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Vorwort

1 Vorwort

Neben den Herz- und Kreislauferkrankungen gehotrenphisien zu den haufigsten
Erkrankungen der westlichen Welt. Sie stellen egnef3e Herausforderung fiir die
Medizin, die Forschung und den Sozialstaat dar. @ibwliese Erkrankung schon seit
Menschengedenken existiert, wachst das Wissendibses vielfaltige Krankheitsbild
nur langsam. Die bisherigen Therapien zur Behampluies Krebsleidens, wie
Chemotherapie und Bestrahlung, sind dabei keineswagsal, vielmehr beruhen sie
auf langjahrigen Erfahrungen der Mediziner. In detzten Jahren hat die moderne
Molekularbiologie viele Erkenntnisse lber die Geneson Tumoren und somit

Angriffspunkte fur gezieltere Therapieansatze dette

Tumoren entstehen durch exogene Einflisse physdtedr, chemischer und
biologischer Art, die zu einer Schadigung der DN ren. Man geht davon aus, dass
mehrere Schaden zusammen kommen missen, um eite ZZel Tumorzelle zu
transformieren. Diese Zelle unterliegt nicht mear Hontrolle durch den Organismus,
d.h. sie wachst und teilt sich unkontrolliert. DA&schstum ist dann invasiv, denn es
kommt durch den Tumorklon zur Auflésung von benactdn Gewebestrukturen und
bei Einbruch in Blut- und Lymphgefasse auch zur adttsierung und Destruktion
weiter entfernt gelegener Organe. Die Tumorzelthka sich im Koérper verbreiten, sind
je nach Art des Tumors mehr oder weniger starkiéetdnziert, d.h. die Zellen kbnnen
nicht mehr ihrer urspriinglichen Aufgabe im Gewelbbaad nachkommen und hindern
satt dessen die gesunden Kérperzellen in ihrer iamKLo6ffler und Petrides, 1998
Neben diesem Modell der Entdifferenzierung von&eltur Entstehung von Krebs geht
ein anderes von einer Blockade in der Differenzigruon Stammzellen aus. Dieses gilt
z.B. fur die Genese von Leukamien. Dort sind diweeten Blutzellen je nach Art der
Leukdmie in einem unterschiedlich weiten Stadiunr @éfferenzierung arretiert
(Olsson et al.,, 1996 Unter physiologischen Umstanden bildet eine ipatente
hamatopoetische Stammzelle den Ursprung aller lojpuatischen Zellen. Wahrend sie
die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzt, gehes ibr zusatzlich Tochterzellen
hervor, die unter Einfluss verschiedener Zytokineg der Colony Stimulating Factors
(CSF) und Interleukine (IL), Uber Vorstufen zu HEngizyten, Leukozyten und
Lymphozyten reifen. Diese erfullen fur eine begtenZeit ihre Aufgaben im

Organismus, um dann dem programmierten Zelltod mnterliegen. Beide hier
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dargestellten Modelle fur die Genese von Neoplagies der Entdifferenzierung von
reifen Zellen und das des Arrests in der Differenaig von Stammzellen, schliel3en
sich nicht aus, sondern kdnnen jeweils der Entsighuon unterschiedlichen Tumoren
zugrunde liegenQlsson et al., 1996; Sell, 1993

Genotypische Veranderungen von Zellen, wie stra@ieir und numerische
Chromosomenveranderungen, kénnen mit der Aktivigruan Protooncogenen oder
der Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen verbuonskein. Protooncogene sind
normale zellulare Gene, die fir Proteine kodiergelche eine wichtige Rolle in der
Regulation der Zellproliferation spielen. KlassischProtooncogen-Produkte sind
Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren, zelikdare Signaltransduktoren
und Transkriptionsfaktoren. Die Genprodukte von dwsuppressorgenen hingegen
uben eine inhibitorische Funktion auf das Zellwagetrs aus. Sowohl die Aktivierung
von Protooncogenen als auch die Inaktivierung vomdrsuppressorgenen minden fur
die Zellen in einen Verlust des kontrollierten Wsitims. Dieses wird normalerweise
durch Bindung von Wachstumsfaktoren an entsprecheRezeptoren gesteuert,
wodurch eine intrazellulare Signaltransduktionskegtktiviert wird, welche wiederum
das Signal Uber Transkriptionsfaktoren an den Zefikweiterleitet. Am Ende dieses
Prozesses flihrt eine verdnderte Genexpression zwachdwim der Zelle. Eine
Fehlregulation der Genexpression von an diesem argydoeteiligten Komponenten
oder ein verandertes Genprodukt fihren dazu, dads @hne den entsprechenden Reiz
eines Wachstumsfaktors eine dauerhafte Stimulatieser Einheit gegeben ist. Daraus
resultiert eine vom Organismus nicht mehr konteoliare Proliferation und die
Entstehung von Tumoren wird nun maoglich. Ursachedig Dauerstimulation ist die
fehlgeleitete Regulation von Protooncogenen, dmidau Oncogenen geworden sind
(Loffler und Petrides, 1998

Grundsatzliche Mechanismen fur die Entstehung vanoQenen aus Protooncogenen
sind Amplifikation, Punktmutation und Translokatiokufgrund dieser Verdnderungen
wird das Genprodukt entweder quantitativ oder gathi verandert exprimiert_Offler
und Petrides, 1998

Es gibt einige Beispiele von Tumoren, bei denen iasationen von Protooncogen

festgestellt hat. So zeigen Untersuchungen, das85€a der Pankreaskarzinome eine
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Mutation der ras-Oncogenfamilie, welche zur Gruppe der intrazetehd
Signalubertrager gehort, aufweisdtriéss et al., 1996; Sirivatanauksorn et al., 1998
Die Amplifikation deserbB2/neu/HER-ncogens, welches fir einen Rezeptor kodiert
und in 25-30% der Mamma-Neoplasien nachweisbakstgeliert wiederum mit einer
schlechten 5-Jahres-Uberlebensrate von PatientimieénBrustkrebs Klynes et al.,
1989; Slamon et al., 198980-90% der Patienten mit chronisch myeloischeukamie
(CML) besitzen das Philadelphia Chromosom, welatsnfalls bei Disomie mit einer
schlechten Prognose in Verbindung gebracht wird. eassteht durch reziproke
Translokation zwischen Chromosom 9 und 22. DasCimbmosom 22 innerhalb einer
beschrankten Region entstehende rekombinante Gah ber (break point cluster
region) abl (Homolog des Abelson-Leukamie-Virus) genannt. SEusionsprotein
besitzt eine verstarkte Tyrosinkinaseaktivit&htjvelman et al., 1985; Clark et al.,
1988.

Die durch die Molekularbiologie gewonnene Erkersitrdass Neoplasien entstehen,
wenn es zur Fehlregulation von Komponenten komnet,ath der Signaltransduktion
von Wachstumssignalen beteiligt sind, ist wichtigr fdie Entwicklung neuer
therapeutischer Optionen. Ein interessantes Zietli@motherapeutische Interventionen
stellt z.B. die Raf/MEK/ERK-Signaltransduktionskadk dar \(Veinstein-Oppenheimer
et al., 2000; Sebolt-Leopold, 2000hnerhalb der verschiedenen Transduktionsketten
bieten sich unterschiedliche Angriffspunkte fur Phaka an. So wird zur Behandlung
der chronischen myeloischen Leukamie seit 2002Tgnosinkinaseinhibitor der BCR-
ABL-Kinase, Imatinib (=STI571), eingesetzt, welcldiese Krankheit flr einige Zeit
erfolgreich aufzuhalten vermaBichdunger et al., 1996; Druker et al., 2001; Cole¢n
al., 2002) Fur Brustkrebspatientinnen mit einer Mutation dé8R2-Neu/c-erB-2-
Rezeptors bietet ein seit 1998 zugelassener AmkorTrastuzumab, welcher an die
extrazellulare Doméne des Rezeptors bindet, eiekwarsprechende therapeutische
Option. In Phase Il klinischer Studien war festellsn, dass dieser Antikorper in
Kombination mit einem Chemotherapeutikum die Ulmteszeit zu verlangern
vermochte Goldenberg, 1999; Goldhirsch et al., 1998; Albanafid Baselga, 1999
Ebenfalls zukunftstrachtig erscheint die Inhibitider dualspezifischen Serin/Threonin-
Kinasen MEK1/2 Kilella et al., 200}, da ein hoch potenter und selektiver MEK-
Inhibitor das Wachstum von Kolonkarzinomen menstidr und tierischer Herkunft

um 80% zu senken vermocht&epolt-Leopold et al., 1999Aus diesem Grund
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befinden sich die spezifischen MEK-Inhibitoren U®12nd PD 185243 in der
klinischen Prufung@ancey und Sausville, 200Nicht nur in der Onkologie erweisen
sich MEK-Inhibitoren als hilfreich, sondern auchdar Therapie von neuropathischen
Schmerzen deuten sich Vorteile einer SuppressiofB&-Kaskade durch PD 198306
an Ciruela et al., 2008 Neben der ERK/MAPK-Kaskade erweist sich die p8SPK

als interessantes Ziel medikamentdser Interventian der Behandlung von
rheumatischen Erkrankungen. Eine Hemmung der p88d€ senkt in Makrophagen
die Produktion von TNF und anderen inflammatorisch#ytokinen, welche eine
Schlusselrolle in der Genese entzindlicher Erkragkn einnehmenRegan et al.,
2002; Branger et al., 2002Bei all diesen viel versprechenden Entwicklungetite
jedoch nicht vergessen werden, dass die versclreedgignaltransduktionskaskaden auf
hoch komplexe Weise miteinander vernetzt sind. iDladas Ausmal’ dessen bisher nur
ansatzweise abzeichnet, kann die Inhibition ein@rag&e zu nicht vorhersehbaren
Effekten auf andere Signaltransduktionswege fuhr&bher auch die Vielfalt an
Prozessen, die von den jeweiligen Kaskaden gestewerden, birgt die Gefahr
zahlreicher Nebenwirkungen bei der Einnahme solbitgbitoren. So kdnnte z.B. eine
Hemmung von MEK durch Inhibitoren im Rahmen der @btherapie von Tumoren
oder der Behandlung von neuropathischen Schmenztem Umstanden Auswirkungen

auf die Hamatopoese haben.

Vor diesem Hintergrund soll die nun folgende Arpaitelche die Rolle und das
Zusammenspiel zwischen ERK/MAPK und dem Egr-1-Tkapsonsfaktor in der
monozytaren Differenzierung von humanen HL-60 Leuieiellen untersucht, ein
kleines Mosaiksteinchen in den grof3en und bei weihech nicht geklarten Komplex
von der Genese und Therapie von Tumorerkrankungpifigen.
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2 Fragestellung

Der Krebs der weil3en Blutzellen, die Leukamie, tetits durch einen Arrest der
Reifung von aus pluripotenten Stammzellen hervoegdken TochterzellerOfsson et

al.,, 1999. Durch die Vielzahl der einzelnen Entwicklungssty die eine

Vorlauferzelle auf ihrem Weg zur terminalen Diffeeéerung durchlauft, sind ebenso
viele Ebenen denkbar, auf denen die Blockade eaiolgkann. Eine dieser
Leukadmiezelllinien stellen HL-60 Zellen dar, diernveinem Patienten mit akuter
Myeloblastenleukamie isoliert wurden, und hier AkIlmodell fur Versuche dienen
(Gallagher et al., 1979 Sie sind in einem frihen Stadium der Differenamg arretiert,

besitzen jedoch die Fahigkeit unter entsprechei&lenulation zu Monozyten oder
Granulozyten auszureifen. Durch welche intrazelend Prozesse die monozytare
Reifung der HL-60 Zellen unter TPA, einem bekannteduktor der monozytaren

Differenzierung, induziert wird, soll Gegenstandgi#r Dissertation sein.

Bereits veroffentlichte Forschungsergebnisse zemdh dass ERK/MAP-Kinasen an
Differenzierungsvorgédnge von hamatopoetischen #dbleteiligt sind. In HL-60 und
U937 Zellen leitet die Aktivierung der ERK-Kaskade monozytare Differenzierung
(Kharbanda et al., 1994; Okuma et al., 2002hd in K562 und CMK Zellen die
megakaryozytare Differenzierung eWljalen et al., 1997; Melemed et al., 197
Weitere Darstellungen bringen den Zinkfingertramgionsfaktor Egr-1 in
Zusammenhang mit der Induktion der monozytareneeffizierung von HL-60, U937
und M1 Zellen sowie der megakaryozytaren Ausdifieierung von K562 Zellen
(Nguyen et al., 1993; Krishnaraju et al., 1998; Cesat al., 1994 Die Mechanismen,
welche diesen Transkriptionsfaktor bei der Induktaer Differenzierung aktivieren,

sind in bisherigen Arbeiten jedoch nicht unterswebtden.

Die vorangegangenen Aussagen uber die monozytardunBe verschiedener
myeloischer Zellen sollen miteinander in Einklangogcht werden und zwar in der
Hinsicht, dass eine Aktivierung der ERK-Signaltduigionskaskade die Aktivierung
desegr-1-Genszur Folge hat und beide Komponenten lber dieseardm&nspiel flr
die monozytare Differenzierung von HL-60 Zellen argtvortlich sind. Die folgenden
Ausfuhrungen gehen einerseits genauer auf die hmsten Forschungsergebnisse ein
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und anderseits sollen die Ergebnisse eigener Umieumngen die obige Hypothese

bestatigen.
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3 Einleitung

3.1 Die MAP-Kinasen

MAP-Kinase (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) Kadi&a finden sich in allen
eukaryotischen Zellen. Sie bestehen aus einem MamlulEnzymen, die nacheinander
geschaltet sind und das entscheidende Bindegliedndiermationsflusses zwischen der
Zellmembran und dem Zellkern darstelldre\is et al.,, 1998 Die Bedeutung der
Kinasen liegt in der intrazellularen Signaltrangituk von an der Membran
ankommenden extrazellularen Signalen zum Zellkdrer werden die Signale in Form
einer veranderten Genexpression umgesetzt, welctilids auf den Stoffwechsel und
das Schicksal der Zelle nimmt. Die MAP-Kinasen koltieren fundamentale Prozesse

wie Proliferation, Differenzierung, Uberleben ungdoptose der Zelle.

MAP-Kinasen sind Serin/Threonin-spezifische Prdtgiasen, die selbst durch
Threonin- und Tyrosinphosphorylierung aktiviert den. Es sind bisher drei
Untergruppen bekannt. Zu diesen gehoren die ERKeXftazellular Signal-regulierte
Kinasen), die p38-Kinasen und die JNK (c-Jun-N-taale Kinasen)/ SAPK (Stress-

aktivierte Proteinkinasen).

Die allgemein gultige Organisation der MAPK-Signaftsduktionskette besteht aus
drei Kinasen: die an der Spitze der Kaskade steh&fPKKK (MAP-Kinase Kinase
Kinase) phosphoryliert die ihr nachgeschaltete MKPlnd diese aktiviert wiederum
die am Ende der Kette stehende MAPK (Abbildung/lie und welche Signale jedoch
dieses Modul aktivieren, ist heute bisher nur zwet Bekannt Kolch, 2000).
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Abbildung 1: Die MAP-Kinase Kaskaden (Quelle: celkignal.com)

3.1.1 Die ERK-Kaskade

Die nacheinander geschalteten Kinasen des ERK-Moduid Raf (MAPKKK),
MEK1/2 (MAPKK) und ERK1/2 (MAPK).

Das an oberster Stelle des Gliedes stehende Poatgen Raf ist eine Serin/Threonin-
spezifische Kinase, die MEK1/2 (MAPK/ERK Kinase) aimem dieser beiden Reste
phosphoryliert Kyriakis et al.,, 1992 Die dualspezifischen Kinasen MEK1/2
Ubertragen wiederum im néchsten Schritt jeweileiRhosphatrest auf Threonin- und
Tyrosinreste von ERK1/2Dhanasekaran und Premkumar, 19981EK1/2 arbeiten
hoch selektiv und aktivieren nur ERK1/English et al., 1999 ERK hat Substrate im
Zytosol und transloziert auch in den Zellkern, umrtdTranskriptionsfaktoren zu
aktivieren Schenk und Snaar-Jagalskar, 199®ie aktivierte Kaskade reguliert

Proliferation, Differenzierung und das Uberlebendelle (Abbildung 1 und 2).

3.1.2 Ras als Verbindungsmolekil

Die Verbindung des ERK-Moduls zur Zellmembran wir@iufig durch das kleine G-
Protein Ras hergestellayruch et al 1994; Hall, 1994 Der Weg eines extrazellularen

Signals zu Ras soll hier genauer betrachtet weldas.Signal in Form von Hormonen

-10 -
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oder Zytokinen bindet als Ligand an einen Rezepder, entweder eine intrinsische
Tyrosinkinaseaktivitat besitzt oder wie hamatommte Zytokinrezeptoren mit
zytoplasmatischen Tyrosinkinasen assoziiert ispiJohe Rezeptoren mit intrinsischer
Tyrosinkinaseaktivitat sind z.B. Wachstumsfaktoe@nren. Dieser dimerisiert nach
Ligandenbindung und autophosphoryliert seine Tymesite. Die Phosphorylierung des
Zytokinrezeptors erfolgt nach Dimerisation durcke diktivierung zytoplasmatischer
Kinasen z.B. der Jak- oder Src-Familie, die mit d&wazeptor verbunden sind
(Kishimoto et al., 1994. Diese Tyrosinphosphatgruppen am Rezeptor stellen
Bindungsorte fir SH2-Doméanen von Adaptermolekilear. Beispiele fir solche
Adaptermolekiile sind Grb2 und Shc, die nun an dezeRtor binden kénnen. Aufgabe
dieser Molekile ist es, das Andocken von Guanireatid-exchange-Faktoren (GEFSs),
wie SOS (son of sevenless), zu ermdglichen. SO&8ysatrt in dem Protooncogen Ras
den Austausch von GDP durch GTP. Ras-GTP stelltallizze Form des G-Proteins
dar. Der aktivierte Zustand von Ras kann durchHyiérolyse des gebundenen GTP mit
Hilfe einer intrinsischen GTPase-Aktivitat beendetrden. Analog zu den GEF gibt es
auch Proteine, die GTPase-aktivierenden ProteindPEp welche diese Reaktion
beschleunigengmithgall, 1998; English et al., 1999

Die Aktivierung von Ras erfordert aber nicht nue @indung von GTP, sondern auch
eine Modifikation des c-terminalen Endes von RaserUeinen Farnesyl- und
Geranylrest wird Ras an der zytoplasmatische SteZellmembran verankert und
kann nur hier seine volle Wirkung entfaltérovy und Willumsen, 1993Das aktivierte
Ras-Protein kann Raf binden und vom Zytoplasma Zellmembran translozieren.
Neben einer Bindung an Ras erfordert die Aktivigrumon Raf auch eine
Phosphorylierung §mithgall, 1998 An der Aktivierung von Raf-1 sind neben Ras
noch viele andere Proteine beteiligt, die auch esgulatorische Funktion auf der
Ebene von Raf-1 tibernehmédfo{ch, 2000).

3.1.3 Aktivierung der ERK-Kaskade Uber die Proteinkinage

Die ERK-Kaskade kann wie oben beschrieben in eiRexeptor vermittelten Vorgang
oder durch Tumorpromotoren vom Phorbolestert@arfoll et al., 1994; Cai et al.,
1997 uber die Proteinkinase C (PKC) aktiviert werdeerschiedene Gaabhangige
und unabhéngige PKC-Isoformen aktivieren das Rakhzym, aber auch
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Angriffspunkte oberhalb und unterhalb von Raf-1 dsirbeobachtet worden
(Schoénwasser et al., 1998; Kim et al., 1909a

Am Anfang steht die @vermittelte Spaltung von Phosphatidylinositol-#jSphosphat
(PIP, durch die Phospholipase3GPLCB) in Diacyglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-
trisphosphat (1g). Sowohl das DAG als auch der durch dasvietmittelte intrazellulare
Cd*-Anstieg aktivieren die PKC, welche Raf-1 phospliery Uber Raf-1 kann der
Signalfluss zu ERK1/2 stromekifglish et al, 1999.

Aber auch das intrazellulare €aermag als second messenger eine Aktivierung von
ERK in verschiedenen Zelltypen zu induzieren, zmB.den (3-Zellen des Pankreas
(Frodin et al., 1995; Rosen et al., 199Dies geschieht vermutlich ohne Beteiligung
der PKC. Die C&-induzierte Signalweiterleitung zu ERK kénnte (i *-sensitive
Ras-GEFs Farnsworth et al., 1995erfolgen oder tber die Aktivierung von Ca
Calmodulin-abhéngigen Proteinkinasen (CaMK) durdictve MEK1/2 phosphoryliert
und aktiviert werdenQfellarocca et al., 199/

Die Vorstellung dieser alternativen ERK-Aktivierungt fir das Verstandnis der
Wirkung von TPA (o-Tetradecanoylphorbol-13-acetaightig, da man annimmt, dass
dieser Tumorpromotor die Wirkung von DAG nachahba&g(und Thee, 1995

Das Protooncogen Raf-1 erhalt durch seine Postion Anfang der Kaskade eine
Vielzahl von Signalen aus anderen Signaltransdoktii@gen und leitet sie an ERK
weiter. Bisher waren die weitlaufig einzig akzepte Effektoren ERK1/2, aber es
haufen sich Hinweise, dass Raf Signale auch arramd®rmationsketten weiterleitet.
Es stellt durch seine Schlisselposition eine Eb@neregulatorische Eingriffe von
Seiten der Zelle dar. Experimentell konnte eine hheimg von Raf in vitro durch die
Inhibitoren SB 203580 und ZM 336372 nachgewieserdare In vivo fuhrt der Einsatz
dieser Inhibitoren jedoch zu einer Hyperaktivieruran Raf-1, die sich aber nicht in
einer gesteigerten MEK- und ERK-Aktivierung nieddggt Hall-Jackson et al.,
1999a+h. Fur die Interaktion von Raf-1 mit MEK, bedarfa&so weitaus mehr als nur
der Aktivierung von Raf. Eine Vielzahl von Protemevie z.B. 14-3-3, KSR, SURS8
und MP1 sind an der Regulierung der Raf-Aktivitétlseiner Interaktion mit MEK1/2
beteiligt Kolch, 2000.
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MAPK/ERK in Growth and Differentiation
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Abbildung 2: ERK/MAP-Kinase Kaskade (Quelle: cell sgnal.com)

3.1.4 JNK und p38/MAP-Kinasen

Neben der klassischen ERK/MAP-Kinase gibt es noah @Jun-NH2-terminale
Kinasen (JNK oder auch SAPK genannt) und die p3&&en. Auch diese sind in
einem kaskadenartigen Modell mit dem gleichen Gmuwdul organisiert, wie die schon
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vorgestellte ERK-Signallibertragungskette. DiesddreKinasen werden in erster Linie
durch inflammatorische Zytokine wie IL-1 und T&lFoder durch chemischen und
physikalisch Stress wie bakterielle Endotoxine, ehdi§ Anisomycin, HO;,

osmotischer Stress, Hitze-Schock, UV-Strahlen umiye genotoxische Substanzen
aktiviert. Diese Kinasen sind an der Entstehung vapoptotischen und

inflammatorischen Zellprozessen beteiligt (Abbildugund 4).

Die JNK wird durch dualspezifische MKK4 und MKK7 gdphoryliert und die p38-
Isoformen durch MKK3 und MKK6. Aktivatoren von MKKdnd MKK7 sind MEKK1,
-2, -3, -4 beziehungsweise PAK (p21l-aktivierte k@), die wiederum durch
Interaktion mit Rho-Proteinen-Familie aktiviert wlen. Die Phosphorylierung und
Aktivierung von MKK4 und MKK7 kann aber auch durgbhlreiche andere Kinasen
erfolgen, die auch MKK3 und MKK6 phosphorylierenievz.B. MLK-1,-2,-3 (Mixed
linage kinase), ASK1 (Apoptose Signal-reguliertendSe), TAK1 (TGB-aktivierte
Kinase). Ras kann ebenfalls die Aktivierung der JNKd p38-Kinase Kaskaden
vermitteln. Die MAPKK Kinasen kénnen wiederum dumeine noch grél3ere Zahl von
Proteinen, die zu der ,sterile 20 kinase familyh@een, aktiviert werdenT{bbles und
Woodgett, 1999
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Abbildung 3: INK/SAPK-Kaskade (Quelle: cell signal.om)

Substrate der p38 und JNK sind zum einen zytoplasoh& Proteine und zum anderen
Transkriptionsfaktoren im Zellkern. Bekannte Tramsonsfaktoren der JNK sind
ATF-2, EIk-1 und c-JunMan Dam et al., 1995; Whitmarsh et al., 1R9%%as mit dem
Aktivator Protein 1 (AP1) einen Komplex bildet uad einer vermehrten Expression
von Genen mit einer AP1-Bindungstelle in ihrem Poton fuhrt (Abbildung 3). p38
phosphoryliert bevorzugt die Transkriptionsfaktoi®ap-1, AFT-2 Raingeaud et al.,
1995; Janknecht und Hunter, 1997aber auch CHOPWang und Ron, 19%6und
MEF2C Han et al., 199Y. Ein wichtiges zytoplasmatisches Substrat der igB&lie
MAPKAP-Kinase 2 (Mitogen-aktivierte Proteinkinasktigierte Proteinkinase), die das
Hsp 27, CREB Clifton et al., 1995 und auch den SRF phosphorylidde{denreich et
al., 1999.
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p38 MAPK Signaling Pathways
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Abbildung 4: p38/MAP-Kinase Kaskade (Quelle: cell gnal.com)

3.1.5 Transkriptionsfaktoren setzen das Signal im Zellkeam

Durch Signaltransduktionskaskaden werden externeau$t die die Zelle an der
Membran empfangt, nicht nur an Protein-Substrat@ytoplasma, sondern auch in den
Zellkern weitergeleitet. Endglieder dieser Kaskattamslozieren in den Zellkern und
phosphorylieren dort Transkriptionsfaktoren. Im Muls selbst sind diese Faktoren fir
die Umsetzung von Signalen verantwortlich, indem Binfluss auf die Transkription
von Zielgenen nehmen. Eine wichtige Gruppe solchanskriptionsfaktoren ist die
Ets-Oncogenfamilie, die sich in die Ternarkomplékdaen (TCF) und in die Ets-
Gruppe unterteilt. Auf diese Familie konvergieraa drei grol3en MAPK-Kaskaden,

Cd*-spezifische Signale und diestBignaltransduktionskaskade.

