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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die chronische myeloische Leukimie

Die chronische myeloische Leukdmie (CML) wurde vor iiber 150 Jahren unabhingig
von Virchow in Deutschland und von Craigie und Bennet in Edinburgh beschrieben (1-
3). CML ist eine klonale myeloproliferative Erkrankung, die von einer multipontenten
hamatopoetischen Stammzelle ausgeht (4-6).

Die CML hat eine Inzidenz von ein bis zwei Fallen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr
und macht etwa 15 Prozent der Leukdmien im Erwachsenenalter aus. Das mediane
Erkrankungsalter variiert zwischen 45 und 55 Jahren, jedoch kdnnen alle Altersgruppen
betroffen sein. Leitbefund der CML ist die Leukozytose mit z.T. extrem hohen
Leukozytenzahlen, die zu dem von Virchow 1845 geprigten Namen "Weilles Blut" oder
"Leukémie" gefiihrt haben (3). Weitere Befunde und Symptome sind in Tabelle 1
dargestellt (7). Im Differentialblutbild ist die Linksverschiebung mit Auftreten von
unreifen Vorstufen der Myelopoese (Metamyelozyten, Myelozyten, Promyelozyten und

Myeloblasten) auffallig (8).

Leukozytose 98% Thrombozytose 48%
M-bcr-Rearrangement 93% Abdominalbeschwerden 30%
Philadelphia-Chromosom 90% Myelofibrose 28%
ALP-Index erniedrigt 86% Gewichtsverlust 21%
Splenomegalie 72% Thrombzoytopenie 9%
LDH erhoht 71% Extramedulldre Infiltrate 7%
Anémie 62% Fieber 6%
Leistungsabfall 61%

Tabelle 1: Prozentuale Hiufigkeit der Befunde bei Patienten mit CML (7)

Im Mittel ca. drei bis fiinf Jahren nach Beginn der Erkrankung entwickelt sich die CML
von einer meist wenig problematischen chronischen Phase mit einem Blastenanteil von
unter 10% der Leukozyten im peripheren Blut hin zu einer akut verlaufenden
Blastenkrise. Der Blastenkrise geht bei vielen Patienten eine nicht ganz scharf
abzugrenzende Akzelerationsphase voraus. Die Blastenkrise ist definiert durch einen
tiber 30%igen Anteil der leukdmischen Zellen im peripheren Blut, einen {iber 50%igen
Anteil der leukdmischen Zellen an den kernhaltigen Zellen im Knochenmark oder

extramedulldre Infiltrate. Im Gegensatz zu den noch ausreifenden Zellen in der



2 Einleitung

chronischen Phase, reifen die Zellen in der Blastenkrise nicht mehr aus und dhneln
Myeloblasten (ca. 60% der Patienten), Lymphoblasten (ca. 30%) oder Vorstufen

anderer Reihen der Himatopoese (8,9).

1.2 Das Philadelphia-Chromosom

Die CML war die erste neoplastische Erkrankung des Menschen, fiir die eine feste
Assoziation mit einer bestimmten chromosomalen Abnormitdt beschrieben werden
konnte. Wéhrend ihrer Arbeit in Philadelphia bemerkten Nowell und Hungerford 1960
in Metaphasen neoplastischer Zellen von CML Patienten ein abnormales verkiirztes
Chromosom 22, das als Philadelphia-Chromosom bekannt wurde (10). Janet Rowley
konnte 1973 zeigen, dall das Philadelphia-Chromosom (Ph) ein verkiirztes Chromosom
22 darstellt, das durch eine reziproke Translokation t(9;22)(q34;ql1) zwischen den
langen Armen der Chromosomen 9 und 22 entsteht (Abbildung 1) (11). Dieses
Chromosom kann in tber 95% der CML-Patienten, in 15-30% der akuten

lymphatischen Leukdmien (ALL) bei Erwachsenen, in 5% der ALL bei Kindern sowie
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Abbildung 1: Das Philadelphia-Chromosom. Nach reziproker Tranlokation zwischen
den langen Armen der Chomosome 9 und 22 entsteht ein verkiirztes Chromosom 22g-
mit einem bcer-abl-Hybrid-Gen.
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bei 2% bei Patienten mit der Diagnose einer akuten myeloischen Leukdmie (AML)
nachgewiesen werden (8). Auf molekularer Ebene findet die Translokation innerhalb
des c-abl-Gens auf Chromosom 9q und des ber-Gens auf Chromosom 22q statt. Dabei

entsteht ein ber-abl-Hybrid-Gen (9).

1.3 Die virale Abl-Kinase

Das c-abl-Gen auf Chromosom 9 stellt das humane Homolog von v-abl dar, ein Gen,
das urspriinglich in einem murinen onkogenen Virus, dem Abelson Murine Leukaemia
Virus (A-MulLV), gefunden wurde (12). Die Analyse der A-MuLV Virus-RNA ergab,
daB das virale Genom aus einer Fusion der viralen gag-Sequenz und eines neuen Gens,
das sich spéter als die 3'-Sequenz des murinen c-abl-Gens herausstellen sollte.
Vergleiche der v-abl- und c-Abl-Sequenzen ergaben, dal im viralen abl-Onkogen die

ersten beiden Exons des zelluldren abl-Gens deletiert sind (13,14).

1.4 Die c-Abl-Kinase

1.4.1 Struktur des c-Abl-Proteins

Das 145 kDa grof3e c-Abl-Protein ist eine Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase mit Homologie
zu der Familie der Src-Tyrosinkinasen (15). In den meisten Geweben und Zellinien
findet sich das c-Abl-Protein liberwiegend (ca. 80%) im Zellkern (16). Fiir primire
hidmatopoetische Zellen und Neurone wurde jedoch eine tiberwiegend zytoplasmatische
Lokalisation gezeigt (17,18). Das humane c-abl-Gen hat zwei alternative 5'-Exons mit
getrennten Promotoren (Exon la und 1b in Abbildung 3). Die resultierenden Isoformen
der humanen c-Abl-Kinase werden als Typ Ia und Ib, die homologen Formen der
murinen c-Abl-Kinase als I und IV bezeichnet (19,20) (Abbildung 2). Der N-Terminus
des Typ 1b / IV beinhaltet ein Myristylierungssignal und wird entsprechend
posttranslational durch das Anfiigen einer Myristylfettsdure verdndert (21).

Zusitzlich zur Tyrosinkinasedoméne, die als Src-Homologiedoméne 1 (SH1) bezeichnet
wird, beinhaltet das c-Abl-Protein die Src-Homologiedoménen 2 und 3 (SH2 bzw. SH3)
(22-24). Diese Src-Homologiedomédnen reprdsentieren die Baueinheiten in
Tyrosinkinasen und Adapterproteinen und vermitteln verschiedenste Aspekte zelluldrer
Signaltransduktion (25). Die ungefidhr 100 Aminosduren groen SH2-Dominen

erkennen bestimmte Epitope, die normalerwiese ein phosphoryliertes Tyrosin enthalten
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(25,26). Die Aminosduresequenz, die dem Phosphotyrosin unmittelbar folgt, ist flir die
Spezifitit  verschiedener =~ SH2-Doménen  gegeniiber den  entsprechenden
Bindungssequenzen verantwortlich (27). SH3-Doménen bestehen aus ca. 50 bis 60
Aminosduren und vermitteln in der Regel Protein-Protein-Interaktionen, indem sie an
bestimmte Prolin-reiche Sequenzen mit einem P-x-x-P Konsensusmotiv binden (25).
Ihre Bindungsspezifitit ist ebenfalls durch die an die Proline angrenzenden
Aminoséduren bestimmt. An die SH3-Doméne der Abl-Kinase binden unter anderen die
Proteine Abil (28), Abi2 (29), Aapl (30), SHPTPI (31), ATM (32,33), Pag/MSP23
(34) und RfxI (35) Die Bedeutungen dieser Interaktionen sind allerdings noch
weitgehend unbekannt.

Abl unterscheidet sich von den Src-Familienmitgliedern durch eine 90 kDa grof3e
C-terminale Doméne. Sie enthdlt mehrere NLS (‘nuclear localization signal') (36), ein
NES (‘nuclear-export signal') (37) und eine Bindungsstelle fiir DNA (38). Drei P-x-x-P-
Motive, die Interaktionen mit SH3-Doméanen der Adapterproteine Nck, Crk und Grb2
vermitteln (39,40), sowie Bindestellen fiir Aktin (41) befinden sich ebenfalls in der

C-terminalen Doméne (Abbildung 2).

1.4.2 Regulation der Kinase-AKtivitat

Die Aktivitdt der c-Abl-Kinase ist in Zellen streng reguliert und die Kinasedoméne
meist inaktiv (42,43), so dal} selbst iiberexprimiertes c-Abl-Protein Fibroblasten oder
hamatopoetische Zellen nicht transformiert (16). Deletionen und Punktmutationen in
der Abl-SH3-Doméne aktivieren die Kinase (44,45) und fithren zu vermehrter
Tyrosinphosphorylierung von c-Abl selbst sowie anderer Proteine und im
experimentellen System auch zur Transformation von Zellen. Die Tatsache, daf3
bestimmte Mutationen in der Ubergangsregion zwischen der c-Abl-SH2-Doméne und
der Kinasedoméne die gleichen Effekte zeigen, weist auf einen die Kinaseaktivitét
inhibierenden Effekt einer SH3-vermittelten intramolekularen Proteinfaltung hin (46).
In vitro zeigen Wildtyp c-Abl-Kinase und SH3-mutierte c-Abl-Kinase allerdings
identische Kinaseaktivititen (44,45). Unter den spezifischen Abl-SH3-Liganden finden
sich sowohl inhibierende, (Aapl (30) und das StreB-induzierte Pag/MSP23-Protein mit
Antioxidanz-Eigenschaften (34)) als auch aktivierende Interaktionspartner wie das

DNA-bindende RfxI-Protein (35).
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1 NLS 1150
c-Abl Typ b , ' '
Typ la I PxxP
ag e b
Typ la |
vapl amay, 1200 QIS AR
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1 A B 452
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Tel-Abl Typ A
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Abbildung 2: Normale und onkogene Proteine der Abl-Tyrosinkinasefamilie.
Myristilisierung durch Zickzack-Linie dargestellt. A-MuLV: Abelson murine leukemia
virus. SH2 und SH3: Src Homologiedoméinen 2 bzw. 3. KD: Kinasedoméne. PxxP:
Prolin-reiche Motive, die als Bindestellen fiir SH3-Dominen dienen. NLS: 'nuclear
localization signal'. DB und AB: DNA- bzw. Aktin-Bindungsstelle. CC: alpha-helikale
'Coiled-coil'-Struktur. Y177 und Y314: gesicherte bzw. mdgliche Bindungsstelle fiir
Grb2-SH2. DH: Dbl Homologiedoméne. HLH: 'Helix-Loop-Helix'-Doméne.
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1.4.3 Aktivierung von c-Abl im Zellzyklus und durch ionisierende Strahlung

In der G1-Phase des Zellzyklus bindet das Retinoblastoma-Protein (Rb) an die ATP-
Bindungstasche der c-Abl-Kinase und inhibiert diese dadurch (47-49). Am Ubergang
von der G1-Phase zur S-Phase wird Rb durch Cyclin-D-Kinasen und Cdk4/6-Kinasen
phosphoryliert, und die c-Abl-Kinase wird wieder frei und aktiv (49).

Die RNA-Polymerase II (RNAPII) ist verantwortlich fiir die Transkription Protein-
kodierender Gene in eukaryotischen Zellen. Die gro3e Untereinheit der RNAPII umfal3t
die carboxy-terminale Doméne (CTD) mit 52 Wiederholungen eines Heptapeptides mit
der Konsensussequenz Y-S-P-T-S-P-S (50). Die CTD bindet an eine ,CTD-interacting
domain® (CTD-ID) im C-Terminus der Abl-Kinase und im phosphorylierten Zustand an
die Abl-SH2-Domaéne. c-Abl kann nun in der S-Phase zu der Phosphorylierung die
C-terminalen Domédne (CTD) der RNA-Polymerase II beitragen und moduliert damit
moglicherweise die Transkription von S-Phase-Genen (51,52).

Zusitzlich steigert ionisierende Strahlung die Phosphorylierung der CTD durch die
c-Abl-Kinase um ein Vielfaches (32). Diese Steigerung ist abhingig von der
Aktivierung des ,Ataxia-Teleangiectasia-mutated® (atm) Genproduktes, einer nukledren
Serinkinase, welche die Abl-SH3-Doméne bindet. Sie phosphoryliert und aktiviert die
Abl-Kinase, wenn Zellen ionisierender Strahlung ausgesetzt werden (32,33). Auch die
DNA-abhédngige Proteinkinase (DNA-PK), das Produkt des ,severe combined
immunodeficiency‘ (scid) Gens, bindet konstitutiv an c-Abl und aktiviert c-Abl bei
ionisierender Strahlung (53,54).

c-Abl interagiert auBerdem mit verschiedensten anderen nukledren Proteinen die an der
Regulation von Zellzyklus und Apoptose beteiligt sind, so dal angenommen werden

kann, daB3 die nukledr lokalisierte c-Abl-Kinase eine sehr komplexe Rolle spielt (54-57).

1.4.4 Die Rolle der c-Abl-Kinase im Zytoplasma

Im Vergleich zu den nukledren Funktionen ist nur wenig iiber die Funktionen von c-Abl
im Zytoplasma bekannt. c-Abl kann sowohl filamentdses als auch monomeres Aktin
binden (41), wobei die genaue Bedeutung dieser Interaktion unklar ist.

Unter bestimmten Bedingungen interagiert Paxillin, ein mit Zytoskelettstrukturen

assoziiertes Protein, mit der c-Abl-Kinase und wird von ihr phosphoryliert (58).
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Weitere zytoplasmatische Bindungspartner und Substrate der c-Abl-Kinase sind die
Adapterproteine c-CrkII (39) und CRKL (59,60). c-CrkIl und CRKL bestehen jeweils
aus einer SH2- und zwei SH3-Doménen und werden durch Abl an Tyrosin 221 bzw.
207 phosphoryliert. Die intramolekulare Bindung der c-CrkII-SH2-Domine an das
phosphorylierte Tyrosin-Epitop fiihrt zu einer Inaktivierung des Proteins (39). Die
Interaktion von c-CrkIl mit den  Aktin-Mikrofilamente beeinflussenden
Signalmolekiilen C3G und p130Cas suggeriert, daf3 die c-Abl-Kinase eine Rolle in der
Zytoskelettsignaltransduktion spielt (61). p130Cas ist ein aus einer SH3-Domine und
mehreren putativen Crk-SH2-Bindemotiven bestehendes Multidocking-Protein (62), das
in ,focal adhesions‘ lokalisiert ist (63) und ein 'in vitro'-Substrat der c-Abl-Kinase
darstellt (64).

Untersuchungen in der Fruchtfliege Drosophila und der Maus zeigen zusitzlich noch
eine zytoplasmatische Rolle der Abl-Kinase in der PDGF- und NGF-Signaltransduktion
(65-68), in der Axonogenese (69) und in der Osteoblastenreifung (70,71).

1.5 Die Arg-Kinase

Die Arg-Kinase, Produkt des auf Chromosom 1q24-25 lokalisierten abl-related-Gens
(72), ist mit der c-Abl-Kinase in der Kinase- SH2- und SH3-Domine zu 90-95%
identisch (73) (Abbildung 2). Auch die Arg-Kinase wird in zwei Isoformen, Ia und der
myristylierten Form Ib, exprimiert (73). Sie ist in allen Geweben vorhanden, scheint
aber in neuronalen Geweben etwas hoher exprimiert zu werden (74). Die Arg-Kinase ist
im Gegensatz zur c-Abl-Kinase vor allem im Zytoplasma lokalisiert (75). Die
C-terminale Doméne der Arg-Kinase weist nur ca. 30% Homologie zu c-Abl auf, so daf3
Unterschiede in den physiologischen Funktionen zu erwarten sind (73). Im C-Terminus
der Arg-Kinase sind die CTD-ID (76), drei Prolin-reiche SH3-Bindestellen (77) und zu
einem geringeren Grad die Bindestellen fiir Aktin konserviert (Abbildung 2). Wie
c-Abl, kann auch die Arg-Kinase das Adapterprotein c-CrkII binden und an Tyrosin 221
phosphorylieren (77). Uber die Funktion der Arg-Kinase ist kaum etwas bekannt. Bisher
konnte gezeigt werden, dafl der Expressionslevel der Arg-Kinase im Gegensatz zu dem
der c-Abl-Kinase in Zellen der Promyelozytenleukdmielinie HL-60 ansteigt, die sich
unter Retinsdure oder Phorbolazetat myeloid differenzieren (78). Méuse mit zerstorten

arg-Genloci (arg-'Knockout'-Miuse) haben kaum offensichtliche Stérungen in der
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embyronalen Entwicklung, zeigen jedoch verschiedene Verhaltensstorungen (18). Die
gleichzeitige Deletion von c-Abl- und arg-Genen in der Maus fiihrt zu Defekten im

NeuralrohrschluB3 und zum Tod in der frithen Embryogenese (18).

1.6 Das bcr-Gen

Das ber-Gen (‘breakpoint cluster region') besitzt 23 Exons und kodiert eine Serin-
Threonin-Kinase mit einem Molekulargewicht von 160 kDa (79). In normalen wie in
leukdmischen Zellen ist die Bcer-Kinase streng im Zytoplasma lokalisiert (17). Die
ersten 63 Aminosduren des Bcr-Proteins formen eine alpha-helikale 'Coiled-coil'-
Struktur, die fiir die Bildung von Tetrameren und Heterooligomeren verantwortlich ist
(80) (Abbildung 2). Die Kinasedoméne liegt ebenfalls noch im ersten Exon. Sie zeigt
kaum Homologie zu anderen Serin-Threonin-Kinasen und ist in der Lage, Ber selbst
und 'in vitro' Casein und Histon H1 zu phosphorylieren (79). Ein Serin-reiches SH2-
Bindemotiv tiberlappt mit der Kinasedomine und kann, ohne an Tyrosin phosphoryliert
zu sein, an die SH2-Doméne von Abl binden (81). Weiterhin findet sich im Exon 1 an
Position 177 ein Tyrosin in einer Konsensussequenz (YVNV) fiir die Bindung des
Adaptermolekiils Grb2 (82). An Tyrosin 177 phosphoryliertes Ber bindet die SH2-
Doméne von Grb2 und wird so mit dem Ras-Signaltransduktionsweg verbunden.

