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Fragestellung

1. Fragestellung

Bei Voruntersuchungen zur Analyse des Protein-Expressionsmusters von BCR-ABL-
positiven humanen K562-Zellen, welche mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib behandelt
wurden, konnte die differenzielle Expression des ErbB3 bindenden Proteins Ebp1
nachgewiesen werden®. Die Expression von Ebp1 nahm bei der Behandlung mit diesem

Tyrosinkinaseinhibitor ab.

Ebp1 ist in die Unterdrickung von Apoptose, in Zellproliferation sowie Differenzierungs-
vorgange involviert. Dieses Protein bildet zwei verschiedene Isoformen. Die langere Form
Ebp1-p48 unterdriickt Apoptose, wohingegen die klirzere Form Ebp1-p42 flr die Steuerung

der Zelldifferenzierung verantwortlich gemacht wird.

In dieser medizinischen Dissertationsarbeit sollen detailliert die Effekte von Imatinib auf das

Protein Ebp1 in unterschiedlichen leukamischen Zellen untersucht werden.
Fiir die hier vorliegende Arbeit ergeben sich daraus folgende Fragestellungen:

1.) Wird das ErbB3 bindende Protein Ebp1 in unterschiedlichen leukamischen Zelllinien
sowie in Primarmaterial (Blut von CML- und AML-Patienten und CD34"-Zellen)
exprimiert?

2.) Lassen sich Unterschiede in der Expression von Ebp1 bei Behandlung mit dem
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib darstellen?

3.) Werden die epidermalen Wachstumsfaktoren (ErbB1-4) ebenfalls in verschiedenen
leukdmischen Zelllinien sowie in Primarmaterial exprimiert?

4.) Lassen sich Unterschiede in der Expression der ErbB-Rezeptoren bei Behandlung
mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib darstellen?

5.) In welchem Zellkompartiment / welchen Zellkompartimenten ist Ebp1 detektierbar?

6.) In welchem Zellkompartiment treten die Isoformen Ebp1-p42 und Ebp1-p48 in stabil
transfizierten K562-Zellen auf, und gibt es Unterschiede zwischen mit Imatinib

behandelten und unbehandelten transfizierten Zellen?

Die Bearbeitung dieser unterschiedlichen Fragestellungen dient der Suche nach madglichen
neuen Zielstrukturen in der Therapie der CML, da die Entstehung von Resistenzen ein

grofRes Problem im Verlauf dieser Erkrankung darstellt.
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2. Einleitung

Leukamien reprasentieren mit einer Inzidenz von zwei bis acht Erkrankungen auf 100.000
Einwohner ein relativ haufiges Krankheitsbild. Aus diesem Grund ist es extrem wichtig,
potente Therapieformen zu etablieren, welche ein langerfristiges Uberleben der betroffenen
Patienten oder eine vollstandige Heilung zur Folge haben. Somit ist die medizinische
Forschung stetig auf der Suche nach neuen therapeutischen Ansatzpunkten flr eine
effektive Therapie der unterschiedlichen Leukdmieformen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage nach therapeutisch relevanten
Zielstrukturen in der Chronisch Myeloischen Leukdmie und deckt maogliche neue

Ansatzpunkte auf.

2.1 Chronisch Myeloische Leukamie (CML)

2.1.1 Definition

Bei der Chronisch Myeloischen Leukamie (CML) handelt es sich um eine klonale Erkrankung
der pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen, bei der es zu einer unkontrollierten
Proliferation der myeloischen Zellen kommt ' '?'. Die Differenzierungsfahigkeit dieser
veranderten Stammzellen bleibt erhalten. Das Krankheitsbild der CML zahit

definitionsgemal zu den Myeloproliferativen Syndromen.

2.1.2 Geschichte der CML

Das Krankheitsbild der Chronisch Myeloischen Leukdmie wurde erstmals im Jahre 1845 von
Virchow und Benett dokumentiert '*. Doktor Virchow gebrauchte hierfiir die Bezeichnung
~Weilles Blut® und beschrieb die charakteristische Morphologie einer linksverschobenen
Myelopoese an einem ungefarbten Praparat.

Im Jahre 1870 erkannte Neumann, dass die beschriebenen Leukozyten aus dem
Knochenmark stammen, und stellte die These auf, dass die CML auf einer
Granulozyteniiberproduktion beruhe '*®. Nowell und Hungerford fanden 1960 heraus, dass
dem Pathomechanismus der Erkrankung ein spezifischer chromosomaler Defekt in den
leukdmischen Zellen zugrunde liegt. Dieser chromosomale Defekt wurde nach dem Ort
seiner Entdeckung Philadelphia Chromosom (Ph) genannt . Durch die Anwendung einer
Banderungs-Technik konnte Janet Rowley 1973 beweisen, dass das Philadelphia
Chromosomen auf einer Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 beruht .
Mitte der 1980er Jahre konnte auf molekularer Ebene nachgewiesen werden, dass bei der
t(9;22) das zelluldre Onkogen abl (c-abl) ' des Chromosomens 9 in die Bruchpunktregion

63

ber (breakpoint cluster region) °° auf das Chromosom 22 transloziert wird. Im Jahr 1986
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konnte das 210 kDa grole BCR-ABL-Protein als Produkt des bcr-abl-Gens nachgewiesen
werden. Seine pathogenetische Rolle '® bei der Entstehung der CML konnte sowohl durch
und in-vitro Transfektions- und in-vivo Transplantationsmodelle, als auch durch die Wirkung

des ABL-Inhibitors STI571 bestétigt werden ** und wird nachfolgend beschrieben.

2.1.3 Epidemiologie und Atiologie

Bei der CML handelt es sich um die zweithaufigste Form der chronischen Leukamien. Die
Inzidenz der CML betragt ohne geographische Variationen weltweit etwa 1,6
Neuerkrankungen pro 100 000 Erwachsene im Jahr und hat einen Anteil von 20% an allen
Leukamien®" **. Manner sind in der Regel haufiger betroffen als Frauen. Das mediane Alter
bei Diagnosestellung liegt bei 55 Jahren. Nur ein kleiner Anteil von etwa zehn Prozent der
Patienten erkrankt vor dem zwanzigsten Lebensjahr *® .

Die CML basiert auf einem genetischen Defekt auf Ebene der Stammzellen. Es kommt zu
Veranderungen einer solitaren pluripotenten Stammzelle, die durch diesen Defekt hohe
Proliferationsraten aufweist. Innerhalb der Stammzelle kommt es zu einer reziproken
Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 (1(9;22)). Ursachlich dafir kdnnen

ionisierende  Strahlen (Atombombenabwurf in Hiroshima " " ™32 Réntgen- und

1934y oder eine Exposition gegeniiber Benzol *" sein. In der Mehrzahl der

Gammastrahlung
Falle ist die Atiologie jedoch unbekannt °°. Nur in etwa fiinf Prozent der Chronisch

Myeloischen Leukamien tritt diese t(9;22)-Translokation nicht auf.

2.1.4 Naturlicher Krankheitsverlauf

In der Chronisch Myeloischen Leukamie gibt es drei verschiedene Krankheitsphasen (siehe
Abbildung 1), die aufeinander folgen. Es handelt sich dabei um die chronische Phase, die
Akzelerationsphase und die Blastenkrise (auch Blastenschub genannt). Die Blastenkrise
stellt das Endstadium der Erkrankung dar. Seit Einfihrung neuer Therapieansatze mit

Tyrosinkinaseinhibitoren in der chronischen Phase sind Blastenkrisen seltener geworden.
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Abbildung 1: Blutausstrich eines gesunden Probanden (Normal) und eines Patienten mit
CML in der Chronischen Phase (CP) sowie in der Blastenkrise (BC) (Med. Uniklinik
Tubingen)

2.1.4.1 Die chronische Phase

Die chronische Phase der CML zeichnet sich durch einen sehr schleichenden
Krankheitsverlauf Gber mehrere Jahre aus und wird oftmals als Zufallsbefund im Rahmen
von Routineuntersuchungen'® diagnostiziert. Kennzeichnende Leitsymptome dieser Phase
sind eine Leukozytose im Blutbild und eine stark vergréflierte Milz (Splenomegalie), die sich
durch eine extrazellulare Blutbildung erklaren lasst. Auch die Leber kann pathologisch
vergrofRert sein.

Ein sehr typisches Charakteristikum der CP stellen eine Vermehrung der Zellen der
myeloischen Reihe aller Differenzierungsstufen sowie oftmals eine deutliche Steigerung der
Thrombopoese dar. Wahrend eine Beteiligung der B-lymphozytaren Reihe haufiger
vorkommt, wird die Beteiligung der T-lymphozytaren Reihe von Brimmendorf et al.

kontrovers diskutiert %.

2.1.4.2 Die Akzelerationsphase

Nach etwa vier bis sechs Jahren (bei prognostisch glnstigen Verlaufen auch nach acht bis
zehn Jahren) kommt es zur Progression der Erkrankung: Die Patienten befinden sich in der
sogenannten Akzelerationsphase, welche den Ubergang zwischen chronischer Phase und
Blastenkrise darstellt. Diese Phase zeichnet sich durch eine weiter zunehmende
Leukozytose, eine starkere Splenomegalie und zudem weitere Blutbildverdnderungen aus.
Das Blutbild zeigt zu diesem Zeitpunkt auch Zeichen einer Anamie (Hamoglobinabfall) und
eine Verringerung der Thrombozytenzahl.

Im Differentialblutbild liegt der Blastenanteil zwischen zehn und 30 Prozent. Zusatzlich treten
neben dem Philadelphia Chromosomen weitere zytogenetische chromosomale Aberrationen

auf, wie beispielsweise das Isochromosom 17 oder eine Trisomie der Chromosomen 8 oder
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19. Der Allgemeinzustand des Patienten verschlechtert sich, therapeutische

Dosissteigerungen werden notwendig

2.1.4.3 Die Blastenkrise

Die Blastenkrise kann sich der Akzelerationsphase anschlielen oder direkt aus der
chronischen Phase hervorgehen '*°. Die Erkrankung imponiert nun in ihrem Verlauf eher wie
eine akute Leukdmie mit einer massiven Proliferation von unreifen, funktionslosen
Leukozyten. Bei etwa zwei Dritteln der Patienten sind die Blasten myeloblastisch oder
undifferenziert, bei einem Drittel haben sie einen lymphatischen Phanotyp °'.

Der Blastenanteil im peripheren Blut und/oder im Knochenmark ist gréRer als 30 Prozent. Es
befindet sich zudem zytologisch oder histologisch gesichert eine blastare Infiltration
auBerhalb von Knochenmark, Lymphknoten oder Milz. Wird der Patient in diesem CML-
Stadium nicht behandelt, fihrt die Blastenkrise innerhalb weniger Wochen zum Tod 48 Im
Median liegt die Dauer der Blastenkrise unter Chemotherapie zwischen drei und sechs

Monaten > ™1,

Auch der therapeutische Einsatz von Imatinib kann die mittlere
Uberlebenszeit nur auf etwa neun Monate steigern ™’.

Es treten in dieser Phase zudem weitere zytogenetische Veranderungen wie Mutationen
und/oder Deletionen bei p53/mdm-2, Rb-1 oder ras auf % welche einen mdglichen Grund flr

die Transition in die Blastenkrise darstellen.

2.1.5 Diagnostik

Verschiedene diagnostische Verfahren ermdglichen es, das Vorliegen einer Chronisch
Myeloischen Leukamie aufzudecken. Schon bei der koérperlichen Untersuchung der
Patienten kdbnnen neben einer Splenomegalie auch eine periphere Lymphadenopathie sowie
Chlorome auffallig werden. Die Diagnose der CML wird meist mittels der
Knochenmarkpunktion gestellt. Typischerweise finden sich im Knochenmark eine gesteigerte
Megakaryopoese, Erythropoese und Meyelopoese. Man spricht beim Knochenmarks-
ausstrich in diesem Fall von einem bunten Bild mit pathologischer Linksverschiebung. Es
kommt zudem zu qualitativen und quantitativen Veranderungen der Zellen, zu erkennen am
Auftreten von Mikromegakaryozyten oder einer Vermehrung von basophilen oder
eosinophilen Zellen.

Im Blutbild imponiert bei einem Drittel der Patienten eine Thrombozytose, welche mit einem
erhdhten Risiko fir Thrombosen einhergeht. Des Weiteren findet man eine Neutrophilie mit
vielen eosinophilen und basophilen Zellen. Auch kann es zu einer leichten Anamie kommen.
Ein erhdhter Laktatdehydrogenasewert (LDH) kennzeichnet ebenso wie ein erhdhter

Harnsauregehalt den Zellzerfall.



Einleitung

Zytogenetisch sind Philadelphia Chromosomen (in 95% der Falle) und/oder das bcr-abl-
Onkogen beweisend fir die Erkrankung an CML. Ist keine 1(9,22)-Translokation
nachweisbar, verschlechtert sich die Prognose fiir die Patienten. Zytochemisch kann die

alkalische Leukozytenphosphatase (ALP) erniedrigt sein.

2.1.6 Das Philadelphia Chromosom und das bcr-abl Onkogen

2.1.6.1 Das Philadelphia Chromosom

Die CML zeichnet sich im Vergleich zu anderen Leukdmien durch eine spezifische,
zytogenetische Anomalitdt — das sogenannte Philadelphia Chromosom (Ph+) - aus.
Ursachlich fur die Entstehung des Philadelphia Chromosoms ist eine reziproke Translokation
t(9;22) zwischen den langen Armen der Chromosomen 9 und 22 . Der
Chromosomenbruch liegt auf beiden Chromosomen jeweils im Bereich von Genen, die bei
der zellularen Wachstumsregulation entscheidend sind. Diese Translokation fihrt zur
Kopplung des bcr-Gens (,breakpoint cluster region*) auf Chromosom 22 mit dem Gen fir die
Tyrosinkinase ABL (Abelson-Leukamievirus-ahnliche Tyrosinkinase) auf Chromosom 9, die
bei der zellularen Wachstumsregulation eine wichtige Rolle spielt. Dabei entsteht das neue
ber-abl-Fusionsgen (siehe Abb. 2), welches flr die Expression eines spezifischen Proteins,

der konstitutiv aktiven Tyrosinkinase BCR-ABL, verantwortlich ist.

ber ber
abl
. - Philadelphia-
c-abl D Chromosom 22 I] chromosom
t(922)

Chromosom 9

Abbildung 2: Philadelphia Chromosomen: Die Translokation der Chromosomen 9 und 22
fuhrt zur Fusion der resultieren Bruchstlicke. Das auf diese Art und Weise entstehende
Philadelphia Chromosom exprimiert die abnorme Tyrosinkinase BCR-ABL, welche fiir die
exzessive Vermehrung der leukdmischen Zellen verantwortlich ist (Abb. In Anlehnung an
Uni-med, A. Hochhaus, Chronische myeloische Leukdmie, Empfehlungen zur Diagnostik und
Therapie, 2. Auflage, Seite 20)
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2.1.6.2 Das bcr-abl Onkogen

Je nach Lage der Bruch- und Rekombinationsstellen der beteiligten Genabschnitte kénnen
drei verschiedene Fusionsproteine entstehen, die unterschiedliche Grolen aufweisen. Diese
Fusionsproteine werden entsprechend ihrem Molekulargewicht eingeteilt. Bei den an
Chronisch Myeloischer Leukdmie und bei einem Drittel der an Philadelphia Chromosom
positiver (Ph+) Akuter Lymphatischer Leukdmie (ALL) erkrankten Patienten Uberwiegt die
Expression des Fusionsproteins p210, welches zumeist auf einer b2a2- oder b3a2-Fusion
beruht. Der Bruchpunkt in bcr wird in diesem Fall ,major breakpoint cluster region“ (M-bcr,
vgl. Abb. 3) genannt. Das BCR-ABL p210-Fusionsprotein stimuliert durch die veranderte
Tyrosinkinase-Aktivitat die unkontrollierte Proliferation der betroffenen hamatopoetischen
Stammzelle im Knochenmark und tragt somit ausschlaggebend zur Entstehung der CML bei
41

Nicht nur in der engen Korrelation zwischen dem Nachweis dieser BCR-ABL-Translokation
und dem klinischen Bild einer CML wird die zentrale Bedeutung von BCR-ABL fir die
Entstehung der chronischen Phase der CML ersichtlich, sondern auch durch

Transfektionsexperimente in-vitro *®

oder durch Transplantationsexperimente mit murinen
BCR-ABL transfizierten Knochenmarkzellen in verschiedenen Tierexperimenten *.

Aufgrund der Tatsache, dass die Tyrosinkinaseaktivitat von ABL dauerhaft aktiviert ist und
die betroffenen Zellen unkontrolliert proliferieren kdnnen, flhrt die Fusion von BCR und ABL
durch permanente Signaltransduktion zum einen zu einer Steigerung der Zellwachstumsrate,
zum anderen wirkt sie anti-apoptotisch und bewirkt zudem eine Veranderung der adhasiven
Eigenschaften der hamatopoetischen Zellen gegenliber dem Knochenmarkstroma. Als Folge
dessen lasst sich bei Diagnosestellung bzw. im unbehandelten Zustand der CML eine
deutlich erhdhte Zahl unreifer myeloischer Zellen in Knochenmark und Blut der Patienten
nachweisen *'. Auch kann das Fusionsprotein BCR-ABL nicht mehr wie cABL in den Kern

translozieren, sondern verbleibt im Zytoplasma '">.

BCR c-ABL
m-icr M-bcr p-ber
DD S/T-P Dbl PH CalP GAP SH3 SH2 TK NLS DNA-BD ACTIN

Abbildung 3: Das BCR-Gen (linke Seite) und das c-ABL-Gen (rechte Seite) (Abbildung in

Anlehnung an *")
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2.1.6.3 Die BCR-ABL Signaltransduktion

Am Anfang der Signaltransduktionskaskade steht die Phosphorylierung durch BCR-ABL.
Davon ausgehend werden durch eine Vielzahl von unterschiedlichen Interaktionspartnern die
onkogenen Signale weitergeleitet. Somit kann das Fusionsprotein beispielsweise die
mitochondriale Prozessierung von apoptotischen Signalen oder die Organisation des
Zytoskeletts kontrollieren.

Fur die Phosphorylierung zellularer Substrate bendtigt BCR-ABL die Bindung mit
Adaptorproteinen, wie beispielsweise CRKL (CRK-/ike Protein) oder GRB-2 (Growth-factor-
receptor binding protein 2) **, mit denen es Komplexe bildet.

Die wichtigsten Downstreamtargets in der Signalgebung (vgl. Abb. 4) von BCR-ABL sind
beispielsweise STAT-Proteine (=signal transducer and activator of transcription), die anti-
apoptotische Signale ausldsen sowie der RAS/MAP-Signalweg und die Phosphatidylinositol-
3-kinase (PI-3 kinase), welche beide durch BCR-ABL aktiviert werden.

Zusatzlich werden von BCR-ABL Adhasionsproteine wie Paxillin oder FAK phosphoryliert,
wodurch sich das Adhasionsverhalten der betroffenen Zellen verdndert und diese dadurch
ins periphere Blut freigesetzt werden °% %2,

Des Weiteren kann BCR-ABL auch unabhangig von den bereits beschriebenen Signalwegen
die Uberexpression von c-myc induzieren, was eine Transformation von Fibroblasten zur

Folge hat ™ ¢,

P‘ —

I Proteine des

| BCR-ABL
/} _ .‘.
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Abbildung 4: Signaltransduktionswege von BCR-ABL: Das durch das Philadelphia-
Chromosom entstandene Fusionsprotein BCR-ABL ist fiir die Aktivierung einer Vielzahl von
Signalkaskaden verantwortlich, die zur leukdmischen Transformation der hdmatopoetischen

Stammzelle fiihren (Abbildung in Anlehnung an *').
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2.1.7 Therapie der CML

2.1.7.1 Therapieziele

Das Hauptziel der Therapie der Chronisch Myeloischen Leukamie beinhaltet die
Stabilisierung des Blutbildes, das Erreichen eines hamatologischen (hematological response
= HR), eines zytogenetischen (cytogenetic response = CR) und auch eines molekularen
Ansprechens (molecular response = MR) .

Wichtige Kennzeichen eines hamatologischen Ansprechens sind neben einer Normalisierung
der Leukozytenzahlen im Differentialblutbild eine Eliminierung unreifer myeloischer Blasten
sowie eine Beseitigung der Krankheitssymptome mit Stabilisierung des Therapieeffektes
Uber mindestens vier Wochen. Ein vollstdndiges hamatologisches Ansprechen (complete
hematological response = CHR) ist streng definiert: Die Leukozytenzahlen missen Werte
von unter 10 x 10° Zellen/I erreichen, und die Thrombozytenwerte sollen unterhalb von 450 x
10%/1 liegen.

Im Gegensatz dazu spricht man bei einer Verminderung oder vollstandigen Eliminierung
Philadelphia-positiver Zellen von einem zytogenetischen Ansprechen (CCR = complete
cytogenetic response = vollstdndige Entfernung von Ph+ Zellen; Ph+0%, PCR = partial
cytogenetic response = Anteil der Ph+ Zellen zwischen 1% und 35%).

Bei der Uberpriifung des molekularen Ansprechens wird die BCR-ABL mRNA mittels
quantitativer Polymerase-Kettenreaktion gemessen. Bei einem vollstandigen molekularen
Ansprechen (complete molecular response = CMR) ist das Fusionsprotein BCR-ABL nicht
mehr detektierbar. Diese Uberprifung ist die sensitivste Methodik in der Beurteilung des

Therapieansprechens °.

2.1.7.2 Wirkstoffe

Fur die Behandlung der CML stehen unterschiedliche Therapieoptionen zur Verfligung. Die
einzig mogliche kurative Therapie ist auch heute noch die allogene (Geschwister- oder
nichtverwandter Spender) Stammzelltransplantation. Rein zytoreduktive, jedoch nicht
kurative Behandlungen werden zum einen mit Hydroxyurea (Hydroxycarbamid), welches die
Umwandlung von Ribonukleotiden in Desoxyribonukleotide hemmt, oder zum anderen mit
Arabinosylcytosin (Ara-C; Cytarabin) durchgefihrt.

Seit seiner Einflhrung hat Interferon-a (INF-a) eine erhebliche Bedeutung in der CML-
Therapie gewonnen. Verantwortlich daflr sind das Erreichen von stabilen hamatologischen
Remissionen bei etwa 70-80% der CML-Patienten, sowie teils lang andauernde komplette
zytogenetische Remissionen in einem kleinen Prozentsatz der Falle ’'. Interferon-a induziert
in den Zielzellen eine Hemmung der Proliferation und steigert zudem die Aktivitdt von

zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen.
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Die Einfiihrung von Imatinib (Glivec®) # kann als Meilenstein in der Behandlung der CML
gelten **. Bei dem Medikament Glivec® (Imatinibmesylat, auch unter der Bezeichnung STI
571 /| GCP 57148 bekannt, siehe Abb. 5) handelt es sich namlich um den ersten Klinisch
erprobten selektiven Tyrosinkinsaseinhibitor und damit auch die erste spezifisch gezielte

Krebstherapie.

Abbildung 5: Chemische Struktur von Imatinib (Glivec®) (aus Produktinformation Novartis
Oncology)

2.1.7.3 Wirkmechanismus von Imatinib

Imatinib hemmt spezifisch die BCR-ABL abhangige Signaltransduktion, indem es durch die
Blockade von Tyrosinkinasen die Ubertragung von Phosphatgruppen auf die Tyrosinreste
anderer Substrate unterbindet. Dadurch werden zellulare Signale, die fur die Proliferation
von bestimmten Tumorzellen essentiell sind, direkt beeinflusst (vgl. Abb. 6).

Imatinib stellt demnach einen potenten Inhibitor der Tyrosinkinase BCR-ABL dar. Weitere
Zielmoleklle sind beispielsweise c-kit, welches bei gastrointestinalen Stromatumoren (GIST)
eine Rolle spielt, oder der PDGF-Rezeptor (platelet-derived growth factor), der bei

myelodysplastischen und myeloproliferativen Erkrankungen zum Tragen kommt.
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Abbildung 6: Wirkmechanismus von Tyrosinkinase-Inhibitoren, (Abbildung in Anlehnung an

Produktinformation Glivec der Firma Novartis Oncology)

2.1.7.4 Wirkmechanismus von Imatinib in der CML

Das Medikament Imatinib richtet sich direkt gegen das Fusionsprotein BCR-ABL, eine
konstitutiv aktive Tyrosinkinase, indem es kompetitiv die Bindungsstelle fir ATP hemmt.
Durch die Blockade dieser ATP-Bindungsstelle kénnen keine Phosphatgruppen mehr von
ATP auf die Tyrosinreste von Substraten Ubertragen werden, die von BCR-ABL beeinflusst
werden (vgl. Abb. 7).

Abbildung 7: Zur Veranschaulichung der zentralen Rolle von BCR-ABL bei CML (linke
Seite) sowie der zielgerichteten Hemmung von BCR-ABL durch Imatinib (rechte Seite),

(Abbildung in Anlehnung an Produktinformation Glivec der Firma Novartis Oncology)
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Aufgrund der inhibierten BCR-ABL abhéangigen Tyrosin-Phosphorylierung findet eine
verminderte Signaltransduktion innerhalb der Zelle statt, und die BCR-ABL-induzierte
Zellproliferation, die fir das Uberleben der malignen leukéamischen Zelle erforderlich ist, wird
verhindert.

Das Medikament Imatinib wird als Therapie der ersten Wahl flr Patienten mit einer neu
diagnostizierten CML eingesetzt.

Die Patienten tolerieren dieses Medikament in der Regel gut. Typische Nebenwirkungen, die
auftreten kénnen, sind beispielsweise Ubelkeit, Erbrechen, Odemneigung oder
Muskelkrampfe. Weitere unerwlinschte Wirkungen betreffen das blutbildende System,
einhergehend mit einem Abfall der Anzahl von Erythrozyten, Leukozyten und der

Thrombozyten im Blut **.

2.1.8 Probleme in der Therapie der CML

Ein schwerwiegendes Problem in der Imatinib-Therapie ist die Entstehung von Resistenzen
gegeniber Imatinib. Dem liegen die folgenden moéglichen Mechanismen zugrunde: eine
Uberexpression des BCR-ABL-Proteins ausgelost zum Beispiel durch die genomische
Amplifikation von bcr-abl, eine gesteigerte Expression des P-Glykoproteins mit der Folge der
Induktion einer Multi-Drug-Resistenz (MDR), eine Mutation der Tyrosinkinase-Doméane von
BCR-ABL und ein gesteigerter Wirkspiegel des sauren a1-Glykoproteins mit der Konsequenz
der gesteigerten Bindung von Imatinib. Sowohl die klonale Selektion von Blasten mit einer
Vervielfachung des bcr-abl-Gens, als auch Punktmutationen, die eine
Konformationsanderung der ATP-Bindungsstelle auslésen, wurden bei Patienten mit
sekundérer Imatinib-Resistenz festgestellt ® ">,

Inzwischen sind erste Substanzen aus der Zweitgeneration, wie Nilotinib oder Dasatinib, in
der Behandlung der CML zugelassen ™. Diese sind in der Lage, BCR-ABL potenter als
Imatinib zu hemmen, jedoch haben diese Molekile keinerlei Wirkungskraft gegen die
gefurchtete Mutation T3151 in der ATP-Bindungsstelle von ABL. Aus diesem Grund wird
aktuell intensiv in ersten klinischen Studien an Drittgenerations-TKIl's geforscht, die gegen
diese besondere Resistenz wirksam sind. Besonderes Augenmerk wird beispielsweise auf
den Aurorakinaseinhibitor PHA-739358 und auf Ponatinib gelegt *®°" '%°.

Das langfristige Ziel, welches der Behandlung der CML zugrunde gelegt werden soll, ist die
Etablierung von Kombinationstherapien mit Tyrosinkinaseinhibitoren, Multi-Target-
Substanzen oder anderen spezifischen Wirkstoffen, um durch gezieltes Angreifen an

verschiedenen zelluldren Zielstrukturen der Resistenzbildung entgegen wirken zu kénnen .

Ein weiteres Problem in der Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren stellt nach der

aktuellen Datenlage zudem die fehlende Eradikation der BCR-ABL-positiven pluripotenten

12



Einleitung

Progenitorzelle dar ®. Aus diesem Grund steht die Suche nach neuen Zielstrukturen in der

CML-Forschung im Fokus bei der Generierung neuer Therapieansatze.

Auf der Suche nach neuen Zielstrukturen erbrachte eine Proteinexpressionsanalyse in der
CML-Zelllinie K562 von Balabanov et al. Hinweise darauf, dass es sich bei dem ErbB3
binding protein (Ebp1) um eine mdgliche Zielstruktur handeln kénnte, da dieses Protein mit
einer Expressionsabnahme auf die Behandlung mit Imatinib dieser leukdmischen Zelllinie
reagiert °. Diese Arbeit stellt die Grundlage meiner Forschungsarbeit dar.

Die humane K562 CML-Zelllinie wurde fur wahlweise 24 oder 48 Stunden mit dem
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit fihrte man mit
den gewonnenen Proteinlysaten eine 2D-Gelelektrophorese durch. Dabei wurden die mit
Imatinib behandelten Proben mit der mit DMSO behandelten Kontrolle im Proteinprofil,

welches in Abbildung 8 dargestellt ist,

verglichen. Mittels massenspektrometrischer

Methoden konnten 19 differentiell exprimierte Proteine ermittelt werden °.

A Isoelectric focusing
1
4 “
« 1 15
- » > 5 - »
» 2 : 3
v 12 b » 3 . 19
- ot * -
3 e 4 13, _—
° : Y. " :
3 &y
o\ : o Ty
w 4 16 »
) 4, . .
<<
o
1))
(=]
w 6
g :
.
»
.
v T VG TSl - e S -dd
pH 4 24 h DMSO pH7 pH 4 24 h Imatinib pH7

Abbildung 8: Differentielle Expression von Proteinen in K562-Zellen unter Einfluss von
Imatinib. 2D Gelanalyse von Proteinen aus Kb&62-Zellen: Proteinprofil von K562
Zellextrakten, die fiir 24 Stunden mit DMSO (links) oder 4uM Imatinib (rechts) behandelt
wurden. Mit Pfeilen markierte Proteinspots wurden mittels MALDI-MS und ESI-MS/MS weiter
charakterisiert, da sie differentiell unter Behandlung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor

exprimiert wurden (aus °).
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Abbildung 9: Ebp1 wird unter Imatinib differentiell exprimiert. 2D Gelanalyse von
Proteinen aus K562-Zellen: Das Proteinprofil des Proteins Ebp1 im Vergleich zwischen mit
DMSO  behandelter  Kontrolle  und  24-/48-stiindiger = Behandlung mit  dem
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib (4uM) zeigt eine deutliche Abnahme der Protein-Expression

unter Tyrosinkinase-Inhibition. Alle Pfeile zeigen das Protein Ebp1. (aus °).

Unter den zwoIf im Expressionslevel herunterregulierten Proteinspots konnte zweimalig das
Protein Ebp1 (Abb. 8: |3, 12) detektiert werden. Ebenfalls befand sich unter den sieben in
der Expression hochregulierten Proteinspots ein Spot, welcher in der Massenspektrometrie
ebenfalls als Ebp1 identifiziert werden konnte (Abb. 8: |19). Die Pfeile in Abbildung 9
markieren dabei das Proteinmuster von Ebp1 in vergréRerter Form. Es ist deutlich
erkennbar, dass es zu einer Expressionsabnahme von Ebp1 bei mit Imatinib behandelten
Zellen kam. Dieser Effekt ist sowohl nach 24, als auch nach 48 Stunden deutlich
nachweisbar.

Zusammenfassend demonstrieren diese Ergebnisse die differentielle Expression von Ebp1

unter Behandlung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib.

2.2 Das ErbB3 binding protein (Ebp1)

Das ErbB3 bindende Protein (Ebp1) wurde urspringlich durch Two-Hybrid-Analysen
identifiziert > . Es verhalt sich homolog zu dem ebenfalls ErbB3 bindenden murinen p38-

2G4 Protein *% 8194 P38-2G4 zeigt ein vom Zellzyklus abhangiges Expressionsmuster und
14
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kann an DNA-Sequenzen binden. Bei beiden Proteinen handelt es sich um Mitglieder der mit
Proliferation assoziierten Pa2g4 (2G4) Genfamilie "® '®. Das Protein Ebp1 interagiert mit der

juxtamembrandsen Doméne des ErbB3-Rezeptors .

2.2.1 Vorkommen

Die mRNA von Ebp1 wird ubiquitar ' '® in humanen und murinen Geweben, wie Leber,
Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Muskel, Pankreas, Niere, Prostata und Brust sowie in
verschiedenen Stadien der embryonalen Entwicklung exprimiert % 79195 91,

Ebp1 ist sowohl im Zytoplasma, als auch im Zellkern und dort vor allem im Nukleolus

t 1% 184 Der im Nukleolus vorkommende Anteil des Proteins ist Teil eines

lokalisier
Ribonukleinkomplexes oder mit ribosomaler RNA assoziiert '® und kdénnte somit ebenfalls die
Transkription beeinflussen '%.

Northern Blot Analysen haben das Vorhandensein von zwei verschiedenen mRNA
Transkripten, eines 1,7 kb (Hauptform) und eines 2,2 kb (Nebenform) Transkriptes, in
mehreren menschlichen Organen wie Herz, Gehirn, Lunge, Pankreas, Skelettmuskel, Niere,

Plazenta, Leber sowie in verschiedenen ErbB-exprimierenden Zelllinien beweisen kdnnen 116,
184

110, 143

Ebp1 wurde auch in einer Vielzahl von Tumorzelllinien wie beispielsweise in Brust-,

186, 192

Prostata- und Mammakarzinom-Zelllinien, detektiert. Zudem wurde es in kolorektalen

1

Tumoren "2 entdeckt. Es scheint in verschiedenen hamatologischen Tumorarten, wie z.B.

anaplastischen groRzelligen Lymphomen '®’, B- und T-Zell-Lymphomen "% oder dem Burkitt

99, 161

Lymphom , Uberexprimiert zu sein. Auch kann es in Zellen vorkommen, die den ErbB3-

Rezeptor nicht exprimieren '7®.

2.2.2 Struktur

Die humane Pa2g4 cDNA kodiert fiur ein Protein mit einer Gesamtlange von 394
Aminoséuren und erscheint in der SDS-PAGE als singuldre Bande auf Héhe von 48 kDa .
Es handelt sich bei Ebp1 um ein Phosphoprotein % (siehe Abb.10), welches an den
Aminoséuren Serin (Ser) und Threonin (Thr) phosphoryliert werden kann .

Die Bindung an den ErbB3-Rezeptor '* erfolgt iiber das C-terminale Ende des Proteins *.
Seine Bindung an ErbB3 sowie die Phosphorylierung werden sowohl durch Heregulin (HRG),
als auch durch die Proteinkinase C & vermittelt.

Bei Ebp1 handelt es sich um ein Protein mit einem nuklearen Lokalisationssignal an seinem
N- (AS 1-48) und C-Terminus (AS 301-394) "°. Der C-Terminus enthdlt mehrere
Aminosauren (z.B. Ser360 und 363), an denen Ebp1 phosphoryliert werden kann. Die
Phosphorylierung von Ser360 (durch PKC 0) ist essentiell flr seine Interaktion mit nukledrem

AKT 2, Caspase 3 "' und Bre | '® Eine Phosphorylierung von Ebp1 an Ser 363 ist
15
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notwendig fiir seine Fahigkeit, durch Interaktionen mit Sin3A DNA zu binden . Diese PKC

19 sowie die

Phosphorylierung diktiert ebenfalls die nukleolare Lokalisation des Proteins
Bindung an ErbB3 und Proteinkinase B (Akt). Zudem wird Ebp1 durch die PKR (dsRNA
activated protein kinase) phosphoryliert und kann tGber seinen C-Terminus an diese binden.
Durch Beeinflussung der PKR kann Ebp1 als zellularer Inhibitor der elF2a- (eukaryotischer

61 An seiner Aminosaure

Translationsinitiations-Faktor a) Phosphorylierung agieren
Threonin 261 (Thr261) wird Ebp1 durch die p21-aktivierte Ser/Thr Kinase | (PAK 1)
phosphoryliert *. Diese PAK | Phosphorylierungsstelle ist wichtig fiir die funktionelle Aktivitat
in  Brustkrebszellen. Mutationen in diesem Bereich unterbinden, dass Ebp1
Transkriptionsvorgange und Zellwachstum inhibiert *.

