verbindung zwischen dem Wachstumsfaktor-Rezeptor
und der Raf-MEK-ERK-Kaskade dar, wobei die Proteine Grb2 und SOS an der

Kopplung von Ras mit dem Rezeptor beteiligt sind.

Wahrend ERK das bisher einzige, bekannte Kinasesubstrat von MEK darstellt, kann
aktiviertes ERK seinerseits eine Vielzahl von Zielproteinen sowohl im Kern als auch
im Zytoplasma phosphorylieren. Zu den Substraten von ERK zahlen unter anderen
Transkriptionsfaktoren wie der Ternar-Komplex-Faktor Elk-1 [Schenk und Snaar-
Jagalskar, 1999]. Die Bedeutung der ERK1/2 MAP-Kinasen liegt im allgemeinen in
der mitogenen Signaltransduktion, sie ist aber auch an Differenzierungsvorgangen
beteiligt. Auf der anderen Seite vermittelt die Aktivierung der Raf-MEK-ERK Kaskade

durch Wachstumsfaktoren in verschieden Zellsystemen antiapoptotische Signale.

B.2.2 Die JNK MAP-Kinase-Kaskade

Die zweite Untergruppe der MAP-Kinasen stellt die c-Jun NHz-terminal Kinase (JNK)
auch SAPK: Stress-aktivierte Proteinkinase dar. Diese MAP-Kinase wird in erste
Linie durch inflamatorische Zytokine wie IL-1 und TNF alpha oder durch chemische
und physikalische Stress-Einflisse (bakterielle Endotoxine, Arsenit, Anisomycin,
H.O,, osmotischer Stress, Hitze-Schock, UV-Strahlen und einige genotoxische
Substanzen) aktiviert (Abb.4). Die JNK-Isoformen (JNK1 und JNK2) werden durch
die zweifach-spezifische Protienkinase MKK4/7 aktiviert. Ras kann auch die
Aktivierung der JNK vermitteln. Bekannte Substrate der JNK sind c-Jun, ATF2 und
Elk-1.
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Abb. 4 Die SAPK/JINK Signaltransduktionskaskade

B.2.3 Die p38 MAP-Kinase-Kaskade

Die p38 MAP-Kinase wird auch durch inflamatorische Zytokine und chemische und
physikalische Stress-Einflisse wie Arsenit, osmotischer Stress, UV-Strahlen und
Hitze aktiviert. Die p38 Isoformen (p38 o/B/y/5) werden durch MKK3/6 aktiviert. Die
Phosphorylierung und Aktivierung von MKK3/6 erfolgt durch TAK1 oder ASKI1.
Substrate von p38 sind zum einen zytoplasmatische Proteine und zum anderen
Transkriptionsfaktoren im  Zellkern. p38 phosphoryliert  bevorzugt die
Transkriptionsfaktoren Sap-1 und ATF-2 [Raingeaud et al., 1995; Janknecht und
Hunter, 1997], aber auch CHOP [Wang und Ron, 1996].
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Ein wichtiges zytoplasmatisches Substrat der p38 ist die MAPKAP-Kinase 2
(Mitogen-aktivierte Proteinkinase-aktivierte Proteinkinase), die das Hsp 27, CREB
[Clifton et al., 1996] und auch den SRF phosphoryliert [Heidenreich et al., 1999]. p38

kann eine Vielzahl von Proteinen sowohl im Cytoplasma als auch im Nukleus

regulieren.
infla ——
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Abb. 5 Die p38 MAPK Signaltransduktionskaskade

Wahrend die Raf-MEK-ERK-Kaskade das Uberleben der Zellen fordert, sind die JNK
und p38 MAP-Kinasen an der Aktivierung von apoptotischen und inflammatorischen

Zellprozessen beteiligt.
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B.3 Das hdmatopoetische System

Unter dem Begriff Hamatopoese versteht man den Prozel3 der Bildung und Reifung
von Blutzellen. Aus undifferenzierten Stammzellen im Knochenmark entwickeln sich
uber verschiedene Vorlauferzellen Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten.
Unter dem Einfluss der hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren wie IL-3, EPO, GM-
CSF, TPO und G-CSF reifen innerhalb von einem bis zehn Tagen Erythrozyten,
Thrombozyten, Monozyten/Makrophagen und Granulozyten heran. Nach Abschluss
dieses Prozesses wandern die Blutzellen in die Blutbahn und die verschiedenen
Korpergewebe. Der grosste Teil der Entwicklung von Lymphozyten geschieht in
Knochenmark. Man unterscheidet zwei Arten von immunkompetenten Zellen: T-
Lymphozyten und B-Lymphozyten. Wahrend die B-Lymphozyten aus der Stammzelle
ahnliche Entwicklungsstufen wie die Granulozyten durchlaufen, erfolgt die Reifung

der T-Lymphozyten im Thymus.

Unipotente Stammzellen wandeln sich nur in eine Art differenzierter Zellen um,
wahrend pluripotente Stammzellen unter Bildung verschiedener Zellarten
differenzieren koénnen, die jeweils spezialisierte Funktionen wahrnehmen.
Pluripotente Stammzellen kénnen sich entweder selbst erneuern, oder sie teilen sich
in myeloische bzw. lymphatische Stammzellen. In Abh&angigkeit von der Art und
Menge der einwirkenden Zytokine bilden die myeloischen oder lymphatischen
Stammzellen verschiedene Vorlauferzellen, die sich nicht mehr durch Teilung
erneuern konnen. Diese Zytokine fordern die Proliferation und Differenzierung von
Vorlauferzellen fur viele Blutzellarten. Zum Beispiel fordert der Wachstumsfaktor
Erythropoetin die Proliferation und Differenzierung von Vorlauferzellen der
Erythrozyten BFU-E, CFU-E zu reifen Erythrozyten (Abb.6).
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Abb.6 Das hamatopoetische System

Alle differenzierten Zellen des Blut- und Immunsystems haben nur eine begrenzte
Lebensdauer. Im Knochenmark sorgen daher h&matopoetische Stammzellen die
standige Bildung neuer Zellen dieser beiden Systeme. Die Dynamik des Blut- und
Immunsystems erfordert eine dulRerst exakte Regulierung. So dirfen im Falle einer
bakteriellen Infektion nur die Zelltypen proliferieren, welche fiir eine spezifische
Immunantwort bendétigt werden. Auch Blutverluste missen schnell durch Neubildung
von Blutzellen ausgeglichen werden. Eine geringfugige Abweichung in der
Produktion neuer Blut- oder Immunzellen wirde schnell zum Zusammenbruch des
Systems fuhren. FiUr diese beinahe ,magische”, weil extrem sensitive Regulation,

sind vor allem auch Zellen des Knochenmarkstromas zustandig.
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B.4 ERK/MAP-Kinasen und die erythroide Differenzierung

Nach neuen Erkenntnissen spielen die MAP-Kinasen eine wichtige Rolle bei der
Regulation von Differenzierungsvorgéngen in hamatopoetischen Zellen. Vor allem
die ERK-Kaskade scheint eine zentrale Bedeutung zu Gbernehmen. Mehrere Studien
haben gezeigt, dass die Aktivierung der ERK-Kaskade notwendig und ausreichend
ist, um die mono- und megakaryozytéare Differenzierung zu induzieren [Kharbanda et
al., 1994; Whalen et al., 1997; Melemed et al., 1997]. AuRerdem deuteten weitere
Untersuchungen an, dass die ERK-Kaskade einen negativen Einfluss auf die Reifung
erythroider Zellen ausitbt [Whalen et al., 1997; Matsuzaki et al., 2000; Schaefer et
al., 2004].

Matsuzaki et al., 2000 konnten aufzeigen, dass die Uberexpression vom aktiven Ras
in erythroblastoiden SKT6 Friend murine Leukamiezellen die Erythropoetin (Epo)
induzierte erythroide Differenzierung verhinderte. Umgekehrt fiihrte die Inhibition der
MEK/ERK-Signaltransduktionskaskade durch den MEKZI1-Inhibitor PD 98059 zur
Induktion der erythroiden Reifung der SKT6 Zellen.

Uchida et al. 2001 schlossen ebenfalls, dass eine negative Korrelation zwischen der
ERK-Aktivierung und erythroiden Differenzierung existieren misste. Sie fanden
heraus, dass in der erythromegakaryozytaren UT-7/GM Zelllinie, welche unter
Stimulation mit Epo erythroid und unter Thrombopoetin (TPO) megakaryozytar
differenziert, die Behandlung mit Epo und PD 98059 die erythroide Reifung der
Zellen fordert. Die Kombination von TPO mit diesem MEKZ1-Inhibitor fuhrt zu einer

Unterdrickung der megakaryozytaren Differenzierung.

Andere Forschergruppen konnten auch aufzeigen, dass die Inhibition der ERK/MAP-
Kinasen die erythroide Entwicklung induziert und férdert [Whalen et al., 1997; Witt et
al., 2000; Miyazaki et al., 2001; Schaefer et al., 2004].
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B. 5 Leukamie

Das Blut besteht aus Blutzellen wie den roten Blutkdrperchen (Erythrozyten), den fir
die Blutgerinnung zustandigen Blutplattchen (Thrombozyten) und den weil3en
Blutkdrperchen (Leukozyten). Diese Blutzellen Ubernehmen lebenswichtige
Funktionen des Organismus. Da die Zellen nur eine begrenzte Lebensdauer haben,
missen diese standig erneuert werden. Der Ort der Blutbildung ist dabei das
Knochenmark, das in den Hohlraumen der Knochen verteilt ist. Im Knochenmark
werden aus wenigen Vorlaufer- oder Stammzellen durch Zellteilungen und
Reifungsschritte stdndig alle Formen der Blutzellen in gro3er Zahl neu gebildet.
Wenn sie reif sind, treten sie in den Blutkreislauf Gber.

Bei Leuké&mie ist durch genetische Veranderungen der Stammzellen der normale
Reifeprozess der weil3en Blutkdrperchen unterbrochen, es treten auch unreife weil3e
Blutkdrperchen in den Blutkreislauf Gber und vermehren sich unkontrolliert. Die
bosartigen Zellen bleiben funktionslos und verdrangen die gesunden
Knochenmarkszellen. Es treten z.B. Symptome wie Infektionen, Mudigkeit, Blutarmut

und Blutungsneigung auf.
B.5.1 Formen der Leukadmie

Man unterscheidet nach dem Verlauf chronische und akute Leukdmien. Chronische
Formen zeichnen sich durch einen eher schleichenden, symptomlosen Beginn und
langsames Fortschreiten aus, wahrend sich akute Leukamien rasch entwickeln und
in der Regel mit schweren Krankheitssymptomen und Fieber einhergehen. Die
Blutzellen bei chronischen Leukamien sind relativ ausgereift, wahrend bei akuten
Leukdmien unreife oder undifferenzierte Zellen vorliegen, das heil3t, die Entartung
hat auf einer friheren Stufe im Reifungsprozess der Blutzellen stattgefunden.

Es werden zwei Arten von Leukdmie unterschieden, die myeloische und
lymphatische Leukamie, die entweder akut oder chronisch verlaufen kénnen.
Myeloische Leukamien gehen von Vorlauferzellen weil3er Blutkdrperchen aus. Die
entarteten Zellen teilen sich unkontrolliert, verdrangen und zerstéren das gesunde
Knochenmark. Die Leukdmiezellen treten in groRer Zahl ins Blut Gber und kénnen
auf diesem Wege auch andere Koérperorgane und selbst das Gehirn erreichen und

sich dort ansiedeln.
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Lymphatische Leukamien gehen von Vorlaufern der Lymphozyten aus. Diese werden
verursacht durch eine langsame Vermehrung von Lymphozyten (weil3e
Blutkorperchen die sich bevorzugt in Lymphknoten, Lymphe und Milz aufhalten, und
deren Aufgabe unter anderem die Antikérperbildung ist).

Zudem unterscheidet man bei Leukéamien nach der Herkunft der fehlerhaften
vermehrten Blutzellen zwischen lymphatischer Leukamie (ausgehend von Vorstufen
der Lymphozyten) und myeloischer Leukamie (ausgehend von Vorstufen der
Granulozyten/Monozyten). Daraus ergeben sich folgende Formen von Leuk&mien,
die sich im Hinblick auf Symptome, Verlauf, Prognose und Behandlung deutlich

unterscheiden:
Akute myeloische Leukamie (AML)

Ein Zeichen flur akute myeloische Leukamien ist die Haufigkeit des Vorkommens der
Myeloblasten oder Monoblasten. AML tritt weltweit mit einer Haufigkeit von 2,5
Erkrankungen pro Jahr pro 100.000 Einwohner auf. Sie ist die bei Erwachsenen am

haufigsten vorkommende Leukamieart.

Akute lymphatische Leukamie (ALL)

Akute Lymphatische Leukamien treten meistens bei Kindern (zwischen dem 2. und
10. Lebensjahr), seltener bei Erwachsenen, vornehmlich im Alter zwischen 30 und 50
Jahren, auf. Ungeféahr einer von 100.000 Menschen pro Jahr ist von ALL betroffen.
Eine der Leukozytenuntergruppen, die Lymphozyten, sind bei dieser Leuk&mie

betroffen.

Chronische myeloische Leukamie (CML)

Die Chronische Myeloische Leukdmie ist gekennzeichnet durch eine erhebliche
Vermehrung von Granulozyten und deren Vorstufen in Knochenmark, Blut, Milz und
Leber. Sie tritt mit einer Haufigkeit von 10 Erkrankungen pro Jahr pro 1 Millionen

Einwohner auf. Betroffen sind meistens Menschen im mittleren bis hoheren Alter.
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Chronische lymphatische Leuk&mie (CLL)

Die CLL ist eine Form der Leuk&mie, bei der die reifen Lymphozyten betroffen sind.
Die Leukozytenzahl in Knochenmark, Blut, Lymphgewebe und anderen Organen ist
deutlich erhoht, der in ihnen enthaltene Lymphozytenanteil kann bis zu 95%
betragen. Betroffen sind meistens altere Menschen ab dem 50. Lebensjahr. Bei etwa

95% aller CLL-Falle liegen kanzerdse B-Zellen vor.

Erythroleukdmie (Akute myeloische Leukamie-M6)

Diese Leuka&mieform ist ein Subtyp der akuten myeloischen Leukdmien (AML). Der
geht haufig ein myelodysplastisches Syndrom voraus und zeigt Haufungen im frihen
Kindes- und im hohen Erwachsenenalter. Manner scheinen haufiger als Frauen
betroffen zu sein. Die Erythroleukdmie beschreibt eine abnorme Proliferation
ausschlieBlich der erythroiden Vorlaufern und kann durch den Nachweis von

Glycophorin A gesichert werden.
B.5.2 Therapiemodalitaten

Seit Mitte der 40er Jahren wurden eine Reihe von Medikamenten gegen Leukamie
entwickelt, die den Weg fir die heutige Gbliche Chemotherapie ebneten. Das Ziel der
medikamentdse Therapie ist, die Leukamiezellen vollstandig zu zerstéren oder
maoglichst weit zurlckzudrangen. Dadurch werden vor allem die Tumorzellen
geschadigt, die sich praktisch standig vermehren. Mit der Chemotherapie kann eine
Reduzierung der Leukamiezellen (Teilremission) und teilweise sogar eine
weitgehende Krankheitsriickbildung (komplette Remission) erreicht werden.

In den 70er Jahren wurde die Knochenmarktransplantation eingefihrt, die heute eine
sehr wirkungsvolle Therapie darstellt und oftmals die einzige Chance auf Heilung
bietet. Hierbei wird dem Patienten im Anschluss an eine Hochdosistherapie
(Chemotherapie und Bestrahlung), die das existierende Knochenmark zerstort, das
Knochenmark von einem geeigneten Spender Ubertragen. In den letzten Jahren
wurden mit neuen Methoden verschiedene neue Wirkstoffe entwickelt, die bei
manchen Leukadmieformen ganz gezielt in die Steuerung der Krebszelle eingreifen
und die krankhafte Zellvermehrung hemmen. Eines der erfolgreichsten Beispiele
hierfir ist das CML-Medikament Glivec (Wirkstoff Imatinib), das selbst in

fortgeschrittenen Phasen der CML vielversprechende Ergebnisse zeigt.
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B.6 Arsen-Verbindungen und akute promyelozytare Leukadmie (APL)

APL, eine der acht Unterarten der akuten myeloischen Leukamie (AML), ist eine
bdsartige Erkrankung der Vorstufen der weissen Blutkérperchen. APL ist durch eine
spezifische chromosomale Abnormalitat, die Translokation genetisches Materials von
Chromosom 17 auf Chromosom 15, charakterisiert. Diese genetische Veranderung
fuhrt zur Bildung eines abnormalen Proteins (PML-RARa), das normale
Zellwachstum behindert und die weitere Reifung der Myelozyten im Knochenmark
auf der Entwicklungsstufe der Promyelozyten unterdriickt, worauf sie akkumulieren

[Grignani et al.,1998].

Durch Behandlung mit dem Vitamin-A-Saure-Derivat All-Trans-Retinsdure, ATRA
(Tretionin) kdnnen die durch PML-RAR alpha verursachte Stérung der Transkription
aufgehoben werden, leukamische Zellen reifen wieder zu Granulozyten aus und
werden damit unschadlich. Durch eine Behandlung mit Tretionin in Kombination mit
der konventionellen Chemotherapie kann die friher meist tédlich verlaufende

Promyelozytenleukamie heute in mehr als 80% der Falle geheilt werden [Niu et al.,

1999].

Eine giftige Substanz, die als Unkrautvertilgungsmittel eingesetzt wird und als
bertchtigte Waffe in Kriminalromanen gilt, hat Erfolge bei der Behandlung von
Leukamie gezeigt: Arsenik oder Arsentrioxid (ATO). Arsenik (Medikament Trisenox)
ist in der Lage, auf nicht vollstandig bekanntem Weg in die gestérte Reifung der
Promyelozyten antileukamisch einzugreifen. Trotz der bekannten Toxizitat von As,O3
gelang es im Rahmen der Induktions- und Konsolidierungstherapie, komplette
Remissionen ohne medikamentds bedingte Todesfélle wegen Toxizitat zu erzielen
[Soignet et al., 1998].

B.6.1 Chemie und Wirkweise

Der Wirkstoff As,O3 hydrolisiert in Wasser zur arsenigen Saure, die in Abhangigkeit
von Temperatur, pH-Wert und lonenstarke — ahnlich wie die Phosphorsaure — in
unterschiedlichen Stufen vorliegen kann. Deshalb hat man sich darauf geeinigt, nur

von »Arsentrioxid« als eigentlichem Wirkstoff zZu sprechen.
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Der genaue Wirkmechanismus von Arsentrioxid ist noch nicht geklart. Dazu
existieren zwei Hypothesen: Einerseits soll die Substanz das PML-RAR alpha
zerstoren, das die Ausreifung der Leukozyten behindert. Andererseits werden die
Apoptose-Induktion, partielle Differenzierung und eine antiproliferative Aktivitat

diskutiert [Zhang et al., 2001].

Eine Beeinflussung des zellularen Redox-Status z.B. durch Ascorbinsédure kann die
Apoptose durch Arsentrioxid erhdhen und lasst eine hohere zelltoxische Wirkung
erwarten [Grad et. al., 2001; Bachleitner-Hofmann, 2001]. Eine Kombination von
Arsentrioxid mit cAMP in APL Zelllinien (NB4 und NB4-R1) induziert die komplette
Differenzierung und ermdglicht die Zerstérung des PML-RAR alpha- Fusionsprotiens
[Zhu et al., 2002].

B.7 Arsen-Verbindungen und chronische myeloische Leukamie (CML)

Fur die chronische myeloische Leukamie ist die Bildung des Philadelphia-
Chromosoms der haufigste auslosende Faktor. Dabei handelt es sich um ein
verkirztes Chromosom 22. Es entsteht, wenn die Enden von Chromosom 22 und
Chromosom 9 gegeneinander ausgetauscht werden. Das Stick, das von
Chromosom 9 auf Chromosom 22 Ubertragen wird, ist viel kirzer als der
ursprungliche DNA-Strang. Durch diese Translokation geraten auf Chromosom 22
zwei Gene in unmittelbare Nachbarschaft, die normalerweise nur getrennt

voneinander vorkommen.

Das Produkt dieser Genkombination (Bcr-Abl Fusionsprotein) ist eine aktive
Tyrosinkinase, die eine unkontrollierte Teilung von Blutzellen verursacht
[Konopka et al., 1985]. Die Erkrankung wird in der chronischen Phase zuné&chst
medikamentds behandelt, zum Beispiel mit der Substanz Hydroxyharnstoff
(abgeklrzt HU fur das englische Hydroxyurea) oder mit Interferon-alpha (IFN) in der

Erhaltungstherapie.