Auch das Geriistprotein Bap-1 aus der Proteinfamilie der 14-3-3-Gerlistproteine, die
Interaktionen zwischen verschiedensten Signaltransduktionsmolekiilen vermitteln (83),
bindet innerhalb des ersten Exons (84,85). Die mittlere Region des Bcr-Proteins
beinhaltet eine Dbl-Homologie-Doméine (DH) (86). An den mit Ras verwandten
GTPasen CDC42, RhoA, Racl und Rac2 verstarkt diese DH-Domine den Austausch
von GDP gegen GTP und fiithrt dadurch =zu einer Aktivierung von
Signaltransduktionsmolekiilen, die diesen GTPasen untergeordnet sind (87). C-terminal
beinhaltet Ber eine Domine mit GTPase aktivierender Funktion fiir die GTPasen Rac
(88) und CDC42 (87). GTPase aktivierende Proteine (GAP) fithren zur Hydrolyse des
an GTPasen der Ras-Familie gebundene GTP zu GDP und somit zur Inaktivierung der
abhénigen Signaltransduktionswege (89).

Untersuchungen an ber-'Knockout'-Miusen lassen eine Rolle fiir Ber in der Regulation
der Rac-mediierten Superoxidproduktion durch das NADPH-Oxidasesystem von

Granulozyten vermuten (90).
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Abbildung 3: Exon-Struktur des c-abl-Gens und des bcr-Gens. Die Stelle der
Bruchpunkte (m, M und p) ist auch in Abbildung 2 gekennzeichnet. Die obere
Nummerierung der ber-Exons (el bis e23) bezieht sich auf die Exonreihenfolge im
normalen bcr-Gen. Zur Bezeichnung der Bruchpunkte bei ber-abl Hybridgenen hat sich
eine zweite Nomenklatur (bl bis b5 fiir el2 bis €16 und cl bis c4 fiir e17 bis €20)
durchgesetzt.

1.7 Die Bcr-Abl-Fusionsproteine

Die Translokation der Chromosomen 9 und 22 kann an verschiedenen Bruchpunkten
stattfinden. Alle Bruchpunkte treten innerhalb von Introns auf und das Splicen der
Transkripte fiihrt stets zu ,in frame‘-Leserastern. Bis auf einige Ausnahmen (Tabelle 2)
findet die Fusion zwischen Exon ¢l, b2 oder b3 im bcr-Gen und Exon a2 im c-abl-Gen
statt und fiihrt zu dem 190 kDa schweren Fusionsprotein p190Bcr-Abl mit dem bcr-
Exon el und den abl-Exons 2-11 (ela2) oder dem 210 kDa schweren Fusionsproteinen
p210Bcr-Abl mit den ber-Exons el bis b2 bzw. b3 und den abl-Exons 2-11 (b2a2 und
b3a2) (Abbildung 2 und Abbildung 3) (91). Bei fast allen chronischen myeloischen
Leukémien findet sich das p210Bcr-Abl-Fusionsprotein. In 50% der Erwachsenen und
in 80% der Kinder mit Ph-positiver ALL sowie in seltenen Féllen von CML kann ein
p190Bcr-Abl-Fusionsprotein nachgewiesen werden. Daneben sind einige wenige Fille
einer neutrophilen Variante der CML (CNL) mit Thrombozytose, die einen Bruchpunkt
zwischen den ber-Exons ¢3 und ¢4 und ein 230 kDa schweres Ber-Abl-Fusionsprotein
aufweiswn, bekannt geworden (92,93) (Abbildung 2).

Im Gegensatz zu der in hohem MaBe regulierten Lokalisation und Kinaseaktivitdt von
c-Abl, ist das Bcer-Abl-Fusionsprotein eine konstitutiv aktive Tyrosinkinase, die sich
ausschlieBlich im Zytoplasma befindet (17). Uber die im Ber-Teil der Fusionsproteine

enthaltene Coiled-coil-Struktur kommt es zu einer Oligomerisierung von mehreren
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Bcer-Abl-Proteinen (80). Dies ermoglicht eine gegenseitige (Trans-)Phosphorylierung
der Kinasedomédnen in einer sogenannten Aktivierungsschleife (‘activation loop').
Dieser auch als Autophosphorylierung bezeichneter Vorgang fiihrt zu der Aktivierung
der Fusionskinase (80,107,108). Dariiber hinaus beeinflult der Ber-Teil der Kinase
moglicherweise die negativ regulierenden Funktion der Abl-SH3-Domine (siche 1.4.4)

(46,109).

Fusions-Kinase Bruchpunkte |Phénotyp der Leukimie (91)
p190Bcr-Abl el/a2 ALL (94), CML(95), CMML, AML M4-M5
<p190Bcr-Abl el/a3 cALL, Pre-Pre-B ALL(96)
>p190Bcr-Abl e6/a2 CML

p203Bcr-Abl b2/a3 Pre-B-ALL, CML(96)

p203 Ber-Abl b3/a3, ALL(96), CML(96,97)
p210Bcr-Abl b2/a2,b3/a2 |CML, ALL

p230Bcr-Abl c3/a2 N-CML(92) ,CML(93,98)

Tel-Abl Typ A t4/a2 cALL (99)

Tel-Abl Typ B t5/a2 AML (100), CML (101-103)
Tel-Arg AML-M3 (104), AML-M4Eo (105)

Tabelle 2: Bruchpunkte verschiedener Fusionskinasen der humanen Abl-Familie
und deren klinischer Phinotyp (aus (106)). Die Bruchpunkte werden nach dem
letzten in dem Hybridgen enthaltenen Exons des bcr- bzw. tel-Gens und dem ersten
enthaltenen Exon des abl-Gens beschrieben.

1.7.1 Signaltransduktion durch Bcr-Abl

Die hoch aktive Bcr-Abl-Fusionskinase mit ihren verschiedenen Protein-Protein-
Interaktionsdoménen beeinflullt viele intrazelluldre Signaltransduktionswege. Dies hat
mehrere Anderungen der biologischen Verhalten der Zellen zur Folge, deren
Gesamtheit den leukdmischen Phdnotyp ausmachen. So zéhlen zu der durch Ber-Abl
verusachten neoplastischen Transformation die Wachstumsfaktoren-unabhénige
Proliferation, die Inhibition des programmierten Zelltodes (Apoptose), das verdnderte
Differenzierungsverhalten und die Stérung des Adhésion, die sich durch Ausschiittung
unreifer Vorstufen in das periphere Blut bemerkbar macht (4,110,111).

In zahlreichen Publikationen werden die Aktivierung von Signaltransduktionsproteinen

durch Ber-Abl in Maus- und Zellmodellen untersucht. Die Expression von Ber-Abl
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fiihrt zu der Aktivierung prominenter Proteine wie p21Ras (112), c-Raf-1 (113,114),
MAPK/Erk (115-117), c-Myc (118,119), Stat (120-122), NFKB (123,124), c-Jun-
Kinase und c-Jun (125,126), Phosphatidylinositol 3’-Kinase (PI3K) (127,128) und
c-Akt/PKB (129), etc. Fiir die Transformation durch Bcr-Abl als notwendig erwiesen
sich davon Ras (130), c-Rafl (114), c-Myc (119), (PI3K) (128,129,131), c-Akt/PKB
(129), c-Jun (126) und c-Jun-Kinase (132).

Ber-Abl induziert die Mitogenese in Modellen fiir Fibroblasten- und hdmatopoetische
Zelltransformation, schiitzt Zellen vor Apoptose, die durch Stimuli wie Zytokin-Entzug,
DNA-Schidigung und Fas-Aktivierung induziert wird (133-139).

Neben den zwei zentralen Signaltransduktionswegen der Ras-Kaskade und der PI3K-
Kaskade wird im folgenden auch auf Proteine eingegangen, die in Komplexen mit

Bcer-Abl in der Zelle vorliegen.

anti- opop’roﬂs ch -&
MAPK

Abbildung 4: Beispiele fiir Ber-Abl abhéngige Signalproteine. Erkldrungen und
Abkiirzungen siehe Text.

Bcl-2 )A —-anti-apoptotis ch
—p—p Proliferation

1.7.2 Ras-abhangige Signaltransduktionswege

Das Ras-Protein spielt eine wesentliche Rolle in der Ubertragung von mitogenen
Signalen von Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) (140,141). RTKs werden durch Binden

von Liganden, Dimerisierung und (Auto-)Phosphorylierung aktiviert und rekrutieren
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dann Adaptermolekiile wie Grb2. Durch die Bindung an Grb2 wird nun Sos, ein GEF
(s.u.), an die Plasmamembran rekrutiert. Hier aktiviert es Ras (142).

Ras gehort zu einer Familie kleiner GTPasen mit einem Molekulargewicht von 21 kDa
(p21GTPasen). In GTP-gebundenem Zustand aktivieren sie die ihnen untergeordneten
Signaltransduktionswege. Die Aktivitdit von Ras wird durch GTPase aktivierende
Proteine (GAPs) und Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) reguliert. GAPs
stimulieren die langsame intrinsische Rate der GTP-Hydrolyse von Ras, senken also das
Verhéltnis von GTP-beladenem Ras zu GDP-beladenem Ras und sind somit negative
Regulatoren der Ras-Signale. GEFs steigern den Austausch des an Ras gebundenen
GDP durch GTP, was zu einer Anhdufung der aktiven, GTP-gebundenen Form von Ras
fiihrt. GEFs funktionieren somit als Aktivatoren der Ras-abhidngigen Signalwege (143).
Ahnlich wie die RTKs kann auch Ber-Abl durch Binden von Grb2 zu einer Ras-
Aktivierung fithren (112) (Abbildung 4). Grb2 bindet mittels seiner SH2-Doméne an die
phosphorylierte  Autophosphorylierungsstelle Y177 im Bcer-Teil der Bcer-Abl-
Fusionskinase. Die Grb2-SH3-Doméne erkennt eine Prolin-reiche Sequenz im GEF-
Protein Sos-Protein, das seinerseits in der Lage ist, Ras zu aktivieren (144,145).
Mutation des Y177 zu Phenylalanin verhindert die Bindung von Grb2. Obwohl Bcr-Abl
mit einer solchen Mutante nicht mehr in der Lage ist, Fibroblasten zu transformieren, ist
die Transformation von primidren Knochenmarkszellen und die in vivo‘-
Tumorinduktion noch moglich. Neben der direkten Bindung von Grb2 an Y177 kann
Sos auch via Grb2 iiber das Shc-Adapterprotein mit Ber-Abl einen Komplex bilden, Ras
aktivieren und zur Transformation von hdmatopoetischen Zellen fiihren. (145-147)
(Abbildung 4).

RTK induzierte Ras-Aktivitit verursacht die Aktivierung von Mitogen-aktivierte-
Proteinkinase- (MAPK) Signaltransduktionswegen. Drei MAPK-Kaskaden wurden
detailliert beschrieben: die extrazelluldr regulierte Kinase (Erk), die Stress-aktivierte
Proteinkinase (SAPK, syn. c-Jun-N-terminus-Kinase, JNK) und der p38 Kinase-
Signaltransduktionsweg. Aktives GTP-gebundenes Ras bindet und aktiviert die Serin-
Threonin-Kinasen Raf. Raf phosphoryliert und aktiviert nun MEK (MAPK/Erk-
Kinase), eine ,dual specificity kinase‘, die ihrerseits die Serin-Threonin-Kinase Erk an
Threonin und Tyrosin phosphoryliert. Der SAPK-Signalweg ist mit der Serin-Threonin-
Kinase MEKK, der ,dual specificity kinase® SEK1 (JNK-Kinase, JNKK) und der Serin-
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Threonin-Kinase SAPK/JINK analog strukturiert. Endpunkt der beiden Signalwege ist
die Phosphorylierung verschiedener Transkriptionsfaktoren im Zellkern wie
beispielsweise von c-Jun durch JNK und von Elk-1 durch MAPK/Erk (148-150).

Es wurde gezeigt, dal auch durch Ber-Abl der Transkriptionsfaktor c-Jun mittels des
SAPK-Signalweges aktiviert wird (125,126). Auch der Erk-Signalweg wird durch
Bcer-Abl aktiviert (113-117) (Abbildung 4).

1.7.3 Der Phosphatidvlinositol 3'-Kinase Signaltransduktionsweg

Membranlipide haben nicht nur eine Aufgabe in der Membranstruktur, sondern sind
auch an der intrazelluliren Signaltransduktion beteiligt. So stellen die
Phosphatidylinositol-Lipide Substrate der Phosphatidylinositol 3’-Kinase (PI3K) dar,
die die Hydroxylgruppe an Position 3 des Inositolrings phosphorylieren und dadurch
verschiedene Signale induzieren (151,152). PI3K besteht aus einer regulierenden 85
kDa grolen Untereinheit (p85) und einer katalytischen Untereinheit mit einem
Molekulargewicht von 110 kDa (p110). p85 beinhaltet SH2- und SH3-Doménen und
ermoglicht die Interaktion von pl110 mit Tyrosinkinase-enthaltenden Komplexen, die
zur Aktivierung der PI3K fiihren. Bcr-Abl bindet {iber das Shc-Adapterprotein (153)
oder das Protoonkogen c-Cbl und die Crk-Adapterproteine c-CrkIl und CRKL (154) an
die p85 Untereinheit der PI3K und aktiviert diese (127,128) (Abbildung 4). Durch PI3K
phosphorylierte Lipide konnen die PDK1-Kinase aktivieren, die ihrerseits die Serin-
Threonin-Kinase c-Akt/PKB (Proteinkinase B) an Threonin 308 phosphoryliert. Diese
Threoninphosphorylierung zusammen mit einer Phosphorylierung an Serin 473 fiihrt zu
der vollstindigen Aktivierung der c-Akt-Kinase (152). Die Aktivierung von PI3K und
c-Akt/PKB hat sich fiir die Bcer-Abl induzierte Leukdmogenese als notwendig
herausgestellt (129) (Abbildung 4). Ein moglicher PI3K und c-Akt/PKB abhéngiger
antiapoptotischer Signalweg reguliert das Signalprotein Bad (155,156), das in Ber-Abl
exprimierenden Zellen konstitutiv phosphoryliert ist (157). Unphosphoryliertes Bad
bindet die antiapoptotischen Proteine Bcl-X; und Bcl-2, inhibiert damit ihre
Zelliiberleben-unterstiitzende Funktion und wirkt somit als Stimulus der Apoptose. Die
¢ -Akt/PKB vermittelte Phosphorylierung von Bad (158,159) inhibiert die Bindung an

Bcl-Xp, und BCL-2, die dadurch wieder ihre antiapoptotische Funktion ausiiben kdnnen.
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1.7.4 Komplexbildung mit CRKL und p130Cas

Unter den Proteinen, die konstitutiv Tyrosin-phosphoryliert in Ber-Abl-transformierten
Zellen nachzuweisen sind, wurden das Adapterprotein CRKL (60,160-162), das 'multi-
docking'-Protein p130Cas (163), die Ubiquitinligase c-Cbl (164), das Zytoskelett-
assoziierte Paxillin (165) und verschiedene Stat-Transkriptionsfaktoren (120-122)
identifiziert.

Das zytoplasmatische Adapterprotein CRKL gehort zu der Familie der Crk-
Adapterproteine (61), wird wie c-Crkll in den meisten Zelltypen exprimiert (166) und
besteht aus zwei SH3-Dominen und einer SH2-Doméne (59). CRKL bindet mit seiner
N-terminalen SH3-Doméne (167) an Ber-Abl (60) und wird von Bcer-Abl an Tyrosin
207 phosphoryliert (168).

p130Cas ('Crk associated substrate') und c-Cbl gehdren zu einer Gruppe von groflen
'multisite docking'-Proteinen. p130Cas besteht aus einer SH3-Domine, die die 'focal
adhesion'-Kinase (FAK), C3G und CMS (169-171) bindet, und einer Substratdoméine
mit 15 'Y-x-x-P'-Motiven, die in phosphoryliertem Zustand mogliche Bindestellen fiir
die Crk- und CRKL-SH2-Doménen darstellen (62,172). Bcr-Abl phosphoryliert
p130Cas und ermdglicht so eine Komplexbildung zwischen Bcer-Abl, CRKL und
pl30Cas (64,163). In nichttransformierten Zellen scheint pl130Cas an der
Integrinrezeptor-abhingigen Signaltransduktion beteiligt zu sein (173). Auch das
Adhisionsprotein Paxillin enthélt, dhnlich wie p130Cas, zwei CRKL-SH2-bindende
'"Y-x-x-P'-Motive (165) und wird von Bcr-Abl dort phosphoryliert (165). Es findet sich
zusammen mit CRKL, Ber-Abl und p130Cas in Komplexen mit FAK (163,174). Mittels
dieser Interaktionen greift Ber-Abl moglicherweise in die Zytoskelettsignalwege und

das Adhésionsverhalten der CML-Zellen ein (175,176).

1.8 Tel-Abl und Tel-Arg

In wenigen Féllen von Leukdmien wurden reziproke Translokationen mit Fusionsgenen
festgestellt, die einerseits aus dem c-abl-Gen oder dem arg-Gen und andererseits aus
dem tel-Gen bestehen (Tabelle 2 und Tabelle 3).

Das tel-Gen (von 'transcription, ets, leukaemia'), auch als ETV6 bezeichnet, ist auf
Chromosom 12p13 lokalisiert und kodiert in 8 Exons filir einen transkriptionalen

Repressor der ets-Genfamilie (177-179) (Abbildung 5). Das Tel-Protein findet man im
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Zellkern vieler Zelltypen (180,181). Tel hat C-terminal eine DNA-Bindedoméne und N-
terminal eine 'Helix-Loop-Helix' (HLH)-Doméne, die beide auch in anderen ets-
Familienproteinen konserviert sind (Abbildung 2 und Abbildung 5). Mittels der DNA-
Bindedomine interagiert Tel mit bestimmten fiir Ets-Transkriptionsfatoren typischen
GGAA-enthaltenden DNA-Sequenzen ('Ets-binding Site', EBS), und reprimiert so die
Transkription von abhidngigen Promotoren (180,182,183).

Die HLH-Domine vermittelt Homodimerisierung sowie die Heterodimerisierung mit
dem Ets-Transkriptionsfaktor Fli-1 (184) und mit dem Ubiquitin-konjugierenden
Enzym 9 (UBC9) (185). Fli-1 transaktiviert Megakaryozyten-spezifische Promotoren.
Dieser Effekt wird durch Tel inhibiert (184,186). Die Interaktion zwischen Tel und
UBC9, das an Zellzyklusregulation und DNA-Reperatur beteiligt zu sein scheint
(187,188), fiihrt zu einer Verminderung der Transkriptionsrepression durch Tel (185).