Ebenfalls ist eine amphipathische helikale Domane (AS 258-313) in Ebp1 bekannt, die
Protein-Protein- oder Protein-DNA-Interaktionen vermittelt. Ebp1 kann, bedingt durch seine
Struktur, somit Proteine, RNA und DNA binden % "' und besitzt dadurch unterschiedliche
Einflussmoglichkeiten auf die Transkription sowie die posttranskriptionale Regulation
mehrerer Gene.

Zudem konnte in Ebp1 eine Doméne identifiziert werden, die dem o’°-Motif ahnelt. Ebp1
scheint dieses o’°-Motif sowohl fiir seine nukleoldare Lokalisation, als auch fiir seine
wachstumsinhibierende Aktivitat zu bendtigen und bindet darlber direkt an RNA sowie an
Ribonukleoprotein (RNP)-Komplexe *.

Der C-Terminus des Proteins weist ebenfalls eine ganze Reihe unterschiedlicher
Bindungsstellen flir Rezeptoren oder Proteine auf, beispielsweise flir den Androgenrezeptor.
Der Androgenrezeptor, ein Mitglied der nukledren Rezeptor-Superfamilie der
Transkriptionsfaktoren, spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und der Progression
von Prostatakrebs * 8 "% Hohe AR-Spiegel korrelieren mit dem Progress der Erkrankung
2 Ebp1 hemmt die Aktivitat des Androgenrezeptors, indem es posttranskriptional fiir eine
Verminderung von dessen mRNA und damit der AR-Proteinlevel sorgt '*® '*” sowie durch
zusatzliche Rekrutierung der Ko-Repressoren Sin3A ' und HDAC2 (Histon Deacetylase 2)
' Damit inhibiert es durch Bindung von DNA, RNA oder Protein die durch den AR
vermittelten Transkriptionsvorgange '** '¥’. Die Domanen von Ebp1, welche mit Sin3A und
HDAC?2 interagieren, sind ebenfalls am C-Terminus des Proteins lokalisiert 192 Meist werden
beide Proteine in Form eines Komplexes an Ebp1 gebunden.

Auch das Retinoblastoma-Protein (Rb) ist ein Bindungspartner von Ebp1 '"® '8  Der
Tumorsuppressor Rb ist ein wichtiger Modulator der Zellzyklusprogression und der zellularen
Differenzierung. Er reguliert die zellulare Proliferation durch seine Interaktion mit dem E2F-
Transkriptionsfaktor und mit Histon Deacetylasen (HDACs). Uber die Bindung von Rb kann
Ebp1 ebenfalls E2F binden '"® ' Diese Assoziation beeinflusst die von Rb vermittelte

Regulation der Transkription und kdnnte Auswirkung auf die Steuerung der antiproliferativen
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Effekte von Ebp1 haben '"® '8 Auch kénnte die Interaktion mit Rb einen wichtigen
Mechanismus der von Ebp1 induzierten Veranderungen in Zellproliferation und
Differenzierung beweisen.

Uber seinen C-Terminus spielt Ebp1 damit eine besondere Rolle in der Unterdriickung

verschiedener Transkriptionsvorgdnge und bei der ribosomalen Biogenese.

Das Protein Ebp1

nukleédre o070 dsRNA Protein-Protein bzw.DNA multiple
Lokalisation likeMotif Bindungsdomine Interaktionsdomane Interaktionsdoméanen*
Aminosdure 1-48 46-64 91-156 258-313 300-394

N-Terminus Thr 60 Thr261 Ser360 363 Thr3e6 C-Terminus
Phosphorylierungsstellen durch PAK | PKC

*

*AS 301-394: nukleéres Lokalisationssignal

*AS 300-394: Assoziation mit Nucleolin und PKR

*AS 315-394: Bindung des Androgenrezeptors (AR) (LXXLL Motif)

*AS 338-394: Interaktion als Komplex mit Rb, Sin3A, E2F1 und direkte Bindung mit HDAC2

*Zudem lysinreiche Region: Bindung von RNA

Abbildung 10: Schematische Darstellung des ErbB3 binding protein (Ebp1) mit einigen

seiner funktionellen Domé&nen

2.2.3 Funktionen

Das ErbB3-bindende Protein, welches zu einer Familie von DNA/RNA-bindenden Proteinen
gehort, ist essentiell fiir die zelluldre Proliferation ' '8 Differenzierung und Uberleben von
Zellen " "% Es scheint ebenfalls Zellwachstum und Proliferation in Pflanzen zu regulieren
" indem es in die Beeinflussung der ZelligroRe, des Organwachstums sowie die
Organentwicklung involviert ist '®. Auch ist es wesentlich an apoptotischen Vorgédngen
beteiligt '**.

Im Zellkern ist Ebp1 als Signalprotein fir Zellwachstum und Differenzierung verantwortlich
und fungiert als Transkriptionsfaktor oder als transkriptioneller Koregulator .

Ebp1 unterdrickt bestimmte Transkriptionsvorgange durch Interaktionen mit weiteren
Komponenten anderer repressiver Komplexe, wie Rb, AR oder Sin3A. Au3erdem ist Ebp1 an
der Inhibition der Transkription von Zellzyklus-regulierenden Genen wie E2F1 ® Cyclin D,
Cyclin E und c-myc '¥ beteiligt.

85, 189.

Die E2F-Familie der Transkriptionsfaktoren kontrolliert die Progression des Zellzyklus
Die Kooperation von Ebp1 ® mit Sin3A, Rb und HDAC2 hat die starksten Effekte auf die
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Unterdriickung der von E2F1 vermittelten Transkription®® (z.B. Inhibition der Transkription
des E2F1-regulierten Cyclin E Promoters oder anderer E2F-regulierter Reportergene) '%.
Auch die Bindung von Ebp1 Uber einen Komplex mit Rb sowie dem E2F1-
Transkriptionsfaktor an den E2F1-Promoter oder an E2F-regulierte Promotoren hemmt die

8 \was einen Austritt der Zelle aus dem

Expression von vielen E2F-regulierten Genen
Zellzyklus mit einer Hemmung des Zellwachstums zur Folge hat. Als Zielgen von E2F %,
tragt Ebp1 somit entscheidend zur Kontrolle des Zellwachstums bei ™.

Im C-Terminus von Ebp1 kommt es auBerdem zu einer Interaktion mit HDAC2 (Histon
Deacetylase 2). HDAC Enzyme regulieren Gene, die in die Zellzyklusprogression involviert
sind, und sind damit ebenfalls ein wichtiger Bestandteil bei der Unterdriickung von
Transkriptionsvorgangen und Tumorgenese '® %2, Diese Enzyme werden zu E2F-Promotern
rekrutiert, wo sie fir die Acetylierung von Histonen verantwortlich sind und so die
Chromatinstruktur modifizieren.

Wahrend der Apoptose ist Ebp1 ein Substrat der aktiven Caspase 3, die fur die
Fragmentierung der DNA verantwortlich ist. Ebp1 konnte als ein Faktor aufgereinigt werden,
welcher einen Beitrag zur Inhibition der apoptotischen DNA-Fragmentierung und damit zum
Zelliberleben leistet.

Auch eine Assoziation zwischen Ebp1 und Nucleophosmin (NPM, B23) scheint essentiell fur
die Regulation der Zellproliferation sowie fiir die Unterdriickung von Apoptose zu sein .
Beide Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Prozessierung von rRNA. Es werden NPM

sowohl Funktionen als Tumorsuppressor durch seine Interaktionen mit p53 % '

, jedoch
auch als Onkogen zugeschrieben ®* ' da hohe Expressionslevel mit unkontrolliertem
Zellwachstum und maligner Transformation in Verbindung stehen. NPM st transloziert,
mutiert oder bildet Fusionsproteine in vielen Formen von Lymphomen oder Leukamien

(NPM-ALK, NPM-RARalpha und NPM-MLF1) *®.

Ebp1 ist ebenfalls ein nukledres dsRNA-Bindungsprotein (AS 91-156) ', Im Zytoplasma ist
es mit der 40S Untereinheit von reifen Ribosomen verbunden '*°. Dadurch hat Ebp1
wachstumsregulierende Eigenschaften, beispielsweise in Bezug auf die Modulation der

rRNA-Reifung und der ribosomalen Biosynthese .

Ebp1 ist aulRerdem als Komponente des zytoplasmatischen bcl-2 mRNP (messenger
ribonucleoprotein particle) Komplexes in leukdmischen HL-60 Zellen beschrieben worden ®.

Es stabilisiert gemeinsam mit Nucleolin die bcl-2 mRNA in HL-60 Zellen '® . Bcl-2 steht fiir

83

B-Zell bzw. Lymphom 2, ein potenter Inhibitor von Apoptose °°. In vielen humanen

115, 126, 157, 165
d

Tumorentitaten mit erhdhten Leveln vorkommen , wurde bcl-2 als eines der

ersten Proto-Onkogene identifiziert, welches das Uberleben von Zellen verlangert. Eine
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erhdhte Expression wird in verschiedenen hamatologischen Erkrankungen % '

, wie der
Chronisch Lymphatischen Leukamie '°, beobachtet und kann ebenfalls zu Resistenzen beim
Ansprechen auf Chemotherapien beitragen.

Eine Arbeitsgruppe beschreibt Ebp1 als immunogenes Protein, welches eine CD8-vermittelte
Zellantwort auslésen und damit ein mogliches Tumor-Antigen flr die Immuntherapie bei
Patienten mit einem Kolonkarzinom darstellen kann '**. AuBerdem wurde gezeigt, dass Ebp1
die Transkriptase und RNA-Polymerase des Influenza-Virus inhibiert 2* . Des Weiteren
bescheinigt eine Studie Ebp1 EinfluR bei der Rinderpestvirusinfektion *®, da es hierbei in
viralen Einschlusskérperchen, in denen aktive Transkription und Replikation stattfinden, co-
lokalisiert ist. Eine Uberexpression von Ebp1 in infizierten Zellen hingegen hemmt die virale
Transkription und damit die Multiplikation 2.

Aufgrund der Interaktionen von Ebp1 mit dem Androgenrezeptor (AR) wurde dem Protein
eine mogliche Rolle in der Entwicklung von hormonrefraktaren Prostatakarzinomen durch die
Hemmung des AR- und Heregulin (HRG)-stimulierten Wachstums zugeschrieben. Ebp1
stellt zudem einen potenten Suppressor in metastasierten Prostatakarzinomen sowie
ebenfalls in Adenokarzinomen der Brust, des Osophagus und des Pancreas dar'®® .

Ebp1 ist somit ein Effektor im ErbB3-Signalnetzwerk und in HRG-aktivierter Signalgebung

185 122, 198

. Es agiert als potenter Tumorsuppressor , indem es das Wachstum von humanen
ErbB2/3-positiven Brustkrebszelllinien 1% sowie auch bei Prostata-Zelllinien hemmt, wenn es
iberexprimiert wird ®®. Weiterhin 18st es liberexprimiert anti-tumordse Effekte durch Blockade

198

der DNA-Synthese beim oralen Plattenepithelzellkarzinom aus, so dass dessen

Wachstum und Metastasierung gehemmt werden %

Zudem fungiert es als ein
therapeutisches Gen beim adenoidzystischen Karzinom '®°. Das Zellwachstum wird durch
einen von Ebp1 ausgeldsten Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase oder G0/G1-Phase inhibiert
9. 1% Dariiber hinaus inhibiert es die Bildung von Zellkolonieformationen sowie das
Wachstum auf Softagar und ist an der Induktion von Differenzierungsvorgangen beteiligt.
Auch stellt die Uberexpression von Ebp1 einen wirksamen Schutz vor Apoptose dar ' und
fihrt zur Hemmung der Transkription von zellzyklusregulierten Genen .

ErbB3-bindende Proteine wie Ebp1 kénnen durch die Kontrolle der physiologischen ErbB3-
Level, der ErbB3 Aktivierung und als endogene Suppressoren von Tumorzellwachstum und

22 Ein Verlust der verschiedenen ErbB3-

Invasion von therapeutischem Nutzen sein
Bindungsproteine konnte zu einer Uberexpression des ErbB3-Rezeptors und damit zur

konstitutiven Aktivierung nachgeschalteter Signalwege flihren.

2.2.4 Isoformen von Ebp1
Das Pa2g4-Gen kodiert fir zwei verschiedene Isoformen von Ebp1, welche in

unterschiedlicher Art und Weise Proliferation, Zelliberleben und Differenzierung vermitteln 2
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192 Diese Isoformen verdanken ihre Namen ihrem Molekulargewicht: Ebp1-p42 und Ebp1-
p48 1%

Sie entstehen durch drei verschiedene ATG Startcodons innerhalb des Leserasters am N-
Terminus des Proteins. Bei Ebp1, welches vom ersten ATG translatiert wird, handelt es sich
um die Ebp1-p48 Isoform. Die zweite existierende Isoform wird selten vom zweiten (Ebp1-
p44), meist vom dritten ATG Codon (Ebp1-p42) generiert > "', Diese Isoformen zeichnen
sich durch unterschiedliche Funktionen aus *'.

Die am N-Terminus um 54 Aminosauren ldngere und vorherrschende °' Ebp1-p48 Form ist
sowohl im Zytoplasma als auch im Nukelolus lokalisiert °'. Diese Isoform hat als
Hauptaufgaben die Unterdriickung von Apoptose sowie die Stimulierung der Proliferation
und des Zellliberlebens. Sie tragt jedoch nicht zur Differenzierung von Zellen bei. Die Isoform
Ebp1-p48 schitzt die Zelle vor Caspase-3-vermittelter DNA-Fragmentierung wahrend der
Apoptose # '®. Ebp1-p48 ist durch Phosphorylierung an der Stelle Ser360, vermittelt durch
die Proteinkinase C & °', im Gegensatz zur Variante Ebp1-p42 nicht mehr durch die Caspase
3 spaltbar. Dadurch kénnen Apoptose unterdriickt und die Uberlebensdauer der Zelle
gesteigert werden. Diese Isoform kann zudem maligne Konversionen bei verschiedenen
Krebsentitaten, wie beispielsweise dem Glioblastom, induzieren 8

Die am N-Terminus um 54 Aminosauren kurzere Isoform Ebp1-p42 hingegen befindet sich

ausschlieRlich im Zytoplasma und hat als Hauptaufgaben die Differenzierung von Zellen % "%

2% und die Unterdriickung der Zellproliferation '°. Diese Form von Ebp1 weist deutlich

geringere Expressionslevel als Ebp1-p48 auf .

Weiterhin unterscheiden sich beide Isoformen hinsichtlich der Bindung und Aktivierung von
Akt. Wahrend p48 durch eine starke Bindung an das nukleare Akt charakterisiert ist, was mit
einer starken Akt-Aktivierung einhergeht, weist p42 neben einer schwachen Bindung auch
nur eine sehr schwache Aktivierungsaktivitait auf 2. Diese Interaktion wird mittels
Phosphorylierung durch die PKC & von Ebp1 auf Ser360 verstarkt 2. Diese starke Akt-
Aktivierung durch Ebp1-p48 begiinstigt die antiapoptotische Aktivitat .

Auch hinsichtlich ihrer Bindung an NPM unterscheiden sich beide Isoformen. Wahrend Ebp1-
p42 nur spezifisch nach EGF-Stimulation im Nukleolus mit dem Protein assoziiert *', bindet
die Form Ebp1-p48 konstant und sehr viel starker an NPM '®. Uber seine Bindung an die
Ebp1 Isoformen reguliert Nucleophosmin sowohl das zelluldre Uberleben, als auch die

Durch die nukleare Bindung von Ebp1-p48 mit NPM wird die
t123.

Proliferation 2.

Fragmentierung von DNA wahrend der Apoptose verhinder
Im Gegensatz zu Ebp1-p48 kann die Isoform Ebp1-p42 auf den Aminosauren Lysin 93 und
298 (K93 und K298) sumoyliert werden '?%. Die Sumoylierung wird durch TLS (Translocation
in Liposarcoma) vermittelt, ein RNA-bindendes nukleares Protein, welches in Prozessierung

von pra-mRNA sowie nukleozytoplasmatisches Shuttling involviert ist '??. Die Sumoylierung
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vermittelt durch direkte Bindung eine nukleare Translokation und wird flr die antiproliferative
sowie transkriptionsrepressive Aktivitdt von Ebp1-p42 verantwortlich gemacht '%2.

Die Isoform Ebp1-p42 kénnte demnach einen potenten Tumorsuppressor % '% in
verschiedenen humanen Krebsentitaten darstellen, wohingegen Ebp1-p48 eher die

Eigenschaften eines Onkogens aufweist 9% 19 197 8

2.2.5 Interaktionen mit ErbB3

Ebp1 bindet an die juxtamembranése Domane des ErbB3-Rezeptors. Bei dieser Interaktion
sind die ersten 15 Aminosauren der juxtamembranésen Domane von ErbB3 essentiell fur die
Ebp1-Bindung (vgl. Abb.11) ¥. Es reagiert mit ErbB3 in Abwesenheit der Phosphorylierung

184

von dessen Tyrosinresten Mit anderen Rezeptoren der ErbB-Familie geht Ebp1 keine

Bindung ein. Es besteht also die Moglichkeit, dass es sich bei Ebp1 um ein nachgeschaltetes

88 Es kann

Mitglied (sog. Downstream-Member) im ErbB3-Signalweg handeln kdnnte
beispielsweise zur Rekrutierung der PI3-Kinase an ErbB3 flhren.

Eine Behandlung der Zellen mit dem ErbB3/ErbB4-Liganden Heregulin (HRG) fiuhrt zur
Dissoziation von Ebp1 und ErbB3, mit anschlieBender Translokation von Ebp1 aus dem
Zytoplasma in den Zellkern '®*. Im Zellkern interagiert Ebp1 dann mit Proteinen, wie RB,
HDAC2 und Sin3A, die wichtig fir die Unterdriickung der Transkription sind ©°.
Mdoglicherweise handelt es sich daher bei Ebp1 um einen Mediator der biologischen Effekte
von HRG. Des Weiteren kénnte es im Zellkern in die Vermittlung von Zellwachstum und
Differenzierung einbezogen sein und somit als generelles Signalprotein fungieren.

Auch scheint die Phosphorylierung von Ebp1 durch die Proteinkinase C (PKC) flir die
Interaktion zwischen Ebp1 und ErbB3 wichtig zu sein. Wird namlich die Phosphorylierung
durch einen PKC-Inhibitor unterbrochen, kommt es ebenfalls zu einer Dissoziation des
Proteins vom ErbB3-Rezeptor '%.

Die Isoformen von Ebp1 reagieren unterschiedlich mit dem ErbB3-Rezeptor. Nur die kurze
Ebp1-Isoform p42 scheint an die intrazelluldare Doméne von ErbB3 zu binden '®. Eine
Behandlung mit dem ErbB3-Liganden EGF (Epidermaler Wachstumsfaktor) verstarkt diese
Bindung '?®. Im Gegensatz dazu assoziiert Ebp1-p48 nicht mit ErbB3, unabhéngig von der
Anwesenheit des Liganden EGF '®. Méglicherweise sind die ErbB3-Bindungsstellen am N-
Terminus bei Ebp1-p48 demaskiert. Auch spielt die Phosphorylierung durch die PKC eine

essentielle Rolle bei dieser Assoziation 2.
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Herabgesetztes Uberleben

ErbB3 Degradatation, Herabgesetzte Proliferation
herabgesetzte Proliferation
und Invasion

Abbildung 11: Interaktion von ErbB3 mit Ebp1 sowie nachgeschaltete Proteininteraktionen

und ihre Folgen (in Anlehnung an Abbildung in )

Aufgrund der Tatsache, dass eine Beziehung zwischen Ebp1 und dem ErbB3-Rezeptor
existiert, stellt der Expressionsnachweis dieses Rezeptors sowie der weiteren ErbB-
Rezeptoren in leukdmischen Zellen einen essentiellen Bestandteil der hier vorliegenden
Arbeit dar.

Nachfolgend werden die einzelnen ErbB-Rezeptoren hinsichtlich ihrer Struktur, Funktion und

individuellen Eigenschaften vorgestellt.

2.3 Die ErbB-Rezeptoren

Die ErbB Rezeptorfamilie beinhaltet vier Mitglieder '

. Die Bezeichnung ErbB entstand
aufgrund ihrer Homologie zum erythroblastoma viral gene product, v-erbB. Die einzelnen
Mitglieder tragen die Bezeichnungen epidermaler Wachstumsfaktor EGFR (ErbB1), ErbB2
(Her2neu), ErbB3 (Her3) und ErbB4 (Her4) und werden in einer Vielzahl von Geweben, wie

epithelialem, neuronalem und mesenchymalem Gewebe, exprimiert %0319,

12

Die verschiedenen Rezeptoren pragen nicht nur physiologische Prozesse (Zellteilung,

Proliferation, Differenzierung und Migration) % %

, sondern gestalten als Proto-Onkogene
die Pathogenese und Progression von verschiedenen humanen Krebsentitaten entscheidend
mit & 10 12 25193156 Aych bei Psoriasis oder Arteriosklerose ist ihr Einfluss nicht zu
vernachlassigen 32 Meist kommt es in diesen Fallen zu vermehrten Mutationen, die mit einer
verstarkten Autophosphorylierung verbunden sind, oder zur Uberexpression der jeweiligen

Rezeptoren. Die Uberexpression der ErbB-Familienmitglieder korreliert mit einer
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163 2

schlechteren Prognose bei Brust- '®, Lungen- ' "2 12 Qvarial- % und gastrischen
Adenokarzinomen °* % Therapien, die sich gegen die jeweiligen ErbB-Rezeptoren richten,

befinden sich bereits im klinischen Gebrauch & 1% 191,

2.3.1 Struktur und Funktion

Bei den ErbB Rezeptoren handelt es sich um Rezeptor-Tyrosinkinasen '2. Tyrosinkinasen
katalysieren die Ubertragung einer Phosphatgruppe von einem ATP auf bestimmte Proteine
und kénnen auf diese Art und Weise die Aktivitat dieser Proteine regulieren. Die ErbBs
stellen Rezeptoren flr verschiedene Wachstumsfaktoren und andere Molekdile dar.
Strukturell zeichnen sich die ErbB Rezeptoren durch vier charakteristische Doméanen aus
(siehe Abb.12). Es gibt zunachst eine extrazellulare, gefolgt von einer transmembrandsen
Domane, an welche sich eine intrazellulare Kinase- sowie eine intrazellulare regulatorische

Domane anschliel3en.

Die extrazellulare Domane ist fur die Bindung verschiedener Liganden wie EGF, HRG und
NRG verantwortlich. Diese Ligandenbindungsdomane besitzt vier Unterdomanen (I bis V).
Bei den Unterdomanen | und Il handelt es sich um leucinreiche Abschnitte, welche
besonders wichtig flir die Ligandenbindung sind (L1 und L2). Bei den Subdomanen Il und IV
hingegen handelt es sich um lamindhnliche und cysteinreiche Abschnitte (CR1 und CR2) *.
Die transmembrantse Domane reguliert die Rezeptoraktivitat. Im zytplasmatischen Bereich
liegt die Tyrosinkinase-Domane vor, welche fir die Generierung weiterer Signale ins

Zellinnere zustandig ist "'
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Die 4 ErbB Rezeptoren

LIGANDEN

EXTRAZELLULARE
DOMANE Cystein-reiche
Domane
ZELL- MEMBRAN
Tyrosinkinase-
ZYTOPLASMA Doméne
INTRAZELLULAR C-Terminus

ErbB1 ErbB2 ErbB3  ErbB4
HER1 HER2 HER3 HER4
EGFR neu

Abbildung 12: Schematische Darstellung der vier verschiedenen ErbB-Rezeptoren mit

einem Teil ihrer unterschiedlichen Liganden (in Anlehnung an %°).

2.3.2 Signaltransduktion

Das Netzwerk der ErbB-Signaltransduktion zahlt zu den mit am besten untersuchten

32

Signaltransduktionskaskaden Das ErbB-Netzwerk besteht aus mindestens 13

Wachstumsfaktoren, welche als Liganden direkt an die drei Rezeptoren ErbB1, ErbB3 und
ErbB4 binden.

Die funktionelle Basiseinheit der ErbB-Signalgebung ist ein Rezeptordimer, zu welchem
jeder Partner einzigartige Eigenschaften beitragt *2. Durch Ligandenbindung an die

extrazellulare Domane kommt es wahlweise zur Homo- oder Heterodimerbildung mit

12, 150, 180, 181

weiteren Mitgliedern der Rezeptorfamilie . Diese Dimerisierung stimuliert die

17

Tyrosinkinaseaktivitdt und dadurch die Autophosphorylierung der Rezeptoren . Somit

180, 181, 184

kdénnen weitere Signhalwege initiiert werden , welche Uberleben, Angiogenese,

Proliferation, Invasion, Adhasion und Chemosensitivitat zur Folge haben (vgl. Abb.13) 2.
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Dimerbildung zwischen ErbhB-Rezeptoren & die biologischen
Effekte nach Aktivierung der Signaltransduktion

OoWachstumsfaktor

Tyrosinkinase

DIMERISIERUNG

AUTOPHOSPHORYLIERUNG

PO

Proliferation Angiogenese Invasion Chemosensitivitat

Abbildung 13: Die Bildung von Dimeren zwischen den ErbB-Rezeptoren und die daraus
resultierenden biologischen Effekte nach Aktivierung der Signaltransduktion (Abb. mit
freundlicher Genehmigung in Anlehnung an Abb.3 aus Habilitationsschrift: ,Die Bedeutung
des Serumantigens des Onkoproteins HER-2/neu fiir die Diagnostik und Therapie des
Mammakarzinoms® von Diana Liiftner, Medizinischen Fakultdt Charité der Humboldt-

Universitat zu Berlin)

Es gibt in diesem Netzwerk verschiedene Systemkontrollen in Form positiver und negativer
Feedbackschleifen. Positive Feedbackschleifen verlangern etwa das Stadium der
Signalgebung, wohingegen aus negativen Feedbackschleifen beispielsweise katalytische
Inaktivierung oder Rezeptordegradation resultiert. ErbB2 sowie auto- und parakrine Schleifen
von EGF-dhnlichen Liganden, wie Neuregulin (NRG) 2!, Heparin-bindender epidermaler
Wachstumsfaktor (HB-EGF) oder TGF-a, kénnen als positive Regulatoren dieses ErbB-

Netzwerkes angesehen werden ' % 177

. Bei den negativen Regulatoren der ErbB-
Signalgebung handelt es sich zum Beispiel um Cbl (E3 Ubiquitin Ligase) oder SOCS5
(suppressor of cytokine signaling 5).

Die Interaktionen zwischen Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktor-Rezeptoren Giben eine
Kernfunktion in der normalen Zellregulation aus #"" '®2. Eine verdnderte Aktivierung der ErbB-
Rezeptoren bedingt die Entwicklung und Progression verschiedener Tumorentitaten % 1%
154172 Daher stellen die unterschiedlichen ErbB-Rezeptoren wichtige Angriffspunkte in der

Anti-Tumortherapie dar ** '?°.
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2.3.3 Die verschiedenen ErbB-Rezeptoren

2.3.3.1 EGFR (ErbB1, Her1)

Der Epidermal Growth Factor Rezeptor (EGFR) ist ein Schlisselmolekll in Bezug auf
Zellwachstum und Proliferation. Es handelt sich um ein 170 kDa groRes Protein mit drei
funktionellen Domanen: eine extrazellulare Domane am N-Terminus, welche flr die
Ligandenbindung verantwortlich ist, eine hydrophobe transmembranare Domane sowie die
am C-Terminus liegende zytoplasmatische Domane mit Tyrosinkinase-Aktivitat.

Der autonome Rezeptor ist in der Lage, multiple Liganden zu binden. Zu den bisher
bekannten Liganden gehéren neben dem Epithelialen Wachstumsfaktor (EGF) auch TGF-a
(transforming growth factor—a), Amphiregulin, Betacellulin, HB-EGF (heparin-binding
epidermal growth factor), Epiregulin sowie Neuregulin ' EGFR bildet nach
Ligandenbindung sowohl Homodimere als auch drei funktionelle Heterodimere mit den
anderen drei ErbB-Rezeptoren. Aus der Dimerisierung resultiert die Aktivierung der
intrinsischen Tyrosinkinase, die in der intrazelluldaren Domane Iokalisiert ist. Dieser
Aktivierung liegt eine Autophosphorylierung der beiden Tyrosinreste des Rezeptordimers
zugrunde. Verschiedene Botenproteine binden in der Folge an die phosphorylierte Stelle und
leiten komplexe Signalkaskaden, wie die RAS-RAF-MAPK (Mitogen-Aktivierte-

42

Proteinkinasen) " oder die STATS (Signal Transducers and Activator of Transcription 5)

Kaskade, ins Innere der Zelle weiter *

. Durch die aktivierten Signalkaskaden werden
beispielsweise Apoptose inhibiert oder Angiogenese, Proliferation und Tumormetastasierung
geférdert.

Eine Aktivierung oder Fehlregulierung der ErbB1-Rezeptor-Expression kann schnell zu einer
malignen Transformation gesunder Zellen und somit zur Tumorentstehung oder
Metastasierung fiihren®” . Auch weisen Karzinome, welche EGFR exprimieren, oftmals
Resistenzen gegeniiber Chemotherapien auf '® *. Der ErbB1 Rezeptor ist in etwa 33-50%
aller humanen epithelialen Tumoren dysreguliert *®. Mutationen oder eine Uberexpression
des EGFR-Rezeptors, welche zu Genamplifikationen oder verstarkter Transkription flhren,
wurden in verschiedenen Tumorentitdten, wie zum Beispiel nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen (NSCLC) *" %7 127128 ' Gjioblastomen '**, Brust- '* '*", Pancreas- *° und

15, 106 171 heobachtet und korrelieren in mehr als 80% der Falle mit

16, 32, 33

Kopf-Halstumoren
reduzierten Uberlebensraten
Therapeutisch kommen niedermolekulare EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren zum Einsatz, die
die Autophosphorylierung und damit die Aktivierung der Signaltransduktionskaskade durch
Anlagerung an die ATP-Bindungsstelle hemmen. Klinisch zugelassen sind bisher die beiden
EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI's) Gefitinib und Erlotinib ' ' * fiir die Therapie des

nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms. Des Weiteren stellt der monoklonale Antikdrper
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Cetuximab, der sich gegen die extrazellulare Ligandenbindungsdomane des Rezeptors
richtet und mit dessen Liganden konkurriert, einen zweiten Ansatz in der ,fargeted* Therapie

zum Beispiel von Kopf-Hals-Tumoren dar ' %%,

2.3.3.2 ErbB2 (Her2neu)

Der 185 kDa grolie ErbB2-Rezeptor ist in seiner Funktion nicht autonom, da ihm die

087 yund damit die

Fahigkeit fehlt, mit einem der Wachstumsfaktor-Liganden zu interagieren
tyrosinspezifische Phosphorylierung des Rezeptors zu induzieren. Verantwortlich daflr ist
die Struktur seiner extrazellularen Doméane, die an die ligandengebundene Form von EGFR
erinnert. Starke Interaktionen zwischen den Subdomanen | und Ill fihren jedoch zu einer
Konformation, der es nicht mdglich ist, einen Liganden zu binden. Es erfolgt daher die
Bildung von Heterodimeren mit einem der anderen drei ErbB-Rezeptoren " ' 70 damit
auch dieser Rezeptor zellulare Aufgaben erflllen kann. Heterodimere, die Her2/neu
enthalten, zeichnen sich im Vergleich zu anderen ErbB-Heterodimerrezeptorkomplexen %,
durch eine hohere Affinitat fir verschiedene Liganden aus. Durch die Dimerisierung werden
unterschiedliche Signalkaskaden, einschlieBlich des Phosphatidylinositol-3-Kinase, und des
Mitogen Activated Protein (MAP) Kinase-Signalweges, aktiviert. Diese steuern durch
Regulation der Genexpression auf Transkriptions- und Translationsebene zellulare
Funktionen wie Zelliberleben, Proliferation, Adhasion, Differenzierung und Migration von
Zellen.

Beim Mammakarzinom sind hohe ErbB2-Level mit einem gesteigerten metastatischen

Potential, einer grélkeren Transformationsaktivitdt und einer schlechteren Prognose

104 1, 114
) .

(insbesondere bei der Therapie mit Tamoxifen verbunden AulRer beim

12, 14, 79, 137, 169

Mammakarziom wird HER2/neu auch in weiteren Tumorentitaten wie

beispielsweise Ovarial- ' ' """ Pankreas- *°, Prostata- '/, Bronchial- ' *’, Magen-"? und
Nasopharynxkarzinomen "' sowie im Falle von akuten Leukamien tiberexprimiert '2.

So sind diese Tumoren prinzipiell fiir Therapien zugénglich, die sich gegen ErbB2 richten **
69, 77,113, 149,155,176, 183 | der Klinik werden bereits die monoklonalen Antikdrper Trastuzumab
10.64.89 ynd Pertuxumab ®* bei Her2/neu-positiven Mammakarzinomen eingesetzt. Ebenfalls
existiert mit dem Medikament Lapatinib ein dualer Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor, der
sowohl EGFR als auch HER2/neu hemmt.

Die Uberexpression von ErbB2 ist eines der Hauptprobleme bei der Entwicklung von
endokriner Resistenz in Ostrogenrezeptor-positiven Brustkrebs-Zelllinien '®. Daher ist die

Senkung der ErbB2-Spiegel wichtig flr die Generierung einer suffizienten Therapie.

Es zeigte sich, dass Ebp1 das Zellwachstum von ErbB2- und ErbB3-exprimierenden

Brustkrebs Zellen als Antwort auf HRG-Stimulation hemmt und es damit zu einer Interaktion
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mit HRG-induzierten Wachstumssignalen, wie beispielsweise zu einer Aktivierung von AKT,

kommt "%,

2.3.3.3 ErbB3 (Her3)

ErbB3 ist ein 180 kDa grofRes, im menschlichen Kérper weit verbreitetes transmembrandses

97

Glykoprotein °". Der Rezeptor existiert sowohl in normalen als auch in neoplastischen

Geweben und befindet sich in Hirn, Leber, Pankreas, Brustdriise ' '®* '%° R{ickenmark,

12 12

Prostata '?, Nieren, Ovarien ' und Lunge '® ® . Auch dieser Rezeptor scheint eine

Schliisselrolle bei der Proliferation und Differenzierung von Brustkrebszellen zu spielen '* 13"
164,193 Besonders in Zusammenwirkung mit ErbB2 kann der ErbB3-Rezeptor als Onkogen
zur Zelltransformation und Tumorgenese beitragen ' '**.

ErbB3 ist wie ErbB2 auf die Interaktion mit anderen Rezeptoren angewiesen und daher nicht
autonom. Im Gegensatz zu ErbB2, welcher nicht eigenstandig Liganden binden kann, ist bei
diesem Rezeptor die Tyrosinkinaseaktivitit defekt °>®’. Aus diesem Grund bildet der ErbB3-

28, 65, 67

Rezeptor Heterodimer-Komplexe mit anderen Mitgliedern der ErbB-Familie , welche in

2 Diese Interaktion mit

der Lage sind, potente zellulare Signale zu generieren
Bindungspartnern ist essentiell fiir die biologische Aktivitat des Rezeptors °. Im Gegensatz
zu anderen ErbB-Rezeptoren bildet ErbB3 jedoch keine stabilen ligandengebundenen
Homodimere aus. Durch die Dimerisierung kommt es, wie bei den anderen ErbB-
Rezeptoren, zur Phosphorylierung der rezeptoreigenen Tyrosinreste und damit zur
Interaktion mit der im Signalweg nachgeschalteten PI3-Kinase '**, die weitere Signale
generiert '2. Bewirkt werden kann die Aktivierung der mitogenaktivierten Protein-Kinase
(MAPK) oder des Protein B (Akt)-Signalweges®. Besonders nach Behandlung mit HRG
dimerisiert der ErbB3-Rezeptor bevorzugt mit ErbB2 und bildet einen besonders starken
Rezeptorkomplex aus, welcher eine Grundvoraussetzung flr die Proliferation und Genese
humaner Brustkrebszellen durch Aktivierung nachgeschalteter Signalkaskaden darstellt '®*
193.1% Diese Co-Expression ist verkniipft mit einer kiirzeren Uberlebenszeit sowie mit dem
vermehrten Auftreten von Resistenzen gegeniber Medikamenten, die gegen das
Mammakarzinom zum Einsatz kommen % 1%,

Bei den Liganden des ErbB3-Rezeptors handelt es sich beispielsweise um EGF, Epiregulin,
HRG, NRG '® oder auch um das Protein Ebp1 *.