Eine neue Therapiemoglichkeit mit sogenannten Signaltransduktionshemmern wie
Imatinib besteht seit November 2001 fir CML-Patienten, die nicht mehr auf Interferon

ansprechen und fur die andere Behandlungsformen nicht méglich sind.
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Imatinib Gleevec® (imatinib mesylate) 4-[(4-Methyl-1-piperazinyl)methyl]-N-[4-methyl-
3-[[4-(3-pyridinyl)-2-yrimidinyl]Jamino]-phenyl]benzamide methanesulfonate, wurde im
November 2001 in Deutschland mit dem Handelsnamen Glivec, héufig auch noch als

STI571 bezeichnet, zugelassen.
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Abb. 7 Chemische Struktur von Imatinib

Das Medikament gilt als Vertreter einer neuen Klasse von Krebsmedikamenten als
Signal-Transduktions-Inhibitor = STI. Herkémmliche Zytostatika, die in der
Chemotherapie eingesetzt werden, kbnnen zwischen gesunden und kranken Zellen
nur bedingt unterscheiden und gehen deshalb oft mit schweren Nebenwirkungen

einher.

Signaltransduktionshemmer zielen dagegen spezifisch auf die Unterbrechung von
Informationswegen in Tumorzellen, die fur deren Wachstum unentbehrlich sind.
Imatinib setzt an der entscheidenden Ursache fur die ungehemmte Vermehrung von
Blutzellen bei der chronischen myeloischen Leukéamie an. Der Wirkstoff (Imatinib)
hemmt die Tyrosinkinase-Aktivitat von Bcr-Abl-Protein, indem er mit ATP um dessen
Bindungstasche konkurriert und somit die Phosphorylierung von Botenstoffen und die
nachfolgenden Signaltransduktionswege stoppt. Imatinib blockiert das Enzym und
mit ihm die unkontrollierte Vermehrung der Zellen. Das Medikament wird derzeit
eingesetzt, um Patienten zu behandeln, die an einer Philadelphia-Chromosom-
positiven CML erkrankt sind und bei denen die Standard-Therapie mit Interferon

alpha in der chronischen Phase (zunachst stabile erste Phase) versagt hat.
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Mit Imatinib werden auch Patienten in fortgeschrittenen Stadien wieder therapierbar.
Es verlangsamt das Fortschreiten der Erkrankung und hat vergleichsweise geringe
Nebenwirkungen. Zur Zeit ist noch offen, welcher Langzeiterfolg mit Imatinib zu
erreichen ist. Wie lange die Behandlung dauern muss und ob sie nach Erreichen
einer kompletten Riuckbildung der Leukamie abgebrochen werden kann, ist ebenfalls

noch unklar.

Weitere Untersuchungen in vitro haben gezeigt, dass die Kombination aus Imatinib
und Arsentrioxid (Medikament Trisenox) synergetische Wirkungen erzielt haben [La

Rose et al., 2002 ].

B.8 Geschichte des Arsens

Der Name "Arsen" leitet sich vom griechischen Wort ,arsenikon” ab, das soviel wie
"mannlich" bedeutet, aber auch die griechische Bezeichnung fur Auripigment ist, ein
goldglanzendes Arsenschwefel-Mineral (As,S3), das schon im Altertum die Neugier
der Naturforscher weckte. Arsen ist ein Halbmetall, das mit einer Haufigkeit von 2,1
mg/kg zu den weniger haufigen Elementen in der Erdkruste gehoért. Die Giftigkeit
arsenhaltiger Stoffgemische war schon vor 2500 Jahren bekannt. Dioskourides,
Leibarzt am Hofe Neros, beschrieb im 1. Jahrhundert nach Christus die Wirkungen
von Arsen.

1638 erkannte Agricola den arsenhaltigen Charakter des "weil3en Gifts", wie
Arsentrioxid genannt wurde, das bei der thermischen Zersetzung arsenhaltiger
Mineralien und Erze entstand. Doch erst im letzten Jahrhundert begann die
mechanistische Aufklarung der biologischen Wirkungen des Arsens. In dieser Zeit
wurden Arsenverbindungen als Pestizide, Pflanzen- und Holzschutzmittel eingesetzt.
Auch als Heilmittel haben Arsenikalien besonders in der ersten Hélfte des letzten
Jahrhunderts eine gewisse Bedeutung erlangt. Einige von ihnen sind heute noch

zugelassen.

B.8.1 Vorkommen

Arsen zahlt zu den Halbmetallen und kommt in den Oxidationsstufen -3, 0, +3 und
+5 vor. Elementar kommt Arsen in der Natur kaum vor. Arsen ist natirlicher

Bestandteil der Erdkruste mit einem durchschnittlichen Anteil von 2-5 mg/kg.
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In der Luft betragt der Arsengehalt (meist in partikularer Form als Arsentrioxid
(As;03)) in landlicher Umgebung zwischen 0,02 und 4 ng/m?®, in den Stadten 3 bis
200 ng/m?®[Matschuliat et al., 2000].

Die anorganische und organische Form des Arsens sind in der folgende Tabelle

gelistet.

Form des Arsen Chemische Formel Weitere Bezeichnungen

Rotes Arsen As ,S; Realgar, sandaraca

Gelbes Arsen As2S3 Arsenikon, aurum pigmen-
tum, orpiment

weilRes Arsen As;03 Arsenik

Phenylarsine oxide CeHsASO

In naturlichen Béden findet man Arsengehalte meist zwischen 0,1 und 20 mg/kg.
Kontaminierte Boden, z.B. im Umfeld von Kupferhitten und ehemaligen Arsen-
produktionsstatten, konnen mehr als 1000 mg/kg enthalten [Matschullat et al., 2000;
Dickerson et al.,1980; Crecelius et al., 1974; Binder et al.,1987]. Uber die chemische

Form des Arsens im Boden ist wenig bekannt.

Es ist anzunehmen, dass durch die biologische Aktivitat ein Teil in der organischen
Form vorliegt [Turpeinen et al., 1999]. Die Gehalte von Arsen im Grundwasser
werden stark durch geologische und o6rtliche Gegebenheiten beeinflusst [Kevekordes
et al., 1998; Chowdhury BK, et al., 2000]. In Grund- und Oberflachengewéssern

hangt das Verhaltnis zwischen As(lIl) und As(V) vom Redoxpotenzial ab.

In Grundwassern konnen in Abhangigkeit von den Sauerstoff-verhaltnissen bis 50%
des Gesamtarsens in der dreiwertigen Form gefunden werden [Umweltbundesamt,
1983]. Der von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) empfohlene Grenzwert fir
Arsen im Trinkwasser von 10 pg/l wird seit 1997 in Deutschland eingehalten und ist
seit 1998 in der EU gesetzlich vorgeschrieben. Fiur Mineralwasser gelten derzeit

noch héhere Grenzwerte fir Arsen (50 pg/l).
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Wegen der oxidativen Aufbereitung wird im Trinkwasser meist etwa 80-90% des
Gesamtarsens in der funfwertigen Form gefunden. Der Grenzwert der
Trinkwasserverordnung von 10 pg/l wird in aller Regel weit unterschritten. In anderen
Regionen der Erde sind die Arsenwerte im Trinkwasser dagegen wesentlich hdher,
so dass hier die chronische Exposition zu Erkrankungen der Bevolkerung flihren
kann. Insbesondere in Indien (West-Bengalen), Taiwan, Argentinien, Nepal und in
der inneren Mongolei wurden im Wasser Arsenkonzentrationen von mehr als 3 mg/l
gefunden. Mehr als 80 Millionen Menschen in diesen Regionen leben von
Trinkwasser, das die Grenze von 50 pg des Elementes pro Liter teilweise deutlich
Uberschreitet. Die meisten Lebensmittel enthalten weniger als 2,5 pg Arsen pro kg.
Meeresfriichte und manche Seefische weisen deutlich hohere Arsengehalte auf.
Diese liegen grofdtenteils als organische Verbindungen, z.B. als Arsenobetain oder

Arsenocholin vor, die im Meerestier angereichert werden [Shibata et al., 1992].

B.8.2 Arsen als Stoffwechselgift

Da Arsen kein essentielles Spurenelement ist, sind Mangelerscheinungen beim
Menschen bisher nicht bekannt. Vielmehr stehen seine toxischen Eigenschaften im
Vordergrund: Die meisten Arsenverbindungen sind potente Stoffwechselgifte. Sie
greifen in zahlreiche biochemische Prozesse ein, indem sie Sulfhydryl-Gruppen (SH-

Gruppen) von Enzymen und anderen Proteinstrukturen blockieren.

Dadurch storen sie unter anderem den zellularen Energiestoffwechsel, Rezeptor-
vermittelte Transportvorgange, die Signaltransduktion sowie DNA-

Reparaturvorgange [Bernstam et al., 2000; Basu et al., 2001;Bode et al., 2002].

Die Giftigkeit hédngt von der chemischen Substitution des Arsens ab. Fir den
Menschen sind Halogeno- und Oxo-Verbindungen des dreiwertigen Arsens starker
giftig als solche der hochsten Oxidationsstufe (funfwertig). Besonders stark toxisch
ist Arsentrioxid (Arsenik), weniger toxisch sind dagegen organische Verbindungen
wie Arsenzucker, Arsenobetain und Arsenocholin, die vor allem in Meerestieren, aber
auch in einigen Pflanzen vorkommen. Aus den Arsenoxiden Arsenat und Arsenit

bilden viele Organismen methylierte Formen.
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B.8.2.1 Akute und chronische Wirkungen

Anorganische Arsen-(lll-)Verbindungen wurden aufgrund ihrer hohen akuten
Toxizitat Gber Jahrhunderte als Mordgift verwendet. Arsen (lll) ist mobiler und
aufgrund seiner besseren Bioverflugbarkeit 2- bis 10-mal toxischer als Arsen (V). Die
orale Aufnahme von 0,1 g (Arsen Ill) kann tddlich sein. Kurz nach der Aufnahme
treten schwere Durchfalle und Erbrechen ein, begleitet von knoblauchartigem

Kdrpergeruch und neurologischen Symptomen.

Die inhalative Aufnahme des hochgiftigen Gases Arsin bei Unfallen fuhrt nach einem
Intervall von einigen Stunden zu einer massiven Hamolyse, deren frihes Zeichen ein
rot gefarbter Harn ist. Arsenhaltige Reizkampfstoffe flhren zu schweren
Schadigungen der Haut und Schleimhaute und nach systemischer Aufnahme zu

einem allgemeinen Organversagen.

Bei langerfristiger erhdhter Aufnahme von anorganischen Arsenverbindungen, z.B.
durch stark belastetes Trinkwasser, kommt es zu Polyneuropathie mit schmerzhaften
peripheren Parésthesien sowie Hautverdnderungen. In den letzten Jahren wurden in
verschiedenen Regionen der Erde, besonders auch in Bangladesh und West-
Bengalen, sehr hohe Arsenbelastungen im Trinkwasser als groRes umwelt-
medizinisches Problem erkannt [Chowdhury et al., 2000; Rahman et al., 2001; Ahsan
et al., 2001].

Arsen ist ein Krebs erzeugender Stoff, wobei der Mechanismus der Krebs
auslosenden Wirkung noch unklar ist. Arsen ist kein chemisches Mutagen, d.h. es
greift die DNA nicht direkt an. Es fuhrt aber in vitro und in vivo zu chromosomalen
Veranderungen [Gebel et al., 2000; Gebel, 1997].

Hautkrebs ist die charakteristische Erkrankung von Menschen mit hoher oraler
Arsenbelastung. Nach Einschatzung des Landerausschusses fur Immissionsschutz
gehort Arsen zu den bedeutsamen Aul3enluftkanzerogenen [L&nderausschuss flr
Immissionsschutz (LAI), 1993]. Lungenkrebs [Luechtrath, 1983; National Research
Council, 1999] sowie Blasen-, Nieren- und Leberkrebs sollen auch durch

arsenreiches Trinkwasser beguinstigt werden [Bates et al., 1992].
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B.8.3 Verwendung von Arsen

Die natirlich vorkommenden Arsensulfide Aurum pigmenumt und Realgar wurden
schon im antiken Agypten als gelbe Farbe, Schminke und Hilfsmittel in der
Lederindustrie eingesetzt. Auripigment war in der Alchemie bedeutsam, da es beim
Reiben an Silber einen Goldglanz bildet.

Trotz der bekannten Giftigkeit von Arsenverbindungen haben Arsenikalien eine lange
Tradition als Heilmittel in chinesischer Medizin. Eine 1-prozentige Ldsung von
Kaliumarsenit wurde nach Reiseberichten des schottischen Missionars David
Livingstone 1887 als Antipyretikum und als Mittel gegen die Schlafkrankheit in Afrika

eingesetzt.

Es war bis in die 60er-Jahre des letzten Jahrhunderts als Fowler'sche Lésung auch
in Deutschland im Gebrauch, wo es aufler als Starkungsmittel zur Psoriasis-
Behandlung indiziert war. Zu Anfang dieses Jahrhunderts brachte die Einfihrung von
organischen Arsenverbindungen wie Salvarsan einen Durchbruch in der Behandlung
zahlreicher bakterieller Erkrankungen wie Syphilis [Ubersicharbeit von Aronson,
1994]. Seit Ende 2000 ist in den USA auch Arsentrioxid (Trisenox) zur
antineoplastischen Chemotherapie seltener Formen der akuten promyelozyten
Leukamie (APL) zugelassen.

B.9 Stand der Forschung

B.9.1 Wirkung von Arsen-Verbindungen auf MAP-Kinasen und deren

Zielmolekile

Die bis heute durchgefuhrten Untersuchungen legen nahe, dass die verschiedenen
biologischen Effekte, welche durch Arsen hervorgerufen werden mit grosser
Wahrscheinlichkeit auf die Beeinflussung verschiedener Signalwege zurtickzufiihren
sind. Die Mechanismen der Arsen-Kanzerogenese unterliegen einer intensiven
Forschung, deren Resultate darauf hindeuten, dass Arsen spezielle Zell-
Signaltransduktionswege, die in der Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose
eingeschhlossen sind, beeinflusst und nicht durch einen genotoxischen Effekt Krebs

hervorruft.
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Es gibt Hinweise darauf, dass Arsen verschiedene MAP-Kinase-Kaskaden aktiviert.
Diese Wirkung ist abhé&ngig vom Zelltyp, der Dosis und der Lange der Exposition
[Lim et al., 1998; Porter et al., 1999; Simeonova et al., 2000; Daum et al., 2001; Lau
et al., 2004 ]. Ludwig et al., 1998 haben beschrieben, dass Arsenit (500uM) die ERK-
und p38-Kinase-Aktivierung in Abhangigkeit von der Zeit in verschiedenen
menschlichen Zelllinien bewirkt. Hossain et al., 2000 berichten, dass 100uM Arsenit
in T- lymphozyten der Maus eine Erhéhung der Phosphorylierung von ERK, JNK und
p38-Kinasen hervorruft. Ahnliche Ergebnisse von anderen Autoren zeigen [lordanov
et al.,1999], dass 200uM Arsenit die INK1-Aktivitat in RAT-1 Zellen stimuliert. Porter
et al, 1999 beschreiben die JNK-Aktivierung in menschlichen embrionalen
Nierenzellen durch Arsenit und Arsenat. Insbesondere bezieht die Aktivierung von
JNK durch Arsenat MEKK3 und MEKK4 mit ein, wohingegen die Aktivierung von
JNK durch Arsenit sowohl MEKK2 als auch MEKK3 und MEKK 4 ben¢tigt.

Es wird angenommen, dass die Arsenit-Exposition die Translokation von
verschiedenen PKC-Isoformen vom Zytosol zur Plasmamembran verursacht, wo
PKC eine entscheidende Rolle in der Signaltransduktion spielt und somit zu den
biologischen Effekten der Arsenit-Behandlung beitragt [Chen et al., 2000]. In einer
anderen Studie wurde gezeigt, dass die Arsenit-Behandlung von menschlichen
bronchialen epithelialen Zellen (BEAS) in einer direkten Tyrosin-Phosphorylierung
von EGF-Rezeptor resultiert. AulBerdem bewirkt die Arsenit-Behandlung die
Aktivierung von MEK1/2 und dadurch als Folge die Phosphorylierung von ERK und
Elk-1. Diese Zellen zeigen eine niedrige Raf-1 Kinase Aktivitat, die nicht durch Metal-
Exposition gesteigert werden kann [Wu et al., 1999]. Vorherige Studien dieser
Gruppen zeigen, dass in der selben Zelllinie eine akute Exposition von 500uM
Arsenit ERK2, JNK, p38 Kinasen, ATF-2 und c-Jun aktiviert, aber nicht Elk-1 [Samet
et al., 1998].

Andere Autoren haben beschrieben, dass Arsenit (400-500uM) Uber den EGR-
Rezeptor eine Ras-abhangige ERK Aktivierung verursacht [Chen et al., 1998; Doza
et al., 1998]. Tanaka et al., 2003 haben ebenfalls gezeigt, dass Arsenikate den
MEK1/2-ERK1/2 Signalweg tUber den EGF-Rezeptor aktivieren.
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Trouba et al., 2000 schluf3folgern, dass Arsenit-Exposition eine Unterbrechung der
Kontrolle der Zell-Proliferation hervorruft. Studien dieser Gruppe deuten darauf hin,
dass Arsenit behandelte Zellen eine erhdhte Reaktion auf Mitogenstimulierung haben
und zeigen, dass Arsenit das Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Differenzierung unterbricht. Diese Ergebnise unterstiitzen friihere Beobachtungen
von gesteigerter DNA-Synthese als Antwort auf Arsenit Behandlung und Stimulierung
durch Mitogene [Trouba et al., 1999]. Diese Gruppe hat vor kurzem gezeigt, dass
mikromolare Konzentrationen (0,005-5uM) von Natriumarsenit Cox-2 und ERK1/2
Phosphorylierung in normalen menschlichen epidermalen Keratinozyten stimulieren
[Trouba et al 2004]. Die Arsenit-Exposition von JB6 Cl41 Zellen fihrt zur
Transformation dieser Zellen und es wurde gezeigt, dass die Arsenit Aktivierung von
ERK und nicht von JNK flr diese Wirkung verantwortlich ist [Huang et al., 1999]. Die
Ergebnisse dieser Gruppe unterstiitzen die Hypothese, dass die Aktivierung der
ERK-Kaskade durch Arsenit karzinogene Effekte fordert, wéahrend die Aktivierung
von JNK durch Arsenit mit apoptotischer Wirkung einhergeht und damit zu dem
zytostatischen Effekt beitragt. Die Aktivierung von ERK durch Arsenit wurde mit der
Proliferation in Verbindung gebracht, wahrend die Aktivierung der beiden
Stresskinasen mit Apoptose und Hemmung der Proliferation. Cooper et al., 2004
konnten aufzeigen, dass Arsenit in Konzentrationen von 100uM in HaCat Zellen
(spontane, inmortalizierte, menschliche Keratynozyten Zelllinien) eine schnelle
Aktivierung der p38 und ERK verursacht. Weiterhin haben sie auch eine erhéhte
Produktion von Matrix-Metalloproteinase (MMP)-9, ein AP-1 reguliertes Gen-
Produkt, nachgewiesen. Eine Ansammlung der Forschungsdata deutet darauf hin,
dass Arsenit durch Modulierung der Signaltransduktion auch tumorpromovierende

Eigenschaften besitzt [Simeonova et al., 2000; Waalkes et al., 2000].

Bezuglich der Zielmolekiile der Signaltransduktionskaskaden wurde berichtet, dass
Arsenit AP-1 aktiviert als Folge der Erhéhung der Expression von c-fos und c-jun. Die
Protooncogene c-jun und c-fos codieren Proteine, die sich unter Bildung des
heterodimeren Transkriptionsfaktors AP-1 zusammenlagern, der an einer
Nucleotidsequenz in den Promotoren zahlreicher Gene gebunden wird [Cavigelli et
al., 1996; Parrish et al., 1999; Hu et al., 2002; Luster et al., 20004].
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Andere Autoren haben bestatigt, dass Arsenit c-fos [Ishikawa et al., 1999] oder beide
c-fos und c-jun Genexpression und AP-1 DNA Bindung verursacht [Simeonova et al.,
2000].

Arsenit hat variierende Effekte auf NF-kB- Aktivitat gezeigt: Aktivierung [Barchowsky
et al., 1996], Unterdriickung [Roussel et al., 2000; Kapahi et al., 2000] oder fehlende
Effekte [Cavigelli et al. 1996; Wesselborg et al., 1997]. Es gibt Beweise, dass Arsenit
Inhibitor Kappa Kinase (IKK) unterdrickt. Kapahi et al., 2000 berichten, dass
Konzentrationen von mehr als 10 pM benétigt werden, um eine signifikante
Hemmung der Kinase-Aktivitat zu erzielen. Experimente mit kultivierten Myelom-
Zellen zeigen, dass Arsentrioxid die durch TNF-alpha vermittelte NF-kB Aktivierung

in klinisch relevanten Konzentrationen (2-5 uM) [Hayashi et al., 2002] vorbeugt.