0
O
Z
>
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8
187
— 188
352
353
— 487
— 488
1033
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1176
—1177
1277
— 1278
— 13566

2—3—4— S —6—7
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Abbildung 5: Exon-Struktur des tel-Gens (177,178) Es sind die korrespondierenden
Nukeotidnummern in der cDNA-Sequenz und die Aminosdurenummern im Protein
sowie die Bezeichnung der Exons (t1-t8) angegeben. HLH: 'Helix-Loop-Helix'-
Doméne. DNA-BD: DNA-Bindedoméne. Y314: mogliche Bindungsstelle fiir Grb2-
SH2.

Tel-defiziente Méuse sterben an Tag 10 bis 11 der Embryogenese und weisen eine
defekte Dottersack-Angiogenese und Apoptose von mesenchymalen und neuralen
Zellen auf (181). Tel scheint fiir die Himatopoese im Knochenmark, nicht aber in der
Leber oder anderen Blutbildungsstétten notwendig zu sein. (189).

Tel hat darliber hinaus mdglicherweise einen Tumorsuppresorgen-dhnlichen Effekt. So
zeigen viele akute lymphatische Leukdmien im Kindesalter (190-192) und invasive
Mammakarzinome (193) einen heterozygoten oder homozygoten Verlust des tel-Gens.
Dariiber hinaus konnte gezeigt weden, daB Tel die Transkription der

Matrixmetalloproteinase Stromelysin-1 (MMP-3) unterdriickt und unter anderem damit
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Wachstum und Invasion von Ras-transformierten Zellen 'in vitro' und 'in vivo' hemmt
(183).

Translokationen in vielen verschiedenen Leukdmien und einigen Sarkomen resultieren
in der Fusion von tel mit Genen, die meist flir andere Transkriptionsfaktoren oder

Tyrosinkinasen kodieren (sieche Tabelle 3).

beteiligtes Gen | normale Funktion Translokation Erkrankung und
Referenz
c-Abl Tyrosinkinase t(9;12) Typ A |cALL (99)
(@4p13)  [1ypB |AML (100)
CML (101,102)
arg Tyrosinkinase t(1;12)(q25;p13) AML-M3 (104)
AML-M4Eo (105)
AMLI1 = CBFa | Transkriptionsfaktor t(12;21)(p13;922) pre-B-ALL
(194,195)
ARNT 'AhR nuclear translocator' t(1;12)(q21;p13) AML-M2 (196)
ACS2 'long fatty acyl CoA t(5;12)(q31;p13) RAEB, AML, AEL
synthetase 2' (197)
BTL Protein mit dbl-Homologie |t(4;12)(q11-q12;p13) | AML-MO (198)
CDX2 Transkriptionsfaktor t(12;13)(p13;q12) AML (199)
JAK2 Tyrosinkinase t(9;12)(p24;p13) ALL, CML
(200,201)
MDSI1/EVI1 Transkriptionsfaktor t(3;12)(q26;p13) MDS (202)
MNI1 Transkriptionsregulator t(12;22)(p13;q11) AML, MDS (203)
TRKC Neurotrophin-3 — t(12;15) T/T(F) |Fibrosarkom (204)
=NTRK3 Rezeptortyrosinkinase (p13;925) mesoblastisches
Nephrom (205,206)
T/T(L) | AML (207)
PDGFRp Rezeptortyrosinkinase t(5;12)(q33;p13) CMML (177)
STL t(6;12)(q23;p13) B-ALL (208)

Tabelle 3: Translokationen unter Beteiligung des tel-Gens

Tel-Abl vom Typ A besteht aus den Exons 1-4 des tel-Gens und aus den Exons 2-11
des c-abl-Gens und wurde bei einem ALL Patienten festgestellt (99) (Abbildung 2,
Abbildung 5, Tabelle 2 und Tabelle 3). Bei einem Fall einer AML (100) und zwei
Féllen einer CML (101,102) konnte das um das tel-Exon 5 ldngere Fusionsgen Tel-Abl
Typ B nachgewiesen werden (Abbildung 2, Abbildung 5 und Tabelle 2). Auch das arg-
Gen wurde in einer Tranlokation mit dem tel-Gen in zwei verschieden akuten

myeloischen Leukdmien gefunden (104,105) (Tabelle 2).
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Das Tel-Abl-Fusionsgen  produziert  eine aktive Tyrosinkinase  mit
Autophosphorylierungsaktivitidt (99,209), die konstitutiv phosphoryliert ist und im
Zytoplasma lokalisiert ist (100,209). Wahrscheinlich bewirkt die HLH-Doméne im Tel-
Teil des Fusionsproteins, analog zum Bcr-Teil im Bcr-Abl-Fusionsprotein, eine
Homooligomerisierung, die zur Autophosphorylierung und Aktivierung der Kinase
fiihrt (100,209). Tel-Abl scheint eine dhnliche aber nicht identische Gruppe von
Proteinen wie Bcr-Abl zu phosphorylieren (210) und ebenso wie Bcer-Abl die
Expression des Transkriptionsfaktors c-Myc zu induzieren (209). Tel-Abl fiihrt dariiber
hinaus zu Wachstumsfaktor-unabhingigem Wachstum von hiamatopoetischen Zellinien
(100,209,210) und transformiert Fibroblasten und primédre Knochenmarkzellen (100).

c-Abl und v-Abl bilden zusammen mit Homologen der c-Abl-Kinase anderer Spezies,
dem humanen Arg-Protein und verschiedenen pathologischen Fusionsproteinen

(Ber-Abl, Tel-Abl, Tel-Arg) die Proteinfamilie der Abl-Tyrosinkinasen (Abbildung 2).
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien und Materialien

Der Reinheitsgrad aller verwendeten Chemikalien war "pro analysi', oder hoher

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz Bezugsquelle Chemikalie/Reagenz Bezugsquelle
Adenosintriphosphat Sigma L-Glutamin (Gln) Gibco BRL

(ATP) Glutathion, reduziert Sigma
2P-y-ATP (3 Ci/pmol) Amersham Glutathion-Sepharose Amersham
Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad Glycerol Roth
Amphotericin B Gibco BRL Glycin Roth
Ampicillin Sigma Hefe-Extrakt Gibco BRL
Antipain Serva HEPES Roth
Aprotinin Roth IPTG Sigma
Bacto-Agar Difco Kélberserum (CS) PAA
Brilliant-Blau G Bio-Rad Lot Nr. A04224-02
Brilliant-Blau R Bio-Rad Kaliumchlorid (KCI) Roth
Bromphenolblau Roth Kaliumhydrogen- Roth
Butanol Roth phosphat (KH,PO,)
Calciumchlorid (CaCl,) Roth Leupeptin Serva
Dithiothreitol (DTT) Biomol Magnesiumchlorid (MgCl,) Roth
DMEM-Zellkulturmedium Gibco BRL [B-Mercaptoethanol Roth
ECL-Reagenz Amersham Methanol Roth
Essigsdure Roth Milchpulver, fettfrei Roth
Ethanol Roth Natriumchlorid (NaCl) Roth
Ethylenglycolbis(amino- Roth Natriumdesoxycholat Sigma

ethyl)-tetraessigsdaure (EGTA) Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Ficoll Pharmacia Natriumethylendiamintetra- Roth
Fotales Kélberserum Gibco BRL acetat (Na,EDTA)

(FCS) Lot Nr. 40F5664K Natriumfluorid Sigma
Gelatine Bio-Rad




Material und Methoden 19
Natriumhydrogen- Roth Rinderserumalbumin (BSA) Sigma
phosphat (Na,HPOy) Roti-Blue Roth
Natriumhydroxid Merck Rotiphorese Roth
Natriummolybdat Sigma (30% Acrylamid/ 0.8% Bisacrylamid)
Natriumorthovanadat Roth RPMI1640 Zellkultur- Gibco BRL
Natriumpyrophosphat Aldrich medium
Natriumthiosulfat Roth Salzsdure (HCI) Roth
Nonidet P40 Sigma TEMED Roth
Pepstatin A Boehringer Tris(hydroxymethyl)- Roth
Penicillin/Streptomycin Gibco BRL aminomethan (Tris (Base))
Phenylmethylsulfonfluorid Sigma Tris-Hydrochlorid Roth
(PMSF) (Tris-HCl)
Phosphorséure Sigma Triton X-100 Roth
Propanol Roth Trypsin Gibco BRL
Protein-A Sepharose Amersham Trypton / Pepton Gibco BRL
Protein-G Sepharose Amersham Tween-20 Roth
High- & Low-Range Amersham Xylencyanol Roth
Rainbow Molecular
Weight Markers
2.1.2 Antikorper
Antikdrper Antigen Referenz / Herkunft

monoklonale Antikdrper (i.d.R. murin):
anti-Abl 8E9 c-Abl

anti-Abl AB-3 c-Abl

anti-Bcr AB-2 Ber

anti-Crk c-CrklI

anti-Gag v-Gag
anti-Myc 9E10 Myc

anti-Ras pan-Ras
PY-20 Phosphotyrosin
PY-99 Phosphotyrosin

J. Wang / UC San Diego
Oncogene Science / Calbiochem
Oncogene Science / Calbiochem
Transduction Lab (C12620)
(211)

NeoMarkers, Fremont, CA
Transduction Lab (R02120)
Transduction Lab (P11120)
Santa Cruz (sc-7020)
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polyklonale Antikorper (i.d.R. Kaninchenseren):

anti-Akt/PKB c-Akt/PKB New England Biolabs

anti-Arg Arg T.Shishido und H. Hanafusa OBI, Osaka, Japan
anti-CRKL CRKL Santa Cruz (C-20, sc-319)

anti-Erk1 Erkl Santa Cruz (C-16, sc-93)
anti-Phospho-Akt Akt , p-Serd73 New England Biolabs
anti-Phospho-Erk  Erk 1, p-Thr202/p-Tyr204 New England Biolabs

anti-Tel Tel, N-Terminus (180)

"sekundire" Antikorper:

Peroxidase-konjugierte F(ab), murines Immunglobulin ~ Jackson ImmunoResearch

Peroxidase-konjugierte F(ab), Kaninchen Immunglobulin Jackson ImmunoResearch

2.1.3 Zellinien

Zellinie Quelle Zusammensetzung des Kulturmediums

NIH-3T3 (wt) (76) DMEM, Gln, PS, AM, 10% FCS

3T3 Abl”/- = AKO

3T3 p210Bcr-Abl

3T3 p160 v-Abl = AB160 |(212) DMEM, Gln, PS, AM, 10% FCS

Rat2 DMEM, Gln, PS, AM, 10% FCS

Rat2 Tel-Abl (Typ A) J.H. DMEM, Gln, PS, AM, 10% FCS, G418
(200pg/ml)

K562 ATCC  |RPMI1640, Gln, PS, 5% CS, 5% FCS

SD-1(213) B. Iscove’s Medium, PS, 15% FCS

Ba/F3 (1) und (2) (209,214) 55(13\@1{1640, Gln, PS, 5% CS, 5% FCS, 15%

Ba/F3 Tel-Abl (Typ A) | (209) RPMI1640, Gln, PS, 5% CS, 5% FCS

Ba/F3 Bcer-Abl (214)

Tabelle 4: Zellinien dieser Arbeit. AM: Amphotericin B, 0,25 pg/ml; ATCC:
American Type Culture Collection; B.: Dr.Borkhard, Universitit GieBen, Kinderklinik;
Gln: L-Glutamin, 2 mM; J.H.: Dr. Jirgen Hannemann, Institute of Cancer Research,
Chester Beatty Laboratories, London; PS: Pencillin/Streptomycin, 10 U/ml; WCM:
WEHI3 konditioniertes Medium (enthdlt Interleukin-3), weitere Abkiirzungen siche
2.1.1.

2.1.4 Peptide

Die Peptide (Tabelle 6) wurden durch Herrn Dr. rer. nat. Christian Kardinal am

Niedersidchsischen Institut fiir Peptidforschung (IPF) in Hannover hergestellt. Die
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Synthese erfolgte nach der Fmoc/t-butyl-basierten Festphase-Methode. Nach Filtration
wurden die Peptide durch Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) aufgereinigt
und mittels Massenspektrometrie und Kapillarelektrophorese auf Integritit und Reinheit

gepriift.

2.1.5 Losungen und Puffer

Prozentuale Angaben von Feststoffen sind Gewichtsprozent, prozentuale Angaben von
Losungen werden als Volumenprozent angegeben. Losungen wurden mit bidestilliertem

Wasser angesetzt.

2.1.5.1 Bradford-Reagenz

Brilliant Blau G 123 mg/1
Ethanol 6%
Phosphorséure 12,5%

2.1.5.2 Coomassie-Blau Gel-Entfarbelosung
Methanol 20%

Essigsdure 7%

2.1.5.3 Coomassie-Blau Gel-Firbelosung

Brilliant Blau R 1 g/l
Methanol 20%

Essigsdure 7%

2.1.5.4 DNA-Ladepuffer / Stoppuffer (6-fach)

Ficoll 15% Essigsdure 20 mM
Na,EDTA 100 mM Bromphenolblau  0,05%
Tris (Base) 40 mM Xylencyanol 0,05%

2.1.5.5 Dialysepuffer fiir aufgereinigte Fusionsproteine

Tris-HCIpH 7.5 5mM
NaCl 50 mM
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2.1.5.6 Elutionspuffer

Glutathion (reduziert) 100 mM
Tween-20 0,1%
mit 1 M Tris-HCI pH 8,8 einstellen auf pH 7,0

2.1.5.7 GTB-Waschpuffer

Tris-HCIpH 7,5 50 mM
Na,EDTA 100 mM
Tween-20 0.1%

2.1.5.8 Immunprizipitationspuffer

Tris-HCIpH 7.5 20 mM NaCl 100 mM
Na,EDTA 1 mM Glycerol 5%

2.1.5.9 Kinasepuffer

Tris-HCI pH7,5 50 mM Tween-20 0,1%
NaCl 100 mM MnCl, 5SmM
Natriummolybdat 10 uM B-Mercaptoethanol 0,1%

2.1.5.10 LB-Medium und LB-Agar

Trypton 1% pH auf 7,0 einstellen; fiir LB-Agar
Hefeextrakt 0,5% wurde dem Medium 1.5% Agar
NaCl 1% zugesetzt; sofort autoklvieren.

2.1.5.11 Lysepuffer fiir E.coli Bakterien (TPE)

NaCl 137 mM KH,PO4 1,4 mM
KCI 2,7 mM Na,EDTA 100 mM
NapyHPO4 4,3 mM Triton X-100 1%

2.1.5.12 MLB ("Magnesium-containing cell lysis buffer')

HEPES pH 7,5 25mM Glycerol 10%
NaCl 150 mM Nonidet P-40 1%
MgCl, 10 mM Natriumdesoxycholat 0,25%

NaEDTA 1 mM
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2.1.5.13 PBS
NaCl 137 mM NayHPO4 4,3 mM
KCl 2,7mM KH,PO4 1,4 mM
2.1.5.14 Polyacrylamid-Gele
Trenngel Trenngel | Sammelgel
Proteine Peptide
6% |10% 12% |20% 5%
Acrylamid(30%)/
Bisacrylamid (0.8%) 10ml { 16,7 ml |20 ml |26,7 ml |1,67 ml
Tris-HCl pH 8,8, IM | 18,8 ml
Tris-HCI pH9,3, 2M 7,5 ml
Tris-HCl pH 6,8, 1M 1,27 ml
SDS, 10% 0,5 ml 0,4ml |0,1 ml
Glycerol, 80% 0,5 ml
Glycerol, 50% 0.9 ml
H,O bidest. ad 50 ml ad 40 ml |ad 10 ml
Polymeri- | APS, 10% | 0,4 ml 0,3ml |0,1 ml
sation TEMED |30 ul 25 ul 10 pl
2.1.5.15 Protease- und Phosphataseinhibitoren
Proteaseinhibitoren Phosphataseinhibitoren
Antipain 5 pg/ml Natriummolybdat 1 mM
Aprotinin 10 pg/ml Natriumorthovanadat 1 mM
Leupeptin 0,5 pg/ml Natriumpyrophosphat 10 mM
Pepstatin A 0,7 pg/ml Natriumfluorid 25 mM
PMSF (in DMSO) 200 pg/ml

2.1.5.16 RIPA100-Puffer ('Radioimmunoprecipitation Assay Buffer')

Tris-HCI pH7,5 20 mM
NaCl 100 mM
Glycerol 5%
Na,EDTA 1 mM

Triton X-100 1%
Natriumdesoxycholat 0,5%
SDS 0,1%
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2.1.5.17 SDS-PAGE (Limmli) Ladepuffer (2 bis 4-fach)

Tris-HCl pH 6,8 70 mM SDS 3%
3-Mercaptoethanol 5% Bromphenol-Blau  0,05%
Glycerol 40%

2.1.5.18 SDS-PAGE Laufpuffer (10-fach)

Tris (Base) 25 mM
Glycin 19,2 mM
SDS 1%

2.1.5.19 Semi-Dry Blot-Puffer (SDBB)

Tris (Base) 47,9 mM
Glycin 38,6 mM
SDS 0,37 %

2.1.5.20 TAE-Puffer

Tris (Base) 40 mM
Essigsédure 20 mM
Na,EDTA 1 mM
2.1.5.21 TBS

Tris-HCI pH7,5 20 mM
NaCl 100 mM

2.1.5.22 TBS-T

Tris-HCI pH7,5 20 mM
NaCl 100 mM
Tween-20 0,1%

2.1.5.23 TE-Puffer

Tris-HCIpH 8,0 10 mM
Na,EDTA 1 mM
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2.1.5.24 TX100-Puffer (fiir Zellyse)

Tris-HCI pH7,5 20 mM
NaCl 100 mM
Glycerol 5%

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Bakterienplatten

Na,EDTA
Triton X-100

Sarstedt

Dialysemembran (Poren 10-15 kDa) Fisher Scientific

Filterpapier 3MM (zum Blotten)
Kiivetten (fiir Proteinmessung)
Poly-Prep-Séulen 0,8 cm / 4 cm
Polypropylen-Gefile
PVDF-Membran