ErbB3-Uberexpression findet sich in verschiedenen Krebsentitaten, wie bei Tumoren in

Brust, Ovarien, Pankreas, Lunge *’, Prostata, Gehirn, Leber und Magen '*.

In
hamatopoetischen Neoplasien konnte in sieben verschiedenen unspezifischen Neoplasien
kein messbares ErbB3 detektiert werden '**. Erhéhte ErbB3-Expression ist meist mit einer
schlechteren Prognose verbunden, da sie mit niedrigeren Uberlebenschancen,

Metastasierung, Tumorgrdfle, Lokalisation und Rezidivhaufigkeit korreliert. Der Rezeptor

28



Einleitung

scheint ebenfalls an der Entwicklung von Resistenzen gegenlber Anti-Ostrogenen sowie
gegeniiber ErbB-TKI, wie beispielsweise Gefitinib, beteiligt zu sein ®. Die defekte bzw.
fehlende Tyrosinkinaseaktivitdit des ErbB3-Rezeptors erschwert die Herstellung
therapeutischer Mittel, und bis heute ist noch kein potenter Inhibitor zugelassen. Zur Zeit wird

der Einsatz von siRNA gegen ErbB3 oder Akt beim Adenokarzinom der Lunge diskutiert ***.

2.3.3.4 ErbB4

ErbB4 wurde als letztes Mitglied der ErbB-Familie aus einer humanen Brustkrebs-Zelllinie
kloniert ™' Der 180 kDa groRe Rezeptor ist ebenfalls autonom und
differenzierungsassoziiert. AufRerdem weist ErbB4 strukturelle Ahnlichkeiten und
Erkennungs- beziehungsweise Signaleigenschaften mit dem ErbB1-Rezeptor auf #. Wie der
EGFR bindet auch ErbB4 eine grol’e Gruppe von Liganden, wie Betacellulin, Epigen,
Epiregulin, HB-EGF (herparin-binding EGF-like growth factor), Heregulin (HRG) * und
NRG1-4 "%, ErbB4-Rezeptor-Expression findet man vor allem in Geweben von Herz, Niere,
Milchdrise und Zentralnervensystem.

Durch alternatives SpleiBen sind mehrere Isoformen dieses Rezeptors erkennbar ** #6144,
Beispielsweise ist eine juxtamembranése Variante, die JMa-lsoform, durch
Membranproteasen prozessierbar, wohingegen eine andere zytoplasmatische Isoform CYT1
eine Bindungsdomane fiir die PI3-Kinase enthélt *°, welche die p85 Untereinheit der PI3-
Kinase bindet. Die letztgenannte Isoform CYT1 ist in der Lage, Uber die Aktivierung des
Shc/Ras/MAPK Signalwegs gleichermal3en die Synthese von DNA und die Proliferation zu
stimulieren und aufl’erdem Uber den PI3-Kinase-Signalweg Chemotaxis und Apoptose zu
regulieren *.

ErbB4 spielt bekanntermallen eine wichtige Rolle in der kardiovaskularen und neuralen

32

Entwicklung und ist beteiligt an Differenzierungsvorgangen, welche die Milchdriise

betreffen. Auch konnte der Rezeptor bei Mammakarzinomen nachgewiesen werden '*’.

Wie eingangs angeflihrt sollen in dieser medizinischen Dissertationsarbeit detailliert die
Effekte von Imatinib auf das Protein Ebp1 und seine Isoformen in unterschiedlichen
leukdmischen Zellen auch im Hinblick auf mdgliche neue Zielstrukturen in der Therapie der
CML untersucht werden. Zudem befasst sich diese Arbeit mit dem Vorkommen der
epidermalen Wachstumsfaktoren (ErbB1-4) in verschiedenen leukamischen Zelllinien sowie

in Patientenmaterial und den sich daraus ergebene Konsequenzen.
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3. Material und Methoden

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche basieren auf einem breiten Methodenspektrum
in den verschiedenen Bereichen der Molekularbiologie. Die Methoden umfassen das
Arbeiten mit DNA, RNA und Proteinen, sowie die Kultivierung verschiedener Zelllinien
(Zellkultur).  Zytotoxizitats- nebst Proliferationsassays und auch FACS-Analysen und

Elektronenmikroskopie wurden ebenfalls als Verfahren herangezogen.

3.1 Material
3.1.1 Medien, Losungen und Chemikalien

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Medien und Chemikalien

Name Hersteller
10x Reaction Buffer fir DNase Sigma

5x First Strand Invitrogen
Aceton J.T.Baker
Acrylamid-Bis-Fertiglésung 40% Merck
Agarose Invitrogen
Albumin Standard 2.0 mg/ml (BCA Kit) Pierce
Amersham ECL™ Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare
AMN 107 Novatis
Ampicillin 1000x Sigma
Aprotinin Applichem
BCA ™ Protein Assay Reagent A & B Pierce
Bradfordldsung Bio-Rad
Brillant Blue G250 Roth
Bromphenolblau Na-Salz Roth
CHAPS Merck
Chloroform Sigma
DEPC-Wasser Invitrogen
DH5a Competent Cells Invitrogen
DMEM + Glutamax Gibco
DMSO (Dimethyl sulphoxide) Sigma
DNasel Amplification Grade 1 U/ul Sigma
dNTP Mix Invitrogen
DTT 01 M Invitrogen
EDTA Sigma / Roth
Essigsaure 96% J.T.Baker
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Name Hersteller
Ethanol J.T.Baker
Ethanol vergallt Geyer
Ethidiumbromid Sigma
FCS Gibco
Foetal Bovine serum (FBS) Gibco
Formaldehyd Roth
Formamid Sigma / Merck
G418 Sulfate (1,5 mg/ml) STOCK 50 mg/ml PAA
Glucose Sigma
Glycerin Roth
Glycin Roth
HEPES Roth
Interleukin 3 Strathmann Biotech AG
lodoacetamide Healthcare
Kaliumacetat Roth
Kaliumchlorid Merck
Kanamycin Sigma
LB-Agar & Medium Roth
Leupeptin Sigma
Lipofektamin Invitrogen
Magermilchpulver Roth
Mercaptoethanol Sigma
Methanol Merck / J.T.Baker
Mineraldl Bio-Rad
Natrium Acetat Roth
Natrium Chlorid (Sodium Chloride) J.T.Baker
Natrium Desoxycholat Sigma
Natrium Pyruvat 100x Gibco
Natriumhydroxid (NaOH) J.T.Baker
Natriumorthovanadate Sigma
Non-essential AS Gibco
Nonidet P40 Applichem
Oligo dT Primer Invitrogen
OPTI-Mem Gibco
Paraformaldehyd Roth

PBS BioWhittaker Lonza

Pen Strep Gibco
PeqGold MoSieve™ Agarose Peqlab
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Name Hersteller
Pierce ECL Western Blot Detecting Thermo
Plasmocin Amaxa GmbH
PLB (Passive Lysis Buffer) Stock 5x Promega
PMSF Applichem
Ponceau-S Sigma
Propanol Fluka
Proteaseinhibitoren Complet Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche
Protein G+A Agarose Calbiochem
pUC 19 Control DNA Invitrogen
Random Hexamer Primer Invitrogen
Red Taq Ready Mix Sigma
RNase A Roth
RNase OUT (40 U/ml) Invitrogen
RPMI-1640 + GlutaMAX (+) 25 mM Hepes Gibco
Saccharose Merck
Salzséure 37% rauchend Merck
Schwefelsgure Fluka
SDS Roth

Stop and Glo Buffer & Substrate 50x Promega
Stop Solution (DNase Verdau) Sigma
Superscript I| RT Invitrogen
Taqg Ready Mix for PCR Sigma
TEMED Amersham
Trichloressigsaure (TCA) Merck
Trizema base Sigma
Trizol Invitrogen
Trypanblau Biochrom
Trypsin 0,5% + EDTA Gibco
Tween Sigma
Urea Sigma
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3.1.2 Puffer

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten angesetzten Puffer

Name

Menge

Inhaltsstoffe

150 mM (300/450 mM) Lysispuffer

150 (300/450) mM
50 mM

1%

0,25%

1 mM

1 mM

10 uM

1 mM

Ad 50 ml

NaCl

1 M Tris/HCI pH 7,6
NP-40
Na-Desoxycholat
Natriumorthovanadate
PMSF

Leupeptin

Aprotinin

Millipore Wasser

Aquilibrierungsgrundlésung (Mini 2D)

6M

4%

50 mM

Ad 83,3 ml

Urea

SDS

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
Millipore Wasser

Aquilibrierungslésung A (Mini 2D)

41,5 ml
1%

Aquilibrierungsgrundlésung
DTT

Aquilibrierungslésung B (Mini 2D)

41,5 ml
4,8%

Aquilibrierungsgrundlésung
lodacetamid

Aquilibrierungspuffer Semi Dry Blot

200 (400) ml
5,82 (11,64) g
2,93 (5,86) g
1,88 (3,76) ml
ad1(2) I

Methanol

Tris base

Glycin

20% SDS
Millipore Wasser

Blocking Solution

5%

Magermilchpulver (BSA) geldst
in PBS-T oder TBS-T

Blotting Puffer

400 ml
Ad 2000 ml

Methanol
1x SDS Laufpuffer

Coomassie Staining Solution 4x

8¢
4000 ml
220 ml

220 ml/Flasche
310 ml/Flasche

Coomassie G250

Millipore Wasser
Konzentrierte Schwefelsdure
Ruhren tber Nacht

Filtrieren Gber Papierfilter und
auf 2-I-Flaschen aliquotieren
10 M NaOH

100% TCA

(Unter Rihren und auf Eis)

Einfriermedium

10%
90%

DMSO
FCS

Harnstoff Lysispuffer

9 mM
4%

1%

1%

10 pg/ml
Ad 50 ml

Harnstoff
CHAPS
Pharmalyte

DTT
Bromphenolblau
Millipore Wasser

Imatinib Gebrauchslésung

10 mg
Ad 1 ml

Imatinib
Wasser:DMSO (1:1)
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Name

Menge

Inhaltsstoffe

Loading Dye 4x

2 mi

2 mi
100 pl
0,059
Ad 5 ml

Glycerin

1M Tris-HCI, pH 6,7
1% Bromphenolblau
DTT

Millipore Wasser

PBS-T

2000 ml
0,05%

1x PBS
Tween

Puffer A (Zellkernextraktion)

10 mM
10 mM
0,1 mM
0,1 mM
1 mM

1 mM
Ad 50 ml

HEPES pH 7.9
KCI

EDTA

EGTA

DTT

PMSF

Millipore Wasser

Puffer C (Zellkernextraktion)

20 mM
0,4 mM
1 mM

1 mM

1 mM

1 mM
Ad 50 ml

HEPES pH 7.9
NaCl

EDTA

EGTA

DTT

PMSF

Millipore Wasser

Sammelgel (4%)

6,10 ml
1,33 ml
2,50 ml
50 pl
50 pl
10 pl

Wasser

Acrylamid 30%

0,5 M Tris/HCI pH 6,8
20% SDS

APS 10%

TEMED

SDS-Laufpuffer 10x

360 g
759
25¢

Ad 2500

Glycin

Tris-Base

SDS

Millipore Wasser

Solution |

(Mini Prep)

50 mM
25 mM
10 mM
100 pg/ml
Ad 50 ml

Glucose
Tris/HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0
RNase A
Millipore Wasser

Solution Il (Mini Prep)

02N
0,5%

NaOH
SDS

Solution Il

(Mini Prep)

25%
15%
Ad 100 ml

Kac
Essigsaure
Millipore Wasser

Stripping Solution

100 mM
Ad 100 ml

Glycin pH 2,9
Millipore Wasser

TAE (50x)

242 g
57,1 ml
100 ml

Ad 1000 ml

Tris-base
Essigsaure

0,5M EDTA pH 8,0
Millipore Wasser
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Name Menge Inhaltsstoffe
TBS 50 mM | Tris pH 8,0
150 mM | NaCl
TE 10 mM | Tris HCIpH 7,4
1mM | EDTA pH 8,0
TKM Puffer 50 mM | Tris-HCIl pH 7,5
25 mM | KCI
(Zellkernisolierung (iber Saccharose 5mM | MgCl,
Gradienten) 1 pl/ml TKM | PMSF (17,4 mg/ml)
1 pl/ml TKM | Aprotenin (10uM)
0,5 pl/ml TKM | Leupeptin (10uM)
Ad 500 ml | Millipore Wasser
Zellkulturmedium fiir 500 ml | RPMI Medium + Glutamin
Suspensionszellen 50ml | FCS
10 ml | Pen/Strep
5 ml | Natriumpyruvat
5 ml | Nichtessentielle Aminosduren
Trenngel (15%) 2,35 ml | Wasser
5,00 ml | Acrylamid 30%
2,50 ml | 1,5 M Tris/HCI pH 8,8
50 ul | 20% SDS
50 pl | APS 10%
10 pl | TEMED
3.1.3 Antikorper
3.1.3.1 Primarantikorper
Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Antikérper
Name Verdiinnung | Sekundar- Laufhohe Hersteller
Antikorper
Anti-ABL 1:500/1:1000 | Mouse 145 kDa BD Biosciences
Anti-Actin 1:5000 Mouse 42 kDa Calbiochem
Anti-GFP 1:1000 Mouse 27 kDa Abcam
Anti-Vinculin, clone V284 1: 1000 Mouse 117 kDa Upstate
Ebp1 1:5000 Rabbit 48 kDa Upstate
eiF5a 1:5000 Mouse 18 kDa BD
GAPDH 1:5000 Mouse ~40kDa Chemicon Int.
HER2/ErbB2 (44E7) Mouse mAB | 1:1000 Mouse 185 kDa Cell Signaling
HERS3/ErbB3 (1B2) Rabbit mAB 1:1000 Rabbit 185 kDa Cell Signaling
Histon H3 1:5000 Rabbit 17 kDa Epitomics
Hsp90 1:1000 Mouse 90 kDa Cell Signaling
Lamin A/C 1:1000 Mouse 65/74 kDa BD
Phospho (Ser/Thr) PKA 1:1000 Rabbit BSA Cell Signaling
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Name Verdiinnung | Sekundar- Laufhohe Hersteller
Antikorper
Phospho c-Abl (Tyr 245) 1:1000 Rabbit 135 kDa Cell Signaling
Phospho NPM (Thr 199) 1:1000 Rabbit 38 kDa Cell Signaling
Phospho-CRKL (Tyr207) 1:2000 Rabbit 39 kDa Cell Signaling
Phospho-HER3/ErbB3 (Thr 1:1000 Rabbit 185 kDa Cell Signaling
1289) (21D3) Rabbit mAB
Phosphotyrosine-PY20 1:1000 Mouse 180 kDa BD
VCP 1:4000 Mouse ~97 kDa Affiniti Bio
1:5000 Reagents
Vimentin S5ul/10 ml Mouse 57 kDa BD
1:2000
3.1.3.2 Sekundarantikorper
Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Sekundér-Antikérper
Name Verdiinnung Hersteller
Anti-mouse Ig horseraddish 1:10.000 GE Healthcare
peroxidase-linked whole
antibody (from sheep) GPR
Anti rabbit-lgG HRP-linked 1:10.000 Cell Signaling
Fluorescin (FITC) conjugate 1:100 Jackson Immuno
Affiniti Pure F(ab”), Anti-rabbit Research
IgG (H+L)
3.1.4 Marker, Protein- und Nukleotidleiter
Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Marker
Name Hersteller
SmartLadder (DNA Standard) Eurogentec
SmartLadder SF (DNA Standard) Eurogentec
Peq Gold 100bp DNA Leiter plus Peqlab
Peq Gold Protein Marker IV (Prestained) Paqlab
Rainbow Marker GE Healthcare
Roti Mark Standard Roth
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3.1.5 Zellen

3.1.5.1 K562

Bei K562 handelt es sich um eine humane Zelllinie, die 1970 aus dem Pleuraerguss einer 53
Jahre alten Frau mit Chronisch Myeloischer Leukamie in myeloischer Blastenkrise gewonnen

wurde 1%,

Die Zellen tragen das Philadelphia-Chromosom mit einem bcr-abl b3-a2
Fusionsgen. Es sind Suspensionszellen mit einer Verdopplungszeit von 30-40 Stunden.
Diese Zelllinie habe ich von der ,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH* (DSMZ) bezogen. K562 wird als undifferenzierte, multipotente,
hamatopoetische und maligne Zelllinie mit dem Potential zur spontanen Differenzierung in
Vorlaufer der erythrozytaren, granulozytaren oder monozytaren Reihe beschrieben. Studien,
die sich mit deren Oberflacheneigenschaften beschaftigen, beschreiben die K562-Zellen als

humane Erythroleukamie ’.

3.1.5.2 HL-60

Diese humane BCR-ABL-negative Zelllinie wurde 1976 aus dem peripheren Blut einer 35
Jahre alten Frau mit Akuter Myeloischer Leukadmie (AML FAB M2) gewonnen “*°. Es handelt
sich hierbei ebenfallls um Suspensionszellen mit einer Verdopplungszeit von etwa 25
Stunden. In Kultur differenzieren bis zu zehn Prozent der Zellen spontan in Myelozyten,

Metamyelozyten oder Neutrophile. Bezogen wurden diese Zellen von der DSMZ.

3.1.5.3 BV-173

Diese Zelllinie weist die Eigenschaften einer humanen Vorlaufer-B-Zell-Leukamie auf '*°. Die
Zellen wurden aus dem peripheren Blut einer 45 Jahre alten Patientin mit CML in der
lymphatischen Blastenkrise gewonnen und sind seit 1980 in Zellkultur. Kennzeichnend ist die
Translokation t(9;22) mit dem b2-a2-Fusionsgen.

Die Zellen haben eine rundliche bis eliptoide Form und wachsen einzeln in Suspension mit
einer Verdopplungszeit von ca. 48 Stunden. Die Zelllinie wurde ebenfalls von der DSMZ

bezogen.

3.1.5.4 BalF3

Es handelt sich hierbei um eine Interleukin 3 (IL-3)-abhangige murine B-Zelllinie, welche aus
peripherem Blut gewonnen wurde. Von den morphologischen Eigenschaften her erscheint
die Zelllinie meist in Form runder, zum Teil auch polymorpher Suspensionszellen mit einer

Verdopplungszeit von etwa 20 Stunden.
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3.1.5.5 Bal/F3 -p210

Die murine Zelllinie Ba/F3-p210 ist eine Imatinib-sensitive Zelllinie. Diese Zellen sind im
Gegensatz zu den Ba/F3-Wildtyp-Zellen Bcr-Abl-positiv und nicht mehr auf die Zugabe von
Interleukin 3 (IL-3) angewiesen. Morphologisch ahneln sie stark den Ba/F3-Zellen. Diese
Zelllinie wurde uns mit freundlicher Unterstitzung von N. P. Shah and C. L. Sawyers
(University of California — Los Angeles, USA) zur Verflgung gestellt, die die Zelllinie mittels

retroviraler Transduktion hergestellt haben.

3.1.5.6 Bal/F3 -T315I

Hierbei handelt es sich um ein Bcr-Abl-positives und Imatinib-resistentes Zellderivat. Diese
Zelllinie tragt eine der am meisten geflirchteten Mutationen in sich, die in der Chronisch
Myeloischen Leukdmie vorkommen kann. Die Mutation T315] macht die Zellen nicht nur
Imatinib gegenuber resistent, sondern auch Zweitgenerations-Tyrosinkinase-Inhibitoren
gegeniber. Lediglich der neuerdings zugelassene Tyrosinkinaseinhibitor Ponatinib richtet

% Diese Zelllinie wurde uns mit freundlicher

sich eben gegen diese spezielle Mutation
Unterstitzung von N. P. Shah and C. L. Sawyers (University of California — Los Angeles,

USA) zur Verfligung gestellt.

3.1.5.7 BalF3 -M351T

Wie die zuvor beschriebene Ba/F3-T3151 Zelllinie beinhaltet diese ebenfalls Imatinib-
resistente murine Zelllinie eine weitere Bcr-Abl-Mutation: M351T. Diese Zelllinie wurde uns
ebenfalls mit freundlicher Unterstlitzung von N. P. Shah and C. L. Sawyers (University of

California — Los Angeles, USA) zur Verfligung gestellt.

3.1.5.8 Bal/F3 -E255K

Auch diese mittels viraler Transfektion hergestellte Zelllinie beinhaltet eine Bcr-Abl-Mutation
(E255K), welche der Zelle Resistenz gegeniber Imatinib verleint. Die Imatinib-Resistenzen
zwischen den einzelnen Ba/F3 -Mutationsvarianten unterscheiden sich hinsichtlich ihrer 1Cgq
im MTT. Diese Zelllinie wurde uns mit freundlicher Unterstitzung von N. P. Shah and C. L.

Sawyers (University of California — Los Angeles, USA) zur Verfigung gestellt.

3.1.5.9 LAMA-84

Die Lama-84-Zellen wurden aus dem peripheren Blut einer 29 Jahre alten Patientin mit
Chronisch Myeloischer Leukamie, die funf Jahre lang mit Busulfan behandelt wurde,
gewonnen. Die Zellen stammen aus der Blastenkrise und exprimieren megakaryotische und

euthyroide Marker. Morphologisch dominieren einzelne, runde bis polymorphe Zellen, die
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teilweise leicht adhéarent sind. Sie teilen sich alle 50 Stunden und exprimieren das

Fusionsgen bcr-abl (b3-a2).

3.1.5.10 MEG-01

Wieder handelt es sich um Zellen der humanen Chronisch Myeloischen Leukamie in der
megakaryozytischen Blastenkrise. Diese Zelllinie wurde 1983 aus dem Knochenmark eines
55-jahrigen Mannes etabliert. Die MEG-01-Zellen wachsen singulér oder in kleinen Gruppen
im Suspensionsmedium. Sie kdénnen zeitweise adharenten Charakter aufweisen. lhre

Verdopplungszeit betragt in der Regel 35 Stunden.

3.1.5.11 KYO-1

Diese Zelllinie besitzt Charaktereigenschaften typisch fir die Chronisch Myeloische
Leukamie in der Blastenkrise. Aus dem peripheren Blut eines 22 Jahre alten Japaners
gewonnen, exprimieren auch diese Zellen die Translokation t(9;22). Es handelt sich um
runde Suspensionszellen, die zum Teil auch kleine Klumpen bilden kénnen. Die

Verdopplungszeit ist mit 40 bis 50 Stunden relativ lang.

3.1.5.12 KCL-22

Diese runden Zellen wachsen in Suspension meist einzeln. Sie kdnnen sich jedoch auch zu
kleineren Zellverbanden (so genannten Clustern) zusammenlagern. Sie verdoppeln sich
innerhalb von 24 Stunden. Die KCL-22-Zellen stammen aus dem Pleuraerguss einer 32
Jahre alten Frau mit einer Philadelphia-Chromosomen-positiven CML in der Blastenkrise aus
dem Jahr 1981. Sie enthalten sowohl das t(9;22)b2-a2-Fusionsgen, als auch eine p53-

Mutation.

3.1.5.13 JURL-MK1

Diese ebenfalls bei der DSMZ k&uflich erworbenen runden und in kleinen Verbdnden
wachsenden Zellen stammen urspringlich aus dem peripheren Blut eines 73-jahrigen
Mannes, der sich zum Entnahmezeitpunkt 1993 in der Blastenkrise der CML befand. Diese
Zellen tragen das Philadelphia-Chromosomen und besitzen eine Verdopplungszeit von etwa
48 Stunden.

3.1.5.14 EM-2

Die EM-2-Zellen stammen von einem flnfjahrigen kaukasischen Madchen im Rezidiv einer
Philadelphia-positiven Chronisch Myeloischen Leukdmie am Tag +28 nach einer
Knochenmarkstransplantation. Diese Zelllinie zeichnet sich durch runde bis ovale

Suspensionszellen mit einer Verdopplungszeit von 35 bis 40 Stunden aus.
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3.1.6 Restriktionsenzyme und Puffer

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Restriktionsenzyme und deren Puffer

Name Puffer Schnittstellen | Besonderheiten Hersteller

BamH1 NEBU 5 GIGATCC 3’ | + BSA Biolabs
3 CCTAGIG 5 | 37°C

Bgl Il NEB3 5 AIGATCT 3 | 7 Stunden 37°C Biolabs
3 TCTAGIA S

EcoR | EcoR | Puffer 5 GIAATTCZ 7 Stunden 37°C
3 CTTAAIG &

NCO | NEB4 5 CICATGG 3’ | 1 Stunde 37°C Biolabs
3 GGTACIC &

Sac Il NEB4 5 CCGCIGG 3’ | 1 Stunde 37°C Biolabs
3’ GGICGCC 5

Sma | NEB4 5°CCCIGGG 3’ | 1 Stunde 37°C Biolabs
3 GGGICCC 5

3.1.7 Vektoren

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Vektoren

Name

Besonderheit

Hersteller

pEGFP-C2

Neomycin-selektierbar

Becton, Dickinson & Company

pGL Vektor DNA/pGL3 basic

3.1.8 Kits

Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Kits

Name Hersteller
BCA Protein Assay Kit Pierce
Dual Luciferase Reporter System Promega
Omniskript RT (50) Qiagen
peqGold Total RNA Kit Peqlab
Qiagen Plasmid Maxi Kit (25) Qiagen
QlAquick Gel Extraction Kit (50) Qiagen
RNeasy Mini Kit (50) Qiagen
RNeasy plus Mini Kit (50) Qiagen

40




Material und Methoden

3.1.9 Primer

Tabelle 9: Ubersicht der verwendeten Primer

Name Annealing Sequenz Konstrukt- Hersteller
Temp. [°C] gréRe
18S 55 F: 5-CCATCCAATCGGTAGTAGCG -3’ 80 bp | MWG
R: 5-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3 Biotech
Ebp1 55 F:5-ACAGCCTGTGGCTGGGAAGGG-3’ 356 bp | MWG
R: 5-CTTCAAAGGGGAGAAGTG-3 Biotech
Ebp1 60 F: 5-~ACGAGGCTGCAGTGGTGGTA-3 1321 bp | MWG
complet R: 5-AGGTGGAGAAGAACTGCACT-3’ Biotech
GAPDH 55 F: 5-TGCACCACCAACTGCTTAG-3’ 175 bp | MWG
R: 5-GATGCAGGGATGATGTTC-3’ Biotech
hErbB1 62 F: 5-CAGCGCTACCTTGTCATTCA-3’ 195 bp | MWG
F: 5-TGCACTCAGAGAGCTCAGGA-3’ Biotech
hErbB2 62 F: 5-CCATAACACCCACCTCTGCT-3 194 bp | MWG
R: 5-ACTGGCTGCAGTTGACACAC-3’ Biotech
hErbB3 62 F: 5-GCCAATGAGTTCACCAGGAT-3’ 243 bp | MWG
R: 5-ACGTGGCCGATTAAGTGTTC-3 Biotech
hErbB4 62 F: 5-TTTCGGGAGTTTGAGAATGG-3’ 183 bp | MWG
R: 5-GAAACTGTTTGCCCCCTGTA-3 Biotech
m/h NRG 1 62 F: 5-TGAAAGACCTTTCAAACCCCTC-3’ 130 bp | MWG
R: 5-CTCTTCTGGTACAGCTCCTCCG-3' Biotech
m/h NRG 2 62 F: 5-GAAGATGAAGAGCCAGACGG-3' 240 bp | MWG
R: 5-GTCCTTCCCCAGGATGTTCT-3' Biotech
m/h NRG 3 62 F: 5-GACAGGATCCCATAAGCACTGT-3' 299 bp | MWG
R: 5-GATGCCTTGAGGCTGTAGTTCT-3' Biotech
mErbB1 62 F: 5-AGCAAGGCTTCTTCAACAGC-3' 376 bp | MWG
R: 5-AGACAGGTAGGCTGGGCAGT-3' Biotech
mErbB2 62 F: 5-GCTGGTCGATGCTGAAGAGT-3' 271bp | MWG
R: 5-GAGGTCATGTGGAGAGAGGC-3' Biotech
mErbB3 62/55 F: 5-GGAGGCTTGTCTGGATTCT-3' 238 bp | MWG
R: 5-GGGAGTAAGCAGGCTGTGT-3' Biotech
mErbB4 cyt 62 F: 5-TGCTGAGGAATATTTGGTCCCCCA-3' 214 bp | MWG
R: 5-TCTGGTATGGTGCTGGTTGTGGCT- Biotech
3
mErbB4 J/M 62 F: 5-GAAATGTCCAGATGGCCTACAG-3' 207 bp | MWG
R: 5-AACGGCAAATGTCAGAGCCATG-3' Biotech
RPLPO 55/60/62 F: 5-TTGTGTTCACCAAGGAGGAC-3’ 649 bp | MWG
R: 5-GACTCTTCCTTGGCTTCAAC-3 Biotech
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3.2. Methoden
3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Auftauen von Zellen

Die Zellen werden aus Stickstoff oder aus dem -80°C-Tiefkiihischrank entnommen und in ein
37°C warmes Wasserbad gestellt. Die Zellsuspension wird soweit aufgetaut, bis nur noch ein
kleiner Eisklumpen im Kryogefal vorhanden ist. Es wird 1 ml Auftaumedium hinzugegeben.
Im Anschluss daran werden die Zellen mit einer Pipette im Auftaumedium resuspendiert und
in das Kulturmedium Uberfihrt.

Die aufgetauten Zellen werden fir einige Stunden in diesem Kulturmedium im Brutschrank
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wird die Zellsuspension bei 1500rpm fir finf Minuten
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wird in der gewlinschten Menge Kulturmedium

resuspendiert.

3.2.1.2 Zellen kultivieren

Die verwendeten Suspensionszellkulturen werden in RPMI 1640 Medium mit zehn Prozent
fotalem Kalberserum (FCS), 1 mM Natriumpyruvat, 1 mM nichtessentiellen Aminosauren, 50
U Penicillin und 50 pyg/ml Streptomycin bei 37°C in einer funf %igen CO2-Atmosphéare und
95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Die Zellen werden in regelmaligen Abstdnden passagiert. Dazu werden sie bei 1500rpm
und 20°C fur funf Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das erhaltene
Zellpellet in zwei bis zehn ml Kulturmedium resuspendiert. Nach der Zellzahlbestimmung
werden die Zellen in Medium resuspendiert und in der gewtinschten Dichte ausgesat. Den
Ansatzen der wachstumsfaktorabhangigen Zelllinie Ba/F3  werden drei pl murines

Interleukin-3 (m-IL-3) pro zehn ml Mediummenge zugesetzt.

3.2.1.3 Zellen zahlen

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mit Hilfe einer ,Neubauer‘-Zahlkammer. Dazu werden
zehn pl der jeweiligen Zellsuspension zusammen mit Trypanblau im Verhaltnis 1:5
resuspendiert. Das verwendete Trypanblau dient dabei zur Farbung der toten Zellen.
Lebende Zellen sind in der Lage, den Farbstoff aktiv zu eliminieren. Nach der Vitalfarbung
werden die Zellen in die Neubauer-Zahlkammer Uberfihrt und kénnen gezahlt werden. Auch
kann jetzt der Anteil lebender und toter Zellen in der Zellkultur bestimmt werden.

Die Zellkonzentration ergibt sich aus der Multiplikation von Zellzahl mit Verdinnungsfaktor
(5) und Kammerfaktor (10*). Die Formel zur Bestimmung der Zellzahl nach Neubauer lautet

somit:
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Zellzahl/ml = (Anzahl der Zellen/Anzahl der ausgezahlten Quadrate) x Verdiinnung x 10

3.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe des Vi-Cell XR 2.03

Die Zellen, die sich im Medium befinden und deren Zellzahl bestimmt werden soll, werden in
einem Volumen zwischen 0,5 und 2 ml in die vorgesehenen Messgefalie pipettiert und in
den Drehteller des Gerates Vi-Cell XR 2.03 gestellt.

Nach Benennung der Proben und Eingabe von ZellgroRe/Zelltyp im Messprogramm arbeitet
das Gerat selbstandig. Zellen werden mit Hilfe der ,video capture technology” automatisch
gezahlt und mittels des Trypanblau-Farbstoffes in lebendige und tote Zellen unterteilt. Eine
spezielle Software bestimmt, welche Zellen den Farbstoff aufgenommen haben und welche
nicht.

Gemessene Daten, die neben der Angabe der totalen Zellzahl auch die Zahl der lebenden
Zellen und die Vitalitat in Prozent enthalten, werden in Microsoft Excel (Microsoft Corp.,

Seattle, WA) ausgewertet.

3.2.1.5 Zellen einfrieren

Die Suspensionskultur wird fur finf Minuten bei 1500rpm und Raumtemperatur zentrifugiert.
Das die Zellen enthaltende Pellet wird in 1ml Einfriermedium resuspendiert, in die Cryo Vials
Uberflhrt und fur ca. drei Stunden bei -80°C in einem Cryo 1°C Freezing Container gelagert.
Danach kdnnen die Zellsuspensionen entweder fir kurze Zeit bei -80°C aufbewahrt werden
oder in flussigen Stickstoff Uberfihrt werden, wodurch ein deutlich langerer Aufenthalt
mdglich ist. Als Einfriermedium kam eine DMSO-Ldsung, bestehend aus je 90% FCS und
10% DMSO, zur Verwendung.

3.2.1.6 Transfektion mittels Elektroporation

Pro Transfektion wird eine Zellmenge von 1 x 10’ Zellen benétigt. Die Zellen werden bei
1500rpm flr funf Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert, und dem gewonnenen Pellet
wird nach Absaugen des Uberstandes eine Opti-Mem-Menge von 400 ul zugegeben. Mit
Hilfe der Pipette wird das Zellpellet in diesem Medium resuspendiert. Diese Suspension wird
in eine ,Gene Pulser* Kivette pipettiert, wobei pro Kivette werden 20 ug der zu

transfizierenden DNA hinzugegeben werden.

Es folgt die eigentliche Elektroporation mit dem Gene Pulser XCell der Firma Bio-Rad. Fur

die jeweiligen Zelllinien herrschen unterschiedliche Pulserbedingungen:
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Name der Zelllinie Programm

K562 155V
1000 pF
Q)

HL 60 140 V

Pulse length 25 ms
Pulse intens. .0

Cuv 2 mm

Nach der Elekroporation wird das DNA-Zell-OptiMem-Gemisch in der Kiivette auf 1000 pl mit
Antibiotika-haltigem Selektionsmedium aufgeflllt und mit einer sterilen Glaspasteurpipette in

eine kleine Zellkulturflasche, die bereits 9 ml des Selektionsmediums enthalt, Gberfihrt.

3.2.1.7 Stabile Transfektion

Bei der stabilen Transfektion sollen die transfizierten DNA-Konstrukte in das Genom der
Zellen eingebaut werden. Nur die das Konstrukt tragenden Zellen sollen kultiviert werden.
Aus diesem Grund sind die DNA-Konstrukte in einen Vektor kloniert worden, der neben
einer GFP-Site auch eine Antibiotikaresistenz (Neomycin) fir eukaryotische Zellen zu
Selektionszwecken enthalt.