Ebenfalls wurde eine Aktivierung des egr-1 Gens durch Arsenit beobachtet
[Bernstam et al, 2000; Simeonova et al., 2000]. Al-Sarraj et al., 2004 haben gezeigt,
dass Arsenit eine voribergehende Erh6hung der Bildung von Egr-1 in human HaCaT
Keratinocyten verursacht . Weiter wurde bewiesen, dass die Aktivierung sowohl des
EGF-Rezeptors als auch der ERK-Kaskade essentiell flr die Induktion der egr-1

Expression durch Arsenit ist.

B.9.2 Wirkung von Arsen-Verbindungen auf Zellproliferation, Differenzierung

und Apoptose

Die meist bekannte Anwendung von Arsen in der Krebstherapie ist die erfolgreiche
Nutzung von Arsentrioxid in APL [Agis et al., 1999; Soignet et al., 1998; Lin et al.,
2000; Novick et al., 2000; Camacho et al., 2000; Che-Pin et al., 2000; Zhang et al.,
2001].

Soignet et al., 1998 zeigten in ihren klinischen Untersuchungen mit riickfalligen APL-
Patienten, dass die Reaktion auf Arsentrioxid durch erhéhte Expression von
Proenzymen Caspases 2 und 3 und die Aktivierung von Caspases 1 und 2 begleitet
wurden. Experimente mit kultivierten Myelom-Zellen zeigen, dass die Induktion der
Apoptose durch Arsentrioxid in klinisch relevanten Konzentrationen (2-5 puM) uber
die Caspase-9 Aktivierung verursacht wird und in Kombination mit Dexamethason zu

einer additiven Wirkung kommt [Hayashi et al., 2002].
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Folglich teilt Arsenit paradoxerweise mehrere Eigenschaften eines Tumorpromotors
und Zytostatikums. Die Zellproliferation wird durch Arsenit erhoht wie sich in den
Blasen von Mausen gezeigt hat, deren Trinkwasser mit Arsenit behandelt wurde.
Erhohte Zellproliferation zeigt sich auch in mit Arsen behandelten epithelialen Zellen
der menschlichen Blase [Simeonova et al.,, 2000]. Im Gegensatz fiuhrt die
Kombination von Tretionin (ATRA) und Arsentrioxid zu einen beschleunigten
Tumorregression als Folge von erhoéhter Differenzierung und Apoptose [Lallemand-

Breitenbach et al., 1999].

McCabe et al., 2000 haben beschrieben, dass Arsenit 1uM in myelomonozytaren
Leukamie Zellen (U937) die Induktion der Differenzierung durch Vitamin-D férdert.
Weiter wurde die Erhéhung von zwei Markern der monozytéare Differenzierung durch
Arsenit-Exposition nachgewiesen.

Ebenfalls wurde berichtet, dass 6uM Arsenit granulozytare Differenzierung in HI60
Zellen induziert [Richards et al., 1988]. Anderen Autoren haben gezeigt, dass Arsenit
nicht nur in hdmatopoetischen System Differenzierung induzieren kann. Salazard et
al., 2004 demonstrieren, dass Arsenit in Konzentrationen zwischen 0,25-0,5uM in
3T3-F442A Préaadipozyten Zellen die Expression von Gene induziert, welche fir die

Adipozyten Differenzierung erforderlich sind.



B Einleitung 31

B.10 Fragestellung

Wie in dem vorherigen Kapitel erlautert wurde, hat das nicht-genotoxische
kanzerogen Natriumarsenit eine grosse toxikologische Bedeutung als Umweltgift. Die
meisten Arsenverbindungen sind potente Stoffwechselgifte, welche in zahlreiche
biochemische Prozesse eingreifen, indem sie Sulphydryl-Gruppen von Enzymen und
anderen Proteinstrukturen blockieren. Die Entdeckung des therapeutischen Effektes
von Arsentrioxid (ATO) bei akuter promyelozytaren Leukamie hat diese ,alte"
Substanz zu neuem Leben erweckt [Zhang et al., 2001]. Arsenit beeinflusst
spezifische Zell-Signaltransduktionswege, welche an der Regulation der
Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose beteiligt sind. Diese Eigenschaften
machen das Arsenit zu einer interessanten  Substanz  fur die
Signaltransduktionsforschung und fur die Entwicklung potentieller neuer
Medikamente in der Behandlung neoplastischer Erkrankungen.

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Wirkung von Natriumarsenit auf
Signaltransduktionsvorgédnge in zwei hamatopoetischen Zellsystemen analysiert
werden. Die Erythropoetin-sensitiven ELM-I-1 Zellen der Maus stellen ein geeignetes
Modell fiir die isolierte Untersuchung der erythroiden Entwicklung dar [Shiozaki et al.,
1990]. Die K562 Zellen wurden aus einer Patientin mit chronischer myeloischer
Leukdmie isoliert [Lozzio et al., 1975], und sind interessant in Bezug auf die
therapeutische Anwendung von Arsenit bei Leukamie.

Es soll der Einfluss von Natriumarsenit in diesen Zellen auf MAP-Kinase-Kaskaden
und die daraus resultierende Genexpression untersucht werden. Ebenfalls soll bei
therapeutisch relevanten Konzentrationen von Arsenit die Induktion der erythroiden

Differenzierung im Hinblick auf die Leukamietherapie untersucht werden.

Im einzelnen handelt es sich um die folgenden Punkte:

1. Der Einfluss von Arsenit auf die Phosphorylierung und Aktivitat von MAP-
Kinasen. Hierzu werden Wersten Blot-Analyse und Immunkomplex-Kinase-

Assay verwendet.
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2. Der Einfluss von Arsenit auf die Transkription: Reportergen-Assays mit der
Verwendung von spezifischen Promotor-Sequenzen fir die Bindung von
Transkriptionsfaktoren.

3. Der Einfluss von Arsenit auf die Induktion der Zielgene von
Signaltransduktionskaskaden: Northern Blot-Analyse zum Nachweis von egr-
1-mRNA.

4. Der Einfluss von Arsenit auf die erythroide Differenzierung: DFA-Féarbung zum

Nachweis der Hamoglobinproduktion.

Es wird zum Ziele gesetzt weitere Einblicke in die molekularen
Wirkungsmechanismen von Arsenit zu gewinnen. Die Untersuchungen der Wirkung
von Arsenit auf die erythoide Differenzierung sollen neue Maoglichkeiten der

Differenzierungstherapie von Leukamie durch Arsenit aufzeigen.
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C Material und Methoden

C.1 Materialien

C.1.1 Gerate

Zentrifugen: EBA 12R (Hettich, Tuttlingen), Modell GS-6 und J2-21 M (Beckman
Instruments, Minchen), Kihlzentrifuge Biofuge 15R (Heraeus, Langenselbold)
Gel print 2000i-Dokumentationssystem + Transiluminator mit integriertem
Weillichttisch (MWG Biotech, Ebersberg)

Geltrockner, Gelair (Bio-Rad, Miinchen)

Hybridisierungsofen (AGS, Heidelberg)

One-Dscan software Scanalytics (Billerica, MA, USA)

DU-64 Spectrophotometer mit Quant | Soft-Pac (Beckmann Instruments,
Munchen)

Western Blot-Apparatur (Mini Protean Il) (Bio-Rad, Minchen)
RNA-Elektrophoresekammer (Horizon 11-14) (AGS, Heidelberg)
Luminometer/Luminoskan Ascent (Labsystems, Bremen)
Licht-/Fluoreszenzmikroskop Axiocam/Axiovert 135 (Carl Zeiss, Jena)

Gene Pulser Il und Capacitance Extender Plus (Bio-Rad, Miinchen)
Spannungsquellen: PowerPac Basic (Bio-Rad, Minchen), Sartophor 3000
(Sartorius, Goettingen)

Radioaktiver Monitor series 900 mini-monitor (Mini-Instruments Ltd)
Rotilabo-Block-Heater H 250 ( Roth, Karlsruhe)
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C.1.2 Substanzen und Chemikalien

Alle Chemikalien werden, sofern nicht anders angegeben, in der Reinheitsstufe ,z.A.*
von den Firmen Merck, Darmstadt; Biomol, Hamburg; Bio-Rad, Minchen; Sigma-
Aldrich, Deisenhofen; Fluka, Neu-Ulm bezogen.

Fur molekularbiologische Reaktionsansatze wird ,,Aqua ad injectabilia“ der Firma

Braun, Melsungen benutzt.

Chemikalien

e [0-**P]dCTP (ICN Pharmaceuticals, Irvine, CA, USA)

e [y-**P]-ATP (ICN, Eschwege)

e Acrylamid (Biomol, Hamburg)

e Agarose (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e Ammoniumpersulfat (Bio-Rad, Minchen)

e Aprotinin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e 8-Bromoadenosine 3'-5‘-Cyclic Monophosphate (Sigma, Minchen)

e Benzamidin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e Bovines Serumalbumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e Bradford-Reagenz (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e Bromphenolblau (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e Dithiotreotol (DTT) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e DMSO (Dimethylsulfoxid) (Merck, Darmstadt)

e Erythropoietin (rekombinant humanes) (Roche, Mannheim)

e ECL-Entwickler-Kit (Amersham Life Science, Braunschweig)

e EDTA (Merck, Darmstadt)

e Egr-1 2,6 kb Pstl Fragment mouse erg-1 cDNA (PD Dr. A. Sellmayer, Institut fur
Prophylaxe und Epidemiologie der Kreislaufkrankheiten, Universitat Minchen)

e Ethanol (Merck, Darmstadt)

e Glyoxal (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e Guanidin-Thiocyanat (Fluka, Neu-UIm)

e Human beta-Aktin cDNA 1,2-kb Pstl Fragment (Dr. T. Braun, Institut fur
Biochemie und Biotechnologie, Universitat Braunschweig

e |soamylalkohol (Merck, Darmstadt)
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e Isopropanol (Fluka, Neu-Ulm)

e Leupeptin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e Mercaptoethanol (Serva, Heidelberg)

e Methanol (UKE, Apotheke)

e Milchpulver (Nestlé, Frankfurt a.M.)

e Natriumarsenit (Sigma, Minchen)

e NaCl (Merck, Darmstadt)

e Natriumazid (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e PD 98059 (2-Amino-3‘-methoxyflavone) (Calbiochem, Darmstadt)

¢ Penicillin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e Phenol (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e Phenylmethylsulfonylfluorid (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e Salzsaure (konz) (Merck, Darmstadt)

e TPA (o-Tetradecanoylphorbol-13-acetat) (ICN Biomedicals, Amsterdam)
e trans-Reporterplasmide ELK-1, ATF2 und CREB (Stratagene, CA, USA)
e TEMED (Bio-Rad, Miunchen)

e Tris (Merck, Darmstadt)

e Tween-20 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e UO126 MEK %2 Inhibitor (Cell Signalling Technology, MA, USA)

e Wasserstoffperoxid (Merck, Darmstadt)

Antikorper

e anti-pERK-IgG (monoclonal, Maus) (Santa Cruz, CA, USA)

e anti-ERK 1-IgG (polyclonal, Kaninchen) (Santa Cruz, CA, USA)
e anti-pJNK-IgG (monoclonal, Maus) (Santa Cruz, CA, USA)

e anti-p38-IgG (polyclonal, Kaninchen) (Santa Cruz, CA, USA)

e anti-Egr-1-1gG (polyclonal, Kaninchen) (Santa Cruz, CA, USA)
e anti-JNK1-1gG (polyclonal, Ziege) (Santa Cruz, CA, USA)

e anti-JNK2-1gG (polyclonal, Kaninchen) (Santa Cruz, CA, USA)

35
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Zellkultur

e o-MEM-Medium (Gibco- Invitrogen, Karlsruhe)

¢ RPMI-Medium (Gibco- Invitrogen, Karlsruhe)

e Lipofectamine mit PLUS Reagent (Invitrogen, Karlsruhe)
e Fetales Kalberserum (Gibco- Invitrogen, Karlsruhe)

e Pferdeserum (Gibco-Invitrogen, Karlsruhe)

Weitere Materialien

e 24-Kavitaten Zellkulturplatten (Nunc, Wiesbaden)
e Rontgenfilme ( Fuji, Tokio, Japan)

e Zellkulturflaschen 80 cm? bzw. 25 cm? (Nunc, Wiesbaden)

C.1.3 Zellinien

K562-Zellen sind menschliche Leukamiezellen, die sich in einem pluripotenten
Differenzierungsstadium befinden und sich sowohl zu erythroiden als auch zu
myeloiden Zellen entwickeln kénnen. Sie wurden aus einer Patientin mit chronischer
myeloischer Leuk&mie (CML) isoliert [Lozzio et al., 1975]. Bei Uber 90 Prozent der
CML Patienten ist die Bildung des Philadelphia-Chromosoms der auslésende Faktor.
Das Philadelphia-Chromosom entsteht, wenn sich in einer der Stammzellen des
Knochenmarks, aus denen die weil3en Blutzellen hervorgehen, ein genetischer Unfall
ereignet: Wahrend sich die Zelle teilt, erhdlt Chromosom 9 féalschlicherweise ein
Stick von Chromosom 22 und dieses umgekehrt ein Sttick von Chromosom 9. Durch
diese Translokation geraten auf Chromosom 22 zwei Gene in unmittelbare
Nachbarschaft, die normalerweise nur getrennt voneinander vorkommen. Das
Produkt dieses "Fusionsgens" (bcr-abl Fusionsprotein) ist ein abnormer Eiweil3stoff,
der die Blutzellen dazu antreibt, sich ungebremst zu teilen [Konopka et al., 1985]

K562 Zellen werden bei 370C, 5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit in RPMI-Medium
gehalten, das 10% fetales Kalberserum, 2nM Glutamin, 50 units/ml Penicillin und

50ug/ml Streptomycin enthélt.
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ELM-I-1 Zellen sind Erythroleukdmiezellen, die aus der Maus isoliert wurden
[Shiozaki et al., 1990]. Sie sind Erythropoietin-sensitiv und stellen neben den K562
Zellen ein gutes Modell fir die isolierte Untersuchung der erythroiden Differenzierung
dar. Die werden in o-Medium mit 10% Pferdeserum und in den erwahnte
Konzentrationen an Glutamin, Penicillin und Streptomycin wie das RPMI-Medium
gehalten.

Beide Zelllinien wurden freundlicherweise von Prof. W. Ostertag, Heinrich Pette-
Institut fur Experimentelle Virologie und Immunologie (Hamburg) zur Verfliigung

gestellt.

C.1.4 Reportergen-Plasmide und Trans-Aktivator-Plasmide

Reportergene sind ein wichtiges Instrument zur Analyse regulatorisch aktiver
Promotor- und Enhancerbereiche. Die Quantifizierung des Genreporterproteins durch
den biochemischen Nachweistest liefert dabei indirekt Informationen Uber die
Transkriptionsaktivitat des vorgeschalteten zu untersuchenden Promotors, der die
Expressionsstarke des Reporterproteins gesteuert hat.

Bei cis-Reportersystem werden zwei Reportergenplasmide, pCRE-Luc und pSRE-

Luc (Fa. Stratagene), verwendet.

P bla

V40 3" -splice site/SV40 pA
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CRE enhancer (4x)
TATA
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Verwendet werden auch die Pathdetect trans-Reportersysteme EIk-1 und c-Jun.
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Das trans-Reportersystem beinhaltet ein spezifisches fusions trans-Aktivator
Plasmid, welches eine Aktivierungsdoméane des Transkriptionsaktivators Elk-1 und c-
Jun besitzt. Dieses ist direkt mit der Hefe GAL4 DNA-Bindungsdoméne verbunden.
Als Promotor fur das Fusionsprotein dient der Promotor des Cytomegalievirus, um

die konstitutive Expression des trans-Aktivator Fusionsproteins zu gewahrleisten.

Als zweites Plasmid im trans-Reportersystem dient das pFR-Luc Plasmid, welches
einen synthetischen Promotor mit funf Tandem-Wiederholungen der Hefe GAL4
DNA-Bindungsdomane beinhaltet. Dieser Promotor kontrolliert die Expression des

Luziferase-Genes von Photinus pyralis ( Amerikanische Feuerfliege).

S5x GAL4 binding site

TATA
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Die beiden Plasmide werden in die Zelle co-transfiziert und das trans-Aktivator
fusionsprotein wird Uber den Promotor des Cytomegalievirus konstitutiv exprimiert.
Die Aktivierungsdoméane des Fusionsproteins wird durch die entsprechende Kinase
in der Zelle phosphoryliert. Zwei aktivierte Fusionsproteine bilden ein Dimer, welches
mit seinen GAL4 DNA-Bindungsdomanen an die Bindungsdoménen im pFR-Luc-
Reporter Plasmid binden kann. Dies fuhrt zur Expression des Luziferase Genes, das

in einem Luziferase-Assay quantifiziert werden kann (Abb. 8).

Fromoter | |

Coom - - -——----——- - -~ {FEne ll'“I'ItEPE't

Promoter [FAPE T TATATA Ihp-nmr Enzyme |

Pathway-specific fusion Reporter plasmid
frans-activator plasmid
Cotransfect

? Protein of interest phosphorylates pathway-spedfic

fusion frans-activator protein either directly or indirectly

o
Protein o
of interest

Phosphorylated pathway-specific fusion frans-activator
protein binds as a dimer with GAL4 UAS and activates
transcription of the reporter enzyme

Abb. 8 In vivo Signaltransduktionsweg des trans-Reportersystemes
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C.2 Methoden
C.2.1 Molekularbiologische Methoden: Proteine

C.2.1.1 Western-Blot-Analyse

Der Western Blot ist ein sehr empfindliches und spezifisches Verfahren zum
Proteinnachweis. Es verbindet die hohe Trennschéarfe der Gelelktrophorese mit der
Spezifitat der Antikorpererkennung und der Empfindlichkeit von Enzymtests. Dabei
wird zunachst Protein isoliert, unter denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch
aufgetrennt und anschlieRend auf eine Membran transferiert. Die Proteine lassen
sich dann mit spezifischen Bindungseigenschaften tber Antikorper direkt auf der

Membran nachweisen.

C.2.1.1.1 Protein-Isolierung

Fir jeden Ansatz werden 1x10° Zellen ausplattiert und am nachsten Tag mit den
Untersuchungssubstanzen behandelt. Nach der Behandlung werden die Zellen
geerntet und in 10ml kaltem PBS fur 5min bei 200g gewaschen. Anschlie3end wird
das Pellet in 90ul P-RIPA-Lysispuffer resuspendiert und 30min auf Eis inkubiert.
Durch Zentrifugation (12min, 12000g, 4°C) wird das nicht geloste Zellmaterial
entfernt. 73ul des Uberstandes werden mit 23,33 Laemmli lll versetzt, fir 5min bei
100°C erhitzt und anschlieRend weitere 5min auf Eis inkubiert. Die Proben werden

bei —20°C aufbewahrt.

RIPA-Puffer Tris-HCI 5mM pH7,4
NacCl 15mM
EGTA 100mM
Nonidet P-40 1%
Natriumdeoxycholséure 10%

P-RIPA-Lysispuffer (mit RIPA +

Protease-Inhibitoren)  Aprotinin 10pg/ml
Leupeptin 10pg/ml
NaszVO, (Natriumvanadat) 1mM
Benzamidin 10mM
PNPP (p-Nitrophenylphosphat) 1mM
Natriumpirophosphat 10mM
Beta-Glycerophosphat 40mM
NaF 1mM

PMSF (Phenylmethylsulfonylflourid) 1mM
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Laemmli 11l 1M Tris-HCI pH 6.8 180mM
SDS 6% (wW/v)
Glycerol 45% (w/v)
EDTA 22,5mM
Bromphenolblau 0,0015% (w/v)
Beta-Mercaptoethanol

1xPBS NacCl 135mM
KCI 2,7mM
NazHPO4 oOmM
KH,PO4 1,5mM

C.2.1.1.2 Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford

Die Bestimmung beruht darauf, dass das Absorptionsmaximum des im Bradford-
Reagenz enthaltenen Farbstoffes Coomassie Brillant Blue G 250 sich in Gegenwart
von Proteinen und in saurem Milieu von 465 zu 595nm verschiebt [Bradford, 1976].
Grund dafur ist vermutlich die Stabilisierung des Farbstoffes in seiner unprotonierten,
anionischen Sulfonat-Form durch Komplexbildung zwischen Farbstoff und Protein.
Der Farbstoff bindet dabei unspezifisch an kationische und nichtpolare, hydrophobe
Seitenketten der Proteine.