QIAGEN® Plasmid Maxi Kit
QIAquick® Gel Extraction Kit
Reaktionsgefille, 1,5 ml
Rontgenfilme, Hyperfilm™
Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

2.1.7 Geriateverzeichnis

Bakterien-Brutschrank

Bakterien-Schiittler

CO»-Brutschrank
Folienschwei3gerat

Heizblock

Kiivetten (fiir DNA - Messung)
Magnetriihrer

Mikroskop

Nutator (Taumler)

Phosphor Imager

Whatman
Sarstedt
Bio-Rad
Sarstedt
Amersham
Quiagen
Qiagen
Sarstedt
Amersham
Greiner

Sarstedt

Heraeus

Innova 4330

New Brunswick Scientific

Heraeus

Severin FS3601
Liebisch, Typ 2099-DA
Perkin Elmer

Heidolph MR1000
Leitz

Clay Adams Brand
Model 421106

Fujix BAS-2000 III, Fuji

1 mM
1%
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Phosphor Imager Bildplatte BAS-MP 2040P, Fuji
Proteingelelektrophoresekammer Eigenbau des Instituts

Rontgenfilmentwicklungsmaschine  Agfa

Rundschiittler Heidolph, Unimax 2010
Semi-Dry Blot System Bio-Rad Trans-Blot S
Sonifizier-Geréit Bandelin, SONOPULS GM 70
Spannungsquelle Bio-Rad Power Pac 200
Spektralphotometer Hitachi U-2000

Sterilbank fiir Zellkultur Antair BSK

Vakuumpumpe KNF Neuberger 022 AN.18
Vortex Genie-2 Scientific Industries

Wasserbad GFL 1083

Zentrifugen Beckman L8-70 Ultrazentrifuge

mit Rotor SW 55 Ti
Beckman J-6B

Eppendorf Centrifuge 5417R
Hereaus Megafuge 1.0 R
Sorval RC 5B plus

2.2 Arbeitsmethoden

2.2.1 Kultivieren von Zellinien

Alle Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO; in Wasserdampf-
gesittigter Luft kultiviert. Die verschiedenen Zellinien wurden in den im Abschnitt
2.1.3 angegebenen Medien mit den entsprechenden Zusétzen kultiviert. Alle Losungen
und Medien, die direkt auf die kultivierten Zellen gegeben wurden, wurden autoklaviert,
sterilfiltriert oder steril bezogen. Vor Benutzung wurden die verwendeten Medien und
Puffer in einem Wasserbad auf 37°C vorgewidrmt. Alle Arbeiten wurden in einer
Sterilbank durchgefiihrt. Die verwendeten Seren wurden vor der Benutzung fiir 30 min

auf 56°C erhitzt, um das Komplementsystem zu inaktivieren.
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2.2.1.1 Passagierung

Adhirent wachsende Zellen wurden bei Konfluenz mit sterilem PBS gewaschen und mit
Trypsin je nach Zellinie 5 bis 15 min im Brutschrank inkubiert, bis sich die Zellen vom
Untergrund geldst hatten. Die Trypsinaktivitit wurde durch die sofortige Zugabe von 10
bis 15-fachen Volumen an DMEM gestoppt, wonach die Zellen vorsichtig resuspendiert
und im Verhéltnis 1:5 bis 1:10 in neue Schalen ausgesét wurden.

Die als Suspensionskulturen wachsenden Zellen wurden mindestens alle zwei Tage
durch Zugabe frischen Mediums versorgt. Hatten die Zellen Saturierungsdichte erreicht,
wurden sie im Verhéltnis 1:5 bis 1:10 in neue Zellkulturflaschen fiir

Suspensionskulturen gesplittet und mit neuem Medium versorgt.

2.2.1.2 Zellzahlbestimmung

Einige Mikroliter der Zellsuspension wurden in eine Neubauer-Zéhlkammer gegeben
und ausgezéhlt. Der Mittelwert der Zellzahl pro GroBquadrat x 10.000 entspricht der

Zellzahl/ml in der Suspension.

2.2.1.3 Langzeitlagerung

Adhirent wachsende Zellen wurden mit Trypsin abgelost und in DMEM aufgenommen.
Dann wurden sie ebenso wie in Suspensionskultur wachsende Zellen 10 min bei 200 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt. Die Zellen wurden in kaltem
Einfriermedium (FCS mit 5% DMSO) in Portionen von 1 ml in Einfrierr6hrchen
tiberfiihrt. Die Zellen wurden zunéchst bei -70 °C aufbewahrt und nach 12 bis 24 h sie
in fliissigen Stickstoff (-196 °C) iiberfiihrt.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese im 37°C - Wasserbad erwiarmt und in warmes
Kulturmedium  {iberfithrt. = Gegebenenfalls  erfolgte nach  Auftauen von
Suspensionskulturzellen bzw. nach Anwachsen von adhidrenten Zellen sofort ein

Medienwechsel, um das DMSO des Einfriermediums zu entfernen.

2.2.1.4 Herstellung von Zellysaten

Alle verwendeten Gerdte, Losungen und Gefdle wurden auf 4°C bzw. auf Eis
vorgekiihlt, um eine Degradation der Proteine durch Proteaseaktivitdten zu minimieren.
Adhidrent wachsende Zellen wurden vor dem Abernten dreimal mit eiskaltem PBS

gewaschen und die Kulturschale schrig auf Eis gestellt. Reste des PBS, die sich unten
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in der Schale sammelten wurden abpipettiert. Pro 15 cm - Schale wurden nun 300 pl
Lysepuffer der jeweiligen Stringenz (meist RIPA100- oder TX100-Puffer) mit den in
2.1.5.15 beschriebenen Protease- und Phosphataseinhibitoren auf der Platte verteilt. Die
Zellen wurden dann mit einem Plastikschaber von der Zellkulturschale geschabt und in
ein auf Eis vorgekiihltes Reaktionsgefal} pipettiert.

Die Suspension wurde fiir eine Stunde auf einem Nutator bei 4°C inkubiert und
anschlieBend fiir 30 min bei 15000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues,
gekiihltes GefdB tiberfiihrt, portioniert und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die
Lysate wurden dann bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert.

In Suspension wachsende Zellen wurden vor der Lyse bei 4°C, 200 g fiir 10 min
herunterzentrifugiert und anschlieBend in PBS gewaschen. Die gewaschenen Zellen
sind in Lysepuffer resuspendiert worden. Anschlieend wurde wie fiir adhdrente Zellen

beschrieben weiter verfahren.

2.2.2 Bakterienkulturen

Plasmid - transformierte Bakterien wurden auf LB-Platten mit Ampicillin (50 pg/ml)
iiber Nacht bei 37°C selektioniert. Fiir Ubernachtkulturen wurde eine Kolonie mit einer
sterilen Impfose in LB-Medium mit Ampicillin iiberfiihrt und bei 37°C in einem
Schiittler angezogen. Die Kultur wurden dann benutzt, um Glycerolstocks anzulegen,
oder fiir die Prédparation von Plasmid-DNA oder die Aufreinigung von GST-
Fusionsproteine weiter amplifiziert.

Als Mal fiir die Bakterienzahl in einer Bakterienkultur wurde die optische Dichte
(ODggo) in einem Photometer bei einer Wellenldnge von 600 nm gegen Bakterien-freies

LB-Medium als Leerwert bestimmt.

2.2.2.1 Anlegen von Glycerolstocks

Fiir die Lagerung wurden die Bakterien in glycerolhaltiges Medium {berfiihrt. Dafiir
wurden 500 pl einer Bakterienkultur mit einer ODgop von ungefdhr 0,8 in ein 1,5 ml
Reaktionsgefd3 vorgelegt, mit 500 pl 80%igem Glycerol versetzt und gut vermischt.
Das GefdaBB mit diesem Glycerolstock wurde bei -80°C eingefroren. Zum Animpfen
einer Ubernachtkultur wurde der Glycerolstock von auBen nur an der Oberfliche

soweit angetaut, da3 mit einer Impfose etwas der Kultur aufgenommen und in LB-



Material und Methoden 29

Medium iiberfiihrt werden konnte. Der Glycerolstock wurde dann sofort wieder bei

-80°C gelagert.

2.2.2.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Die Bakterien wurden in 100 ml LB-Medium bei 37°C in einem Bakterienschiittler
inkubiert, bis die Kultur eine OD¢oo von 0,2 erreicht hatte. Die Bakterien wurden dann
fiir 10 min auf Eis gekiihlt und anschlieend bei 4°C pelletiert. Das Pellet wurde in 10
ml eiskalter 0,1 M CaCl, - Losung vorsichtig resuspendiert und die Bakterien wurden
fiir 10 min bei 4°C und 1000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstindig
entfernt und das Pellet in 2 ml 0,1 M CaCl, - Losung aufgenommen. Die Bakterien
wurden dann 24 bis 48 Stunden auf Eis gelagert und anschlieBend sofort verwendet oder
eingefroren. Fiir das Einfrieren wurde die portionierte Bakteriensuspension mit 35 pl
DMSO pro Milliliter versetzt, vorsichtig gemischt und fiir 15 min auf Eis inkubiert.
Dieser Schritt wurde noch einmal wiederholt, und die kompetenten Bakterien wurden

darauthin in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.2.3 Transformation kompetenter Bakterien

Die kompetenten Bakterien des gewiinschten Bakterienstammes wurden auf Eis
aufgetaut und Pipettenspitzen sowie Reaktionsgefile vorgekiihlt. 30 pul der
Zellsuspension wurden mit 1 pl aufgereinigter Plasmid-DNA (pGEX-Vektoren mit
Ampicillin-Resistenzgen, Pharmacia) in einem 1,5 ml Reaktionsgefd3 vorsichtig
gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte ein Hitzeschock
bei 42°C fiir 45 bis 90 Sekunden, der zu einer Aufhahme der Plasmid-DNA durch die
Bakterien fiihren sollte. Danach wurden die Bakterien 2 min auf Eis gehalten und
anschlieend sofort mit 250 pl auf Raumtemperatur vorgewdrmtem SOC-Medium
versetzt. Die Bakterien wurden dann fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Selektion
der transformierten Bakterien erfolgte durch Ausplattieren von 100 pl der
Bakteriensuspension auf Ampicillin-haltigen SOB-Agarplatten.

Je eine Ubernachtkultur wurde mit Bakterien aus zehn der entstandenen Kolonien
angeimpft und die Expression des GST-Konstrukts in einem kleinen

Aufreinigungsansatz liberpriift.
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2.2.2.4 Aufzucht von Bakterien auf Agarplatten

Eine autoklavierte LB-Agarlosung wurde in einem Mikrowellengerdt erhitzt, bis der
Agar fliissig war. Die Losung wurde auf 45°C abgekiihlt, bevor 50 pg/ml Ampicillin
zugefiigt wurden. Der Agar wurde dann in Bakterienschalen gegossen, so daf} der
Boden der Schalen vollstindig bedeckt war (ca. 30 ml / Platte). Nach Erstarren des
Agars konnen die Agarplatten bei 4°C im Kiihlschrank kopfiiber gelagert werden.

Das Aufbringen der Bakterien auf die Platten erfolgte mit Hilfe einer sterilen Impfose
aus einer festen Bakterienkultur (Glycerolstock) oder durch Ausstreichen mit einem
Drygalski-Spatel aus einer fliissigen Kultur, um einzelne Kolonien auf der Platte zu
erhalten. Die Platten wurden kopfiiber in einem Brutschrank bei 37°C iiber Nacht
inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten gegebenenfalls mit Parafilm abgedichtet
und im Kiihlschrank gelagert, um die Bakterien an einem weiteren Wachstum zu

hindern.

2.2.2.5 Aufreinigung von Gluthation-S-Transferase-Fusionsproteinen aus

Escherichia coli

Fir die Aufreinigung der Gluthation-S-Transferase (GST)-Fusionsproteine wurden
Bakterien mit Plasmiden, die ein fir ein GST-Konstrukt kodierendes Gen besitzen
(pGEX-Vektoren), aus einem Glycerolstock in 20 ml LB-Medium mit 50 pg/ml
Ampicillin tberfiihrt und bei 37°C und 220 UpM in einem Schiittler iiber Nacht
inkubiert. Diese Ubernachtkultur wurde dann in einen Erlenmeyerkolben mit 600 ml
Ampicillin-haltigem LB-Medium iiberimpft. Die Bakterienkultur wurde bis zu einer
ODgopo von 0.8 bei 37°C und 220 UpM in einem Schiittler belassen. Die fiir die
Expression von GST - Proteinen verwendeten pGEX-Vektoren besitzen einen LacZ-
Promoter, der durch Lactose oder das Lactose-Analogon IPTG (Isopropyl B-D-
thiogalactopyranosid) induziert wird. Bei Erreichen der gewiinschten Dichte wurde mit
0,1 mM IPTG induziert, und die Bakterien wurden fiir weitere zwei Stunden bei 25°C
und 220 UpM belassen. AnschlieBend wurden die Bakterien durch Zentrifugation
pelletiert und fiir 20 min auf Eis gekiihlt. Alle nachfolgend verwendeten Puffer waren
eisgekiihlt und die Aufreinigung fand nach der Beschallung der Probe auf Eis im
Kiihlraum statt. Das Pellet wurde in mit Protease-Inhibitoren (siche 2.1.5.15) versetztem

Bakterien-Lysepuffer resuspendiert und dreimal eine Minute sonifiziert, um die
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Bakterien vollig aufzubrechen und die DNA durch den Ultraschall zu zerstéren. Da sich
die Suspension wihrend der Beschallung erhitzt, wurde sie zwischen den Sonifizier-
Schritten fiir einige Minuten auf Eis gehalten, um Degradation der Proteine zu
vermeiden. Zellfragmente wurden bei 15000 g und 4°C herunterzentrifugiert, und der
Uberstand mit den Idslichen GST-Fusionsproteinen iiber Nacht mit Glutathion-
Sepharose (1 ml Sepharose bindet ca. 10 mg GST-Protein) bei 4°C auf dem Nutator
inkubiert. Die Suspension mit den an der Sepharose immobilisierten Fusionsproteinen
wurde dann auf eine Poly-Prep-Sdule (Bio-Rad) pipettiert. Nach Durchlaufen der
Suspension wurde die Sepharose mit 20 ml Bakterien-Lysepuffer, anschlieBend mit 40
ml GTB-Waschpuffer gewaschen, um ungebundene Bakterienproteine zu entfernen. Die
GST-Fusionsproteine wurden in zwei Schritten mit Elutionspuffer (insgesamt ca. 1,5 ml
Puffer pro Milliliter Sepharose) von der Glutathion-Sepharose eluiert und in drei
Schritten gegen je einen Liter 10 mM Tris-HCI pH 7,5 dialysiert. Die Konzentration der
so gereinigten Fusionsproteine wurde nach Bradford (2.2.3.1) bestimmt und die

Integritdt der Proteine durch eine 12% SDS-PAGE und Coomassie-Féarbung verifiziert.

2.2.3 Proteintechniken

2.2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die spektrophotometrische Bestimmung der Konzentration von GST-Fusionsproteinen
und des Gesamtproteingehalts von Zellysaten wurde nach der Methode von Bradford
durchgefiihrt (215). Die Methode beruht auf einer Verschiebung der Absorption von
465 nm nach 595 nm durch die Bindung von Brilliant Blau G an Proteine in saurer
Losung.

10 ul des Zellysats oder der Losung aufgereinigter Fusionsproteine wurden mit Wasser
1:10 verdiinnt. Von dieser Verdiinnung wurden 10 pl abgenommen und auf 50 pl
aufgefiillt. AnschlieBend wurden 950 pl des Bradford-Reagenz zugegeben, die Losung
gut gemischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption wurde bei 595
nm gegen einen Leerwert mit 50 pul Wasser und 950 ul Bradford-Reagenz gemessen.
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte iiber eine Standard-Eichreihe mit
Rinderserumalbumin (BSA) im Konzentrationsbereich von 2 bis 12 pg/ml. Lag der
gemessene Wert auBBerhalb der Eichreihe, wurde die Verdiinnung der Probe angepaf3t

und die Messung wiederholt.
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2.2.3.2 Immunprizipitation

Zur Immunprézipitation zelluldrer Proteine wurden in einem 0,5 ml Ansatzvolumen 0,5
bis 5 pg des spezifischen Antikorpers mit 20 ul Sepharose und 0,5 bis 5 mg des
Zellysats in Immunprazipitationspuffer eingesetzt. Fiir monoklonale Antikorper (i.d.R.
murinen Ursprungs) wurde Protein-G Sepharose, fiir polyklonale Antikorper (i.d.R.
Kaninchenserum) Protein-A Sepharose eingesetzt. Die Stringenz der Lyse- und
Waschbedingungen wurde so gewéhlt, dal die zu prézipitierenden Komplexe bei
gleichzeitig geringem Hintergrund erhalten blieben (RIPA100 > MLB > TX100 > IP-
Puffer). Gegebenenfalls wurden durch Vorkldrung der Zellysate mit Protein-G
Sepharose bzw. Protein-A Sepharose fiir eine Stunde die unspezifischen Signale durch
Bindung an Sepharose oder das Reaktionsgefdll reduziert. Die Immunprizipitation
erfolgte fir mindestens 2 h bei 4 °C auf dem Nutator. AnschlieBend wurden die
Préazipitate dreimal mit Detergenz-haltigem Waschpuffer gewaschen und zur
Kinasierung von Peptiden und Proteinen verwandt oder fiir eine Western-Blot-Analyse

direkt mit Lammli-Ladepuffer versetzt und durch SDS-PAGE aufgetrennt.

2.2.3.3 Immunkomplex-Kinase Assay

Da Kinasen die y-Phosphatgruppen von ATP auf ein Substrat {ibertragen, ist es mdglich,
ihre Aktivitit 'in vitro' durch Zugabe von **P-y-ATP mit einem geeigneten Substrat zu
messen. Dazu wurden die Kinasen wie oben beschrieben immunprizipitiert, gewaschen
und mit 1 pCi 32P-y-ATP (3000 Ci/mmol), 500 nM unmarkiertem ATP und 10 pg
Substratpeptid in 30 pl Kinase-Puffer in einem Heizblock bei 30 °C fiir 20 min
inkubiert. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von Lammli-Ladepuffer gestoppt
und die Proben 2 min aufgekocht. Zum Auftrennen der Peptide und zum Trennen der
Peptide vom unverbrauchten radioaktivem ATP wurde ein spezielles Polyacrylamidgel
fir Peptide eingesetzt (siche 2.1.5.14). Zur Orientierung wurde ein
Molekulargewichtsstandard fiir niedriggewichtige Molekiile mit aufgetragen. Diese
Peptidgele konnen nicht mit Coomassie-Blau Losung gefarbt werden. Die
phosphorylierten Peptide wurden mit Hilfe des Phosphoimagersystems sichtbar
gemacht. Dazu wurden die Gele fir 20 min auf zuvor geldschte

Phosphoimagerbildplatten gelegt, welche dann mit einem Lesegerit gelesen wurden.