-16 -



Einleitung

Aktivierte TCF binden an bestimmte Sequenzen wim d&erum Response Element
(SRE) und dem Ras Response Element (RRE), welch@ramotoren von vielen
Jmmediate early response” Genen enthalten sady und Muise-Helmericks, 2000
TCF der Ets-Familie binden zusammen mit dem SREanSRE und induzieren die
Transkription von Zielgenen wiefos (Janknecht et al., 199%underg-1 (early growth
response 1)Hodge et al., 1998; Clarkson et al., 199Sie gehdren zu den ,immediate
early response“-Genen, die durch Serum, Wachstktosém oder andere mitogene
Einflisse rasch aktiviert werden Hérschman, 1991 Vor allem der
Ternarkomplexfakor Elk-1 ist nicht nur ein wichtgyeSubstrat der ERK/MAPK-
Signaltransduktionskette, sondern auch von p38JiNitl Er wird an vielen Serin- und
Threoninresten phosphoryliert und bindet an die DNArdy und Muise-Helmericks,
2000.

3.1.6 Inaktivierung der MAP-Kinasen

Uber die negative Regulierung von MAP-Kinase Kaskadbt bisher wenig bekannt.
Wahrend die Aktivierung der Kaskaden tber Phosglesangen verlauft, so vermitteln
Phosphatasen durch Dephosphorylierungen die Inekiivg. Dualspezifische MAP-
Kinase-Phosphatasen (MKP) sorgen auf Ebene der MiiPEine Dephosphorylierung
von regulatorischen Tyrosin- und ThreoninrestenE&®K, JNK und p38, womit der
Einfluss dieser auf die Genexpression aufgehobet (8un und Tonks, 1994; Franklin
und Kraft, 1997; Bokemeyer et al., 1996

Es sind mehrere MKP bekannt: MKP-1 inaktiviert allei MAPK, MKP-2 bevorzugt
JNK und ERK, MKP-3 ist spezifisch fur ERK und MK relativ unspezifisch.
Interessant ist, dass die MKP-1 durch ERK induzietden kann und dann p38 und
JNK negativ reguliert, aber umgekehrt auch ERK dsphoryliert, wenn sie tber p38
und JNK aktiviert worden ist. Auf diese Weise bbstalie Mdoglichkeit einer
Wechselwirkung zwischen den verschiedenen MAP-Kn&siskaden Tibbles und
Woodgett, 1999

Neben den zweifach-spezifischen Phosphatasen gibtawch solche, die flr
Serin/Threonin sowie Tyrosin spezifisch sind. Deeri@Threonin-spezifischen
Phosphatase PP2A wird eine besondere Rolle beRdgulierung der MEK/ERK-
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Aktivitat zugesprochenHunter, 199%. Denkbar ist eine Regulation auf allen Ebenen
der MAPK, denn es ist bekannt geworden, dass di&/@Camodulin-abhangige
Serin/Threonin-spezifische Phosphatase PP2B oder Icin€arin Elk-1
dephosphorylieren und so den Einfluss von Elk-1 dief MAP-Kinase vermittelte
Genexpression am SRE modulieren konngag{moto et al., 1997; Tian und Karin,
1999.

3.2 MAP-Kinasen und Differenzierung

Die extrazellular Signal-regulierten Kinasen (ER#)d fur das Leben von essenzieller
Bedeutung, denn sie regulieren viele wichtige Phasaler embryonalen Entwicklung
und in der Differenzierung von Geweben und Orgargm:sind z.B. aktivierte MEK
und ERK notwendig fur die Entwicklung von Photongoeen und des Kérpermusters
in Drosophila melanogasteP¢rrimon, 199% die Induktion des Mesoderm von
Xenopus laevismbhauer et al., 1995die positive T-Zell SelektionAperola et al.,
1995 oder die Myogenese in C2-Zelle@redinger et al., 1998

DarlUber hinaus wird die Aktivierung von ERK mit deghr gegensatzlichen zellularen

Prozessen Proliferation und Differenzierung in \fiediong gebracht.

Ein bekanntes Beispiel fir die Beteiligung von ER#wohl an der Ubermittlung von
proliferativen als auch differenzierenden Signalestellen die aus einem

Phaochromozytom der Ratte stammenden PC12 ZellenE@z- (Epidermal growth

factor) stimuliert in dieser Zelllinie eine transie ERK-Phosphorylierung, welche von
einer Zellproliferation begleitet wird. Anderseitsteht im Gegensatz dazu die
Beobachtung, dass die Behandlung dieser ZellenNGiE (Neuronal growth factor)

eine anhaltende ERK-Aktivierung induziert, die miber Aussprossung von Neuriten
und einer Minderung der Zellteilung einhergelta¢shall, 1995. Im Gegensatz dazu
sorgt in der NIH 3T3 Linie eine anhaltende ERK-Ak#t fur die Proliferation dieser

Zellen. Das Einbringen einer konstitutionell akiiv&1APKK flihrte sogar zu einer

Bildung von Tumoren in vivoMlansour et al., 1994

In diesem Kontext wird deutlich, dass die Effekn\ERK auf Differenzierung und

Proliferation nicht nur von der Dauer der Aktiviagy sondern auch vom Zelltyp

abhangig sindCowley et al., 1994
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In den letzten Jahren ist bekannt geworden, dassE&RK/MAP-Kinasen auch in
hamatopoetischen Zellen fir Differenzierungsvorgangerantwortlich sind. Im
Folgenden soll die Rolle der ERK-Kaskade in vermsdbnen hamatopoetischen

Zelllinien aufgezeigt werden.

3.2.1 ERK/MAP-Kinasen und die megakaryozytare Differenaiag

Stimulation der menschlichen CMK Zelllinie, die aegem Patienten mit akuter
megakaryoblastischer Leukdmie gewonnen wurde, P& Bzw. dem physiologischen
Zytokin SCF fuhrt zur megakaryozytaren Differenarey dieser Zellen. Dies zeigt sich
anhand der Ausbildung von megakaryozytaren Obérdi@amarkern CD 41 und CD 61
sowie an einer Veranderung des morphologischerbitids. Beide Induktoren sind
bekannte Aktivatoren der ERK. Auch aktive ERK- ulNtEK-Vektoren, die in die
Zellen eingebracht wurden, leiteten die Differenang mit Wachstum und Expression
von CD 41 und CD 61 ein. Diese Verhdltnisse dentetef eine Beteiligung von
ERKZ1/2 an der Reifung der Blasten hin. Durch Vehgumit dem spezifischen MEK-
Inhibitor PD 98059 konnte dies untermauert werdienes durch seinen Einsatz gelang,

die SCF-getriggerte Differenzierung zu verhindern.

Aus diesen Ergebnissen zogen die Autoren den Sghdass die Aktivierung der ERK-
Kaskade notwendig und ausreichend sei, um die naegakytare Differenzierung von
CMK Zellen zu induzierenMelemed et al., 1997

In K562 stellt sich die Situation ahnlich dar. K562ellen sind menschliche
erythromegakaryozytare leukdmische Zellen, die @inem Patienten mit chronisch
myeloischer Leukdmie stammen. Hierbei handelt els sm Vorlauferzellen, die die
Potenz besitzen, auf entsprechende Stimuli entlimgerythroiden, megakaryozytéren
und zu einem kleineren Prozentsatz auch der moaeaytLinie zu differenzieren.
Aktivierung der PKC durch den Tumorpromotor TPAtdeiin K562 die Entwicklung
von Megakaryozyten eirT@bilio et al., 1983

Analog zu den Versuchen mit CMK Zellen, kam es umt@A und der Transfektion von
aktiven MEK-Vektoren zu morphologischen Verandeemgwie man sie auch im
Verlauf der megakaryozytaren Differenzierung betibat kann \halen et al., 1997
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Die Zellen wurden groRer, bildeten Pseudopodien, ausrden adhéarent und
exprimierten Integrin, einen spezifischen Markem vBlattchenvorlauferzellen. Im
Gegensatz dazu wurde die Expression des erythreidglobins supprimiert. Sowohl
bei den mit TPA stimulierten als auch in den mithadn MEK-Vektoren transfizierten
Zellen war eine gesteigerte ERK-Aktivitat nachzusesi. Die durch TPA-induzierte
ERK-Phosphorylierung war transient, sie erreichtehn 24 Stunden wieder basale
Werte.

Der spezifische MEK1-Inhibitor PD 98059 supprimgeim dieser Zelllinie sowohl die
ERK-Aktivitat als auch die Effekte von TPA auf digifferenzierung. Dies gelang
jedoch nur bis zu einem bestimmten Zeitpunkt, de @ipplikation des Inhibitors spater
als 12 Stunden nach der TPA-Behandlung die DiffasFnngsvorgénge nicht mehr
aufzuhalten vermochte. Umgekehrt wurde die Differemung von K562 Zellen nicht
nur durch Entzug eines Phorbolesters innerhalb edsten 12 Stunden nach Gabe
verhindert, sondern auch rickgangig gemacht, sofnSubstanz in den ersten 7
Stunden entfernt wurd&\(halen et al., 1997

Zusammenfassend gelang es der Gruppe Wimlen anhand dieser Ergebnisse
darzulegen, dass die megakaryozytare Differenzieraon K562 Zellen durch die
ERK/MAPK-Kaskade reguliert wird, und diese gleictigeflr die Suppression von
erythroiden Markern verantwortlich ist. Darlber duis demonstrierten sie den Bedarf
einer langer anhaltenden ERK-Aktivierung. Diese URate legen eine Beteiligung der
Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade einerseits an der liniemgpehen Differenzierung von
hamatopoetischen Zellen und anderseits an der &sgipn der erythroiden

Differenzierung nahe.

Wie auch in PC12 Zellen kristallisiert sich fur K5€@lie Bedeutung einer andauernden
ERK-Aktivierung fur die megakaryozytare Differenziag heraus.

Durch den Vergleich von TPA mit Bryostatin, ebelsfaéin bekannter Aktivator der
PKC, demonstrierte man, dass nicht die Aktivieratigin ausschlaggebend fur diesen
Prozess ist, sondern die Dauer der ERK-Aktivier(lRgcke et al., 1997

Da sowohl TPA als auch Bryostatin tber die PKCERK/MAPK-Kaskade aktivieren,
sie aber nicht die gleiche Wirkung auf die Diffezesmung von K562 Zellen haben

(Hocevar et al., 1992 war es interessant zu vergleichen, worin sik sitterschieden.
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Unter TPA-Behandlung dauerte die ERK-Aktivierung iu 24 Stunden an, unter
Bryostatin erreichte sie schon nach ca. 6 Stundedex Ausgangswerte. Dabei wurde
die TPA-, nicht jedoch die Bryostatin-Stimulierungpn einer Expression des
Plattchenmarkers CD 41 begleitet. Wie wichtig di&®kKEAktivierung fur die
Differenzierung ist, demonstrierten Versuche mimdeIEK1-Inhibitor PD 98059. Er
vermocht durch seine Applikation innerhalb der emwstl8 Stunden nach TPA
Behandlung, die megakaryozytéare Reifung zu untehane, jedoch nicht mehr nach 24
Stunden Einwirkzeit.

Aufgrund dieser Ergebnisse postulierddacke et al die Notwendigkeit einer
anhaltenden ERK-Aktivierung fur die megakaryozyt®dferenzierung von K562
Zellen Racke et al., 1997

Die obigen Darstellungen heben die Rolle der ERK #lie megakaryozytare
Entwicklung aus CMK und multipotenten K562 ZellearVor. Auf der anderen Seite
hemmen sie die Synthese von erythroiden Proteikkte(ned et al., 1997; Whalen et
al.,, 1997. Tatsachlich wird z.B. die unter Cyclosporin Aftaetende erythroide

Differenzierung von K562 Zellen nicht durch die ERMAPK, sondern durch die

p38/MAPK vermittelt Sawafuji et al., 2003

3.2.2 Aktivierung von Raf und MAPK wéhrend der monozytar®ifferenzierung

HL-60 Zellen sind ein weiteres Zellmodell, an deim Beteiligung der RaffMEK/ERK-
Kaskade auf die Differenzierung bekannt wurde. Hiduktor der monozytaren
Entwicklung in HL-60 Zellen ist der TumorpromotoPA (Rovera et al., 1979der die

PKC aktiviert (Nishizuka, 1992 Eine Forschergruppe uidharbanda untersuchte,
inwieweit die durch TPA aktivierte Proteinkinase GQlie Raf/MAPK-

Signaltransduktionskette wahrend der monozytarenffe®@nzierung stimuliert
(Kharbanda et al., 1994

Es zeigte sich, dass die unter TPA und Okadaséaimem Inhibitor der Phosphoserin-
und Phosphothreonin-Proteinphosphatase 1 und 2Agbdohtete monozytére
Differenzierung von HL-60 Zellen von einer gesteige Raf- und ERK-
Phosphorylierung begleitet wird.
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In HL-525 Zellen, die aufgrund einer verminderteKp-Expression fur den durch
TPA-getriggerten Differenzierungsreiz resistendsifindet keine Aktivierung von Raf
und MEK statt, jedoch aber bei Stimulation mit Oksélure. Diese vermag
offensichtlich den von TPA erforderlichen Weg Ublex Proteinkinase C zu umgehen.
Steigert man die PKEExpression der HL-525 Zellen durch die Gabe vohtrains
Retinsaure, und stimuliert daraufhin die Zellen MRA, so werden auch in diesen
Zellen die Kinasen Raf-1 und ERK phosphoryliert.

Daraus folgern die Autoren, dass die durch Okadaséder TPA aktivierte
Raf-1/MAPK-Kaskade fur die die monozytare Differemmang notwendig ist
(Kharbanda et al., 1994

Weitere Puzzleteile erganzen das Wissen um didligetey der ERK/MAP-Kinasen an
der Differenzierung von HL-60 ZellenMiranda und Kollegenerforschten die
Aktivierung der ERK/MAP-Kinasen wahrend der Indakti der granulozytéren
Differenzierung durch Retinsdure und der monozytatarch TPA Kiranda et al.,

2002.

Beide Substanzen fiihrten zu einer rapiden und andden Aktivierung von MEK1/2
in HL-60 Zellen, unterschieden sich aber hinsichtlider ERK-Phosphorylierung:
ERK1/2 werden durch TPA, jedoch nur ERK2 durch R&gture phosphoryliert. Eine
Vorbehandlung der Zellen mit dem spezifischen MEXKIbhibitor U0126 vermochte
einerseits die ERK1/2-Phosphorylierung andersditr auch die Differenzierung der
Zellen zu verhindern. Die Involvierung der beidenl@ren Mitogen-aktivierten Kinasen
JNK und p38 in diesem Prozess schlief¥&mund seine Kollegen ausrén et al.,
1999. Die Bedeutung von ERK fir die myeloide Differesrmng zeigt sich auch in
U937 und 32D Zellen, da auch in diesen Linien dmplikation von UO126 fir eine
Inhibition der monozytaren Entwicklung in U937 utkel granulozytaren in 32D Zellen
sorgte Miranda et al., 2002

Neben der Retinsdure ist auch dem Vitamin D3 alsreipotenziellen Therapeutikum
in der Behandlung von Leukamien Beachtung gescheoiden (Wang und Stidzinkski,
2001; Ji et al., 200R Vitamin D3 ist ein bekannter Induktor der montzgn

Differenzierung in HL-60 Zellen. Es werden jedockhis hohe Konzentrationen

bendtigt, um therapeutische Effekte zu erzielenesBi Konzentrationen sind mit
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erheblichen Nebenwirkungen im Calciumstoffwechssilbunden, so dass der Einsatz
noch problematisch ist.

In der Grundlagenforschung mit Vitamin D3 kristeilliren sich die ERK ebenfalls als
bedeutend fir die Differenzierung herauMarcinkowska arbeitete in diesem
Zusammenhang die Bedeutung einer ERKIL/2-Aktivierung der 1,25-
Dihydroxycholecalciferol (Vitamin D3) induziertenamozytaren Differenzierung von
HL-60 Zellen heraus. Durch den Einsatz von PD 98@&#inte einerseits die
Aktivierung der extrazellular Signal-reguliertennidsen und anderseits der Effekt des
Vitamins auf die monozytare Reifung der Zellen vedert werden NMarcinkowska,
2001).

Wang und seine Kollegen erweiterten das Wissen um diechd Vitamin D3
hervorgerufene Differenzierung von HL-60 Zellen usdhlagen aufgrund ihrer
Ergebnisse ein 2-Phasen-Modell der Reifung beireBehandlung mit moderaten
Konzentrationen von Vitamin D3 vor. Die erste Phagelche ca. 24-48 h andauert und
von einer stark gesteigerten ERK-Phosphorylieruagiditet wird, zeichnet sich durch
einen normalen Zellzyklus und die Expression vomozgtaren Oberflachenmarkern
aus. In der zweiten Stufe kommt es zum Arrest dddug in G1 und zur Ausbildung
von reiferen Markern. In dieser Phase sinkt dersBho-ERK Spiegel und die Autoren
vermuten, dass von dort an der Zellzyklus-Arrest G1 fur die terminale

Differenzierung verantwortlich ist\ang und Studzinski, 2001

Ein ebenfalls erwdhnenswerter Bereich in der Induktler Differenzierung von HL-60
Zellen ist der Einsatz des p38-Inhibitors SB 2035B6€it- und dosisabhéngig bewirkt
SB 203580 eine Reifung der Zelllinie in Richtung dganulozytaren Reihe. Diese
Wirkung wird von einer gesteigerten Aktivitat deafAMEK/ERK-Kaskade begleitet,
die ca. 24 Stunden andauert, und vdhang et al.fur die Differenzierung
verantwortlich gemacht wird. Sie gehen davon awssdSB 203580 neben seiner
hemmenden Wirkung auf p38 auch noch eine biologis&hktivitat besitzt, die als
therapeutisches Agens von Bedeutung sein konme. &idere magliche Erklarung fur
dieses Phanomen ware auch, dass die Inhibitionp8@+sSignaltransduktionskette zu
einer Akkumulation von aktivierten Proteinen obédibhaon p38 fiihrt, die dann den
Signalflusses Uber die ERK-Kaskade weiterlei@mafg et al., 2003; Ishii et al., 2001
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Weitere menschliche Leukamiezelllinien, in deneehsidas Motiv einer ERK-
Aktivierung wahrend der Differenzierung von Mondiken zu Monozyten wieder
findet, sind U937 und ML-1. Entsprechende Diffeienangsreize sind fur die erste
Linie TPA oder die Kombination von TNF mit GM-CSPKuma et al., 2002
Stimulation der U937 Zellen mit beiden Zytokine ighezeitig, fihrte zu einer lang
andauernden ERK-Phosphorylierung. Wurde diese dupéh 98059 verhindert,
differenzierten die Zellen nicht mehr, und auch @61 ein MEKZL/2-Inhibitor,
blockierte die durch TPA-induzierte monozytare Biénzierung Nliranda et al.,
2002). Darlber hinaus war es den Autoren moglich eie¢eiBgung der p38/MAP-
Kinase Kaskade auszuschlielRen, da der p38-Inhil@®r203580 weder die ERK-
Aktivierung noch die Differenzierung supprimiertekuma et al., 2002

Fur die myeloblastischen ML-1 Zellen hat man nadeerm kdnnen, dass auch hier die
TPA-getriggerte monozytére Differenzierung durch 8059 gehemmt werden kann.
Dies spricht fur eine zentrale Rolle der ERK/MARHKsen in der Induktion der

Zellreifung in dieser ZelllinieHe et al., 1999

3.2.3 ERK/MAP-Kinasen und die erythroide Differenzierung

Bisher wurde die Bedeutung der ERK/MAPK fir die momund megakaryozytare
Differenzierung verschiedener hamatopoetischenlidielh dargestellt. Dabei deutete
sich bereits an, dass die ERK-Kaskade einen negatlinfluss auf die Reifung

erythroider Zellen zu haben scheiviifalen et al., 1997

Tatsachlich konntenMatsuzaki et al.aufzeigen, dass die Uberexpression einer
konstitutiv aktiven ras-Mutante in erythroblastisoh SKT6 Friend murine
Leukadmiezellen die Erythropoetin (Epo) induziertgytleroide Differenzierung zu
verhindern vermochte. Umgekehrt fihrte die Inhibiti der MEK/ERK-
Signaltransduktionskaskade durch den MEKZ1-InhibR@r 98059 oder das Einbringen
einer dominant negativen ras-Mutante ohne Stinaratit Epo zur Induktion der
erythroiden Reifung der SKT6 ZelleMétsuzaki et al., 2000

Die negative Korrelation zwischen ERK-Aktivierungdierythroider Differenzierung
zeigte auch eine andere Gruppe Wwuehida auf. Sie fand heraus, dass in der

erythromegakaryozytaren UT-7/GM Zelllinie, welchenter Stimulation mit Epo
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erythroid und unter Thrombopoetin (TPO) megakaryézy differenziert, die

Aktivierung von ERK fur das weitere Schicksal deell@n verantwortlich zu sein
scheint. Werden diese Zellen mit Epo und PD 980&8ahdelt, so fordert dies die
erythroide Reifung der Zellen wie anhand der Hambigbildung zu erkennen ist.
Umgekehrt kommt es unter der Kombination der megakaytaren Induktors TPO mit
dem MEKZ1-Inhibitor zu einer Abnahme von Glykopraotdib/Illa, welches ein Marker

fur die megakaryozytare Differenzierung darstélicifida et al., 20011

In Anlehnung an diese Erkenntnisse konnten aucleranBorschergruppen aufzeigen,
dass die Inhibition der ERK/MAP-Kinasen sogar digtleroide Entwicklung induziert
und fordert Whalen et al., 1997; Witt et al., 2000; Schaefealet 2004; Miyazaki et
al., 200). Gleichzeitig kristallisiert sich eine positivee&ulation der erythroiden
Differenzierung durch p38 heraugliyazaki et al., 2001; Sawafuji et al., 2003; Wétt
al., 2000; Nagata et al., 1998

3.2.4 Zusammenfassung

Die extrazellular Signal-regulierten Kinasen (ER$d in viele elementare Prozesse
im Organismus involviert. Nach bisherigen Forschaamgenntnissen sind sie an der
Proliferation, Apoptose und der Differenzierung \#&ellen maf3geblich beteiligt. Dabei
hat sich herausgestellt, dass einerseits die DdereAktivierung, anderseits aber auch
der Zelltyp bestimmen, ob eine proliferative odiéfedenzierende Antwort der Zelle im
Vordergrund steht, wie Untersuchungen an PC12 dedi@driicklich belegen. Eine
zentrale Bedeutung tUbernehmen die ERK/MAPK im Bdraler Hamatopoese. Hier
sind sie an der Ubermittlung von Differenzierungasien in verschiedenen Zelltypen
beteiligt. Anhand der obigen Darstellungen ist axetumen, dass sie einerseits fur die
megakaryozytare Differenzierung von z.B. CMK, K56@d UT-7/GM Zellen sowie
anderseits fur die monozytare Differenzierung deér@8, ML-1 und U937 Zellen
verantwortlich sind.

Fir K562, U937 und HL-60 Zellen hat man nachweikénnen, dass, wie in PC12
Zellen, eine anhaltende ERK-Phosphorylierung fig @iifferenzierung der Zellen
notwendig ist. Dariber hinaus deutet sich an, daB&/MAPK die Entwicklung
anderer  Zellreihnen unterdricken, wie man aufgrunder dsupprimierten

Hamoglobinproduktion in erythroiden Zelllinien vewten mag.
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3.3 Das Early growth response-1 Gen

3.3.1 Der Egr-1-Transkriptionsfaktor

Nicht nur den ERK/MAP-Kinasen wird ein bedeutend&influss auf die
Differenzierung von Zellen zugesprochen, sondernchaudem Zinkfinger-
Transkriptionsfaktor Egr-le@rly growth response}1Egr-1 gehort zu den ,immediate
early response” Genen und liegt auf dem Chromosoifsukhatme et al., 1988;
Nagarajan et al., 1990 Der Verlust dieser Chromosomenregion liegt gusei
Patienten, die unter einer akuten myeloischen Lmik&der dem myelodysplastischen
Syndrom leiden, vorlLe Beau et al., 1993 Insgesamt umfasst degr-1-Familie 4
Gene:egr-1 (Sukhatme et al, 1987egr-2 (Lemaire et al., 1988 egr-3 (Patwardhan et
al.,, 1991, egr-4 (Crosby et al, 1991 Sie alle kodieren fir Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren, die an sehr &hnliche, aheht identische, Guanin-Cytosin
reiche Sequenzen der DNA bind@Bashler und Sukhatme, 199Das Egr-1-Protein
befindet sich im Zellkern, erkennt spezifisch eneGCGGGGGCG-3" Sequenz an der
DNA und vermag Promotoren, die diese enthaltenfransaktivieren. Aufgrund der
funktionellen und strukturellen Ahnlichkeit der Efranskriptionsfaktoren bestehen
Vermutungen, dass der Ausfall z.B. des Egr-1-Pmetedurch seine Verwandten
ausgeglichen werden kanbies kdnnte durch die Tatsache untermauert werdass
auch anderen Mitglieder der Egr-Familie wahrend dwgreloiden Differenzierung

exprimiert werdenKharbanda et al., 1991

Ursprunglich wurdeegr-1 als ein garly growth response Gen in Kkultivierten
Fibroblasten entdeckSukhatme et al., 1987Analog zu den ERK/MAP-Kinasen wird
egr-1 mit der Differenzierung von B-ZellenMcMahon und Montoe, 1996sowie
anderen hamatopoetischen Zellddg@yen et al., 1993; Krishnaraju et al., 1995;
Krishnaraju et al., 1998; Krishnaraju et al., 200&ber auch von NervenBéckmann
und Wilce, 199y und KnochenzellenSuva et al., 1991in Verbindung gebracht.
DarlUber hinaus gibt es Hinweise fur eine Beteilgdesegr-1-Gensan der Regulation
von Prozessen wie ProliferatioRdrez-Castillo et al., 1993; Hu und Levin, 1994;féto
et al.,, 1996, Apoptose Muthukkumar et al., 1995und Tumorwachstumshemmung
(Huang et al., 1995; Liu et al., 1996; Liu et al99B).
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3.3.2 Egr-1 und seine Wirkung in myeloiden Zellen

Die Gruppe umNguyenstellte erstmals die Bedeutung vegr-1 fur die myeloide
Differenzierung dar, indem sie diegr-1-Expressionund die Wirkung auf die

myeloischen Linien HL-60, U937 und M1 untersuchte.