Daher beinhaltet das Selektionsmedium flr die Suspensionszellen zusatzlich zum PenStrep
noch 1,5 mg/ml G418, um nur die Zellen, welche den gewinschten Vektor enthalten,
selektionieren zu kénnen.

Mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops lassen sich Zellen detektieren, die den Vektor (und
somit auch das DNA-Konstrukt) enthalten. Auch kénnen die Zellen aufgrund des GFPs

mittels Durchflusszytometrie auf Reinheit sortiert werden.

3.2.1.8 Zellen vorbereiten zum Sorten (Sortieren)

Die Suspensionszellen werden ausgezahlt. Die gewiinschte Zellzahl (meist 1 x 107 Zellen)
wird im Medium fir finf Minuten bei 1500rpm abzentrifugiert. AnschlieRend wird das Pellet in
1 ml Selektionsmedium oder 1x PBS aufgenommen, so dass die Endkonzentration 1 x 107
Zellen/ml Medium betragt. Die Zellen werden anschlieBend zum Sortieren gebracht. Es wird
stets eine Kontrolle mit nicht transfizierten Zellen bendtigt, um einen Uberblick (ber die

eigentliche ZellgréRe zu behalten. In dieser Arbeit dienen K562-Zellen als Kontrollinstanz.
3.2.1.9 Cytospins

Transfizierte Zellen sollen mittels Cytospin auf einen Objekttrager gebracht werden, um die

konfokale Mikroskopie anwenden zu kdénnen.
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Die Zellen werden geerntet und abzentrifugiert. Das dabei entstandene Zellpellet wird in 600
ml 1x PBS aufgenommen. Die Objekttrager (Shandon Cryotrager) werden mit den Shandon
Filter Cards in die entsprechenden Vorrichtungen eingelegt. Pro Objekttrager werden 200 pl
der jeweiligen Zellsuspension in die entsprechende Offnung der Vorrichtung pipettiert.
Daraufhin erfolgt eine Zentrifugation mit 400rpm fir finf Minuten bei Raumtemperatur in der
Shandon Thermo Cytospin 4 Fuge. AnschlieRend werden die Objekttrager flir zehn Minuten
in 4% Paraformaldehyd fixiert und nachfolgend dreimal fir je zehn Minuten in 1x PBS
gewaschen. Die Objekttrager werden nach dem Trocknen im Dunkeln bis zur Weiterarbeit

gelagert. Es folgt die konfokale Mikroskopie.

3.2.2 Proliferationsversuche

3.2.2.1 Proliferationsassay

Die gewlinschten Zellen der jeweilige Zelllinien werden in zu untersuchender Konzentration
in Tripletts auf einer 6-Well-Platte in einer Zellkonzentration zwischen 1 bis 4 x 10° Zellen in
3-4 ml Medium ausgesat. Die Zellen wachsen zunachst fir drei bis vier Stunden im Inkubator
bei 37°C. Im Anschluss an diese Inkubationszeit werden die Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen des zu untersuchenden Medikaments (hier Imatinib) behandelt. Die Zellen
werden fur weitere 48 Stunden bei 37°C inkubiert und im Anschluss mit Hilfe des Vi-Cells XR
2.03 ausgezahlt. Fir die Bestimmung der Zellzahl werden zwischen 1 bis 2 ml der
Zellsuspension eingesetzt. Gewonnene Daten werden mittels in Microsoft Excel

ausgewertet.

3.2.2.2 MTT-Zytotoxizitatsassay

Unter MTT versteht man einen Zytotoxizitats-Assay, welcher die Stoffwechselaktivitat
kultivierter Zellen unter Einfluss von Medikamenten oder anderen Stoffen in
unterschiedlichen Konzentrationen bestimmen kann. Der MTT-Assay misst die Aktivitat
mitochondrialer Dehydrogenase in lebenden Zellen, unabhéngig davon, ob zum Zeitpunkt
der Analyse DNA synthetisiert wird oder nicht. Das dabei verwendete, schwach gelbe
Tetrazoliumsalz MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid] wird von
den Suspensionszellen aufgenommen. In diesen wird es durch NADH in einer
succinatabhangigen dehydrogenase-katalysierten Reaktion der aktiven Mitochondrien zum
blau-violetten Formazan [1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan] reduziert:

NADH + MTT _2evdogenase | Formazan + NAD'
Diese Reaktion ist irreversibel. Das Detergens Sodiumdodecylsulfat (SDS) lysiert die Zellen

und setzt dadurch das gebildete Formazan frei. Die Intensitat dieser Formazanlésung kann
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anschlie®end photometrisch bei 570 nm am ELISA-Reader gemessen werden. Die Hohe der
Absorption ist dabei proportional zur mitochondrialen Aktivitat der Zellen.

Zur Durchfiihrung des Testes werden die Zelllinien in einer Konzentration von 9 x 10° Zellen /
Well in 150 ul des entsprechenden Zellmediums in ,96-Well-Platten” mit flachem Boden
ausgesat. Die Zellen werden nun flr 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach dieser
Vorinkubation werden die Zellsuspensionen mit je 50 yl der Arzneistoff-Losung in steigender
Konzentration versetzt. Jede Konzentrationsstufe wird dabei neunfach angesetzt. Jeweils
neun Wells mit reinem Kulturmedium ohne Zellsuspension und Arzneistoff dienen dabei als
Hintergrund. Neun Wells mit Zellsuspension ohne Arzneistoff werden flr die spatere
Nullwertbestimmung benétigt. Die Platten werden erneut fir 48 Stunden bei 37°C inkubiert.
Nach Ablauf dieser Zeit wird jedem Well 10 ul einer 10 mg/ml MTT-LOsung zugesetzt. Es
folgt eine zweistlindige Inkubation der Platten bei 37°C mit anschlieRender Zugabe von 90 ul
Lyse-Puffer (15% SDS in Dimethylformamid / Wasser 1:1; pH4.5), welche die Freisetzung
des gebildeten Formazans durch Auflésen der Zellen initiiert. Die Platten werden mit Hilfe
von Alufolie lichtundurchlassig verschlossen und schitteln Uber Nacht bei Raumtemperatur.
Das Absorptionsspektrum der Proben wird mittels eines ELISA-Readers gemessen, wobei
die Intensitat der Farbentwicklung im direkten Verhaltnis zur Anzahl der proliferierenden
Zellen steht. Die Dosis-Wirkung-Beziehung und der ICso-Wert werden in Microsoft Excel
Ubertragen und anschlieBend mit Hilfe der Calcusyn-Software nach der ,median-effect

method" von Chou und Talalay ***' bestimmt.

3.2.3 Durchflusszytometrie

3.2.3.1 Fixieren und Permeabilisieren von Zellen

Die sich in der Suspension befindenden Zellen werden geerntet und fur finf Minuten bei
2000rpm abzentrifugiert. Das entstandene Pellet wird mit 1 ml eiskaltem 1x PBS gewaschen
und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wird noch einmal wiederholt. Das erneut gewonnene
Pellet wird zum Fixieren in 400 pyl 2% Paraformaldehyd (geldst in 1x PBS) resuspendiert. Es
schlie3t sich eine zehn-minttige Inkubationszeit bei 37°C an. Danach wird die Probe flr eine
Minute auf Eis gelagert und daraufhin zentrifugiert (finf Minuten, 2000rpm, RT). Das
resultierede Pellet wird anschlieRend in 200 pl 90% Methanol (in 1x PBS) aufgenommen. Die
Probe wird fir eine halbe Stunde bei 4°C gelagert, bevor sie bis zur Weiterarbeit bei - 20°C

eingefroren werden kann.

3.2.3.2 Antikorperfarbung

Die fixierten und permeabilisierten Zellen werden in dem gewilnschten Volumen (meist
zwischen 10 und 100 ul) in 1,5 ml-Reaktionsgefalie pipettiert. Eine mogliche Kontrolle wird
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auf drei Reaktionsgefal’e verteilt (dies dient der Messung der Autofluoreszenz und
Isotypkontrolle mit Hilfe des Antikérpers und Sekundarantikérpers).

Zunachst werden zu jeder Probe zwischen 500 und 1000 pl 0,5% BSA (geldst in 1x PBS)
gegeben. Es folgt eine finf-minltige Inkubation der Proben bei Raumtemperatur. Der sich
anschlieBenden Zentrifugation (finf Minuten, 2000rpm, RT) folgt ein Absaugen des
entstandenen Uberstandes. Wieder werden zu jeder Probe zwischen 50 und 100 pl 0,5%iges
BSA gegeben. Allen Proben, die mit dem eigentlichen Primarantikérper markiert werden
sollen, wird der erste Antikdrper in einer Konzentration von 1:50 hinzugefligt. Die
Autofluoreszenz sowie die Isotypkontrolle bleiben unbeachtet. Alle Proben werden flr eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit werden 1000 pl 0,5% BSA (in
1x PBS geldst) zu den antikdrperbehandelten Proben pipettiert. Diese werden im Anschluss
zentrifugiert (funf Minuten, 2000rpm, RT). Der Uberstand wird erneut abgesaugt. In alle
Proben, die bereits mit dem primaren Antikérper behandelt wurden, sowie in die Proben flr
die Isotypkontrolle, wird ein FITC-gelabelter Sekundarantikérper in einer Verdlinnung von
1:100 gegeben. Die Proben werden abgedunkelt und zwischen 30 bis 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend erfolgt die Zugabe von 1 ml 0,5% BSA (in 1x PBS
geldst) mit nachgeschalteter Zentrifugation zu den bereits genannten Konditionen. Der
Uberstand wird erneut entfernt, und das gewonnene Pellet wird in 300 pl 1x PBS (eiskalt)
resuspendiert und in die flr die Messung vorgesehenen Réhrchen Uberfuhrt. Es schliel3t sich

die Messung im Durchflusszytometer an.

3.2.4 Arbeiten mit DNA

3.2.4.1 Animpfen fur Maxi Preps

Eine Bakterieneinzelkolonie wird von einer Platte gepickt und in einer Vorkultur in 2-5 ml
Medium fir acht Stunden schittelnderweise inkubiert. Diese Starterkultur wird im Verhaltnis
1:500 bis 1:1000 in Antibiotika-haltigem Selektivmedium geldst (100 ml Medium + 100-200 pl
Starterkultur). Der Ansatz wird bei 37°C fir 12-16 Stunden geschuttelt, damit die

Bakterienkultur wachsen kann.

3.2.4.2 Animpfen fur Mini Preps

Ein 15 ml-Falkonréhrchen wird mit 2 ml LB-Medium und dem jeweiligen
Selektionsantibiotikum beflllt (1 pl Ampicillin + 1 ml LB-Medium). Nun wird mit Hilfe einer
sterilen Pipettenspitze ein einzelner Klon von der mit Bakterienkolonien bewachsenen
Agarplatte in das vorbereitete Falkonréhrchen gegeben. Das Réhrchen wird (ber Nacht bei

37°C auf einem Schittler geschwenkt. Am nachsten Tag zeichnet sich das
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Bakterienwachstum durch eine milchig-tribe Farbung des Mediums aus. Die Suspension

kann nun genutzt werden, um DNA daraus zu isolieren (siehe Mini Preps).

3.2.4.3 DNA-Isolierung (Mini Preps)

Die Bakteriensuspension wird, sobald sie trib ist, in ein 2 ml Eppendorftube Uberflhrt. Die
Proben werden zentrifugiert (eine Minute, 14.000rpm, RT). AnschlieRend wird der Uberstand
abgegossen. Die Lyse der Bakterien erfolgt mit Hilfe von je 100 ul eiskalter Solution I, die
100 ug/ml RNase enthalt. Die Proben werden mittels Vortexer resuspendiert. Es werden 200
pl frisch angesetzte Solution Il hinzugegeben. Die Proben werden durch Schwenken
gemischt und im Anschluss fur finf Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Inkubationszeit
erfolgt die Zugabe von 150 pl eiskalter Solution Ill. Wieder werden die Proben vermischt. Es
schlie3t sich eine halbstlindige Inkubationszeit auf Eis an. Nach deren Ablauf werden die
Proben fiir zehn Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert, und der Uberstand wird in ein neues
1,5 ml Eppendorfgefal Gberfuhrt. Es folgt die Zugabe von je 1 ml 100%igem Ethanol zu
jeder Probe mit nachfolgender zehn-mindtiger Zentrifugation bei 14.000 rpm. Zu den
erhaltenen Pellets wird je 1 ml 70%iger Ethanol pipettiert und erneut zentrifugiert (eine
Minute, 14.000 rpm, RT). Das Pellet wird an der Luft getrocknet, bis es durchsichtig
erscheint. Je nach GrofRRe des Pellets erfolgt die Zugabe von 10-50 yl dEPC-Wasser oder
TE-Puffer.

3.2.4.4 DNA-Isolierung (Maxi Prep) mittels eines Kits der Firma Qiagen

Dieses Protokoll dient der Praparation von bis zu 500 ug High- oder Low-copy Plasmid- oder
Cosmid-DNA. Vor Beginn des Versuchs werden die im Kit enthaltenen Lésungen nach
Anleitung vorbereitet. Nun beginnt die eigentliche DNA-Isolierung. Die mit einer Einzelkolonie
angeimpfte Kultur wird bei 6000 g flir 15 Minuten bei 4°C mit Hilfe des SLC 6000-Rotors
zentrifugiert. Das gewonnene Pellet wird in 10 ml P1-Puffer durch Vortexen resuspendiert.
Dem Lysat werden 10 ml P2 zugegeben. Es folgt ein grindliches Vermischen der einzelnen
Komponenten mit anschlielBender flnf-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur. Im
nachsten Schritt werden 10 ml des vorgekuhiten Puffers P3 hinzugegeben und sofort durch
schnelles Schwenken vermischt. Es schlie3t sich eine 20-minltige Inkubation auf Eis an. Bei
20.000 g wird 30 Minuten lang bei 4°C mit dem SS 34-Rotor zentrifugiert. Der Uberstand, der
die Plasmid-DNA enthalt, muss prompt vom Pellet entfernt werden. Uber ein Qiagen-Tip 500
werden 10 ml QBT-Puffer zur Aquilibrierung der Saule gefligt. Im nachsten Schritt wird der
Uberstand auf die S3ule gegeben. Die Qiagen-Tip 500 wird zweimalig mit 30 ml Puffer QC
gewaschen. Die sich auf dem Tip befindende DNA wird mit 15 ml Puffer QF eluiert und in
einem 50 ml Tube aufgefangen. Es schlief3t sich die Prazipitation der DNA durch Zugabe von

10,5 ml Isopropanol zum Eluat an. Nach Zugabe des Isopropanols und sofortigem Mischen,
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folgt eine Zentrifugation bei 15.000 g flr 30 Minuten bei 4°C (oder 5000 g, 60 Minuten bei
4°C). Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen, und zum Pellet werden 5 ml 70%iger
Ethanol gegeben. Erneut wird bei 15.000 g fir zehn Minuten bei 4°C (oder 5000 g, 60
Minuten bei 4°C) zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen, und das Pellet
wird fur funf bis zehn Minuten an der Luft getrocknet. Nach dem Trocknen wird das Pellet In

einer geeigneten Menge Puffer (TE) oder Wasser geldst.

3.2.4.5 Elution von DNA aus Whatman Papier

Zum Verschicken verschiedener Proben werden die DNA-haltige Loésung auf
Whatmanfilterpapier pipettiert, die Umrisse mittels eines Bleistiffes markiert und
anschlie®end trocknen gelassen. Abgedeckt mit Folie wird die DNA so in getrockneter Form
verschickt. Um die DNA erneut in Lésung zu bringen, wird der mit Bleistift markierte Teil
ausgeschnitten und in ein 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal gegeben. Nach Zugabe von 50 ul
Milli Q Wasser wird das Gefall bei 37°C fur dreiRig Minuten bei 1400 rpm geschittelt.
Anschlielend wird das Papier aus dem Reaktionsgefall entfernt, so dass die DNA-

Konzentration bestimmt werden kann.

3.2.4.6 Elution von DNA-Banden aus einem Agarosegel

Dieses Protokoll dient zum Extrahieren und Aufreinigen von 70 bp bis zehn kbp gro3er DNA
aus Standard oder low melt Agarosegelen in TAE oder TBE Puffern.

Die Banden, welche die gewlinschte DNA enthalten, werden mit Hilfe eines sterilen Skalpells
aus dem ein %-igen Agarosegel ausgeschnitten und anschlieBend in einem Eppendorf
Reaktionstube gewogen. Pro ein Volumen Gel (1 Vol ~ 100 mg) werden drei Volumen QG-
Puffer (1 Vol ~ 100 pl) hinzugefligt. Die Proben werden bei 50°C fir zehn Minuten auf dem
Heizblock geschittelt, bis das Gelstiick komplett geldst ist. Wenn sich die Lésung im
optimalen pH-Bereich befindet, ist ein gelber Farbumschlag als Indikator zu beobachten. Bei
einem orange-violetten Farbumschlag werden der Lésung 10 yl 3 M Natriumacetat pH 5.0
hinzugemischt. Ist eine Gelbfarbung der Lésung erreicht, wird 1 Gel Volumen Isopropanol
(100 mg ~ 100 ul) zugeftigt. Die DNA- Lésung wird auf eine Qiagen Saule, welche auf ein 2
ml Reaktionsgefall aufgesetzt wird, pipettiert. Es folgt ein Zentrifugationsschritt fir eine
Minute bei 13.000 rpm. Der Durchfluss wird verworfen. Die Saule wird nachfolgend mit 500
pl QG Puffer beladen, wenn die spater gewonnene DNA fir Sequenzierungen benutzt
werden soll. Es schlief3t sich ein erneuter Zentrifugationsschritt (eine Minute, 13.000 rpm,
RT) an. Der Durchfluss wird wieder verworfen. Es werden nun 750 yl PE Puffer auf die Saule
pipettiert, worauf eine zwei- bis flinfminlitige Inkubation bei Raumtemperatur folgt. Es
schlieBen sich zwei weitere Zentrifugationsschritte mit Entsorgung des Durchflusses an, um

die verbleibenden Alkoholreste zu beseitigen. Die Saule wird auf ein neues 1,5 ml
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Reaktionsgefall gesetzt, und auf die Mitte der Saule werden 50 pl EB Puffer (auch Wasser
ist hierfir moéglich) pipettiert. Nach einer Zentrifugation zu bekannten Bedingungen enthalt

der gewonnene Durchfluss die aus dem Agarosegel eluierte DNA.

3.2.4.7 Konzentrationsmessung mit dem NanoDrop

Bei den Konzentrationsmessungen mit dem NanoDrop von der Firma Paglab werden nur
noch sehr geringe Probemengen (2 ul) direkt eingesetzt. Die mitgelieferte Software bietet
unterschiedliche Messprogramme (fir Nucleinsauren, Proteine, etc.). Nach Pipettieren des
Blanks (dabei handelt es sich um den Puffer, in dem sich auch die Proben befinden) kann
direkt die jeweilige Messung erfolgen. Alle Konzentrationen werden sogleich mit Hilfe der

mitgelieferten Software angezeigt.

3.2.4.8 Messung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgt mit Hilfe des UV-Photometers bei einer
Wellenlange von 260 nm. Die Proben werden mit RNase-freiem Wasser (DEPC-Wasser) im
Verhaltnis 1:20 verdinnt (5 pl DNA und 95 uyl DEPC-Wasser), so dass sie im
Absorptionsbereich zwischen 0.1 und 1.0 mit Hilfe des entsprechenden Programms im

Photometer gemessen werden kdnnen. Als Blank dient der jeweilige Puffer.

3.2.4.9 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Methode, die es ermdglicht Nukleinsauren nach ihrer
GroRe und Struktur in einem elektrischen Feld aufzutrennen. Es werden Agarosegele mit
unterschiedlichem Agarosegehalt (ein bis funf %) verwendet. Dazu wird der entsprechende
Anteil der einen Agarose in 1x TAE-Puffer aufgekocht, nach Abkihlung auf ca. 60°C mit 0,4
pg/ml Ethidiumbromid versetzt und anschlieRend in die GelgieRkammer der gewilnschten
GroRe gegossen. Nach dem Polymerisieren der Agarose wird das Agarosegel in die
Elektrophoresekammer Uberfihrt und ebenfalls mit 1x TAE-Puffer Gberschichtet. Die mit
Laufpuffer versetzten Proben werden aufgetragen und die Nukleinsauren bei 70-100V

aufgetrennt. Zu Dokumentationszwecken werden die Agarosegele im UV-Licht fotografiert.

3.2.5 Arbeiten mit RNA

3.2.5.1 RNA-Isolierung mit dem Qiagen RNeasy Mini Kit

Pro Ansatz werden 5 x 10° Zellen verwendet, aus denen mit Hilfe des Kits ,Qiagen RNeasy
Mini“ die RNA isoliert werden soll. Nachdem die Zellen Uber einen bestimmten Zeitraum mit
einem Medikament behandelt worden sind, werden sie geerntet und abzentrifugiert (finf

Minuten, 1500 rpm, RT). Nachfolgend werden sie zweimalig in 1x PBS gewaschen. Nach
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dem Waschen wird das gewonnene Pellet in 600 yl des im Kit enthaltenen RLT-Puffers mit
R-Mercaptoethanol aufgenommen und gut darin resuspendiert, bis die Lyse der Zellen
einsetzt. Zum homogenisierten Lysat werden 600 pl 70% Ethanol gegeben und gut
vermischt. Die Suspension wird nun auf die RNeasy mini colum (Saule), welche sich auf
einem mitgelieferten Sammelgefall befindet, gegeben. Es folgt eine Zentrifugation (15
Sekunden, 14.000 rpm, RT). Der Durchlauf wird verworfen. Nun werden 700 uyl des RW1-
Puffers auf die Saule pipettiert. Es schlielt sich ein erneuter Zentrifugationsschritt zu den
oben beschriebenen Bedingungen an. Im Zuge dieser Arbeit wurde nach diesem Schritt ein
DNase Verdau auf der Saule angeschlossen, um besonders reine RNA zu erhalten. Dazu
werden 10 ul der gelésten DNase | zusammen mit 70 yl RDD auf die Saule gegeben, gefolgt
von einer 15-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur. Im Anschluss werden 700 pl RWA1
Puffer auf die Saule gegeben und zentrifugiert (15 Sekunden, 14.000 rpm, RT). Die Saule
wird auf ein neues Sammelgefal gesetzt, und es werden 500 ul des RPE Puffers
hinzugegeben. Es schliel3t sich eine erneute Zentrifugation (15 Sekunden, 14.000 rpm, RT)
an. Wieder werden 500 ul RPE-Puffer (ber die Saule gegeben. Es folgen zwei
Zentrifugationen (1: zwei Minuten, 2: eine Minute, 14.000 rpm, RT). Der Durchfluss wird
jedes Mal verworfen, bevor 50 yl DEPC-Wasser auf die Saule gegeben wird. Nach
Zentrifugation (eine Minute, 14.000 rpm, RT) wird der Durchlauf erneut auf die Saule
gegeben und wieder abzentrifugiert (eine Minute, 14.000 rpm, RT). Der gewonnene
Durchlauf enthalt die eluierte RNA.

3.2.5.2 RNA-Isolierung mit dem Qiagen RNeasy plus Kit

Dieses Kit ist speziell hergestellt worden, um eine Kontamination der gewonnenen RNA mit
genomischer DNA zu vermeiden. Die Durchflhrung dieser Methode erfolgt nach dem
mitgelieferten Protokoll. Die behandelten Zellen werden nach dem Waschen mit
nachfolgendem Lysieren auf eine gDNA Eliminator spin colum, welche sich auf einem
mitgelieferten Sammelgefall befindet, gegeben. Es folgt eine Zentrifugation (30 Sekunden,
14.000rpm, RT). Die folgenden Arbeitsschritte decken sich mit den zuvor beschriebenen

Vorgehensweisen aus dem Qiagen RNeasy Mini Kit-Protokoll.

3.2.5.3 RNA-Isolierung mittels Trizol

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgt unter anderem mittels der Trizol-Methode. Die
geernteten Zellen werden zunachst zweimal mit 1x PBS gewaschen und anschlieBend flr
zehn Minuten bei 3500 rpm zentrifugiert. Damit sollen die Reste des Mediums entfernt
werden. Anschliefend gibt man, je nach GréRe des Zellpellets, 0,5 bis 1 ml Trizol zu den
Pellets. Mit Hilfe einer Pipette wird das Zellpellet lysiert und danach fir 5 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend erfolgt die Zugabe von 100 bis 200 ul Chloroform.
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Die Reaktionsgefalle werden vorsichtig geschwenkt, um den Inhalt gut zu vermischen. Nach
einer weiteren Inkubationszeit von drei Minuten bei Raumtemperatur werden diese dann
abzentrifugiert (15 Minuten, 14.000 rpm, 4°C).

Nach diesem Zentrifugationsschritt entstehen drei unterschiedliche Phasen: eine obere
wassrig-farblose Phase, welche die Gesamt-RNA enthélt, eine Interphase, in der sich viele
Proteine befinden, und eine untere Phenol/Chloroform-Phase. Die Separation erfolgt durch
die Weiterarbeit mit der oberen wéassrigen Phase, die in ein neues Reaktionsgefal Gberfuhrt
wird.

In den nachsten Schritten folgt die RNA-Prazipitation. Zur wassrigen Phase werden 500 pl
Isopropanol gegeben. Wieder werden die Proben fir zehn Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und daraufhin zentrifugiert (15 Minuten, 14.000 rpm, 4°C). Der Probentberstand
wird nach diesem Zentrifugationsschritt vorsichtig verworfen, und das verbleibende RNA-
Pellet wird mit 1 ml 75% Ethanol/DEPC- H,O gewaschen. Nach vorsichtigem Vortexen der
Proben folgt eine erneute Zentrifugation der Proben (zehn Minuten, 10.000 rpm, 4°C). Dieser
Waschschritt wird insgesamt zweimal durchgefiihrt. Anschlielend werden die RNA-Pellets
getrocknet und schlielllich DEPC-H,O geldst. Die Proben werden zuletzt flir zehn Minuten
bei 55°C auf einem Heizblock geschittelt, um sicher zu gehen, dass sich die RNA
vollstandig im DEPC- H,0 I&st.

Um einer Kontamination der RNA mit genomischer DNA vorzubeugen, wird im Anschluss ein

DNase-Verdau durchgefihrt.

3.2.5.4 Dnase-Verdau der RNA
Fur den DNase-Verdau kann ein beliebiges Volumen RNA gewahlt werden. Im Rahmen

dieser Arbeit wurde meist mit folgendem Ansatz gearbeitet:

16 pl der isolierten RNA
2 ul 10x Reaktion Buffer (Sigma)
2 ul Amplification Grade DNase |, 1U/ul (Sigma)

20 pl Gesamtvolumen

Die einzelnen Komponenten werden vorsichtig vermischt und 15-20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wird dem Ansatz 1 ul Stop Solution (Sigma) zur DNase-
Inhibition zugefiigt. Es folgt ein weiterer Inkubationsschritt fliir zehn Minuten bei 70°C. In
diesem Schritt wird die DNase denaturiert. Nachfolgend wird der Ansatz bei geplanter

Weiterarbeit zunachst auf Eis gestellt oder kann bei - 20°C gelagert werden.
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3.2.5.5 Doppelter Dnase-Verdau

Das doppelte (dreifache...) DNase Verdau Verfahren ist bis zur Zugabe der DNase identisch
mit dem des einfachen DNase Verdaus. Es wird jedoch nach der 20-minttigen
Inkubationszeit nicht die Stop Solution eingesetzt, sondern erneut die Amplification Grade
DNase I, 1U/ul von der Firma Sigma. Wieder wird das Gemisch fir weitere 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach kann erneut Amplification Grade DNase |, 1U/ul (Sigma)
mit anschlieRender Inkubation hinzugegeben werden (dreifacher Verdau), oder die Reaktion
wird durch Zugabe von Stop Solution mit darauffolgender zehn-minutiger Inkubation bei 70°C

beendet.

3.2.5.6 Konzentrationsmessung RNA

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgt mit Hilfe des UV-Photometers bei einer
Wellenlange von 260 nm. Die Proben werden mit RNase-freiem Wasser (DEPC-Wasser) im
Verhaltnis 1:100 verdinnt (1 pl RNA und 99 ul DEPC-Wasser), so dass sie im
Absorptionsbereich zwischen 0.1 und 1.0 mit Hilfe des RNA-Programms im Photometer

gemessen werden kénnen. Als Blankwertmessung dient der jeweilige Puffer.

3.2.5.7 Uberpriifung der Reinheit von RNA

Um die Reinheit der isolierten RNA zu Uberprifen, wird eine PCR (Programm siehe Anhang),
bei der als Template die gewonnene RNA eingesetzt wird, durchgefihrt. Diese PCR wird mit
Hilfe eines 1%igen Agarosegels ausgewertet. Die Proben sind kontaminationsfrei, wenn
unter UV-Licht keine Banden im Agarosegel detektierbar sind. Es wird dabei stets eine

Positivkontrolle verwendet.

3.2.5.8 First Strand cDNA-Synthese

In ein 1,5 ml Eppendorfgefal® werden zu einer RNA-Menge (100 bis 150 ng) 1 ul Oligo-dT-
Primer (500 pg/ml), 1 uyl dNTP-Mix (10mM each) sowie PCR-Wasser pipettiert. Das
Endvolumen betragt 12 ul. Als Negativkontolle wird anstelle der RNA 1 pl PCR-Wasser
verwendet. Die Proben werden fir finf Minuten auf einen 65°C warmen Heizblock gestellt.
Im Anschluss werden die Proben sofort auf Eis geklhlt. Vor Zugabe weiterer Bestandteile
werden alle Proben kurz zentrifugiert (zehn Sekunden, 14.000 rpm, RT), um eventuelle
Kondensationsreste vom Gefalldeckel zu gewinnen. Im nachsten Schritt werden 4 ul 5x First
Strand Puffer, 2 yl 0,1 M DTT und 1 pl Rnase out den Proben zugefiihrt. Der Inhalt mit einem
Endvolumen von 20 ul wird vorsichtig vermischt, und die Proben werden fir zwei Minuten auf
einem Heizblock bei 42°C inkubiert. Zu jeder Probe werden 1 ul (200 Units) Superscript Il RT
gegeben. Die Reverse Transkriptase kann komplementare DNA (cDNA -copy-DNA) aus
einer vorhandenen RNA-Matrize erstellen. Um dem Enzym die nétigen 3°-OH-Gruppen zu
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liefern, werden die Oligo(dT)-Primer an den poly(A)-Schwanz des 3'-Endes der mRNA
hybridisiert. Unter entsprechenden Bedingungen synthetisiert die Reverse Transkriptase mit
den zugegebenen vier dNTP’s (Desoxynucleotidtriphosphaten) nun eine Kopie der
eingesetzten mMRNA, ein cDNA-mRNA-Hybrid. Von jeder Probe werden je ein Ansatz mit und
ein Ansatz ohne Reverse Transkriptase hergestellt. Dieser Vorgang dient ebenfalls dem
Ausschluss von Kontaminationen.

Die Proben werden erneut gut vermischt und fir 50 Minuten bei 42°C auf einem Heizblock
inkubiert. Nach Ablauf dieser Inkubationszeit erfolgt eine zweite flinfzehnminttige Inkubation
der Proben bei 70°C. Im Anschluss an die cDNA-Synthese wird die Konzentration der

Proben mit Hilfe eines Photometers gemessen.

3.2.5.9 Konzentrationsmessung der cDNA

Die Bestimmung der cDNA-Konzentration erfolgt mit Hilfe des UV-Photometers bei einer
Wellenlange von 260 nm. Die Proben werden mit RNase-freiem Wasser (DEPC-Wasser) im
Verhaltnis 1:20 verdinnt (5 pl cDNA und 95 ul DEPC-Wasser), so dass sie im
Absorptionsbereich zwischen 0.1 und 1.0 mit Hilfe des entsprechenden Programms im

Photometer gemessen werden kdnnen. Als Blank dient meist der jeweilige Puffer.

3.2.5.10 PCR
Diese Methode dient der Amplifikation bestimmter Sequenzen. Fir die Polymerase
Kettenreaktion werden unten genannte Inhaltsstoffe miteinander gemischt. Die Ansatze

werden dazu wie folgt pipettiert:

150 ng cDNA

x ul PCR-Wasser

2 ul Primer Mix (10 mmol f+r)
12,5 yl Red Tag Ready Mix

25 pl Gesamtvolumen

Zu jeder PCR gehort eine Negativkontrolle, bei der statt der cONA PCR-Wasser verwendet
wird. Als Positivkontrolle dient cDNA, die sicher zu einem nachweisbaren Ergebnis flhrt.
Abhangig vom verwendeten Primer und der erwarteten Konstruktgréf3e werden die Proben in

unterschiedlichen Programmen (siehe Anhang) auf einem PCR-Gerat laufen gelassen.
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3.2.6 Arbeiten mit Bakterien

3.2.6.1 Restriktionsverdau
Bei dieser Methode kdnnen mit Hilfe spezifischer Restriktionsendonucleasen definierte DNA-
Fragmente gewonnen werden oder in einen Vektor klonierte DNA aus diesem

herausgeschnitten werden.

Der Ansatz sieht im Allgemeinen wie folgt aus:

1U Enzym
2 ul 10x Enzym-Puffer
0,2-1 yg DNA
Ad 20 yl Wasser

20 pl Gesamtvolumen

Bei einigen Restriktionsendonucleasen muss dem Ansatz zusatzlich noch BSA zugesetzt
werden. Die optimalen Temperaturen (meist 37°C), bei denen die jeweiligen
Restriktionsendonucleasen arbeiten kébnnen, werden von den Hersteller definiert. Meist wird
eine Stunde bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. Die Auswertung des Verdaus

erfolgt mit Hilfe der Gréllenbestimmung der enthaltenen Fragmente mittels Agarosegel.

3.2.6.2 Transformation kompetenter Bakterien

Die kompetenten Bakterien DH5a Competent Cells von der Firma Invitrogen werden
vorsichtig auf Eis angetaut. Zu 25 ul der Bakterien werden 5 ul DNA-LAOsung pipettiert und
vorsichtig vermischt. Es wird ebenfalls mit einer Negativkontrolle (pUC 19 Kontroll DNA)
gearbeitet. Das Bakterien-DNA-Gemisch wird fir eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit erfolgt der Hitzeschock. Die Proben werden vom Eis direkt flr 20
Sekunden in ein 37°C warmes Wasserbad eingetaucht und nach Ablauf dieser Zeit erneut
fur zwei Minuten auf Eis belassen. Nun werden zu jeder Probe 450 ul vorgewarmtes LB-
Medium gegeben, und die Proben werden fiir eine Stunde bei 37°C auf einem Schittler
geschwenkt. Im Anschluss werden die Proben zentrifugiert (finf Minuten, 14.000 rpm, RT),
und der jeweilige Uberstand wird bis auf ein Restvolumen von ca. 100 pl abpipettiert. In
diesem verbleibenden Restvolumen wird das Pellet resuspendiert. Etwa 30 pl dieser
Suspension werden auf vorgewarmte, LB-Selektionsantibiotikum enthaltene Agarplatten mit
Hilfe einer Impfése ausgestrichen, wobei die Platten luftdicht mit Hilfe von Parafilm
verschlossen werden. Die Platten lagern Uber Nacht in einem 37°C warmen

Inkubationsschrank.
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Bei erfolgreicher Transformation zeigen sich auf den Platten Bakterienkolonien. Die pUC19-
Kontroll-DNA-(Negativkontrolle)-Platte darf kein Bakterienwachstum aufweisen. Die

Bakterienkolonien kénnen nun weiterbearbeitet werden (siehe Animpfen fir DNA-Isolierung).

3.2.7 Proteinbiochemie

3.2.7.1 Herstellung von Zelllysaten in Urea-Puffer

Die ausgesaten Zellen werden geerntet und abzentrifugiert. Das bei der Zentrifugation
gewonnene Pellet wird in 500 pl Urea-Puffer aufgenommen und resuspendiert. Zur
vollstdndigen Lyse werden die Proben fir 20 Minuten bei 21°C auf einem Schuttler
geschwenkt. Im Anschluss werden die Proben abzentrifugiert (20 Minuten, 14.000 rpm, RT).
Der Uberstand wird gesammelt und kann entweder weiterbearbeitet oder bei - 80°C gelagert

werden.