Material und Methoden 33

AnschlieBend erfolgte eine digitale Quantifizierung der Aktivitit in den einzelnen

Proben mit Hilfe des ,,TINA*“-Programmes der Firma ,Raytest‘ (Version 2.08d).

2.2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Vertikale Polyacrylamid-Gele wurden zwischen zwei Glasplatten mit einem
Zwischenraum von 1,5 mm polymerisiert. In den Zwischenraum wurde zunéchst das
Trenngel (sieche 2.1.5.14) gegossen, dessen Acrylamidgehalt sich nach dem
Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine richtet. Durch eine Schicht Butanol auf
der Trenngellosung wéhrend der Polymerisation wurde ein glatte Oberfldche erreicht.
Nach frithestens 30 min wurde das Butanol mit Wasser abgewaschen und das
Sammelgel (siehe 2.1.5.14) eingegossen. Wihrend der Polymerisation formte ein
Kamm Taschen im Sammelgel fiir die spétere Probenaufnahme. Das fertige Gel wurde
in eine Gelkammer montiert, deren oberes und unteres Reservoir mit Laufpuffer (siche
2.1.5.18) gefiillt wurde. Die Proben wurden in Limmli-Ladepuffer fiir 5 min aufgekocht
und nach Abkiihlung in die Taschen pipettiert. Fiir die ungefdhre Bestimmung der
Groflen der Proteine wurde ein Molekulargewichtsstandard auf jedem Gel mitlaufen
gelassen, der farbmarkierte Proteine mit definiertem Molekulargewicht enthélt ("Low-
Range’ (2,5 bis 45 kDa, LMW) und "High-Range” (14,3 bis 220 kDa, HMW) "'Rainbow
Molecular Weight Markers’). Nun wurde eine Spannung angelegt (z.B. 50 V), so dal3
die SDS-beladenen Proteine in Richtung des positiven Pols durch das Gel liefen, bis die
Lauffront bzw. die farbkodierten ProteingroBenmarker die gewliinschte Position erreicht
hatten. Das Polyacrylamidgel wurde aus der Elektrophoresekammer entfernt und die
obere Glasplatte vorsichtig abgehoben. Das Sammelgel sowie iiberfliissige Gelteile

wurden abgetrennt.

2.2.3.5 Farben von Gelen

Das Gel wurde in Coomassie-Blau Gel-Firbelosung fiir mindestens zwei Stunden auf
einem Rundschiittler gefarbt und dann in Entfarbelosung {berfiihrt. Unter
gelegentlichem Austauschen der Entfarbelosung wurde auf dem Schiittler entfarbt, bis
der Hintergrund wieder klar war. Danach wurde das Gel fotografiert oder auf einem

Geltrockner getrocknet.
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2.2.3.6 Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf eine Membran

Der Transfer erfolgte mit einem ,Semi-Dry-Blot® System der Firma Bio-Rad. Eine
PVDF-Membran der GroBe des Gels wurde mit Methanol benetzbar gemacht und
anschlieBend ebenso wie zwei Stapel mit je sechs Lagen Filterpapier der selben Grofle
in SDBB (siehe 2.1.5.19) dquilibriert. Fiir den elektrophoretischen Transfer der Proteine
aus dem Gel auf die Membran wurde der Blot von unten nach oben in folgender
Reihenfolge luftblasenfrei aufgebaut:

Anode | 6 Lagen Filterpapier | Membran | Gel | 6 Lagen Filterpapier | Kathode

Der Transfer erfolgte bei 15-23 Volt fiir eine Stunde, bei einer Stromstirke von weniger

als 3 mA/cm?.

2.2.3.7 Detektion von Proteinen durch Antikorper (Western-Blot)

Zum Nachweis bestimmter Proteine wurde die Membran nach dem Transfer der
Proteine zundchst in Blockpuffer mit Milchproteinen (5% fettfreies Milchpulver (w/v)
in TBS-T) fiir mindestens eine Stunde inkubiert, um freie Proteinbindungsstellen auf
der Membran abzusittigen. Bei geplanter Detektion mit anti-Phosphotyrosin- oder anti-
Phosphoserin-Antikdrpern wurde TBS-T mit 1% Immunglobulin-freiem BSA als
Blockpuffer verwendet, da Milchpulver viele Phosphoproteine enthilt. Der Blot wurde
dann fiir 1 bis 12 Stunden mit dem spezifischen Antikdrper je nach zu detektierendem
Protein in Konzentrationen von 1:100 bis 1:1000 in Blockpuffer inkubiert.
Anschliefend wurde die Membran dreimal mit TBS-T fiir je 10 min gewaschen und in
TBS-T mit dem sekundidren Antikorper in der Konzentration 1:10000 fiir 45 min
inkubiert. Danach wurde die Membran wieder dreimal je 10 min mit Waschpuffer und
mit Filterpapier abgetupft. Die Membran wurde dann fiir eine Minute in einem 1:1
Gemisch der beiden ECL-Losungen inkubiert und anschlieBend mit Filterpapier
griindlich getrocknet. In der Dunkelkammer wurde ein Film aufgelegt, um die
Lumineszenz und dadurch indirekt das Protein zu detektieren. Das Nachweissystem
(,Enhanced Chemiluminescence® (ECL)) basiert auf Oxidation von in der ECL-Ldsung
enthaltenem Luminol. Diese Oxdation wird durch Peroxidase katalysiert, die an den
sekunddren Antikorper gekoppelt ist. Dabei wird Lichtenergie freigesetzt, die eine

lokale Schwirzung des Filmes hervorruft.
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2.2.3.8 Affinititsprizipitation der aktivierten GTPase Ras

Die Bestimmung des Aktivititszustandes der GTPase Ras erfolgte durch einen
nichtradioaktiven Prézipitationsassay mit Hilfe eines aktivierungsspezifischen GST-
Fusionsproteins (216). Aktives Ras liegt in einem Komplex mit GTP vor. Dieser

Komplex bindet spezifisch an die ,Ras-Binding-Domain® (RBD) der c-Raf-1-Kinase,

die inaktives, d.h. mit GDP komplexiertes Ras mit einer sehr viel geringeren Affinitét
oRd1: ¢om1  om2 CR3

bindet (Abbildung 6).
L/ °
~ ~ ~ ~
S T W
N ~

[l Ras Binding Domaine(RBD)
(aa1-149)

Substrate Binding Region

[M Conserved Regions(CR)

GSH -beads

Abbildung 6: Ras GTP-Beladungssassay. Die Ras-Bindedomédne innerhalb der
Aminoséduren 1 bis 149 der c-Rafl-Kinase (RBD, Aminoséuren 1 bis149) bindet GTP-
beladenes Ras, wohingegen GDP-beladenes Ras nicht gebunden wird. RBD wird als
Fusionsprotein mit Gluthation-S-Transferase (GST) exprimiert, welches das

Fusionsprotein an Gluthation-Sepahrose (GSH-beads) binden kann. Weitere Domdnen
des c-Raf-1-Proteins sind farbkodiert.

O Zinc-Finger
[C] ATP Binding Region

Die zu untersuchenden Zellen wurden in MLB lysiert. Dieser Lysepuffer enthélt
Magnesiumionen, die als Kofaktor den Komplex von GTP und Ras-Protein
stabilisieren. Natriumfluorid darf dem MLB-Puffer nicht zugesetzt werden, da es mit
den Magnesiumionen unlosliches Magnesiumfluorid bildet und ausfillt. Nach
Extraktion flir 15 min bei 4 °C auf dem Nutator und nachfolgender Zentrifugation
(14000 UpM, 4 °C, 20 min) wurde der Uberstand abgenommen und der Proteingehalt
nach Bradford (siche 2.2.3.1) bestimmt. Die Lysate wurden am gleichen Tag
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weiterverarbeitet. War dies nicht moglich, wurden die Rohlysate mit dem relativ
instabilem GTP-GTPase-Komplex in fliissigem Stickstoff eingefroren und fiir wenige
Tage bei -80 °C gelagert.

Das GST-c-Raf-1 RBD (1-149) (216) Fusionsprotein wurde in Bakterien wie unter
2.2.2.5 beschrieben exprimiert. Die Bakterien wurden in TPE mit 1 mM DTT und 10%
Glycerol lysiert, der 10000 g Uberstand wurde aliquotiert und nach Schockgefrieren bei
-80 °C gelagert. Der Gehalt an Fusionsprotein wurde anhand eines Aliquots durch
Affinititsaufreinigung, Proteinbestimmung, SDS-PAGE und Gelfarbung bestimmt. 20-
30 ug GST-c-Raf-1 RBD wurden am Tag des Assays frisch aus bakteriellem Rohlysat
an 20 pl Glutathion-Sepharose immobilisiert (2-5 Stunden, 4 °C, Nutator). Nach
dreimaligem Waschen mit MLB wurden ca. 500 pg des Zellysats dazugegeben und ggf.
mit MLB auf ein einheitliches Volumen aufgefiillt. Die Affinitétsprizipitation erfolgte
fiir eine Stunde bei 4 °C auf dem Nutator. AnschlieBend wurde dreimal mit MLB
gewaschen und die prézipitierten Proteine durch 12% SDS-PAGE (Trennstrecke ca. 6

cm) aufgetrennt.

2.2.4 DNA Methoden

2.2.4.1 Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

200 ml LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin wurden aus dem Glycerolstock oder von
einer Agarplatte mit Bakterien, die das gewiinschte Plasmid tragen, angeimpft und iiber
Nacht im Schiittler bei 37°C und 220 UpM wachsen gelassen. Fiir die Isolation der
Plasmid-DNA mit Hilfe eines QTAGEN®™ Plasmid Maxi Kits wurden die Bakterien
zuniichst bei 3000g abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet
wurde in 10 ml kaltem Resuspensionspuffer (Puffer P1, sieche Herstellerangaben), der
RNAase enthilt und fiir den Verdau der Bakterien-RNA sorgt, aufgenommen. Die
Suspension wurde mit 10 ml Lysepuffer (Puffer P2) fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert und dabei mehrfach vorsichtig gemischt. AnschlieBend wurde kalter
Neutralisationspuffer (Puffer P3) zupipettiert.. Bei diesen Schritten werden sowohl
bakterielle Proteine sowie chromosomale DNA prézipitiert. Nach 15 min wurde die
Probe dann bei 20000 g und 4°C zweimal abzentrifugiert und der Uberstand auf eine

equilibrierte QTAGEN®-Anionenaustauscher-Siule aufgetragen. Die Siule wurde nach
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dem QIAGEN®-Protokoll gewaschen, um RNA-Fragmente, Proteine und andere
Verunreinigungen zu entfernen, und die Plasmid-DNA wurde anschlieend eluiert.

Aus dem Eluat wurde die DNA mit 10,5 ml Isopropanol auf Eis fiir 30 min gefillt. Die
gefillte Plasmid-DNA wurde bei 15000 g fiir 30 min abzentrifugiert, zweimal mit
70%igem Ethanol gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Das Pellet wurde

dann vorsichtig in 500 pl TE - Puffer resuspendiert und bei -80°C eingefroren.

2.2.4.2 Alkali-Mini-Priparation

Die Methode zur Isolierung von Plasmiden aus Bakterien im kleinen Mal}stab basiert
auf dem QIAGEN® Plasmid Prep Kit und eignet sich gut zur Priifung mehrerer
Kolonien nach einer Transformation.

1,5 ml einer Uber-Nacht-Bakterienkultur wurden bei 15.000 g fiir eine Minute
abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 100 pl des Pl-Puffers des Kits
(Resuspensionspuffer mit RNAase) resuspendiert und mit 200 pl des P2-Puffers
(Lysepuffer des Kits) 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl
P3-Puffers (Neutralisationspuffer des Kits) und fiinf-miniitigem Abkiihlen auf Eis
wurde fiir 4 min bei Raumtemperatur mit 15.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit 900ul -20°C kaltem Ethanol 10 min bei -70°C inkubiert und erneut fiir 8 min bei
4°C mit 15.000 zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen, 300 ul Ethanol 70%
-20°C wurden der Probe hinzugefiigt, und bei 4°C 2 min mit 15.000 g zentrifugiert. Das
Ethanol wurde sorgfaltig abpipettiert und das Pellet bei 37°C getrocknet. Das nun weil3

bis farblos erscheinende Pellet wurde in 30 ul TE - Puffer aufgenommen.

2.2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA

Die Konzentration wurde nach entsprechender Verdiinnung (i.d.R. 1:100) der Probe
durch Bestimmung der Absorption der Losung bei 260 nm (ODsg) ermittelt. Eine
weitere Messung wurde bei 280 nm (OD,g¢) vorgenommen. Der Quotient OD,g / OD2so
erlaubt eine Aussage tiber den Reinheitsgrad der DNA. Bei einem Quotienten von 1,8
gilt die DNA als rein. Liegt der Wert {iber 1,8 liegen Verunreinigungen durch RNA, bei
Werten unter 1,8 Verunreinigungen durch Proteine vor. Die DNA-Konzentration (K)

berechnet sich nach: K (ng/ml) = OD5 * 50 * Verdlinnungsfaktor.
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2.2.4.4 Restriktionsanalyse und priparativer Verdau von DNA

Zu analytischen oder priparativen Zwecken kann ein Plasmid durch die Spaltung mit
Restriktionsendonukleasen charakterisiert bzw. verédndert werden.

Fiir die enzymatischen Spaltungen mit Restriktionsendonukleasen wurden die von den
Herstellern der einzelnen Enzyme angegebenen Reaktionsbedingungen einschlie8lich
der speziellen Restriktionspuffer angewendet. Fiir einen analytischen Verdau wurden
0,2-1,0 pg DNA (Plasmid-DNA oder DNA-Fragment) in einem 10-20 pl Ansatz
gespalten. Das Ansatzvolumen eines préparativen Verdaues ist von der Konzentration
der zu spaltenden DNA abhingig. Zur Spaltung der Plasmid-DNA wurden fiir 1 pg
Plasmid die 1 bis 4-fache Menge an Enzymeinheiten ('Units') eingesetzt. Die Zugabe
des Enzyms sollte 10% des gesamten Volumens nicht iiberschreiten, da das in dem
Aufbewahrungspuffer des Enzyms enthaltene Glycerol die Enzymaktivitit inhibiert
oder eine unspezifische Aktivitit (die sogenannte Sternaktivitdt) verursachen kann. Der
Reaktionsansatz wurde 1 bis 4 Stunden bei der angegebenen Temperatur inkubiert.
Nach dem Abstoppen der Reaktion mit 6-fach Stoppuffer wurde das Spaltergebnis
durch Auftragen der Probe auf ein Agarosegel und anschlieBende Elektrophorese
kontrolliert.

Bei gleichzeitiger Spaltungen durch mehrere Enzyme war zu beachten, dafl die Enzyme
im gleichen Puffer unter einheitlichen Bedingungen aktiv sein miissen und da3 der
Abstand zwischen den verschiedenen Spaltstellen eine gleichzeitige Spaltung zuléft.
Waren die bendtigten Salzkonzentrationen in den Puffern fiir die verschiedene Enzyme
unterschiedlich, so wurde zuerst im Niedrigsalzpuffer gespalten. AnschlieBend wurde

die Salzkonzentration erhéht und die nachste Spaltung durchgefiihrt

2.2.4.5 Agarosegelelektrophorese

50 ml TAE-Laufpuffer mit 0,8% Agarose wurden in einem Mikrowellenherd gekocht,
mit 2 pl Ethidiumbromid gemischt und in eine Gelkammer gegossen. Um die
Geltaschen zu formen, wurde ein Kamm eingesetzt. Nach dem Erstarren wurde das Gel
in eine mit Laufpuffer gefiillte Elektrophoresekammer gestellt. Die Proben wurden vor
dem Auftragen mit '/s Vol. des 6-fach Stoppuffers versetzt und aufgetragen. Fiir die
Erkennung der GroBe eines Fragmentes wurde ein GroBenstandard parallel mit

aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 100 V und 30 bis 60 mA durchgefiihrt. Je
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nach Grofe der Fragmente wurden die DNA-Banden nach 1 bis 3-stiindiger
Elektrophorese im UV-Licht betrachtet und fotografiert. Fiir die préparative Gewinnung
der DNA-Fragmente wurden die Banden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit

dem QIAquick® Gel Extraction Kit entsprechend der Gebrauchsanweisung aufgereinigt

2.2.4.6 Auffiillen 5'-iiberstehender Enden

Durch Spaltungen mit Restriktionsenzymen entstehen oft iiberstehende Enden, die nicht
miteinander kompatibel sind. Die Ligation kann dann nur erfolgen, wenn diese zu
glatten Enden modifiziert worden sind.

Das aus der Polymerase I durch Subtilisin-Behandlung gewonnene Klenow-
Enzymfragment besitzt 3'>5'-Exonuklease- und 5'3'-Polymerase-Aktivitit (5'>3'-
Exonukleaseaktivitit fehlt) und fiillt mit dNTP's die komplementiren Basen des 5'-
iiberstehenden DNA-Stranges auf.

Der Ansatz von 30 pl enthielt 25 pul DNA (ca. 1-2 pg), alle dNTP's in einer
Endkonzentration von 100 uM, 3 ul des 10 x Klenow-Puffer und 1 pl des Klenow-
Enzyms (5 Units/pl). Die Reaktion erfolgte iiber 15 min bei Raumtemperatur und wurde

durch eine 5-miniitige Inaktivierung des Enzyms bei 75°C beendet.

2.2.4.7 Ligase-Reaktion

Bei der Ligation verkniipft die T4-DNA-Ligase DNA-Fragmente mit kompatiblen,
iiberstehenden oder auch glatten Enden. Dabei kommt es zu einer Phosphodi-
esterbindung zwischen den 3'-OH- und den 5'-P-Enden der DNA.