Stimulation von HL-60 Zellen mit TPA, einem bekaamtinduktor der monozytéren
Differenzierung, oder der Kombination von TPA miMBO, welche ebenfalls die
Ausbildung von Makrophagen zur Folge hat, ging eiiter egr-1-Expressioneinher,

die innerhalb einer Stunde ihr Maximum erreichtel urvach einem Tag nicht mehr
nachweisbar war. Weder unbehandelte noch mit DM&®Dem granulozytaren

Induktor, stimulierte Zellen wiesen diese charaktexcheegr-1-Aktivierung auf.

Da sich diese Beobachtungen auch in U937 Zellenatigsn lielRen, gelangte die
Gruppe nach Analysen der Expression @gs-1-Genszu dem Schluss, dass der
Zinkfinger-Transkriptionsfaktor wahrend der frih&hase der Differenzierung von
Makrophagen aus HL-60, U937, M1 Zellen und normatgreloiden Vorlauferzellen
exprimiert wird. Im Gegensatz dazu wird er nicht ter granulozytaren Entwicklung
von HL-60 Zellen aktiviert, wohl aber zu einem sgyéh Zeitpunkt der granulozytaren

Differenzierung von normalen myeloiden VorlaufeNg(yen et al., 1993

Wahrend in U937 und M1 Zellen, welche auf eine HEekiung zu Makrophagen
determiniert sind, dasgr-1-Genauch in der Kontrollgruppe transkribiert wird, e in
HL-60 Zellen, die nicht nur auf diese Linieentwigkb festgelegt sind, still und wird
erst nach Stimulation mit TPA abgelesen. Die ggst& egr-1-Expressionin den
determinierten monopotenten Zelllinien U937 und Mdter Induktion wird durch
posttranskriptionelle Modifikationen erreicht. Allgag vom Kommitment der Zelllinie

scheint somit auch diegr-1- Expression.

Der Nachweis der Bedeutung vegr-1 fur die Differenzierung von myeloiden Zellen
gelang der Gruppe durch Experimente eufr-1-Antisenseoligonukleotidemind der
Transfektion von HL-60 Zellen megr-1-cDNA. Wahrend dieegr-1-Expressionunter
TPA mit der Ausbildung des morphologischen Bildem \Wakrophagen verbunden

war, konnte dieser Effekt duragr-1-Antisenseoligonukleotidantagonisiert werden.
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Gleichzeitig verloren miegr-1-cDNA transfizierte HL-60 Zellen die Fahigkeit siaf
Gabe von DMSO zu Granulozyten zu entwickeln, bé&dmejedoch die Eigenschaft,
unter Stimulation mit TPA entlang der monozytareme._zu reifen.

Zusammenfassend zeigte die Gruppe auf, dasegla&Gen, welches wahrend der
Differenzierung von myeloiden Zellen zu Makrophagd® eines der immediate early
response Genen exprimiert wird, essenziell flrediéatwicklung ist und gleichzeitig

die Differenzierung auf diese Linie beschramig(yen et al., 1993

Wenige Jahre spater arbeitete man weitere Erkessatriiber die Bedeutung vegr-1
heraus, denn anhand von Experimenten mit der 32Bellinie konnte nachgewiesen
werden, dass der Transkriptionsfaktor das Diffelmngsprogramm dieser Zellen zu
Gunsten der Reifung von Makrophagen zu verandemag

32Dcl3 Zellen sind IL-3-abhangige hamatopoetisclmelduferzellen die auf Stimulus
mit G-CSF einem Proliferationsstopp und der termeima granulozytaren
Differenzierung unterliegen. Dagegen fuhrt die Gdes Zytokins GM-CSF lediglich
zu einer verminderten Proliferation ohne eine nalgeinde Differenzierung. Weder in
unbehandelten noch mit GM-CSF-stimulierten Zellef Isich eine endogeregr-1-
Expression nachweisen. In Bestatigung zu Versuchen mit nommateyeloiden
Vorlauferzellen war jedoch wiederum eiegr-1-Expressionn spaten Stadien der G-
CSF-induzierten granulozytaren Entwicklung zu bebien.

Die Transfektion dieser Zellen mit eineegyr-1-Vektor und die damit resultierende
ektope Expression des Transkriptionsfaktors vesdrted die terminale G-CSF-
abhangige granulozytdre Reifung. Wie es auch sdhersuche mit HL-60 Zellen
gezeigt hatten, bewirktegr-1 auch hier eine Restriktion der ha&matopoetischen
Differenzierung entlang der monozytaren Linie. Dl hinaus ermdglichte die
exogene egr-1-Expression eine Differenzierung der 32Dcl3 Zellen zu reifen
Makrophagen auf GM-CSF-Stimulus, eine Fahigkeie diese Zellen vorher nicht

besessen hatteKrishnaraju et al., 199b

Bisherige Untersuchungen zeichneten elgisl-Genals einen wichtigen Modulator der

monozytaren Differenzierung aus. In Versuchen mit@9 und 32Dcl3 Zellen war
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jedoch ein Induktor notwendig, um das Differenzigysprogramm unter ektopegr-1-
Expression einzuleiten. In myeloblastischen M1 Leukamiezellatie unter dem
physiologischen Zytokin IL-6 zu Makrophagen ausejfsorgte allein die ektopgr-1-
Expressiorfur die Induktion des monozytéren Differenzierunggpammes. Zusatzlich
ermoglichte sie es einer noch groBeren Anzahl voglled unter niedrigen
Konzentrationen von IL-6, die in normalen M1 Zeltam keinen Effekten im Sinne der
Differenzierung fuhren, in die terminale Reifungaitreten. Als Folge der induzierten
Differenzierung sank das leukdmische Potenzial tdensfizierten M1 Zellen, wie
Versuche mit Mausen, denen diese Zellen injiziantden bewiesen. Diese Gruppe von
Mausen lebte langer als eine mit M1 Zellen injigefontroligruppe.

Somit ist nicht nur die Expression, sondern auoh Eunktion vonegr-1 als ein
positiver Modulator der myeloischen Differenzieruaighdngig vom Kommitment der

jeweiligen Zelllinie Krishnaraju et al., 1998

3.3.3 Egr-1 und seine Wirkung in erythromegakaryozytar&ellen

Die Effekte des Egr-1-Transkriptionsfaktors wurdeicht nur in myeloiden Zellen,
sondern auch in der erythromegakaryozytaren ZellK562 untersucht. Wie schon
erwahnt, besitzt diese Linie das Potenzial zu Veesienen hamatopoetischen Zelltypen
zu differenzieren, vorwiegend zu Erythrozyten, adbech zu Megakaryozyten oder zu
einem noch kleineren Anteil zu Monozyten. Die Intlolk der megakaryozytaren
Differenzierung von K562 Zellen wird durch die Stilation mit dem Phorbolester TPA

erreicht.

Ebenso wie in HL-60 und U937 Zellen zeigten auckr Northern Analysen einen
schnellen Anstieg deegr-1-Expression, die nach 30 min nachweisbar, nach ®Omi
hdchste Werte annahm und nach einem Tag nicht mesehen war.

Das Einbringen eines aktiveegr-1-Plasmids in diese Zellen untermauert die
angenommene Rolle des Transkriptionsfaktors fur dmegakaryozytare
Differenzierung. Dieseregr-1-Vektor flhrte in K562 Zellen zu einer verminderten
Synthese von erythroidem Glykoprotein A, monozytafeD 33 Oberflachenmarker
und zu einer Herabregulation erythroider Gene (GBTA-1). Tatsachlich veranderte
die alleinige Expression des ektopsgr-1ohne zusétzliche TPA-Beigabe den Staus der

Zellen dahingehend, dass sie im Vergleich zur Kalgiruppe eine wesentlich héheren
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Anteil des megakaryozytdren Oberflachenrezeptor Cola exprimierten.
Veranderungen im Bereich der erythroiden und motioey Marker waren iegr-1-

transfizierten Zellen nicht wahrzunehmé&hgéng et al., 1994

Aufgrund dieser Ergebnisse scheint égs-1-Gen wesentlich an der megakaryozytaren
Differenzierung beteiligt zu sein. Interessantesgewird diese von einer Suppression
erythroider und monozytarer Marker begleitet, scssdaich Parallelen zu den
Ergebnissen deegr-1-Forschung in HL-60 Zellen aufdrdngen. Dort besckié der
Transkriptionsfaktor die Differenzierung der mudtipnten Linie ausschlie3lich auf

Makrophagen und unterdrickte die der Granulozyten.

Neue Ergebnisse erganzen dies in der Hinsichtdassegr-1 die Ausbildung von
Makrophagen aus ha&matopoetischen Vorlauferzellen Kieochenmarkes auf Kosten
der granulozytaren oder erythroiden Zellreihen lbewgt, unabhangig davon, welchem

Zytokin die Zellen ausgesetzt sindrishnaraju et al., 2001)

Diese Effekte erzielte man durch Versuche in main8hzellen und myeloischen Zellen
angereicherten Knochenmarkszellkulturen, die anmsgbhd mit einem egr-1-
exprimierenden Virus infiziert wurden. Es zeigtehsidass diese Zellen gegentber der
Kontrollgruppe ein geringeres Wachstum an den Tegeh und analog dazu eine
niedrigere Zahl von Kolonien bildeten. Gleichzeitigesen sie den Ph&notyp von
Makrophagen und andere Merkmale dieser auf, wie etinen erhdhten Prozentsatz
von NSE- (nicht-spezifische Esterase) positivenlefelund die Ausbildung des
Oberflachenmarkers F4/80. Dieser Effekt konnte uStemulation mit verschiedenen
Zytokinen (IL-3, SCM, GM-CSF, M-CSF), nicht jedochit G-CSF erzielt werden,
anderseits jedoch schwachte die ektope Expressiorgr-1die von G-CSF gefdrderte
granulozytare Entwicklung, was bisherigen Ergelnissr stitzt. Interessant in diesem
Zusammenhang ist auch, dass die Wirkung egsl-Vektors in mit Stammzellen
angereicherten Knochenmarkskulturen noch viel adwtt hervortrat.

Bei Behandlung dieser Kulturen mit Induktoren detlegroiden Differenzierung setzte
sich auch hier die Ausbildung von Makrophagen dursh dass man erganzend
festzustellen kann, dass dies nicht nur auf Kosangranulozytaren Linien, sondern
auch der erythroiden Linie stattfindétr{shnaraju et al., 2001L
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3.3.4 Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor Egr-1 stellt sich damiewolgt dar:

Seine Expression fordert die Ausbildung der Moneaytind Makrophagen, nicht nur
aus myeloischen Zellen, sondern auch aus Stammzdllabei ist seine Wirkung
abhangig vom Kommitment der jeweiligen Zelllinia. Zellen die fir die monozytare
Entwicklung determiniert sind, bewirkt die alleirig Expression eine
Ausdifferenzierung, wohingegen in pluripotenten &l die Anwesenheit eines
Induktors notwendig ist.

Die Favorisierung der monozytaren oder der megakgtiren Differenzierung z.B. in
K562 Zellen findet dabei auf Kosten erythrozytarad granulozytarer Linien statt. Der
Transkriptionsfaktor induziert nicht nur die Difearzierung, sondern senkt dabei auch

das Wachstum und das leukdamische Potenzial dezrZell

3.4 ERK/MAP-Kinasen und Egr-1

Die bisher aufgezeigten Effekte degr-1-Aktivierung, wie z.B. die Differenzierung
von myeloiden Zellen (HL-60, U937, M1, 32Dcl3) zuaktophagen oder von
erythromegakaryozytaren K562 zu Megakaryozytenkelesich mit den Effekten von
aktivierten ERK/MAP-Kinasen auf die Reifung diesgellen. Deshalb liegt die
Vermutung nahe, dass die Aktivierung vagr-1 Uber die Mitogen-aktivierten

Proteinkinasen gesteuert wird.

Und tatsachlich wies man nach, dass die ERK/MAPakan dieegr-1-Expression
stimulieren und wahrscheinlich auch die biologisdhdivitat Transkriptionsfaktors
regulieren Kaufman et al., 2001

Diese ERK/MAPK-vermittelte Aktivierung der egr-1-Expression taucht in
verschiedenen Bereichen der Forschung immer wiadérSo wird z.B. die Insulin
abhangige egr-1-Aktivierung ebenfalls Uber die extrazellular Signal-regulierten
Proteinkinasen vermitteltHarada et al., 200 so wie auch die Wirkung von
Trifluperazin. Dieser Calmodulinantagonist fuhrt HiT1080 Fibrosarkomzellen zu
einer gesteigerteegr-1-Expression, die auf der Aktivierung der Ras/MEKKZRIK-1-
Signaltransduktions Kaskade beruhin et al., 2001

Analog dazu liefert die kardiovaskularen Forschufigenntnisse, die einegr-1-
Expressionuber die Proteinkinase C vermittelte Aktivierung das/Raf-1/ERK1/2-
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Signaltransduktionsweges postulieren. Man wies ndass in Endothelzellen, die einer
Hypoxie ausgesetzt wurden, ein rascher und trarsiétgr-1-Anstieg Uber die PKC-
abhangige Stimulierung der Ras/Raf-1/MEK/ERK/Elkdéskade verlauftlL(o et al.,
2001).

Aufgrund der oben dargestellten Sachverhalte, damsohl egr-1 als auch die
anhaltende ERK-Aktivierung fir die monozytaren Biefnzierung notwendig sind, soll
im Folgenden der Zusammenhang zwischen diesen rbéddenponenten dargestellt
werden, und zwar in der Hinsicht, als dass die T®Amittelte Induktion der
monozytaren Differenzierung von HL-60 Zellen Uberend Signalfluss von
MEK/ERK/EIK-1 an egr-1 weitergeleitet wird, und diese Komponenten eine

funktionelle Einheit im Rahmen der monozytaren &iinzierung bilden.

3.5 Die Testsubstanzen

3.5.1 TPA (PMA)

0

O OH CH,OH

Abbildung 5: Struktur von TPA

Der Phorbolester TPA (12-O-Tetradecanoylphorbobt8tat) ist ein sehr potenter
Tumorpromotor, der die Differenzierung von versdeieen myeloischen Zelllinien
induziert. HL-60 Zellen differenzieren genauso wieP-1 und U937 Zellen unter TPA
zu Makrophagen Rovera et al., 1979; Ways et al., 1987In der
erythromegakaryozytaren K562 Zelllinie bewirkt did@PA-Stimulation eine
Differenzierung zu MegakaryozyteKdeffler et al., 1981 Man nimmt an, dass TPA in
der Zelle die Wirkung von Diacylglycerol nachahmiduin Folge dessen die PKC
aktiviert (Nishizuka., 1992 Uber diese kann wiederum die ERK/MAPK-Kaskade
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stimuliert werden. Interessanterweise scheint TRADifferenzierung dosisabhangig zu
beeinflussen, wie man sowohl in HL-60 als auch iBRVEZellen festgestellt hat. Unter
einem ersten, sehr niedrigen Schwellenwert (1 niv)ett in MEP Zellen keine, dartber
die myelomonozytare und tber einem zweiten (20 did)eosinophile Differenzierung
statt Rossi et al., 1996 In HL-60 Zellen fordern sehr niedrige Dosen (0)3) die

Proliferationsfahigkeit, bei etwas héheren (0,4 ridfilen sich Granulozyten und bei

noch héheren Doser(@,5 nM) MakrophagenGollins, 1987.

3.5.2 Erythropoetin

Das Glykoproteinhormon Erythropoetin wird zu 90%nwapillarendothelzellen und
Fibroblasten der Niere gebildet. Die restlichen 108duziert die Leber. Bei Anamie,
arterieller Hypoxie oder erhéhter Sauerstoffafihites Hamoglobins wird vermehrt
Erythropoetin sezerniertk(inken und Silbernagel, 1996 um Uber eine gesteigerte
Produktion von roten Blutkdrperchen diesen Sau#msémgel auszugleichen. Das
Hormon Gbernimmt eine wichtige regulatorische Figrkin der Hamatopoese, da es
Uber Bindung an entsprechende Rezeptoren die &hnatlibn, Differenzierung und das
Uberleben von spéaten erythroiden Vorlauferzellentialliert (Wu et al., 1995 J2E,
SKT6 und ELM-I-1 Zellen der Maus stellen solche tepaerythroleukdmischen
Vorlauferzellen dar, die unter Stimulation mit Epm differenzieren beginnen
(Todokoro et al., 1987; Klinken et al., 1988; Itahaé, 1988. Damit eignen sich diese
Zelllinien, die Epo-induzierte Erythropoese und eferintrazellularen Prozesse zu

untersuchen.
3.5.3 UO126
NH.
s eN
— MH,
H,M —
0

HyM

Abbildung 6: Struktur von UO126

-33-



Einleitung

u0O126 (1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2-aminopHhémg)butadien) wurde
ursprunglich als eine Substanz identifiziert, die Wirkung des Transkriptionsfaktors
AP-1 antagonisierte. Genauere Studien fihrten jednc der Erkenntnis, dass die
niedermolekulare Verbindung nicht die AP-1-Bindumgdie DNA blockierte, sondern
durch Inhibition von MEK1/2 die Uber die ERK-Kasleadermittelte Aktivierung des
Transkriptionsfaktors verhinderte.

Das aromatische Aminothiol gilt als ein nichtkomietr spezifischer MEK1/2-
Inhibitor, der keine oder nur eine sehr geringelkwmg auf andere Kinasen ausibt. So
werden MEKZ1/2 funfmal starker inhibiert als beidpreeise JNK/p38 oder PKB
wahrend andere Kinasen unbeeinflusst bleiben. UCH2&It seine Effekte auf die
Zellen dadurch, dass es die Aktivierung der duaifisehen Kinasen durch Raf-1
verhindert, nicht jedoch ihre Aktivitdt selbst ved&rt Oavies et al., 2000 Im
Vergleich zu dem anderen bekannten MEKZ1-Inhibitdd B8059 weist UO126
gegenuber dem MEK-Wildtyp und der MEK-Mutation (I$218E/S222D) eine viel
hohere Affinitdt auf. Beide Substanzen binden anKMVdh anderer Stelle als deren
Substrate  ATP und ERK. Weiterhin legen Vermutungeshe, dass sich die
Bindungsstellen von PD 98059 und UO126 Uberlappendta et al., 1998

3.5.4 PD 98059

Abbildung 7: Struktur von PD 98059

PD 98059 (2-(2-Amino-3 -methoxy)-flavon) wurde &ime Substanz identifiziert, die
die dephosphorylierte MAPKK1 (MEK1) und die MAPKKMutante (S217E, S221E),
welche nur zu einem geringen Grad konstitutionktivaist, inhibiert OQudley et al.,
1995. Eine Hemmung von MAPKK2 (MEK2) durch PD 9805%det bei einer
wesentlich hdéheren kg (50 puM statt 2-7 uM) statt, so dass PD 98059 afs ei
spezifischer MEK1-Inhibitor zu betrachten isAléssi et al., 1995 Es sind keine
weiteren Kinasen bekannt, die durch eine Konzaotraton 50 uM PD 98059 inhibiert
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werden Davis et al., 200D Neuere Ergebnisse deckten eine Besonderheitein d
Wirkung von PD 98059 auf, da das Flavon die duref &ktivierte MEK1 nicht zu
inhibieren vermochte. Umgekehrt wurde durch Einsatz PD 98059 die Aktivierung
von MEK1 durch Raf verhindert. Auch fur diese Sabgt gilt also, dass nicht die
Aktivitat von MEK1 gesenkt wird, sondern vermutlichber eine allosterische
Hemmung die Aktivierung durch tUbergeordnete Kinasesthwert wird. Aus dieser
Tatsache leitet sich die Notwendigkeit einer Voubétion in Versuchen mit MAPKK-
aktivierenden Substanzen ab. Da PD 98059 im Velgleu UO126 ein weniger
potenter Inhibitor der MEK1/2 ist, scheint es nigatwunderlich, dass das Ausmal} der
nichtkompetitiven Hemmung von MEK durch PD 9805%é&xigig von der Starke der
Raf/MEK-Aktivierung ist Alessi et al., 1995
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Abbildung 8: Angriffspunkte von UO126 und PD 98059 Quelle: cell signal.com)

3.5.5 SB 203580

F

Abbildung 9: Struktur von SB 203580

Die Kenntnis tber die Struktur von p38 machte egliolh spezifische p38-Inhibitoren,

wie die Pyridinylimidazole, zu entwickelWang et al., 1998 Diese binden in die fur
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ATP vorgesehene Tasche von p3®i{g et al., 1997 und dort scheint der Threonin-
Rest an Position 106 ganz entscheidend flur die ifBaeadieser Substanzklasse fur
p38x und p3 zu sein Gum et al., 1998; Eyers et al., 1998ie IC50-Werte liegen fir
diese beiden Isoformen bei 1 uM. p3gd p38, die an der Position 106 anstelle von
Threonin einen Methionin-Rest besitzen, weisen &3%-Konzentration von 100 uM
auf. Im Gegensatz zu den MEK-Inhibitoren wirkt SB3380 als kompetitiver Inhibitor
(Frantz et al., 1998 Nur wenige andere Kinasen werden durch diesetdnob in sehr

viel héheren Konzentrationen beeinflud3ayies et al., 2000
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4 Material und Methoden

4.1 Methoden zur Handhabung der HL-60 Zellen

41.1 Zellkultur

Sowohl die HL-60 als auch die ELM-I-1 Zellen wurdéreundlicherweise von
Professor W. Ostertag, Heinrich-Pette-Institut féxperimentelle Virologie und
Immunologie in Hamburg, zur Verfigung gestellt. BQ-Zellen sind menschliche
Leukdmiezellen, die aus einem Patienten mit akugzloblastischer Leukamie isoliert
wurden (Collins, 1987, wahrend die erythroblastoiden ELM-I-1 Zellen deiaus

entstammen.

Die menschliche Linie wurde bei 37 °C, 5% £a@hd 95% Luftfeuchtigkeit in RPMI
1460-Medium kultiviert. Das RPMI-Medium wurde voeisem Einsatz fur die
Zellkultur  mit  10% fetalem Kalberserum, 2 mM Glutam und 1%

Penicillin/Streptomycin-Losung versetzt. ELM-I-1 ll&®m wurden unter gleichen
Bedingungen ino-MEM, welches wie das RPMI-Medium aufbereitet wyrgedoch

statt fetalem Kalberserum Pferdeserum enthieltalgeh. Alle zwei Tage erfolgte die

Passage und Verdinnung der Zellen in einem Veibkdlta

4.1.2 Einfrieren von HL-60 Zellen in Flussigstickstoff

Zum Einfrieren wurden (1-2x 1P Zellen pro einem ml FCS mit 10% DMSO
aliquotiert und von 4 °C mit einer Temperaturserikuon 1 °C/min auf —80 °C herab
gekuhlt. Darauf folgte das Einfrieren der ZellenHlissigstickstoff. Fir das Auftauen
wurden sie in 20-30 ml 37 °C warmen Zellkulturmedigewaschen, um dann in Kultur

gebracht zu werden.
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4.2 Methoden zur Analyse von Proteinen

4.2.1 Der Western Blot

Mit Hilfe der hier verwendeten Methode des West&iots ist es moglich, das
Vorhandensein und die Aktivierung intrazellulareoteine nachzuweisen.

Das Prinzip des Western Blots beruht auf der Iaahig von zellularen Proteinen, die
zunachst mittels einer Gelelektrophorese der Grigldh aufgetrennt und anschlieRend
auf eine Membran transferiert werden. Diese erlaité Fixierung von Proteinen im
genauen Abbild des Gels, hat jedoch den Vorteildhelmer und stabiler als jenes zu
sein. Um eine Aussage Uber die Quantitat oder dewspghorylierungszustand von
Proteinen treffen zu kdnnen, missen diese zuvod#&sr menschliche Auge sichtbar
gemacht werden. Hierzu verwendet man spezifischiek@per, die an die gesuchten
Proteine binden. Ein Zweitantikbrper wiederum igiggn diesen Primarantikdrper
gerichtet und dockt an ihn an. An den Sekundarargée ist ein Enzym, die
Meerrettichperoxidase, gekoppelt, welches bei Reakmit einem Substrat durch
entstehende Chemilumineszens einen Rontgenfiimugeoat belichtet, an dem das
nachzuweisende Protein an die Membran gebundenmstolgenden wird auf die
einzelnen Abschnitte des Western Blots genaueegamggen. Die genauen Angaben zu
den Zusammensetzungen der Lésungen, sowie den Hinatzenen und Geréaten sind

den nachfolgenden Tabellen in den Kapiteln 4.6z4.8ntnehmen.