3.2.7.2 Herstellung von Zelllysaten in 150mM-Lysispuffer

Die ausgesaten Zellen werden geerntet und abzentrifugiert. Das bei der Zentrifugation
gewonnene Pellet wird in 500 ul 150 mM Lysispuffer aufgenommen und fur zehn Minuten auf
Eis inkubiert. Nachfolgend werden die Proben zentrifugiert (20 Minuten, 14.000 rpm, 4°C).
Der dabei gewonnene Uberstand kann entweder direkt bearbeitet oder bis zur Weiterarbeit

bei - 20°C gelagert werden.

3.2.7.3 BCA-Proteinassay
Der BCA-Proteinassay dient der Proteinkonzentrationsbestimmung. Zunachst wird mit Hilfe
des im Kit enthaltenen BSAs und des Puffers, in dem auch die Zellen lysiert worden sind,

eine Eichkurve nach dem dort angegebenen Schema pipettiert.

Hierauf wird die im Kit enthaltene Working Reagent (WR) hergestellt. Die fertige Lésung
kann einige Tage lang bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. Die bendtigten Felder einer
96-Well-Mikrotiterplatte mit rundem Boden werden zunachst mit 200 pyl WR beflllt. Im
Anschluss erfolgt die Zugabe von je 10 ul Probe. Von jeder Probe, einschliel3lich der Proben
aus der Eichreihe, wird eine Dreifachbestimmung gemacht.

Die Platte wird fur 30 Sekunden im Schuttelprogramm des ELISA-Readers geschwenkt. Es
folgen das VerschlieRen der Mikrotiterplatte und eine 30-minttige Inkubation bei 37°C. Nach
diesem Inkubationsschritt wird die Platte flr finf Minuten auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die
sich anschlieBende Messung der Proteinkonzentration mit dem ELISA-Reader muss

innerhalb von zehn Minuten bei 562 nm erfolgen.
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Mit Hilfe eines Excel-Programms werden die MeRwerte analysiert:
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3.2.7.4 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford Protokoll

Zunachst werden zwei unterschiedlich konzentrierte Lésungen (Lésung A und Lésung B) fur

die Eichgerade hergestellt. Losung A beinhaltet 50 yl BSA-Stammldsung (100 mg/ml) sowie

950 ul des Lysispuffers, in dem sich auch das spater zu messende Proteingemisch befindet.

Lésung B enthalt ebenfalls 950 ul dieses Lysispuffers, jedoch anstelle von BSA 50 pl

Wasser.

Werden geringe Proteinkonzentrationen erwartet, bietet sich das folgende Pipettierschema

fur die entsprechende Eichgerade an:

Konzentration 5 4 3 2 1 0,75 0,5 0,25 0,1 0
[Hg/pl]

Losung A [ul] | 100 80 60 40 20 15 10 5 2 0

Losung B [pl] 0 20 40 60 80 85 90 95 98 100

Fur héhere Proteinkonzentrationen wahlt man das Pipettierschema flr die unten stehende

Eichgerade:

Konzentration |10 8 6 4 2 1 0,5 0
[Hg/ul]

Losung A [ul] | 100 80 60 40 20 10 5 0
Losung B [ul] |0 20 40 60 80 90 95 100
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Von jeder Konzentration, die man durch das Pipettieren der Eichgerade erhalten hat, werden
30 pl eingesetzt. Zu dieser Menge werden zusatzlich noch 30 ul 0,1 M Salzsaure (HCI) sowie
240 pl Wasser gemischt.

Im Anschluss werden die Proben mit der noch unbekannten Proteinkonzentration vorbereitet.
Auch in diesem Fall werden von jeder Probe, deren Konzentration bestimmt werden soll, 30
Ml unverdinnt eingesetzt und mit 30 pl 0,1 M Salzsaure (HCI) und 240 ul Wasser vermischt.
Im letzten Schritt erfolgt die Herstellung einer Blindprobe (Blank). Diese enthalt 30 ul des
Lysispuffers sowie ebenfalls 30 ul 0,1 M Salzsaure (HCI) und 240 yl Wasser.

Alle Proben werden nun fir die Messung im Photometer prapariert. Zunachst wird Bradford-
Lésung im Verhaltnis 1:5 mit Wasser verdinnt und mit Hilfe eines Faltenfilters filtriert. Von
den bereitgestellten Proben werden 25 ul mit 875 pl dieser Bradford-Lésung vermengt. Es
folgt eine Inkubationszeit von funf Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieRend werden die
Proben mit Hilfe eines Photometers bei einer Wellenlange von 595 nm in einem vom Geréat
vorgegebenen Programm gemessen. Zunachst erstellt das Gerat anhand der
entsprechenden Proben die Eichgerade. Gemal dieser vorgegebenen Konzentrationen
kdénnen anschlielend die Proben mit der unbekannten Proteinkonzentration analysiert

werden.

3.2.7.5 SDS-PAGE
SDS-PAGE ist die Kurzbezeichnung fiir Sodium-dodecylsulfate-polyacrylamide-gel-

elektrophoresis und dient in der Biochemie als analytische Methode zur Trennung von
Proteingemischen in einem elektrischen Feld.

Bei dieser Methode wird das Trenngel hergestellt (die Prozentigkeit richtet sich hierbei nach
der erwarteten ProteingréRe). Die Trenngelsuspension wird gut vermischt und blasenfrei in
die daflr vorgesehene Gelkammer bis zu einer Markierung gegossen oder pipettiert und
abschlieend mit Isopropanol Uberschichtet. Das noch flissige Gel braucht etwa eine halbe
Stunde, bis es polymerisiert ist.

Es folgt die Zubereitung des Sammelgels, dessen Prozentigkeit weit unter der des Trenngels
liegt. Die Mischung wird anschlieRend auf das polymerisierte Trenngel pipettiert. In das noch
flissige Gel wird ein Kamm mit den entsprechenden Taschen gesteckt. Auch das
Sammelgel muss polymerisieren.

Das fertige Gel wird in eine Laufkammer gesetzt, in der sich bereits ein entsprechender
Laufpuffer befindet. Der Kamm wird vorsichtig aus dem Gel entfernt, und die vorbereiteten
Proben, die das Proteingemisch enthalten, kénnen samt passendem Marker aufgetragen
werden. Es wird elektrische Spannung an die Gelkammer angeschlossen, damit das

Proteingemisch entsprechend seiner Grolle im elektrischen Feld wandern kann. Beim
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Durchwandern des Sammelgels wird mit einer kleineren Spannung begonnen. Treten die
Proben in das Trenngel ein, kann die Spannung erhéht werden.
Die Dauer der Gelelektrophorese ist sowohl von der Proteingréf’e, als auch von der

angelegten Spannung abhangig.

3.2.7.6 Mini-2D-Gele

Die Methode der Mini-2D-Gelelektrophorese erstreckt sich Uber drei aufeinander folgende
Tage. Am ersten Tag missen die Proben vorbereitet werden. Nach der
Proteinkonzentrationsbestimmung der sich im Harnstoff-Lysispuffer befindlichen Zelllysate
soll die jeweilige Proteinkonzentration fir einen sieben cm langen Gelstreifen 20 ug Protein
pro 125 ul Harnstoff-Lysispuffer betragen. Die Gelstreifen werden nach Entfernung des
Plastikschutzstreifens vorsichtig in ein 15-ml Falkon Tube geschoben und anschlieRend so
gedreht, dass die Gelseite nach unten zeigt. Die vorbereitete Proteinlésung wird nun
zwischen Gelstreifen und GefalRwand pipettiert, wobei mdglichst keine Luftblasen entstehen
sollen. Das Proteingemisch soll dabei vollstandig Uber den Streifen verteilt sein. Zum Schutz
vor Dehydratation wird das Gefall komplett mit einem Deckel verschlossen und waagerecht
fur etwa zwolf Stunden bei Raumtemperatur belassen (Hydratisieren).

Am zweiten Tag schlief3t sich die erste Dimension in der IEF-Kammer an. Kleine ,Electrode
Wicks® werden mit MilliQ-H,O angefeuchtet, abtropfen gelassen und auf die jeweiligen
Elektroden gelegt. Die Gelstreifen werden mit der Gelseite nach unten (+ auf +) linksbiindig
in die IEF-Kammer gelegt. Es muss darauf geachtet werden, dass das Gel direkt auf den
Elektroden liegt und keine Luftblasen vorhanden sind. Die Gelstreifen werden nun jeweils mit

1,5 ml Mineralél abgedeckt, und der Deckel wird auf die IEF-Kammer gelegt.

Die Laufkonditionen sind wie folgt festgelegt:

Laufkonditionen Zeit Volt [V]
1 Einlaufzeit > 30 Minuten 250
2 Laufzeit linear ad 5000 Voltstunden 5000
3 weitere Laufzeit > 5000 Voltstunden 5000
4 Schutz 2 Stunden 500

Nach Abschluss der ersten Dimension werden die Streifen entnommen, das Mineralol wird
durch Abtropfenlassen entfernt, und die Streifen werden in verschlossenen 15mi-Falkon-
Tubes Uber Nacht bei - 80°C eingefroren.

Am dritten Tag folgt die zweite Dimension in Form eines Western Blots. Das flissige Gel
wird bis ca. einem cm unter den Rand der Vorrichtung gegossen und im Anschluss mit 1 ml

Isopropanol Uberschichtet.
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Wahrend das Gel polymerisiert, werden die Gelstreifen aufgetaut und weiterbearbeitet. Fur
den Lauf in der Elektrophoresekammer missen die Gelstreifen aquilibriert werden. Dazu
werden die Gelstreifen zunachst fir 15 Minuten bei Raumtemperatur in der
Aquilibrierungslésung A auf dem Schuttler inkubiert. AnschlieRend wird die Lésung
abgegossen. Nun werden die Gelstreifen fir 15 Minuten in der Aquilibrierungslésung B bei
Raumtemperatur geschwenkt. Wieder wird nach Ablauf der Zeit die L6sung abgegossen.

In der Zeit, wahrend die Streifen in Lésung B inkubieren, wird das Gel weiterbearbeitet.
Kleine ,Elektrode-Wicks" werden mit Rainbow Marker getrankt (ca. 10 ul) und linksseitig auf
das Trenngel gelegt. Das Gel wird mit ca. 4 ml ,Sammelgel® (0,6% Agarose +
Bromphenolblau) Uberschichtet, und die Gelstreifen werden in das noch flissige
~sammelgel aufgelegt. Dabei sollte das Gel nach vorne zeigen und die +-Seite rechts
liegen. Danach erfolgt eine SDS-PAGE fir ca. 2,5 Stunden bei 95 V mit anschlieRendem

Western Blot (siehe entsprechendes Protokoll).

3.2.7.7 Western Blot

Fur jedes in der SDS-PAGE gelaufene Gel wird eine Membran und viermal Whatman-Papier
auf die GrolRe des Gels zugeschnitten. Vom Gel selbst wird das Sammelgel abgeschnitten,
bevor verschiedene Plastikschalen befiillt werden: drei Schalen mit Blotting-Puffer und eine
mit Schale Milli-Q-Wasser. Die Membran wird mit Hilfe einer Pinzette zwischen den blauen
Papierblattern entfernt, circa eine Minute in die Schale mit Milli-Q-Wasser gelegt und danach
in die Blotting Puffer Schale gegeben. Das zur Blotting-Aparatur gehérende Frottee sowie
das Whatman-Papier werden im Blotting-Puffer getrankt.

Der Blotaufbau sieht wie im Folgenden beschrieben aus:

Schwarze Seite

Frottee

2 x Whatman

Gel

Membran

2 x Whatman

N o o ko Ddhd =

Frottee

8. Weile Seite
Wahrend die einzelnen Lagen aufgebaut werden, missen entstehende Blasen immer mit
Hilfe einer Plastikpipette zwischen den einzelnen Schichten entfernt werden. Die Kammer
wird komplett mit Blotting-Puffer gefiillt. Es wird flir 45 Minuten bei 340 mA im Kihlschrank
geblottet. Im Anschluss an das Blotten der Proteine vom Gel auf die Membran muss die
Membran geblockt werden. Das Blocken dient dem Absattigen der Proteinbindungsstellen

auf der Membran. Dazu werden der Blot auseinandergebaut und die Membran fir eine
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Stunde in Blocking-Lésung (funf Prozent Magermilch in 1x TBS-T gelést, 10 ml) bei
Raumtemperatur oder im Kihischrank auf einem elektrischen Schittler geschwenkt. Es
schlie3t sich die Inkubation der Membran mit dem ersten Antikdrper an (Antikoérper in der
gewlnschten Verdinnung in 5% Magermilch in 1x TBS-T oder 1x PBS-T). Die
Inkubationszeiten sind antikérperabhangig und kdénnen zwischen einer Stunde bei
Raumtemperatur und mehr als zwdlf Stunden (meist Uber Nacht) bei 4°C variieren. Es folgt
ein dreimaliges Waschen der Membran mit 1x TBS-T oder PBS-T. Nun muss mit dem
zweiten Antikdrper inkubiert werden. Wieder folgt das dreimalige Waschen der Membran zu
den bereits genannten Bedingungen. Daraufhin wird die Membran mit Farbelésung
behandelt (Western-Blot-Detecting-Reagenz/ECL). Die Farbelésung wird deckend auf die
Membran pipettiert und fir etwa eine Minute darauf belassen. Die Membran wird in eine
Filmkassette, worauf der Film entwickelt wird. Dies geschieht nach der Anleitung der
jeweiligen Entwicklermaschine. Man wahlt unterschiedliche Belichtungszeiten (Start: eine
Minute +/-) und erhalt daraufhin einen Réntgenfilm, der unterschiedliche Bandenmuster tragt.
Der Marker, der sich auf der Membran, jedoch nicht auf dem Film befindet, muss per Hand
auf den Film Ubertragen werden, um ein Mal fir die Grélke der Banden gewahrleisten zu

kdénnen.

3.2.7.8 Semi-Dry-Blot

Die auf GelgréRe zurechtgeschnittene Membran wird vor dem eigentlichen Blotten wie folgt
behandelt.

Zunachst wird die Membran fir zehn bis 15 Sekunden in Methanol gegeben und
anschlieBend fir zwei Minuten in destilliertem Wasser gelagert. Es schliel3t sich eine
finfmindtige Inkubationszeit in der vorbereiteten Aquilibrierungslésung an. Auch das Gel aus
der SDS-PAGE muss vor dem Blotten mindestens zehn Minuten (kann bis zu 1 Stunde
anhalten) in Aquilibrierungslésung belassen werden. Wahrend der Inkubationszeit wird
Whatman-Papier ebenfalls auf die GroRe von Gel und Membran zugeschnitten und in
Aquilibrierungslésung angefeuchtet.

Im Anschluss erfolgt der Aufbau des Semi-Dry-Blots nach den Angaben des Protokolls der
Firma Biorad®© zur Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell by Biorad ©. Geblottet wird flr 15
Minuten bei 20 V. Nach dem Blotten kénnen die freien Proteinbindungsstellen auf der
Membran geblockt werden. Eine schnelle Methode ist das Blocken der Membran in
Methanol. Dazu wird die Membran flr 15 Sekunden in Methanol gegeben und anschliefend
auf Filterpapier getrocknet. Es schliefdt sich, wie bereits beim Western Blot beschrieben, die

Inkubation der Membran mit dem ersten Antikérper und nachfolgenden Schritten an.
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3.2.7.9 Coomassie-Farbung

Unmittelbar nach Abschluss der Elektrophorese werden die SDS-Gele Uber Nacht in
Coomassie-Lésung geschwenkt. Im nachsten Schritt werden die Gele in destilliertem
Wasser entfarbt. Dabei muss das Wasser mehrfach gewechselt werden. Die Gele kénnen

dann in eine Plastikfolie eingeschweilt werden, damit sie vor Austrocknung geschiitzt sind.

3.2.7.10 Membrane-Stripping

Die Membran wird fir eine Stunde in Stripping-Solution gewaschen. Nachfolgend schlie3en
sich zwei Waschschritte von je 15 Minuten Dauer in 1x PBS-T an. Im letzten Schritt wird die
Membran fur eine Stunde mit 5% Magermilch, geldst in 1x PBS-T, geschwenkt (Blocken der

Membran).

3.2.7.11 Zellfraktionierung mit verschiedenen Puffern unterschiedlicher
Salzkonzentrationen

Die Ausgangszellmenge bei diesem Protokoll betrdgt 1 x 10" Zellen. Zunachst erfolgt das
Abzentrifugieren der gewlinschten Zellen. Der Uberstand wird vorsichtig verworfen und das
Pellet anschlieRend mit 1 ml, dann mit 9 ml kaltem 1x PBS resuspendiert. Wieder wird
zentrifugiert (1500 rpm, zehn Minuten, 4°C) und der Uberstand abgegossen. Dieser Schritt
wird ein weiteres Mal wiederholt, damit das Suspensionsmedium vollstandig von den Zellen
gewaschen wird. Die Zellen werden in 1 ml kaltem 1x PBS resuspendiert und in Eppendorf
Gefalke Uberfuhrt. Es schlielt sich eine erneute Zentrifugation bei 14.000 rpm fir 45
Sekunden bei Raumtemperatur an. Das gewonnene Pellet wird in 400 ul (200 pl) eiskaltem
Puffer A resuspendiert und flr 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Probe wird auf jeweils 200 pl
aufgeteilt, und es folgt die Zugabe von 25 pul (12,5 pl) 10%iger NP-40 Lésung. Nun werden
die Ansitze bei 4°C fiur 1" Minuten geschiittelt. Wieder schlieBt sich ein
Zentrifugationsschritt mit 14.000 rpm flir 60 Sekunden bei Raumtemperatur zur
Sedimentation der Zellkerne an. Danach wird der Uberstand vorsichtig mit einer
Pasteurpipette abgesaugt und aufbewahrt. Dieser Uberstand enthalt die zytoplasmatische
Fraktion. Zum Pellet werden 50 pl Puffer C gegeben, und es folgt ein 20-mintiges starkes
Schitteln bei 4°C. In diesem Schritt kommt es zur Zellkernlyse und somit zur Freisetzung der
Chromatin-assoziierten Proteine. Wieder wird mit 13.000 rpm fiur funf Minuten bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand enthalt die Zellkern-Fraktion und kann nach der

Proteinkonzentrationsbestimmung flr weitere Versuche genutzt werden.
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3.2.7.12 Zellfraktionierung: Isolierung von Zellkernen liber einen
Saccharosegradienten

Diese Methode wird komplett auf Eis durchgefiihrt. Pro Ansatz sollten 5 x 10" (besser 1 x
10%) Zellen verwendet werden. Zunéchst folgt das Abzentrifugieren der gewiinschten Zellen.
Der Uberstand wird verworfen und das Pellet anschlieRend mit 10 ml kaltem 1x PBS
resuspendiert. Erneut wird zentrifugiert (1500 rpm, zehn Minuten, 4°C) und der Uberstand
abgegossen. Dieser Schritt wird ein weiteres Mal wiederholt, damit das Suspensionsmedium
vollstandig von den Zellen gewaschen wird. Das dabei gewonnene Zellpellet wird in 10 ml
TKM-Puffer+ 0,25% NP-40 + Proteaseinhibitoren resuspendiert und fur funf Minuten auf Eis
gelagert. Es schlie3t sich eine Zentrifugation flir zehn Minuten bei 1100 rpm (4°C) an. Der
dabei entstandene Uberstand enthalt den zytoplasmatischen Teil. Das Pellet wird in 10 ml
TKM ohne NP-40 + Proteaseinhibitoren aufgenommen, bevor erneut fiir zehn Minuten bei
1100rpm (4°C) zentrifugiert wird. Das dabei gewonnene Pellet wird in 3 ml TKM + 0,25 M
Saccharose + Proteaseinhibitoren aufgenommen und in ein kleines Zentrifugenréhrchen
Uberflhrt. Diese Losung wird mit 3 ml 2,5 M TKM unterschichtet und mit TKM + 0,25 M
Saccharose Uberschichtet. Es folgt eine Ultrazentrifugation fir vier Stunden mit 37.000 rpm
bei 4°C. Die nukleare Fraktion, die sich durch eine weille scharf begrenzte Schicht im
Zentrifugenréhrchen auszeichnet, wird mit einer Pasteurpipette abgenommen und in ein
Falcon-Gefal} pipettiert. Es folgt die Zugabe von 10 ml eiskaltem 1x PBS mit nachfolgender
zehn-minutiger Zentrifugation bei 3500 rpm und 4°C mit Verwerfen des Uberstandes. Dieser
Schritt wird dreifach durchgefihrt. Zu dem gewaschenen Pellet wird Lysispuffer zur
Zellkernlyse pipettiert. Bei Verwendung des 150 mM-Lysispuffers werden die Proben fir
zehn Minuten auf Eis gelagert und nachfolgend flir 20 Minuten bei 14000 rpm (4°C)
zentrifugiert. Der Uberstand, der die nukledre Fraktion enthalt, wird bis zum weiteren
Gebrauch bei - 20°C gelagert.

3.2.8 Verwendete Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des zwei-seitigen t-Tests flr ungepaarte Proben
sowohl mit Hilfe des Programms Microsoft Excel, als auch mit GraphPad Prism. Das
Signifikanzniveau wurde fir p-Werte kleiner als 0.05 bzw. 0.01 festgelegt. Alle Proben

wurden in einer Dreifachbestimmung gemessen.
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4. Ergebnisse

Bei der Chronisch Myeloischen Leukamie (CML) kommen heute Tyrosinkinaseinhibitoren,
wie beispielsweise Imatinib, als therapeutische Malkhahme zum Einsatz. Diese Medikamente
besitzen nicht nur grofien Einfluss auf Dauer und Progression der Erkrankung, sondern auch
auf verschiedene Proteine innerhalb der leukdmischen Zellen. Ein gro3es Problem stellt
jedoch die Entstehung von Resistenzen gegenlber der existierenden Therapie dar. Aus

diesem Grund wird forciert nach neuen Zielstrukturen in der Behandlung der CML geforscht.

Wie einleitend beschrieben beschaftigt sich diese Arbeit mit dem unter Behandlung mit dem
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib differenziell exprimierten Protein Ebp1 in leukdmischen Zellen
(Abb. 14).

©
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Lokalisation Isoformen Expression

Abbildung 14: Schematische Ubersicht der Arbeit

Mittels verschiedener Methoden wurde untersucht, ob Ebp1 auller in K562-Zellen auch in
weiteren leukamischen Zelllinien, sowohl humaner als auch muriner Herkunft, zu finden ist.
Gleichwohl wurde das Vorhandensein von Ebp1 in Patientenmaterial Gberprift. Besonderes
Augenmerk galt dabei dem Einfluss des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib auf Ebp1 in diesen
Zellen. Die zellulare Lokalisation von Ebp1 in K562-Zellen ist ebenfalls ein elementares

Untersuchungsobjekt dieser Arbeit.
Die Uberprifung der Expression der vier verschiedenen epidermalen Wachstumsfaktoren

erfolgte in gleicher Weise, da Ebp1 nachweislich an den ErbB3-Rezeptor bindet. Auch in

diesem Zusammenhang wurde die Rolle von Imatinib untersucht (Abb.14).
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Ein weiterer Abschnitt der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche befasste sich
mit den Effekten der beiden Isoformen von Ebp1 (Ebp1-p42 und Ebp1-p48) auf K562-Zellen

hinsichtlich Proliferation, Zytotoxizitat und Apoptose.

4.1 Ebp1 wird in verschiedenen humanen und murinen leukamischen Zelllinien

exprimiert

4.1.1 Northern Blot-Expressionsanalyse

Um einen Uberblick tber die Expression von Ebp1 zu bekommen, wurden Northern Blot
Analysen durchgefuhrt.

Dazu wurden verschiedene humane und murine CML-Zelllinien fir 24 Stunden wahlweise
mit 4 uM des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib oder mit einer DMSO-Kontrolle (DMSO:Wasser
= 1:1) behandelt. Nach Ablauf dieser Inkubationszeit wurde aus den gewonnenen Zellpellets
mit Hilfe der Trizol-Chloroform Methode, sowie mit Hilfe verschiedener Kits der Firma
Qiagen, RNA isoliert. Nach Kontrolle auf Kontamination mit genomischer DNA konnten die
unterschiedlichen RNA-Proben an die Universitat Greifswald (Institut fir medizinische
Biochemie und Molekularbiologie) geschickt werden, wo mit freundlicher Unterstiitzung von
Frau Dr. rer. nat. Heike Junker die Northern Blot-Analysen durchgefihrt wurden.

Die auf den Roéntgenfilmen abgebildeten Bandenmuster (Abb. 15 und 16) zeigen folgende
Ergebnisse:

Bei Jurkat und hmT+8 handelt es sich um die Positivkontrollen. Bei den humanen Ph+-CML-
Zelllinien JURL-MK1, K562, LAMA-84 und KCL-22 scheint die Expression von Ebp1 unter
Tyronsinkinaseinhibitor-Behandlung abzunehmen (Abb. 15), da die hier spezifisch detektierte
Bande (Pfeil, Abb.15) deutlich schwéacher ausgepragt ist als bei der mit DMSO behandelten
Kontrolle. Dies macht deutlich, dass der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib, welcher die BCR-
ABL-aktive Tyrosinkinase hemmt, moéglicherweise einen hemmenden Effekt auf die mRNA

von Ebp1 hat oder auf Promoterebene die Transkriptionsrate verringern kénnte.
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Abbildung 15: Die mRNA-Expression von Ebp1 in verschiedenen humanen
leukdmischen Zelllinien wird von Imatinib beeinflusst. Northern Blot mit humanen
Zelllinien: unterschiedliche humane Zelllinien unter der Behandlung mit 4 uM Imatinib fiir 24

Stunden.

Auch bei den murinen Zelllinien, die nach dem gleichen Prinzip wie die humanen Zelllinien
behandelt wurden, zeigte sich in einer der Zelllinien ein Effekt von 4 uM Imatinib auf die
mRNA von Ebp1 (Abb. 16). Nur Ebp1 in der Imatinib-sensitiven BCR-ABL-positiven Zelllinie
Ba/F3-p210 reagierte mit einem abgeschwachten Ebp1-Expressionsmuster auf die
Tyrosinkinase-Inhibition (Pfeil, Abb.16). Die BCR-ABL-negative Ba/F3-Zelllinie und die BCR-
ABL-Mutanten M351T, T315l und E255K lieRen keine Anderung im Expressionsmuster von
Ebp1 erkennen.

Dies deutet auf einen Zusammenhang zwischen der Ebp1-Expression und dem Einfluss der
BCR-ABL-Tyrosinkinase-Aktivitat hin, da ein Expressionsriickgang von Ebp1 nur in BCR-
ABL-positiven Ba/F3-p210 Zellen zu beobachten ist, jedoch nicht in der BCR-ABL-negativen
Zelllinie Ba/F3 oder den verschiedenen Imatinib-resistenten Mutanten (M351T, T315I und
E255K).
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Abbildung 16: Die mRNA-Expression von Ebp1 in verschiedenen murinen
leukdmischen Zelllinien wird von Imatinib beeinflusst. Northern Blot mit
unterschiedlichen murinen Zelllinien, welche fiir 24 Stunden mit 4 uM Imatinib behandelt

wurden
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4.1.2 Expressionsanalyse mittels RT-PCR

Da die Northern Blot Analysen nicht hundertprozentig auswertbar waren, haben wir eine
zweite Methode zur Analyse der mRNA-Expression verwendet. Auch mittels RT-PCR wurde
die Ebp1-Expression unter dem Einfluss von 4 uM Imatinib untersucht.

Zunachst wurden sowohl humane als auch murine Zellen in einer Zellkonzentration zwischen
1-5 x 10° ausgesat und fiir 24 Stunden mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib behandelt.
Bei den humanen Zellen handelte es sich um die BCR-ABL-positiven CML-Zelllinien K562,
BV173, LAMA-84, MEG-01, KYO-1, KCL-22, Jurl-MK sowie EM2. Als BCR-ABL-negative
Zelllinie wurde HL-60 ausgewahlt. Die murinen Zelllinien, die hier zur Verwendung kamen,
hieRen Ba/F3, Ba/F3 -p210, T315l, M351T und E255K. Bei NT2 handelt es sich um die
Positivkontrolle.

Nach Ablauf der 24-stlindigen Inkubationszeit wurde aus den gewonnenen Zellpellets mittels
der Trizol-Chloroform-Methode RNA gewonnen. Die Konzentrationsmessung erfolgte mittels
unterschiedlicher Photometer. Danach wurde die RNA auf mdgliche genomische
Kontaminationen untersucht und durch die First Strand cDNA Synthese in cDNA
umgeschrieben. Nach erneuter Konzentrationsmessung konnte die hergestellte cDNA fir
unterschiedliche PCR-Reaktionen mit einem Ebp1 Primer sowie einem Primerpaar flr das
Kontroll-Gen RPLPO genutzt werden. Die fir die PCR angewandten Konditionen sind unter
.Material und Methoden® sowie im Anhang ausfiihrlich beschrieben. Die PCR-Produkte
wurden in der Folge auf ein 2%-iges Ethidiumbromidgel aufgetragen und mittels einer UV
Kamera abfotografiert (Abb. 17).
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Abbildung 17: Die mRNA von Ebp1 wird in verschiedenen humanen leukdmischen
Zelllinien unter dem Einfluss von Imatinib differentiell exprimiert. Verschiedene RT-
PCR-Ansétze mit humanen Leukdmie-Zelllinien, welche fiir 24 Stunden mit 4 uM Imatinib

behandelt wurden
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Das Expressionsmuster der mRNA von Ebp1 in Abbildung 17 ist gekennzeichnet durch eine
Abnahme der Expression bei der mit Imatinib behandelten BCR-ABL-positiven K562-
Zelllinie. Die ebenfalls BCR-ABL-positive BV173-Zelllinie ist jedoch in diesem Fall nicht
sonderlich aussagekraftig. Zwar verringert sich die mMRNA-Expression von Ebp1 in der mit
Imatinib behandelten Probe, allerdings nimmt auch in der Kontrolle die mRNA-Expression
des Kontroll-Gens RPLPO ab, so dass man nicht wie bei K562, von einem eindeutigen Effekt
sprechen kann.

Mit Ausnahme der BV173-Zellen, zeigt die Kontrolle mit RPLPO hingegen keine
Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Zellen. In der BCR-ABL-negativen
AML-Zelllinie existieren keine Unterschiede im mRNA-Expressionsmuster. Zumindest bei
den K562-Zellen kann von einem BCR-ABL-spezifischen Effekt auf das mRNA-
Expressionsmuster die Rede sein.

Abbildung 17 zeigt zudem die Expression von Ebp1 in sechs weiteren behandelten versus
unbehandelten Ph+ humanen CML-Zelllinien. Die Kontrolle der Expression erfolgt ebenfalls
durch RPLPO. Bei RPLPO zeigen sich keinerlei Expressionsunterschiede in Bezug auf die
Imatinib-Behandlung. KYO-1 zeigt beim Ebp1-Primerpaar keine Unterschiede in der mRNA-
Expression hinsichtlich einer Behandlung mit Imatinib. Dahingegen sind bei den Zelllinien
LAMA-84, MEG-01, KCL-22 und JURL-MK deutliche Rlckgange in der Ebp1-mRNA-
Expression unter Behandlung mit 4 yM des Tyrosinkinaseinhibitors zu beobachten. EM2
verhalt sich erstaunlicherweise gegensatzlich zu den vier zuvor genannten Zellinien.

Auch das mRNA-Expressionsmuster von Ebp1 in murinen Zellen wurde untersucht (Abb.
18). Bei den murinen Zellen handelt es sich wie bei der Northern Blot Analyse um Ba/F3
Zellen sowie um die jeweiligen Mutanten mit unterschiedlichen BCR-ABL-Mutationen, welche

zum Teil eine Resistenz gegeniber Imatinib an den Tag legen.
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Abbildung 18: Die mRNA von Ebp1 wird in verschiedenen murinen leukdmischen
Zelllinien unter dem Einfluss von Imatinib teilweise differentiell exprimiert. RT-PCR mit
verschiedenen murinen Zelllinien, welche filir 24 Stunden mit 4 uM Imatinib behandelt

wurden

Im Vergleich zu der Northern Blot Analyse, bei der eine mRNA-Expressionsminderung von
Ebp1 in den mit Imatinib behandelten Ba/F3-p210-Zellen zu beobachten war, werden die
Expressionsunterschiede mit Hilfe der RT-PCR nicht deutlich (Abb. 18). Die RPLP0O-Kontrolle
stellt sich zwar gleichmafig dar, jedoch sind die Expressionsschwankungen von Ebp1 hier

nicht eindeutig beweisbar.

4.1.3 Western Blot Expressionsanalyse

Auch auf Proteinebene haben wir versucht, Expressionsunterschiede von Ebp1 darzustellen,
um die von Balabanov et al. beschriebene differentielle Expression von Ebp1 ° (Abb. 8 und
9) zu verifizieren.

Sowohl von den humanen als auch von den murinen Zelllinien wurden im n&chsten Schritt
eine SDS-PAGE mit anschlielender Western Blot Analyse durchgeflihrt. Die Zellen wurden
wie in den vorangegangenen Experimenten in einer Zellzahl von 1 x 10" ausgesat und
anschlieend fir 24 Stunden mit 4 yM Imatinib oder mit einem DMSO-Wasser-Gemisch als
Kontrolle behandelt. Die Lyse der Zellen erfolgte nach Ablauf der Inkubationszeit in einem
150 mM-Lysispuffer. Nach der Konzentrationsbestimmung mittels des BCA-Protokolls, wurde
das SDS-Gel mit je 10-20 ug der entsprechenden Probe beladen. Als das Gel durchgelaufen
war, wurden wahlweise ein herkémmlicher oder ein Semi-Dry-Blot durchgeflhrt. Die
gewonnenen Membranen wurden mit einem Ebp1-Antikérper inkubiert. Zur Kontrolle wurde
die Membran im Anschluss mit einem Alpha-Tubulinantikdrper behandelt. Die entwickelten

Filme zeigten das folgende Bandenmuster (Abb. 19 und 20).
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Abbildung 19: Ebp1 wird in humanen leukdmischen Zelllinien exprimiert. Western Blot
Analyse mit verschiedenen humanen Leukdmie-Zelllinien nach 24 Stunden Behandlung mit 4

UM Imatinib. Bei den genutzten Antikbrpern handelte es sich um Ebp1 und um Alpha-Tubulin
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Abbildung 20: Ebp1 wird in murinen leukdmischen Zelllinien exprimiert. Western Blot
Analyse mit verschiedenen murinen Leukdmie-Zelllinien nach fiir 24 Stunden Behandlung
mit 4 uM Imatinib. Bei den genutzten Antikérpern handelte es sich um Ebp1 und um Alpha-
Tubulin

Bei allen Zelllinien konnte mit Hilfe des Ebp1-Antikdrpers in einer Verdlinnung von 1:5000
eine singulare Proteinbande auf Hohe von 48 kDa detektiert werden (Abb.19 und 20). Bei
dieser Bande handelt es sich um das Protein Ebp1.

Diese Proteinbande variiert in der Expressionsintensitat jedoch nicht im Vergleich zwischen
unbehandelter und behandelter Probe. Auch geringere Antikérperkonzentrationen konnten
keine Unterschiede in der Proteinexpression aufdecken. Diese Methode zeigt daher nicht

eindeutig die gleichen Ergebnisse wie die Northern Blot-Analyse oder die RT-Polymerase-
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Kettenreaktion (Vgl. 4.1.1 und 4.1.2). Die Kontrolle in Form der Alpha-Tubulinbande stellt
sich relativ gleichmaRig dar und ist als Kontrolle gut geeignet. Eine Ausnahme bildet dabei
allerdings die Zelllinie EM2 (Abb. 19). Hier konnte in keinem Assay das Alpha-Tubulin-
Protein nachgewiesen werden, was zu der Annahme flhrt, dass diese Zellen dieses Protein
nicht exprimieren. Da jedoch auch bei dieser Zelllinie keine wesentlichen Unterschiede im
Expressionsmuster des Proteins Ebp1 detektierbar sind, wurde nicht nach einer weiteren
maoglichen Kontrolle gesucht.