Fiir die Ligation glatter Enden wurden in einem 20 pl Ansatz 14 pl des DNA-Fragments
(0,3 bis 0,4 pg), 2 ul des 10 x Ligase-Puffer und 1 pl (10 Weiss-Units) T4-DNA-Ligase
eingesetzt. Inkubiert wurde {iber Nacht bei 16°C.
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3 Ergebnisse

Das Ziel der hier beschriecbenen Untersuchungen war es, Ahnlichkeiten und
Unterschiede zwischen normalen und leukdmischen Abl-Kinasen in Bezug auf ihre
katalytischen Eigenschaften und die von ihnen intrazelluldr aktivierten Signalwege zu

finden.

3.1 Veriinderte katalytische Spezifitit der leukimischen Abl-Kinasen

Erst die in den vergangenen Jahren erfolgte Identifizierung von Substratproteinen der
Abl-Kinasen (siche 1.4.4 und 1.7.4) machte eine detaillierte Analyse der katalytischen
Aktivititen der verschiedenen Kinasen moglich. Synthetische Peptide, die den
Phosphorylierungsepitopen dieser Substratproteine entsprechen, sollten als Substrate in
vergleichenden Kinaseassays mit verschiedenen Abl-Kinasen dienen. Die normalen und
leukdmischen Abl-Kinasen sollten mit moglichst spezifischen Antikorpern bzw.
Antiseren aus entsprechenden Zellysaten immunprézipitiert werden. Dann sollte die
Inkorporation von radioaktivem ATP in diese Peptide durch die verschiedenen Kinasen
nach einer Gelelektrophorese mit Hilfe des Phosphoimagersystems quantifiziert und

verglichen werden.

3.1.1 Expression der Kinasen

Die verschiedenen Abl-Kinase-exprimierenden Zellinien (Tabelle 4) wurden unter den
beschriebenen Bedingungen (siehe 2.2.1) kultiviert. Um sicherzustellen, daf} sich die
Zellen bei Emnte in der exponentiellen Wachstumsphase befinden, wurde darauf
geachtet, dal die adhdrenten Zellen nicht konfluemt wurden und die
Suspensionskulturzellen nicht ihre Satturierungsdichte erreichten. RIPA-Lysate wurden
wie unter 6.1.4 beschrieben hergestellt und ihre Proteinkonzentration spektrometrisch
nach Bradford bestimmt. Nach Auftrennung mittels einer 6% SDS-PAGE
(Polyacrylamid Gelelektrophorese), konnten die verschiedenen Abl-Kinasen durch
einen Western-Blot mit einem monoklonalen Antikdrper gegen das Abl-Protein (8E9)
dargestellt werden (Abbildung 7). Der anti-Abl Antikorper 8E9 ist gegen ein Epitop in
der Tyrosinkinasedomine gerichtet und reagiert mit allen Abl-Proteinen einschlielich

der Ber-Abl und Tel-Abl-Fusionsproteine.
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Abbildung 7: Anti-Abl Western-Blot von RIPA-Lysaten verschiedener Zellinien.
RIPA-Lysate wurden durch eine 6% SDS-PAGE aufgetrennt und Abl-Proteine mittels
eines Western-Blot mit dem anti-Abl Antikorper 8E9 dargestellt.

In allen getesteten Zellinien wurde c-Abl nachgewiesen. Das Fusionsprotein Tel-Abl
ergab zusdtzliche Signale in den Gelbahnen mit den Zellysaten der Tel-Abl
exprimierenden Rat2-Tel-Abl und BaF3-Tel-Abl Zellen. Sowohl die leukdmischen
K562 Zellen als auch die stabil transfizierten NIH-3T3 Bcer-Abl Fibroblasten
exprimierten das 210 kDa Bcer-Abl-Fusionsprotein, das jedoch in der fibroblastischen
Zellumgebung scheinbar proteolytisch verkiirzt ist (p210(t) steht fir 'truncated' =
verkiirzt). In den leukdmischen SD-1 Zellen und den retroviral infizierten v-Abl
exprimierenden AB160 Fibroblasten wurden entsprechend die kiirzeren Fusionsproteine

p190Bcr-Abl bzw. das virale p160 Gag-Abl detektiert.

3.1.2 Auswahl der Antikorper fiir die Immunprazipitation

Um die Selektivitét verschiedener Antikdrper fiir Abl, Arg, Ber, Gag (als Teil des v-Abl
Onkogens) und das Myc-Tag des Tel-Abl - Konstrukts auszutesten, wurden
Kinaseassays durchgefiihrt (Abbildung 8). Als Substrat wurde das Abl 'substrate library
consensus peptide' (Substratpeptid (SP) 1, siehe 3.1.3) verwendet. RIPA-Lysate der
verschiedenen Zellinien wurden durch die angegebenen immobilisierten Antikorper
prézipitiert. Die Kinasereaktion wurde wie unter 2.2.3.3 beschrieben mit 10pg SP1 als
Substrat durchgefiihrt. Die Proben wurden in einem Peptidgel aufgetrennt und mittels

des Phosphoimager-Systems ausgewertet.
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8E9 a-Abl  Ab3, a-Abl o-Arg Ab2, o-Bcr

Abbildung 8: Spezifitit verschiedener Antikorper im Kinaseassay. Mit den
angegebenen immobilisierten Antikorpern wurden aus Lysaten der aufgefiihrten
Zellinien die verschiedenen Abl-Kinasen prazipitiert (anti-Gag fiir v-Abl und 9E10 fiir
Myc-markiertes Tel-Abl). Das Ausmal} der Phosphorylierung des Substratpeptides SP1
mit 32P-y-ATP wurde mittels des Phosphoimager-Systems quantifiziert.

Die Tatsache, daB3 der anti-Abl Antikorper 8E9, der ein Epitop in der Kinasedoméne
erkennt, relativ groBe Mengen aktiver Tyrosinkinasen aus Lysaten der Abl defizienten
(AKO) Zellen prézipitiert, zeigt, da dieser Antikorper nicht fiir c-Abl spezifisch ist,
sondern dal mit dem 8E9 Antikorper wahrscheinlich die Arg-Kinase ebenfalls
préazipitiert wurde. Ein anderer gegen das Abl-Protein gerichteter Antikorper AB-3
prazipitierte nur minimale Kinaseaktivitit aus den AKO Zellen und war daher fiir die
folgenden Versuche, die die Substratspezifitit untersuchen sollten, besser geeignet. Der
anti-Ber Antikorper AB-2, mit Hilfe dessen das Fusionsprotein Ber-Abl prézipitiert

wurde, erkennt auch endogene Ber-Serinkinaseaktivitit. Diese beeintrachtigt jedoch die

geplanten Kinaseassays nicht, da die benutzten Substratpeptide, bis auf SP3 (siche



Ergebnisse 43

3.1.3), weder Serin noch Threonin enthalten. Der anti-Gag Antikérper band
verhéltnismiBig viel unspezifische Kinaseaktivitit. Der anti-Myc 9E10 Antikorper
gegen das Myc-Tag der Tel-Abl Form zeigte eine ausreichend spezifische Préizipitation
von Kinaseaktivitit, was sich auch fiir das spéter erhaltene polyklonale anti-Tel Serum
als zutreffend herausstellte (ohne Abbildung). Polyklonale Seren gegen Abl und Ber
wurden ebenfalls getestet, brachten aber fiir die Kinaseassays, im Vergleich zu den
monoklonalen Antikérpern, keine Vorteile (ohne Abbildung).

Fir die im Folgenden unter 3.1.4 geschilderten detaillierte Untersuchung der

Substratspezifitit wurden vier Zellinien und jeweils ein geeigneter Antikorper

ausgewahlt (Tabelle 5).

Kinase Zellinie Antikorper
c-Abl NIH-3T3 Anti-Abl (AB-3)
Arg AKO anti-Arg Serum
p210Bcr-Abl | NIH-3T3 p210Bcr-Abl | anti-Ber (AB-2)
Tel-Abl Ba/F3 Tel-Abl anti-Myc (9E10)

Tabelle 5: Ausgewiihlte Zellinien und Antikorper zur Immunprizipitation der vier
zu untersuchenden Kinasen.

3.1.3 Auswahl der Peptide

SP1  Abl substr. libr. cons. wt A-A-V-I-Y-A-A-P-F-A-K-K-K
SP2  ¢-Crk 210-231 P-Q-P-L-G-P-P-E-P-G-P-Y-A-Q-P-S-V-N-T-P-L-P-A-K-K-K
SP3  ¢-Crk 217-225 E-P-G-P-Y-A-Q-P-S-A-K-K-K
SP4  ¢-Crk 217-225 (S>A) mut. E-P-G-P-Y-A-Q-P-A-A-K-K-K
SP5 CRKL 203-211 P-A-H-A-Y-A-Q-P-Q-A-K-K-K
SP6 P130Cas cons.1 A-Q-D-V-Y-D-V-P-P-A-K-K-K
SP7 RNA Pol.II-CTD consensus T-S-P-S-Y-S-P-T-S-A-K-K-K
SP8  Abl substr. libr. cons. (P>A) mut. A-A-V-I-Y-A-A-A-F-A-K-K-K
SP9  Abl substr. libr. cons. (P>H) mut. A-A-V-I-Y-A-A-H-F-A-K-K-K
SP10 v-Src substr. libr. cons. wt E-E-E-I-Y-G-E-F-D-A-K-K-K
SP11 v-Src substr. libr. cons. (F>P) mut. E-E-E-I-Y-G-E-P-D-A-K-K-K
SP12 Bcr 173-182 E-K-P-F-Y-V-N-V-E-F-K-K-K
SP13 Abl substr. libr. cons. (Y>F) mut. A-A-V-I-F-A-A-P-F-A-K-K-K

Tabelle 6: Synthetische Substratpeptide zur Analyse der Substratspezifitit der
Abl-Kinasen. Abkiirzungen siche Text.

Die synthetischen Peptide, die als Substrate in den Kinaseassays fiir die folgenden

Untersuchungen der Substratspezifitit der Abl-Kinasen verwendet wurden, sind in



44 Ergebnisse

Tabelle 6 als Substratpeptid 1 bis 13 (SP1 bis SP13) mit den entsprechenden Sequenzen
aufgelistet. An alle Substratpeptide wurden C-terminal drei Lysine synthetisiert, um das
Laufverhalten in SDS-Gelen zu verbessern. Dariiber hinaus ermdglichen die drei Lysine
eine, in diesen Experimenten nicht genutzte, Bindung der Peptide an negativ geladene
Membranen (z.B. Phosphozellulose).

SP1 entspricht dem Substratpeptid mit dem Konsensusmotiv, das von Songyang et al.
(217) als optimiertes Peptidsubstrat fiir die c-Abl-Kinase beschrieben wurde. SP2 und
SP3 entsprechen der Region im c-CrkII-Protein um Tyrosin 221, das durch c-Abl
phosphoryliert wird (siehe 1.4.4). SP2, das mehr Aminosduren des c-CrkII-Proteins
enthélt als SP3, sollte Hinweise ergeben, in welchem Ausmal} die dem Tyrosin weiter
vorangehenden und nachfolgenden Aminoséuren EinfluB auf die Substraterkennung
haben. Als Kontrolle wurde in SP4 die Aminosdure Serin durch ein Alanin ersetzt, um
die Serin-Hydroxylgruppe zu entfernen, die als Phosphatakzeptor fiir eventuell
koprazipitierende Serinkinasen dienen konnte. SP5 und SP6 sind von den Abl-
Phosphorylierungsstellen des CRKL- (168) bzw. p130Cas-Proteins (64) abgeleitet und
enthalten in Position +3 nach dem Tyrosin das fiir Abl-Substratproteine typische Prolin
(217). SP7 entspricht dem Konsensusmotif der repetitiven Sequenz der C-terminalen
Domaéne (CTD) der eukaryotischen RNA-Polymerase Typ II (218). SP8 und SP9 sind
Mutanten von SP1. Bei ithnen wurde die Aminosdure Prolin in Position +3 nach dem
Tyrosin durch Alanin bzw. Histidin ausgetauscht. Sie wurden in der Absicht, die
Bedeutung des Prolins in dieser Position fiir die Affinitdt zu den Abl-Kinasedoménen
genauer zu klédren, in diese Untersuchung eingeschlossen. Die Aminosduresequenz von
SP10 wurde von Songyang et al. analog der Sequenz von SP1 mittels eines 'Peptide
library screen' als bestes Bindungsmotif fiir die v-Src-Kinase beschrieben (217). Zur
Untersuchung der Rolle eines Prolins der Position +3 wurde in SP11 das Phenylalanin
n SPI0 zu  Prolin  mutiert. SP12  reprdsentiert  das  bekannte
(Auto-)Phosphorylierungsepitop um Tyrosin 177 des Ber-Proteins und des Ber-Abl-
Fusionsproteins. SP13 ist eine Mutation des SP1, enthilt ein Phenylalanin anstelle des
Tyrosins und war ein Versuch, ein inhibitorisches Pseudosubstrat zu generieren (siche

3.2).
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3.1.4 Katalvtische Spezifitit

Mit Immunprézipitaten der vier verschiedenen Kinasen wurden Kinaseassays wie unter
3.1.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Peptide SP1 bis SP12 wurden als Substrate getestet
und die absolute Menge inkorporierter Radioaktividt wurde fiir jedes Peptid
quantifiziert. Die Phosphorylierung der Peptide durch eine einzelne Kinase wurde in
Relation zu der Phosphorylierung des Substratpeptids SP1 durch diese Kinase gesetzt.
Somit ergab die relative Phosphorylierung von SP1 fiir alle Kinasen einen Wert von 1

(Abbildung 9).

1.1 4

relative Phosphorylierung

c-Abl Arg Bcr-Abl Tel-Abl

1l Abl-Substr.libr.cons.wt 7 O RNA Pol.II-CTD consensus

2l c-Crk 210-231 8 W Abl-Substrlibr.cons.(P>A) mut.
3 M c-Crk217-225 9 O Abl-Substr.libr.cons.(P>H) mut.
4 M c-Crk217-225 (S>A)mut. | 10 @ v-Src-Substr.lior.cons.wt

5l CRKL203-211 110 v-Src-Substr.libr.cons.(F>P) mut,
6 0 p130Cas cons. 1 12 @ Bcr173-182

Abbildung 9: Vergleich der Substratspezifitit der Abl-Kinasen mittels
Substratpeptiden. Substratpeptide wurden der Phosphorylierung durch die normalen
Abl-Kinasen c-Abl und Arg (prézipitiert aus NIH-3T3 Zelle mit anti-Abl, Ab-3, und aus
3T3 Abl”™ mit anti-Arg Serum) und durch die leukdmischen Kinasen Ber-Abl und
Tel-Abl (mit anti-Ber und anti-Myc prézipitiert aus NIH-3T3 p210Bcr-Abl bzw. aus
Ba/F3 Tel-Abl Zellen) unterworfen. Die absolute Menge der inkorporierten
Radioaktivitdt wurde mit dem Phosphoimager-System bestimmt und jeweils durch den
Absolutwert fiir die Phosphorylierung von SP1 (Relativwert 1) dividiert. In dem
Sdulendiagramm sind die Mittelwerte von drei Experimenten mit Standardabweichung
dargestellt.
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SP1 stellte fiir die physiologischen Kinasen c-Abl und Arg das bei weitem am besten
phosphorylierte Substratpeptid dar (Abbildung 9). Das um einige Aminoséduren ldngere
c-CrklI-Peptid SP2 wurde von allen Kinasen etwas stirker phosphoryliert als das
kiirzere SP3. Die Tatsache, dal das Serin-freie SP4 nicht signifikant weniger
phosphoryliert wurde als SP3, weist darauf hin, dal} offensichtlich keine Serinkinase
koimmunprazipitierte, die wesentlich zu der Phosphorylierung von SP3 und damit auch
von SP2 beitrdgt. Das auf dem CRKL-Protein basierende SP5 wurde deutlich weniger
durch alle vier getesteten Kinasen phosphoryliert als die c-CrklII-Peptide SP2 bis SP4.
Dagegen wies das Konsensusmotif der Phosphorylierungsstellen des p130Cas-Proteins
(SP6) eine dhnliche Phosphorylierung wie SP2 bis SP4 auf. Das Konsensusmotiv der
CTD der RNA-Polymerase II in SP7 war das schlechteste Substrat unter allen getesteten
Peptiden. Die Mutation des Prolins in SP1 zu Alanin oder Histidin (SP8 und SP9)
reduzierte die Phosphorylierung dieser Peptide durch c-Abl und Arg deutlich. In
Kontrast dazu steht, daf} die leukdmischen Abl-Kinasen Bcr-Abl und Tel-Abl SP8 und
SP9 nicht weniger als SP1 phosphorylierten. Im Vergleich zu dem fiir alle Kinasen
besten Substratpeptid SP1 wurden die v-Src-spezifischen Peptide SP10 und SP11, von
Ber-Abl und Tel-Abl sehr viel effizienter phosphoryliert als von c-Abl und Arg. Der
Ersatz des Phenylalanins in Position +3 im SP10 durch ein Prolin in SP11 fiihrte nicht
zu einer Steigerung der Phosphorylierung durch die untersuchten Kinasen. Das
Autophosphorylierungsepitop in Ber-Abl stellte sich in Form eines Peptids (SP12) als

ein sehr schlechtes Substrat heraus.

3.2 Inhibitorische Aktivitit von SP13

SP1 wurde als optimale Bindesequenz fiir die Kinasedoméne von Abl bestimmt (217)
und war im Vergleich mit anderen Substratpeptiden ein sehr gutes Substrat (Abbildung
9).

Der einfach durchzufithrende Austausch des Tyrosins in SP1 gegen die Aminosédure
Phenylalanin ergab SP13, das moglicherweise die Aktivitdt der Abl-Kinasen blockieren
konnte, indem es von der katalytische Domine der Kinasen gebunden aber nicht
phosphoryliert werden kann. Die Inhibition der katalytischen Aktivitit durch SP13
sollte in Kinaseassays untersucht werden, in denen neben SP1 als Substrat gleichzeitig

SP13 anwesend ist und als Inhibitor auf die immunprézipitierten Kinasen einwirkt.
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Die Phosphorylierung von SP1 durch die verschiedenen Kinasen wurde jedoch in
Anwesenheit von SP13 nicht signifikant reduziert. Somit konnte fiir SP13 kein

inhibitorisches Potential nachgewiesen werden (ohne Abbildung).

3.3 Komplexe zwischen den Crk-Adapterproteinen c-CrkIl und CRKL,
Tel-Abl und Tyrosinphosporylierten Proteinen

3.3.1 Koimmunprazipitation von Tel-Abl und CRKL

Das CRKL-Adapterprotein bildet sowohl mit dem Ber-Abl-Fusionsprotein als auch mit
der c-Abl-Kinase stabile Komplexe (60). Ahnliche Komplexe mit der Tel-Abl-Kinase
sollten mittels Koimmunpréizipitation gesucht werden.