4.2.2 Proteinisolierung

An erster Stelle der Proteinanalyse steht die dsatig dieser aus der Zelle selbst.
Zun&chst wurden am Vortag eines Versuchs ca. £,28° Zellen in 10 ml RPMI-

Medium ausplattiert und ungefahr 18 Stunden imkzétlirschrank inkubiert.

Nach der Behandlung entsprechend des Versuchsmamesgichsten Vormittag wurden
die Zellen geerntet und in 10 ml kaltem PBS fir i trei 65% gewaschen. Waren die
Zellen im Versuch mit den niedermolekularen MEKibtoren PD 98059, UO126

oder dem p38-Inhibitor SB 203580 behandelt wordsm,wurden diese in gleicher

Konzentration dem PBS-Waschvolumen hinzugefugt.

-390 -



Material und Methoden

Fur die Lyse der Zellen versetzte man die Ansatiie9® ul P-RIPA-Lysispuffer,
welcher Proteaseinhibitoren enthielt, und mischiendlich, um die DNA auszufallen.
Im Anschluss daran ruhten die Proben fir eine h8libede auf Eis. Das nicht geloste
Zellmaterial wurde dann bei 12 060g und 4 °C fir 12 min abzentrifugiert. 73 ul des
Uberstandes, welcher das Protein enthielt, wurdié23q3 pl Laemmli 11l versetzt, fir
5 min bei 100 °C erhitzt und auf Eis fur weiterenth abgekihlt. Eine Aufbewahrung

der Proben bei —20 °C war nach dieser Prozeduriaibg|

4.2.3 Bestimmung des Proteingehaltes

Fur die Bestimmung des Proteingehaltes wurden ippelten Ansatz 1,5 ul der Protein
enthaltenden Probe mit 500 ul destilliertem Wass®at 500 pl Bradfordreagenz bei
einer Wellenlange von 595 nm photometriert. Durgh Zligabe des Reagenz entsteht
eine intensiv blaue Farbung, die durch Komplexigrdes Farbstoffes Brilliantblau G
mit den Proteinen hervorgerufen wird und ein Abtiorsmaximum in der genannten
Wellenlange besitzBradford, 1976.

4.2.4 Gelelektrophorese und Wet-Blot

Die Elektrophorese dient der Auftrennung der Prteém elektrischen Feld. Bei der
hier angewendeten diskontinuierlichen Polyacrylayeldiektrophorese werden die
Proteingemische unter denaturierenden Bedingungefgrumd ihres Molekular-

gewichts bei der Wanderung zur Anode getrennt. Bdiie Zugabe von SDS erhalten
die Proteine eine negative Gesamtladung, so dassuftrennung nur noch von der
PorengroRe des Gels und dem Molekulargewichte deteiRe abhéngt. Das
Polyacrylamid-Minigel setzt sich aus dem 5%igen Behgel und einem 10%igen

Trenngel, die jeweils 0,1 % SDS enthalten, zusammen

Mit 40 pg Protein je Tasche lief die Elektrophor&geca. 90 min mit einer Stromstéarke
von 27 mA in der Elektrophoresekammer, welche mi€4altem Elektrophoresepuffer

geflllt war.

Direkt im Anschluss daran wurden die Proteine aam Gel auf eine PVDF-Membran
mit Hilfe des Wet-Blotverfahrens transferiert. Zovamusste die Membran fir eine

Minute in reinem Methanol hydrophilisiert und dame auch die Filterpapiere und
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Schwammtiicher fur ca. 20 min in Blotpuffer getrawktrden. Das Gel wurde>35 min
im Transferpuffer gewaschen, um aquilibiert zu weerd Danach erfolgte die
Zusammenlegung von Schwammttchern, Filtern, GelMechbran zum Blotsandwich,
Fixierung mittels einer Halterung und anschlie3dad Einsetzen in die mit Blotpuffer
geflllte Kammer. Um eine ausreichende Kihlung wéthrdes Blots zu gewahrleisten,
wurde ein Eistrager mit in die Apparatur eingebtach

Dieser Blotvorgang nahm fur 110 min bei 270 mA eaihauf, wobei in dieser Zeit die
Eistrager dreimal gewechselt wurden. Nach Beendjgwurden die Membranen je
3 x5 min in TBS gewaschen und tber Nacht getrockumatden Verlust an geblotteten

Protein zu senken.

Zunachst wurden die fur den Nachweis nicht interetes) Bereiche der Membran
abgeschnitten, so dass schmale Streifen mit deeilgwachzuweisenden Bande
resultierten. Fur eine Minute wurden diese in reiridethanol rehydratisiert und dann
3 x 5 min mit TBS gewaschen. Eine weitere Waschur(@ifcigen TBS-Tween 20 fur
10 min schloss sich dem an. Das Blocken unspelérs®indungsstellen auf der
Membran erforderte 1 h und fand in einer zu 5% Miithpulver und zu 0,02% mit

Natriumazid gesattigten 0,1%igen TBS-Tween 20 L{suiBlockierlosung) bei

Raumtemperatur statt. Danach wurden die Membrafestrein einer den

Primarantikorper, 1:200 verdunnt, enthaltendencies Blockierlésung geschwenkt.
Nach Ablauf einer weiteren Stunde wurde das Erngimtergemisch mit destilliertem

Wasser kurz abgespult und wieder dreimal a 15 mirD,L%igen TBS-Tween 20
geschuttelt. Die Markierung des Erstantikorpers clgas mit Hilfe eines mit

Meerrettichperoxidase konjugierten Zweitantikorganinchen 1:10000 oder Maus
1:6666,7) innerhalb einer weiteren Stunde in eBleckierlosung ohne Natriumazid.
Bevor die Chemolumineszenzreaktion stattfinden kmnmusste man die Membranen
wiederum fur eine Stunde mit TBS-Tween 20 waschem, nicht gebundenen
Antikorper zu entfernen. Der Sekundarantikdrperrkendann mit dem ECL-Western
Blot Detektionssystem durch die entstehende Chemiokszenz auf Rontgenfilmen

sichtbar gemacht werden.

- 41 -



Material und Methoden

Bestand der Bedarf die Membranstreifen fir weitéhstersuchungen erneut zu
verwenden, so wurden diese fur 30 min in einer \&ta$sffperoxid enthaltenden TBS-
Losung, welche die an den Sekundarantikorper gebunBeroxidase zerstort,
geschuttelt und fur weitere 15 min in TBS gewascH2ie Banden wurden fur die
Dokumentation denGel print 2000i Systendigitalisiert. FUr die Auswertung setzte
man die Banden mit Referenzproteinen in Bezug gesed wertete sie mit Hilfe des

One-Dscaraus.

4.3 Methoden zur Analyse der RNA

4.3.1 Northern Blot

Mit Hilfe des Northern Blot Verfahrens kann die RNder Zelle analysiert werden.
Besonders interessant in diesem Zusammenhangeisrdilyse der messenger-RNA,
denn sie gibt Auskunft dartiber, welche Gene undidreh sie codierten Proteine in der
Zelle abgelesen werden. Zunéachst muss die RNA aomsZklimaterial isoliert werden,
um spater aufgereinigt mittels einer 1%igen Agaget&lektrophorese aufgetrennt zu
werden. AnschlieBend erfolgt unter Kapillarkrafterdie Fixierung der
Ribonukleinsauren auf eine Membran. Diese wird miiter zur gesuchten RNA
komplementaren, radioaktiv markierten DNA-Sonde ridibiert. Die Radioaktivitéat
schwarzt bei der Entwicklung eines Rontgenfilmesagediejenigen Stellen, an der die
gesuchte mRNA auf der Membran fixiert ist.

4.3.2 Isolierung der RNA

Fur einen Versuch wurden 12 x°1@ellen pro Versuchsansatz ausplattiert und am
nachsten Tag entsprechend des Versuchsplanes leéthaddch der vorgesehenen
Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und3®8i fir 5 min abzentrifugiert. Das
von Mediumresten befreite Pellet wurde mit Solutidh aufgeschlossen und
nacheinander mit 100 pl Natriumacetat 2 M pH 4, Phenol und 200 pl Chloroform/
Isoamylalkohol 49:1 versetziChomczynski und Sacchi, 198 Nach einer 15 min
dauernden Ruhepause zentrifugierte man die Prokert BC flir eine Stunde bei
3000 x g, um eine Phasentrennung zu erzielen. DA Refand sich danach in der
wassrigen oberen Phase, von der 900 pl in kleirpeigiorfreaktionsgefasse Uberfihrt

wurden.
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Im nachsten Schritt erfolgte die Ausfallung der RNix 5 h mit 1 ml eiskaltem
Isopropylalkohol bei -20 °C. Nach dieser Zeit wurie RNA fur 15 min bei 4 °C und
10000 x g abzentrifugiert und das resultierendéePr 300 pl Solution D und 300 ul
eiskaltem Isopropanol resuspendiert und Gber Naeht20 °C erneut ausgefallt. Am
nachsten Tag zentrifugierte man unter gleichen pdigen die RNA wieder ab und
wusch sie mit 75%igem Ethanol. Die so gereinigteARMurde getrocknet und mit
110 ml 0,5%igem SDS versetzt. Danach mussten daibeAr grindlich gemischt und
kurz auf 56 °C erwarmt werden, damit sich die RNiader vollstandig ldsen konnte.

4.3.3 Photometrische Bestimmung des RNA Gehaltes

Fur die Bestimmung des RNA-Gehaltes wurden pro Mdrsansatz je zweimal 5 pl der
Probe in 1 ml destilliertem Wasser Uberfihrt und 28 und 280 nm photometriert.
Aliquots von 40-60 pg RNA wurden mit dem 0,1fachémlumen Natriumacetat 3 M

pH 5,5 und dem doppeltem Volumen Ethanol bei -8@f@ut Gber Nacht ausgefalit.
Die Aufbewahrung der restlichen Proben erfolgtenéddés bei -80 °C.

4.3.4 Glyoxalisierung und Elektrophorese

Bevor die Glyoxalisierung beginnen konnte, zengidkute man die RNA fiir 15 min ab
und lief3 sie fir 30 min unterm Abzug trocknen.

Zu den Proben gab man daraufhin den Glyoxalisiesuonig hinzu, der dafur sorgte,
dass die RNA denaturierte und dies auch wahrend deativen
Agarosegelelektrophorese blieb. Dieser Vorgangflieta. 50 min bei 56 °C ab. Zuvor
wurde jedoch pro Ansatz je zweimal 1,5 ul RNA-Prebbénommen und bei 260 nm in
1 ml destilliertem Wasser photometrisch bestimnd. viiurde dann ein Aliquot von
40 pg mit 3,4 pl Probenpuffer versetzt. Die Prolefien in 1%igem Agarosegel zuerst
fur 30 min bei 30 V und dann fir weitere 4 Stundeem 40 V. Wahrend dieser Zeit

sorgte man mittels einer Pumpe fir die Zirkulati@s Elektrophoresepuffers.

4.3.5 Blot

In diesem Schritt wurden die in dem Agarosegel etnémnten Nukleinsauren auf eine
Membran transferiert. Dazu wurde das Gel auf einteFitierpapier, dessen Enden in
ein Bad von 20 x SSC tauchten, bedeckte Brickeggekuf das Gel wiederum
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schichtete man die Biodyne-Membran und Uber diess weitere Filterpapiere. Diese
Konstruktion wurde mit reichlich Papierttichern bdeshtet und mit einem Gewicht von

1 kg beschwert. Der Transfervorgang verlief GberNiacht Thomas, 1980

4.3.6 Hybridisierung

Die in die Membran eingewanderten Nukleinsaurendemram nachsten Tag im
Backofen fur zwei Stunden bei 80 °C und Unterdraak der Membran fixiert und die

Glyoxalreste dadurch abgespalten.

Bevor die eigentliche Hybridisierung stattfinden nkte, wurden unspezifische
Bindungsstellen mit einer Prahybridisierunglosuiig die Dauer von 6 h bei 42 °C
geblockt. Im néachsten Schritt wurde die Membran eetn in einer
Prahybridisierungslésung, die die radioaktiv matkieund bei 100 °C denaturierte
DNA-Sonde enthielt, fir 18 h bei 42 °C inkubiertadh Reinigung mittels einer
Sephadex Saule erfolgte die Markierung der DNA-$onichit dem Multiprime DNA-

labelling System von Amersham.

Sonden-DNA, die nicht oder unspezifisch gebunden ar@fernte man durch eine Serie
von Waschungen. Sie fanden mit folgenden Konzeatrah an SSC und SDS und
Temperaturen statt:

Losung Temperatur Dauer
2 x SSC/0,1% SDS 20 °C 30 min
2 x SSC/0.1% SDS 50 °C 60 min
0,5 x SSC/0.1% SDS 50 °C 30 min
0.2 x SSC/0.1% SDS 55 °C 30 min

Die DNA-Sonde hybridisierte auf der Membran mit kdementarer RNA, in diesem
Fall egr-1undpg-Aktin mRNA, und entsendete radioaktive Strahlen voneaie®rt, mit

deren Hilfe ein Rontgenfilm an den entsprechenditied belichtet werden konnte.
Dafur legte man einen Film in eine Rontgenkasda#te 80 °C und entwickelte ihn. Je
nach Menge der in der Membran fixierten RNA fietia Banden mehr oder weniger

stark aus.

- 44 -



Material und Methoden

Fur die Dokumentation photographierte man die Filmié dem Gelprint 2000iund

wertet sie mit dendne Dscaraus.

4.4 Methoden zur Beurteilung von Differenzierung

4.4.1 Pappenheimfarbung

Die Pappenheimfarbung ist eine Standardfarbung Héenatologie und wird zum
Beispiel fur die differenzierte Untersuchung vonutausstrichen angewandt. lhre
Komponenten sind die May-Grunwald-L6sung und vend@nGiemsa-Losung. Die
erste dient der Fixierung und Vorfarbung, letztese fur die eigentliche Farbung
verantwortlich. Mit dieser Methode stellen sich diellkerne rétlich-lila und das

Plasma blau dar.

Fir einen Versuch wurden 2 10 Zellen in 7,5 ml RPMI-Medium ausplattiert, tags
darauf behandelt und fir 6 Tage im Zellkultursckramkubiert. Am sechsten Tag
wurden die Ansatze geerntet, in kaltem PBS gewasammeut in PBS aufgenommen
und Anteile davon auf Objekttrager zentrifugierie Praparate wurden fir 15 min in
Methanol fixiert und daraufhin getrocknet. Darahless sich die Vorfarbung mit May-
Grunwald-L6ésung fur 3 min an, welche dann mit destiem Wasser fur 1 min
unterspult wurde. Das Farbgemisch wurde abgegossdndaraufhin mit verdinnter
Giemsa-Losung (auf 10 ml Aqua dest. 23 Tropfen Genflr 15 min gefarbt. Eine
grindliche Spulung unter laufendem destillierten s$és und eine anschliel3ende
Lufttrocknung stellten den Abschluss des Farbevagga dar. Um die Préaparate lange
konservieren zu kénnen, wurden sie mit einem Deddjlen, welches mit Entellan

beschichtet wurde, abgedeckt.

4.4.2 a-Naphthyl-Acetat-Esterase-Farbung

Esterasen sind ubiquitdre zellulare Enzyme, diehaimc hdmatopoetischen Zellen
vorkommen und anhand spezifischer Substrate nacbgew werden kénnen. Speziell
diese Farbung erlaubt es dem Hamatologen MonozyerGranulozyten und anderen
weilRen Blutzellen zu unterscheiden. Werden HL-60eAemit Substanzen behandelt,
die die monozytare Differenzierung induzieren, satak/siert ihre Esterase die

hydrolytische Spaltung der Esterverbindung on-Naphthyl-Acetat und setzt
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Naphtholgruppen frei. Diese verbinden sich mit ein®iazoniumsalz zu einem
farbigen Salz, welches an Orten mit hohen Esteassntrationen als grin-schwarze

Granula sichtbar wird.

Es wurden wie firr die Pappenheimfarbung 1.0° Zellen in 7,5 ml RPMI-Medium
ausplattiert und behandelt. Das Ernten und diedPadipn auf die Objekttrager erfolgte

wie zuvor beschrieben.

Kurz vor Fixierung der praparierten Objekttragereiner Citrat-Aceton-Formaldehyd-
Losung (CAF-LOsung) wurde 1 ml Fast-Blue-BB-BasduBon mit 1 ml Sodiumnitrat
vermengt und einige Minuten gewartet bis ein Fardiftag von braun nach gelb
stattfand. Sobald sich die Farbreaktion sichtbamdeugab man diese Lésung zu 40 ml
37 °C warmen destillierten Wassers, wobei nun dd& nach grin umschlagen sollte.
Jetzt wurden die Préparate fur 30 s in der CAF-hgsiixiert. Bevor es jedoch zum
eigentlichen Farbevorgang kommen konnte, musst€igierungslosung sehr grindlich
unter laufendem deionisierten Wasser entfernt werdenn Rickstande des Aldehyds
inhibieren die enzymatische Aktivitdt der EsteraB&e oben beschriebene Farbung
erfolgte fur 30 min im abgedunkelten Wasserbad 3%C. Danach spilte man die
Objekttrager erneut grindlich und lie3 sie an dgft trocknen. Um die Praparate mit
dem Olimmersionsobjektiv betrachten zu koénnen, waordsie mit Aquatex-
beschichteten Deckglaschen abgedeckt. Fur die Ausmgewurden in 3 unabhangigen
Versuchen je 300 Zellen ausgezahlt und der Anteil Zellen die Granula besalien
denen ohne Granula gegenubergestellt. Diese Famvurde mit einem Kit von Sigma

durchgefihrt.

4.4.3 2,7-Diaminoflouren-Féarbung

Diese Methode dient dem histochemischen NachwaisH&moglobin in erythroiden
Zellen. Im Gegensatz zu dem sonst Ublich angewendgachweis des Blutfarbstoffes
mit Benzidin birgt sie den Vorteil, dass 2,7-Diagfiouren (DAF) im Gegensatz zu
Benzidin keine kanzerogenen Eigenschaften aufw@®ss Prinzip dieser Methode
beruht auf dem Vorhandensein einer Pseudoperoxidadsamoglobin, welche mit 2,7-
Diaminoflouren als Wasserstoffdonator in der Gegamwon Wasserstoffperoxid die
Bildung von Flourenblau aus Diaminoflouren katadys{Kaiho et al., 198h
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Fir einen Versuch wurden 1,7 x°12ellen in 5 ml Medium ausplattiert und mit den
Versuchssubstanzen behandelt. Bei Kombination vpa @it SB 203580, UO126

wurden diese Inhibitoren eine Stunde vor der Agtidn von Epo zu den Ansatzen
gegeben. Drei Tage lang ruhten die Anséatze im dillkschrank. Insgesamt wurde der

Versuch dreimal durchgefihrt.

Fur den Nachweis von Hamoglobin wurden 50 mg Diafiduren in 5 ml 90%iger

Essigsaure geldst. Diese Losung ist bei 4 °C imkeUfiir einen Monat haltbar. Fur
den Versuch figte man zu 4 ml destilliertem Wadsat 1M Tris-HCI pH 7, 500 ul der

DAF-LOsung, 50 pl 30%iges Wasserstoffperoxid undnengte dann 100 ul dieses
Gemisches mit 100 pl Zellsuspension. Damit die Realstattfinden konnte, wartete
man 5 min bevor die Auszéhlung der Zellen in deuleierzahlkammer erfolgte. Im
Rahmen der Auswertung wurden die positiven undngigativen Zellen gezahlt und

einander gegeniber gestellt.

4.5 Konzentrationen

45.1 Western Blot

Protreinisolierung
RIPA-Puffer Tris-HCI pH 7,4 5mM
NaCl 15mM
EGTA 100mM
Nonidet P-40 1%
Natriumdeoxycholséure 10%
P-RIPA-Lysis- [RIPA+
Puffer Aprotinin 10pg/ml
(mit  Proteaser|eupeptin 10pg/ml
inhibitoren) Na3vO4 (Natriumorthovanadat) 1mM
Benzamidin 10mM
PNPP (p-Nitrophenylpyrophosphat) 1mM
Natriumpyrophosphat 10mM
Beta-Glycerophosphat 40mM
NaF imM
PMSF (Phenylmethylsulfonylfourid) 1mM
Laemmli 11l Tris-HCI pH 6,8 180mM
SDS (Sodiumdodecylsulfat) 6%
Dithiothreitol 300mM
Glycerol 45%
EDTA 22,5mM
Bromphenolblau 0,0015%
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Elektrophorese

PAGE- Tris pH 6,8 62,5mM
Puffer SDS 1%
Glycerol 10%
Beta-Mercaptoethanol 5%
EDTApH 7,2 0,5mM
Bromphenolblau g.s
5% SDS- Acrylamid 5%
Polyacryl- Bis-Acrylamid 0,13%
Amidgel Tris-HCI pH 6,8 125mM
SDS 0,1%
Ammoniumpersulfat 0,1%
TEMED 0,07%
10% SDS- Acrylamid 10%
Polyacryl- Bis-Acrylamid 0,3%
Amidgel Tris-HCI pH 8,8 375mM
SDS 0,1%
Ammoniumpersulfat 0,1%
TEMED 0,07%
Elektropho- Tris-OH 25mM
resepuffer Glycin 0,2M
SDS 0,1%
Blot
Blot-Puffer Tris-OH 25mM
Glycin 0,2M
Methanol 15%
TBS pH 7,4 Tris-OH 50mM
(Tris-buffered | NaCl 0,2M
saline)
Nachweisreaktion
Blockierldsung | Milchpulver 5%
Tween 20 0,1%
Natriumazid 0,02%
In 1x TBS
H,0O,-Losung H,0, 0,5%
Tween 20 0,1%
In 1x TBS
4.5.2 Northern Blot
RNA-Isolierung
Solution D Guanidin-Thiocyanat 4M
Natriumcitrat 25mM
Sarcosyl 0,5%
2-Mercaptoethanol 0,1M
Natriumacetat-Puffer | 2M pH4
Natriumacetat-Puffer 1| 3M pH 5,15

Elektrophorese und Blot

Glyoxalisierungs-Mix Glyoxal 7,5%
DMSO (Dimethylsulfoxid) 50%
Natriumphosphat 0,5uM
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In A.ad iniect. |
Elektrophoresepuffer Natriumphosphatpuffer 0,01M pH7
Probenpuffer Ficoll 10%
Bromphenolblau 0,4%
Na,HPO, 0,01M
20xSSC NaCl 3M
Trinatriumcitrat 0,3M
Hybridisierung
Prahybridisierungslésung | Formamid 50%
Heringssperma-DNA 300pg/ml
BSA (Bovines Serumalbumin) 0,01%
Ficoll 0,01%
PVP (Polyvinylpyrrolidon) 0,01%
SDS 0,2%
Natriumphosphat 0,05M in
SSC 5x
4.5.3 Morphologie
Mikroskopie
PBS (Phosphat-bufferedNaCl 135mM
saline) Na,HPO, ImM
KCI 2,7mM
KH,PO, 1,5mM
4.6 Gerate
Gerét Firma

Gel print 2000i-Dokumentationssystem (Version 2.3

Biophotonics Corp., Ann Arbor, Ml

Hybridisierungsofen

AGS, Heidelberg

Kihlzentrifuge Beckmann
Licht/Floureszenzmikrospkop (Axioskop) Carl Zeisqyale
One-Dscan software Scanalytics (Billerica; MA, USA
Persisaltische Pumpe Eigenbau
RNA-Elektrophoresekammer (Horizon 11-14) AGS, Hdided)
Stromquelle Consort
Tischzentrifuge Eppendorf
Western Blot-Apparatur (Mini Proteanll) Biorad, Milren
Zellkulturschrank Heraeus

4.7 Materialien

Material Firma
(Alpha->*P)-dCTP 3000 Ci/mmol ICN, USA

2,7-Diaminoflourene

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Aceton Merck, Darmstadt
Acrylamid Biomol, Hamburg
Agarose Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Ammoniumpersulfat

Biorad, Miinchen

Anti-Egr-1-1gG (Kaninchen polyklonal) Santa CruzSA
Anti-ERK1-1gG (Kaninchen polyklonal) Santa Cruz, USA
Anti-Kaninchen-lgG (Ziege Peroxidase-konjugiert) r8ag USA
Anti-Maus-1gG (Ziege Peroxidase-konjugiert) Sigm&AJ
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Anti-pElk-IgG (Maus monoklonal)

Santa Cruz, USA

Anti-pERK-1gG (Maus monoclonal)

Santa Cruz, USA

Aprotinin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Aqua iniectabile Braun, Melsungen
Aquatex Merck, Darmstadt
Benzamidin Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Biodyne A transfer membrane 0,2 um

PALL, PortsmouthA

Bradford-Reagenz

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

BSA (Bovines Serumalbumin)

Sigma-Aldrich, Deiserdrof

Chloroform

Merck, Darmstadt

Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Merck, Darmstadt

ECL detection reagent (Enhanced Chemiluminescer

nce) rdhmen Life Science, Braunschweig

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Merck, Darmstadt

Egr-1 2,6 kb Pstl Fragment mouse erg-1 cDNA

PD DrSAllmayer Institut flr Prophylax
und Epidemiologie der Kreislaufkrankheit
Universitat Minchen

en

EGTA (Ethylenglycol-bis-N,N -Tetra-Acet-Acid)

Fluka,gy-Ulm

ELM-I-1 Zellen

Prof. W. Ostertag, Heinrich-Pette Institut flr
experimentelle Virologie und Immunologin

Hamburg

Entellan

Merck, Darmstadt

Epo (Erythropoetin)

Boehringer, Mannheim

Essigsaure, konz.