Fur die Kalibrierkurve werden Losungen mit 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 und 10ug BSA pro ml
angesetzt. Von den Zelllysaten werden jeweils 1,5u abgenommen und mit 500pl
Wasser verdinnt. Die zu bestimmenden Proben werden ebenso wie die BSA-
Losungen 1:1 mit Bradford-Reagenz gemischt und nach etwa 5min bei 595nm
gemessen. Anhand der Kalibrierkurve werden die Proteinkonzentrationen der

Zelllysate berechnet.
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C.2.1.1.3 Elektrophorese und Blot

Hierbei werden die Proteine unter denaturierenden Bedingungen mittels
diskontinuierlicher SDS-Gelelektrophorese aufgrund ihres Molekulargewichts
aufgetrennt. SDS denaturiert Proteine, d.h. verursacht die Dissoziation multimerer
Proteine in ihre Untereinheiten und zwingt alle Polypeptidketten in eine gestreckte
Konformation mit gleichem Ladungs-Masse-Verhaltnis.

Jeweils 40ug Protein werden bei 27mA in 90min aufgetrennt. Nach Abschluss der
Gelelektrophorese erfolgt der Transfer der getrennten Proteine bei 250mA in 110min
auf eine PVDF-Membran (Millipore, Eschborn). Diese Membran besitzt eine sehr
hohe Bindungskapazitat, eine gute Resistenz gegeniber organischen Losungsmittel
und ein gutes Signal/Hintergrund-Verhaltnis mit Chemolumineszenz-
Detektionssystemen. Vor der Verwendung muss die PVDF-Membran erst noch fur
eine Minute mit Methanol benetzt werden. Nach Beendigung des Blotvorganges wird
die Membran 3x5min in TBS gewaschen und tber Nacht getrocknet, um den Verlust
an geblotteten Proteinen zu reduzieren. Die getrocknete PVDF-Membran wird mit der
Zugabe von Methanol und anschlieendem  Waschvorgang in TBS wieder
rehydratisiert. Danach erfolgt eine weitere Waschung mit 0,1%igem TBS-Tween-20
fur 10min. Die Membran wird anschlieBend in einer Blockinglésung fir 1h bei
Raumtemperatur abgesattigt. Im Anschluss daran wird die Membran mit einer
Losung 1:200 verdunnt von Primarantikorpern bestehend aus anti-(pERK), anti-
(pINK), anti-(p38), anti-(Egr-1) und anti-(ERK1) in Blockinglésung fur 1h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Spulen fir 3x15min in 0,1%igem TBS-Tween-
20 erfolgt fur eine weitere Stunde die Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikorper (anti-Maus-IgG 1:6666 oder anti-Kaninchen-lgG 1:10000) in
Blockinglésung ohne Natriumazid. Nicht gebundener Antikérper wird durch Spulen
der Membran fir 3x20min mit TBS-Tween-20 entfernt. AnschlielBend erfolgt die
Visualisierungsreaktion mit dem ECL-Detektionssystem, wobei die entstehende
Chemolumineszenz durch Exposition eines Rontgenfilms dokumentiert wird (Abb. 9).
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Um sequenzielle Behandlung der Membran mit anderen Antikérper zu ermdglichen,

soll die Peroxidase-Aktivitdt zerstort werden. Daher wird die Membran fiir 30min in

einer H,O,-Losung geschittelt und anschlieRend 3x10min mit TBS gewaschen. Fur

die Dokumentation wird das Gel print 2000i-System verwendet.

5% SDS-Polyacryl-Amidgel

40%

Tris-HCI
SDS

Acrylamid
Bisacrylamid = 37,5:1)

Ammoniumpersulfat

TEMED

10% SDS-Polyacryl-Amidgel 40% Acrylamid (s.0)

Elektrophoresepuffer

Blotpuffer

1XTBS pH7,4

Blockinglésung

H»O,-Losung

Tris-HCI
SDS

Ammoniumpersulfat

TEMED

Tris-OH
Glycin
SDS

Tris-OH
Glycin
Methanol

Tris-OH
NacCl

Milchpulver
Tween-20
Natriumazid
In 1XTBS

H.0,
Tween-20
In IXTBS

(Acrylamid

5%

125mM pH 6,8
0,1%

0,1%

0,07%

10%

375mM pH 8,8
0,1%

0,1%

0,07%

25mM
0,2M
0,1%

25mM
0,2M
15%

50mM
0,2M

5%
0,1%
0,02

0,5%
0,1%
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C.2.1.2 Immunkomplex-Kinase-Assay

Das Prinzip des funktionellen Assays zur Uberprifung der MAP-Kinase-Aktivitat
beruht auf der enzymatischen Aktivitdt dieser spezifischen Kinasen. Durch eine
Immunprazipitation mit spezifischen Antikdrpern wird die untersuchte MAP-Kinase
aus einer definierten Menge Zelllysat isoliert. In Gegenwart von radioaktiv markiertem
[v-**P] ATP wird der Immunprazipitationskomplex mit einem spezifischen Substrat
inkubiert. Die Proben werden in einem SDS-Gel aufgetrennt und die Signale auf

einem Film sichtbar gemacht.

Protein G+Agarose

Abb. 10 Prinzip des Kinaseassays

Fir jeden Ansatz werden 1x10’ Zellen ausplattiert und am nachsten Tag mit den
Untersuchungssubstanzen behandelt. Nach der Behandlung werden die Zellen
geerntet und in 10ml kaltem PBS fur 5min bei 200g gewaschen. Anschlieend wird
das Pellet in 1ml Lysispuffer resuspendiert und 10min auf Eis inkubiert. Durch
Zentrifugation (12min, 12000g, 4°C) wird das nicht geléste Zellmaterial entfernt.
Anschliel3end wird das Zellextrakt fur eine Stunde mit polyklonalem JNK1 Antikoérper
(Ziege) und polyklonalem JNK2 Antikorper (Kaninchen) (Santa Cruz, CA, USA)
behandelt. Im Anschluss daran wird Protein G PLUS Agarose (Santa Cruz, CA, USA)
dazugegeben und bei 4°C zwei weitere Stunden inkubiert. Es folgen zwei
Waschschritte mit Lysis-Puffer und zwei mit Kinase-Puffer, wobei der Komplex immer

5min bei 25009 und 4°C abzentrifugiert wird.
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AnschlieRend werden die gewaschenen Immunprézipitate mit 20uM ATP, 1mg c-
jun-Substrat und 0,5 pCi [y **P] ATP ( ICN Pharmaceuticals. Irvine, CA, USA) in 20pl
Kinase-Puffer bei 30°C fir 30min inkubiert. Die Reaktion wird dann mit 10ul
3xLaemmli gestoppt und die Proben bei 95°C 3min erhitzt. Die Auftrennung der
Proben findet in einem 10%igen Polyacrylamidgel statt. Das Gel wird anschlie3end
2X5min mit Wasser gewaschen, dann eine Stunde in Fixierlésung fixiert und zum

Schluss in Folie eingeschweil3t, getrocknet und auf Réntgenfilm exponiert.

Lysis-Puffer Tris-HCI (pH 7.5) 20mM
NacCl 150mM
EDTA 1mM
EGTA 1mM
B-glicerophosphate 1mM
Natrium pyrophosphate 25mM
NazVOq4 1mM
Triton X-100 1% (v/v)
Leupeptin 10pg/ml
Aprotinin 10pg/ml
Antipain 10pg/ml
Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) 1mM

Kinase-Puffer Tris-HCI (pH 7.5) 25mM
MgCl, 10mM
B-glicerophosphate 5mM
NazVO, 0,1mM
Dithiothreitol (New England BioLabs) 2mM

Laemmli 11l Wie unter C.2.1.1.1 Protein-Isolierung

1x PBS

10% Polyacrylamidgel Wie unter C.2.1.1.3 Elektrophorese und0,5%
Blot

Fixierldsung Methanol 10%

Eis-Essig 10%
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C.2.2 Molekularbiologische Methoden: RNA

C.2.2.1 Northern Blot-Analyse

Die Northern Blot-Analyse dient dazu, die Expression eines bestimmten Gens in
verschiedenen Zelllinien oder Geweben auf der Ebene der Transkription qualitativ
oder gquantitativ zu bestimmen. Hierbei lasst sich eine bestimmte RNA in einem RNA-
Gemisch nachweisen. Fir den Nachweis wird die gesamte RNA zunachst isoliert,
elektrophoretisch aufgetrennt und auf einen Filter Gbertragen. Der Filter wird mit einer
markierten DNA-Sonde inkubiert. Die Hybride lassen sich autoradiographisch

nachweisen.

C.2.2.1.1 Isolierung von RNA

Die Extraktion der RNA erfolgt nach der Methode von Chomczynski und Sacchi,
1987. Firr jeden Versuch werden 1x10’ Zellen pro Ansatz ausplattiert und nach 12h
mit den Untersuchungssubstanzen behandelt. Nach der entsprechenden
Inkubationszeit werden die Zellen geerntet und 5min bei 200g abzentrifugiert. Das
Pellet wird in Solution D resuspendiert und dann nacheinander 100ul Natriumacetat
2M pH4, 1ml Phenol und 200ul Chloroform/lsoamylalkohol (49:1) zugegeben. Die
Mischung wird 15min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend bis zur
Phasentrennung zentrifugiert (60min, 3000g, 4°C). Die obere, wassrige Phase, in
welcher sich die RNA befindet, wird abpipettiert und mit 1ml Isopropanol versetzt. Die
Ausfallung der RNA erfolgt bei —20°C fur 5h. Im Anschluss daran wird bei 4°C 15min
bei 1000g zentrifugiert, das Pellet in 300ul Solution D resuspendiert, mit 300ul
Isopropanol versetzt und Uber Nacht bei —20°C erneut geféllt. Danach wird die RNA
wieder abzentrifugiert (15min, 1000g, 4°C) und das Pellet mit 75%igem Ethanol
gewaschen. Die RNA wird anschlieRend getrocknet und in 110ml 0,5%igem SDS
geldst. Um eine vollstandige Losung der RNA zu erreichen, wird die Mischung kurz

auf 56°C erwarmt.

Solution D Guanidin-Thiocyanat 4M
Natriumcitrat 25mM
Sarcosyl 0,5%
2-Mercaptoethanol 0,1M

Natriumacetat-Puffer | 2M pH4
Natriumacetat-Puffer Il 3M pH5,5
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C.2.2.1.2 Bestimmung des RNA-Gehaltes

Die Konzentrationsbestimmung von RNA basiert auf dem Absorptionsmaximum der
Nukleinsauren bei 260nm, woflr die aromatischen Ringe der Basen verantwortlich
sind. Die Absorption wird photometrisch in Quarzkivetten gemessen, die 1cm breit
sind. Eine Extinktion von 1,0 entspricht ungefahr einer Konzentration an RNA von
40ug/ml.

Zur RNA-Qualitatskontrolle wird zusatzlich das Verhaltnis OD260nm/OD280nm
ermittelt. Zweimal 5ul der Probe werden fur diesen Zweck verwendet. 40-60ug RNA
werden mit dem 0,1fachen Volumen Natriumacetat 3M pH5,5 und dem doppelten
Volumen Ethanol bei —80°C uber Nacht ausgefallt. Die restlichen Proben werden bis

zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

C.2.2.1.3 Glyoxalisierung, Elektrophorese und Blot

Zuerst wird die RNA 15min abzentrifugiert und das Pellet getrocknet. Anschliel3end
wird die RNA mit dem Glyoxalisierungs-Mix 50min bei 56°C glyoxalisiert. Zuvor
werden jedoch pro Ansatz zweimal 1,5u RNA-Probe entnommen und bei 260nm
photometrisch bestimmt. Alliquots von 40ug werden mit 3,4l Probenpuffer versetzt
und in einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proben laufen
zuerst fur 30min bei 30V und dann fur weitere 4h bei 40V. Im Anschlul® daran
transferiert man die durch die Gelelektrophorese aufgetrennten Nukleinsauren auf
eine Nylon-Membran (Biodyne A, Gelman Laboratory). Der Transfervorgang verlauft
Im 20xSSC-Pufferstrom tber Nacht.

Glyoxalisierungs-Mix  Glyoxal 7,5%
DMSO (Dimethylsulfoxid) 50%
Natriumphosphat 0,5uM
In A.ad iniect.

Elektrophoresepuffer Natriumphosphatpuffer 0,01 M pH7

Probenpuffer Ficoll 10%
Bromphenolblau 0,4%
NazHPO4 0,0lM

20xSSC NaCl 3M

Trinatriumcitrat 0,3M
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C.2.2.1.4 Hybridisierung

Nach dem Transfer muss die RNA auf der Membran fixiert werden. Hierbei wird die
RNA fur 2h bei 80°C und Unterdruck fixiert, wobei die Glyoxalreste entfernt werden.

Bei dem Hybridisierungsverfahren erfolgt die Detektion der zu analysierenden RNA
uber die sequenzspezifische Anlagerung von komplementaren, markierten
Nukleinsaure-Sonden. Die  Membran wird 6h bei 42°C mit einer
Préhybridisierungslosung geblockt, um die Sattigung unspezifischer Bindungsstellen
zu  erzielen. Anschlie@end wird die Membran erneut in  einer
Prahybridisierungslésung, die die radioaktiv markierte und bei 100°C denaturierte

DNA-Sonde enthalt , flir 18h bei 42°C inkubiert.

Prahybridisierungslésung Formamid 50%
Heringssperma-DNA 300ug/ml
BSA (Bovines Serumalbumin) 0,01%
Ficoll 0,01%
PVP (Polyvinylpyrrolidon) 0,01%
SDS 0,2%
Natriumphosphat 0,05M pH 6,5
SSC 5x

Die Markierung der DNA-Sonden (mit radioaktivem [a-*P]dCTP) erfolgt mit dem
Multiprime DNA-labelling System von Amersham und wird auf eine Sephadex G-50
Saule von Pharmacia gereinigt. Nicht oder unspezifisch gebundene Sonde wird
durch folgende Waschschritte entfernt.

LOosung Temperatur Zeit

2 x SSC/0,1% SDS 20°C 30 min
2 x SSC/0,1% SDS 50°C 60 min
0,5 x SSC/0,1% SDS 50°C 30 min
0,2 xSSC/0,1% SDS  55°C 30 min

Die gesuchte Zielsequenz wird nun durch den Nachweis der spezifischen Bindungen
der markierten Sonde identifiziert, welche durch Autoradiographie sichtbar gemacht
wird. Die Autoradiographie erfolgt mit Roéntgenfilmen, die zur Dokumentation
dauerhaft aufbewahrt werden kénnen. Die DNA-Sonden egr-1 und B-Aktin mRNA

werden in diesem Fall verwendet.
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C.2.3 Reportergen-Assay

C.2.3.1 Elektroporation von E.coli XL-1 blue

Plasmide konnen in Bakterien durch Antibiotika-Selektion vermehrt werden. Die
eingesetzten Reportergen-Plasmide werden in E.coli XL-1 blue transformiert
(Elektroporation). Fur die Elektroporation werden Bakterien in der logarithmischen
Wachstumsphase geerntet und nach Moglichkeit salzfrei eingefroren. 40ul XL-1
blue-Alliquots (ca. 1x10%° Bakterien) werden in vorgekiihlte 1mm Kiivetten tiberfiihrt
und einmal mit 10ng/ul Plasmid bei 1,7kV und 25uF gepulst. Hierbei bilden sich
Poren in den Bakterien, durch welche die DNA in die Zelle hineinwandert. Nach dem
Pulsen werden sofort 960ul SOC-Ldsung (37°C) zugegeben. Im Anschlul3 daran
werden sie fur zwei Stunden bei 37°C im Wasserbad geschittelt. Auf die
Agarplatten werden zwischen 50 oder 100ul Ansatz ausplattiert. Nach Antibiotika-
Selektion werden resistente wei3e Kolonien zur Amplifikation der Plasmide in

Flassigmedium (100ml LB-Ampicillin bzw. Kanamycin) Gberimpft.

SOC-Lo6sung (pH 7.0) Bacto-tryptone 20g
Bacto-Hefe-Extrakt 5g
NaCl 8,6mM
250mM KClI 10mM
1 M Glucose 20ml
2 M MgCI2 x6H20 5ml
950ml H20 auf pH7 einstellen, dann auf 121000m|

LB-Medium Bacto-tryptone 10g
Bacto-Hefe-extrakt 59
NaCl 171mM
950ml H20 auf pH 7 einstellen, dann auf 1000ml

LB-Agar LB-Medium + 15g Bacto-Agar/liter

Ampicillin, Kanamycin  50ug/ml

C.2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Endotoxine kommen in der Zellwand gramnegativer Bakterien und Blaualgen vor und
bilden mit Eiweil3en und Fettverbindungen die duRere Membran.

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli erfolgt unter Verwendung des EndoFree
Plasmid Maxi Kits der Fa.Qiagen, da Endotoxine die Transfektionseffizienz negativ

beeinflussen kdnnen.
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Die Plasmid-DNA wurde durch alkalische Lyse der Zellen freigesetzt, wobei
Zellwandbestandteile sowie genomische DNA sedimentiert werden. Die enthaltene
Plasmid-DNA wird nun selektiv an ein Tragermaterial gebunden und durch Waschen
von Verunreinigungen (RNA, Proteine) befreit. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgt
unter eine erhdhte Ilonkonzentration mit anschlielender Préazipitation durch
Isopropanol. Das in der gefallten DNA enthaltene Salz wird durch Waschen mit

70%igem Ethanol entfernt.

C.2.3.3 Bestimmung der Konzentration von DNA

Die Konzentrationsbestimmung DNA-haltiger Losungen erfolgt photometrisch, wobei
Azsonm = 1 einer Konzentration von 50ug/ml doppelstrangiger DNA entspricht. Bei
einem Quotienten von Azgonm/Azsonm = 1,8 — 2,0 kann von einer proteinfreien DNA-

Ldsung ausgegangen werden.

C.2.3.4 Transiente Transfektion von K562 und ELM-I-1 Zellen mit Reportergen-

Plasmiden

Reportergenassay-Technik ermdglicht, Signaltransduktionswege in vivo zu
untersuchen. Bei einer transienten Transfektion erfolgt kein stabiler Einbau der
Plasmid-DNA in das Genom. Es wird im Gegensatz zur stabilen Transfektion kein
Resistenz-Gen kotransfiziert. Somit entféllt die lange Selektionsphase, und das

Isolieren bzw. Charakterisieren von Einzelklonen wird hinfallig.

Alle Transfektionen werden mit dem Lipofectamine™ Transfektionsreagenz (Fa.
Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt. Lipofectamine™ ist ein kationisches,
lipidbasierendes Transfektionsreagenz, das zuerst die Fremd-DNA komplexiert und
diese dann wéhrend der Transfektion durch die Zellmembran in das Cytoplasma
transportiert. Lipofectamine™ wird mit Plus™ Reagenz (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)
kombiniert, um eine erhdhte Expression des Produktes zu ermdglichen. Nach einer
Lipofektion, die unter serumfreien Bedingungen durchgefuhrt wird, ist es besonders
wichtig, die Zellen noch einige Zeit in Vollmedium zu halten.
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Die Transfektion der K562- und ELM-I-Zellen wird in 24-Well-Kulturschalen
durchgefiihrt. Die Zellen werden in einem Gesamtvolumen von jeweils 2ml RPMI-
bzw. a-MEM-Medium mit Pferdeserum ausgesat. Nach der Kultivierung Uber Nacht
bei 37°C und 5% CO, hatten die Zellen 70-80% Konfluenz erreicht und konnten nun

mit den Vektorkonstrukten transfiziert werden.

Ldosung A 1pg Plasmid 3ul PLUS Reagenz 50ul OPTIMEM-Medium
Ldosung B 2ul Lipofectamine  50ul OPTIMEM-Medium

Die Transfektionsansatze werden entsprechend der Tabelle in Eppendorf-
ReaktionsgefaRen hergestellt. Die Lésung A wird 15min bei Raumtemperatur
stehengelassen. AnschlieRend wird mit der Lésung B gemischt und weitere 15min
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird der Transfektionsansatz (Losung A+
Losung B) den einzelnen Kavitaten, die voher mit 3x2ml OPTIMEM-Medium
gewaschen und mit 400ul OPTIMEM gefullt werden, zugegeben. Die
Transfektionslosung wird nach 3h entfernt und durch 2ml frisches, komplettes
Medium ersetzt. Nach 12h werden die Zellen mit den zu untersuchenden Substanzen

behandelt und nach weiteren 7h das Reporterprotein gemessen.

C.2.3.6 Detektion und Quantifizierung des Reporterproteins Luziferase

Beim Luziferase-System dient ein Biolumineszenz hervorrufendes Gen als Reporter.
Derartige Gene (luc-Gene) kodieren fur Luziferase und kommen in der Natur
beispielsweise  bei  Glihwirmchen, Leuchtkafern (Firefly-Luziferase) oder
Leuchtbakterien (bakterielle Luziferase) vor. Wird dann Luziferase in transfizierten
Zellen als Reportergenprodukt gebildet, kann die Aktivitat des Enzyms in vitro durch
eine Biolumineszenzreaktion in den Zelllysaten gemessen werden. Firefly-Luziferase
wandelt Luziferin in Gegenwart von molekularem Sauerstoff, ATP und Mg in
Oxyluciferin und CO, um. Hierbei wird Licht bei 562nm emittiert, das in einem

Luminometer gemessen werden kann (Abb. 11).