Die Proteinanalyse sichert in diesem Fall nicht die Aussagen, die in der von Balabanov et al.
beschriebenen Proteomanalyse getroffen wurden (Abb. 8 und 9). Wir konnten jedoch

nachweisen, dass Ebp1 in allen untersuchten Zellen exprimiert wird.

4.1.4 Expressionsanalyse mit Hilfe von Mini-2D-Gelen

Da wir in unseren Vorarbeiten in den 2D-Gelen insgesamt drei Spots als Ebp1 identifizieren
konnten und diese eine differentielle Expression zeigten, jedoch hier alle bei einem gleichem
Molekulargewicht liefen, ist es mdglich, dass eine posttranslationale Modifikation zu diesem
Muster fihrte. Da dies in einer normalen 1 D PAGE nicht nachweisbar ist, haben wir uns
entschieden, 2D-Western Blots durchzufihren. Mit deren Hilfe sollte erneut das Protein-
Spot-Muster von Ebp1untersucht werden.

Auch bei diesem Experiment wurden die K562- und HL-60-Zellen zu den unter 4.1.3
beschriebenen Konditionen ausgesat und entsprechend mit Imatinib behandelt.

Nach Ernten der Zellen wurden die Zellpellets in Ureapuffer lysiert. Die Konzentrationen der
jeweiligen Proben wurden mit Hilfe der Bradford-Proteinkonzentrationbestimmungsmethode
festgestellt. Es folgte die Hydratisierung der Gelstreifen, welche spater fir die erste
Dimension eingesetzt werden sollten, mit jeweils 20 pg (bei einigen Versuchen auch mit
Konzentrationen zwischen 40-100 ug) der entsprechenden Probe. Nach Ablauf der
Hydratisierungszeit wurde die erste Dimension in der IEF-Kammer zu den in ,Material und
Methoden“ genannten Bedingungen gestartet. Die sich anschlielende SDS-PAGE nebst
Western Blot Analyse stellte die Grundlage der zweiten Dimension dar. Die durch den
Western Blot gewonnenen Membranen wurden zunachst mit einem Antikdrper gegen Ebp1
inkubiert und in der Folge mit einem Alpha-Tubulin-Kontrollantikérper behandelt. Das sich

ergebende Protein-Spot-Muster (Abb. 21) |asst die folgenden Ergebnisse erkennen:
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Abbildung 21: Ebp1 wird in humanen leukdamischen Zelllinien unter dem Einfluss von
Imatinib differentiell exprimiert. Mini 2D-Gel-Analyse mit den humanen leukdmischen
Zelllinien, welche fiir 24 Stunden mit 4 uM Imatinib behandelt wurden. Bei den genutzten

Antikérpern handelte es sich um Ebp1 und Alpha Tubulin.

Die Zelllinie K562 weist bei den unbehandelten Proben (nur mit DMSO-Wasser-Gemisch
behandelt) vier unterschiedlich stark exprimierte Ebp1-Proteinspots auf (Abb. 21). Bei der
Behandlung mit Alpha-Tubulin ist ein singularer Spot detektierbar. Die mit 4 yM Imatinib
behandelten K562-Proben zeigen bei der Detektion des Proteins Ebp1 eine deutliche

Abweichung vom Spotmuster verglichen mit den unbehandelten Proben.

Die Spots 1 und 3 der mit Imatinib behandelten Probe sind deutlich schwacher exprimiert als
in der unbehandelten Kontrolle, zum Teil sind sie auch nicht mehr detektierbar (hier nicht
gezeigt). Auch weisen die Spots 2 und 4 unter Behandlung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor
eine abgeschwachte Expression auf, die zudem nicht so ausgepragt ist, wie bei den Spots 1
und 3 (Abb. 21). Im Vergleich dazu ist der Spot, der nach Alpha-Tubulin-Behandlung
detektiert werden kann, sowohl in den behandelten als auch in den unbehandelten Proben in
seiner GrofRRe konstant (Abb. 21).

Die BCR-ABL-negative HL-60 zeigt kein abgeschwachtes Expressionsmuster von Ebp1
unter Imatinib Behandlung bei konstanter Alpha-Tubulin-Spotgréf3e (Abb. 21).

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass sich Ebp1 nicht in der Gesamtexpression
verandert, sondern dass es nach der Inhibition von BCR-ABL vermutlich eine
posttranslationale Modifikation von Ebp1 verandert wird. Dies kénnte beispielsweise eine

Phosphorylierung sein.
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4.1.5 Durchflusszytometrische Expressionsanalyse

Mit Hilfe durchflusszytometrischer Untersuchungsmethoden wurde die Expression von Ebp1
unter unterschiedlichen Imatinib-Konzentrationen mit der Expression von Kontrollzellen
(behandelt mit einem DMSO-Wasser-Gemisch) verglichen. Dieser Assay sollte die von
Balabanov et al. (vgl. Einleitung) beschriebene differentielle Expression unter
Tyrosinkinaseinhibition von dem Protein Ebp1 in ausgewahlten Zelllinien zusatzlich

beweisen.

Es wurden die durch Vorversuche (hier nicht gezeigt) ausgewahlten Zelllinien K562 und
KCL-22 in einer Zellkonzentration von 3 x 10° Zellen in Zellkulturmedium ausgesat und im
Anschluss mit zwei unterschiedlichen Imatinib-Konzentrationen (2 und 4 yM) sowohl fiir 24
als auch 48 Stunden behandelt.

Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurden die Zellen geerntet, abzentrifugiert und zweimalig
gewaschen. Im Anschluss wurden die jeweiligen Zellpellets mit Hilfe von Paraformaldehyd
und 90%igem Methanol fixiert und permeabilisiert (vgl.,Material und Methoden®). Es folgte
eine Antikérperfarbung (vgl. ,Material und Methoden®) der vorbehandelten Zellen. Neben der
Autofluoreszenz und der Isotypkontrolle wurden die Zellen sowohl mit Ebp1-, als auch mit
Phosphor-CRKL-Antikérpern markiert und daraufhin durchflusszytometrisch mit dem FACS-

Calibur ausgewertet.
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Abbildung 22: Die Expression von Ebp1 nimmt in K562-Zellen unter Imatinib-
Behandlung ab. FACS-Analyse von K662-Zellen behandelt mit 2 / 4 uM Imatinib fiir 24 / 48
Stunden, links: Darstellung der Profile von Autofluoreszenz (dunkelblau), FITC-gelabelten
Sekundérantikérper (hellblau), sowie Ebp1 in unbehandelten (rot), bzw. mit 2 uM (griin) / 4
UM (orange) Imatinib Gber 24 / 48 Stunden behandelten K562-Zellen
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Abbildung 23: Die Expressionsunterschiede von Ebp1 in KCL-22-Zellen unter Imatinib-
Behandlung sind nur gering. FACS-Analyse von KCL-22-Zellen behandelt mit 2 / 4 uM
Imatinib flir 24 / 48 Stunden, links: Darstellung der Profile von Autofluoreszenz (dunkelblau),
FITC-gelabelten Sekundérantikérper (hellblau), sowie Ebp1 in unbehandelten (rot), bzw. mit
2 UM (griin) / 4 uM (orange) Imatinib (iber 24 / 48 Stunden behandelten KCL-22-Zellen

Die Untersuchung der Expression von Ebp1 unter dem Einfluss von Imatinib in K562- und
KCL-22-Zellen ergab durchflusszytometrisch die in den Abbildungen 22 und 23 dargestellten
FACS-Profile.

In den Abbildungen 22 und 23 werden die verschiedenen Fluoreszenzprofile der bereits
vorgestellten Proben in einem Diagramm, welches Fluoreszenzintensitat (x-Achse, FL1-H)
Ereignissen (y-Achse, counts) gegenuberstellt, veranschaulicht. Die H6he der Ereignisse

kann mit der Zellzahl gleichgesetzt werden.
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In der Abbildung 22 lassen sich die Effekte von Imatinib auf K562-Zellen demonstrieren. Zum
einen zeigen sich die Kontrollzellen, die entweder nicht angefarbt (Autofluoreszenz), mit dem
FITC-Sekundarantikérper (Isotypkontrolle) oder aber mit dem Ebp1- und dem FITC-
Sekundarantikérper behandelt wurden. Des Weiteren sieht man die mit unterschiedlichen
Imatinib-Konzentrationen von 2 yM und 4 yM fir 24 bzw. 48 Stunden behandelten und mit
Ebp1- und FITC-Antikérpern gefarbten K562-Zellen.

Eine Analyse von GroRe (FSC) und Granularitdt (SSC) der Zellpopulationen zeigte, dass
sich GrofRe und Granularitat der Imatinib-behandelten Zellen veranderten. Sowohl Grofe, als
auch Granularitat der Zellen nahmen ab (hier nicht gezeigt). Die Zellen wurden apoptotisch,
was auch mikroskopisch gut sichtbar war. Damit hemmt Imatinib auch unter Anwendung
dieser Methode nachweisbar das Wachstum von Zellen.

In Abbildung 22 zeigt die dunkelblaue Kurve, dass unbehandelte ungefarbte K562-Zellen
bereits ein geringes Mall an Autofluoreszenz bei hoher Ereigniszahl besitzen. Die
Isotypkontrolle weist ebenfalls eine hdhere Fluoreszenzintensitat bei vielen Ereignissen auf.
Die mit Ebp1/FITC gefarbte Kontrolle ist durch ein ein hohes Mal3 an Fluoreszenz sowie eine
hohe Zellzahl gekennzeichnet.

Erst die Zugabe von Imatinib beider Konzentrationen flihrte sowohl nach 24, als auch nach
48 Stunden zu einer deutlichen Abnahme der Zellzahl (counts). Der Effekt ist nach 48
Stunden noch starker sichtbar. Ebenfalls kommt es zu einer Abnahme der
Fluoreszenzintensitdt. Wahrend nach 24 Stunden bei beiden Konzentrationen eine
doppelgipfelige Kurve sichtbar ist, zeigt sich nach 48 Stunden eine deutliche Verschiebung
hin zur geringeren Fluoreszenzintensitat.

Der gleiche Ansatz wurde auch bei KCL-22 Zellen angewendet (Abb. 23). Wieder kam es
unter Imatinib-Behandlung zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensitat im Vergleich zur
Kontrolle. Die Effekte auf ZellgroRe und Zellzahl waren hier jedoch nicht so deutlich
ausgepragt wie bei den zuvor beschriebenen K562-Zellen.

Die Ergebnisse machen ersichtlich, dass Imatinib besonders in K562-Zellen einen
erkennbaren Effekt auf das Protein Ebp1 besitzt und unterstlitzen damit die These der von
Balabanov et al. (vgl. Einleitung) beschriebenen Expressionsabnahme des Proteins Ebp1

unter Tyrosinkinase-Inhibition.

In einem zweiten Ansatz wurde zudem die Expression von Phospho-CRKL in mit Imatinib
behandelten Zellen und in Kontrollzellen untersucht. Phospho-CRKL soll die Wirkung von
Imatinib weiter veranschaulichen, da es nachweislich durch die BCR-ABL Tyrosinkinase

beeinflusst wird.
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Abbildung 24: Die Expression von Phospho-CRKL nimmt in K562-Zellen unter
Imatinib- Behandlung ab. FACS-Analyse von K562 Zellen behandelt mit 2 / 4 uM Imatinib
flr 24 / 48 Stunden, links: Darstellung der Profile von Autofluoreszenz (dunkelblau), FITC-
gelabelten Sekundéarantikérper (hellblau), sowie P-CRKL in unbehandelten (rot), bzw. mit 2
UM (griin) / 4 uM (orange) Imatinib fiir 24 / 48 Stunden behandelten K562-Zellen
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Abbildung 25: Die Expressionsunterschiede von Phospho-CRKL in KCL-22-Zellen
unter Imatinib-Behandlung sind geringer als in K562-Zellen. FACS-Analyse von KCL-
22-Zellen behandelt mit 2 / 4 uM Imatinib fiir 24 / 48 Stunden, links: Darstellung der Profile
von Autofluoreszenz (dunkelblau), FITC-gelabelten Sekundérantikérper (hellblau), sowie P-
CRKL in unbehandelten (rot), bzw. mit 2 uM (griin) / 4 uM (orange) Imatinib liber 24 / 48
Stunden behandelten KCL-22 Zellen;

Im Gegensatz zu den in Abbildung 25 dargestellten KCL-22-Zellen zeigen die in Abbildung
24 dargestellten K562-Zellen eine deutlichere Reaktion des Proteins Phospho-CRKL (P-
CRKL) auf die Tyrosinkinase-Inhibierung durch Imatinib.

Wieder kam es unter Imatinib-Behandlung neben einer Abnahme von ZellgroRe und
Granularitat (nicht gezeigt) zu einem Rickgang der Zellzahl sowie der Fluoreszenzintensitat
von P-CRKL (vgl. Abb. 24) im Vergleich zu den Kontrollzellen. Nach 48 Stunden war dieser

Effekt noch intensiver als nach 24 Stunden.
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Diese Effekte waren bei der Zelllinie KCL-22 (vgl. Abb. 25) bei 2 yM Imatinib im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle nur sehr schwach ausgepragt. Erst unter 4 yM Imatinib stellte sich
ein sichtbarer Verlust an Fluoreszenzintensitat und Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle ein
(vgl. Abb. 25).

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen schlielen, dass der Tyrosinkinase-
Inhibitor Imatinib signifikanten Einfluss auf die beiden Proteine P-CRKL und Ebp1 nimmt, da
die Expression beider Proteine unter Einfluss des Tyrosinkinaseinhibitors deutlich rticklaufig

ist.

4.2 Vorkommen von ErbB-Rezeptoren in leukdamischen Zelllinien

4.2.1 mRNA-Expressionsanalyse mittels RT-PCR

Da es sich bei Ebp1 um einen Bindungspartner des epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptors3 (ErbB3) handelt, sollte ein Vorkommen der unterschiedlichen ErbB-Rezeptor-
mRNA in leukdmischen Zellen ebenfalls Uberprift werden.

Alle bereits verwendeten humanen und murinen Zelllinien kamen auch bei dieser Methode
wieder zum Einsatz. Zunachst wurden zwischen 1-5 x 10° Zellen ausgesat und fir 24
Stunden mit 4 uyM Imatinib behandelt. Die unbehandelte Kontrolle wurde mit der gleichen
Menge DMSO-Wasser-Gemisch inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Zellen geerntet, und mittels der Trizol-Chloroform-Methode konnte RNA isoliert werden, die
in cDNA umgeschrieben wurde. Fir die sich anschlielenden Polymerase-Kettenreaktionen
(siehe Anhang) mit verschiedenen ErbB-Primerpaaren wurden zwischen 100 bis 150 ng
cDNA als Template eingesetzt. Die gewonnenen Produkte wurden auf ein 2%iges
Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel aufgetragen und nach einer Laufzeit von etwa 60
Minuten bei 90 Volt mit Hilfe einer UV-Kamera abfotografiert. Es entstanden dabei die
folgenden Abbildungen (Abb. 26 und 27):
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Abbildung 26: Humane Leukdmie-Zelllinien exprimieren teilweise die mRNA der

verschiedenen ErbB-Rezeptoren. RT-PCR mit cDNA verschiedener humaner

leukdmischer Zelllinien fiir 24 Stunden +/- 4 uM Imatinib mit Primern fir die ErbB-

Rezeptoren 1 bis 4.
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Abbildung 27: Murine leukamische Zelllinien exprimieren ErbB3-mRNA. RT-PCR mit

cDNA verschiedener muriner leukdmischer Zelllinien fiir 24 Stunden inkubiert mit +/- 4 uM

Imatinib mit Primern fiir die ErbB-Rezeptoren 1 bis 4. Gezeigt werden nur die Gelabschnitte
fur die Primerpaare ErbB3 und RPLPO

Die Auswertung der PCR-Gele fuhrte zu folgenden Ergebnissen: Nachdem in allen Zelllinien

Ebp1 nachgewiesen werden konnte, war es von besonderem Interesse, die mRNA des

Bindungspartners ErbB3 von Ebp1 nachzuweisen.
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Mit Hilfe spezifischer Primer sollte nicht nur dieser, sondern auch die mRNA der restlichen
drei bekannten ErbB-Rezeptoren (ErbB1, ErbB2 und ErbB4) als mdglichen
Bindungspartnern in den leukdmischen Zelllinien nachgewiesen werden. Wie bei den
Vorversuchen diente auch hier NT2 als Positivkontrolle (auer bei ErbB4). Wie die
Abbildungen 26 und 27 zeigen, wird in allen leukdmischen Zelllinien, mit Ausnahme der
Zelllinien HL-60 und BV173 (vgl. Abb. 26), die mMRNA des ErbB3-Rezeptors exprimiert.
Zusatzlich kommt es zur mRNA-Expression anderer ErbB-Rezeptoren in den verschiedenen
Zelllinien. So wird beispielsweise die mMRNA des ErbB1-Rezeptors von den Zelllinien MEG-
01 sowie KYO-1 exprimiert (vgl. Abb. 26). Diese beiden Zelllinien, analog zu den Zelllinien
LAMA-84 und K562, exprimieren zudem auch ErbB2-mRNA (vgl. Abb. 26). Es ist ebenfalls
eine schwache ErbB2-Bande in den Zelllinien KCL-22, EM2 und JURL-MK detektierbar (vgl.
Abb. 26). Eine Sonderstellung nehmen die Zelllinien KCL-22 und EM2 ein. Hier konnte im
Gegensatz zu allen anderen Zelllinien ErbB4-mRNA nachgewiesen werden (vgl. Abb. 26).
Bei den murinen Zellen kann nur ErbB3-mRNA nachgewiesen werden (vgl. Abb. 27). Alle
anderen ErbB-Rezeptor-mRNAs werden in diesem Fall nicht exprimiert. Aus diesem Grund
wird in der Abbildung 27 nur die Expression der ErbB3-mRNA und der RPLPO-Kontrolle
gezeigt.

Hinsichtlich der Behandlung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib lassen sich keine
vollkommen eindeutigen Rickschllsse ziehen. Bei konstantbleibender RPLP0O-Kontrolle kam
es vor allem bei K562 (vgl. Abb. 26), Ba/F3-p210 (vgl. Abb. 27), LAMA-84, KCL-22, MEG-01
und JURL-MK (vgl. Abb. 26) zu einer sichtbaren Abnahme in der Expression von ErbB3-
mRNA in den mit Imatinib behandelten Proben. Auch die murine Zelllinie M351T (vgl. Abb.
27) weist eine schwach abnehmende mMRNA-Expressionstendenz von ErbB3 unter
Tyrosinkinaseinhibition auf.

Die ohnehin schon sehr geringe mRNA-Expression von ErbB1 in den Zelllinien KYO-1 und
MEG-01 scheint unter Imatinib ebenfalls schwacher zu werden (vgl. Abb. 26). Schwachere
ErbB2-mRNA-Banden unter Imatinib-Behandlung finden sich bei K562 (vgl. Abb. 26), JURL-
MK und LAMA-84 Zellen (Abb. 26) wieder. Bei der MEG-01- und der KCL-22-Zelllinie (vgl.
Abb. 26) hingegen kann diesbeziglich keine Aussage getroffen werden, da die Expression
im Allgemeinen sowohl in der unbehandelten Kontrolle, als auch in den behandelten Proben
aulerst schwach ist. Im Vergleich dazu wird die Expression von ErbB2-mRNA in den Zellen
von KYO-1 und EM2 (vgl. Abb. 26) unter Tyrosinkinase-Inhibitor-Behandlung starker.

Die EM2-Zellen weisen ebenfalls eine ansteigende Expression von ErbB4-mRNA unter
Imatinib-Therapie auf (vgl. Abb. 26). Kontrar dazu reagiert KCL-22 mit abnehmenden
Expressionsraten von ErbB4-mRNA auf Imatinib-Behandlung (vgl. Abb. 26).

In den meisten unterschiedlichen leuk&mischen Zelllinien konnte somit mRNA nicht nur des

ErbB3-Rezeptors, sondern auch der weiteren Vertreter aus der ErbB-Rezeptorfamilie
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nachgewiesen werden. Der Einfluss von Imatinib auf die mRNA-Expression der Rezeptoren

ist nicht eindeutig klarbar.

4.3 Nachweis von Ebp1 in humanem Patientenmaterial

4.3.1 mRNA-Expressionsanalyse in mononuklearen Zellen mittels RT-
PCR

Zusatzlich zum Beweis der Ebp1-Expression in leukdmischen Zelllinien sollte auch ein
direkter Nachweis von Ebp1-mRNA mittels RT-PCR in Primarmaterial (peripherem Blut) von
Patienten, die an Chronisch Myeloischer Leukamie erkrankt sind, erfolgen.

Bei diesen Primarmaterialproben handelte es sich um drei Blutproben von verschiedenen
Patienten, die sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme in der chronischen Phase der CML
befanden und noch keine Therapie bekommen hatten. Zwei Proben stammten von
unbehandelten Patienten in der akzelerierten Phase der CML, und zwei weitere Blutproben
wurden Patienten enthommen, die zum Entnahmezeitpunkt die Blastenkrise der Erkrankung
durchliefen und ebenfalls noch keine Therapie erhalten hatten. Zu Vergleichszwecken
wurden auch die Blutproben von zwei Philadelphia-Chromosom-negativen, jedoch schon
behandelten CML-Patienten zu Rate gezogen. Zunachst wurde RNA aus mononuklearen
Zellen (MNC) isoliert. Diese Isolierung erfolgte eingangs mit Hilfe verschiedener RNA-
Isolierungs-Kits der Firma Qiagen, resultierte jedoch in einer hohen Kontaminationsrate mit
genomischer DNA. Nach Nutzung der Trizol-Chloroform-Methode (vgl. ,Material und
Methoden®), war diese Kontamination nicht mehr nachweisbar, und die gewonnene RNA
wurde mit Hilfe der First Strand cDNA-Methode in cDNA umgeschrieben. Nach erfolgter
Konzentrationsmessung wurden zwischen 150 und 200 ng fir die sich anschlieRende
Polymerase-Kettenreaktion genutzt. Die entsprechenden Reaktionsbedingungen sind unter
.Material und Methoden® ausfihrlich beschrieben. Die PCR-Produkte wurden im Anschluss
auf ein ethidiumbromidhaltigen Agarosegel aufgetragen und unter UV-Licht abfotografiert
(vgl. Abb. 28)
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Abbildung 28: Die mRNA von Ebp1 kann in humanen mononukledren Zellen einiger
weniger Patienten nachgewiesen werden. RT-PCR: cDNA isoliert aus mononukleéren
Zellen aus dem peripheren Blut von CML-Patienten, die sich zum Entnahmezeitpunkt in

unterschiedlichen Phasen der Erkrankung befanden

Die Auswertung des PCR-Gels zeigte nur ein schwaches Bandenmuster flir die mRNA-
Expression von Ebp1 bei einem Patienten in der chronischen Phase (#3 in Abb. 28) sowie
bei einem weiteren Patienten in der Blastenkrise (#7 in Abb. 28). Zuséatzlich lielen sich eine
sehr schwache Bande bei einem der Philadelphia-Chromosom-negativen CML-Patienten (#9
in Abb. 28) und eine kaum sichtbare Bande bei Patient #2 (Abb. 28) erkennen. Die
Expression der RPLPO-Kontrolle war mit Ausnahme von Patient #6 (Abb. 28) gut, wenn auch
nicht vollkommen regelmaRig darstellbar. Bei der verwendeten Positivkontrolle handelte es
sich um NT2-Zellen.

Zunachst lasst sich sagen, dass die mMRNA von Ebp1 auch in Patientenmaterial nachweisbar
istt. Jedoch gab es bei der Nutzung von MNCs keine nennenswerten
Expressionsunterschiede in den verschiedenen Phasen dieser Leukamieform. Auch scheint
es keinen Unterschied zu machen, ob das Material von Philadelphia-Chromosom-positiven
oder —negativen Spendern stammt, bzw. ob eine medikamentdse Therapie bereits begonnen
wurde (vgl. #3 und #9 Abb. 28), da Ebp1-mRNA in beiden Fallen nachweisbar ist.

4.3.2 mRNA-Expressionsanalyse in CD34"-Zellen mittels RT-PCR

Im néachsten Schritt wurde mit aus Spenderblut isolierten CD34"-Zellen gearbeitet. Bei
CD34"-Zellen handelt es sich um pluripotente Stamm- und Vorluferzellen, die als
Oberflachenantigen CD34" tragen. ErfahrungsgemaR ist die Ausbeute bei diesen Zellen an

RNA deutlich héher als bei herkémmlichen mononuklearen Zellen (MNC).
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Auch hier wurde also RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Es wurden erneut 150 ng
cDNA-Template flr die sich anschlieRende Polymerase Kettenreaktion eingesetzt. In einem
ersten Ansatz wurden Patientenproben aus verschiedenen Stadien der CML verwendet
(siehe Legende in Abb. 29), sowie bereits therapierte und nicht behandelte Patienten auf
Unterschiede hinsichtlich der Ebp1-Expression untersucht (vgl. Abb. 29). Die Patienten #1,
2, 7, 12 und 14 befanden sich zum Entnahmezeitpunkt in der chronischen Phase der CML.
Bei Patient 3 handelte es sich um einen Patienten mit Ph™-CML, welcher zum
Entnahmezeitpunkt unter Litalir-Therapie stand. Die CD34"-Zellen von den Proben #8, 10
und 13 waren aus Patienten gewonnen, die sich zum Entnahmezeitpunkt in der akzelerierten
Phase der Erkrankung befanden. Die Blastenkrise durchliefen zum Entnahmezeitpunkt die
noch unbehandelten Patienten #4, 5 und 9. Die Probe #6 kann keinem Erkrankungsstadium
zugeordnet werden. Bei den Patienten #12 und 13 konnten sowohl vor Therapiebeginn, als

auch unter laufender Therapie Proben (Litalir #12 und Imatinib #13) gewonnen werden.
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Abbildung 29: Die mRNA-Expression von Ebp1 in Primdrmaterial zeigt Unterschiede in
verschiedenen Stadien der CML. RT-PCR mit cDNA isoliert aus CD34" -Zellen sowohl von

CML- als auch von gesunden Patienten. Die Patientenproben entsprechen folgenden

Diagnosen:

# 1 Chronische Phase (CP), Ph+ #9 BC, Ph+ #14 CP
#2CP # 10 AP # Gesund 1
# 3 CML Ph- # 11 nicht gezeigt # Gesund 2
# 4 Blastenkrise (BC) #12 v.T. CP, Ph+ (vor Therapie) + NT2 Zellen
#5BC, t-Zell BC #12 w.T. CP, Ph+ (wahrend Therapie)

# 6 CML Ph+ #13Vv.T. AP

#7CP #13w.T. AP

# 8 AP, Ph+ #13w.T. AP

Alle Proben zeigen in Abbildung 29 eine Expression von Ebp1-mRNA bei ebenfalls
darstellbarer RPLPO-Kontrolle (Kontroll-Gen).
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Es existieren jedoch keine relevanten Unterschiede hinsichtlich der Expression im Vergleich
zwischen gesunden Spendern und CML-Patienten sowie zwischen den einzelnen Phasen
der CML. Auch nimmt die Expressionsstarke von Ebp1-mRNA nicht unter
Therapiebedingungen ab (vgl. Abb. 29: #12 und #13).

Diese Erkenntnisse lassen darauf schlieRen, dass Ebp1-mRNA zwar in CD34"-Zellen
vorhanden ist, durch seine Expressions-Schwankungen jedoch keine RegelmaRigkeiten
erkennen lasst, die eine prognostische Aussage zulassen wirden.

Ein zweiter Versuchsansatz beschaftigt sich in der Hoffnung auf héhere Aussagekraft mit der
Expression von Ebp1 in Proben von Patienten, die sich zum Entnahmezeitpunkt mit
Ausnahme von Probe #9 im Stadium der Blastenkrise befanden. Wie bereits beschrieben,
scheint hier namlich die Proteinexpression starker zu sein (vgl. Abb. 30). Die Positivkontrolle
stellten K562-Zellen dar. Bei Probe #9 handelt es sich um CD34"-Zellen aus dem Blut eines
noch nicht therapierten Patienten, der sich in der chronischen Phase befand. Die Patienten
#1, 2, 3, 5, 9 und 10 waren zum Entnahmezeitpunkt noch nicht hinsichtlich ihrer Erkrankung
therapiert worden. Die Patienten #4, 7 und 8 hatten zum Entnahmezeitpunkt bereits eine
medikamentdse Therapie in Form von Litalir (#4 und 8) oder Imatinib (#7) erhalten. Probe

#11 entstammt einem gesunden Patienten.

#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#8
#9
#10
#11

Abbildung 30: Patienten, welche sich in der Blastenkrise der CML befinden,

exprimieren teilweise Ebp1-mRNA. Expression von Ebp1-mRNA in Primérmaterial: RT-
PCR mit cDNA isoliert aus CD34" -Zellen von Patienten, die sich zum Entnahmezeitpunkt im

Stadium der Blastenkrise befanden.

Die Expression von Ebp1 zeigt sich im Vergleich zur konstanten RPLPO-Kontrolle in den
unterschiedlichen Proben sehr variabel. Einige Spender exprimieren Ebp1 relativ stark (vgl.
Abb. 30 # 3-6, 8 und 9), wohingegen die Proben #2 und #7 nur schwache Banden erkennen
lassen. Bei den Spendern #1, 10 und 11 ist Ebp1-mRNA mittels PCR nicht nachweisbar.
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Dabei spielt es kaum eine Rolle, ob es sich um therapierte oder nicht therapierte bzw.
gesunde Patienten handelt.

Da Ebp1 diese starken mRNA-Expressionsunterschiede bei den verschiedenen
Patientenproben aufweist, kann keine Aussage dartber getroffen werden, ob und welche
Rolle Ebp1 in der Blastenkrise der CML spielt.

4.4 Nachweis von ErbB-Rezeptoren in humanem Patientenmaterial

441 RT-PCR- Expressionsanalyse in mononuklearen Zellen

Die Proben, die bereits in 4.3.1 zum Einsatz kamen, wurden zuséatzlich auch auf mRNA-
Expression der verschiedenen ErbB-Rezeptoren untersucht. Mit der gewonnenen cDNA
wurden PCRs mit den ErbB-Primerpaaren (ErbB1 bis ErbB4) durchgeflihrt und mit Hilfe
eines ethidiumbromidgefarbten Agarosegels unter einer UV-Lampe abfotografiert.

Es konnte keine mRNA-Expression bei den verschiedenen epithelialen Rezeptoren
nachgewiesen werden. Lediglich die RPLPO-Kontrolle liel3 sich darstellen (nicht abgebildet).
Aufgrund der geringeren RNA-Ausbeute und der fehlenden Nachweisbarkeit der ErbB-
Rezeptoren folgten im nachsten Schritt CD34" -Zellen um eine hdéhere Aussagekraft zu

erzielen.

4.4.2 Expressionsanalyse in CD34" -Zellen mittels RT-PCR

Bei dieser Analyse wurden die unter Punkt 4.3.2 beschriebenen Proben fir eine PCR
angewandet. Zunachst wurden Proben aus unterschiedlichen CML Stadien sowie von

gesunden Spendern untersucht (vgl. Abb. 31).
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Abbildung 31: Die mRNA des ErbB2-Rezeptors wird in unterschiedlichen humanen
CD34*-Zellen exprimiert. RT-PCR mit cDNA isoliert aus CD34" -Zellen sowohl von CML- als

auch von gesunden Patienten. Patientenproben sind identisch mit denen aus Abbildung 29

In den Patientenproben aus den unterschiedlichen CML-Stadien gab es keine Expression
von mRNA der ErbB-Rezeptoren ErbB1, ErbB3 und ErbB4, jedoch bei ErbB2 (Abb. 31).

Die Patientenproben # 1, 2, 4, 6, 8, 13 v.T., 13 w.T.1, 13 w.T.2 und 14 sowie der gesunde
Spender # Gesund 1 zeigten eine Bande fiir die Expression von ErbB2-mRNA bei 194 kb
(vgl. Abb. 31). Es existierte jedoch kein Unterschied in der Expression im Vergleich zwischen
gesunden und an CML erkrankten Spendern bzw. zwischen den verschiedenen Stadien der
Erkrankung. Auch scheint die Therapie die Expression nicht zu beeinflussen, da die
Expressionsstarke von ErbB2 bei Patient #13 wahrend der Therapie im Vergleich zur mRNA-
Expression von ErbB2 vor der Therapie nicht abnimmt.

In einem zweiten Ansatz wurden auch die Proben (identisch mit den unter 4.3.2 und in Abb.
30 beschriebenen Proben) von Spendern, die sich zum Entnahmezeitpunkt mit einer
Ausnahme (#6) in der Blastenkrise befanden, auf Expression der ErbB-Rezeptoren
untersucht (vgl. Abb. 32: Zur besseren Ubersicht sind nur ErbB2 und 3 sowie RPLPO
dargestellt).
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Abbildung 32: Patienten im Stadium der Blastenkrise exprimieren teilweise mRNA der
Rezeptoren ErbB2 und ErbB3. RT-PCR mit cDNA isoliert aus CD34" -Zellen von Patienten,
die sich zum Entnahmezeitpunkt in der Blastenkrise der CML befanden. Patientenproben

sind identisch mit denen aus Abbildung 30

Bei einer gleichmafRigen Expression des Kontrollgens RPLPO in allen Proben (mit Ausnahme
der Negativ-Kontrolle) zeigten drei Proben eine schwache mRNA-Expression des ErbB3-
Rezeptors (vgl. Abb. 32, Proben # 3, 8 und 9), welche im vorangegangenen Versuch nicht
nachgewiesen werden konnte.

Wie im Vorversuch (vgl. Abb. 31) konnte bei Patienten im Stadium der Blastenkrise ebenfalls
eine Expression des ErbB2-Rezeptors nachgewiesen werden (Abb. 32, Proben #3, 4, 5, 6, 8
und 9). Die Expressonsstarke variiert jedoch stark in den verschiedenen Spendern auch
unabhangig davon, ob eine medikamentdse Therapie stattgefunden hat oder nicht. Patient
#3 zeigt eine sehr deutliche Expression, wohingegen die des Patienten #4 nur sehr schwach
ist. Jedoch ist in diesen beiden Proben beispielsweise die Ebp1-mRNA stark detektierbar
(vgl. Abb. 30).

Die Patienten #3, 8 und 9 (vgl. Abb. 32) zeigen folglich eine mRNA-Expression sowohl von
ErbB2, als auch von ErbB3.

Im Vergleich zu den zuvor gewahlten leukamischen Zelllinien ist ein Nachweis von mRNA
des ErbB3-Rezeptors hier eher selten. Jedoch weisen die Patientenproben eine haufig

detektierbare mMRNA-Expression des ErbB2-Rezeptors auf.
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4.5 Ebp1 ist in K562-Zellen zytoplasmatisch lokalisiert

451 SDS-PAGE und Western Blot Analyse

Ebp1 scheint in unterschiedlichen Zellkompartimenten angesiedelt zu sein. Die genaue
Lokalisation des Proteins in K562-Zellen wurde jedoch zuvor noch nicht untersucht.