Merck, Darmstadt

Ethanol Merck, Darmstadt

Fetales Kéalberserum (FCS) GIBCO, Eggenstein
Ficoll 400 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Formaldehyd 37% Merck, Darmstadt
Formamid Merck, Darmstadt
Giemsa-Ldsung Merck, Darmstadt

Glutamin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Glycin Roth, Karlsruhe

Glyoxal Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Guanidin-Thiocyanat

Fluka, Neu-Ulm

Heringsperma-DANN

Boehringer, Mannheim

HL-60 Zellen Prof. W. Ostertag, Heinrich-Pette Institut fir
experimentelle Virologie und Immunologie,
Hamburg

Human beta-Aktin cDNA 1,2-kb Pstl Fragment Dr. Tra®n Institut fur Biochemie und

Biotechnologie Universitat Braunschweig

Isoamylalkohl Fluka, Neu-Ulm
Isopropylalkohol Fluka, Neu-Ulm

Leupeptin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
May-Griunwald-Lésung Merck, Darmstadt
Mercaptoethanol Serva, Heidelberg
Methanol UKE-Apotheke
Mikroskopierdl Merck, Darmstadt
Milchpulver Roth, Karlsruhe

Multiprime Labelling system Amersham, UK

Na,HPO, Merck, Darmstadt

Na3VO4 (Natriumorthovanadat) BDH, England

NaCl J.T. Baker, Griesheim

NaF Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Natriumacetat Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Natriumazid Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Natriumcitrat Merck, Darmstadt
Natriumpyrophosphat Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Nonidet P-40

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

PD 98059 (2"-Amino-3"-methoxyflavon)

Calbiochem,AJS

Penicillin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Pferdeserum Life Technologies, USA
Phenol Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PMSF (Phenylmethylsulfonylflourid) Sigma-Aldricheidenhofen
PNPP (p-Nitrophenylpyrophosphat) Merck, Darmstadt
PVDF-Membran (Polyvinylidendifluorid Millipore,USA

PVP (Polyvinylpyrrolidon)

Sigma-Aldrich, Deisenhafe

Rainbow marker RPN 756

Amersham Life Science, Bratunsig

Réntgenfilm medical x-ray

Fuji, Deutschland

RPMI 1460 (Pulver)

GIBCO Life Technologies,USA

RPMI 1460 1x Fertigmedium

PAA Laboratories, Wien

Sarcosyl

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

SB 203580 (4-(4-Fluorophenyl)-2-(
methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl)1H Imidazol

ACalbiochem, USA

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Sigma-Aldrich, Deiseninofe

Streptomycin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

TEMED®

Biorad, Miinchen

TPA (o-Tetradecanoylphorbol-13-acetat)

ICN, USA

Tris

Invitrogen, Karlsruhe

Trypanblau Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Tween 20® Sigma-Aldrich, Deisenhofen
u0126 (1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2New England Biolabs, USA

aminophenylthio)butadiene)

Wasserstoffperoxid 30%

Merck, Darmstadt

Alpha-Naphthyl-Acetat-Esterase Kit

Sigma-Aldrich, &mihofen

a-MEM (a-minimal essential medium)

Life Technologies, USA

Beta-Glycerophosphat

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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5 Ergebnisse

In der Einleitung wurde beschrieben, dass die ERXPKinasen eine zentrale Rolle in
der monozytare Differenzierung von HL-60 Zellenrshmen. Zum anderen gibt es
Studien, die ganz eindeutig den Transkriptionsfiakigr-1 mit der monozytaren und
megakaryozytaren Differenzierung von myeloischerd warythromegakaryozytaren
Zellen in Verbindung bringenNguyen et al., 1993; Krishnaraju et al., 1995;
Krishnaraju et al., 1998; Krishnaraju et al., 200Cheng et al., 1994 Da bereits
Erkenntnisse Uber das Ineinandergreifen diesereheidomponenten in anderem
Zusammenhang besteheKa(fmann et al., 2001; Schaefer et al., 2Q0Hegt die
Vermutung nahe, dass auch in HL-60 Zellen die ERKAWKinasen den
Transkriptionsfaktor aktivieren. Im Folgenden sbtkwiesen werden, dass dieses
Zusammenspiel von ERK undegr-1 fur die TPA-getriggerte monozytare

Differenzierung von HL-60 Zellen verantwortlich.ist

Dies soll einerseits auf molekularbiologischer Ebgeschehen, indem mit Hilfe von
Western und Northern Blots die Effekte von TPA adfe ERK/MAPK-
Signaltransduktionskaskade und digr-1-Expressionuntersucht werden. Die unter
dieser Substanz zu beobachtende Phosphorylierun&hiel sowie die Expression von
egr--mRNA und das Vorhandensein von Egr-1-Protein @dtim nachsten Schritt
eindeutig auf durch TPA hervorgerufene ERK-Phospliung zuriickzufiihren. Dies
geschieht mit Hilfe der zwei nicht miteinander vanslten MEK-Inhibitoren PD 98059
und UO126, die im vorherigen Kapitel vorgestelltrden waren. Beide verhindern die
Aktivierung von MEK1 und MEK2 durch Raf-1, wobei PFIB059 vorwiegend MEK1
und UO126 beide Kinasen gleich stark inhibiert. m2@hgewiesen werden soll, dass
TPA Uber dieegr-1-Expressiondie monozytére Differenzierung induziert, gilt es
daruber hinaus nachzuweisen, dass diese bei Ssmupraser ERK-Phosphorylierung
und fehlender Translation des Egr-1-Proteins utgdrt Dies kann anhand der
Kernmorphologie beurteilt und mit Hilfe der Alphaaphthyl-Acetat-Esterase-Farbung,
welchen die nicht-spezifische Esterase (NSE) naidtwgquantifiziert werden. Den
Abschluss dieses Kapitels bildet die Gegenubeusiglter erythroiden Differenzierung
in ELM-I-1 Zellen, die von Seiten dexgr-1-Expressionund zytologisch mittels der
DAF-Farbung betrachtet wurde.
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5.1 Molekularbiologischen Untersuchungen zur Wirkun g von
TPA auf die ERK-Kaskade und die egr-1-Expression in HL-
60 Zellen

Fur die Induktion der Differenzierung wurden deroRjolester TPA ausgewahlt, da
diese Subtanz weitlaufig dafir bekannt ist, die ozytére Differenzierung
verschiedener Zelllinien, unter anderem auch det6BLZellen, zu férdernHuberman
und Callaham, 1979; Rovera et al., 1979; Koefflerak, 198). Der Tumorpromotor
ahmt in der Zelle die Wirkung des Diacylglycerokch und aktiviert in Folge dessen
die Proteinkinase ONishizuka, 199 Diese wiederum phosphoryliert Raf-3ozeri et
al., 1992; Kolch et al., 1993welche ein Aktivator der ERK/MAP-Kinase Kaskade
(Dent et al., 1992; Howe et al., 1992n den nun folgenden Ausfihrungen werden
reprasentative Versuche gezeigt, deren wichtigstiekée sich in unabh&angigen

Versuchen bestéatigt hatten.

5.1.1 Auswirkungen verschiedener TPA-Konzentrationen aulie ERK/MAP-
Kinase, die egr-1-Expression und die Synthese dem$kriptionsfaktors

HL-60 Zellen wurden fur diesen Zweck mit ansteigamé&onzentrationen (0; 0,06; 2,5;
10; 40; 100 nM) an TPA fur 15 min behandelt. Didagze Zeitspanne sollte
gewahrleisten, dass die Phase der ERK-Phosphanmyieerfasst wird, da nach einer
langeren Zeit der Effekt aufgrund von Dephospherving und Inaktivierung der
Kinasen weniger deutlich ausfallen konnte.

Die Auswertung des Versuchs zeigt eine konzentraiibhangige Aktivierung der
ERK, die mit Hilfe eines Antikdrpers gegen PhosiRK (pERK) aufgespulrt wurde
(Abbildung 10A). Schon bei sehr niedrigen Konzetireen von 0,6 und 2,5 nM konnte
eine Phosphorylierung der ERK detektiert werdenlclaee umso starker war, je mehr
TPA eingesetzt wurde. Mehr als 100 nM TPA wurdendiasem Versuch nicht

verwendet, da bereits schon niedrigere Konzentratidoxisch auf die Zellen wirkten.

Der nachste Schritt ging der Frage nach, ob TPsatilich, wie vermutet und in
anderem Zusammenhang schon nachgewidéguyen et al., 1993die Expression von
egr-1-mRNA induziert. Dazu isolierte man aus HL-60 ZeJlaachdem man sie fur 90
min mit einer Konzentrationsreihe von 0,6 bis 100 HiPA stimuliert hatte, die RNA
und fuhrte einen Northern Blot durch. Da die Bilguwwon mRNA erst am Ende der
Signaltransduktion von der Zellmembran tUber MAPd&@n an Transkriptionsfaktoren
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steht und sich daraufhin noch die Transkriptiorh). dlie Ablesung des Genes und
Bildung von mRNA, anschlie3t, erfolgte die Inkubbati der Zellen mit dem
Tumorpromotor diesmal fir 90 min. Wie Abbildung 1@8igt, war die Inkubationszeit
ausreichend, um mRNA nachweisen zu konnen. Erwgsgamal bewirkte die
Behandlung mit dem Phorbolester eine Transkriptimm egr-1-mRNA, die mit

steigender Konzentration von TPA zunahm und hieMaximum bei 40 nM aufwies.

Die gebildete messenger-RNA dient der Zelle alsridatfir die Translation. Die
Translation beschreibt einen Prozess, bei dem diedar mRNA in Form von
Basenpaarungen gespeicherte Information in die Asdiaresequenzen von Proteinen
umgesetzt wird. Da man im Northern Blgr-1-mRNA nachweisen konnte, erwartete
man auch das Produkt der Translation, das ProtesnTdanskriptionsfaktors, in den
HL-60 Zellen nachweisen zu kénnen. Diesmal erfoldjie Inkubation der Zellen mit
den verschiedenen TPA-Konzentrationen fir 120 mim, zu gewahrleisten, dass die
Translation bereits begonnen hatte. Die Analyséeisiies Western Blot deckte wie in
den beiden vorherigen Versuchen eine Konzentralumngigkeit in der Bildung von
Egr-1-Protein auf (Abbildung 10C).

Die Resultate dieser Experimente dienten als Gagedlfir die Auswahl von
Konzentration ab 2,5 nM, da bei dieser sowohl didivierung von ERK,egr-1-
Expressionund Bildung von Egr-1-Protein nachweisbar war. Awgidere Gruppen
setzten &hnliche Konzentrationen erfolgreich éiguyen et al., 1993; Rovera et al.,
1979.
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Abbildung 10: TPA stimuliert die ERK/MAP-Kinasen, die egr-1-Expressionund
die Egr-1-Synthese konzentrationsabhéangig

A
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Abb. 10A. Phosphorylierung von ERK nach Stimulationmit verschiedenen Konzentrationen von
TPA. Fir jeden Ansatz wurden 1,25 x®*Zellen ausplattiert und nach einer Zeitspanne vordesten:

12 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen Arb&Randelt. Dem Ernten der Zellen nach e
Inkubationszeit von 15 min folgte disolierung der zellularen Proteine. Aliquots enégirend eine
Menge von 40 pg Protein wurden dann in einem 10Poi§elyacrylamidgel elektrophoretis
aufgetrennt und im Anschluss daran auf eine PWIHfbran geblottet. Diese wurde im néchs
Schritt mit Antikdrpern gegen Phospho-ERK und dentsgmechenden Peroxidagekoppelter
Sekundarantikorper inkubiert. Die durch das HQ#tektionssytem in Gang geset
Chemolumineszenzreaktion vermag Rontgenfilme zwé&cten, die fotografiert und mitte@Gel print
2000i- und OneDscan Softwarausgewertet werden kénnen. Das Ergebnis dieserygmast obel
dargestellt: links oben ein Abbild der Autoradiqgnaée der ERKPhosphorylierung und darunter
interne Kontrolle der Nachweis von nicht phosphiergém ERK1/2 mit einem Ant=RK1 Antikdrper.
Das Saulendiagramm rechts daneben zeigt die MengeE®K, nachdem ein Bezug zur inter
Kontrolle hergestellt worden war, um Unterschieda Proteingehalt der einzelnen Banden
auszugleichen. Deutlich ist ein Anstieg an giasyliertem ERK mit steigenden Konzentrationer
TPA zu erkenne

B
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Abb. 10B. egr-1-Expression nach Behandlung mit verschieden Konzerationen an TPA. Fur die
Northern Blot Analyse deegr-1-Expression wurden 1,2 x 1®L-60 Zellen ausplattiert und na
frihestens 12 Stunden mit den oben aufgeflhrterz&mnationen an TPA fiir 90 min behandelt. N
dem Ernten der Zellen wird die RNA nach der Meln@on Chomczynski isoliert, Aliquots von ca.
ng RNA in einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisclfigetrennt und auf eine Nylonmemb
geblottet. Diese wurde unter vermindertem Druck &®i°C fur fixiert und mit den entsprechenc
radioaktiv markiertenegr-1- und Aktin-DNA hybridisiert. Die Aktinbanden dienen als inte
Kontrolle, um zu verifizieren, dass in jeder Spigich viel RNA vorhanden war. Das Ergebnis die
Berechnungen ist dem S&ulendiagramm zu entnehmest &sichtlich, dass diegr-1-Expression mi
steigenden TPA-Konzentrationen zunimmt.
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Abb. 10C. Auswirkung verschiedener TPA-Konzentratioren auf die Egr-1-SyntheseHL-60
Zellen wurden mit den angegebenen Konzeioinan an TPA fur 120 min inkubiert. Nach die
Zeitspanne erfolgte die Proteinisolierung und eirekEbphorese mit 40 ug Protein je Spur. Das Egr-
1-Protein wurde mit einem Anti-Edr-Antikérper markiert. Deutlich erkennt man, dassATriicht

nur die Egr-1Bildung fordert, sondern dass diese bis zu einenz€otration von 40 nM auc
konzentrationsabhangig zunimmt.

5.1.2 Zeitlicher Aspekt der TPA-Effekte auf die ERK-Kast#te, egr-1-Expression
und Egr-1-Synthese

Nachdem nachgewiesen worden war, dass TPA die EB&&de, sowie die
Transkription desgr-1-Gens als auch dessen Translation stimuliert,esallisatzlich
der zeitliche Aspekt dieses Prozesses untersuatiteweMehrere Autoren hatten eine
langer andauernde ERK-Aktivitat im Rahmen der Défezierung von
hamatopoetischen Zellen nachgewiesen und fur neligdrefundenKharbanda et al.,
1994; Racke et al., 1997; Whalen et al., 1097

Wieder erfolgte die Analyse auf Protein- und RNAeBb. Zu verschiedenen
Zeitpunkten zwischen 15 min und 8 Stunden, wurderEtRK-Phosphorylierung unter
5 nM TPA untersucht. Dabei konnten eine anhaltdflE-Aktivitat von mindestens 8
Stunden beobachtet werden (Abbildung 11).

Dies wurde in unabhangigen Versuchen sogar mit €ioeh geringeren Konzentration
von 2,5 nM TPA bestéatigt. Hier betrachtete man twlish, in wieweit das

Vorhandensein von Phospho-ERK mit der Bildung véitkgdl, der aktivierten Form

des Transkriptionsfaktors Elk-1, welcher ein bekasanZiel der MAP-Kinasen ist,
korreliert. Wie aus der Abbildung 13 ersichtlich, isindet sich in dem gesamten
Beobachtungszeitraum tber 8 Stunden eine gesteidenge an phosphoryliertem
Elk-1 gegenuber der Kontrolle (Abbildung 12A).
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Analysen dieses Versuchsansatzes auf die Bildung Egr-1 unterstitzten die
Zeitkalkulationen in den vorhergehenden Experimentdenn nach einer Stunde
Inkubation erschien eine schwache Egr-1-Bandeindigeiteren Zeitverlauf an Starke
zunahm, nach 6 Stunden ein Plateau erreichte whdzsim Messpunkt von 8 Stunden
auch nicht mehr veranderte (Abbildung 12B). Auf Edbeder RNA konnte in einem
Kurzzeitversuch eine Kinetik in der Induktion degr-l-Expressionnachgewiesen

werden (Abbildung 13).

Zusammenfassung: Es gelang darzustellen, dassueorpromotor TPA sowohl die
extrazellular Signal-regulierten Kinasen aktiviats auch eine Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors Elk-1 und die Synthese vom-Egach sich zieht. Dies erfolgt
einerseits konzentrationsabhangig und anderseitsifién Zeitraum von mindestens 8
Stunden. Die folgenden Untersuchungen sollen damleglass diese Komponenten
nacheinander geschaltet sind und eine funktiondimheit bilden. Fir die
Beweisfuhrung werden die MEK-Inhibitoren PD 980581UJ0O126 eingesetzt. Diese
vermogen die Aktivierung von MEK1 bzw. MEK1/2 durétaf zu verhindern und
damit auch jene von ERKZ1/2. Sind EIlk-1-Phosphoryhg, egr-1-Expressionund
Translation nachgeordnete Schritte in der Signadotaktion durch TPA, so sollte die
Anwendung von MEK-Inhibitoren auch gleichsinnigestwirkungen auf Elk-1 und den

Egr-1-Transkriptionsfaktor haben.

Abbildung 11: Kinetik der ERK-Phosphorylierung nach TPA-Stimulation
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Abb. 11. Kinetik der ERK-Phosphorylierung nach Induktion durch TPA. HL-60 Zellen wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten mit 5 nM TPA behandeltgerdeinsam nach Ablauf der Zeit geerntet. Die
Durchfuhrung des Western Blot erfolgte auf die liefgeschriebene Weise.

Ersichtlich ist, dass TPA eine mindestens 8 Stursaelauernde ERK-Phosphorylierung induziert.
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Abbildung 12: Kinetik der Elk-1-Phosphorylierung und Egr-1-Synthese nach
TPA-Stimulation
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Abb. 12. Kinetik der Elk-1-Phosphorylierung (A) und Egr-1-Bildung (B) nach Applikation von
TPA. Nach Behandlung von H69 Zellen fir die angegebenen Zeitrdume mit 2,5 nM
Phorbolesters wurde das zellulare Protein isolimtd auf gewohnte Weise ein WesteBot
durchgefihrt.

A. Die EIk-1-Phosphorylierung bleibt (iber den gesan®eobachtungszeitraum erhoht.

B. Der Egr-17ranskriptionsfaktor ist nach 30 min bereits naclsiar und bleibt dies Uber eine Da
von mindestens 8 Stunden.
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Abbildung 13: Induktion der egr-1-Expressionunter 5 nM TPA
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Abb. 13. Induktion der egr-1-Expression nach Behandlung mit 5 nM TPADer Nothern Blot wurde
in der bereits beschriebenen Weise durchgefihrt.
Innerhalb von 60 min nimmt diegr-1-Expression im Vergleich zu friiheren Messpunkterksta.

5.1.3 Suppression der ERK-Phosphorylierung durch PD 98059

PD 98059 ist ein MEK1-Inhibitor der die Aktivierurmpn MEK1 durch Raf verhindert.
Wie zuvor erwahnt, hat er jedoch keine Effekte\arf Raf aktivierte ERK, weshalb er
in den folgenden Untersuchungen eine Stunde vonuldtion der HL-60 Zellen mit
TPA appliziert wurde. Fur den Nachweis der Wirkuran PD 98059 auf die ERK-
Kaskade wurden drei Konzentration, 5, 15 und 40 ptégewahlt, deren Auswirkung
einerseits auf die Zellen allein und anderseitsangchlie3ender mit TPA-Stimulation

verglichen wurde.

Bereits die Kontrolle wies eine basale ERK-Phosylrenung auf, die durch Inkubation
mit PD 98059 gesenkt wurde, wobei hdheren Konzeotran zu einer starkeren
Inhibition fuhrten. Der TPA-Ansatz zeigte im Verigle zur Kontrolle eine um 100%
gesteigerte ERK-AKktivitat und auch diese konntecduPrainkubation mit dem MEK1-
Inhibitor gesenkt werden. Dies geschah umso edatger, je hoher die eingesetzten
Konzentrationen waren. 40 uM PD 98059 bewirktere eimaximale Hemmung, die
sogar die Basalwerte von phosphoryliertem ERK inKientrolle unterbot (Abbildung
14A).

Da dargelegt werden soll, dass Elk-1 ein nachgetednSubstrat von ERK wahrend der
Induktion durch TPA ist, wurde in diesem Experimaunth die Elk-1-Phosphorylierung
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untersucht. Tatsachlich zeigt sich ein zur ERK-Phosylierung analoges Ergebnis,
denn auch die pElk-1-Banden wurden unter Applikatsteigender Konzentrationen
von PD 98059 schwacher (Abbildung 14B). In Ansatzita zuvor mit dem Inhibitor
versetzt worden waren, konnte eine nachfolgende -$tAulation ebenfalls keine
vermehrte Bildung von pERK nach sich ziehen. PD5380ewirkt also durch eine

Senkung der MEK1-Aktivitét eine verringerte Prodaktvon Phospho-ERK.

Als letztes Glied der durch den Phorbolester egitgten Prozesse galt es, einerseits die
egr-1-Expressionund anderseits das Produkt der Translation diesetrid@, den
Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Egr-1 nachzuweiseDie Northern Blot Analyse
untermauert die bisherigen Erkenntnisse. AufstelgeRPD 98059 Konzentrationen
vermochten dieegr-1-Expressionzu senken (Abbildung 14D), und dementsprechend
war auch weniger Protein mittels des Anti-Egr-1 ikémpers in Western Blots zu
detektieren. Maximale Suppression der ERK-Phospigomyng und Egr-1-Synthese
wurden in Versuchen mit Konzentrationen tber 15 RM 98059 erreicht (Abbildung
14A und C).

Abbildung 14: Suppression der ERK-Kaskade durch PD¥8059
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Abb. 14. Auswirkungen von PD 98059 auf die Phosphoiigrung von ERK (A) und EIk-1 (B), sowie
auf die Expression (D) und Synthese Transkriptionstktors (C). Fir diese Analyse wurden sowohl
den Western als auch fir den Northern Blot 6(LZellen mit drei verschiedenen Konzentrationen
PD 98059 fiir 2 Stunden behandelt und bei denjenfyesétzen, die zusatzlich fir 60 min mit 2,5 |
TPA versetzt wurden, erfolgte die Zugabe des Tunoonptors nachdem die Zellen schon fir eine Sti
mit PD 98059 behandelt worden waren. Der Einsatz RDn8B059 vermag die Phosphorylierung \
ERK, Elk-1 sowie die Transkription degr-1-Gens und Translation des Proteins zu verhindern.
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5.1.4 Suppression der ERK-Kaskade durch UO126

Die Ergebnisse, die durch Einsatz von PD 9805%#krmurden, sollten in weiteren
Versuchen mit dem ebenfalls niedermolekularen, ghdoicht verwandten MEK1/2-
Inhibitor UO126, untermauert werden. Dieses VorgeheErgebnisse von
Inhibitionsversuchen mit Hilfe einer zweiten Sulpgidasse zu bestatigen, postulieren
Davies et al. damit man sicher gehen kann, dass die beobachteffekte auch
tatsachlich auf die angenommene Hemmung zuriickeefiiéind. Dies schlagen sie vor
dem Hintergrund vor, dass sich viele vermeintlichezfische Inhibitoren bei
weitergehenden Untersuchungen als nicht spezifesgpuppt hattenQavies et al.,
2000.

Unter gleichen Konditionen, dass heif3t wiederumitkarbation fir 60 min mit UO126
und daraufhin Stimulation fir weitere 60 min mitA,Rvurden die Versuche mit dem
MEKZ1/2-Inhibitor durchgefiihrt. Die Konzentrationamurden mit 0,05, 1,5 und 4,5 pM
niedriger ausgewahlt, da bekannt ist, dass UO126E@RK-Phosphorylierung starker
inhibiert als PD 9805%avata et al., 1998 was vermutlich darauf beruht, dass UO126
auf beide MEK Einfluss nimmt.

Versuchsansatze, die ausschlieBlich mit den drenzKwetrationen des Inhibitors
behandelt worden waren, wiesen eine sichtlich vederite ERK-Phosphorylierung im
Vergleich zur Kontrolle auf. In denjenigen Ansatzelie zuséatzlich zu UO126 eine
Stunde spater mit TPA stimuliert worden waren, kendie tblicherweise durch den
Phorbolester getriggerte Bildung von Phospho-ERKitestgehend antagonisiert
werden. Bereits die niedrigste Konzentration vermedie Phosphorylierung von ERK
deutlich unter Kontrollwerte zu senken und bei tiéchsten, 4,5 uM, schien die

Hemmung maximal zu sein (Abbildung 15A).

Auf Ebene des Transkriptionsfaktors Elk-1 setztd sier Effekt weniger stark durch,
denn obwohl die Aktivitdt von ERK gehemmt wurdenlsen die pEIk-1 Werte zwar
deutlich im Vergleich zur TPA Ansatz, jedoch sowdlei alleiniger Applikation von

UO126 als auch in Kombination mit TPA nicht untée der Kontrolle. Dies kdnnte
daran liegen, dass Elk-1 auch von anderen Kinagenp38 und JNK, aktiviert wird

(Abbildung 15B).
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Betrachtet man die Auswirkungen der reduzierten ERIgsphorylierung auf die
Transkription desegr-1-Gens und die anschlieBende Synthese von Egr-$clseint
trotz allem die Suppression der ERK-Aktivierung rBituM bzw. 4,5 uM UO126
ausreichend, um einerseits die Expression des @G&handerseits die Bildung von Egr-
1 zu verhindern. Bei den im Northern Blot eingewsiz10 uM UO126 wird die
Expression total supprimiert, wahrend bei 5 UM nashe geringe Transkription
stattfinden kann, weshalb in den Induktionsversoct@uM UO126 verwendet wurden
(Abbildung 15C und D).