C Material und Methoden 53

HO R _,COoH Firafly Lucifarase 0 5 =
VLT e, N ot
A D'J +ATP+ 0, MIJE“ I 5. + A + PR+ CO+ Light
Baotle Luciforin Oy lucidarin

Abb. 11 Biolumineszenz Reaktion katalysiert durch die Luziferase

C.2.3.6 Luziferase-Bestimmung

Fur die Messung der Luziferase-Aktivitat wird zuerst das Medium entfernt und die
Zellen 2x mit 2ml PBS gewaschen. AnschlieRend werden 300ul 1xRLB (Fa)
dazugegeben und 15min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Zelllysat wird in
Eppendorf-ReaktionsgefalRe tberfuhrt und nach der Homogenisierung 3min bei
12000g und 4°C abzentrifugiert. AnschlieRend werden 20ul vom Uberstand mit 100l
Luciferase-Assay-Reagenz gemischt. Die Bestimmung der Luziferase-Aktivitat wird in
Mikrotiterplatten mit 96 Kavitaten 10sec mit Hilfe eines Luminometers durchgefihrt.
Die relative Lichtemission wird auf die Proteinkonzentration relativiert.

Von den Ergebnissen aller Experimente werden die Mittelwerte und

Standardabweichungen vom Mittelwert berechnet.

C.2.4 Methoden zur Beurteilung von Differenzierung

Da sich sowohl K562 als auch ELM-I-1-Zellen zu erythroiden Zellen entwickeln
konnen, wird in beiden Zellinien die 2,7-Diaminoflouren-Farbung durchgefuhrt.

Diese Methode dient dem histochemischen Nachweis von Hamoglobin in erythroiden
Zellen. Das Prinzip dieser Methode beruht auf dem Vorhandensein einer
Pseudoperoxidase in  Hamoglobin, welche mit 2,7-Diaminoflouren als
Wasserstoffdonator in der Gegenwart von Wasserstoffperoxid die Bildung von

Flourenblau aus Diaminoflouren katalysiert [Kaiho et al., 1985].
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1,7x10° Zellen werden in 5ml Medium ausplattiert, mit den Versuchssubstanzen
behandelt und fur 3 Tage inkubiert. Fir den Nachweis von Hamoglobin werden 100yl
200mM Tris-HCI (pH7.5), 10ul Diaminoflouren (100mg in 10ml 90%iger Essigsaure)
und 1pl 30%iges Wasserstoffperoxid zusammenpipettiert. 100ul von dieser Lésung
werden mit 100ul Zellsuspension vermischt und far 5min bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschlul daran erfolgt die Auszdhlung der Zellen in der
Neubauerzadhlkammer. Im Rahmen der Auswertung wurden die positiven und die

negativen Zellen gezéhlt und einander gegenuibergestellt.
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D Ergebnisse

In der vorliegen Arbeit wurde die Wirkung von Natriumarsenit auf
Signaltransduktionsvorgénge in hamatopoetischen Zellen untersucht. Im ersten
Abschnitt wurde mit Hilfe von Western und Northen-Blot-Analyse die Wirkung von
Natriumarsenit auf MAP-Kinase-Kaskaden und auf die Induktion der egr-1
Expression untersucht. Uberdies wurden MEK-Inhibitoren PD 98059 und UO126
eingesetzt um zu klaren, welche MAP-Kinase fur die Induktion der egr-1 Expression
verantwortlich ist. Weiterhin wurde mit Hilfe von Reportergen-Assay untersucht,
welche der regulatorischen Sequenzen in der Promotorregion fir die Induktion der

egr-1-Expression verantwortlich sind.

Im zweiten Abschnitt wurde die Wirkung von Natriumarsenit auf die erythroide
Differenzierung in therapeutisch relevanten Konzentrationen getestet. In diesem
Zusammenhang wurde der Einfluss von Arsenit auf die Elk-1- und SRE-vermittelte
Genexpression untersucht als mdgliche Ursache fir die Wirkung auf die
Differenzierung.  Vergleichende Untersuchungen wurden mit Arsentrioxid
durchgefiihrt, da diese Arsen-Verbindung bereits als potentielles Zytostatikums in

klinischer Prifung befindet.

D.1 Wirkung von Natriumarsenit auf MAP-Kinase vermittelte

Signaltransduktionswege

Im Folgenden sollen die Effekte von Natriumarsenit auf die Mitogen- aktivierten
Proteinkinase- Kaskaden (MAP- Kinase- Kaskaden) und die daraus resultierende
Induktion der Genexpression (egr-1) in ELM-I-1 Zellen und K562 Zellen untersucht
werden. Egr-1 gehoért zu den ,immediate early response” Genen und ist ein wichtiges
signalgesteuertes Gen, welches uber MAP-Kinasen reguliert wird. Da in der
Promotor-Region von egr-1 sowohl mehrere SRE (serum response element)- als
auch CRE (cAMP- response element) Bindungsstellen zu finden sind, wurde
anschlielBend untersucht, welche von diesen regulatorischen Sequenzen fur die

Induktion der egr-1 Expression verantwortlich ist.
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D.1.1 Einfluss von Natriumarsenit auf die Phosphorylierung von MAP-Kinasen

Mit Hilfe der Westernblot-Analyse wurde die Phosphorylierung und Aktivierung von
MAP-Kinasen (ERK1/2, JNK und p38) sowohl in ELM-I-1 als auch in K562 Zellen
nach der Behandlung mit Arsenit verfolgt. Zuerst wurde die Wirkung von Arsenit in
einem Konzentrationsbereich von 1uM bis 50uM untersucht. Die Zellen wurden mit
ansteigenden Konzentrationen an Arsenit fur eine Stunde behandelt. Ebenfalls wurde
die Kinetik der Wirkung von Arsenit auf die Phosphorylierung von MAP-Kinasen
untersucht. Zu verschiedenen Zeitpunkten (zwischen 15 min und vier Stunden)
wurde der Phosphorylierungszustand der MAP-Kinasen nach der Behandlung mit 50

UM Arsenit untersucht.

D.1.1.1 Wirkungen verschiedener Arsenit-Konzentrationen auf die
Phosphorylierung der ERK MAP-Kinasen in ELM-I-1 und K562 Zellen

ELM-I-1 und K562 Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen an Arsenit fur
eine Stunde behandelt. Mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers fur pERK wurde die
Phosphorylierung von ERK nachgewiesen. Als interne Kontrolle fir die Auswertung
wurde die gleiche Membran mit ERK1 Antikdrper behandelt und die Signale auf die
jeweilige interne Kontrolle bezogen. Die ERK1 Antikdrper reagiert auch mit ERK2.
Diese Isoform ist in den untersuchten Zellen, besonders in K562 Zellen, viel starker
exprimiert (Abb.12).

A. ELM-I-1 Zellen

‘wﬂ-— p-ERK 1
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T — — D TR — — — ERK 2
1 2 3 4 5 6 7 8
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B. K562 Zellen

— p-ERK 1
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Abb. 12 Western-Blot-Analyse von ERK1/2 aus ELM-I-1 Zellen und K562 Zellen nach
Behandlung mit verschiedenen Arsenitkonzentrationen fir eine Stunde.

Spur: 1 Kontrolle, 2 Arsenit 1uM, 3 Arsenit 2,5uM, 4 Arsenit 5uM, 5 Arsenit 7,5uM, 6 Arsenit 12,5uM, 7
Arsenit 25uM, 8 Arsenit 50uM.

Fur jeden Ansatz wurden 1x10° Zellen ausplattiert und mit den angegebenen Konzentrationen an
Arsenit behandelt. Nach einer Stunde wurden die Zellen geerntet und aufgeschlossen. 40ug Protein
wurden dann in einem 10%igen Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und im Anschluss
daran auf eine PVDF-Membran geblottet. Daraufhin erfolgte die Behandlung der Membran mit
Antikdrpern gegen p-ERK und anschlieBend mit dem entsprechenden Peroxidase-gekoppelten
Sekundérantikdrper. Nach Detektion mit dem ECL-System wurde eine Autoradiographie
aufgenommem. Die p-ERK Signale wurden durch Behandlung mit H,O, entfernt und die gleiche
Membran wurde anschlie@end mit ERK 1 Antikdrper behandelt. Diese Ergebnisse wurden in zwei

unabhéngigen Versuchen bestétigt.

In ELM-I-1 Zellen ist eine Abnahme der ERK-Phosphorylierung schon bei niedrigen
Arsenit-Konzentrationen von 5uM zu erkennen, welche um so starker war, je mehr
Arsenit eingesetzt wurde. In K562 Zellen fangt die Abnahme der ERK-
Phosphorylierung bei 12,5uM an.

D.1.1.2 Wirkungen verschiedener Arsenit-Konzentrationen auf die
Phosphorylierung von JNK-Kinase in ELM-I-1 und K562 Zellen

Es ist bereits bekannt, dass die JNK-Kaskade durch chemischen und physikalischen
Stress stimuliert wird [Davis, 2000]. Aus diesem Grund befassten sich weitere
Versuche mit der Wirkung von Natriumarsenit auf die Phosphorylierung der
Stresskinase JNK.

Fur die Untersuchung der Wirkung von Arsenit auf die JNK wurden wieder
Konzentrationen von 1M bis 50uM ausgewahlt. Die Zellen wurden eine Stunde lang
mit Arsenit inkubiert. AnschlieBend wurde die Phosphorylierung der JNK mit Hilfe von

Wersten-Blot-Analyse untersucht.



D Ergebnisse S8

Dazu wurde ein Antikorper gegen Phospho-JNK verwendet (Abbildung 13). Als

interne Kontrolle wurde auch in diesen Versuchen ERK1 und ERK2 nachgewiesen.

A. ELM-I-1 Zellen

S — — — p-JNK 2
T i " —— —  P-INK 1

h—_'—-—-—-—-— EEE%

B. K562 Zellen

p-JNK 1

ERK 1
ERK 2

Abb. 13 Western-Blot-Analyse von JNK1/2 aus ELM-I-1 und K562 Zellen nach Behandlung mit
verschiedenen Arsenitkonzentrationen fir eine Stunde.

Spur: 1 Kontrolle, 2 Arsenit 1uM, 3 Arsenit 2,5uM, 4 Arsenit 5uM, 5 Arsenit 7,5uM, 6 Arsenit 12,5uM, 7
Arsenit 25uM, 8 Arsenit 50uM.

Nach Behandlung von ELM-I-1 und K562 Zellen fur eine Stunde mit Arsenit wurde das zellulare
Protein isoliert und ein Westernblot-Analyse durchgefiihrt. Mit Hilfe der spezifischen Antikdrper fir
pJNK wurde die Phosphorylierung nachgewiesen. Diese Ergebnisse wurden in zwei unabhangigen
Versuchen bestéatigt.

Die Ergebnisse zeigen eine konzentrationsabhéngige Aktivierung der JNK in beiden
Zelllinien. In einem weiteren Versuch wurde Arsenit bei einer Konzentration von
100uM auf die INK-Phosphorylierung getestet. Dieser Versuch zeigte, dass die JNK-
Aktivierung bei 50uM Arsenit ihr Maximum erreicht.
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D.1.1.3 Wirkungen verschiedener Arsenit-Konzentrationen auf die
Phosphorylierung von p38 MAP-Kinasen in ELM-1 und K562 Zellen

In der Literatur gibt es Hinweise daftir, dass Arsenit konzentrations-abhangigen und
zellspezifischen Einfluss auch auf die p38-Kaskade hat [Kietzmann et al., 2003;
Duyndam et al., 2003; Drobna et al., 2003; Kim et al., 2002]. Um festzustellen,
welche Wirkung Arsenit in den untersuchten Zelllinien auf die p38-Kaskade hat,
wurden die Zellen in einem Konzentrationsbereich von 1uM bis 50uM fiir eine Stunde
behandelt und die Phosphorylierung von p38 mit Hilfe der Western-Blot-Analyse
untersucht (Abb.14). Auch hier wurde ERK 1 und ERK 2 als interne Protein-Kontrolle

nachgewiesen.

A. ELM-I-1

- T L —— _ ‘- p'p38
. — T SE— — —— ERK 1
_-——__-—_— ERK 2
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B. K562 Zellen

s e — —— WW “ “ p-p38

ERK 1
T — S . C— C— C— — ERK 2

Abb. 14 Western-Blot-Analyse von p38 aus ELM-I-1 und K562 Zellen nach Behandlung mit
verschiedenen Arsenitkonzentrationen fir eine Stunde.

Spur: 1 Kontrolle, 2 Arsenit 1uM, 3 Arsenit 2,5uM, 4 Arsenit 5uM, 5 Arsenit 7,5uM, 6 Arsenit 12,5uM, 7
Arsenit 25uM, 8 Arsenit 50puM. Nach einer Stunde erfolgte die Proteinisolierung und eine
Elektrophorese mit 40ug Protein je Spur. Die Durchfiihrung des Western Blot erfolgte auf die bereits
beschriebene Weise. Diese Ergebnisse wurden in zwei unabhéngigen Versuchen reproduziert.
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Wie aus der Abbildung 14 ersichtlich ist, findet sich in dem Beobachtungszeitraum
eine gesteigerte Menge an phosphoryliertem p38 gegeniber der Kontrolle. Bei

12,5uM fangt die Aktivierung an, welche bis 50uM zunimmt.

1uM 12.5 uM 50 uM
pPERK pJNK, p-p38
Hemmung Aktivierung

Abb. 15 Wirkung von Natriumarsenit auf die MAP-Kinasen

Insgesamt ist festzustellen, dass sowohl in ELM-I-1 als auch in K562 Zellen eine
konzentrationsabhangige Aktivierung der beiden Stresskinasen (JNK und p38) durch
Arsenit zwischen 12,5uM und 50uM nachzuweisen ist, wahrend die ERK-
Phosphorylierung unterdriick wird. Die Hemmung von ERK-Phosphorylierung konnte
bereits ab 5uM Arsenit in ELM-I-1 Zellen beobachtet werden (siehe Abb.15).

D.1.1.4 Kinetik der Arsenit-Wirkung auf die ERK-Kaskade

Nachdem die Untersuchungen zeigten, dass Arsenit in beiden Zelllinien eine
ahnliche Wirkung auf die MAP-Kinasen hat, und zwar eine konzentrationsabhangige
Aktivierung von JNK und p38 sowie eine Hemmung von ERK, wurde die Kinetik
dieser Wirkungen weiter analysiert.

Die Resultate bezuglich der konzentrationsabhangigen Effekte von Arsenit dienten
als Grundlage fur die Auswahl der Konzentration von 50uM, da bei dieser
Konzentration sowohl die Aktivierung von JNK und p38 als auch die Hemmung der
ERK ihr jeweiliges Maximum erreichen.
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Wieder erfolgte eine Western-Blot-Analyse der ERK1/2 Phosphorylierung. Zu
verschiedenen Zeitpunkten (zwischen 15min und vier Stunden) wurde der

Phosphorylierungszustand von ERKZ1/2 unter dem Einfluss von 50uM Arsenit
untersucht (siehe Abb. 16).
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Abb. 16 Western-Blot-Analyse von ERK1/2 aus ELM-I-1 und K562 Zellen nach Behandlung mit
Arsenit 50uM.

Spur: 1 Kontrolle, 2 Arsenit 15min, 3 Arsenit 30min, 4 Arsenit 60min, 5 Arsenit 120min, 6 Arsenit
240min.

Die Zellen wurden bis zu den dargestellten Zeitpunkten mit 50uM Arsenit behandelt und gemeinsam
nach Ablauf der Zeit geerntet. Die Durchfiihrung der Western Blot-Analyse erfolgte auf die bereits
beschriebene Weise. Die Saulendiagramme zeigen die Menge an pERK in ELM-I-1 und K562 Zellen
und stellen den Mittelwert aus drei unabhangig voneinander durchgefihrten Versuchen dar. Die
Kontrolle wurde auf 100% festgelegt.

Die Hemmung von ERK-Phosphorylierung beginnt in beiden Zelllinien ab 15min und

bleibt Gber den Zeitraum von 240min erniedrigt.

D.1.1.5 Kinetik der Arsenit-Wirkung auf die JINK MAP-Kinasen

In weiteren Versuchen wurde mit Hilfe der Western-Blot-Analyse der Einfluss von 50
UM Arsenit auf die JNK-Phosphorylierung Uber den gleichen Zeitraum verfolgt. Als
interne Kontrolle fur die Auswertung wurde jeweils die gleiche Membran mit ERK1
spezifischem Antikorper behandelt und die Intensitdt der pJNK-Signale auf diese
interne Kontrolle bezogen.
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B. K562 Zellen

p-INK 2
p-JNK 1

ERK 1
ERK 2

1 2 3 4 5 6

Abb. 17 Western-Blot-Analyse von JNK1/2 aus ELM-I-1 und K562 Zellen nach Behandlung mit
Arsenit 50uM

Spur: 1 Kontrolle, 2 Arsenit 15min, 3 Arsenit 30min, 4 Arsenit 60min, 5 Arsenit 120min, 6 Arsenit
240min.

Die Zellen wurden zu den dargestellten Zeitpunkten mit 50uM Arsenit behandelt und gemeinsam nach
Ablauf der Zeit geerntet. Die Durchfiihrung des Western Blots erfolgte auf die bereits beschriebene
Weise. Diese Ergebnisse wurden in zwei unabhéngigen Versuchen reproduziert.

Diese Ergebnisse zeigten eine JNK- Aktivierung in beiden Zelllinien bereits ab 15min,
welche bis zu 240min andauert (Abb.17).

D.1.1.6 Kinetik der Arsenit-Wirkung auf die p38 MAP-Kinase

Anhand der Wersten-Blot-Analyse wurde zwischen 15min und vier Stunden der
Phosphorylierungszustand von p38 unter dem Einfluss von 50uM Arsenit untersucht.
Die Phosphorylierung der p38 wurde mit Hilfe eines Antikdrpers gegen Phospho-p38
nachgewiesen und ERK1 und ERK2 Protein wurde wieder als interne Kontrolle
untersucht (siehe Abbildung 18).

A. ELM-I-1

p-p38

ERK 1
ERK 2
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Abb. 18 Western-Blot- Analyse von p38 aus ELM-I-1 und K562 Zellen nach Behandlung mit
Arsenit 50uM

Spur: 1 Kontrolle, 2 Arsenit 15min, 3 Arsenit 30min, 4 Arsenit 60min, 5 Arsenit 120min, 6 Arsenit
240min.

Die Durchfihrung des Western Blots erfolgte auf die bereits beschriebene Weise. Die
Saulendiagramme zeigen die Menge an p-p38 in ELM-I-1 Zellen und stellen den Mittelwert aus drei
unabhangig voneinander durchgefihrten Versuchen dar. Die Kontrolle wurde auf 100% festgelegt. Bei
K562 Zellen wurde der Versuch mit den gleichen Ergebnis wiederholt

Wie aus Abb.18 hervorgeht, fangt die Aktivierung von p38 in beiden Zelllinien ab
15min an, hat ihren H6hepunkt nach einer Stunde und nimmt dann langsam ab. Die
p38-Aktivierung bleibt bis 4 Stunden erhdht.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die erhéhte JNK und p38-
Phosphorylierung durch Arsenitbehandlung mindestens bis zu vier Stunden anhielt.
Die ERK- Aktivierung verhielt sich dem genau entgegengesetzt. Nach 15min wurde
statt einer Aktivierung eine Hemmung festgestellt. Diese Effekte waren in beiden
Zelllinien sehr ahnlich (Abb.19).
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Abb. 19 Kinetik der Wirkung von Natriumarsenit auf die Phosphorylierung von ERK 1/2, JNK
und p38 MAP-Kinasen

Die Diagramme zeigen die Menge an pERK, pJNK und p-p38 in ELM-I-1 und K562 Zellen und stellen
den Mittelwert aus jeweils drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Versuchen dar. Die Kontrolle
wurde auf 100%gessetzt.

D.1.2 Einfluss von Natriumarsenit auf die Aktivitat von MAP-Kinasen

Da die vorangegangenen Versuche zeigen, dass Arsenit zeit- und
konzentrationstabhangig die Phosphorylierung der Stresskinasen JNK und p38
verstarkt, wurde in weiteren Untersuchungen mit Hilfe von Immunkomplex-Kinase-
Assay in beiden Zellen die Aktivitat von JNK und in ELM-I-1 Zellen, die Aktivitat von
p38 untersucht.
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D.1.2.1 Einfluss von Natriumarsenit auf die INK-Aktivitat

Ein wichtiges Substrat fur JNK ist c-Jun, das durch diese Kinase an den N-terminalen
Serin-Resten S63 und S73 phosphoryliert und dadurch aktiviert wird [Minden et al.,
1994].