Es stellte sich im Verlauf der Versuche bald heraus, da zur Reduzierung des
Hintergrunds und der unspezifischen Bindung von Tel-Abl an Sepharose und
Antikorper die TX100 - Lysate der Ba/F3 Tel-Abl Zellen sowie der entsprechenden
Ba/F3 Parentalzellen zunédchst mit Protein-A-Sepharose und danach mit immobilisierten
Immunglobulinen aus normalem Kaninchenserum vorinkubiert werden mufiten. Dann
folgte die Inkubation mit immobilisiertem anti-CRKL Antikorper oder mit einer
entsprechenden Menge Immunglobuline nichtimmunisierter Kaninchen. Waschen mit
Lysepuffer mit 0,5% Deoxycholate erwies sich als geniigend stringent, um

unerwiinschten Hintergrund von den Prézipitaten zu entfernen.

IP: OQ\P, %QEO OQ\P
22 2 2 3
£ =2 2 2
Tel-Abl> L] ' e
WB: Tel

Abbildung 10: Koimmunprizipitation von Tel-Abl und CRKL. Vorinkubierte
TX100 — Lysate von Tel-Abl exprimierenden Ba/F3 Zellen (7el-Abl) oder
Parentalzellen (Ba/F3) wurden mit CRKL-spezifischem Antiserum (CRKL) oder
Kaninchenkontrollserum (NRS) prizipitiert. Die Prézipitate sowie RIPA-Lysate wurden
nach Auftrennung durch ein 6% SDS-Gel in einem anti-Tel Western-Blot analysiert.
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Abbildung 10 zeigt die Auftrennung der préizipitierten Proteine durch ein 6% SDS-Gel.
Die Visualisierung des Tel-Abl Proteins erfolgte mittels eins Immunoblots mit anti-Tel
Antikdrper. Die beiden ersten Bahnen mit totalem Zellysat zeigen die Expression der
Tel-Abl-Fusionskinase in Ba/F3 Tel-Abl Zellen, nicht aber in Ba/F3 Parentalzellen.
Tel-Abl konnte im anti-CRKL immunprazipitierten Komplex aus Lysat von Ba/F3
Zellen nachgewiesen werden. Als Kontrollen wurden Immunprézipitationen mit anti-
CRKL Antikorper aus Lysat von Ba/F3 Parentalzellen und mit Kaninchenkontrollserum
(NRS, 'normal rabbit resum’) aus Lysat von Ba/F3 Tel-Abl Zellen durchgefiihrt. In

keiner der beiden Kontrollen fand sich Tel-Abl im prazipitierten Komplex.

3.3.2 ¢-CrKklII- und CRKL-Phosphoryvlierung in Tel-Abl exprimierenden Zellen

CRKL wird von Bcr-Abl und c-Abl stark phosphoryliert (60). Diese Tatsache
zusammen mit der unter 3.3.1 gezeigten Interaktion von CRKL und Tel-Abl gaben den
AnlaB, nach einer Phosphorylierung der Crk-Adapterproteine durch Tel-Abl zu suchen.

Zunichst wurden RIPA-Lysate von Ba/F3 Parentalzellen und Ba/F3 Tel-Abl Zellen
nach Auftrennung mittels eines 10% SDS-Gels ein durch einen Western-Blot mit anti-

Crk und anti-CRKL Antikorpern analysiert (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Migrationsverhalten von Crk-Adaptern. Crk und CRKL
Adapterproteine in RIPA-Lysaten von Ba/F3 Tel-Abl Zellen (Tel-Abl) oder
Parentalzellen (Ba/F3) wurden mittels einer 10% SDS-PAGE aufgetrennt und durch
Western-Blots mit Crk-Antikorper oder CRKL-Antiserum visualisiert. Crk und CRKL
in den Tel-Abl exprimiernden Zellen zeigen ein langesamers Laufverhalten.

Sowohl das c-CrklI-Protein als auch das CRKL-Protein zeigten in Tel-Abl
exprimierenden Zellen eine deutlich verlangsamte Migration im Polyacrylamidgel. Dies
spiegelt gewohnlich einen hyperphosphorylierten Zustand der Proteine wider.

Durch die Analyse von immunprézipitierten c-CrkII- und CRKL-Proteinen mittels eines
Immunoblots mit Phosphotyrosin-spezifischem Antikorper (PY-20) sollte gezeigt
werden, dal3 es sich um eine Tyrosinphosphorylierung handelt. Dazu wurde RIPA-Lysat



Ergebnisse 49

IP: 1gG2a Crk OAB CRKL
P28 233
de8p e 8p

He || eenebandB] ".'

oY -c-Crk Il => - | - < PY-CRKL

¢ || -
e Y

WB:PY-20 WB: PY-20

HC |[SSE—— - /o “x'

c-Crk 1= — - * < CRKL

LC | | :30
2 0]

WB: Crk ) WB: CRKL

Abbildung 12: Tyrsoinphosphorylierung von c¢-Crkll und CRKL in Tel-Abl
exprimierenden Zellen. c-CrkIl und CRKL wurden aus Lysaten von Ba/F3 und Ba/F3
Tel-Abl Zellen prézipitiert, durch 10% SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem anti-
Phosphotyrosin-Immunoblot (PY-20, oben) untersucht. Die gleichen Blots wurden dann
mit Crk-Antikorper oder CRKL-Antiserum inkubiert. Die durch die schweren und
leichten Ketten der Immunglobuline verursachten Banden sind mit HC und LC
markiert.

von Ba/F3 Parentalzellen und Ba/F3 Tel-Abl Zellen mit anti-Crk oder anti-CRKL
Antikorper immunprézipitiert, mit TX100-Puffer gewaschen und mit einer 10% SDS-
PAGE aufgetrennt. Als Kontrollen wurden unspezifische Antikdrper der gleichen
Spezies und des gleichen Isotyps benutzt (IgG2a der Maus bzw. polyklonaler
Antikdrper (pc) vom Kaninchen). Nach Ubertragung der Proteine auf eine Membran
wurde der Blot zundchst mit anti-Phosphotyrosin Antikdrper PY-20 entwickelt. Nach
der Entfernung des PY-20 Antikorpers wurde dieselbe Membran mit anti-Crk bzw. anti-
CRKL Antikorper erneut analysiert (Abbildung 12). Die anti-Crk und anti-CRKL Blots
zeigten die spezifische Préizipitation der entsprechenden Proteine in beiden Zellinien mit
der schon in Abbildung 11 gezeigten Migrationsretardierung bei Expression von
Tel-Abl. Nur die Banden der c-Crkll- und CRKL-Proteine aus den Tel-Abl

exprimierenden Zellen wurde auch durch den Phosphotyrosin-spezifischen Antikorper
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erkannt. In den Kontrollen mit unspezifischem Antikorper wurde kein c-CrkIl oder
CRKL prézipitiert. Die Bindung der Sekundérantikorper an die schweren (HC) und
leichten Ketten (LC) der Antikorper fiir die Immunprézipitation ergab zusitzliche

Banden (HC bzw. LC).

3.3.3 Komplexierung von ¢-Crkll und CRKL mit Tyrosin-phosphorylierten

Proteinen

Crk- und CRKL-Prizipitate von Tel-Abl exprimierenden Zellen sollten durch einen
anti-Phosphotyrosin Immunoblot, der prazipitierte Proteine eines Molekulargewichtes
bis 200 kDa nach Auftrennung durch ein SDS-Gel mit einer lingeren Laufstrecke
darstellt, weitergehend analysiert werden. Es wurden Tyrosin-phosphorylierte Proteine
eines Molekulargewichtes von 50 bis 150 kDa detektiert, die in den Parentalzellen nicht

zu sehen waren (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Immunoblotanalyse von Crk-Adapterprizipitaten.

3.4 Aktivierte Signaltransduktionswege durch leukimische Abl-Kinasen

In den nachfolgend beschriebenen Experimenten sollte untersucht werden, welche
Signaltransduktionswege durch Tel-Abl beeinflullt werden und inwiefern Unterschiede

zu den durch p190Bcr-Abl und p210Bcr-Abl induzierten Effekten bestehen.
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Fiir diese Untersuchungen wurden neben den schon im Absatz 3.3 benutzten Ba/F3
Tel-Abl Zellen auch p190und p210Bcr-Abl Ba/F3 Zellen sowie als Negativkontrollen
die entsprechenden Parentalzellinien herangezogen (siehe 2.1.3). Da die parentalen
Ba/F3 Klone der Bcer-Abl und Tel-Abl Zellen aus verschiedenen Laboren stammen,
wurden die basale sowie die Interleukin-3-induzierte Ras-Aktivitit beider Klone
(Ba/F3(1) und Ba/F3(2)) als Kontrollen eingeschlossen. Die Expression von c-Abl,
p190 und p210Bcr-Abl sowie Tel-Abl in den verschiedenen Ba/F3 Linien wurde mittels
eines Western-Blots mit dem monoklonalen Antikérper gegen das Abl-Protein (8E9)
verglichen (Abbildung 14). Es zeigte sich, das vergleichbare Mengen an Kinasen

exprimiert werden.
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Abbildung 14: Expression der Abl-Kinasen in Ba/F3 Linien. RIPA-Lysate der
verschiedenen Onkogen-exprimierenden Ba/F3 Linien und der ensprechenden
Parentallinien (Ba/F3(1) und Ba/F3(2)) als auch der Fibroblasten NIH-3T3, 3T3 Abl™
und NIH-3T3 p210Bcr-Abl wurden nach 6% SDE-PAGE in einem Western-Blot mit
anti-Abl (8E9) Antikdrper analysiert.

3.4.1 Aktivierung der GTPase Ras

Mit Hilfe eines nichtradioaktiven Prazipitationsassays zur Bestimmung der GTPase-
Aktivitdten (216) (siehe 2.2.3.8) sollte untersucht werden, ob die Expression von
Tel-Abl in Ba/F3 Zellen in Abwesenheit von Serum im Kulturmedium zu einer

konstitutiven Aktivierung von Ras fiihrt. Zum Vergleich sollten p190Bcr-Abl und
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p210Bcr-Abl exprimierende Ba/F3 Zellen mit in dieses Experiment eingeschlossen
werden.

Ein bakterieller Vektor, der nur die 'Ras-Binding-Domain' (RBD) der c-Raf-1-Kinase
als Gst-Fusionsprotein in Bakterien exprimiert, war zundchst nicht verfiigbar. Daher

sollte ein solcher aus im Haus verfligbare c-Raf-1-DNA (Abbildung 15) hergestellt

werden.
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Abbildung 15: Karte des GST-c-Rafl-Expressionsvektors. Links: Ausgangsvektor,
rechts: Zielvektor. Die Positionen der Schnittstellen die Restriktionsenzyme BamHI,
Bglll, HindIIl, EcoRI und Xba in der c-Raf-1 DNA und , BamH1, EcoRI, EcoRV und
Pst im pGEX-2T GST-Expressionsvektor fiir sind angegeben. RBD: Ras-Bindedoméne.
GST: Gluthation-S-Transferase. Amp": Ampicillin-Resistenzgen.

Abbildung 16.A zeigt einen Kontrollverdau des Ausgangsvektors. Der native
Ausgangsvektor (Bahn 1) stellte sich in dem Agarose-Gel neben seiner wirklichen
Linge von ca. 7,7 kb aufgrund einer anderen Konfiguration zusitzlich noch als eine
kleinere Bande dar. Die Restriktionsenzyme EcoRI und BamHI (Bahn 2) schnitten das
Gen fiir die c-Raf-1-Kinase mit einer Lénge von ca. 2,8 kb aus dem Vektor heraus, der
dann noch eine Lénge von ca. 4,9 kb aufwies. Durch das Restriktionsenzym EcoRV
(Bahn 2) wurde der Ausgangsvektor an zwei Stellen in ca. 3,6 kb und 4,1 kb Fragmente
geschnitten. Dieser Restriktionsverdau bestétigte somit das erwartete Restriktionsmuster
des Ausgangsvektors. Der priparativen Verdau (Abbildung 16 B und C), der aus dem
Ausgangsvektor das c-raf-1-Gen bis auf die Ras-Binde-Domine herausschneiden sollte,
wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und HindIIl durchgefiihrt. Es stellten sich
Banden von ca. 2,4 kb und 5,3 kb dar. Die obere Bande wurde aus dem Gel
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herausgeschnitten (Abbildung 16.C) und die DNA aus dem Gel mit dem QIAquick®
Gel Extraction Kit extrahiert. Danach wurden die durch den Restriktionsverdau
entstandenen 5'-liberstehenden Enden aufgefiillt und nach einem Aufreinigungsschritt
mit dem PCR-Purification Kit von QIAGEN®™ wurden die nun glatten DNA-Enden in
einer Ligase-Reaktion miteinander verbunden, so da3 wieder ein geschlossener Vektor
vorlag. In Abbildung 16.D, die in Bahn 2 die DNA vor der Auffiillung der 5'-
iiberstehenden Enden und in Bahn 1 die DNA nach dem Aufreinigungsschritt zeigt, ist
jeweils neben der ca. 5,3 kb langen erwarteten DNA noch ein kleineres unerwartetes
Fragment von ca. 4 kb zu erkennen. Nach der T4-Ligase Reaktion wurde die DNA in
kompetente E.coli Bakterien der Stimme DH5a und BL21 transformiert. Von 8 Klonen
des DH5a Stammes und 3 Klonen des BL21 Stammes wurden Plasmide prépariert und
mit einem BamH]1-Restriktionsverdau, der den erwarteten Zielvektor an genau einer
Position schneiden sollte, analysiert (Abbildung 16.E). Die Klone 3, 6 und 8 enthielten
ein Plasmid der gewiinschten Grof3e von ca. 5,3 kb. Ein weiterer Kontrollverdau mit den
Restriktionsenzymen BamH1 und Pstl ergab mit zwei Fragmente der GroBen von 1,4
und 3,9 kb ebenfalls das fiir den gesuchten Zielvektor erwartete Ergebnis (Abbildung
16.F). Aus Bakterien der Klone 3 (Bahn 1 und 2) und 6 (Bahn 3 und 4) wurde das Gst-
c-Raf-1-RBD-Fusionsprotein aufgereinigt, jeweils 1 und 5 pl auf ein 12% SDS-PAGE-
Gel aufgetragen und mit in Coomassie-Blau gefdarbt (Abbildung 16.G). In beiden
Klonen wurde ein Protein der entsprechenden Grofle exprimiert.

Vor der Analyse der Ras-Aktivitit wurden Ba/F3 Parentalzellen und Abl-Fusionsprotein
exprimierende Ba/F3 Zellen dreimal in serumfreiem Medium gewaschen und fiir 24 h in
serumfreiem Medium gehalten, um die basale Ras-Aktivitét in Gegenwart von je 5% CS
und FSC zuverringern. Die Parentalzellklone Ba/F3(1) und Ba/F3(2) wurden dann fiir
10 min mit Interleukin-3-haltigem WEHI-konditioniertem Medium (WCM) stimuliert
(219). Diese Stimulation sollte sowohl als Positivkontrolle fiir den
Affinitatsprazipitationsassay dienen als auch den Nachweis erbringen, daf} die
Parentalzellen durch den 24-stiindigen Serumentzug nicht soviel Schaden nehmen, dal3
sie nicht mehr mit Interleukin-3 stimulierbar sind. Die GTP-Beladung des Ras-Proteins
wurde dann, wie unter 2.2.3.8 beschrieben, bestimmt (Abbildung 17), wobei diese
Analyse mit dem Gst-RBD-Expressionsvektor durchgefiihrt wurde, der mittlerweise

von dem erstbeschreibenden Labor zur Verfiigung gestellt wurde (216).
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Abbildung 16: Klonierungsschritte des Gst-c-Raf-1-RBD-Expressionsvektors.
A Kontrollverdau des Ausgangsvektors: (1) nativ, (2) EcoRI und BamH1, (3) EcoRV.
B+C Priparativer Verdau mit EcoRI und HindIl vor und nach Herausschneiden der
5,3kb Bande. D Vektor vor (2) und nach (2) Auffiillen der 5'-iiberstehenden Enden.
E BamH1 Restriktionsverdau der Plasmidprédparation aus 11 E.coli-Klonen nach
Transformation des mittels T4-Ligase geschlossenen Vektors. F Restriktionsverdau mit
BamHI und Pstl der Klone 3, 6 und 8. G Coomassie-Blau-gefarbtes 12% SDS-PAGE-
Gel der aus Klon 3 (Bahn 1 und 2) und Klon 6 (Bahn 3 und 4) aufgereinigten Gst-C-
Raf-1-RBD-Fusionsproteine. M: Marker (DNA-Léngenstandart bzw.
Molekulargewichtsstandard)
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Abbildung 17: Konstitutive Ras-Aktivierung in Tel-Abl exprimierenden Zellen.
Abl-Onkogen exprimierende Ba/F3 Zellen und die entsprechenden Parentalzellen
(Ba/F3(1) und Ba/F3(2)) wurden fiir 24h in serumfreiem Medium gehalten und wie
markiert 10min mit IL-3 haltigem WEHI-3-konditioniertem Medium (WCM) stimuliert.
Mittels des Ras‘GTP-Beladungssassay (siehe 2.2.3.8) wurde die basale und WCM-
induzierte Ras-Aktivierung bestimmt (oben). Gleiche Ras-Gesamtkonzentration wird i
anti-Ras Westren-Blot derselben Lysate gezeigt (unten).

Die Expression von leukdmischen Abl-Proteinen fiihrte in allen drei Fillen zu einer
permanenten Anhebung der GTP-Beladung von Ras. Die gehungerten Ba/F3
Parentalzellen zeigten kaum Ras-Aktivitit, reagierten aber auf Interleukin-3-Stimulation
noch mit Ras-Aktivierung. Weiterhin zeigt Abbildung 17 (unterer Teil der Abbildung)
mit einen anti-Ras Immunoblot der gleichen Lysate, die auch fiir die
Affinidtsprazipitation von aktiviertem Ras im oberen Teil eingesetzt wurden, dal in

allen Stimulationen bzw. Zellinien gleiche Mengen des Ras-Proteins vorhanden waren.