Mit Hilfe einer zweiten nicht verwandten Substamade, konnten die Auswirkungen
der unterdriickten ERK-Aktivitat auf die Bildung dgrarly growth response“4sens
bestatigt werden. Da sowohl der Einsatz von PD 9805 auch von UO126, die beide
in der Literatur als nicht verwandte MEK-Inhibitorgelten, zusatzlich zur Suppression
von ERK die Expression und Translation des Zinkdingranskriptionsfaktor Egr-1 zu
verhindern vermochte, muss davon ausgegangen wetdss die ERK-Kaskade fir die

Aktivierung dieses Gens sorgt.

Abbildung 15: Suppression der ERK-Kaskade, deregr-1-Expression und der
Synthese des Transkriptionsfaktors durch UO126
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Abb. 15. Auswirkungen von UO126 auf die Aktivierungvon ERK (A) und Elk-1 (B), sowie auf die
Expression (D) und Produktion von Egr-1 (C).Fir die Protein und RNA Analysen wurden 180-
Zellen eine Stunde mit UO126 inkubiert, bevor TPAdiire weitere Stunde appliziert wurde. Die wei
Aufarbeitung der Versuche erfolgte auf gewohnted#&/ei

A. UO126 hemmt die Bildung von Phospho-ERK.

B. Aktivierung des Transkriptionsfaktor EIk-1.

C. UO126 hemmt die Bildung von Egr-1.

D. UO126 hemmt diegr-1-Expression.
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5.1.5 Untersuchungen zu den Wirkungen von SB 203580 au¢ dERK-Kaskade,
egr-1-Expression und Synthese des Transkriptiongtak

Da alle drei MAP-Kinasen den Transkriptionsfaktogr zu aktivieren vermégen,
sollte untersucht werden, ob TPA auch lUber eine@iMAP-Kinase, die p38, die Egr-
1-Synthese induziert. Dafiir wurden Versuche mit dgezifischen p38-Inhibitor SB
203580 durchgefuhrt. Die p38/MAP-Kinase Kaskadedwiturch zellularen Stress
aktiviert und fuhrt z.B. zur Bildung von TNFund anderen inflammatorischen
Zytokinen in Makrophagen. Anderseits scheint die8-gaskade auch an der
erythroiden Differenzierung von beispielsweise K&&len beteiligt zu sei(Sawafuji
et al., 2003.

Es wurden die Effekte des Inhibitors auf die ERKskade und den
Transkriptionsfaktor Egr-1 in Western und North&Ilot Analysen untersucht, in dem
man die Effekte von TPA, SB 203580 und der Kombamabeider Substanzen nach 90

und 210 min miteinander verglich.

Die Betrachtung der ERK-Phosphorylierung zeigt addss in diesem Versuch zu
beiden Zeitpunkten die Kombination des Tumorprom®tmit dem Inhibitor eine
Phospho-ERK Bildung zu Folge hatte, die starker, @Brdie allein durch TPA oder SB
203580 hervorgerufene. Beide Substanzen zusammanulistten die ERK-
Phosphorylierung deutlich gegentiber der Kontralieterschieden sich in Bezug auf
ihre Effekte im Vergleich untereinander aber wenfguch derjenige Teil des
Experiments der flr eine langere Zeit inkubiert desr war, ergab eine vergleichbare
Situation mit einer insgesamt ein wenig gesteigertERK-Phosphorylierung
(Abbildung 16A).

Der den ERK/MAP-Kinasen nachgeschaltete Transkmgfiaktor Elk-1 zeigte ein

vergleichbares Aktivierungsmuster. In denjeniges#@mren die fir 90 bzw. 210 min mit
der Kombination beider Substanzen behandelt woveken, wies man eine sichtlich
gesteigerte Menge Phospho-Elk-1 nach, die zu deftesgn Zeitpunkt sogar noch
hoher war als zu dem friheren. Wiederum untersehiesich sowohl TPA als auch SB
203580 nur wenig in ihren Effekten auf die Aktiviag von Elk-1 (Abbildung 16B).

Die Detektion mit dem Anti-Egr-1 Antikdrper ermddite es die Effekte auf die Egr-1-
Produktion zu untersuchen. Diese waren am starksgehdem die HL-60 Zellen fur
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3,5 Stunden mit 2,5 nM TPA und 10 uM SB 203580 m&tt worden waren. In diesem
Experiment scheint der Inhibitor allein oder zusanmnmit TPA einen starkeren Reiz
auf die Aktivierung von ERK, Transkription und Tedation von Egr-1 als TPA fir sich
allein auszuuben (Abbildung 16C und D).

Insgesamt ist festzustellen, dass die durch SB &D3ervorgerufene Hemmung der
p38/MAP-Kinase eine positive Regulation der ERK-Jkade zu Folge hat, weil auf
allen untersuchten Ebenen (pERK, pElketyr-1-mRNA, Egr-1) unter SB 203580 die
Induktion dieser Signaltransduktionskette mindest#mlich oder starker als unter TPA

war.

Abbildung 16: Auswirkung von SB 203580 auf MAP-Kinaen, egr-1-Expression
und Synthese des Transkriptionsfaktors
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Abb. 16. Durch SB 203580 induzierte Effekte auf didMAPK, egr-1-Expressionund Translation des
Proteins.

Fur Ansétze, bei denen die Auswirkung der Komborabeider Substaen betrachtet werden sollte, wui
zundachst fiir eine halbe Stunde mit dem Inhibitainkabiert und im Anschluss daran fiir eine bzw.i
weitere Stunden mit TPA stimuliert.

SB 203580 verstarkt die Aktivierung der ERK-Kaskadal deregr-1-Expression duft TPA auf aller
untersuchten Ebenen. Auch allein kommt es zu eirmehrten Phosphorylierung der Kinasen
Vergleich zur Kontrolle.
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In einem weiteren Experiment verglich man die d&iP-Kinase-Inhibitoren bezuglich
ihrer Effekte auf die ERK-Phosphorylierung umgr-1-Expression. Daflir wurden
Zellen einerseits nur mit PD 98059, UO126, SB 2@8%8ler TPA versetzt, und
anderseits nach einer Vorbehandlung fur 60 mindemn jeweiligen Inhibitor zusatzlich
eine weitere Stunde mit TPA stimuliert. In der na&hblauf dieser Zeitspanne sich
anschlieBenden Western Blot Analyse wurden ERK;1Hlkd Egr-1 betrachtet.

In Anlehnung an bisherige Ergebnisse fand sich basale ERK-Phosphorylierung in
der Kontrolle, eine Inhibition dieser durch die den MEK-Inhibitoren und eine
Hemmung der TPA induzierten Phospho-ERK Produkéiorch die MEK-Inhibitoren
wieder. Im Gegensatz dazu ging der Einsatz von GE&0 mit einer gegentuber der
Kontrolle gesteigerten Aktivierung der ERK/MAP-Ksen einher. Diese erreichte
sogar das Niveau der durch TPA angestofRenen EREpRboylierung, und die
Kombination TPA und SB 203580 Uberstieg sogar diekie von TPA auf die ERK-
Kaskade (Abbildung 17A).

Betrachtete man im nachsten Schritt die EIk-1-Aktiing, so stimulierte die
Kombination des Tumorpromotors mit dem p38-Inhibithe Bildung von Phospho-
Elk-1 ebenfalls starker als es beide SubstanzeA @der SB 203580) fur sich allein
taten (Abbildung 17B). Das Bild, das sich bei dé&tke und EIlk-1-Phosphorylierung
bot, setzte sich auf Ebene von Egr-1 fort. Nur @&@nden wiesen deutlich Egr-1 auf.
Am meisten Transkriptionsfaktor fand sich in dengen Ansatz, der mit TPA und SB
203580 behandelt worden war, darauf folgte dergnder mit 2,5 nM TPA versetzt
worden war und SB 203580 allein hatte die schwéchkgir-1-Produktion zu Folge. In
den Ubrigen Ansétzen, wie auch in der Kontrolley wain Egr-1 zu detektieren
(Abbildung 17C). Entsprechend der zu beobachterib@amslation konnte auch die

Transkription im Northern Blot nachgewiesen wer¢&bbildung 13D).

Diese Untersuchungen legen dar, dass die p38/MARS€ nicht fur die durch TPA-
getriggerte Induktion der durch ERK vermitteltegr-1-Expressionnotwendig ist.

Stattdessen bewirkt die Blockade dieses Signallidd®nsweges einen verstarkte
Aktivierung der extrazellular Signal-regulierten nésen und damit auch des
Transkriptionsfaktor Elk-1, sowie eine gesteigditg-1-Synthese. Die von SB 203580
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hervorgerufenen Effekte ergédnzen Beobachtungeramderen GrupperZbang et al.,

2003; Ishii et al., 2001

Abbildung 17: Auswirkung von SB 203580, UO126 und P 98059 auf die
ERK/MAP-Kinasen und Egr-1-Synthese
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Abb. 17. Auswirkung der MAP-Kinase-Inhibitoren PD 98059, UO126 und SB 203580 auf ERK
(A), Elk-1 (B) und Egr-1 (C). Sowohl fur den Western Blot als auch fur den NoriH&ot wurden die
Zellen vor Stimulation mit TPA mit den Inhibitorenrfigine Stunde vorbehandelt. Die weit
Aufarbeitung erfolgt wie zuvor. Die Inhibition dgv38-Kaskade steigert die ERK- und Elk-1-
Phosphorylierung sowie die Egr-1-Synthese zu steige

5.1.6 Wirkung von DMSO und der Kombination von TPA und D&D auf die Egr-
1-Synthese

Im Gegensatz zu den Effekten, die der monozytéekior TPA auf die ERK/MAPK
und dieegr-1-Expressiorin HL-60 Zellen hat, sollte die Wirkung von DMSOelehes
die Ausreifung von Granulozyten fordertCdllins et al., 1978 auf diese
Signalubermittlungseinheit Uberpruft werden. Da diech dasegr-1-Gen geforderte
Reifung von Monozyten gleichzeitig die granulozgtdDifferenzierung unterdriickt
(Krisnaraju et al., 200Lund die bisherigen Ergebnisse dargelegt hattess dPA die
Expression dieses Gens hervorruft, sollte unter DNk8ine Expression des Zinkfinger-
Transkriptionsfaktors zu finden sein. Stattdessérsste unter der Kombination von
TPA mit DMSO eine Synthese von Egr-1 nachweisbar, sia bekannt ist, dass beide
Substanzen zusammen die monozytéare Differenzieinohggieren Liebermann et al.,
1981). Mit 1,3% DMSO und 2,5 nM TPA wéhlte man Konzetionen, die denen
entsprachen, die auch in den Induktionsversuchegesetzt wurden. Die Inkubation
der Zellen mit beiden Substanzen allein und zusamiaed fir 90 und 210 min statt.
Danach wurde ein Western Blot durchgefiihrt und Elig-1-Proteinbiosynthese mit
einem Anti-Egr-1 Antikorper detektiert. Es ist fasstellen, dass jeweils in den
Ansatzen, die mit 2,5 nM TPA und der Kombinatioidiee Substanzen versetzt worden
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waren, eine deutliche Egr-1-Produktion stattgefuntatte. Interessanterweise schien
DMSO die Effekte von TPA auf die Egr-1-Bildung sogech zu verstarken, da in
diesen Ansatzen die Egr-1-Werte noch héher alsr drRé waren. Die Kontrolle und
die mit 1,3% DMSO versetzten Ansatze zeigten keader nur eine sehr geringe
Produktion des Transkriptionsfaktors (Abbildung .1Bjes fiigt sich nahtlos an die
Beobachtung vorNguyen et aldie berichteten, dass die simultane Applikatiom vo
TPA und DMSO dieegr-1-mRNA-Expression stimuliert, wahrend DMSO alleinriee
Expression induziertNguyen et al., 1993In diesen Arbeiten wurde die Transkription
des egr-1-Gens nachgewiesen, nicht jedoch wie hier die Rroiesynthese des

Transkriptionsfaktors Egr-1 selbst.

Abbildung 18: TPA und DMSO induzieren die Bildung von Egr-1
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Abb. 18. Effekte von DMSO 1,3% und der Kombination mit TPA 2,5 nM auf die Egr-1-
Proteinbiosynthese HL-60 Zellen wurden mit den angegeben Konzentratiotief,5 und 3,5 Stunde
behandelt, wonach sich die Western Blot AnalyseEagrf1Protein anschloss. Besonders stark ist
Egr-1-Produktion unter der Kombination von TPA mWBO.
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5.2 Zytologische Untersuchung zur Differenzierung v on HL-60
Zellen

Nachdem die Effekte von TPA auf die HL-60 Zellemvmolekularbiologischer Seite
betrachtet worden waren, war es wichtig diese duagthblogische Untersuchungen zu
erganzen, um sie mit der Differenzierung in Zusammaag bringen zu kdnnen.
Mdoglichkeiten zur Beurteilung der Differenzierungeten die Pappenheim- und die
Alpha-Naphthyl-Acetat-Esterase-Farbung. Die erstedglicht die Betrachtung der der
Kernmorphologie und der Kern-Plasma-Relation, welsith wahrend der Ausreifung
der Zellen verandern. Die zweite erlaubt die salekf\nfarbung von Monozyten und
ihrer Vorstufen, in dem sie Orte mit hohen Esteradeommen mit einem Farbstoff

sichtbar macht.

5.2.1 Beurteilung der Differenzierung nach Induktion mifTPA, DMSO und den
MEK-Inhibitoren
Nachdem die Effekte von TPA und der Inhibition dutdO0126 und PD 98059 auf die
ERK-Kaskade und dieegr-1-Expression betrachtet worden waren, galt es die
Auswirkungen dieser Substanzen auf die Morphologiad Differenzierung
untersuchen. Dafiir wurden Ansétze mit 1 ¥ H)-60 Zellen ausplattiert und tags
darauf mit TPA, DMSO, PD 98059, UO126 allein undkiombination mit TPA fir 6
Tage behandelt. Die Erstellung der Praparate e€folge es in dem Kapitel ,Material
und Methoden* beschrieben wurde. Fir die Auswertvagden je Praparat 300 Zellen
gezahlt. Insgesamt wurden diese Induktionsvers@anal durchgefuhrt.
Das Stadium der Differenzierung der promyelozytakHin60 Zelllinie kann man
anhand der Morphologie beurteilen. WahrendRliemyelozyteneinen grof3en zentral
liegenden Kern mit einem schmalen Zytoplasmasaufweasen, so verliert bei der
nachfolgenden Reifestufe, démyelozyten, der nun schon eher randstandig liegende
Kern weiter an GroRe und das Zytoplasma nimmt nikduwm ein.Metamyelozyten
sind wiederum kleiner als ihre Vorlaufer, ihr Nukseliegt randstandig und beginnt den
Ansatz einer Dellung oder Einkerbung aufzuweiser BEndprodukte der myeloiden
Vorlauferzellen sind Granulozyten und Monozytena@iozyten haben entweder einen
stabférmigen oder segmentierten Kern der in einofaiges, eosinophiles oder
neutrophiles Plasma eingebettet ist. Monozyten diedgrofdten Zellen des Blutes und
besitzen einen grofien unregelmallig oder bohnergogefiormten Kern der von viel
blau-grauen Plasma umgeben ist (Abbildung 20).
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Zusatzlich zur Kernmorphologie wurde die Nicht-sfisghe Esterase mittels eines
Farbekits von Sigma detektiert. Dieses Enzym wimh Wonozyten und ihren
Vorlaufern gebildet und ermoglicht durch Nachweensr Anwesenheit diese von
Granulozyten oder anderen myeloiden Zellen zu soksiden. Das sich an Orten mit
hohen Enzymvorkommen niederschlagende Diazoniunfsalz zu einer schmutzig-
grunlichen Farbung des Zytoplasmas. In diesen \aseihen versetzte man Zellen
mit 2,5 nM TPA, 1,3% DMSO, 10 pM UO126, 20 pM PDO0S8 und den
Kombinationen dieser Substanzen mit TPA. Dabei lygscdie Auswahl der
Konzentrationen einerseits in Anlehnung an die aowdleren Gruppen verwendeten
(Nguyen et al, 1993 und anderseits auf Ergebnissen der eigenen
molekularbiologischen Versuche. Die verwendeten NIEKInhibitoren wurden in
Konzentrationen eingesetzt, in welchen sie die kiida der egr-1-Expression
vollstandig unterdrickt hatten.

Die Zellen des Kontrollansatzes, d.h. nicht behldaedélL-60 Zellen zeigen nur extrem
selten eine positive Reaktion auf die Esterasefi@gbibie besitzen einen zentral
liegenden runden Kern, der nur von einem schmalgopfasmasaum umgeben ist.
Dieser Phanotyp verandert sich jedoch, wenn digeedehit TPA, einem Induktor der
monozytaren Differenzierung inkubiert werden. Dasheitliche Zellbild, wie es die
Kontrolle zeigt, wird durch ein Gemisch verschiegleDifferenzierungsstufen ersetzt.
Neben den promyelozytaren Zellen, wie sie in dentkalle zu finden sind, gibt es auch
solche Zellen die keinen runden, sondern eher eieekig bis nierenférmigen
randstandigen Kern aufweisen, der von viel Plasmgealben ist, welches Auslaufer
besitzt. Zwischen diesen beiden Zelltypen existiaxech Ubergangsformen, bei denen
der Kern bereits randstandig sitzt und schon ewseoForm angenommen hat und
deren Zytoplasma an Volumen zugenommen hat, alsgesamt herrscht statt des
unregelmanig eckig geformten ein eher rundlichesbill vor. Unter dem Mikroskop
und auf den Abbildungen kann man bei diesem Anaatzielen Zellen die schwarz-
grunliche Verfarbung des Plasmas erkennen, dieutldeutet, dass es sich bei diesen
Zellen um Monozyten oder ihre Vorlaufer handelt.

Bei Kombination von TPA mit DMSO, welche auch diemozytare Reifung von HL-
60 Zellen einleitet Qollins 198% obwohl DMSO selbst die granulozytare
Differenzierung induziert, sticht die morphologiscieranderung fast noch deutlicher

-73-



Ergebnisse

hervor, da die Zellen noch gréRer sind und dasnk®asoch mehr an Volumen
gewonnen hat. Auch hier reagieren viele Zellentpoauf den Esterase-Nachweis.
Unter DMSO allein tberwiegt die granulozytdre Reguder HL-60 Zellen, obwohl
diese nach 6 Tagen noch nicht allzu deutlich hémtorCollins beschrieb1987 in
seinem Artikel, dass die granulozytare Differenamgy von HL-60 Zellen nicht
vollstandig stattfindet, sondern Uberwiegend auiffeStder Metamyelozyten stehen
bleibt. Gegenuber der Kontrolle findet man Zelldie zwar noch einen runden Kern
haben, deren Plasmasaum aber zugenommen hat umevaier entwickelte Zellen mit
randstandig gelegenen Nukleus, der nun mehr eiake ¢&vorm aufweist und damit wie
Myelozyten aussehen. Einige sehr wenige sind noeitewdifferenziert und besitzen
schon eine kleine oder gréRere Einkerbung im Zelllgie auf das metamyelozytare
Stadium deutet und die Vorstufen zum stabférmigeanGlozyten darstellt. Passend
dazu fallt die Esterase-Reaktion negativ aus, §3 da@an davon ausgehen kann, dass
sich hier um ein granulozytare Vorlaufer handelt.

Werden HL-60 Zellen fir 6 Tage mit der Kombinatiams TPA und einem der
Inhibitoren PD 98059 oder UO126 behandelt, wird Wa&kung von TPA auf die
Differenzierung abgeschwécht. Nur einige Zellenitbes ein grunlich angefarbtes
Plasma, wenngleich auch hier der Phéanotyp sich demjenigen der unbehandelten
HL-60 Zellen unterscheidet. Neben solchen, die Weomyelozyten aussehen,
existieren auch solche, deren Kern eher oval ungeelellt ist und deren Plasma mehr

als einen Saum um den Kern bildet (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Nicht-spezifische-Esterase Produktionn HL-60 Zellen
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Abb. 19A. Analyse cr
Nicht-spezifischen
Esterase-Bildung in HL-
60 Zellen nach Induktion
der Differenzierung. 1 x
10° Zellen wurden in 7,
ml  RPMI-Medium  fir
diese Versuche ausplatti
und am darauf folgende
Tag mit 2,5 nM TPA, 1,39
DMSO und de
Kombination beide
Substanen fir 6 Tage
behandelt. Insgesal
erfolgte eine dreimalig
Wiederholung de
Experiments und j
Préaparat wurden 300 Zelli
ausgezahlt. Aus de
Saulendiagramm wir
ersichtlich, dass besondt
viele Zellen unter TP/
bzw. unter TPA un
DMSO auf den fu
Nachwes positiv
reagierten.

Abb. 19. B Nachweis vor
Nicht-spezifischer

EsteraseProduktion nach
Induktion der
Differenzierung. Wie
unter Abb. 16. 2
beschrieben erfolgte d

Durchfiihrung diese
Versuchsreihe, di
ebenfalls dreime
wiederholt wurde

Zusatzlich mtersuchte ma
die Wirkung de
Kombination von 2,5 nh
TPA mit entweder 10 pl
UO126 oder 20 pM PI
98059. Nur mit TP£
inkubierte Zellen weise
eine  deutlich erhoht
Esterase-Produktion auf.
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Abbildung 20: Morphologie von HL-60 Zellen nach Induktion

Kontrolle. Unbehandelt
HL-60 Zellen nach 6 Tage
Das Bild ist eimeitlich, es
herrschen Zellen mit runde
Kern und schmaler
Plasmasaum vor.

DMSO 1,3% nach 6 Tagen
Das Bild mutet gemischt a
es gibt Zellen mit rundel
mittig liegendem Kern un
verbreiterten Zytoplasma-
saum. Bei anderen hat
Kern  eine  randstandic
Position und eine eher ova
Form angenommen. Bei s¢
wenigen existiert schon eil
Einkerbung, wie Sii
Metamyelozyten besitzen.
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DMSO 1,3% nach 6 Tagen
Das Bild ist gemischt, es gi

Zellen mit rundem mitti
liegendem Kern un
verbreiterten Zytoplasma-

saun. Bei anderen hat d
Kern eine  randstandic
Position eingenommen ui
eine eher ovale For
angenommen. Bei se
wenigen existiert schon eil
Einkerbung, wie Sii
Metamyelozyten besitzen.

TPA 2,5 nM nach 6 Tagen
Einige Zellen haben ste
eines runden Nukus einer
ovalen, nierenférmigen Ker
der randstandig liegt und v
viel Plasma, welches au
Auslaufer bildet, umgebe
ist. Die kénnen HL60 Zellen
auf dem Weg de
monozytdren Reifung se
Dariiber hinaus existiere
aber auch noc
Promyelozyten, deren Ke
fast die ganze Zelle ausfllt.

TPA 2,5 nM nach 6 Tagen.
Die Beschreibung de
vorangegangenen Bildes ¢
auch fir dieses. Hier kai
man jedoch besser ¢
schmutzige Farbung d
Plasma erkennen, die dui
den positiven Nachweis v¢
Esterase, einem momnytaren
Marker, hervorgerufen wirc
Diese wurde mit Hilfe eine
Kit von Sigma detektiert.
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TPA 2,5 nM und DMSO
1,3% nach 6 Tagen. Die
Zellen weisen einen grof3
Kern auf, der von vie
grunlich angefarbtes Plasr
eingebettet ist. Der Nachwe
auf Esterasepduktion ist
hier positiv ausgefallen,
dass auch hier VC
monozytarer Differenzierur
gesprochen werden kann.

TPA 2,5 nM und UO126 10
pM  nach 6  Tagen.
Gegenliber der Kontrol
findet man in diesem Ansal
trotz der Inhibition der TP,
Wirkung, Zellen, i nicht
wie diejenigen in  de
Kontrolle aussehel
Zusatzlich existieren auc
solche, deren Kern seil
kreisrunde Form verloren hi
am Rand liegt und dere
Plasma an Volume
gewonnen hat. Nur i
wenigen Fallen findet sic
eine Esteraseproduktion

TPA 2,5 nM und PD 98059
20 uM nach 6 Tagen.Wie
unter der Kombination vo
TPA mit UO 126 haben sic
die Zellen im Vergleich zL
Kontrolle verédndert, obwol
der Nachweis auf die Nicht-

spezifische Estera:
vorwiegend negativ ausfal
Man findet nebe|

promyelozytden Zellen aucl
solche deren Kern die run
Form zu Gunsten ein
ovalen eingedellten verlor¢
hat. Der Nukleus liegt dar
am Rand und das Volum:
an Plasma hat leic
zugenommen.
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5.3 ERK, Egr-1 und Differenzierung in ELM-I-1 Zelle n

Wie bereits dargestellt scheint die ERK-Signaltdaksionskaskade eine bedeutende
Rolle fur Differenzierungsvorgange in hamatopoéigst Zellen zu spielen. Zum einen
beeinflusst sie die mono- und megakaryozytare Ektwng von ha&matopoetischen
Zellen Kharbanda et al., 1994; Whalen et al., 1997; Meldraeal., 1997; Racke et al.,
1997; He et al., 1999; Marcinkowska, 2001; Lin €t 2002 und zum anderen deutet
sich eine negative Regulation von erythroiden Défeierungsvorgangen akvhalen

et al., 1997; Witt et al., 2000; Uchida et al., 200/atsuzaki et al., 2000; Nagata et al.,
1998; Schaefer et al., 20D4Auch einer anderen MAP-Kinase, der p38, wirdeein
Bedeutung fur die Reifung von erythroiden ZellemgesprochenNagata et al., 1998;
Witt et al., 2000; Miyazaki et al. 2001; Sawafuji &., 2003. Sie scheint die
Entwicklung von Erythrozyten aus Vorlauferzellenfdaodern und umgekehrt kann die
Hemmung der p38-Kinase mit SB 203580 jene Reifungppsmieren.
Interessanterweise wird bei Hemmung der p38 mit t@mbitor eine Aktivierung der
ERK/MAP-Kinasen beobachteSingh et al., 1999; Zhang et al., 2003; Westermetrk
al., 2001, Wang et al., 2000; Ishii et al., 200%0 dass man eine Kopplung dieser
beiden Wege vermutet.