Um den Einfluss von Arsenit auf die JNK-Aktivitat zu untersuchen, wurden K562-
Zellen mit Arsenit in einem Konzentrationsbereich von 5uM bis 50uM fir eine
Stunde inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Aktivitat der
immunprazipitierten JNK wurde in in vitro Kinase-Assay mit ATP [y-**P] und c-Jun als
Substrat (Kapitel C.2.1.2) analysiert. Die Phosphorylierungsanséatze wurden in einem
10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und das radioaktiv-markierte c-Jun
autoradiographisch detektiert. Abbildung 9 zeigt einen reprasentativen Versuch mit
ELM-I-1 bzw. K562 Zellen (n = 2).

A. ELM-I-1

B. K562 Zellen

Abb. 20 INK-Aktivitat in ELM-I-1 und K562-Zellen nach Behandlung mit Arsenit.

Spur (A): 1 Kontrolle, 2 Arsenit 5uM, 3 Arsenit 12,5uM, 4 Arsenit 25uM, 5 Arsenit 50uM, 6 Arsenit
100uM. (B) 1 Kontrolle, 2 Arsenit 5uM, 3 Arsenit 15uM, 4 Arsenit 50uM.

ELM-I-1 und K562 Zellen wurden fir eine Stunde mit verschiedenen Konzentrationen Arsenit
behandelt und die JNK-Aktivitat in einem in vitro Kinase-Assay mit c-Jun als Substrat bestimmt. Die
Visualisierung des phosphorylierten c-Juns erfolgte Uber Autoradiographie.

Die Behandlung der Zellen mit Arsenit fihrte zu einer deutlichen Zunahme der JNK-AKktivitét.

Es ist zu erkennen, dass die JNK-Aktivitdt in beiden Zelllinien durch Arsenit

konzentrationsabhangig stimuliert wird.
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Ebenfalls wurde in K562 Zellen eine JNK-Reaktion mit ATF2 als Substrat analysiert.
Der Transkriptionsfaktor ATF2 wird auch durch JNK aktiviert [Van Dam et al., 1995;
Livingstone et al., 1995]. Die Zellen wurden &hnlicherweise eine Stunde mit Arsenit
50uM inkubiert, die JNK-Proteine mit Antikdrpern immunprazipitiert und ein Mix aus
ATF2 Substrat, ATP und radioaktiv markierten ATP [y-*’P] hinzugegeben. Die
Proben wurden im SDS-Gel aufgetrennt und das radioaktiv-markierte ATF2

autoradiographisch detektiert.

K562 Zellen

u” ATF2

Abb. 21 JNK-Aktivierung in K562-Zellen nach Behandlung mit Arsenit 50uM

Spur: 1 Kontrolle, 2 Arsenite 50uM.

K562 Zellen wurden fir eine Stunde mit Arsenit 50uM behandelt und die JINK-Aktivitat in einem in vitro
Kinase-Assay mit ATF2 als Substrat bestimmt. Die Visualisierung des phosphorylierten ATF2's
erfolgte Uber Autoradiographie. Deutlich ist eine Zunahme der JNK-Aktivitat zu erkennen.

Wie Abb. 21 zeigt, konnte bei einer Arsenitkonzentration von 50uM, eine deutliche

Zunahme der JNK- Aktivitat festgestellt werden.
D.1.2.2 Einfluss von Natriumarsenit auf die p38-Aktivitat

In vitro Kinase-Assays wurden durchgefuhrt um die Wirkung von Arsenit auf die p38-
Aktivitat zu Uberprufen. p38 aktiviert die MAPKAP-Kinase 2, die ihreseits das kleine
Hitzeschockprotein Hsp 27 phosphoryliert [Rouse et al., 1994]. MAPKAP-Kinase 2
wird lediglich nach der zellularen Antwort auf Stress, etwa durch Hitzeschock oder
Zytokine wie TNF alpha, tber p38 aktiviert [Rouse et al., 1994; Engel et al., 1995].
Deshalb wird haufig die MAPKAP-Kinase 2 Aktivitat als maf3 fur die Aktivitat von p38
herausgezogen.

Die Aktivitat der immunprazipitierten MAPKAP-Kinase 2 wurde in einem in vitro
Kinase-Assay (Kapitel C.2.1.2) in ELM-I-1 Zellen analysiert. Dabei wurde Hsp27 als
Substrat eingesetzt. Die ELM-I-1 Zellen wurden 30min mit SB 203580 und

anschlieend fiir eine Stunden mit Arsenit inkubiert.
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Die Phosphorylierungsansatze wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und das radioaktiv-markierte Hsp 27 autoradiographisch detektiert (Abb.
23).

Abb. 22 Struktur von SB 203580

SB 203580, ein spezifischer p38 Inhibitor, wirkt im Gegensatz zu den MEK
Inhibitoren als komptetitiver Inhibitor [Frantz et al., 1998]. Diese binden in die fir ATP
vorgesehene Tasche von p38 [Tong et al.,, 1997]. Nur wenige andere Kinasen
werden durch diese Substanz bei sehr viel hdheren Konzentrationen beeinflusst

[Cuenda et al., 1995; Davies at el., 2000].

ELM-I-1 Zellen

— e Hsp 27

Abb. 23 MAPKAP-Kinase 2-Aktivierung uber p38-Aktivierung in ELM-1-1 Zellen nach
Behandlung mit Arsenit 50uM

Spur: 1 Kontrolle, 2 SB 98059 2.5 uM, 3 SB 5uM, 4 Arsenit 50uM, 5 Arsenit 50uM + SB 98059 2.5uM,
6 Arsenit 50uM + SB 5uM.

ELM-I-1 Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an SB fir 30min behandelt und
anschlieBend fur eine Stunde mit Arsenit inkubiert. Die p38-Aktivitat wurde in einem in vitro Kinase-
Assay mit Hsp 27 als Substrat bestimmt. Die Visualisierung des phosphorylierten Hsp 27’s erfolgte
Uber Autoradiographie.

Wie aus Abb. 23 hervorgeht, lag in Arsenit-behandelten ELM-I-1 Zellen aktive p38-
Kinase vor, die uber Aktivierung von MAPKAP-Kinase 2 zu einer erhdhten
Phosphorylierung von Hsp 27 fihrte.
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D.1.3 Einfluss von Natriumarsenit auf die egr-1 Expression

Der nachste Schritt geht der Frage nach, wie Arsenit tiber MAP-Kinase-Kaskaden die
Genexpression beeinflusst. Durch Northern-Blot-Analysen wurde die Wirkung von
Arsenit auf die Expression von egr-1, ein wichtiges durch MAP-Kinasen gesteuertes
Gen, untersucht. Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von Arsenit
far drei Stunden inkubiert. Es wurde dann RNA isoliert, diese in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylon-Membran transferiert und anschliel3end

mit radioaktiv markierten egr-1 und B actin- DNA-Sonden hybridisiert.

A. ELM-I-1 Zellen

. egr-1
. . . . . ' .

1 2 3 4 5 6

B. K562 Zellen
-
e s ee

Abb. 24 Northern Blot-Analyse von egr-1 aus ELM-1 Zellen und K562 Zellen nach Behandlung
mit verschiedenen Arsenitkonzentrationen fir drei Stunden.

Spur: 1 Kontrolle, 2 Arsenit 1pM, 3 Arsenit 2,5uM, 4 Arsenit 5uM, 5 Arsenit 15uM, 6 Arsenit 50uM.
Fir jeden Ansatz wurden 1x10° Zellen ausplattiert und mit den angegebenen Konzentrationen an
Arsenit behandelt. Nach drei Stunden wurden die Zellen geerntet und RNA isoliert. Es wurden 60ug
RNA pro Ansatz fir die Glyoxalisierung eingesetzt und anschlieBend 40ug davon in 1%igen
Agarosegel aufgetrennt. Das Gel wurde auf eine Nylon-Membran geblottet und die RNA zwei Stunden
bei 80°C unter vermindertem Druck darauf fixiert. In Anschlu3 daran folgte die Hybridisierung der
Membran mit P32-markiertem egr-1 bzw.  actin-DNA-Sonden. Diese Ergebnisse waren in mehreren
Versuchen reproduzierbar.
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Es wurde sowohl in ELM-I-1, als auch in K562 Zellen in einem Konzentrationsbereich
von 15uM bis 50uM eine Hochregulierung der egr-1 Expression beobachtet (Abb.
24).

Die egr-1 Genexpression wird durch verschiedene Kinasen, einschliel3lich der ERK
und JNK sowie durch p38 MAP-Kinasen vermittelt. Einmal aktiviert, fihren die MAP-
Kinasen zu Interaktionen zwischen den ternaren Komplex Faktoren (TCF) und den
Serum Response Faktoren (SRF), die durch die Bindung an das SRE innerhalb des
Promotors, die Egr-1 Transkription aktivieren [Treisman, 1995; Lim et al., 1998; Guha
et al., 2001; Cibelli et al., 2002].

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Arsenit die Expression von egr-1 in beiden
Zellen induziert, sollte nun untersucht werden, welche MAP-Kinase flur die Induktion
der egr-1 Expression verantwortlich ist. Um die Rolle der ERK1/2 MAP-Kinase-
Kaskade zu klaren, wurden die Zellen fr 30min mit MEK1/2-Inhibitoren (PD98059;
Dudley et al., 1995, UO126; Favata et al., 1998), und anschlielRend fur drei Stunden
mit Arsenit inkubiert.

NH
3 o GHN
MNH
MNC 5
H,M
Ab. 25 Struktur von UO126 Abb. 26 Struktur von PD 98059

PD 98059 (2-(2-Amino-3 -Methoxy)-Falvon), ein synthetischer Inhibitor des MAPK-
Signalweges, hemmt spezifisch die Aktivitat von MEK1 und in geringerem Ausmass
von MEK2, ohne dabei andere MAPK, wie z.B. die JNK oder die p38 MAPK zu
beeinflussen [Alessi et al., 1995; Dudley et al., 1995]. Im Gegensatz zu PD 98059
hemmt UO126 (1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2-aminophenylthio)butadien) sowohl
MEK1 als auch MEK2 im gleichen Mal3e und weist gegentiber dem MEK-Wildtyp und
der MEK-Mutation eine viel h6here Affinitat auf.
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Abb. 27 Angriffspunkte von UO126 und PD 98059

Zum Nachweis der Wirkung von PD 98059 auf die egr-1 Expression wurde die
Konzentration 30uM ausgewahlt, deren Auswirkung einerseits auf die basale- und
anderseits auf die Arsenit-induzierte egr-1 Genexpression verglichen wurde.

Unter den gleichen Versuchbedingungen, dass heil3t wiederum Vorinkubation fur 30
min mit UO126 und daraufhin Stimulation fur weitere 60 min mit Arsenit, wurde die
Wirkung von MEK1/2 Inhibitor UO126 auch die Genexpression untersucht. Die
Konzentrationen wurde niedriger ausgewahlt (2uM), da bekannt ist, dass UO126 die
ERK Phosphorylierung tiber MEK1/2 in niedrigeren Konzentrationen starker inhibiert
als PD98059 [Favata et al., 1998].
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Abb. 28 Northern Blot-Analyse der Wirkung von PD 98059 und UO126 in Kombination mit
Arsenit 50uM auf egr-1in ELM-I-1 und K526 Zellen

Spur: 1 Kontrolle, 2 PD 98059 30uM, 3 Uol126 2uM, 4 Arsenit 50uM, 5 Arsenit 50uM + PD 98059
30uM, 6 Arsenit 50uM + UO126 2uM.

Fur jeden Ansatz wurden 1x10° Zellen ausplattiert mit den angegebenen Konzentrationen an PD
98059 und UO126 fir 30min behandelt und anschlieend fir eine Stunde mit Arsenit inkubiert. Die
Behandlung der Zellen erfolgte wie unter Abb. 23 beschrieben. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch
mit n=2.

Bereits die Kontrolle wies eine niedrige basale egr-1-Expression auf, die durch
Inkubation mit PD98059 bzw. UO126 stark gehemmt wurde. Die Induktion der egr-1-
Expression durch Arsenit konnte aber in beiden Zelllinien nicht mit den MEK1/2-
Inhibitoren PD 98059 und UO126 verhindert werden (Abb.27). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die Arsenit-Induktion der egr-1-Expression nicht durch die
ERK1/2 MAP-Kinase-Kaskade sondern mdglicherweise durch JNK und p38 MAP-
Kinasen vermittelt wird. Dies stimmt auch mit der Beobachtung tUberein, dass Arsenit
die ERK1/2 Phosphorylierung hemmt, wéhrend die Phosphorylierung und Aktivitat
der Stress-Kinasen durch Arsenit erhoht ist (Abb. 13, 14, 20 und 23).
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Zur Kontrolle der Wirksamkeit der Kinase-Inhibitoren wurden Versuche durchgefihrt,
die parallel die Inhibition der TPA-induzierten egr-1 Expression analysierten. Die PD
98059 und UO126 in den untersuchten Konzentrationen waren hier in der Lage, die
TPA-vermittelte egr-1-Expression zu unterdriicken.

D.1.4 Wirkung von Natriumarsenit auf die Transkription Gber SRE oder CRE
In der Promotor-Region von egr-1 sind mehrere SRE (serum response element) und

auch CRE (cAMP-response element) Bindungsstellen zu finden. In weiteren

Versuchen wurde mit Hilfe von Reportergen-Assay untersucht, welche von diesen

regulatorischen Sequenzen fir die Induktion der egr-1-Expression verantwortlich ist
(siehe Abb. 29).

MAP- Klnasen

/TN

%% i r‘::: ::ECRE TATA <l_| @@
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Abb. 29 Wirkung von Arsenit auf die egr-1 Expression tiber die MAP-Kinasen

Die Transfektion erfolgte wie in Kapitel C.2.3.1 beschrieben mit der Verwendung von
Lipofektamin. Wegen Probleme mit der Transfektion von ELM-I-1 Zellen wurden
Reportergen-Assays mit den Reportergenplasmiden pCRE-Luc und pSRE-Luc nur in
K562 Zellen durchgefuihrt. Die Zellen wurden sieben Stunden mit 50uM Arsenit
inkubiert, geerntet, lysiert und anschieRend der Uberstand fiir den Luziferase Assay

eingesetzt.
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Abb. 30 Luziferase Aktivitat in K562 Zellen nach Transfektion mit pSRE-Luc bzw pCRE-Luc
Plasmid

Die Zellen wurden fir sieben Stunden mit Arsenit 50uM behandelt. Fur des Luziferase Assay wurden
20l Zellsuspension mit 100ul Luziferase-Reagenz gemischt und 1min die Biolumineszenz im
Luminometer gemessen. Die Proteinbestimmung wurde nach Bradford durchgefihrt und die
Luziferase Werte auf die Proteinkonzentration bezogen. 8-Br- cAMP (500uM) wurde als CRE

Positivkontrolle eingesetzt. Es wurden die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen berechnet.

Die Ergebnisse zeigten eine CRE-Aktivierung, wahrend gleichzeitig die basale SRE-
Aktivitat durch Arsenit gehemmt wurde. Dies deutet darauf hin, dass die egr-1
Expression nicht iber SRE, sondern moglicherweise tber CRE erfolgt.

Ebenfalls wurde eine Analyse mit dem c-Jun trans-Reportersystem durchgefuhrt. um
die in vivo Aktivierung der JNK durch Arsenit in Reportergen-Assay zu untersuchen
(siehe Abb. 31). Das trans-Reportersystem beinhaltet ein spezifisches trans-Aktivator
Plasmid, welches fir ein Fusionsprotein kodiert mit der Aktivierungsdoméne des

Transkriptionsaktivators c-Jun.
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Als zweites Plasmid dient das pFR-Luc Plasmid, welches einen synthetischen
Promotor beinhaltet. Dieser Promotor kontrolliert die Expression des Luziferase-
Genes von Photinus pyralis ( Amerikanische Feuerfliege). Die beiden Plasmide
werden in die Zelle co-transfiziert und das trans-Aktivator Fusionsprotein wird Uber

den Promotor des Cytomegalievirus konstitutiv exprimiert.

pFA2-cJun
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Abb. 31 Luziferase Aktivitat in K562 Zellen nach Transfektion mit pFA2-cJun Plasmid

Die Zellen wurden flr sieben Stunden mit Arsenit 50uM behandelt. FUr den Luziferase Assay wurden
20ul Zellsuspension mit 100l Luziferase-Reagenz gemischt und daraufhin 1min die Biolumineszenz
in Luminometer gemessen. Die Proteinbestimmung wurde nach Bradford durchgefiihrt und die
Luziferase Werte auf die Proteinkonzentration bezogen. Es wurden die Mittelwerte aus drei

unabhéngigen Versuchen berechnet.

Wie aus den gezeigten Daten hervorgeht, konnten die Ergebnisse aus dem Kinase-
Assay (Abb.20) bestatigt werden. Der Signaltransduktionsweg wurde durch Arsenit

tber die JNK aktiviert und dadurch c-Jun phosphoryliert.

Zusammenfassend lalt sich sagen, dass Natriumarsenit in zwei unterschiedlichen,
hamatopoetischen Zelllinien, die MAP-Kinase-Kaskaden und die egr-1 Expression
auf gleiche Weise beeinflusst.

In Reportergen-Assay konnte eine Aktivierung der Stresskinase JNK und eine
Hochregulierung der Genexpression Uber CRE durch Arsenit gezeigt werden.
Gleichzeitig wurde die SRE vermittelte Genexpression durch Arsenit unterdrickt.
Diese Wirkung korrelierte mit der Hemmung der ERK-Phosphorylierung durch

Arsenit.
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D.2 Wirkung von Natriumarsenit auf die erythroide Differenzierung

Der therapeutische Effekt von Arsen-Verbindungen bei APL kénnte unter anderem
auf der Induktion der Differenzierung basieren [Zhang et al., 2001]. Es erscheint in
diesem Zusammenhang interessant, mogliche Wirkungen dieser Verbindungen auf
die Zell-Differenzierung zu untersuchen. Die ELM-I-1 Zellen stellen ein geeignetes
Modell fir die isolierte Untersuchung der erythroiden Entwicklung dar [Shiozaki et al.,
1990]. Die K562 Zellen, welche sich in einem pluripotenten Differenzierungsstadium
befinden, kbnnen sich sowohl zu erythroid als auch zu megakariozytar differenzieren.
Diese Zelllinie ist besonders interessant in Bezug auf die therapeutische Anwendung
von Arsenit bei Leukamie. Untersucht wurde auch bei diesen Zellen die erythroide
Differenzierung, da das bereits zugelassene Medikament bei CML, Imatinib in K562
Zellen ebenfalls erythroide Differenzierung induziert [Jacquel et al., 2003; Kohmura
et al., 2004; Kuzelova et al., 2005]. Der Nachweis von Hamoglobin erfolgte tber die
DAF-Farbung und diente als Marker fir die beginnende Ausreifung der erythroiden
Zellen. Dabei macht man sich die Pseudoperoxidase-Aktivitat des Hamoglobins zu
Nutze, die die Bildung von Fluorenblau in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid aus
2,7-Diaminofluoren katalysiert. Die Auswertung der positiven Zellen erfolgte unter

dem Lichtmikroskop.

D.2.1 Induktion der Differenzierung von K562 und ELM-I-1 Zellen durch

Natriumarsenit.

Es wurde die Wirkung von Natriumarsenit in einem Konzentrationsbereich von 0,5uM
bis 2uM untersucht (Abb. 32 und 33). Als Positivkontrolle wurde der MEK Inhibitor
UO126 verwendet, welcher die erythroide Differenzierung durch Inhibition der ERK-
Kaskade in diesen Zellen stimuliert [Witt et al., 2000; Schaefer et al., 2004 ].
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Abb. 32 Differenzierung von ELM-I-1 und K562 Zellen nach dreitatiger Behandlung mit Arsenit
Es wurden 2x10° Zellen pro Ansatz in 5ml Medium ausplatiert und mit Arsenit (As) in Konzentration
zwischen 0,5uM bis 2uM inkubiert. UO126 (UO) wurde als Positivkontrolle eingesetzt. Nach drei
Tagen wurde die Hamoglobinproduktion mit Hilfe der DAF-Farbung detektiert. Die angefarbten Zellen
wurden unter dem Mikroskop ausgezahlt und auf die Gesamtzellzahl bezogen. Es wurden die

Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen berechnet.
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Abb. 33A K562 Zellen unbehandelt Abb. 33B K562 Zellen behandelt mit As (0,5uM)
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Abb. 33E K562 Zellen behandelt mit UO126 (5uM)

Bereits bei einer Arsenitkonzentration von 0,5uM konnte eine deutliche Induktion der
Differenzierung festgestellt werden, welche mit zunehmender Konzentration weiter
anstieg. Die hochste eingesetzte Konzentration von 2uM Arsenit erwies sich als
ahnlich starker Induktor der Differenzierung wie der MEK Inhibitor UO126.