Um die zellulare Lokalisation von Ebp1 in K562-Zellen bestimmen zu kdnnen, wurden
zundchst 1 x 10® Zellen pro Ansatz ausgesat und {ber 24 Stunden mit 4 yM Imatinib
behandelt (Kontrolle: entsprechende Menge eines DMSO-Wasser-Gemisches). Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurden die einzelnen Zellkompartimente isoliert. Dies geschah entweder
Uber einen Saccharosegradienten mit Hilfe von Ultrazentrifugation (vgl. ,Material und
Methoden®) oder mittels eines Protokolls, welches verschiedene Puffer in unterschiedlich
hoher Salzkonzentration nutzt (siehe ,Material und Methoden®). Eindeutig bessere
Ergebnisse lieferte die Saccharose-Methode. Nach Erhalt der jeweiligen Fraktionen
(Zytoplasma  +/- Imatinib und Zellkern +/- Imatinib) schloss sich die
Konzentrationsbestimmung nach der BCA-Methode an. Fir die sich anschlieende SDS-
PAGE wurden 10 ug der jeweiligen Probe auf das Acrylamidgel aufgetragen. Das folgende
Blotten auf die Nitrozellulosemembran erfolgte nach der Semi-Dry-Blot Methode. Die
Membran wurde zundchst mit einem Histon H3-Antikbrper zum Nachweis der
Zellkernfraktion inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran mit einem GAPDH-Antikorper
behandelt, um die gelungene Trennung der zytoplasmatischen Fraktion zu beweisen. Im
letzten Schritt folgte die Inkubation mit dem Ebp1-Antikérper zum Nachweis der zellularen

Lokalisation dieses Proteins (vgl. Abb. 33).
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Abbildung 33: Ebp1 ist in K562-Zellen im Zytoplasma lokalisiert. Expression von Ebp1 in
verschiedenen Zellkompartimenten: Western Blot mit behandelten und unbehandelten (24
Stunden, +/- 4 uM Imatinib) zelluldren K562-Fraktionen: Zellkern versus Zytoplasma.

Untersuchung der Lokalisation von Ebp1.

Wie sich in Abbildung 33 zeigt, ist die Trennung in die unterschiedlichen Zellkompartimente
relativ sauber durchgefihrt worden. In der zytoplasmatischen Fraktion sind noch
Zellkernreste vorhanden (schwache Histon H3-Bande in dieser Fraktion). In den
Zellkernlysaten sind keine zytoplasmatischen Anteile mehr detektierbar (keine GAPDH-
Bande). Es zeigt sich deutlich, dass Ebp1 ausschliel3lich im Zytoplasma der leukdmischen
K562-Zelllinie lokalisiert ist. Auch unter der Behandlung mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor
Imatinib kommt es zu keiner Translokation des Proteins in den Nukleus.

Die Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen lautet demnach, dass Imatinib keinen Einfluss
auf die Lokalisation von Ebp1 zu besitzen scheint. Auch andert sich an der
Expressionsstarke dieses Proteins in den behandelten Proben nichts im Vergleich zu der

unbehandelten Kontrolle.

4.5.2 Analyse mit Hilfe von 2D-Gelen

In dieser zweiten Methode, die ebenfalls Aufschluss Uber die Lokalisation des Proteins Ebp1
geben soll, wurden K562-Zellen wie unter 4.5.1 beschrieben ausgesat und mit Imatinib
behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden aus den gewonnenen Zellpellets eine
zytoplasmatische und eine nukleare Fraktion Uber einen Saccharosegradienten gewonnen.
Im Anschluss an die Messung der Proteinkonzentration wurden je 40 ug der jeweiligen Probe

zur Hydratisierung auf die entsprechenden Gelstreifen aufgetragen. Nach Abschluss der
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ersten und zweiten Dimension wurden die gewonnenen Membranen zunachst mit dem
Ebp1-Antikérper und anschlielend zur Ladungskontrolle mit einem Alpha Tubulin Antikérper
inkubiert (vgl. Abb. 34).

- + - + 4 uM Imatinib
Zytoplasma | | ———— - —
Zellkern - -
Ebp1 Alpha Tubulin

Abbildung 34: Ebp1 zeigt in Kb562-Zellen eine zytoplasmatische Lokalisation.
Zellfraktionierung von K562-Zellen (24 Stunden, +/- 4 uM Imatinib): Western Blot mit
behandelten und unbehandelten zelluldren K562-Fraktionen: Zellkern versus Zytoplasma.

Untersuchung der Lokalisation von Ebp1.

Wie auf der Abbildung 34 deutlich zu erkennen ist, befindet sich Ebp1 auch bei dieser
Methode ausschlie3lich im Zytoplasma. Die Ladungskontrolle mit Alpha Tubulin ist sowohl in
der zytoplasmatischen, als auch in der nuklearen Fraktion nachweisbar.

Ob ein Einfluss des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib auf Ebp1 vorliegt, lasst sich in diesem
Fall nicht genau sagen, da die Ladungskontrolle bei den mit Imatinib behandelten Proben
deutlich starker ist, als bei den nicht behandelten Proben. Auf weitere Untersuchung auf
Reinheit der jeweiligen Fraktionen mittels Histon H3- oder GAPDH-Antikérpern wurde daher

in diesem Fall verzichtet.

4.6 Die Ebp1-lsoformen Ebp1-p42 und Ebp1-p48 zeigen ein unterschiedliches

Wachstumsverhalten in K562-Zellen

4.6.1 DNA-Isolierung & Transfektion der unterschiedlichen Ebp1-lsoformen

Mit freundlicher Genehmigung von Zhixue Liu (Department of Pathology and Laboratory
Medicine, Emory University School of Medicine, 615 Michael Street, Atlanta, GA) wurden uns

die verwendeten Ebp-lsoformen Ebp1-p42 und Ebp1-p48 als Expressionsvektoren
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zugeschickt. Die jeweiligen Ebp1-Konstrukte wurden zuvor in einen pGFP-C2-Vektor
hineinkloniert.

Zunachst wurde eine Transformation dieser Konstrukte in kompetente Bakterien
durchgeflihrt. Nach dem Ausplattieren auf kanamycinhaltigen LB-Platten konnten nach etwa
zwolf Stunden mehrere Klone von den jeweiligen Platten gewonnen werden, die fir die sich
anschlieBende DNA-Isolierung genutzt werden konnten. Nach Isolierung der DNA wurde mit
Hilfe eines Restriktionsverdaus tberprift, ob die jeweiligen Konstrukte in der richtigen Grole
vorlagen. Als Restriktionsenzyme wurden Bgl Il und EcoR | verwendet.

Die Proben, die optimale Ergebnisse in Bezug auf die KonstruktgréRe erzielten, wurden
erneut in kompetente Bakterien transformiert. Die auf den Platten gewachsenen Ebp1-Klone
wurden Uber Nacht in LB-Medium vermehrt. Es wurde weitere DNA in Form von Maxi Preps
isoliert (vgl. ,Material und Methoden®). Die gewonnene DNA konnte im Anschluss an die
Konzentrationsmessung mittels Elektroporation in K652-Zellen transfiziert werden. Zusatzlich
zu den zwei verschiedenen Ebp1-Konstrukten (Ebp1-p42 und Ebp1 p48) wurden weitere
K562-Zellen zudem mit dem Leervektor pGFP-C2 als spatere Kontrolle transfiziert.

Die Zellen wurden mit Hilfe von durchflusszytometrischen Methoden mehrmalig auf Reinheit
sortiert. Nach dem Erreichen einer mindestens 70%igen GFP-positiven Rate konnten die

Zellen fiur weitere Versuche genutzt werden.

4.6.2 Proliferationsassay

Mit Hilfe des Proliferationsassays von K562-Zellen sollte im Vorwege Uberprift werden, ob
Unterschiede im Wachstumsverhalten zwischen den beiden Ebp1-Isoformen Ebp1-p42 und
Ebp1-p48 im Vergleich zur mit dem Leervektor pGFP-C2 transfizierten Kontrolle bei der
Behandlung mit Imatinib existieren.

Die unterschiedlich transfizierten K562-Zellen (K562-pGFP-C2, K562-Ebp1-p42 und K562-
Ebp1-p48) wurden zu den in ,Material und Methoden® beschriebenen Konditionen ausgesat
und mit unterschiedlichen Imatinib-Konzentrationen (0; 0,156; 0,3; 0,6; 1,25 und 2,5 yM) fir
48 Stunden behandelt. Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden die Zellzahlen sowie der
Anteil der lebendigen und toten Zellen mit Hilfe des Vi-Cells XR 2.03 bestimmt. Die
gewonnen Daten wurden mittels Microsoft Excel und GraphPad Prism ausgewertet (vgl. Abb.
35).
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Abbildung 35: Das Wachstum der Isoform Ebp1-p48 wird durch Imatinib nicht so
starkt gehemmt wie das von Ebp1-p42. Proliferationsassay mit stabil transfizierten K562-
Zellen. Die Zellen wurden mit dem Leervektor pGFP-C2 (Kontrolle), Ebp1-p42 und Ebp1-p48
transfiziert und unterschiedlichen Imatinib-Konzentrationen ausgesetzt. Darstellung der
lebenden Zellen bei verschiedenen Imatinib-Konzentrationen.

*=p<0,05, **=p<0,01

Die Diagramme, die in Abbildung 35 dargestellt sind, zeigen folgende Ergebnisse: In
Abbildung 35 sind auf der x-Achse die jeweiligen Zellen (transfiziert mit dem Leervektor,
Ebp1-p42 und Ebp1-p48) bei unterschiedlichen Imatinib-Konzentrationen (0 bis 2,5 uyM) im
Vergleich zu der absoluten Zellzahl auf der y-Achse angegeben. Bei den unbehandelten
Zellen (0 uM Imatinib) lassen sich bei allen drei Konstrukten (Kontrollvektor, Ebp1-p42 und
Ebp1-p48) mehr als 400.000 lebende Zellen dokumentieren. Es sind keine signifikanten
Unterschiede zu verzeichnen. Bei steigender Imatinib-Konzentration ist jedoch deutlich
ablesbar, dass die mit dem Kontrollvektor sowie mit dem Konstrukt Ebp1-p42 transfizierten
Zellen wesentlich niedrigere Zellzahlen als die mit Ebp1-p48 transfizierten K562-Zellen
besitzen. Die Kontrolle und das Konstrukt Ebp1-p42 verhalten sich relativ dhnlich. Jedoch
wird das Wachstum des Konstruktes Ebp1-p42 bei Konzentrationen von 0,156 bzw. 0,3 uM
Imatinib sogar noch starker gehemmt als das des Leervektors (p<0,01 bei 0,156 uyM und
p<0,05 bei 0,3 uM). Bei einer Imatinib-Konzentration von 1,25 yM sind im Vergleich zu
pGFP-C2 und Ebp1-p42 bis zu 100.000 lebende Zellen mehr beim Konstrukt Ebp1-p48
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zahlbar. Diese Unterschiede sind bei dieser Konzentration insofern signifikant (p<0,05
zwischen Ebp1-p48 und Leervektor, und p<0,01 zwischen Ebp1-p42 und Ebp1-p48) als dass
die Isoform Ebp1-p48 hinsichtlich eines Zellsterbens nicht so stark auf die Behandlung mit
Imatinib reagiert.

Bei der Betrachtung der lebenden Zellen (hier nicht dargestellt) zeigt sich auch, dass es bei
den unterschiedlichen Imatinib-Konzentrationen bei der Isoform Ebp1-p48 nie zu weniger als
80% viabler Zellen kommt. Im Gegensatz dazu sinkt der Anteil der lebenden Zellen in der
pGFP-C2 Kontrolle bis auf 70% (2,5 uM Imatinib), und bei der Ebp1-p42-Isoform sogar unter
70% (0,6-2,5 pM Imatinib). Abermals sind diese Unterschiede bei 1,25 pM signifikant
(p<0,05).

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen schlielen, dass die Isoform Ebp1-p48
in ihrem Wachstumsverhalten nicht so stark auf die Tyrosinkinase-Inhibition durch Imatinib
reagiert wie der Leervektor oder die Isoform Ebp1-p42. Die mit Ebp1-p42 transfizierten

Zellen verhalten sich ahnlich wie die pGFP-C2-transfizierten K562-Kontrollzellen.

4.6.3 Zytotoxizitats- Assay (MTT)

Die Lebensfahigkeit der mit den Isoformen transfizierten K562-Zellen sowie die mit pGFP-
C2-transfizierte Kontrolle unter steigenden Imatinib-Konzentrationen wurde mit Hilfe des
MTT-Zytotoxizitatstests (wie in ,Material und Methoden® beschrieben) Gberprift.

Da die Isoformen Ebp1-p42 und Ebp1-p48 unterschiedliche Funktionen innerhalb der Zelle
ausilben, galt unser besonderes Interesse der Frage, wie sich die transfizierten Zellen im
Vergleich zur Kontrolle hinsichtlich ihres Ansprechens auf das Medikament verhalten (vgl.
Abb. 36).
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Abbildung 36 oben: Es gibt keine Unterschiede zwischen den Ebp1-Isoformen
hinsichtlich des mittleren IC-50-Wertes. MTT-Zytotoxizitdtsassay: Dosis-Wirkungskurven
von Imatinib auf K662-pGFP-C2 (A), K662-Ebp1-p48 (B) und K662-Ebp1-p42 (C) .

Unten: Die ,Median-Effekt-Gleichung“ erméglicht die Kalkulation der IC50 liber den
Schnittpunkt der Regressionsgerade mit der x-Achse. (D = Dosis; Fa = fraction affected; Fu =

fraction uneffected)

Die so ermittelte mittlere IC50 (£ S.D.) betrug fir Kontrolle K562-pGFP-C2 0,12 uM Imatinib,
wahrend die Isotyp-transfizierten Zellen bei K562-Ebp1-p42 mit 0,15 yuM, und bei K562-
Ebp1-p48 mit 0,18 uyM auf die 48-stiindige Inkubation mit Imatinib reagierten.

Aufgrund dieser Ergebnisse lasst sich folgern, dass hinsichtlich der Lebensfahigkeit der
unterschiedlichen Konstrukte unter Tyrosinkinaseinhibition keine deutlichen Unterschiede
vorliegen.

Die mit den Ebp1-Konstrukten transfizierten K562-Zellen verhalten sich bezlglich ihres
Ansprechens auf Imatinib wie die mit dem Kontrollvektor transfizierten Zellen. Der mittlere

IC50-Wert ist bei allen drei Ansatzen nahezu identisch.
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4.6.3.1 Einfluss einer BCR-ABL-Inhibition auf die zellulare Lokalisation der

Ebp1-lsoformen

Die mit den Ebp1-Konstrukten und dem pGFP-C2-Vektor transfizierten Zellen wurden
zusammen mit nicht-transfizierten K562-Zellen flr weitere Versuche genutzt.

Zunachst wurden Cytospins mit je 1 x 10* Zellen pro Ansatz durchgefiihrt. Im ersten
Durchgang wurden nur nicht-transfizierte K562-Zellen und mit dem Ebp1-p48 Konstrukt
transfizierte K562-Zellen eingesetzt, um die Durchfiihrbarkeit und  Aussagekraft der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung zu Uberprifen (vgl. Abb. 37). Die luftgetrockneten
Objekttrager wurden von Dr. med. Tobias Meyer (Universitat Hamburg Eppendorf, Abteilung
fur Nephrologie) unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und abfotografiert (vgl. Abb.
37-39).

Ebp1p48-GFP Konstrukt K562 Kontrolle Ebp1p48-GFP Konstrukt K562 Kontrolle
40x, 4-fach Zoom 40x, 4-fach Zoom 40x, 0,7-fach Zoom 40x, 0,7-fach Zoom
Darstellung einer Zelle Darstellung mehrerer Zellen

Abbildung 37: Ebp1-p48 kommt sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma vor.
Stabile Transfektion von K562-Zellen mit dem Konstrukt Ebp1-p48.
Fluoreszenzmikroskopische Gegenliberstellung von nicht-transfizierten K662-Zellen und mit
dem Ebp1-Konstrukt Ebp1-p48 transfizierten K662-Zellen. Darstellung von jeweils einer Zelle
(linke Seite A und B) und mehrerer Zellen (rechte Seite C und D).

Es zeigte sich deutlich, dass die nicht transfizierten K562-Zellen nur ein geringes Mal3 an
Autofluoreszenz besitzen. Im Gegensatz dazu fluoreszieren die mit Ebp1-p48 transfizierten
K562-Zellen in einem klar erkennbaren Grinton unter dem Fluoreszenzmikroskop. Des
Weiteren lasst sich erkennen, dass die Isoform Ebp1-p48 sowohl im Zytoplasma, als auch im
Nukleolus lokalisiert ist.

Im nachsten Schritt wurden alle mit den unterschiedlichen Ebp1-Konstrukten (Ebp1-p42 und
Ebp1-p48) und mit dem Leervektor pGFP-C2 transfizierten K562-Zellen Uber 24 Stunden mit
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dem Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib beziehungsweise mit einem Wasser-DMSO-Gemisch

behandelt. Die gewahlten Imatinib-Konzentrationen lagen dabei bei 1 uM und 4 pM (vgl. Abb.
38 und 39).

Leervektor Konstrukt Konstrukt

pEGFP-C2 Ebp1-p48 Ebp1-p42

1uM Imatinib

Abbildung 38: Ebp1-p48 kommt sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma
unabhédngig von einer Behandlung mit Imatinib vor. Ebp1-p42 shuttelt unter
Tyrosinkinase-Inhibition in den Zellkern. Stabile Transfektion von K562-Zellen mit Ebp1-
Isoformen (Ebp1-p42 und Ebp1-p48 sowie mit einem Leervektor pEGFP-C2):
Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der mit Ebp1-p42, Ebp1-p48 und pGFP-C2
transfizierten K662-Zellen, +/- 1 uM Imatinib fiir 24 Stunden.
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Leervektor Konstrukt Konstrukt 4uM Imatinib
pPEGFP-C2 Ebp1-p48 Ebp1-p42

Abbildung 39: Ebp1-p48 kommt sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma
unabhédngig von einer Behandlung mit Imatinib vor. Ebp1-p42 shuttelt unter
Tyrosinkinase-Inhibition in den Zellkern. Stabile Transfektion von K562-Zellen mit Ebp1-
Isoformen  (Ebp1-p42 und Ebp1-p48 sowie mit dem Leervektor pEGFP-C2)
Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der mit Ebp1-p42, Ebp1-p42 und pGFP-C2
transfizierten K662-Zellen, +/- 4 uM Imatinib fiir 24 Stunden.

In den Abbildungen 38 und 39 sind die jeweiligen Zellpopulationen deutlich erkennbar.
Gleiches gilt fur die Verteilung der GFP-markierten Ebp1-Konstrukte sowie die Lokalisation
des Vektors durch eine starkere Grinfarbung der Zellen.

Die mit dem Leervektor pGFP-C2 transfizierten Zellen werden durch eine markante
Fluoreszenzanreicherung im Zytosol auffallig. Die Lokalisation des Leervektors ist
dementsprechend im Zytoplasma. Bei den zwei Ebp1-Isoformen lassen sich unterschiedliche
Beobachtungen machen.

Die Ebp1-p42-Isoform ist bei den mit diesem Konstrukt transfizierten unbehandelten K562-
Zellen ausschlieldlich in der zytoplasmatischen Fraktion ansassig. Die Isoform Ebp1-p48 tritt

in den K562-transfizierten Zellen sowohl im Zellkern, als auch in der zytoplasmatischen
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Fraktion auf. Bei der Behandlung mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib scheint es bei
Ebp1-p42 zu einer Translokation in den Zellkern zu kommen. Bei den mit Ebp1-p48
transfizierten Zellen ist keine Translokation unter Imatinib-Behandlung erkennbar. Die Zelle
im Allgemeinen reagiert auf die Behandlung mit dem Medikament mit beginnender (vgl. Abb.
38) oder stattgefundener (vgl. Abb. 39) Apoptose.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es nur bei den mit Ebp1-p42 transfizierten K562-
Zellen zu einer Abweichung innerhalb der zelluldaren Lokalisation der transfizierten
Konstrukte unter Imatinib-Behandlung kommt. Zu beobachten ist ein Shuttling des Ebp1-p42-
Konstruktes in den Zellkern. Die Behandlung mit Imatinib hat jedoch keinen Einfluss auf den
zellularen Aufenthalt von mit Ebp1-p48 oder mit dem Leervektor transfizierten K562-Zellen,
da es in keiner der transfizierten K562-Zellen unter Tyrosinkinase-Inhibition zu einer
Translokation in ein anderes Zellkompartiment der Ebp1-Konstrukte kommt.

Welche Bedeutung diese Translokation der Isoform Epb1-p42 in den Zellkern unter

Tyrosinkinaseinhibition hat, bedarf weiterer Klarung.
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5. Diskussion

Die Therapie der Chronisch Myeloischen Leukamie (CML) mit dem Tyrosinkinaseinhibitor
Imatinib ist ein herausragendes Beispiel flir den Erfolg von zielgerichteten Therapieansatzen
(sog. "molecular targeted therapy”) bei der Behandlung verschiedener Tumorentitdten und
Leukamieformen. Imatinib verlangert die Dauer der Chronischen Phase der CML signifikant
%4 und kann die Progression der Erkrankung in die Blastenkrise deutlich herauszdgern.
Jedoch wurde in Subgruppen von CML-Patienten das Auftreten von Resistenzen gegeniber
Imatinib beobachtet '°?. Dies zeigt, dass die Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren nicht
kurativ ist, sondern zu einer minimalen Resterkrankung fihrt.

Neben der Entwicklung von Zweit- und Drittgenerations-Tyrosinkinaseinhibitoren bestehen
neue Therapieansatze in der Kombination von Tyrosinkinase-Inhibition und Angriffspunkten,
die auf weiteren Signalwegen innerhalb der Krebszelle liegen *'.

Die Grundlage der vorliegenden Arbeit bildet eine globale Proteomanalyse von Balabanov et
al., die an der BCR-ABL-positiven K562-Zelllinie durchgefiihrt wurde®. In diesem
Screeningverfahren konnte das Protein ErbB3 bindende Protein 1 (Ebp1) detektiert werden,
welches unter dem Einfluss des Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib differentiell exprimiert wird
und somit ein neues potentielles therapeutisches Ziel bei Ph*- Leukamien darstellen kénnte
9

Daher wird in dieser Arbeit die Bedeutung des Proteins Ebp1 sowie die der epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptoren (ErbB1-4) unter Einfluss von Imatinib in Hinblick auf mdgliche

Ziele neuer Behandlungsstrategien untersucht.

5.1 Ebp1 existiert in CML-Zelllinien und wird differentiell exprimiert

Aufgrund der differentiellen Expression unter Behandlung mit einem Tyrosinkinaseinhibitor
schien das ErbB3 bindende Protein (Ebp1) ein interessanter Kandidat fur weitere
detailliertere Forschungsansatze zu sein.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe verschiedener molekularbiologischer Methoden
wie Northern Blot, Durchflusszytometrie, sowie RNA- und Proteomanalysen die Expression
von Ebp1 in allen untersuchten humanen und murinen leukdmischen Zelllinien
nachgewiesen werden. Auch gelang ein Nachweis von Ebp1-mRNA in Patientenmaterial.
Haufig zeigte sich dabei eine differentielle Expression des Proteins oder seiner mRNA unter
Einfluss des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib. Basierend auf den in dieser Arbeit erhobenen
und friheren Daten kénnen wir man schlussfolgern, dass Ebp1 unter dem Einfluss von

100, 184

Imatinib ubiquitar und oftmals differentiell exprimiert wird. Zudem implizieren unsere

Untersuchungsergebnisse im Hinblick auf eine durchgefiihrte transiente Transfektion von
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K562 und HL60 mit einer BCR-ABL-Wiltypvariante und einer kinasedefekten Variante (nicht
gezeigt), dass die Expression von Ebp1 abhangig vom Phosphorylierungsstatus ist.

Besonders die K562-Zellen weisen, wie in der vorausgehenden globalen Proteomanalyse
von Balabanov et al. bereits gezeigt °, einen deutlichen Riickgang des Proteins oder seiner
mRNA unter Tyrosinkinase-Inhibition auf. Wir konnten diese Ergebnisse mit Hilfe von vier
unterschiedlichen Methoden (Northern Blot, FACS-Analyse, RT-PCR und Mini 2D-Gelen) in
Bezug auf die K562-Zellen nachweisen. Mittels Western Blot-Methode gelang eine
Ergebnisreproduktion jedoch nicht. Auch weitere humane leukdmische Zelllinien in der
Blastenkrise, wie LAMA-84, MEG-01, KCL-22 und JURL-MK1 sowie die BCR-ABL-positive
murine Zelllinie Ba/F3-p210 zeigen eine differentielle mMRNA-Expression von Ebp1 unter
Imatinib-Behandlung. Jedoch stellt sich dieser Effekt nicht in allen durchgefiihrten
Versuchsansatzen ein. In Zelllinien, die BCR-ABL-negativ sind, wie beispielsweise murine
Ba/F3 Zellen sowie die Imatinib-resistenten murinen Zelllinien Ba/F3-T3151, Ba/F3-M351T
und Ba/F3-E255K, liel3 sich dieser Effekt zumindest in den durchgefiihrten Northern Blot

Analysen nicht nachweisen.

Die durch die Behandlung von Imatinib abgeschwachte Ebp1-RNA-Expression, welche sich
auf Northern Blot Ebene ausschliefdlich in BCR-ABL-positiven Zelllinien nachweisen lasst,
legt die Vermutung nahe, dass Ebp1 in die von BCR-ABL-vermittelte maligne Transformation
von hamatopoetischen Zellen involviert ist. In den BCR-ABL-negativen Zelllinien HL-60 und
Ba/F3 oder den Imatinib-resistenten murinen Zelllinien Ba/F3-T3151, Ba/F3-M351T und
Ba/F3-E255K liel3 sich dieser Effekt hingegen nicht nachweisen, was diese Hypothese stltzt.
Mégliche Ursachen flr die variierenden Ergebnisse bei den unterschiedlichen
Versuchsansatzen kénnen in den Methoden selbst begriindet sein. Die Northern Blot
Analyse stellt durch die Detektion mit sehr spezifischen Sonden eine hochempfindliche
Methode dar, um mdgliche, auch sehr geringe, Expressionsunterschiede aufzudecken.
Selbiges gilt fir die RT-PCR, welche durch den Einsatz von spezifischen Primern eine sehr
aussagekraftige Analysemadglichkeit darstellt.

Mittels Western Blot hingegen konnte nur der Nachweis von Ebp1 in allen untersuchten
Zelllinien erbracht werden. Expressionsunterschiede unter Imatinib-Behandlung lieRen sich
dabei nicht darstellen. Fir diese Tatsache gibt es mehrere Erklarungen. Neben der
Hypothese, dass keine relevanten Unterschiede im Vergleich zwischen behandelten und
unbehandelten Zellen existieren, kdnnen Schwankungen in der Proteinauftragsmenge beim
Beladen der Gele sowie geringe Varianzen in den Protein-Konzentrationsbestimmungen fur
die nicht nachweisbaren Unterschiede in den Zellen verantwortlich sein. Auch der
verwendete Ebp1-Antikorper bildet einen kritischen Faktor. Da der Ebp1-Antikérper schon

bei extrem hohen Verdinnungen und sehr geringen Belichtungszeiten eine spezifische
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Bande auf dem Roéntgenfilm liefert, lasst sich nicht ausschliefen, dass leichte
Expressionsunterschiede im Ebp1-Expressionsmuster existieren, welche jedoch aufgrund
der hohen Ebp1-Antikérper-Spezifitat nicht sichtbar zu machen sind.

Die Mini 2D-Gelanalyse konnte die Ergebnisse der globalen Proteomanalyse von Balabanov
et al. fur die differentielle Expression von Ebp1 in K562-Zellen unter Tyrosinkinase-Inhibition
zwar bestatigen®, zeigte jedoch in den anderen verwendeten Zelllinien keine
aussagekraftigen Tendenzen auf. Ursachlich hierfir kbnnten wiederum Fehler im Bereich der
Proteinkonzentrationsmessung oder bei der Beladung der Gelstreifen mit den jeweiligen
Proben sein. Auch kdnnten individuelle Unterschiede in den verwendeten Zelllinien dafir
verantwortlich sein, was einen generellen Effekt auf die CML dann eher unwahrscheinlich
macht.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse bestatigen, dass Ebp1 ubiquitar 9 100 179, 184,195

99, 108, 161, 167

exprimiert wird und damit, wie schon fir verschiedene Lymphomarten oder die

leukamische HL-60-Zelllinie '® vorbeschrieben, auch in anderen hamatologischen
Erkrankungen, wie in unserem Fall der CML, vorkommt. Ein Vorkommen in Blutproben von
gesunden Spendern konnte durch diese Arbeit ebenfalls bewiesen werden.

Die genaue Rolle von Ebp1 in der Pathogenese oder im Krankheitsverlauf der CML ist zwar
weiterhin unbekannt, allerdings sind zwei Funktionen denkbar. Es zeigte sich einerseits,
dass Ebp1 wahrend der Apoptose als Substrat der Caspase 3 fungieren kann und auf diese

2, 101
rt

Weise die apoptotische DNA-Fragmentierung verhinde . Diese Eigenschaft zeichnet

das Protein Ebp1 eher als protoonkogenes Protein aus. Darliber hinaus bezeugen Berichte,

dass eine Interaktion von Ebp1 mit dem Protein Nucleophosmin (NPM, B23) essentiell fur die

Unterdriickung von Apoptose und fiir die Regulation der Zellproliferation zu sein scheint'?.

NPM werden zudem Eigenschaften sowohl als Proto-Onkogen, als auch als

Tumorsuppressor zugeschrieben, da auch hier hohe Expressionslevel mit unkontrolliertem

Zellwachstum und maligner Transformation in Verbindung gebracht werden *® %2123,

In HL-60-Zellen konnte Ebp1 als eine Komponente des bcl-2-mRNP-Komplexes identifiziert
werden, wo es fiir die Stabilisierung der bcl-2 mRNA verantwortlich ist '® #%. Bei bcl-2 handelt
es sich um eines der ersten detektierten Proto-Onkogene, welches durch Inhibition von

Apoptose das Zelliberleben verlangert. Bei unterschiedlichen hamatologischen

52, 138

Erkrankungen , wie beispielsweise der Chronisch Lymphatischen Leukamie '?°, zeigen

sich erhdéhte Expressionslevel von Ebp1. Zudem wird es mit dem Auftreten von Resistenzen

bei der chemotherapeutischen Behandlung in Verbindung gebracht % 126165

Zum anderen haben weitere Studien gezeigt, dass Ebp1 ebenfalls Eigenschaften als

122, 198

potenter Tumorsuppressor besitzt Gerade am Beispiel von Brust- oder

51, 68, 104

Prostatakarzinom-Zelllinien wird deutlich, dass eine Uberexpression von Ebp1 mit

Wachstumshemmungen durch Zellzyklusarrest in der G2/M- oder der G0O/G1-Phase sowie
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mit einem geringeren metastatischen Potential einhergeht ® '8, Dabei interagiert Ebp1
beispielsweise = mit dem  Androgenrezeptor (AR), welcher innerhalb  von
Prostatakrebszelllinien eine deutlich erhdhte Expression aufweist. Ebp1 hemmt dessen
Aktivitat durch Reduktion der mRNA und damit verbunden auch der Proteinlevel *° 7% 8% 165
187,190, 1% - pyrch Interaktionen mit Rb konnte Ebp1 eine Rolle in der Steuerung
antiproliferativer Effekte  durch  Unterdrickung bestimmter Transkriptionsvorgange
zugewiesen werden '"® %8 Beispielsweise hat die Kooperation von Ebp1 mit Sin3A und
HDAC2 °" ' zusammen mit Rb sehr starken Einfluss auf die Unterdriickung der vom
Transkriptionsfaktor E2F1 vermittelten Transkription '®. E2F ist zustandig fiir die Kontrolle
des Zellzyklus sowie fir die Biosynthese von DNA. Auf diese Weise wird das Zellwachstum
gehemmt, und die mégliche Tumorgenese kann unterdriickt werden . Auch wird die
Transkription neben der von E2F1 von weiteren zellzyklusregulierenden Genen, wie
beispielsweise Cyclin D, Cyclin E oder c-myc, von Ebp1 inhibiert '%2. Somit hat Ebp1 eine

wichtige Kontrollfunktion Uber den Zellzyklus inne und kann als Tumorsuppressor agieren.

Ebp1 scheint also somit protoonkogene und auch tumorsuppressive Eigenschaften zu
besitzen. Moglicherweise lasst sich diese Tatsache durch die Existenz der zwei Ebp1-
Isoformen Ebp1-p42 und Ebp1-p48, welchen ebenfalls gegensatzliche Funktionen

zugeschrieben werden, erklaren % %1

. Daraus ergeben sich neue Moglichkeiten in der
Therapie der Imatinib-resistenten und Zweitgenerations-Tyrosinkinase-Inhibitor-resistenten
CML.

In wieweit Ebp1 dabei eine wichtige Rolle in der Entstehung, der Progression und der

Therapie der CML spielt, bedarf weiterer Klarung.

5.2 ErbB-Rezeptoren in hamatopoetischen Zellen

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf einer moglichen Detektion der
unterschiedlichen vier Mitglieder der ErbB-Rezeptorfamilie in hamatopoetischen Zellen vor
dem Hintergrund, dass es sich bei Ebp1 um ein ErbB3 bindendes Protein handelt '”°. Die
ErbB-Rezeptoren sind an bestimmten physiologischen Prozessen, wie Zellteilung,
Differenzierung und Proliferation, beteiligt ' > ' Des Weiteren spielen sie jedoch auch
nachgewiesener Weise eine entscheidende Rolle als potentielle Proto-Onkogene bei der
Pathogenese und Progression verschiedener humaner Krebsentitaten & 1% 12 25 153. 156 " Mgijst
korreliert eine Uberexpression der jeweiligen Rezeptoren mit einer schlechteren Prognose
50, 92, 107, 127,

sowie einem schlechteren Ansprechen auf mdgliche therapeutische Mallnahmen

128,163 Aus diesem Grund war ein Nachweis eben dieser Rezeptoren in leukdmischen Zellen
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fur uns von groRem Interesse. Auch hat der Einfluss von Imatinib auf die Rezeptoren einen
Teil unserer Studien dargestellt.

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit eine Expression der verschiedenen ErbB-Rezeptoren
in unterschiedlichen humanen und murinen Zelllinien sowie in Prima&rmaterial mittels RNA-
Analyse nachweisen.

Alle von uns untersuchten leukamischen Zelllinien, mit Ausnahme der Zelllinien HL-60 und
BV173, zeigten eine mRNA-Expression des ErbB3-Rezeptors. Im humanen
Patientenmaterial liel3 sich jedoch nur bei einem Teil der Proben ein positiver ErbB3-
Nachweis erbringen. Somit existiert in den meisten Zelllinien der potentielle Bindungspartner
von Ebp1. Dies ist von besonderer Bedeutung, da es sich bei den ErbB-Rezeptoren um
epidermale Rezeptoren handelt. Ein Auftreten des ErbB3-Rezeptors in CML-Zellen scheint

bisher noch nicht in der Fachliteratur beschrieben worden zu sein '"°

. Einige Arbeiten
thematisieren jedoch eine Expression von Mitgliedern der ErbB-Rezeptorfamilie in
lymphoiden Zellen von CML-Patienten oder ein Auftreten dieser Rezeptoren beim

Krankheitsbild der lymphoblastischen Leukamie 2* 78 113198

Im Vergleich zu den zuvor gewahlten leukamischen Zelllinien ist eine Detektion von mRNA
des ErbB3-Rezeptors in Primarmaterial eher selten. Im Gegensatz dazu weisen die
Patientenproben jedoch haufig eine detektierbare mRNA-Expression des ErbB2-Rezeptors
auf. Diese Expression findet allerdings auch in gesunden Spendern statt. In wenigen
leukdmischen Zelllinien aus der Blastenkrise der CML konnte zudem ein positiver Nachweis
von mMRNA des ErbB1- und des ErbB4-Rezeptors erbracht werden. In den MEG-01 und
KYO-1 Zellen konnte ErbB1-mRNA detektiert werden. Dies deckt sich mit der Aussage
frherer Arbeiten, in denen keine Detektion von EGFR in K562-Zellen nachgewiesen werden
konnte *2* 78 In EM2- und KCL-22-Zellen fand sich ErbB4-mRNA. Im Blut der untersuchten
Patienten ergab sich kein Nachweis dieser beiden Rezeptoren.