Aufgrund dessen war es interessant, sich im Vaigletu HL-60 Zellen die
Differenzierung in erythroiden Zellen anzuschauem wegeniuberzustellen, welche
Rolle die Wirkkette ERKggr-1 hier in der Differenzierung einnimmt. Daflr wurden
ELM-I-1 Zellen ausgewahlt, die ein geeignetes Mbéal die erythroide Entwicklung
darstellen $hiozaki et al., 1990ELM-I-1 Zellen sind erythoroleukdmische Zellehe
aus der Maus isoliert wurden und sich in einemi8tadier Entwicklung befinden, dass
ausschliel3lich eine erythroide Reifung zulasst.dwliese Zelllinie mit Erythropoetin
stimuliert, beginnen die Zellen zu differenzierevgs sich anhand einer gesteigerten
Hamoglobinproduktion nachweisen lasShiozaki et al., 1990 Die ELM-I-1 Zellen
und andere Erythropoetin-sensitive erythroblasthielekamiezellen der Maus wie z.B.
SKT6 und J2E ZellenTodokoro et al., 1987; Klinken et al. 1988rmdglichen eine
isolierte Untersuchung der erythroiden Differenziey unabhangig von anderen

Differenzierungsvorgéangen/richtungen.
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5.3.1 Untersuchung zur Differenzierung von ELM-I-1 Zellerbei Behandlung mit
Epo, UO126 und SB 203580

Um zu demonstrieren, dass im Gegensatz zur momneryt®ifferenzierung die
erythroide durch die ERK/MAP-Kinasen negativ reguliwird, wurde vergleichend
untersucht, welche Auswirkungen eine Inhibition &&K-Kaskade auf die erythroide
Differenzierung der monopotenten erythroblastoidéglllinie, ELM-I-1, hat. Als
Marker fur die beginnende Ausreifung der erythr&ianischen ELM-I-1 Zellen diente
die Hadmoglobinproduktion der Zellen, welche anhded 2,7-Diaminofluoren-Farbung
darstellbar wurde. Das Prinzip dieser Methode keautd dem Vorhandensein einer
Pseudoperoxidase in  Hamoglobin, welche mit 2,7-haftuoren als
Wasserstoffdonator unter Anwesenheit von Wassdpstaixid die Bildung von
Fluorenblau aus Diaminofluoren katalysiert. Der uelaFarbstoff entsteht also in
denjenigen Zellen, die Hamoglobin bilden und matiese somit kenntlich. Unter dem
Lichtmikroskop erfolgte die Auswertung der positiv&ellen. In drei Versuchen
wurden ELM-I-1 Zellen drei Tage lang mit Epo, UO126B 203580 oder einer
Kombination von Epo mit dem jeweiligen Inhibitokubiert.

In der Kontrolle bildeten nur sehr wenige Zellemdeten Blutfarbstoff. Wurden sie
hingegen mit Erythropoetin, dem physiologischen ukidr der erythroiden
Differenzierung behandelt, so fanden sich deutidhr Zellen, die Hamoglobin-positiv
waren. Vergleichbar hoch war die Produktion dieBesteins unter 5 uM UO126,
welches die MEK1/2 hemmt und, wie in den obigendtfikpenten gezeigt wurde, auch
die egr-1-Transkriptionin HL-60 Zellen unterdriickt. SB 203580, eine Subztdie die
p38-Kinase hemmt aber auch ERK aktividgh{i et al., 2001, Zhang et al., 2003
fuhrte zu einer Senkung des prozentualen Anteils M&@moglobin-bildenden Zellen.
Wurden sowohl Epo als auch SB 203580 zusammen grgealo steigerte sich der
Anteil von Zellen, die in die Differenzierung eiaten, geringfiigig Gber denjenigen des
Kontrollansatzes. Die grof3te Anzahl von Hamoglopioduzierenden Zellen konnte
jedoch dort gefunden werden, wo ELM-I-1 Zellen mitter Kombination von Epo mit
UO126 versetzt worden waren (Abbildung 21). Naaksein Ergebnissen wird in den
untersuchten Leukamiezellen der Maus die erythr@dferenzierung einerseits durch
die Aktivierung der ERK-Kaskade z.B. durch SB 20384ghterdriickt und anderseits
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fuhrt eine Hemmung dieser durch einen MEK-Inhibitee UO126 zu einer Steigerung
desjenigen Teils von Zellen die in die Differenmieg eintreten.

Abbildung 21: Untersuchung zur Differenzierung vonELM-I-1 Zellen unter Epo,
UO126 und SB 203580
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Abb. 21. Differenzierung von ELM-I-1 Zellen unter Epo, UO126 und SB 203580ELM-I-1
Zellen wurden fur diesen Versuch drei Tage lang rait @ubstanzen behandelt und im Ansck
daran die Hamoglobinproduktion mit Hilfe der DAfarbung detektiert. Eine Hemmung der MEK
scheint die Differenzierung von ELM-I-1 Zellen zudérn, we man anhand der Synthese von rc
Blutfarbstoff schlief3en kann.

5.3.2 Egr-1-Expression bei Einsatz von UO126 und SB 20858

Die oben dargestellten Differenzierungsergebniesgen nahe, dass die ERK-Kaskade,
die erythroide Differenzierung in monpotenten ergtiastoiden Leukamiezellen
unterdrickt. Um zu analysieren, ob diese negatieguRition ebenfalls Uber die
ERK/MAP-Kinasen vermittelte Aktivierung des Tranighionsfaktors Egr-1 geschieht,
wurde erganzend diegr-1-Expressionin dieser Zelllinie untersucht.

Fur diese Untersuchungen wurden ELM-I-1 Zellen rseigss mit dem MEK-Inhibitor
UO126 fur 30 min allein oder anschliel3end fiur eimgtere halbe Stunde mit Epo
inkubiert und danach eine Northern Blot Analysectigefuhrt. Die Ergebnisse zeigen
im Vergleich zu HL-60 Zellen bereits eine Expressdes Transkriptionsfaktoesgr-1
in der Kontrolle. Diese wurde durch 2U/ml Epo natgutlich gesteigert. Im Gegensatz

dazu vermochte UO126 die Bildung voegr-I:-mRNA auch bei nachfolgender
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Stimulation mit Epo zu verhindern. Durch den Eimsdés MEK-Inhibitors gelang es
also die Transkription voagr-1 zu senken, was darauf hin deutet, dass die Express
diese Gens in ELM-I-1 Zellen uber die AktivierungnwvERK/MAP-Kinasen vermittelt
wird (Abbildung 22A).

In einem anderen Experiment wurden Zellen mit EpO/ihl) und oder SB 203580
behandelt. Wiederum wurde zunachst mit dem p3&iltdri fir 30 min vorinkubiert
und erst danach Erythropoetin appliziert. Analogdem Erkenntnissen verschiedener
Gruppen, dass SB 203580 die ERK/MAP-Kinasen aktivikonnte unter dieser
Substanz eine Bildung vorgr-1-mRNA festgestellt werden, die quantitativ ein weni
geringer ausfiel als die Epo induzierte Transkoiptdieses Gens. Beide, das Hormon
und der Inhibitor zusammen wirkten bezuglich depfession des Transkriptionsfaktors
additiv. Diese Ergebnisse scheinen damit die Veummt dass die ERK fur die

Regulation voregr-1verantwortlich ist, erneut zu bestatigen (Abbilg@B).

Die in ELM-I-1 Zellen durchgefuhrten Versuche legenahe, dass der
Transkriptionsfaktor Egr-1 fur die negative Regiaiatder erythroiden Differenzierung
durch die ERK/MAP-Kinasen verantwortlich ist. Ineden Experimenten wurde auch
erstmals gezeigt, dass die Kombination des phygistben Induktors Epo mit einem
MEK-Inhibitor wie UO126 sogar zu einer gesteigeriifferenzierung der Zellen bei
gleichzeitig supprimierteregr-1-Expression fuhrt. Forschungsergebnisse anderer
Gruppen, welchegr-1fur eine linienspezifische Differenzierung von Magten und
Suppression von anderen Linien verantwortlich macti&@ishnaraju et al., 200},
kénnen nun dadurch erganzt werden, dass dies gual8ansduktionsebene Uber die
Aktivierung der ERK/MAP-Kinasen geschieht. Die ERKY-1-Wirkkette ist also fir
die linienspezifische Differenzierung von Monozytemtwendig, wahrend die
Differenzierung von erythroiden Zellen durch diesBignalweg negativ beeinflusst

wird.
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Abbildung 22: egr-1-Expressionin ELM-I-1 Zellen unter Epo, UO126 und SB
203580
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Abb. 22. egr-1-Expression in ELM-1-1 Zellen unter Epo, UO126 und 8 203580.Ca. (4-8) x 16
Zellen pro ml wurden je Ansatz auspiert und nach einer Zeit von ungeféhr 16 Stunden den
entsprechenden Substanzen behandelt. Zun&chsjtertbé Vorinkubation fir 20 min mit UO126 oc
SB 203580 und anschliel3end wurde Epo zusatzlictvéitere 30 min dazugegeben. Danach schloss sic
nach bereits beschriebenen Verfahren der NorthkrtnaB.
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6 Diskussion

Viele Forschungsgruppen beschaftigen intensiv rait dellularen Mechanismen der
Hamatopoese, aber dennoch bleiben viele Frageniemserd wichtigen Kapitel der
Physiologie des Menschen offen. Erkenntnisse zgedieThema sind nicht nur fur
Forschung und Lehre von Belang, sondern auch féirMidizin, da sich mit dem
Zuwachs an Wissen auch neue kausale Angriffspufiktedie pharmakologische
Intervention bieten. Patienten mit Blutkrebs, bend es zu einem Arrest der
Differenzierung in einem frihen Stadium der Entwiclg einer weil3en Blutzellrasse
kommt Qlsson et al., 1996 konnten davon profitieren, wenn man noch gereauer
Kenntnisse Uber die intrazellularen Prozesse dandi@poese gewanne. Mit dem
Wissen einerseits um die zugrunde liegende zeduRehlregulation der jeweiligen
Leukdmie und anderseits um die physiologische Reigul der Blutbildung bietet sich
die Chance, pharmakologisch gezielt eingreifen @mnkn. Auf der anderen Seite kann
das Verstandnis um die Hamatopoese es ermoglicighenwirkungen von
Medikamenten vorauszuahnen oder zu verstehen.

Bisherige Untersuchungen deuten an, dass die MARg€n eine zentrale Rolle bei der
Ubermittlung von extrazellularen Signalen an detikéen spielen. In dieser Gruppe
von Kinasen nehmen vor allem die ERK1/2 bei deruktidn der myeloiden und
megakaryozytaren Differenzierung von pluripotentgimatopoetischen Zellen eine
Schlusselposition einkKparbanda et al., 1994; Whalen et al., 1997; Meldnat al.,
1997; Racke et al., 1997; Okuma et al., 200tnh Gegensatz dazu verdichten sich
Hinweise, dass die erythroide Entwicklung durch &RK negativ und durch die
p38/MAP-Kinase wiederum positiv reguliert wirtldgata et al., 1998; Matsuzaki et
al., 2000; Witt et al., 2000; Uchida et al., 20(Mjyazaki et al., 200/L Von Seiten der
Genexpression scheint das Gagr-1 die monozytare Differenzierung auf Kosten der
Reifung anderer Blutzellrassen einzuleité¥igyen et al., 1993; Krishnaraju et al
1995; Krishnaraju et al., 1998; Krishnaraju et aR001). Vor diesem Hintergrund
sollen die vorliegenden Ergebnisse auch im Hinb&iok die Relevanz fir die Medizin

diskutiert werden.
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6.1 Bedeutung der durch TPA (ber die ERK-Kaskade
aktivierten egr-1-Genexpression fur die Differenzie  rung von
HL-60 Zellen

Obwohl bereits bekannt ist, dass die TPA-induzienenozytare Differenzierung der
promyelozytaren Leukamiezelllinie HL-60 sowohl Ulmke Aktivierung der ERK1/2-
Kaskade Kharbanda et al., 1994als auch Uber die Expression des early growth
response Geegr-1 vermittelt wird (Nguyen et al., 1993 gibt es bisher noch keine
Arbeit Gber die Verknupfung dieser beiden Kompoaanh der Signaltransduktion der
monozytaren Reifung von HL-60 Zellen.

Die aus einem Patienten mit akuter Promyelozytemkiimie isolierte Zelllinie HL-60
eignet sich besonders gut, weil sie Gegenstandezalhder Untersuchungen war und ist
und die Fahigkeit besitzt, nach Stimulation mitspnéchenden Substanzen entweder zu
Granulozyten oder Monozyten auszureifen. Eine Sulastdie die monozytare Reifung
induziert, ist der Phorbolester und Tumorpromot®&AT(Huberman und Callaham,
1979; Rovera et al., 1979Auch in anderen Zelllinien wird durch TPA die ehgide
Differenzierung eingeleitetKeffler et al., 1981; Ways et al., 1987Neben der
Tatsache, dass sich TPA als ein potenter Indukésr Rifferenzierung von HL-60
Zellen prasentiert, ist ebenfalls bekannt, Uber cheh Mechanismus der
Tumorpromotor diese Wirkung vermittelt. Man hat Imgewiesen, dass er die Wirkung
von Diacylglycerol nachahmt, welches wiederum dieotéinkinase C aktiviert
(Nishizuka, 198y Diese leitet den Signalfluss Uber Raf-1 an dRKE/?2 Kaskade
weiter Sozeri et al., 1992; Howe et al., 1995o0omit stellt der Phorbolester als
Aktivator der ERK/MAPK eine geeignete Substanz dan das Zusammenspiel von
ERK und egr-1 wahrend der monozytaren Differenzierung von HL-B6llen zu

untersuchen.

In eigenen Versuchen gelang es aufzuzeigen, ddssedie ERK die Expression des
egr-1-Gens und die Proteinbiosynthese des dazugehdfigarskriptionsfaktors in HL-

60 Zellen induzieren. Zunachst wurde die Konzemtnggbhangigkeit der ERK-
Aktivierung unter TPA in Western Blots nachgewiedeartber hinaus sollte im selben
Zug die Expression dexgr-1-Gens sowie die Bildung des entsprechenden Psoiein
Northern bzw. Western Blots untersucht werden.iherm Konzentrationsbereich von
0,6 nM bis 100 nM TPA konnte bereits nach 15 mikulration eine mit steigenden

Konzentrationen zunehmende Menge an phosphorylieBEBRK detektiert werden,
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wobei schon bei 2,5 nM eine deutliche Erh6hung laospPho-ERK zu beobachten war
(Abbildung 10A). Dies lehnt an Ergebnisse and&rrppen an, die ebenfalls mit solch
niedrigen Mengen TPA einerseits die Differenzieruagd anderseits dieegr-1-
Expressiorvon HL-60 Zellen hatten induzieren konnétogera et al., 1979; Nguyen et
al., 1993. Die Northern Analyse auf Bildung vaegr-1-mRNA ergab ein ahnliches
Bild (Abbildung 10B), da, wie schon in der Protaiayse von ERK, steigende
Konzentrationen von TPA zu einer zunehmenden Tratgkn fuhrten. Dieser folgte
den Erwartungen entsprechend auch die TranslatidrPuoteinbiosynthese von Egr-1-
Protein (Abbildung 10C). Die bis jetzt diskutiert&irgebnisse legen dar, dass der
Phorbolester mit zunehmenden Konzentrationen diigende Aktivierung von ERK
nach sich zieht und in Folge dessen auchediel-Expressionund die Synthese von

Egr-1-Protein zunehmen.

Neben Untersuchungen zur Konzentrationsabhangigkeie ergéanzend die Dauer der
Aktivierung von ERK undegr-1 betrachtet. In einer Zeitspanne von 15 min bis 8
Stunden konnte eine starke Phosphorylierung derazsdtular Signal-regulierten
Kinasen gesehen werden. Das Maximum an phosphaeyli€RK lag zwischen 15 und
30 min, aber auch danach blieb der Anteil an phospilerten Kinasen erhoht
(Abbildung 11). Im Gegensatz dazu nahm die Bildwwn Egr-1-Protein mit
zunehmender Zeitdauer der Inkubation zu. Noch 8astunden war der Gehalt an Egr-
1 stark erhoht (Abbildung 12B). In diesen Experite@nstellte sich wiederum eine

Korrelation zwischen der Aktivierung von ERK uegr-1dar.

Die Dauer der egr-1-Expression ist insofern von Bedeutung, da dieser
Transkriptionsfaktor eine wesentliche Rolle fir d®nozytare und megakaryozytare
Differenzierung spielt. Bisher hatten Untersuchunggezeigt, dassegr-1 die
granulozytare Differenzierung zugunsten der mordreyt supprimiert, bzw.
hamatopoetische Vorlauferzellen durch das Einbnngjees aktiveregr-1-Vektors die
Fahigkeit erhalten, entlang der monozytaren Reuwh auf Kosten anderer Linien zu
reifen (Nguyen et al., 1993; Krishnaraju et al., 1995; Kmaraju et al., 2001; Cheng et
al., 1999.

Die bis zu 8 Stunden nachgewiesene ERK-Phosphaomglie figt sich gut in den
bisherigen Kenntnisstand der Forschung, da auckranflutoren einen verlangerten

Aktivierungszustand der ERK/MAPK wahrend der Diéfezierung hamatopoetischer
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Zelllinien nachgewiesen hatte®Kuma et al., 2000; Racke et al., 1997; Mirandalet
2002; Whelan et al., 1999; Wang und Studzinski,1200b eine andauernde ERK-
Phosphorylierung auch in den anderen Zellliniereiner gesteigerten und anhaltenden
egr-1-Expressiorfiihrt, bleibt kiinftigen Untersuchungen tberlassen.

Vor dem Hintergrund dieser neuen Ergebnisse in BLZ@llen kann man die von
verschiedenen Autoren fir notwendig befundene ardae ERK-Aktivierung
vielleicht in der Hinsicht interpretieren, dasshiicliese allein, sondern die von ihnen
vermittelte Expression und Synthese des Egr-1-krgsi®nsfaktors von eigentlicher

Bedeutung fur die Differenzierung hamatopoetisawdten sind.

Um den Nachweis erbringen zu kénnen, dass wie bisbéschrieben die ERK/MAPK
die Transkription voregr-1 induzieren, musste noch die Beweisfihrung angetrete
werden. Durch zwei spezifische nicht miteinandenasdte MEK-Inhibitoren, PD
98059 und UO126, sollte der Einfluss der extrakall$ignal-regulierten Kinasen auf
die Ablesung desegr-1-Gens nachgewiesen werden. Durch die Hemmung der
ubergeordneten Kinasen MEK1/2 sollte eine ERK1/2dphorylierung und damit auch

eine Transkription Gens unterbleiben.

Die eigenen Ergebnisse zeigten auf Ebene der Reote einem Experiment die
Auswirkungen von PD 98059 auf die ERK- und Elk-leghorylierung sowie auf die
Bildung von Egr-1-Protein. Dafir wurden drei velgtlenen Konzentrationen, 5, 15
und 40 uM ausgewahlt, mit denen die Zellen eintysadiein und anderseits 30 min
spater fur weitere 60 min mit TPA behandelt wurddit.Hilfe dieses Versuchs konnte
eine Konzentrationsabhangigkeit in der zu beobacleie Hemmung der ERK-
Aktivierung nachgewiesen werden (Abbildung 14A).s Afolge der ausbleibenden
Phospho-ERK  Bildung sank die Phosphorylierung desachgeordenten
Transkriptionsfaktor Elk-1 und auch die Synthese Egr-1-Protein blieb abhangig von
der eingebrachten Konzentration an PD 98059 audildbg 14B und C). Bereits
15 uM des MEK-Inhibitors sorgten auf allen drei Bée fir eine deutliche Hemmung
der Signaltransduktion zegr-1 Mit 5 uM PD 98059 konnten die Effekte von TPA auf
die ERK-Kaskade und den Transkriptionsfaktegr-1 noch nicht vollstandig

unterdrickt werden. Protein Analysen beziglich de&roduktion von Egr-1-
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Transkriptionsfaktor korrelierten mit in NortherdoB nachgewiesenargr-1-mRNA
(Abbildung 14D).

Eine weitere Reihe von Experimenten beschaftigth siuf gleiche Weise mit dem
Einfluss eines zweiten Inhibitors auf die ERK-Silgrsansduktionskette und diegr-1-
Expression. Durch die Verwendung von UO126 erfolgitge Absicherung, dass die
vorherigen Erkenntnisse nicht auf unspezifischefek&n von PD 98059 beruhten.
Auch mit UO126 konnte nicht nur eine Hemmung deiKBWRAP-Kinasen, sondern
auch der Transkription und der Synthese des Trgpigkisfaktors aufgezeigt werden.
Dies erfolgte wiederum mit drei verschiedenen Kawzgionen, um auch hier eine
Abhangigkeit der Effekte von den eingesetzten Manges Inhibitors aufzuzeigen zu
konnen (Abbildungl5). Dabei beruhen die Untersahieth den bendtigten
Konzentrationen der beiden Inhibitoren wahrschelmldarauf, dass es sich einerseits
um nicht miteinander verwandte Substanzen handett anderseits UO126 im
Gegensatz zu PD 98059 auf beide MEK-Isoformen wirkt

Die oben dargestellten Verhéltnisse erlauben diduSsfolgerung einer Verkntpfung
von ERK/MAP-Kinase Kaskade urefr-1in der intrazellularen Verarbeitung des TPA
Stimulus in HL-60 Zellen. Auch in anderen Zelllinibat man eine ERK1/2 vermittelte
egr-1-Expressiorbelegen kdénnerRjichards et al., 2001; McMahon und Montoe, 1996;
Kaufmann et al., 2001; Schaefer et al.,, 2004; Chenal., 1994. Neu in diesem
Zusammenhang ist der Nachweis des Egr-1-Transbnigiaktors, denn andere
Gruppen hatten bisher lediglich die Expression@ess auf mRNA Ebene untersucht,
dessen Translation jedoch nicNiguyen et al., 1993; Cheng et al., 1994; Krishnaraj
al., 1995; Krishnaraju et al., 1998; Krishnaraju &k, 200).

Nachdem herausgearbeitet worden war, Uber welchechdhismus TPA diegr-1-
Expression stimuliert, bildeten Experimente, di@eadglichen sollten, die Reifung der
Zellen zu beurteilen, den Abschluss. Mit Hilfe dgwahlten Alpha-Naphthyl-Acetat-
Esterase-Farbung kann zwischen Granulozyten undokfd@n unterschieden werden,
da sich bei letzteren das Zytoplasma mit diesehbtit schwarz-grinlich verfarbt. HL-
60 Zellen, die mit TPA inkubiert worden waren, véesden Erwartungen entsprechend
einen grofRen Anteil von Zellen auf, die begonnettenazu differenzieren. Da
Liebermann et albeschrieben hatten, dass die Kombination von TPA DMSO,

welches eigentlich die Reifung von Granulozyten dé&it, die monozytare
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Differenzierung ebenso stark oder sogar noch stélseTPA allein induziert, wurden
auch Ansatze mit beiden Substanzen zusammen eimggrduchung unterzogen
(Liebermann et al. 1991 Die dazu durchgefiihrten Experimente stellten Uerdass
hier fast die Halfte der Zellen in den Reifeprozesgetreten war. Im Gegensatz dazu
blockierten PD 98059 und UO126 die Differenzierutey HL-60 Zellen (Abbildung
19).

In Western Blots zeigte sich, dass die Kombinatles Phorbolesters mit DMSO zur
Synthese von Egr-1 fuhrte, die quantitativ sogdrencausfiel als diejenige unter TPA
allein. Dies knipft an die die Beobachtungen wwbermann et alan. DMSO selbst
fuhrte innerhalb des Beobachtungszeitraumes vaiii®8n nicht zur Bildung von Egr-
1-Transkriptionsfaktor (Abbildung 18). Hingegen d&mNguyen et al.heraus, dass es
in Knochenmarkszellen ab dem zweiten Tag unter G-@8 einer spatergr-1-
Expressionwahrend der granulozytaren Differenzierung kommelclve bis zu funf
Tage andauertNguyen et al, 1993 Unter diesem Aspekt sollte bei zukinftigen
Untersuchungen zur Dauer der TPA induziedggn1-Expressiorsichergestellt werden,
dass diese auch von einer monozytaren und nicht eomer granulozytéaren

Differenzierung begleitet wird.

6.2 Rolle von p38 in der Aktivierung von ERK

Die bisher diskutierten Ergebnisse hatten gezetliss die ERK-Kaskade den
Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Egr-1 in HL-60 Zeh zu aktivieren vermochte. Um
den Einfluss einer anderen MAP-Kinase, der p38,umtersuchen, schlossen sich
Experimente mit dem spezifischen Inhibitor SB 20B%8& Cuenda et al., 1995Dafir
wurden Western Blot Analysen von ERK, Elk-1 und -HEgrdurchgefihrt. Die
entsprechenden Ansatze wurden einerseits nur ggediSubstanz oder in Kombination
mit TPA behandelt. Erwartungsgemal konnten diekigfeon TPA auf die ERKQr-
1-Kaskade nicht durch SB 203580 antagonisiert wer&¢attdessen fiihrten TPA und
SB 203580 zusammen sogar zu einer gesteigertempiRirgerung von ERK und Elk-
1 im Vergleich zur Kontrolle und zum TPA-Ansatz (#lolung 16A und B). Auch
SB 203580 allein vermochte die Aktivierung der ERKsteigern, wenn auch nicht so
stark wie der Phorbolester. Entsprechend vermeartdie Egr-1-Synthese (Abbildung
16C). Das Bindeglied zwischen Signaltransduktiod @manslation, die Transkription
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ergab ahnliche Ergebnisse (Abbildung 16D). EinetaveiVersuchsreihe, die selbigen
Aspekt im Vergleich zu den anderen beiden MEK-litbilen erforschte, stellte
wiederum heraus, dass die Inhibition der p38-Kaskader die Substanz SB 203580
selber, eine gesteigerte Aktivierung der EBIt/1Kette zu Folge hatten (Abbildung
17). Zusammenfassend demonstrieren die Ergebrisss, es durch den Einsatz von
SB 203580 uber eine Phosphorylierung der ERK auah eimer gesteigerten

Transkription und Translation vagr-1 kommt.