Um eventuell in einem kirzeren Zeitraum eine Induktion der Differenzierung durch
Arsenit festzustellen, wurde die Differenzierungsinduktion auch nach 24 Stunden
untersucht (Abb. 34).
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Abb. 34 Differenzierung von ELM-I-1 und K562 Zellen nach Behandlung mit Arsenit
Es wurden 2x10° Zellen pro Ansatz in 5ml Medium ausplattiert und mit Arsenit 1uM fiir 24 und 72
Stunden inkubiert. Die Hamoglobinproduktion wurde mit Hife der DAF-Farbung detektiert. Es wurden

die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen berechnet.

Die Ergebnisse zeigten, dass Arsenit bereits innerhalb dieser kurzen Zeitspanne,
sowohl in ELM-I-1 als auch K562 Zellen eine deutliche Stimulation der

Hamoglobinproduktion bewirkte.



D Ergebnisse 80

D.2.2 Wirkung von Natriumarsenit auf die Transkription

Im Mittelpunkt dieser Untersuchungen stand die Fragestellung, ob Arsenit in
niedrigen, differenzierungsinduzierenden Konzentrationen die Elk-1/SRE vermittelten
Genexpression beeinflusst. Dazu wurde das Elk-1 trans Reportersystem und das
SRE cis-Reportersystem verwendet.

Der Ternarkomplexfaktor Elk-1 ist nicht nur ein wichtiges Substrat der ERK-Kaskade,
sondern auch von JNK und p38. Phosphoryliertes ELK-1 bindet zusammen mit zwei
Molekilen des Serum-Response-Faktors (SRF) an SRE und stimuliert die
Transkription.

K562 Zellen wurden mit einem Elk-1 trans-Aktivator Plasmid transfiziert, wie in
Material und Methoden beschrieben. Die Elk-1 Phosphorylierung wurde durch die
Luziferase-Aktivitat eines cotransfizierten Reporter-Plasmids mit dem Luziferase-
Reportergen bestimmt.

Die Zellen wurden 24 Stunden in einem Konzentrationsbereich von 0,5uM bis 2uM
mit Arsenit inkubiert, geerntet, lysiert und anschiel3end auf Luziferase-Aktivitat
getestet (Abb. 35).
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Abb. 35 Luziferase Aktivitat in K562 Zellen nach Transfektion mit pFA2-Elk-1 Plasmid

Die Zellen wurden fur 24 Stunden mit Arsenit in Konzentration zwischen 0,5uM bis 2uM inkubiert. Fur
den Luziferase Assay wurden 20ul Zellsuspension mit 100pl Luziferase-Reagenz versetzt und
anschlieBend fiir 1min die Biolumineszenz im Luminometer gemessen. Die Proteinbestimmung wurde
nach Bradford durchgefuhrt und die Luziferase Werte auf die Proteinkonzentration bezogen. Es

wurden die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen berechnet.

Aus Abb. 35 geht hervor, dass die Elk-1-Aktivitat durch Arsenit gehemmt wurde.
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In weiteren Versuchen wurde die Wirkung von Arsenit auch direkt auf die SRE-

vermittelte Genexpression mit Hilfe des SRE cis-Reportersystems untersucht.
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Abb. 36 Luziferase Aktivitat in K562 Zellen nach Transfektion mit pSRE-Luc Plasmid

Die Zellen wurden fur 24 Stunden mit Arsenit in Konzentration zwischen 0,5uM bis 2uM inkubiert. Fur
den Luziferase Assay wurden 20ul Zellsuspension mit 100ul Luziferase-Reagenz gemischt und
anschlieRend fir 1min die Biolumineszenz im Luminometer gemessen. Die Proteinbestimmung wurde
nach Bradford durchgefuhrt und die Luziferase Werte auf die Proteinkonzentration bezogen. Es

wurden die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen berechnet.

Die Ergebnisse zeigen in Ubereinstimmung mit der Untersuchung der Elk-1-Aktivitat
eine Abnahme der SRE-vermittelte Genexpression in Arsenit-behandelten Zellen
(Abb.36).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Induktion der Differenzierung durch
Arsenit durch die Unterdrickung der Aktivitdt des Elk-1 Transkriptionsfaktors mit

anschlieBender Hemmung der SRE- vermittelten Genexpression zustamde kommt.

Parallel wurde die Wirkung von Arsenit auf die CRE (CAMP-response element)-
vermittelte Genexpression ebenfalls untersucht. An der regulatorischen Sequenz
CRE bindet sowohl CREB (CRE-Bindeprotein) als auch ATF2. Einerseits aktiviert ein
hoher cAMP-Spiegel die Proteinkinase A, die ihrerseits das CREB phosphoryliert,
welche an CRE gebunden ist. Anderseits kann CRE durch den Transkriptionsfaktor
ATF2 aktiviert werden, welcher wiederum durch JNK oder p38 phosphoryliert werden

kann.
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Die Wirkung von Arsenit (50uM) auf die CRE-vermittelte Genexpression in K562

Zellen wurde bereits demonstriert (Abb.30).

Um festzustellen, ob Arsenit auch in niedrigeren Konzentrationen einen Einfluss auf
CRE hat, wurden weitere Reportergen-Assays mit dem Reportergenplasmid pCRE-
Luc in K562 Zellen durchgefihrt.
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Abb. 37 Luziferase Aktivitat in K562 Zellen nach Transfektion mit pCRE-Luc Plasmid

Die Zellen wurden fir 24 Stunden mit Arsenit in Konzentration zwischen 0,5uM bis 2uM inkubiert. Fir
den Luziferase Assay wurden 20ul Zellsuspension mit 100ul Luziferase-Reagenz gemischt und
anschlieend fir 1min die Biolumineszenz im Luminometer gemessen. Die Proteinbestimmung wurde
nach Bradford durchgefiihrt und die Luziferase Werte auf die Proteinkonzentration bezogen. Es

wurden die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen berechnet.

Wie in Abb.37 zu sehen ist, wurde eine CRE-Aktivierung durch Arsenit auch in

Konzentrationen zwischen 0,5uM und 2uM festgestellt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Natriumarsenit in therapeutisch
relevanten, niedrigen Konzentrationen (0,5uM-2uM) [Zhang et al., 2001] erythroide
Differenzierung induziert. Im gleichen Konzentrationsbereich wurde eine
Unterdrickung der Aktivitat des EIlk-1 Transkriptionsfaktors festgestellt, welche mit
der Hemmung der SRE-vermittelten Genexpression korreliert. Gleichzeitig erfolgt

eine Stimulierung der Genexpression tber CRE durch Arsenit
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D.3 Wirkung von Arsentrioxid auf die erythroide Differenzierung

Lange als Arzneimittel in Vergessenheit geraten, erlebt Arsentrioxid in der
onkologischen Hamatologie ein Revival. Mit Arsentrioxid (ATO) hat man eine
Remission und Konsolidierung bei erwachsenen Patienten mit akuter Promyelozyten-
Leukamie (APL) nachgewiesen. Neulich wird der mdgliche Einsatz dieser Substanz
auch bei CML diskutiert [Hu et al., 2000; Ubersichtarbeit von Waxman et al., 2001].
Da die bisherigen Untersuchungen mit Natriumarsenit durchgefuhrt wurden,
erscheint wichtig die Wirkung von Arsentrioxid auf die Differenzierung in K562 Zellen

im Vergleich mit Natriumarsenit zu untersuchen.

Es wurde die Wirkung von Arsentrioxid in einem Konzentrationsbereich von 0,5uM
bis 2uM untersucht. Als Positivkontrolle wurde auch in diesen Versuchen der MEK
Inhibitor UO126 verwendet.
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Abb. 38 Differenzierung von K562 Zellen nach dreitatiger Behandlung mit Arsentrioxid (ATO)

Es wurden 2x10° Zellen pro Ansatz in 5ml Medium ausplatiert und am nachsten Tag mit Arsentrioxid
in Konzentration zwischen 0,5uM bis 2uM behandelt. UO126 wurde als Positivkontrolle eingesetzt.
Nach drei Tagen wurde die Hamoglobinproduktion mit Hilfe der DAF-Farbung detektiert. Es wurden

die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen berechnet.

Die Abbildung 38 zeigt eine Induktion der Differenzierung bereits bei 0,5uM, welche
mit zunehmender Konzentration ansteigt. ATO zeigt die gleiche Wirkung wie

Natriumarsenit .
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E Diskussion

E.1 Wirkung von Natriumarsenit auf die MAP-Kinasen in ELM-I-1 und K562

Zellen

Die Bedeutung von MAP-Kinase Signalwegen fir verschiedene zellulare Prozesse
wird auf vielen Gebieten der biomedizinischen Forschung intensiv untersucht. Die
essentielle Rolle der MAP-Kinasen in der Signaltransduktion bedingt die
Notwendigkeit einer genauen Regulation dieser Kinasen, um den Ablauf der
normalen zellularen Vorgange zu gewahrleisten und pathologische Zustande zu
vermeiden. Die Aktivierung der MAP-Kinasen fuhrt unter anderen zur Proliferation,
Differenzierung oder Apoptose [Lau et al., 2004; Luster et al., 2004]. So konnte bei
den Untersuchungen verschiedener neoplastischer Krankheitsbilder, wie akute
Leukamie, eine erhbhte ERK1/2 Aktivierung nachgewiesen werden [Kim et al., 1999].
Die Aufklarung der Regulation von MAP-Kinase Signalwegen und der daraus
resultierenden Genexpression trdgt somit auch zum besseren Verstandnis

bestimmter Krankheiten bei.

Arsen erhoht das Risiko an Lungen-, Haut- und Blasenkrebs zu erkranken [Chen et
al., 1990; Bates et al., 1992; Jager et al., 1997]. Die menschliche Arsen-Exposition
durch kontaminiertes Trinkwasser in vielen Landern stellt noch immer ein grofRes
gesundheitliches Problem dar [Tchounwou et al., 1999; Buchet et al., 2000]. Um die
Arsen- verursachte Toxizitdt besser zu verstehen, wird die Wirkung von Arsenit

weltweit in vielen Laboratorien untersucht.

Die Entdeckung des therapeutischen Effektes von Arsentrioxid (ATO) bei akuter
promyelozytarer Leukamie hat diese ,alte” Substanz zu neuem Leben erweckt
[Zhang et al., 2001]. Der potentielle Arzneistoff wird in klinischen Studien getestet an
Patienten mit akuter promyelozytarer Leukamie (APL), bei der die Therapie mit
Standardtherapeutika versagt hat. 20 bis 30 Prozent der APL-Patienten sprechen auf
die Standardtherapie mit konventionellen Zytostatika und Retinoiden (Tretionin:
ATRA) nicht an. Fur diese Gruppe stellt nun das Arsentrioxid eine vielversprechende

Alternative dar.
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Es ist bereits bekannt, dass Arsenit Signaltransduktionswege der Zellproliferation,
Differenzierung und Apoptose beeinflusst. Viele Forschungsgruppen untersuchen die
Mechanismen der Wirkung von Arsenit auf die MAP-Kinasen. Neue Erkenntnisse in
diesem Zusammenhang konnen nicht nur von toxikologischer Bedeutung sein,

sondern auch therapeutisch interessante Einblicke erbringen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Natriumarsenit auf die MAP-
Kinasen in zwei hamatopoetischen Zellsystemen untersucht. Die Erythropoetin-
sensitiven ELM-I-1 Zellen der Maus stellen ein geeignetes Modell fur die isolierte
Untersuchung der erythroiden Entwicklung dar [Shiozaki et al., 1990]. Die K562
Zellen wurden aus einer Patientin mit chronischer myeloischer Leukdmie isoliert
[Lozzio et al., 1975], und sind interessant in bezug auf die therapeutische

Anwendung von Arsenit bei Leukamie.

Die bisherigen Untersuchungen deuten darauf hin, dass Arsenit die Aktivitat aller drei
MAP-Kinasen beeinflusst, allerdings abhangig von dem Zelltyp, der Lange und der
Dosis der Exposition [Lim et al., 1998; Porter et al., 1999; Simeonova et al., 2000;
Lau et al., 2004 ]. So wurde von der Arbeitsgruppe Ludwig et al., 1998 gezeigt, dass
Arsenit (500uM) die ERK- und p38 MAP-Kinasen in Abh&ngigkeit von der Zeit in
verschiedenen menschlichen Zelllinien aktiviert. Ebenfalls entdeckten Hossain et al.,
2000, dass 100uM Arsenit eine Erh6hung der Phosphorylierung von ERK, JNK und
p38-Kinasen hervorruft. Die Phosphorylierung von JNK und deren Substrat c-Jun
konnte aber schon nach 1 Stunde Inkubation mit 10uM Arsenit gezeigt werden.
Porter et al., 1999 beschreiben auch in menschlichen embryonalen Nierenzellen,
dass Arsenit und Arsenat (100-300uM) JNK stimuliert. Eine andere
Forschungsgruppe hat eine JNK und p38 Aktivierung bei hoheren
Arsenitkonzentrationen (500uM) und zeitabh&ngig in NIH3T3 Mausefibroblasten
festgestellt, wahrend die ERK-Kaskade keine Anderung zeigte [Lim et al., 1998].

In einer weiteren Studie wurde demonstriert, dass die Arsenit-Behandlung von
menschlichen bronchialen epithelialen Zellen (BEAS) zu einer direkten Tyrosin-
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors fuhrt. AufRerdem bewirkt die Arsenit-
Behandlung die Aktivierung von MEK1/2 und dadurch als Folge die Phosphorylierung
von ERK und Elk-1 [Wu et al., 1999].
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Vorangegangene Studien dieser Gruppen zeigen, dass in der selben Zelllinie eine
akute Exposition durch 500uM Arsenit die ERK2-, JNK- und p38-Kinasen sowie die
Transkriptionfaktoren ATF-2 und c-Jun aktiviert, aber nicht den Transkriptionfaktor
Elk-1 [Samet et al., 1998]. Cooper et al., 2004 konnten aufzeigen, dass Arsenit in
einer Konzentration von 100uM in HaCat Zellen (spontane, inmortalisierte,
menschliche Keratynozyten Zelllinien) eine schnelle Aktivierung der p38 und ERK

bewirkt.

Im Gegensatz zu diesen Literaturdaten wurde in der vorliegenden Arbeit eine
konzentrationsabhangige Hemmung von ERK in ELM-I-1 und in K562 Zellen unter
der Wirkung von Arsenit mit Hilfe von Western Blot-Analyse nachgewiesen. Diese
Hemmung konnte in ELM-I-1 Zellen bereits nach einer Stunde und ab einer
Konzentration von 5uM festgestellt werden, wahrend in K562 Zellen eine Abnahme
ab 12,5uM zu verzeichnen war. In Ubereinstimmung mit frilheren Arbeiten, aber in
niedrigeren Konzentrationen wurde eine Aktivierung sowohl der JNK als auch der
p38 MAP-Kinasen in beiden Zelllinien nachgewiesen. Die konzentrationsabhangige
Aktivierung beider Stresskinasen wurde ab 5uM gezeigt. Die maximale Wirkung
wurde mit 50pM Arsenit erreicht. In einer Zeitspanne von 15 min bis vier Stunden war
die Phosphorylierung der JNK und p38 durch Arsenit 50uM stark erhdht, wahrend die
ERK-Phosphorylierung gehemmt wurde.

Unsere Ergebnisse bestatigen demnach die Aktivierung der Stresskinasen durch
Arsenit und zeigen eine Hemmung der ERK-Kaskade in den untersuchten
Zellsystemen. Wie oben beschrieben haben die meisten Forschungsgruppen uber
eine Aktivierung der ERK-Kaskade durch Arsenit in nicht hamatopoetischen Zellen
berichtet. Nur zwei Studien sind bekannt, die die Hemmung der ERK-Kaskade durch
héhere Arsenitkonzentrationen beschreiben. Daum et al., 2001 haben die Hemmung
der ERK durch 300uM Arsenit auf der Ebene von Ras in SMCs (glatte Muskulatur
Zellen) beobachtet. Doza et al., 1998 haben gezeigt, dass 500 pM Arsenit in
Fibroblasten ebenfalls auf Ras-Ebene die ERK-Kaskade blockiert. In unseren
Versuchen mit hamatopoetischen Zellen erwiesen sich diese Arsenitkonzentrationen

als hochgradig zytotoxisch.
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Unsere Ergebnisse unterstitzen die Vorstellung, dass die verschiedenen
biologischen Effekte, welche durch Arsen hervorgerufen werden, auf die
Beeinflussung von Signaltransduktionswegen zuriickzufuhren sind. Die Tatsache,
dass Arsenit ein nicht genotoxisches Kanzerogen ist, wird unterstitzt durch die
Beobachtungen in nicht hamatopoetischen Zellen, in welchen man eine Aktivierung
der ERK-Kaskade beobachtet hat. Interessanterweise in hamatopoetischen Zelllinien
(ELM-I-1 und K562 Zellen) wurde eine Hemmung der ERK-Kaskade festgestellt, was
eher fur einen zytostatischen Effekt spricht, ausgerechnet in diesem Zellsystem wo
Arsenit nicht als Kanzerogen betrachten werden kann, da sich die Zellen in

konstanter Teilung befinden.

Die Hemmung der ERK-Kaskade durch Arsenit in Leukdmiezellen in niedrigeren
Konzentrationen deutet darauf hin, dass diese Wirkung fur die zytostatischen Effekte
von Arsenit bei der Behandlung von Leukdmie von Bedeutung sein kann. Als Arsen-
Verbindung wurde bis jetzt bei akuter promyelozytarer Leukamie (APL) Arsentrioxid,
ATO Klinisch getestet. In der letzten Zeit interessiert man sich fur Arsenit zunehmend
auch im Zusammenhang mit CML.

Fur die chronische myeloische Leukdmie ist die Bildung des Philadelphia-
Chromosoms der haufigste auslosende Faktor. Dabei handelt es sich um ein
verkirztes Chromosom 22. Es entsteht, wenn die Enden von Chromosom 22 und
Chromosom 9 gegeneinander ausgetauscht werden. Durch diese Translokation
geraten auf Chromosom 22 zwei Gene in unmittelbare Nachbarschaft, die
normalerweise nur getrennt voneinander vorkommen. Das Produkt dieses
Fusionsgens (Bcr-Abl Fusionsprotein) ist eine aktive Tyrosinkinase, die eine
unkontrollierte Teilung von Leukamiezellen verursacht [Konopka et al., 1985].
Mehrere Autoren haben aber in verschiedenen Bcr-Abl-positiven subklonen von
CML-relevanten K562 Zellen eine erhohte Aktivierung von Ras gezeigt [Mizuschi et
al., 2005; Mandanas et al., 1993]. Der genaue Mechanismus der Aktivierung von Ras

durch Bcr-Abl ist jedoch noch ungekléart.
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Der Wirkstoff Imatinib, seit November 2001 in Deutschland mit dem Handelsnamen
Glivec zugelassen, hemmt die Tyrosinkinase-Aktivitat von Bcr-Abl-Protein, indem er
mit ATP um dessen Bindungstasche konkurriert und somit die Phosphorylierung von
Substratproteinen und die nachfolgenden Signaltransduktionswege blockiert. Es ist
bekannt, dass Imatinib in K562 Zellen die ERK-Kaskade unterdrickt, die p38 aktiviert

und die erythroide Differenzierung induziert [Kohmura et al., 2004].

Da die ERK Signaltransduktionskaskade die erythroide Differenzierung negativ
reguliert und p38 an der Induktion der Differenzierung beteiligt ist, liegt nahe, dass
Imatinib durch die Wirkung auf MAPK-Kaskaden erythroide Differenzierung induziert
[Whalen et al., 1997, Witt et al., 2000; Uchida et al., 2001; Matsuzaki et al., 2000;
Schaefer et al., 2004]. Die Hemmung der ERK-Kaskade konnte aufRerdem die
proliferationshemende und apoptotische Wirkung von Imatinib erklaren.

Im Hinblick auf die potentielle Anwendung von Arsenit in der Leukadmietherapie ist
interessant, dass diese Substanz ebenfalls eine Hemmung der ERK-Kaskade
verursacht und dadurch proliferationshemende, differenzierungsinduzierende und

apoptotische Signale in Gang setzen kbénnte.

Es lasst sich zusammenfassend sagen, dass Natriumarsenit in ELM-1 und in
K562 Zellen die gleichen Effekte auf MAPK-Kaskaden ausubt: eine
konzentrationsabhangige Aktivierung von JNK und p38 zwischen 12,5uM und
50uM und eine Hemmung von ERK bereits ab 5uM. Die Induktion der
erythroiden Differenzierung in diesen Zellen ist moéglicherweise in diesen
Effekten begrindet. Die Tatsache, dass Arsenit in Leukdmiezellen die ERK-
Kaskade hemmt, koénnte proliferationshemmende, differenzierungs-
induzierende und apoptotische Wirkung dieser Substanz bei einer
therapeutischen Anwendung erklaren. Diese Ergebnisse liefern deshalb neue
Information Uber die Wirkungsmechanismen von Arsenit in h&matopoetischen

Zellen in bezug auf die Leukamietherapie.
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E.2 Mechanismen der Natriumarsenit-vermittelten Induktion der egr-1

Expression

Der Trankriptionsfaktor Egr-1 (early growth response-1) gehort zu den DNA-
bindenden Zinkfingerproteinen und stellt einen induzierbaren Transkriptionsfaktor
dar. Egr-1 reguliert die Expression vieler Gene, die in der Zellproliferation, der
Differenzierung und in inflammatorischen Vorgéngen involviert sind [Sukhatme et al.,

1988; Nguyen et al., 1993].