Die Rezeptoren ErbB1 und ErbB4 scheinen in den untersuchten Zellen eine eher
untergeordnete Rolle zu spielen, da sie nur in wenigen hamatopoetischen Zelllinien, jedoch
nicht in Primarmaterial detektiert werden konnten. Bei ErbB1 handelt es sich um ein
Schlisselmolekil in Bezug auf zellulares Wachstum. Es ist offenbar von essentieller
Bedeutung in der Inhibierung von Apoptose, in der Proliferation von Zellen, der Angiogenese
sowie der Tumorgenese'®®. Ein Uberexprimierter oder mutierter ErbB1-Rezeptor ist in
Tumorentitaten wie dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom sowie in Glioblastomen, Brust-,

t 14, 15, 47, 106, 107, 127, 128, 137, 153, 171

Pankreas- und Kopf-Halstumoren bekann und Korreliert mit

einer verringerten Uberlebensrate '® % %

Auftreten des ErbB1-Rezeptors in der B-ALL"*®. Ein Beweis von EGFR in K562- oder HL-60-

5,78, 162

. Eine Arbeitsgruppe beschreibt zudem das

Zellen konnte auch in vorausgehenden Arbeiten nicht erbracht werden
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37 sowie Gewebe des Herzens, der

Ein Vorkommen von ErbB4 ist fur Brustkrebszelllinien
Milchdrise, der Niere und des zentralen Nervensystems vorbeschrieben®? .

Die mRNA des ErbB3 Rezeptors als potentiellem Interaktionspartner von Ebp1 hingegen
wurde in unseren Versuchen von allen Zelllinien mit Ausnahme von HL-60 und BV173
exprimiert. Ebenso konnte mRNA von ErbB3 sowohl in CD34"-Zellmaterial von Patienten, als
auch von einem gesunden Spender nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit der
Beobachtung, dass ErbB3 sowohl in normalem als auch in neoplastischem Gewebe zu
finden ist 10 110 143. 184 g4 st bereits ein Vorkommen des ErbB3 Rezeptors in Gewebe von
Hirn, Leber, Pankreas, Brustdrise, Rickenmark, Prostata, Niere, Ovarien und Lunge von
verschiedenen Autoren beschrieben worden '# % 88 164189 "7,dem wird dem Rezeptor eine
Schliisselrolle bei der Proliferation und Differenzierung von Brustkrebszellen nachgesagt '
137,163, 164,193 | yerschiedenen Publikationen ist eine Uberexpression des Rezeptors bei
Tumoren von Brust, Ovarien, Pankreas, Lunge, Prostata, Hirn und Gastrointestinaltrakt mit
einer schlechteren Prognose in Bezug auf Gesamtiberleben, Metastasierung, Tumorgrole,
Lokalisation und Rezidivhaufigkeit sowie Auftreten von Therapieresistenz assoziiert - %% 1%
¥ Auch spielt die Heterodimerisierung mit dem ErbB2-Rezeptor unter Heregulin-
Behandlung eine entscheidende Rolle beim Auftreten von Resistenzen und der verkirzten

68, 164

Uberlebenszeit in der Untersuchung von Brustkrebszelllinien . Das Heterodimer

ErbB2/ErbB3 scheint als Onkogen zur Zelltransformation und Tumorgenese beizutragen '**
193'

In dieser Arbeit wurde ErbB2-mRNA, mit Ausnahme der murinen Zelllinien sowie HL-60 und
BV173, von allen restlichen untersuchten Zelllinien exprimiert. Dies deckt sich nicht mit
vorangegangenen Studien, welche eine Detektion des ErbB2-Transkripts, jedoch nicht des
ErbB2-Proteins in HL60-Zellen beschreiben '°. Zudem gelang der Nachweis von mRNA
dieses Rezeptors in dem von uns untersuchten Patientenmaterial - hier sogar starker
exprimiert als die ErbB3-Rezeptor-mRNA. Der ErbB2- (auch Her2neu-) Rezeptor spielt
besonders bei der Entwicklung von Mammakarzinomen eine wichtige Rolle '?'* 7137189 Ejn
Auftreten von ErbB2-Transkripten wurde bereits flr einige leukamische Zelllinien
vorbeschrieben, jedoch nicht fiir die K562-Zellen *> "® 2 Erhdhte Rezeptorspiegel sind mit
einer gesteigerten Transformationsaktivitdt sowie mit einem erhéhten metastatischen
Potential, und damit mit einer schlechteren Prognose verbunden " '® "% Diese Tatsache
lasst sich ebenfalls bei Neoplasien des Pankreas, der Ovarien, des Magens und des
Nasopharynx sowie in Bezug auf Bronchialkarzinome nachweisen '? ' 4730 171

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit ein Auftreten von mRNA aller vier Mitglieder der
ErbB-Rezeptorfamilie in unterschiedlicher Expressionshaufigkeit in leukamischen Zellen

aufzeigen.
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Das von uns demonstrierte Auftreten aller Rezeptoren der ErbB-Familie in leukdmischen
Zellen deckt sich nur bedingt mit den Aussagen friherer Publikationen ° . Die
Arbeitsgruppe Kraus et al. konnte im Jahre 1989 keinen Nachweis eben dieser Rezeptoren
in sieben verschiedenen Tumorlinien hamatopoetischen Ursprungs erbringen %°. Die
Verfasser berichten jedoch von einer Expression der Rezeptoren ErbB1 und ErbB2 in
Fibroblasten. Brihning et al. erbrachten 1995 den bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht
dokumentierten Nachweis der Expression von Her2-mRNA im peripheren Blut und
Knochenmark gesunder Patienten sowie in leukdmischen Blasten von Patienten mit akuter
lymphoblastarer Leukamie, wie ALL, AML, CLL und CML?*. Das Zelloberflachenprotein Her2
konnte jedoch nur in einer Untergruppe leukdmischer Blasten (B-ALL) detektiert werden®.
Leone et al. beschrieben ebenfalls 2003 die Expression von ErbB2 in mononuklearen Zellen,
im Knochenmark, sowie im peripheren Blut und &aufllerten die Hypothese, dass ErbB2
mdglicherweise den Proliferationsmechanismus hamatopoetischer Zellen beeinflusst .
Andererseits konnte in CD34"-positiven Progenitorzellen im Jahre 1998 kein Nachweis der
ErbB1- und ErbB2-Rezeptoren erbracht werden '*°. Eine Detektion von ErbB3 gelang bisher
nur in einer Myelomzelllinie, welche weitere Rezeptoren dieser Familie jedoch nicht
exprimierte 7°.

Eine mRNA-Expression weiterer Mitglieder der ErbB-Rezeptorfamilie in K562-Zellen konnte
bis zum heutigen Zeitpunkt nicht nachgewiesen werden "® % '*" |n dieser Arbeit konnten wir
jedoch sowohl ein Vorkommen von ErbB2-mRNA, als auch von ErbB3-mRNA in eben diesen
Zellen dokumentieren. Ein positiver Nachweis fur ErbB2, ErbB3 und ErbB4 wird fur die AML-
Zelllinie HL-60 von Trinks et al. beschrieben '°®. Diese Aussage deckt sich nicht mit den in
dieser Arbeit erhobenen Ergebnissen. Wir konnten bei der Zelllinie HL-60 keinen Beweis flr
ein Vorkommen der ErbB-Rezeptoren erbringen.

Hinsichtlich des Einflusses des Tyrsinkinaseinhibitors Imatinib auf die Expression der
jeweiligen ErbB Rezeptoren lie} sich keine einheitliche Aussage treffen. Da Imatinib keinen
direkten Effekt auf die Expression der unterschiedlichen Rezeptoren auszuliben scheint, ist
es am wahrscheinlichsten, dass die Zellen als Ganzes von der Behandlung betroffen sind
und mehr oder weniger stark mit einer Abnahme ihrer Expression auf Tyrosinkinase-
Inhibition reagieren.

Die hier gewonnenen Ergebnisse stellen somit ein Novum im Nachweis von mRNA,
insbesondere des ErbB3-Rezeptors, in Zellen der CML dar, denn zuvor konnte keine
Expression eben dieses Rezeptors in K562-Zellen beschrieben werden . Der Nachweis von
mRNA der unterschiedlichen Mitglieder der ErbB-Rezeptorfamilie kdnnte demnach neue
Erkenntnisse flr die Pathogenese und die Therapie der CML bringen. Mdéglicherweise
spielen diese Rezeptoren ebenfalls eine Rolle, welche essentiell flur die Signalgebung

innerhalb dieser hamatopoetischen Zellen ist. Denkbar ist auch, dass eine Uberexpression
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mit einer schlechteren Prognose oder einer verkiirzten Uberlebenszeit, beispielsweise bei

Mamma- oder Prostatakarzinomen, assoziiert ist ' 1% "4,

Damit ergeben sich moégliche neue Ansatze in der Therapie der CML, da bereits potente
Inhibitoren flir einige der ErbB-Rezeptoren therapeutisch verfigbar sind. Ob und inwieweit
jedoch eine Beteiligung dieser vier Rezeptoren an der Entstehung und Progression der CML

besteht, bedarf weiterer Forschungsarbeit.

5.3 Verhalten der Isoformen Ebp1-p42 und Ebp1-p48 in K562-Zellen

Liu et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass das Protein Ebp1 aus der Pa2g4-Genfamilie fur
zwei verschiedene Isoformen von Ebp1 kodiert, welche in unterschiedlicher Art und Weise
die Proliferation, das Uberleben und die Differenzierung von Zellen regulieren °" . Die
langere und dominantere Ebp1-p48 Form, welche sowohl im Zytoplasma, als auch im
Zellkern lokalisiert ist, unterdrickt Apoptose und stimuliert Proliferationsvorgange und damit

das Uberleben der Zellen °

', Hauptaufgabe der kiirzeren Ebp1-p42-Isoform ist neben der
Differenzierung von Zellen ein Unterdriicken der Proliferation °'. Auch bei der Bindung an
den ErbB3-Rezeptor weisen beide Formen deutliche Unterschiede auf. Wahrend die Isoform
Ebp1-p42 an die intrazellulare Domane von ErbB3 bindet, gibt es keine Assoziation von
Ebp1-p48 mit diesem Rezeptor .

In der vorliegenden Arbeit wurden die Einflisse der beiden Isoformen auf die
Leukamiezelllinie K562 untersucht. Zunachst wurden dafiir K562 Zellen mit den jeweiligen
Isoformen von Ebp1 (p42 und p48) nebst Kontrolle (Leervektor pGFP-C2) stabil transfiziert
und anschlieBend im Hinblick auf Proliferation, Zytotoxizitat, Lokalisation und
Expressionsstarke untersucht. Die Zellen wurden zudem mit dem Tyrosinkinaseinhibitor
Imatinib behandelt und dessen Einflisse auf die jeweiligen Isoformen analysiert.

Im durchgeflihrten Proliferationsassay ergab sich unter steigenden Imatinib-Konzentrationen
ein deutlicher Rickgang der Zellzahlen bei allen Konstrukten (Ebp1-p48, Ebp1-p42 und
Kontrolle Ebp1-pGFP-C2). Wir konnten jedoch auch zeigen, dass die Zellzahlen der mit
Ebp1-p42 transfizierten Zellen sowie der Kontrollzellen (Ebp1-pGFP-C2) signifikant geringer
waren als die der mit Ebp1-p48 transfizierten K562-Zellen. Wir schlussfolgerten aus dieser
Beobachtung, dass die Isoform Ebp1-p48 in ihrem Wachstumsverhalten im Vergleich zum
Leervektor oder den Ebp1-p42-transfizierten K562-Zellen nicht so stark auf die
Tyrosinkinase-Inhibition durch Imatinib reagiert. Aus diesem Grund flhrten wir zusatzlich
einen MTT-Zytotoxizitdtsassay durch, mit dessen Hilfe die Tyrosinkinase-Hemmung auf die

unterschiedlichen Zellen analysiert werden sollte. Hier zeigten sich jedoch keine signifikanten
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Unterschiede hinsichtlich des Ansprechens auf das Medikament. Die mittlere IC50 war in
allen transfizierten Zellen nahezu identisch.

Natirlich ist es moéglich, dass diese inkongruenten Ergebnisse auf die zugrundeliegenden
Methoden und damit auf Ungenauigkeiten bei den unterschiedlichen Messungen
zurickzufiihren sind. Gerade Zahlversuche unterliegen erfahrungsgemall grofen
individuellen Schwankungen. Um eine hdchstmoégliche Genauigkeit zu erzielen, wurden
jedoch alle von uns durchgeflhrten Zahlversuche in Triplett-Bestimmungen und zu drei
voneinander unabhangigen Zeitpunkten durchgefihrt. Gleiches galt fir den MTT-
Zytotoxizitatstest. Auch erfolgte die Bestimmung der jeweiligen Zellzahl nicht mittels
Neubauer-Zahlkammer, welche bei gro3en Zellzahlen hohen Zahlungenauigkeiten unterliegt,
sondern mit Hilfe eines automatischen Zellzahlers (Vi-Cell XR 2.03). So konnten die
Zahlungenauigkeiten noch weiter minimiert werden.

Zudem konnten zusatzliche genetische Veranderungen in den untersuchten K562-Zellen
entstanden sein, da diese Uber einen langen Zeitraum mittels zellkulturtechnischer Methoden
kultiviert werden mussten, bis eine ausreichende Menge an stabil mit den Ebp1-Isoformen
transfizierten K562-Zellen vorhanden war, welche fir die beobachteten Veranderungen
verantwortlich sind.

Wahrscheinlicher ist es jedoch, dass der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib gar keinen direkten
Einfluss auf das Wachstumsverhalten der verschiedenen Isoformen hat, sondern das
Zellwachstum der leukamischen Zelllinie K562 hemmt, indem er sich, wie vorbeschrieben,
gegen das hier vorkommende Fusionsprotein BCR-ABL, eine Kkonstitutiv aktive
Tyrosinkinase, richtet und somit aufgrund der damit verbundenen fehlenden
Tyrosinphosphorylierung die Signaltransduktion innerhalb der Zelle unterbindet . Dies erklart
die Abnahme der Zellzahlen in allen drei Ansatzen.

Aufgrund der Tatsache, dass die Isoform Ebp1-p48 wichtige Funktionen in der
Unterdriickung der Apoptose, der Stimulation von Proliferation und bei der Vermittlung des
Zellliberlebens Gibernimmt ', ist es viel wahrscheinlicher, dass eben diese Funktionen bei
der Transfektion der K562-Zellen mit Ebp1-p48 in Bezug auf das Wachstumsverhalten zum
Tragen kamen. Mdglicherweise kommt es durch Uberexpression der Ebp1-p48-Variante zu
einem Selektionsvorteil der p48-transfizierten K562-Zellen, welcher mit einer im Vergleich
hdéheren Zellzahl sowie geringerem Zelluntergang vergesellschaftet ist als bei der Kontrolle
und der p42-Ebp1-Variante. Wir konnten daher Gbereinstimmend mit Lui et al. zeigen, dass
Ebp1-p48 eher protoonkogene Eigenschaften aufweist, wahrend die Isoform p42 als

méglicher Tumorsuppressor agiert '°2.

In einem zweiten Ansatz konnten mittels Zytospinanalysen und nachfolgend durchgefiihrter

Fluoreszenzmikroskopie ebenfalls Aussagen Uber die Lokalisation der unterschiedlichen
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Ebp-lsoformen innerhalb der transfizierten K562 Zellen getroffen werden. Es zeigte sich,
dass die Isoform Ebp1-p48 sowohl bei den unbehandelten, als auch bei den mit Imatinib
behandelten Zellen im Zellkern und auch im Zytoplasma detektiert werden konnte.
Dahingegen war Ebp1-p42 in den unbehandelten Zellen ausschliel3lich im Zytoplasma

lokalisiert .

Eine Behandlung mit dem Medikament Imatinib in unterschiedlichen
Konzentrationen flihrte zu keiner Translokation der Isoform Ebp1-p48 in ein anderes
Zellkompartiment, sondern verursachte lediglich (beginnende) Apoptose der untersuchten
Zelllinie. In den mit Ebp1-p42 stabil transfizierten Zellen kam es unter Behandlung mit dem
Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib zu einer Translokation von Ebp1-p42 vom Zytoplasma in den
Zellkern.

Diese Ergebnisse untermauern die bereits in der Literatur vorbeschriebene Lokalisation der
verschiedenen Isoformen von Ebp1 °" ' in den bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht
untersuchten unbehandelten K562 Zellen. Eine Behandlung mit HRG fihrt nach Angaben
der Fachliteratur zu einer Dissoziation von Ebp1-p42 und dem ErbB3-Rezeptor ' mit
nachfolgender Dislokation von Ebp1-p42 aus dem Zytoplasma in den Zellkern '®* ' Die
Imatinib-Behandlung scheint ebenfalls fiir einen Zellkompartimentwechsel von Ebp1-p42
vom Zytoplasma in den Nukleus verantwortlich zu sein. Méglicherweise kommt es auch in

diesem Fall zu einer Dissoziation von ErbB3.

Einen interessanten Forschungsansatz flr weitere Untersuchungen stellt daher
beispielsweise die Behandlung der unterschiedlich transfizierten K562-Zellen mit Heregulin
oder mit einem Inhibitor der Proteinkinase Cd dar.

Die Phosphorylierung von Ebp1-p48 durch die Proteinkinase C& schitzt die Zelle
nachweislich vor apoptotischer Spaltung durch die Caspase 3 und scheint zudem flr die
fehlende Assoziation mit dem ErbB3-Rezeptor verantwortlich zu sein # . Méglicherweise
andert sich durch Hemmung der Proteinkinase C® die zellulare Lokalisation der Isoform
unter der zusatzlichen Behandlung mit Imatinib. Auch sollten die Effekte von Heregulin in
Zusammenhang mit einer Imatinib-Behandlung untersucht werden. HRG sorgt
bekanntermalRen fiir eine Dissoziation von Ebp1-p42 und dem ErbB3-Rezeptor '®. Imatinib
scheint den gleichen Effekt auf Ebp1-p42 auszulben. Es ware daher interessant zu
erforschen, ob der Kompartimentswechsel unter dualer Therapie (HRG und Imatinib)
verstarkt zu beobachten ist.

Mdoglicherweise flihren diese zwei theoretischen Ansatze zu neuen Erkenntnissen beziglich

des Verhaltens der beiden Isoformen in K562-Zellen.
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5.4 Zellulare Lokalisation von Ebp1

Im Hinblick auf die Lokalisation der beiden Ebp1-Isoformen untersuchten wir in dieser Arbeit
zudem den mdglichen zelluldaren Aufenthaltsort von Ebp1 auch ohne vorausgegangene
Transfektion in K562-Zellen. Mittels verschiedener Methoden der Zellfraktionierung erfolgte
die Separation von unterschiedlichen Zellkompartimenten aus den K562-Zellen. Zuvor
wurden die Zellen mit Imatinib behandelt. Die Ergebnisauswertung wurde auf Proteinebene
mit Hilfe des Western Blots und mit Mini 2D-Gelen durchgeflhrt.

Es zeigte sich in beiden Ansatzen deutlich, dass Ebp1 nur im Zytoplasma nachweisbar war.
Vor dem Hintergrund, dass sich die Isoform Ebp1-p48 sowohl im Zellkern, als auch im
Zytoplasma aufhalt, wohingegen Ebp1-p42 ausschlieRlich im Zytoplasma anzutreffen ist '%,
lassen unsere Untersuchungsergebnisse die folgenden Schlisse zu. Einerseits ist es
maoglich, dass nur die Isoform Ebp1-p42 physiologisch in K562-Zellen vorkommt. Fir diese
Isoform ist das Zytoplasma als alleiniger Aufenthaltsort in der Fachliteratur beschrieben
worden # ' Zu einer Translokation in den Zellkern kommt es wie bereits erwéhnt in der
Folge einer Dissoziation vom ErbB3-Rezeptor nach Behandlung der Zellen mit dem
ErbB3/Erbb4-Liganden Heregulin '®.

Mdoglicherweise ist auch die Expression der Isoform Ebp1-p48 in diesen Zellen nur sehr
schwach ausgepragt. Jedoch ist diese Theorie eher unwahrscheinlich, da diese Isoform als
die starker exprimierte Form vorbeschrieben ist °" ', Zum anderen ist auch der verwendete
Ebp1-Antikérper sehr spezifisch, so dass selbst kleinste Proteinmengen meist erkannt
werden kdnnen.

Zudem kommt es unter Behandlung mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib zu keiner
zellularen Translokation des Proteins beispielsweise vom Zytoplasma in den Nukleus, wie es
unter Behandlung mit dem in der Fachliteratur beschriebenen Heregulin der Fall ware '®.
Eine Behandlung mit Heregulin sollte daher in weiteren Forschungsansatzen geprift werden.
Dartber hinaus kdénnte der Einsatz von spezifischen Antikérpern, welche sich gegen die
jeweiligen Isoformen richten, zu weiteren Erkenntnissen flihren, insofern sie aufdecken,
welche Isoformen von Ebp1 physiologisch in K56-Zellen vorkommen.

Ein weiterer Erklarungsansatz flr die von uns detektierte zellulare Ebp1-Lokalisation liegt in
der Methode der Zellfraktionierung selbst begriindet. Durch den schwachen Nachweis von
Histonbanden in der zytoplasmatischen Fraktion wird deutlich, dass eine vollstédndige
Zellkompartimentseparation nicht ausreichend gelungen ist. Daher besteht die Mdglichkeit,
dass sich im Zytoplasma ebenfalls noch nukleare Anteile befanden, welche das Ergebnis im
Hinblick auf den zellularen Aufenthaltsort von Ebp1 beeinflussten. Aus diesem Grund Iasst
sich keine hundertprozentig sichere Aussage Uber die Lokalisation von Ebp1 in K562-Zellen

treffen. In zukinftigen Forschungsansatzen sollte versucht werden, eine striktere Trennung
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der beiden Zellkompartimente zu erreichen, um eine hdhere Aussagekraft zu erhalten.
Zudem sollte zur besseren Vergleichsmdglichkeit die Ebp1-Lokalisation auch in weiteren
leukdmischen Zelllinien untersucht werden. So kann eine generelle Aussage Uber den
Aufenthaltsort von Ebp1 in diesen Zellen getroffen werden. Welchen pathognomonischen
Hintergrund und welche Folgen die zellulare Lokalisation hat, bleibt unbekannt und bedarf

der weiteren Klarung.

5.5 Ausblick

Aufgrund der Konfrontation mit immer neuen Resistenzmechanismen in der zielgerichteten
Therapie der Chronisch Myeloischen Leukamie ist es von immenser Bedeutung, neue
Therapieansatze und Angriffspunkte in weiteren Signalwegen innerhalb der Krebszelle zu
verfolgen. Es zeigt sich beispielsweise, dass die Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren zwar
sehr spezifisch, jedoch nicht immer kurativ ist, sondern lediglich zu einer minimalen
Resterkrankung fiihrt. Um ein langerfristiges Uberleben der betroffenen Patienten zu
gewabhrleisten, ist es wichtig, neue kurative Therapieoptionen zu schaffen. Zum aktuellen
Zeitpunkt werden daher schon Kombinationstherapien von Tyrosinkinaseinhibitoren mit
anderen Substanzen, welche sich gegen andere molekulare Ziele innerhalb der malignen

Zelle richten, verstarkt evaluiert *°’.

Bereits bei der Untersuchung von Mammakarzinomen hat sich gezeigt, dass Ebp1 in der
Lage ist, die Aktivitat des ErbB2-Promoters zu hemmen und dadurch das ErbB2-Proteinlevel
in den Zellen, welche ErbB2 Uberexprimieren, senkt und somit einen negativen Einfluss auf
die Proteinstabilitat besitzt '°*. Diese Tatsache fiihrt zu einer héheren Sensitivitat gegeniiber
der Behandlung mit Tamoxifen. Man kénnte postulieren, dass die Regulation der ErbB2- und
ebenfalls der ErbB3-Aktivitdt durch Proteine wie Ebp1 eine neue therapeutische Option in
der Behandlung dieser Tumorentitat darstellt. Auch bei weiteren malignen Erkrankungen, wie
beispielsweise dem Prostatakarzinom oder dem oralen Plattenepithelzellkarzinom, werden
Ebp1 antitumordse Effekte zugeschrieben °® ' Eine Uberexpression von Ebp1 scheint
jedoch auch einen wirksamen Schutz vor Apoptose darzustellen "% '?? %8 Eg ist hingegen
bis zum jetzigen Zeitpunkt noch unklar, ob Ebp1 protoonkogene oder tumorsuppressive
Effekte in den CML-Zellen ausiibt.

Der von uns erbrachte Nachweis bestimmter Rezeptoren der ErbB-Familie erweitert das Feld
der therapeutischen Mdglichkeiten zusatzlich. Aktuell existieren bereits klinisch zugelassene
Inhibitoren flr unterschiedliche ErbB-Rezeptoren. In der Therapie von NSCLC werden
beispielsweise die Tyrosinkinase-Inhibitoren Gefitinib und Erlontinib, welche sich gegen den

EGFR richten, eingesetzt ' ' ®°. Zudem werden Kopf-Hals-Tumoren mit dem monoklonalen
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Antikdrper Cetuximab therapiert, welcher sich ebenfalls gegen ErbB1 richtet '® ** ®. Die
Substanzen Trastuzumab und Pertuxumab, ebenfalls monoklonale Antikérper, kommen bei

10, 64, 69 Zudem

der Therapie von Her2/neu-positiven Mammakarzinomen zum Einsatz
existiert mit Lepatinib ein dualer Tyrosinkinaseinhibitor, welcher sich sowohl gegen ErbB1,
als auch gegen ErbB2 richtet. ErbB3 hemmende Substanzen befinden sich derzeit noch in
der Erprobungsphase. Mdoglicherweise spielen die unterschiedlichen ErbB-Rezeptoren,
welche wir in leukdmischen Zellen nachweisen konnten, ebenfalls eine Rolle bei der
Entwicklung, der Progression oder der therapeutischen Resistenz der CML. Sollte dies der
Fall sein, stehen mit den genannten Substanzen neue therapeutische Mdglichkeiten zur
Verfligung.

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit geben daher wichtige Hinweise flir mégliche neue
Therapieansatze und unterstlitzen die Annahme, dass die Rolle der ErbB-Rezeptoren sowie
die des Proteins Ebp1 in der Therapie der CML weiter evaluiert werden sollte. Besonders
interessant ist dabei die weitere Erforschung der Bedeutung der jeweiligen ErbB-Rezeptoren

im Krankheitsgeschehen der CML.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Bei der Behandlung verschiedener Leukdmieformen stehen aktuell zielgerichtete
Therapieansatze im Fokus. Die Therapie der CML mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib
ist ein herausragendes Beispiel fir den Erfolg solcher zielgerichteten Therapieansatze.
Durch die Einfiuhrung von Imatinib konnte die Dauer der chronischen Phase der CML
signifikant verlangert werden. Auch konnte die Progression der Erkrankung in die
Blastenkrise deutlich hinausgezdgert werden. Das Auftreten von Resistenzen gegenlber
Imatinib erfordert jedoch neue Therapieansatze, welche sich beispielsweise gegen
Signalwege innerhalb der Krebszelle richten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Proteins Ebp1 sowie die der
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren unter Einfluss von Imatinib in Hinblick auf
mogliche Ziele neuer Behandlungsstrategien untersucht.

Ebp1 ist involviert in die Unterdrickung von Apoptose, in Zellproliferation sowie in
Differenzierungsvorgange innerhalb der Zelle. Es sind zwei verschiedene Isoformen bekannt.
Die langere Form Ebp1-p48 unterdriickt Apoptose, wohingegen die kiirzere Form Ebp1-p42
fur die Steuerung der Zelldifferenzierung verantwortlich gemacht wird.

Die ErbB-Rezeptoren sind an physiologischen Prozessen, wie Zellteilung, Differenzierung
und Proliferation beteiligt. Zudem spielen sie eine entscheidende Rolle als potentielle Proto-
Onkogene bei der Pathogenese und Progression verschiedener humaner Krebsentitaten® '
12,25, 153, 156 Meist korreliert ihre Uberexpression mit einer schlechteren Prognose sowie
einem schlechteren Ansprechen auf mdgliche Therapien.

Wir konnten zeigen, dass Ebp1 ubiquitér in allen von uns untersuchten leukdmischen
Zelllinien und im Blut von Patienten nebst gesunden Spendern nachweisbar ist. Zudem liel3
sich mittels unterschiedlicher Methoden eine abgeschwachte Proteinexpression unter dem
Einfluss des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib in unterschiedlichen Zelllinien insbesondere von
K562-Zellen beweisen. In der vorliegenden Arbeit gelang zudem der Nachweis von
verschiedenen Mitgliedern der ErbB-Rezeptorfamilie in leukamischen Zellen. Diese Tatsache
stellt ein Novum dar, da es sich hier eigentlich um epidermale Rezeptoren handelt, deren
Existenz bislang kaum in leukdmischen Zellen nachgewiesen werden konnte. Eine
differentielle Expression unter dem Einfluss von Imatinib hingegen konnte hier nicht
dokumentiert werden.

Die Imatinib-Behandlung hat jedoch Einfluss auf die zellulare Lokalisation der Isoform Ebp1-
p42. Im Rahmen einer stabilen Transfektion von K562-Zellen mit den Isoformen Ebp1-p42
und Ebp1-p48 konnte eine Translokation von Ebp1-p42 vom Zytoplasma in den Zellkern
nachgewiesen werden. Dieser Effekt Iasst sich bei Ebp1-p48-transfizierten K562-Zellen nicht

nachweisen.
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Zusammenfassung

Aufgrund der Tatsache, dass Ebp1 sowohl protoonkogene, als auch tumorsuppressive
Eigenschaften zu besitzen scheint, ergeben sich potentielle neue Mdoglichkeiten in der
Therapie der Imatinib-resistenten und Zweitgenerations-Tyrosinkinaseinhibitor-resistenten
CML. Auch der Nachweis der unterschiedlichen Mitglieder der ErbB-Rezeptorfamilie kdnnte
demnach neue Erkenntnisse in der Pathogenese und der Therapie der CML bringen.
Mdoglicherweise spielen diese Rezeptoren ebenfalls eine Rolle, welche essentiell fiur die
Signalgebung innerhalb dieser hamatopoetischen Zellen ist. Ob oder inwieweit Ebp1 bzw.
die einzelnen ErbB-Rezeptoren auf die Entstehung, die Progression und die Therapie der

CML einwirken, bleibt jedoch unbekannt und bedarf daher weiterer Klarung.
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Elektrophorese-Gerat (mini protean Ill) Bio-Rad

Elektrophorese-Gerat, SE 400

Amersham Biosciences

Elektrophorese-Kammer

Bio-rad, PeglLab

FACS Calibur Becton Dickinson
Gel-Dokumentationsgerat, Cabinet Eagle Eye Il Stratagene

Gene Pulser Xcell Total System Bio-Rad

Grole Kihlzentrifuge, 5810 R Eppendorf
Grolde Zentrifuge, Minifuge RF Heraeus

Groles Wasserbad GFL

Heizblock mit Magnetrihrer, Ikamag Ret (MR 2002)

Janke u. Kunkel, Heidolph

Inkubationsschuttler New Brunswick
Inkubator Memmert
Kamera Stratagene

Kamera-Set / Kompakt Digital

Canon/Zeiss

Kleines Wasserbad

Kottermann

Kihlschrank Bosch, Liebherr, Privileg
Lagerbehalter LN 2 (fur Stickstoff) Cryo Anlagenbau
Leuchttisch Rex

MikrokUhlzentrifuge 5402 Eppendorf

Mikroskope Zeiss

Mikrowelle ETV
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Mikrozentrifuge 5415 C Eppendorf
Mikrozentrifuge, Biofuge 13 Heraeus
Millipore-Anlage Millipore

Mischer, Vortex REAX 2000 (VF2)

Heidolph, Janke u. Kunkel

Multi-Pipettor Eppendorf
Nanodrop PC PeqlLab
PCR-Gerat Sprint Hybaid

pH Meter, Microprocessor pH 211 Hanna
Pipettor Hirschmann
Power Supply fiur Gelelektrophoresen Pharmacia
Power Supply, PowerPac Bio-Rad
PowerSupply, EV 261 Consort
Schittler GFL 3015
Schattler Heidolph
Schittler, LS 10 Gerhardt

Schiittler, SM 25

Edmund Buhler

Sicherheitswerkbank (S2), HS 15 Heraeus
Spectrophotometer Nanodrop, ND 1000 PeqlLab
Spectrophotometer, DU 530 Beckmann

Spektrophotometer, Multilabel Counter 1420

Perkin Elmer

Sterile Werkbank (S1), HB 2448 S

Heraeus

Stickstoffbehalter, Cryo Plus 1

Thermo Electron

Thermocycler Bio-Rad
Thermomixer Eppendorf
Trans Blot Modul Bio-Rad
TransBlot Cell Bio-Rad
Ultramikrowaage Sartorius

Vi-Cell XR 2.03 Beckman-Coulter
Waage, 1216 MP Sartorius
Waage, PB 30 Mettler

Wallac Victor® 1420 Multilabel Counter

Perkin Elmer

Verbrauchsmaterial

Tabelle 12: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

10 pl Loop Needle

Elkay

6 well cell culture plate

Greiner bio-one

8-Tube stripes

Bio-Rad

132



Anhang

Aluminiumfolie

Universitatszentrallager

Amersham Hyperfim™ MP

GE Healthcare

Becherglas 100, 250, 500, 1000 ml VWR / Schott
Cryo 1°C Freezing Container Nalgene
Cryovial Simport
Electrode Wicks Biorad
Eppendorf Tube 1,5 und 2,0 ml Eppendorf
Erlenmeyerkolben, verschiedene Groflen Jena Glass
Falcon® Conical Centrifuge Tubes 15, 50 ml BD

Falcon® Polystyrene Round-Bottom-Tube BD
Faltenfilter Whatman @ 185/240 Schleicher / Schuell
Flat cap strips PCR tube strips Bio-Rad
Fotopapier Mitsubishi
Frottee Biorad

Gene pulser cuvette Bio-Rad
Glasflaschen mit Deckel in unterschiedlichen Gréfien Schott
Handschuhe nitratex S Nitril Ansell
Handschuhe Peha soft S Latex Hartmann

Immobiline TM Dry Strip pH 4-7, 7 cm

GE Healthcare

Imobilon Transfer Membran

Millipore

Kivette Protein, RNA

Sarstedt

MACS-Pre Separation Filters

Miltenyi Biotec

Messbecher verschiedene GroRRen VWR
Messzylinder 2000 ml Vitlab
Mini Transblot Filters Bio-Rad
Parafilm Dechiney
Pasteurpipette Glas 150 mm Roth
Pasteurpipette Glas 230 mm und Plastik, Einweg 3 ml Roth

Petri Seal Diversified Biotech
Pipetten 0,1-2,5/0,5-10 / 10-1000 / 100-10000 Eppendorf
Pipettenspitzen weil}, gelb und blau Sarstedt

Plastik Pipette 2/5/10 /25 ml Falkon
Plastikschalen Sarstedt
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Protean XL Size Extra Thick Blot Paper Bio-Rad
Shandon Cryotrager (Objekttrager fir Cytospins) Thermo
Shandon Filter Cards Thermo
Sicherheitspipettierball VWR
Skalpell Universitatszentrallager
Strip cap for PCR tubes VWR
Tissue culture dish 100x20 mm und 60x15 mm Sarstedt
Tissue culture plate 96well flat und round bottom Sarstedt
Ultra clear centrifuge tubes Beckmann
UV-Brille Uvex
X-Ray Cassette 18x24 Rego

Zahlkammer 0,0025 mm?® und 0,100 mm Tiefe

Neubauer Optik Labor

Zellkulturflaschen 25 / 75/ 175 cm”®

Sarstedt
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PCR Programme

1. Ebp1-, ErbB- und RPLPO-Primer

Initiale Denaturierung 95 4 1x
Denaturierung 95 0,5 (30 Sek.) 30x
Annealing Primerabhangig 1 30x
Elongation 72 1 30x
Finale Elongation 72 10 1x
Hold 4 o

2. RNA-Kontrolle auf Kontamination mit RPLP0-Primern

Initiale Denaturierung 94 4 1x
Denaturierung 94 1 35x
Annealing 55 1 35x
Elongation 72 1 35x
Finale Elongation 72 10 1x
Hold 4 o
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