Nicht ganz einheitlich sind die Meinungen darulidrer welchen Mechanismus dieser
Effekt vermittelt wird. Einige Autoren gehen davaos, dass SB 203580 unabhangig
von seiner hemmenden Wirkung auf p38 die Aktivigraler ERK vermitteltZhang et
al. postulierten, dass die unter SB 203580 in HL-60eBdestattfindende granulozytére
Differenzierung, welche von einer 24 Sunden andaier ERK-Phosphorylierung
begleitet wird, durch den Inhibitor selbst verniitteird (Zhang et al., 2003 Hall-
Jacksonund seine Kollegen machten die Entdeckung, das(@B80 zwar die Raf-
Aktivitdt in vitro zu hemmen vermochte, paradoxesgejedoch in vivo zu einer
Aktivierung von Raf fuhrt iall-Jackson et al., 1999 afbWieder andere gehen von
einer Interaktion der beiden MAP-Kinase Kaskaders, awobei eine negative
Regulation der ERK durch p38 angenommen wird. Belisweise vermutet man, dass
die aktivierte p38 ERK1/2 sequestriert und damit sterisch ihre Phospierung durch
die MEK1/2 verhindert (Zhang et al., 2001 Anderseits aktiviert p38 die
Proteinphosphatasen 1A und 2A, welche wiederum Wegphosphorylierungen den
Signalfluss Uber die ERK-Kaskade hemmen kénWwestermarck et al., 20p1Wird
die p38-Kinase durch SB 203580 gehemmt, so fietsh rtheser Theorie die negative
Regulation auf die extrazellular Signal-reguliertémasen weg, was dann in einer
quantitativ gesteigerten Phosphorylierung und A&tiing resultierte. Dies wére eine
mdgliche Erklarung fur die Effekte dieser SubstankERK/MAPK undegr-1

6.3 Vergleich der myeloiden und der erythroiden
Differenzierung

Bei der Hamatopoese entstehen die verschiedendmeBéin aus einer pluripotenten
Stammzelle, die sich selbst wieder in Tochterzeiggh um einen Pool an Stammzellen
aufrechtzuerhalten. Dieser komplexe Prozess wirdctduverschiedene Zytokine

gesteuert. Von Seiten der intrazellularen Veradogjtextrazellularer Signale wird den
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MAP-Kinasen eine tragende Rolle zugesprochen, wsisti abzeichnet, dass ERK1/2
fur die Signaltransduktion in der monozytaren unelgakaryozytarenkharbanda et
al., 1994; Whalen et al., 1997; Melemed et al., 9Racke et al., 1997; He et al.,
1999; Marcincowska , 2001; Lin et al., 2Q0dnd p38 fir diejenige in der erythroiden
Differenzierung Nagata et al., 1998; Witt et al., 2000; Miyazakiakt 2001; Sawafuji
et al., 2003 verantwortlich ist. Dartiber hinaus deutet sicheeinteraktion zwischen
beiden MAP-Kinasen an, da es durch die Inhibitioer ¢»38-Kaskade zu einer
Aktivierung der extrazellular Signal-reguliertennégsen kommt§ingh et al., 1999;
Westermark et al., 2001; Zhang et al., 2003; Wainal.e 2000; Ishii et al., 2001 Auf
der anderen Seite scheint eine Hemmung der ERKemitaroide Differenzierung zu
fordern Whalen et al., 1997; Witt et al., 2000; Uchida &t 2001; Matsuzaki et al.,
2000; Nagata et al., 1998; Schaefer et al., 2004

Die Bedeutung von p38 fur die Hamatopoese liegi alch bisherigen Erkenntnissen
nicht in der Induktion der myeloiden, sondern deytlgoiden Differenzierung. So
konnte zum einen eine Beteiligung dieser MAP-Kinasaler monozytare Reifung von
U937 und HL-60 Zellen ausgeschlossen wer@@kuma et al., 2002; Yen et al., 1999
und zum anderen resultiert aus dem Einsatz von GE80 eine Aktivierung von
ERK1/2.

Um den Stellenwert der ER&gr-1-Kaskade fir die linienspezifische Differenzierung
von Monozyten und Megakaryozyten und die negatieeiflussung von erythroiden
Reifungsprozessen demonstrieren zu konnen, wurdasughe mit ELM-1-1 Zellen
durchgefuhrt. Diese Zelllinie eignet sich besondgud, da sie ausschlie3lich das
Potenzial besitzt, entlang der erythroiden Zelee#u differenzierenShiozaki et al.,
1990. Dafur ist eine Stimulation mit Erythropoetin n@ndig. Weitere Zelllinien
dieser Art sind SKT6 und J2E Zellen, die ebenfais der Maus stammen und
erythroblastoide Eigenschaften aufweis€éadokoro et al., 1987; Klinken et al., 1988

Zunachst wurde lichtmikroskopisch die Differenziegumit Hilfe der DAF-Farbung,
welche hamoglobinproduzierende Zellen anzeigt,alsbtet. Behandlung von Zellen
mit dem physiologischen Induktor Epo, sowie mit dst&K-Inhibitor UO126, allein
oder zusammen, resultierte in einer deutlich ggsteen Hamoglobinsynthese, wahrend
SB 203580 einen negativen Einfluss auf die erytedDifferenzierung ausibte, da
noch weniger Zellen im Vergleich zur Kontrolle desten Blutfarbstoff produzierten.
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Neu ist dabei die Tatsache, dass unter einer Kaatibm von Epo mit UO126 mehr
Zellen als unter Epo allein differenzierten (Ablitdy 21).

Diese Ergebnisse erganzen Beobachtungen von anfeteren, wieSchaefer et al.,
die nicht histochemisch, sondern auf molekularlgsloher Ebene eine gesteigerte
Synthese von Globin-mRNA unter MEK-Inhibition miDM8059 und UO126 in ELM-
I-1 und J2E Zellen nachgewiesen hatt8ohaefer et al., 2004In SKT6 Zellen fielen
Untersuchungen Uber die Bedeutung der ERK/MAP-Kanasir die erythroiden
Differenzierung widersprichlich aus. Einerseits mten eine Gruppe unter MEK-
Inhibition mit PD 98059 nach 3 Tagen einen Anstteg hamoglobinpositiven Zellen
beobachtenMatsuzaki et al., 20QQanderseits wies ein anderes Forscherteam elzenfal
in SKT6 Zellen keine Zunahme der Blutfarbstoffprodn nach 4,5 Tagen Behandlung
mit PD 98059 nachNagata et al., 1998 Beide Autoren demonstrierten jedoch analog
zu den eigenen Ergebnissen eine Hemmung der Epazierten erythroiden
Differenzierung durch SB 203580. Damit Uberwiegenweise, die flr eine negative

Regulation der erythroiden Reifung durch die ERKMR4Kinasen sprechen.

Im nachsten Schritt galt es erneut die Verbindumgahen ERK unagr-1-Aktivierung
darzulegen. Dazu wurde in Northern Blot Analyser @gr-1-Expressionverfolgt.
Wiederum korrelierte eine Hemmung der MEK1/2 durtf0126 mit einer
supprimiertenegr-1-Expression. Passend dazu zog die Aktivierung v&K Elurch
SB 203580 eine gesteigerte Synthese egnrl-mRNA nach sich (Abbildung 22). Die
starke egr-1-Expressionunter Epo deuterSchaefer et alals eine Verzdégerung der
Reifung durch eine proliferative Phase, welcheeiie gentigend hohe Zahl von Zellen
fur die nachfolgende Differenzierungsphase sor§théefer et al., 2004 Die
Ergebnisse der Promotionsarbeit deuten daraufdaiss der Egr-1-Transkriptionsfaktor
bei der Regulation der linienspezifischen Entwicjuvon hamatopoetischen Zellen
eine wichtige Rolle spielt und regulatorische Eféeker Raf/MEK/ERK-Kaskade auf
Differenzierungsvorgange im hamatopoetischen Systamittelt.

In Zusammenhang mit den Differenzierungsergebnisselaubt sich nun die
Schlussfolgerung, dass die  ERK-vermittelte  Aktiviey des  Egr-1-
Transkriptionsfaktors die erythroide Differenziegunemmt. Umgekehrt resultiert eine
Einleitung der erythroiden Reifung bei Suppressiesr ERK/MAP-Kinasen. Dies

erganzt Untersuchungen voMrishnaraju et al. die dargelegt hatten, dass der
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Transkriptionsfaktor die monozytare Differenzieruagf Kosten anderer Zellreihen,
unter anderem der erythroiden, bevorzulrighnaraju et al., 200l Nach den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit geschieht diker die Aktivierung der
ERK/MAP-Kinasen.

6.4 Ansatzpunkte flr weitere Untersuchungen zu dies em
Thema

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen die Verbigdzwischen ERK-Kaskade und
egr-1 in der TPA induzierten monozytaren Differenzieruwmgn HL-60 Zellen auf.

Obwohl damit die Zielsetzung dieser Arbeit erreialirden ist, gibt es Bereiche, die
sich als Ausgangspunkte fur weitergehende Forscleigigen, um das Verstandnis um

diese Thematik zu vertiefen.

Zunachst bietet es sich an, ergdnzende Experinmmt®auer der ERK- undgr-1-
Aktivierung durchzufuhren. Zielsetzung konnte dabei sein, tsz@arbeiten, wie lange
eine Aktivierung der ERK/MAP-Kinasen von Noéten isgm die monozytare
Differenzierung zu induzieren. Fur diese Fragestglleignen sich Experimente, wie sie
Racke et al.in K562 Zellen durchgefihrt hatten. Daflr antagemien sie zu
verschiedenen Zeitpunkten nach TPA-Stimulation aein MEK-Inhibitor PD 98059
die Wirkung des Tumorpromotors auf ERK1/2 und hettaten die Folgen auf die
Differenzierung. Dies kann in HL-60 Zellen mit Hilfder Alpha-Naphthyl-Acetat-
Esterase-Farbung geschehen, wobei man jedoch aeitbrevMethoden einschliel3en
konnte, wie den Nachweis von spezifischen Ober8aamarkern, die
Nitroblautetrazolium-Farbung und die Superoxidaeigproduktion, um die
resultierenden Ergebnisse auf ein sicheres Fundarnestellen. Der Vorteil lage darin,
dass die biochemischen und histochemischen Metheiden objektiven Gegenpol zur
subjektiven Auszahlung von Zellanteilen mit demhtroikroskop bilden.

In diesem Zusammenhang bietet es sich angedrel-Expressionfir einen langeren
Zeitraum zu betrachten, um Aussagen treffen zu &bnab es wie in ELM-I-1 oder M1
Zellen auch in HL-60 Zellen eine spate Expression @gr-1 zwischen dem 2. bis 4.
Tag gibt Schaefer et al., 2004; Nguyen et al., 1998enn eine solche zu detektieren
ware, galte es die ERK-Phosphorylierung zu den peethienden Zeitpunkten in

Western Blots zu untersuchen.
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Der Reifungsprozess unter Vitamin D3 kann n&¢ang und Studzinskn 2 Phasen
gegliedert werden, wobei sich erstere eventuell ERKangig und zweitere unabhéngig
davon darstellen konnté&Mang und Studzinski, 20010b sich dieses Modell auf die
TPA-induzierte Differenzierung von HL-60 Zellen ttvegen l&sst, ist noch nicht
bekannt. Generell jedoch gilt es zu klaren, Ubdckeezellbiologischen Prozesesgr-1
die monozytare Differenzierung induziert und weldlechanismen der Suppression
der erythroiden Reifung durch die die ERK/MAPK/dgkaskade zugrunde liegen.

Weiterhin ist unklar, ob durch eine Blockade der KE®Rgnaltransduktion und
anschlieBender Stimulation mit DMSO oder SB 203%86 Zellen entlang der
granulozytaren Linie differenzieren oder unverangbeoliferieren. Neben den in den
Differenzierungsversuchen dieser Dissertation vadeéen Kombinationen von TPA
und PD 98059 bzw. TPA und UO126, sind somit weitdrnsatze, wie die Tripel-
Kombinationen aus TPA, PD 90859 bzw. UO126 mit DM&der SB 203580 (z.B.
TPA + PD 98059 + SB 203580) denkbar. Kommt es lelspeise unter TPA +
UO126 + DMSO durch die Hemmung der ERK/egr-1-Witkkedurch UO126
aufgrund der Anwesenheit von DMSO zu einer grangéoen Reifung der HL-60

Zellen?

Ein weiterer Aspekt ist die Bedeutung von p38 b3®.203580 fur die Differenzierung
der HL-60 Zellen. Kann man Untersuchungen ¥bianget al.undlshii et al. bezuglich
einer granulozytaren Reifung von HL-60 Zellen urg& 203580 bestatigen, und wenn
ja, welcher Bedeutung kommt der unter dieser Suabkstar beobachtendeegr-1-

Expressionn diesem Zusammenhang Zhganget al. 2003: Ishii et al2001)?

Neben den genannten Punkten werden sich immer wiexlee Bereiche ergeben, die

auf Erforschung warten und das Wissen um die iath@aren Prozesse erweitern.

6.5 Bedeutung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase n fur die
Medizin

Die MAP-Kinasen sind, wie eingangs erwahnt, an\demittlung von verschiedenen

zum Teil auch gegensétzlichen elementaren biolbgisdProzessen wie Proliferation

und Differenzierung, Apoptose und Uberleben dereZékteiligt. Am Beispiel von

ERK zeigt sich wie komplex die Regulation dieserrdémge ist, denn abhangig von
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Wachstumsfaktor und Zelllinie fallt die Antwort defelle auf die Stimulation
unterschiedlich ausMarshall, 1995. Zum einen wird eine Aktivierung von ERK in
Leukamiezelllien wie z.B. K562, U937, CMK, UT-7/Glhd HL-60 fur die Induktion
von Differenzierungsvorgangen bendtigRacke et al.,1997; Melemed et al., 1997,
Whalen et al., 1997; Kharbanda et al., 1993; Okuzhal., 2002; Uchida et al.,2091
zum anderen wird aber auch eine erhthte basale ARiNitat fur die Entartung von
Leukdmiezellen und anderen Tumorzelllinien veramtiolh gemacht (unghi et al.,
2001; Milella et al., 2001; Kim et al., 1999b; Hosb et al., 1999; Towatari et al.,
1997; Mansour et al., 1994

Seitdem bekannt ist, dass Proteinkinasen eineaterolle in der Signaltransduktion
von physiologischen und pathologischen Prozessemebkmen, sind sie Gegenstand
intensiver Forschung. Unter zahlreichen Protein&dsk stellt die Raf/MEK/ERK-
Signaltransduktionskette ein viel versprechendesl Ziir die Entwicklung neuer
Medikamente in der Tumortherapie d&ebolt-Leopold, 2000; Lee und McCubrey,
2002; Sebolt-Leopold et al., 1999; Weinstein-Opeenkr et al., 2000 Vor allem in
der Therapie von Tumoren, in welchen sich vielfagime Fehlregulation von
Proteinkinasen durch die Aktivierung von Protoorexogn zu Oncogenen nachweisen
lasst, erhofft man sich durch den Einsatz von $igehien Inhibitoren eine Erweiterung
und Verbesserung der Tumorbehandlung.

Tatsachlich befinden sich zwei MEK-Inhibitoren, UZB1 und PD 184352, ein
Nachfolger von PD 98059 mit gunstigerer Kinetik, Rhase | und Il klinischer
Priufungen Dancey und Sausville, 2003Vorteile von MEK-Inhibitoren gegeniber
anderen Substanzen, die sehr frih in Signaltratisshskaskaden eingreifen, ist die
Tatsache, dass MEK1/2 nur ERK1/2 aktivieren undid&mflisse auf andere Kinasen
begrenzt sind. Vielleicht ist dies auch der Gruiid die sich bereits andeutende gute
Vertraglichkeit von PD 184352. Als mogliche Eindseiche fur diese Substanzen
zeichnen sich unter anderem epitheliale Tumorelisukamien ab. So hat man z.B. mit
PD 184352 eine Reduktion des Tumorwachstums voorikalrzinomen in Mausen um
80% erreichen kdonnerSébolt-Leopold et al., 199@nd untersucht nun die Wirkung
von PD 184352 (CI-1040) auf Patienten mit fortgestemer Tumorerkrankung in einer
klinischen Studiel(oRusso et al., 2002
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Die zurlckliegenden Ausfuhrungen haben die Rolle ERRK/egr-1-Kaskade fur die
monozytare Differenzierung von HL-60 Zellen aufggtelnteressanterweise scheint
aber eine erhbhte ERK-Aktivierung in vielen akutegeloischen Leukdmien (AML)
zur leukamischen Transformation beizutragem(et al., 1999b; Towatari et al., 1997,
Lunghi et al., 2001; Blalock et al., 2000a; Blalogk al., 2000h Aus diesem
Sachverhalt leitet sich der Gedanke ab, durch Matbitoren Einfluss auf den
Verlauf von akuten myeloischen Leukamien nehmerkdunen. Tatsachlich scheint
eine Hemmung von MEK nicht nur einen antiproliferan Effekt auf die Zellen zu
haben, sondern diese auch fur die Zytostatika iediez Apoptose zu sensibilisieren
(Millela et al., 2001; Lunghi et al., 2003; Lee umtcCubrey 2002; Morgan et al.,
2007). Nicht nur in akuten myeloischen Leukdmien bdaggen MEK-Inhibitoren den
Erkrankungsverlauf gunstig, sondern auch in chrimisnyeloischen Leukamien
zeichnet sich ein wirkungsvoller Einsatz dieser sazen ab. In Bcr-Abl positiven
Leukdmiezellen kann die Kombination des bereits elagsenen Tyrosinkinase-
Inhibitors Imatinib (STI571) mit PD 184352 einetsedie Resistenz gegen erstere
Substanz aufheben und anderseits die InduktioApeptose deutlich verstarkel et
al., 2002a; Yu at al., 2002b Aufgrund dieser Ergebnisse wird von verschiedene
Autoren die Berechtigung fur klinische Studien milEK-Inhibitoren allein oder in

Kombination mit Chemotherapeutika in der Behandluog Leukdmien abgeleitet.

Trotz der viel versprechenden Einsatzmoéglichkeit@m Proteinkinase-Inhibitoren,
sollte bedacht werden, dass die Kinasekaskadeahiinezxche zum Teil auch noch nicht
bekannte Prozesse involviert sind und sich somi dnerwinschten Wirkungen
vielfaltig gestalten konnen. Darlber hinaus kanne diBlockade eines
Signaltransduktionsweges aufgrund von komplexenn®zungen und Interaktionen
der Proteinkinasen untereinander auch auf andewskadan Auswirkungen haben.
Denkbar ist z.B., dass es bei dem Einsatz von Mitkbitoren in der Tumortherapie zu
Auswirkungen auf die monozytare und erythroide &#hzierung kommt. Falls sich
die Rolle von p38 fur die erythroide Reifung begen sollte, wére eine mogliche
unerwinschte Wirkung von p38-Inhibitoren in deriiaffammatorischen Therapie

(Branger et al., 2002; Regan et al., 20@&ter Umstanden eine Anamie.

Die Abschéatzung solcher Risiken ist aber nur mégliwenn bekannt ist, welche

Signaltransduktionskaskaden in den unterschiediigite/siologischen Prozessen eine
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Schlusselposition einnehmen. In diesem Sinn solinen®issertation nicht nur die

wissenschatftliche Neugier erfullen, sondern auch peoaktischer Bedeutung fir die

Medizin sein.
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7 Zusammenfassung

Zu Beginn dieser Arbeit wurde die Hypothese forew)i dass die TPA-induzierte
monozytare Differenzierung von HL-60 Zellen Ubex 8RK/MAP-Kinasen vermittelte
Aktivierung desegr-1-Gens eingeleitet wird.

Bisher war aus der Literatur einerseits eine Ablgkeit der TPA-getriggerten Reifung
von HL-60 Zellen von einer Aktivierung der ERK1/2kannt Kharbanda et al., 1994
und anderseits wurde die Bedeutung dmgr-1-Expression fir die monozytare
Differenzierung nicht nur in HL-60 Zellen herausgdls (Nguyen et al., 1993;
Krishnaraju et al.,, 200l Eine Verbindung dieser beiden Erkenntnisse umulr
Vorstellung, dass in dieser Zelllinie die Aktivieiy der ERK-Kaskade durch TPA Uber
den Transkriptionsfaktor Elk-1 zur Expression égs-1-Gens fihrt, gab es in diesem
Kontext noch nicht.

Mit den hier vorgestellten Ergebnissen gelang esedArbeitshypothese zu bestatigen.
Es konnte aufgezeigt werden, dass die TPA-indwieBifferenzierung von
promyelozytaren HL-60 Zellen zu Monozyten tber BRK/MAP-Kinasen vermittelte
Expression deggr-1-Gens gesteuert wird. Erstmals wurde in diesem @dosenhang
nicht nur die Expression des Gens, sondern auckede&enprodukt, der Egr-1-
Transkriptionsfaktor, nachgewiesen. Wurde die Sigmasduktion Uuber die
ERK/MAPK-Kaskade mit den beiden MEK-Inhibitoren UZBL und PD 98059
unterbrochen, unterblieb nicht nur die Expressies egr-1-Gens sondern auch die
Ausreifung der HL-60 Zellen unter TPA.

Durch Versuche mit erythroblastoiden ELM-I-1 Zellekonnte dariber hinaus
untermauert werden, dass die ER#i-1-Wirkkette einerseits fur eine linienspezifische
Differenzierung von Monozyten und Megakaryozyterramewortlich ist, anderseits
jedoch die erythroide Entwicklung supprimiert. Egesteigerte Aktivierung von ERK
hatte in dieser Zelllinie zur Folge, dass ein ngehingerer Anteil von Zellen in die
Differenzierung eintrat. Umgekehrt konnte durcheelnhibition der ERK/MAPK die
Anzahl von ausreifenden ELM-I-1 Zellen gesteigeerden.

Mit diesen Ergebnissen wird die Bedeutung des EBKA-Signaltransduktionsweges
fur die myeloide Differenzierung deutlich, wohingeg die erythroide Reifung
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hamatopoetischer Zellen nicht durch die ERK inddeiegr-1-Aktivierung eingeleitet

wird.
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9 Anhang

9.1 Abkilrzungen

AFT-2 Activating transcription factor 2

AML Akute myeloische Leukamie

AP1 Aktivator Protein 1

ASK1 Apoptose Signal-regulierte Kinase 1

ATP Adenosintriphosphat

Bcr-abl Break point cluster region-Abelson-Leuk&visus-Homolog
CAF-Lbésung Citrat-Aceton-Formaldehyd-Ldsung

CaMK C&"-Calmodulin-abhéngige Proteinkinase
CD Cluster of differentiation

CHOP CCAAT/enhancer binding homologous protein
CML Chronisch myeloische Leukamie

CREB cAMP response-element binding protein
CSF Colony stimulating factor

DAF Diaminoflouren

DAG Diacylglycerin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséaure

EGF Epidermal growth factor

Egr-1 Early growth response-1-Transkriptionsfakto
egr-1 Early growth response-1-Gen

Epo Erythropoetin

ERK extrazellular Signal-regulierte Kinase

FCS Fetales Kalberserum

GAP GTPase-aktivierendes Proteins

G-CSF Granulocyte colony stimulating factor

GDP Guanosindiphosphat

GEF Guaninenucleotid-exchange-Factoren
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony stimulatagjdr
Grb2 Growth-factor receptor-bound-protein 2
GTP Guanosintriphposphat

GTPase Guanosintriphosphatase

Hsp27 Heat shock protein 27

IL Interleukin

1Pz Inositol-1,4,5-trisphosphat

Jak Januskinase

JNK c-Jun N-terminale Kinase

KSR Kinase suppressor of Ras

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MAPKAP Kinase Mitogen-aktivierte Proteinkinase-aldrte Proteinkinase
MAPKK Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase
MAPKKK Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase lKise
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MEF2C Myocyte enhancing factor-2C
MEK MAPK/ERK Kinase

MKK MAPK Kinase

MKP MAP-Kinase Phosphatasen
MLK Mixed lineage kinase

MP1 MEK Partner 1

mMmRNA messenger Ribonukleinsaure
NGF Neuronal growth factor

NSE Nicht-spezifische Esterase
PAK p21-aktivierte Kinase

PBS Phosphat-buffered saline

PD 98059 2’-Amino-3’-methoxyflavon
PIP, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PKB Proteinkinase B

PKC Proteinkinase C

PLCB PhospholipaseC

PP2A/2B Proteinphosphatase 2A/2B
RRE Ras Response Element
SAPK Stress-aktivierte Proteinkinase
SB 203580 4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylply®-5-(4-pyridyl) 1H-imidazol
SCF Stem cell factor

SCM Cell-conditioned medium

SDS Sodiumdodecylsulfat

SOS Son of sevenless

SRE Serum Response Element
SRF Serum Response Faktor
SURS8 Suppressor of Ras-8

TAK TGFp-aktivierte Kinase

TBS Tris-buffered saline

TCF Ternarkomplexfaktor

TNF Tumornekrosefaktor

TPA o-Tetradecanoylphosphat
TPO Thrombopoetin

UO126 1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2-aminopfitmo)butadien
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