Das egr-1 Gen ist ein typisches, frihansprechendes Gen (immediately early growth
gene), das unter anderen durch Wachstumssfaktoren, inflammatorische Zytokine und
differenzierungsinduzierende Signale aktiviert wird. Es gibt Hinweise fir eine
Beteiligung des egr-1 Gens an der Regulation der Proliferation [Perez-Castillo et al.,
1993; Hu und Levin, 1994]; Apoptose [Muthukkmat et al., 1995] und Differenzierung
bestimmter hamatopoetischer Zellen wie Monozyten und Megakaryozyten [Nguyen
et al., 1993; Krishnaraju et al., 1995 Krishnaraju et al., 1998; Krishnaraju et al.,
2001]. Ebenfalls wird egr-1-Gen unter bestimmten Bedingungen eine
Tumorsuppressor-Funktion zugesprochen [Huang et al., 1995; Liu et al., 1996]. In
einer kurzlich verfassten Studie haben de Belle et al., 2003 ein neues Egr-1 Zielgen
identifiziert und kloniert, das sie als TOE1l bezeichneten (Target of Egr-1). Das
Protein TOE1 zeichnete sich durch die Induktion von p21 (ein Protein, das den
Zellzyklus in der G1 Phase stoppt) und durch seine Fahigkeit die Kolonienbildung zu

hemmen als Inhibitor des Zellwachstums aus.

Untersuchungen in K562 Zellen zeigten, dass die Expression des egr-1 Gens an der
megakaryozytaren Differenzierung beteiligt ist und diese von einer Suppression
erythroider Marker begleitet wird [Cheng et al., 1994]. Die Gruppe um Krishnaraju hat
gezeigt, dass egr-1 die Ausbildung von Makrophagen auf Kosten der granulozytaren
oder erythroiden Zellreihen bevorzugt [Krishnaraju et al., 2001 ]. Diese Beobachtung

deutet darauf hin, dass egr-1 die erythroide Differenzierung negativ reguliert.
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Die egr-1 Genexpression wird durch alle drei wichtigen MAP-Kinasen, ERK, JNK und
p38 vermittelt. Einmal aktiviert, flihren diese Kinasen zur Phosphorylierung des ternar
Komplex Faktors Elk-1, der mit zwei Serum Response Faktoren (SRF), an das SRE
(serum response element) innerhalb des egr-1 Promotors bindet und die
Transkription aktiviert [Treisman et al., 1995; Lim et al., 1998; Guha et al., 2001;
Cibelli et al., 2002; Wu et al., 2002]. Weiterhin ist bekannt, dass die Induktion der
egr-1 Expression auch durch CRE (cAMP-response element) erfolgt [Rolly et al.,
1999; Russel et al., 2003; Dziema et al., 2003]. In der Promotor-Region von egr-1
sind mehrere SRE und auch CRE Bindungsstellen zu finden. Die SRE stellen starke
Regulatoren der egr-1 transkriptionalen Aktivitat dar. Die Aktivierung von SRE ohne
CRE Aktivierung ist ausreichend fur die maximale Expression von egr-1 [McMahon et
al., 1995].

Al-Sarray et al., 2004 haben neulich berichtet, dass Arsenit die egr-1 Expression in
menschlichen HaCaT Keratynozyten induziert. Fir diese Hochregulierung ist
offensichtlich die ERK-Kaskade verantwortlich, da die Egr-1 Synthese komplett mit
PD 98059, einem Inhibitor der ERK-Kaskade, gehemmt werden konnte. Kawasaki et
al., 1996 und Lim et al., 1998 haben dagegen gezeigt, dass Arsenit in Fibroblasten
von Ratten, 3Y1 Zellen und in NIH3T3 Mausefibroblasten die egr-1 Expression durch
JNK und p38 induziert.

Um die durch MAP-Kinasen vermittelte Genexpression zu analysieren, wurde in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss von Arsenit auf die Induktion der egr-1 Expression
untersucht. In ELM-I-1 und K562 Zellen konnte eine Induktion der egr-1 Expression
durch Arsenit in einem Konzentrationsbereich von 15uM bis 50uM nachgewiesen
werden die mit der Aktivierung der Stresskinasen korrelierte. Unsere Ergebnisse
bestatigen auch in hadmatopoetischen Zellen, dass Arsenit die egr-1 Expression
induziert. Die Wirkung von Arsenit war durch MEK1/2-Inhibitoren wie PD98059 und
UO126 nicht antagonisierbar. Die basale egr-1 Expression wurde jedoch durch diese
Substanzen stark unterdriickt.
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Obwohl die basale egr-1 Expression in ELM-I-1 Zellen lber die ERK-Kaskade
reguliert wird [Schaefer et al., 2004], ist dieser Signalweg offensichtlich an der
Induktion der egr-1 Expression durch Arsenit nicht beteiligt. Die negativen
Ergebnisse mit den MEKZL1/2-Inhibitoren deuten darauf hin, dass die Arsenit
gesteuerte Induktion der egr-1-Expression nicht durch Raf-MEK-ERK sondern durch
die Stresskinasen erfolgt. Daflr spricht auch die Tatsache, dass Arsenit die ERK1/2-
Phosphorylierung in den untersuchten Zellen hemmt wahrend die JNK und p38 MAP-
Kinasen aktiviert (Abb. 13 und 14). Diese Daten stimmen mit den Ergebnissen
anderer Gruppen Uberein, die in Ratenfibroblasten und in NIH3T3 Zellen die
Induktion der egr-1 Expression durch Arsenit ebenfalls mit den Stresskinasen in
Verbindung gebracht haben [Kawasaki et al., 1996; Lim et al., 1998 ].

In weiteren Versuchen wurde mit Hilfe von Reportergen-Assay untersucht, welche
von den regulatorischen Sequenzen im egr-1 Promotor fur die Induktion der egr-1-
Expression durch Arsenit verantwortlich ist. Die Reportergen-Analysen in K562
Zellen zeigten, dass Arsenit die basale SRE-Aktivitat unterdrickt. Fur die Induktion
der egr-1 Genexpression Uber SRE ist der Ternarkomplexfaktor ElIk-1 verantwortlich,
ein wichtiges Substrat der drei MAP-Kinasen. Die Unterdrickung der SRE-
vermittelten Genexpression durch Arsenit schlie3t aus, dass die egr-1 Expression
uber dieses regulatorisches Element durch Stresskinasen als Folge einer Elk-1
Phosphorylierung induziert wird. Unsere Ergebnisse zeigen aber, dass selbst wenn
SRE durch Arsenit unterdrickt ist, wird trotzdem die egr-1 Expression Uber andere

Wege induziert.

Obwohl die Beteilung der Stresskinasen an der Induktion der egr-1 Expression durch
Arsenit auch von anderen Autoren nachgewiesen ist, sind die regulatorischen
Sequenzen in dem egr-1 Promotor, die fir die Hochregulierung der egr-1 Expression
verantwortlich sind, bis jetzt nicht ausfuhrlich untersucht. Es gibt aber bereits
Beobachtungen mit Hilfe von Reportergen-Analyse, dass Arsenit die Genexpression

Uber CRE induzieren kann [Kietzmann et al., 2003].
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine Aktivierung der CRE-vermittelten
Genexpression durch Arsenit. Dies deutet darauf hin, dass dieses regulatorisches
Element fir die Arsenit Induktion der egr-1 Expression uUber Stresskinasen

verantwortlich ist.

An der regulatorischen Sequenz CRE bindet sowohl CREB (c-AMP Bindeprotein) als
auch ATF2. Einerseits fuhrt die CREB Phosphorylierung durch Proteinkinase A oder
durch andere Kinasen zur Aktivierung von CRE. Anderseits kann CRE durch den
Transkriptionsfaktor ATF2 aktiviert werden, welcher wiederum durch JNK oder p38
phosphoryliert wird. In vitro Kinase Assay-Untersuchungen zeigten eine Aktivierung
des Transkriptionsfaktors ATF2 Uber JNK durch Arsenit. Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass Arsenit in K562 Zellen die egr-1 Expression Stresskinasen-abhangig
Uber CRE induzieren kann.

Natriumarsenit

Elk-1 SRF SRF

A

> egr-1

Do

— SRE

Abb 39 Wirkung von Arsenit auf die MAP-Kinasen und auf de Induktion der egr-1 Expression
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Als Schlussfolgerung kann festgestellt werden, dass Arsenit in ELM-1- und
K562 Zellen die egr-1 Expression in einem Konzentrationsbereich von 15uM bis
50 puM hochreguliert. Arsenit induziert die egr-1 Expression nicht Uber die Raf-
MEK-ERK-Kaskade, sondern offensichtlich  durch  Aktivierung der
Stresskinasen JNK und p38, die die Induktion der egr-1 Expression tber CRE

bewirken.
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E.3 Induktion der erythroiden Differenzierung durch Arsenit

Dass man mit Arsen den perfekten Mord begehen kann, hat Agatha Christie
eindrucksvoll beschrieben. Jetzt allerdings zeigt Arsen auch sein zweites Gesicht:
Das gefiurchtete Element kann namlich Leben retten, und zwar bei Patienten mit
Leukdmie. Arsen-Verbindungen werden fur zusatzliche Behandlung fur akute
promyelozytare Leukdmie (APL) neben der konventionellen Chemotherapie
verwendet. Besonders effektiv ist die Kombination mit Vitamin A. J&hrlich erkranken
20.000 Menschen weltweit an APL. Die Initialbehandlung bezieht Chemotherapie
und all-trans-Retinsdure, ATRA mit ein, die oxidierte Form von Vitamin A. Diese
Kombination erzielt eine Uberlebensrate zwischen 60 und 80 Prozent. Im Vergleich
dazu erreicht die Arsen-Therapie ein Uberleben von 88,5 Prozent der Patienten nach
34 Monaten. Es handelt sich um eine Monotherapie mit Arsentrioxid, die ohne die
konventionelle Chemotherapie auskommt. Knochenmarkstransplantationen kdnnten

weitgehend vermieden werden [Chen et al., 1997; Wang et al., 2000; Chen at al.,
2001].

Der therapeutische Effekt von Arsentrioxid (ATO) bei APL koénnte neben der
Hemmung der Zellproliferation auf der Induktion der Differenzierung und/oder
Apoptose basieren [Chen et al.,, 1997; Soignet et al., 1998; Shao et al., 1998;
Zhang et al., 2001]. ATO hemmt das Zellwachstum und férdert die Apoptose aber
nicht nur in APL Zellen. Neulich interessiert man sich fir ATO zunehmend auch im
Zusammenhang mit CML, da diese Substanz in Bcr-Abl-positiven Zellen ebenso

wirkungsvoll ist [Puccetti et al., 2000; Perkins et., 2000; Nimmanapalli et al., 2001].

Die ersten Ansatze fir eine Arsentherapie bei CML gehen bereits auf friihere Zeiten
zuriick [Ubersichtarbeit von Waxman et al., 2001]. Neuere Klinische Studien aus
China haben bewiesen, dass nach zweiwochiger Behandlung mit ATO eine
komplette Remission bei 74% der CML-Patienten erzielt werden kann [Hu et al.,
2000]. Daruber hinaus zeigte man in Experimenten mit K562 Zellen, dass die
Behandlung mit einer Kombination von ATO und Imatinib einen synergistischen

Effekt bei der Hemmung der Zellproliferation hat [ La Rosée et al., 2001].
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Bis jetzt gibt es in der Literatur keinen Hinweis auf mdgliche Wirkungen von ATO auf
die Differenzierung von K562 Zellen. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit zum
Ziele gesetzt, die Wirkung von Natriumarsenit und ATO auf die Induktion der
Differenzierung im K562- und ELM-I-1 Zellen zu untersuchen. Die K562 Zellen, die
sich in einem pluripotenten Differenzierungsstadium befinden, kénnen sich sowohl
erythroid als auch megakaryozytar differenzieren. Untersucht wurde auch bei diesen
Zellen die erythroide Differenzierung, da das bereits zugelassene Medikament bei
CML, Imatinib, ebenfalls erythroide Differenzierung induziert. Die ELM-I-1 Zellen
stellen, wie oben erwahnt, ein geeignetes Modell fiir die isolierte Untersuchung der
erythroiden Entwicklung dar, weil diese Zellen nur die terminale erythroide
Differenzierung durchlaufen und durch den physiologischen Regulator der

erythroiden Differenzierung, Erythropoetin stimulierbar sind [Shiozaki et al., 1990].

Die Untersuchungen mit niedrigen, therapeutisch relevanten Konzentrationen
(0,5mM-2uM) [Zhang et al., 2001] zeigten, dass Natriumarsenit in K562- und ELM-I-
1- Zellen, erythroide Differenzierung induziert. Die Wirkung von Arsentrioxid (ATO)
auf die Differenzierung in K562 Zellen wurde vergleichsweise untersucht und
festgestellt, dass ATO mit der gleichen Konzentrationsabhangigkeit wie
Natriumarsenit die erytroide Differenzierung induziert. Die Ergebnisse dieser Arbeit
mit ATO zeigen, dass diese Substanz in K562 Zellen eine ahnliche Wirkung wie
Imatinib auf die erythroide Differenzierung hat und unterstiitzen die Vorstellung, dass
ATO eine vielversprechende Substanz auch fir die CML-Therapie darstellt [O'Dwyer,
2002; La Rosee et al., 2002].

Interessant ist in diesem Zusammenhang der mdgliche Wirkungsmechanismus von
Arsenit. Mehrere Forschergruppen haben demonstriert, dass die Inhibition der
ERK/MAP-Kinasen die erythroide Entwicklung induziert und férdert [Whalen et al.,
1997; Witt et al., 2000; Miyazaki et al., 2001; Schaefer et al., 2004]. Es konnte in
Reportergen-Studien gezeigt werden, dass die Induktion der Differenzierung durch
Arsenit (0.5uM-2uM) mit einer Abnahme sowohl der Elk-1 als auch der SRE-
vermittelten Genexpression korrelierte. Der Ternarkomplexfaktor Elk-1 ist ein

wichtiges Zielprotein der ERK-Kaskade.
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Tatsachlich wurde eine Hemmung der ERK-Phosphorylierung durch Arsenit in K562
Zellen bei hoéheren Arsenitkonzentrationen beobachtet, nicht aber bei niedrigen,
differenzierungsinduzierenden Konzentrationen (0,5uM-2uM). Es ist anzunehmen,
dass die hohere Zelldichte in Kurzzeit-Versuchen dafir verantwortlich ist. Eine
andere mdgliche Erklarung wére, dass die chronische Exposition in niedriger
Konzentration mdglicherweise ahnliche Effekte hervorruft, wie jene durch akute
Exposition von hdheren Arsenit-Konzentrationen verursacht werden.

Die Ergebnisse deuten deshalb darauf hin, dass die Induktion der Differenzierung
durch Arsenit vor allem durch eine Unterdrickung der ERK-Kaskade und SRE-

vermittelten Genexpression eingeleitet wird.

Im Ubereinstimmung mit den Ergebnisse mit htheren Arsenitkonzentrationen wurde
gleichzeitig eine Aktivierung der Genexpression uber CRE beobachtet. Wie bereits
diskutiert, spielen bei der Induktion von CRE durch Arsenit die Stresskinasen eine
Rolle. Da es bekannt ist, dass die p38 die Entwicklung von Erythrozyten aus
Vorlauferzellen férdert [Nagata et al., 1998; Witt et al., 2000; Miyazaki et al., 2001;
Sawafuji et al., 2003], liegt nahe, dass die Aktivierung von p38 ebenfalls zu dem

differenzierungsinduzierenden Potential von Arsenit beitragt.
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Abb. 40 Induktion der Differenzierung durch Arsenit
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Insgesamt lasst sich aus den in diesem Abschnitt diskutierten Ergebnissen
schliel3en, dass Natriumarsenit in K562- und ELM-I-1 Zellen in Konzentrationen
von 0,5uM bis 2uM die erythroide Differenzierung induziert. Die Induktion der
Differenzierung durch Arsenit in K562 Zellen kommt offensichtlich durch die
Unterdrickung der ERK-Kaskade und der EIk-1/SRE-vermittelten
Genexpression zustande, koénnte aber auch eine p38 Aktivierung dazu
beitragen. Die Ergebnisse untermauern die Vorstellung, dass die Induktion der
Differenzierung in der CML-Therapie einen vielversprechenden Therapieansatzt

darstellt.
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E. 4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern neue Informationen tber die Wirkung von Arsenit
auf Signaltransduktionsvorgange in hamatopoetischen Zellen, die interessante

Ansatze fur weitere Untersuchungen bieten.

Im Zusammenhang mit der Wirkung von Arsenit auf die MAPK-Kaskaden bleibt zu
klaren, Uber welchen Mechanismus Arsenit sowohl die Hemmung von ERK-Kaskade
als auch die Aktivierung von Stress-Kinasen verursacht. In Frage kommende
Mechanismen sind die moégliche Aktivierung von PKA, welche eine Raf-Hemmung als
Folge hat und dadurch die Unterdriickung der ERK-Kaskade verursachen kann. Als
weitere Mdglichkeit denken wir an eine Stress-Kinase vermittelte Induktion von MAP-
Kinase-Phosphatase-1, durch welche die Aktivitdt von ERK 1/2 herabreguliert wird.

Weitere Ergebnisse der Dissertation zeigen, dass Natriumarsenit und ATO in
therapeutisch relevanten Konzentrationen erythroide Differenzierung induzieren und
unterstitzen die Vorstellung, dass der Einsatz von Arsen-Verbindungen eine
vielversprechende Mdglichkeit neben Imatinib in der CML-Therapie darstellt.
Interessant ist ebenfalls die Frage ob der egr-1 Transkriptionsfaktor fur die
beobachteten regulatorischen Effekte auf die erythroide Differenzierung

verantwortlich ist.

Es soll der Einfluss von Arsenit auf andere Differenzierungsvorgange in
Leukamiezellen untersucht werden um zu Kklaren, ob Arsenit eine spezifische
Wirkung auf die erythroide Differenzierung hat, oder eher allgemein

Differenzierungsvorgéange fordert.

Es ware weiterhin wichtig in bezug auf die potentielle therapeutische Wirkung von
Arsenit die Differenzierungsinduktion mit der Férderung der Apoptose zu vergleichen,
da beide Vorgadnge in der therapeutischen Wirkung von Imatinib und Arsenit

diskutiert werden.
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G Anhang

G.1 Abklrzungen

8-Br-cAMP 8-Bromoadenosine 3"-5"-Cyclic Monophosphat
A260/280 Absorption bei 280 nm

Abb. Abbildung

AML Akute myeloische Leukamie

AP1 Aktivator Protein 1

APL Akute promyelozytare Leukamie

ATF 2 Activating transcrption factor 2

ATP Adenosintriphosphat

Bcr-abl Break point cluster region-Abelson-Leuk&mie-Virus-Homolog
BSA Bovin serumalbumin

cAMP cyclic Adenosin-Mono-Phosphat

ChoOP CCAAT/enhancer binding homologous protein
CML Chronisch myeloische Leukamie

CRE cAMP-response element

DAF Diaminoflouren

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA/RNA Desoxyribonukleinsdure/Ribonukleinséaure
ECL Enhanced Chemielumineszenz

EDTA Ethylendiamintetracetat

EGF Epidermal growth factor

egr-1 Early growth response-1-Gen

Egr-1 Early growth response-1-Transkriptionsfaktor
Epo Erythropoetin

ERK extrazellular Signal-regulierte Kinase

FCS Fetales Kalberserum

Grb2 Growth-factor receptor-bound-protein 2

Hsp27 Heat shock protein 27

IL Interleukin

JNK c-jun N-terminale Kinase

MAPK (-K-K) Mitogen-aktivierte Proteinkinase (-kinase-kinase)

MEK MAPK/ERK Kinase
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MRNA

PBS

PD 98059
PKA

PKC

PMSF
PVDF
RIPA-puffer
SAPK

SB 203580

SDS
SRE
SRF
TBS
TCF
TPA
UuO126

messenger Ribonukleinsaure
Phosphat-buffered saline
2"-Amino-3"-methoxyflavon
Proteinkinase A

Proteinkinase C
Phenylmethylsulfonylfluorid
Poly-vinylidenfluorid
Radioimmunoprecipitationassay-puffer
Stress-aktivierte Proteinkinase
4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl) 1H-
imidazol

Sodiumdodecylsulfat

serum response element

Serum Response Faktor

Tris-buffered saline
Ternarkomplexfaktor
o-Tetradecanoylphosphat

1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2-aminophenylthio)butadien)
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