3.4.2 Phosphorylierung der c-Raf-1-Kinase

Als direkte Zielproteine der Ras-GTPase gelten die Raf-Kinasen (siehe 1.7.2). Das
Verhalten der c-Raf-1-Kinase sollte in den Onkogen-exprimierenden Ba/F3 Zellen mit
einem anti-c-Raf-1-Immunoblot untersucht werden. Die verschiedenen Ba/F3 Zellen
wurden gewaschen, 18h in Kulturmedium mit 0,5% Kaélberserum gehungert und nach
10-miniitiger Stimulation der Parentalzellen mit WCM in RIPA-Puffer mit Phosphatase-
Inhibitoren lysiert. Diese Lysate wurden nach Auftrennung mittels einer 10% SDS-

PAGE durch einen Western-Blot mit anti-c-Raf-1-Antikdper analysiert (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Migrationsretardierung von c-Raf-1 bei Expression von
leukimischen Abl-Kinasen. Die gehungerten Ba/f3 Zellen wurden nach oder ohne
Stiumulation mit mit IL-3 haltigem WEHI-3-konditioniertem Medium (WCM) mit
Phosphataseinhibitoren lysiert. Die RIPA Lysate wurden mit einem 10% SDS-Gel
aufgetrennt und durch c-Raf-1-Immunoblot analysiert.

Die c-Raf-1-Kinase zeigte in den Tel-Abl oder Bcr-Abl exprimierenden Ba/F3 Zellen
im Vergleich zu den unstimulierten Parentalzellen ein etwas verlangsamtes
Laufverhalten. Dies kann in der Regel als ein Zeichen fiir eine Phosphorylierung der
Kinase gesehen werden. Gleiches konnte fiir die stimulierten Ba/F3(2) Parentalzellen
und in geringerem Ausmal} auch fiir die stimulierten Ba/F3(1) Parentalzellen beobachtet

werden.

3.4.3 Aktivierung der Kinase MAPK/Erk

Fiir viele verschiedene Zellinien wurde gezeigt, dal die Aktivierung von Ras eine
Aktivierung der mitogenen Raf-MEK-MAPK/Erk-Kaskade bewirkt (siehe 1.7.2). Die
Aktivierung von MAPK/Erk sollte auch fiir die Tel-Abl induzierte Ras-Aktivierung in
Ba/F3 Zellen gezeigt werden. Aktivierte MAPK/Erk ist an Threonin 202 und Tyrosin
204 phosphoryliert. Dies wird durch den anti-Phospho-MAPK/Erk-Antikorper
spezifisch erkannt. Wie schon in Abschnitt 3.4.1 sollten Tel-Abl Ba/F3 Zellen mit p190
und p210Bcr-Abl exprimierenden Zellen und den entsprechenden Parentalzellinien
verglichen werden. Dazu wurden die Zellen zweimal gewaschen und fiir 18 Stunden in
Kulturmedium gehalten, das nur 0,5% Kéilberserum enthielt, um die basale MAPK/Erk-
Aktvitdt zu reduzieren. Parentalzellen wurden fiir 10 min mit WCM stimuliert, und
RIPA-Lysate mit Phosphatase-Inhibitoren hergestellt.

Der Gesamtgehalt an MAPK/Erk wurde nach einer 10% SDS-PAGE mit einem anti-Erk
Western-Blot dargestellt (Abbildung 19, unterer Teil) und war in allen Proben ungefahr
gleich hoch. Der Immunoblot mit anti-Phospho-MAPK/Erk-Antikorper zeigte eine
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Aktivierung von MAPK/Erk in den Zellen, die Tel-Abl und Bcr-Abl exprimieren
(Abbildung 19, oberer Teil). Die gehungerten Parentalzellen wiesen kaum aktive
MAPK/Erk auf, jedoch konnte die Stimulation mit Interleukin-3 eine deutliche

Aktivierung der Kinase hervorrufen.
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Abbildung 19: Konstitutive MAPK/Erk-Aktivierung. Nach Serumdeprivation und
eventueller IL-3- Stimulation (WCM +) wurden aus Abl-Onkogen exprimiernde Ba/F3
Zellen und Parentalzellen (Ba/F3(I1) wund Ba/F3(2)) RIPA-Lysate mit
Phosphataseninhibitoren hergestellt und mit einer 10% SDS-PAGE aufgetrennt. Die
MAPK/Erk-Aktivitit wurde mittels eines aktivierungsspezifischen anti-Phospho-
MAPK/Erk Antikorper (oben) und die Gesamtmengen an MAPK/Erk Kinase mit einem
anti-MAPK/Erk Antikorper (unten) bestimmt.

3.4.4 Aktivierung der c-Akt/PKB-Kinase

Onkogene Tyrosinkinasen wie Bcr-Abl fiihren oft zu einer Aktivierung der anti-
apoptotischen c-Akt/PKB Kinasen.

Deshalb sollte die Aktivierung der c-Akt/PKB-Kinase durch die Tel-Abl-Expression in
Ba/F3 Zellen sollte untersucht werden. Dazu wurden wiederum Lysate von Ba/F3-
Parentalzellen und pl190Bcr-Abl, p210Bcr-Abl oder Tel-Abl exprimierende Ba/F3
Zellen mittel eines Immunoblots mit einem Antikorpers, der spezifisch an die an Serin
473 phosphorylierte und damit aktive c-Akt-Kinase bindet, analysiert. Zusétzlich wurde
als positive Kontrolle ein vom Antikorperhersteller zur Verfiigung gestelltes Lysat von
PDGF-stimulierten NIH-3T3 Fibroblasten mit untersucht. Ba/F3 Zellen wurden vor der

Herstellung von Lysaten wie in Abschnitt 3.4.3 beschrieben gehungert und stimuliert.
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Abbildung 20: Aktivierung von c-Akt/PKB durch Abl-Onkogene.
Serumdeprivierte Ba/F3 Zellen mit oder ohne WCM-Stimulation oder mit Expression
von Abl-Fusionskinasen wurden in RIPA mit Phosphataseinhibitoren lysiert. Nach 10%
SDS-PAGE erflogte ein Western-Blot mit einem aktivierungsspezifischen anti-
phospho-Akt/PKB Antikorper (oben) und einem anti-Akt/PKB Antikorper (unten). Vor
Hersteller der Antikorper stammt das Lysat der PDGF-stimulierten NIH-3T3

Nach Auftrennung in einem 10% SDS-Gel wurde in allen 5 analysierten Zellinien durch
anti-Akt Western-Blot eine dhnliche Gesamtmenge der c-Akt-Kinase nachgewiesen
(Abbildung 20, unten). Die Kontrolle mit Lysat von PDGF-stimulierten Fibroblasten
ergab bei einer deutlichen Expression von c-Akt (Abbildung 20, unten) ein sehr starkes
Signal mit dem aktivierungsspezifischen anti-c-Akt-Antikorper (Abbildung 20, oben).
Auch in den drei Zellinien, die die Abl-Onkogene Bcer-Abl (p190 und p210) und
Tel-Abl exprimieren, konnte eine Aktivierung der c-Akt-Kinase nachgewiesen werden.
Ebenso deutlich war die Aktivierung in den in den mit Interleukin-3 stimulierten
Parentalzellen Ba/F3(1) und Ba/F3(2) zu sehen. Die unstimulierten Parentalzellen
zeigten beide deutlich weniger Aktivierung der c-Akt-Kinase als die iibrigen
analysierten Zellinien, wobei dieser Unterschied bei den Ba/F3(2)-Zellen deutlicher zu

beobachten war (Abbildung 20, oben).



Diskussion 59

4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden die leukdmischen Abl-Fusionskinasen Bcer-Abl und Tel-Abl
untereinander und mit den normalen Kinasen c-Abl und Arg verglichen. Ein erster
Schwerpunkt lag dabei auf Ahnlichkeiten und Unterschieden der Substratspezifitéit der
Kinasen gegeniiber synthetischen Peptiden. Dariiber hinaus wurden die durch die vor
wenigen Jahren entdeckte Tel-Abl-Kinase verursachten Signaltransduktionsereignisse
in der hdmatopoetischen Zellinie Ba/F3 untersucht und mit Ber-Abl exprimierenden

Zellen sowie in den Parentalzellen ohne Abl-Fusionskinasen verglichen.

4.1 Veriinderte katalytische Spezifitit der leukimischen Abl-Kinasen

Die Frage, ob sich die leukdmischen von den physiologischen Abl-Kinasen lediglich
durch die konstitutiv erhdhte Tyrosinkinaseaktivitdt unterscheiden oder ob sie dariiber
hinaus auch Unterschiede in ihrer Substratspezifitit aufweisen, ist noch nicht
vollstindig geklart. Dabei sind mehrere Ursachen fiir eine unterschiedliche
Phosphorylierung von Substraten durch die normalen und die onkogenen Abl-Kinasen
denkbar: Allein aufgrund der verdnderten subzelluldren Lokalisation der verschiedenen
Abl-Kinasen (17) sind jeweils nur bestimmte Substratproteine verfiigbar. Weiterhin ist
es gut vorstellbar, dal die in den Fusionskinasen, im Gegensatz zu c-Abl und Arg,
zusdtzlich vorhanden Proteininteraktionsdoménen der Ber- und Tel-Anteile (siche 1.7
und 1.8) andere bzw. zusétzliche Substrate an die Kinase rekrutieren, als dies bei c-Abl
oder Arg der Fall wire. SchlieBlich konnte intramolekular der Ber- bzw.- Tel-Anteil
eine Konformationsdnderung induzieren, die in der katalytischen Doméine der
Fusionskinase die Substratbindungstasche betrifft und zu einer verdnderten
Substratspezifitit ~ fiihrt.  Mit  der  Beschreibung  einer  Reithe  von
Proteinkinaseninhibitoren, sogenannten Tyrphostinen, die zwischen normalen und
transformierenden Abl-Kinasen differenzieren konnen, gaben 1992 Anafi et al. einen
ersten Hinweis darauf, dal sich die Abl-Onkogenprodukte von ihren zelluldren
Homologen  durch  eine  verdnderte  Substratspezifitit  aufgrund  von

Konformationsédnderungen der Kinasedomine unterscheiden (220).
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Eine detailliertere Untersuchung der katalytischen Eigenschaften normaler und
leukdmischer Abl-Kinasen wurde erst einige Jahre spiter durch die Identifizierung von
Substraten der Abl-Kinasen mdglich. So wurden als erste zelluldre Substrate der Abl-
Kinasen c-CrkII (39), CRKL (60), die C-terminale Doméine der RNA-Polymerase II
(218) und der Ber-Teil der Fusionskinasen (221,222) beschrieben.

Da alle Abl-Familienmitglieder mehrere Proteininteraktionsdoménen enthalten,
interagieren Substratproteine zusétzlich mit Epitopen der Abl-Proteine auBlerhalb der
katalytischen Bindungstasche. Unterschiede konnten somit nicht klar der
Substratspezifitit zugeordnet werden. In den Experimenten der hier beschriebenen
Arbeit wurden als Substrate daher kurze synthetische Peptide verwendet, die den
Phosphorylierungsepitopen bekannter Substratproteine entsprechen. Von diesen
Peptiden ist nicht zu erwarten, daf} sie aullerhalb der katalytischen Doméne mit anderen
Epitopen der Abl-Proteine interagieren.

In der Absicht, spezifische Peptidsubstrate fiir Proteinkinasen zu finden, synthetisierten
Songyang et al. (217) eine Zufallsbibliothek von Peptiden mir einer gemeinsamen M-
A-x-x-X-X-Y-x-X-X-X-A-K-K-' Sequenz (wobei fiir 'x' jede Aminosdure auller Cystein,
Tryptophan, Tyrosin, Serin und Threonin moglich war). Diese Peptidbibliothek
unterzogen sie einer Phosphorylierung durch Tyrosinkinasen. Die phosphorylierten
Peptide wurden von den nichtphosphorylierten Proteinen getrennt und als Gesamtheit
sequenziert. Als bevorzugte Aminosduresequenz ergab sich fiir die c-Abl-
Kinasedomine A-E-V-I-Y-A-A-P-F und fiir die virale Src-Kinase E-E-E-1/V-Y-G/E-E-
F-D/E. Aufgrund der umrissenen Methodik spiegel diese Sequenzen wieder, welche
Aminosdue an der jeweiligen Position in dem Anteil der phosphorylierten Peptiden am
héufigsten vorkam.

Es konnte also gezeigt werden, da3 die c-Abl-Kinase eine hohe Priferenz fiir die
Aminoséure Prolin in Position +3 hat. Dies deckt sich mit der Erkenntnis, daf} in vielen
natilirlichen Proteinsubstraten der Abl-Kinase ein Prolin an dritter Stelle nach dem

Tyrosin zu finden ist, wie z.B. in den Proteinen c-CrkIl, CRKL, p130Cas und Paxillin.

Die von Songyang et al. (217) beschriebene Sequenz (SP1, Tabelle 6) stellte sich auch
in den hier zusammengefaliten Experimenten als ein hervorragendes Substrat fiir die

verschiedenen Abl-Kinasen heraus (3.1.4 und Abbildung 9). Insbesondere bei einem
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Vergleich von SP1 mit den Phosphorylierungsepitopen natiirlicher Proteinsubstraten
(SP2 bis SP7, SP12) wird dies deutlich.

In Ubereinstimmung mit der oben genannten Rolle der Position +3 wurde diese
Sequenz nach Mutation des Prolins zu Alanin oder Histidin (SP8 und SP9) von c-Abl
und Arg deutlich weniger phosphoryliert (Abbildung 9).

Dartiber hinaus zeigten die in 3.1 beschriebenen Untersuchungen allerdings, daf3 ein
Prolin in Position +3 nach einem Tyrosin nicht unabhidngig von den iibrigen
Aminoséduren eines Substratepitops zu einer gesteigerten Phosphorylierung desselben
fiihrt. So bewirkte der Ersatz des Phenylalanins in Position +3 in der Sequenz von SP10
durch ein Prolin (SP11) keine Steigerung der Phosphorylierungsraten durch die
untersuchten Kinasen (Abbildung 9). In Einklang hiermit fanden Wu et al. 2002 aus
einer Peptidbibliothek unter den 12 durch c-Abl am starksten phophorylierten Peptiden
nur zwei Peptide mit einem Prolin in Position +3 (223). Hierzu wurde eine
Peptidbibliothek an Polysterolkiigelchen synthetisiert, wobei jedes Kiigelchen Peptide
der selben Sequenz trugen (,one-bead one-peptide’-Bibliothek), und diese dann durch
c-Abl mit radioaktivmarkiertem ATP phophoryliert. Die Peptidsequenzen
radioaktivmarkierter Kiigelchen wurden sodann einzeln sequenziert (223). Im
Unterschied zu Songyang et al. (217) werden so nicht die von c-Abl an einzelnen
Positionen in Substrapeptiden bevorzugten Aminosdren bestimmt sondern die

Peptidsequenzen, die durch c-Abl am stirksten phophoryliert werden.

Im Gegendsatz zu c-Abl und Arg, die, wie oben geschildert, SP8 und SP9 mit einem
Alanin oder Histidin in Position +3 deutlich weniger phosphorylierten als SP1, traf dies
nicht fiir die beiden leukdmischen Abl-Kinasen Ber-Abl und Tel-Abl zu, die SP8 und
SP9 in nahezu gleichem Umfang wie SP1 phosphorylierten. Auch SP10 und SP11
wurden in Relation zu SP1 von Ber-Abl und Tel-Abl sehr viel effizienter phosphoryliert
als von c-Abl und Arg (Abbildung 9). Diese Beobachtungen stellen einen ersten
Unterschied in der Priferenz fiir Peptidsubstrate zwischen normalen und onkogenen
Formen der Familie der Abl-Kinasen dar. Sie sind in Einklang mit zeitgleich gewonnen
Erkenntnissen der Arbeitsgruppe von K. S. Lam (224): Basierend auf der bereits oben

beschriebenen  'one-bead one-compound'-Kombinationspeptid-Bibliothek-Methode
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beschrieben sie ebenfalls Peptide, die durch Bcer-Abl deutlich stirker phosphoryliert

wurden als durch c-Abl.

Diese Daten geben erste Hinweise darauf, dal die onkogenen Formen der Familie der
Abl-Kinasen eine verdnderte Substratspezifitit besitzen, indem sie einen sehr viel
grofleren Umfang an Substraten phosphorylieren kénnen als die normalen Formen.
Selbstverstindlich ist die Situation in intakten Zellen stark durch weitere Faktoren
beeinflufit, wie die subzellulire Kompartimentierung und Interaktionen zwischen
anderen Proteindominen als die Kinasedomine und das Substratepitop.

Dadurch, daB Peptide verwandt wurden, die nur das Substratepitop selbst enthalten,
wurde ausschlieBlich die Spezifitdt der katalytischen Doméne ohne den Einflufl anderer
Protein-Protein-Interaktionen betrachtet. Dies konnte auch erkldren, warum die
Autophosphorylierungsstelle Y177 in Ber-Abl in Form eines isolierten Substratpeptids
nur in einem relativ geringen Ausmal} phosphoryliert wurde. Da in diesem Fall in der
Zelle Kinase und Substrat im gleichen Protein vorliegen, wire die faktische
Konzentration des Substrates fiir die Kinase ohne sterische Behinderung ,,unendlich*
hoch. Ahnliches gilt fiir SP2 bis SP6, deren Sequenzen im Kontext des gesamten
Proteins gut phosphoryliert werden(39,60,64,163): Ber-Abl bindet die Substratproteine
direkt iiber die N-terminale SH3-Doméne in ¢-CrkIl und in CRKL, oder im Fall von
p130Cas mittelbar iiber die Interaktion mit den Adakterproteinen.

Auch Amoui und Miller konnten =zeigen, daB fiir das Gesamtausmal3 der
Phosphorylierung von Proteinsubstraten durch c-Abl sowohl die Erkennung der das
Tyrosin umgebenden Aminosduren durch die katalytische Doméne der Abl-Kinase als
auch die Interaktion zwischen anderen Bindedominen entscheident ist (225). Die
Autoren arbeiteten mit einer Mutation in der Kinasedomédne von c-Abl (Y569W),
welche eine Verdnderung der Substratspezifitit von Prolin in Position +3 hin zu Alanin
in Postion +3 der Substrates bewirkt, und einer Deletion der carboxyterminalen Region
der Kinase, in der u.a. die Prolin-reichen SH3-Bindedoméine fiir die SH3-Doméne des
Crk-Adapterprotein enthalten ist. Beide Alterationen der Kinase minderten unabhingig
voneinander die Phosphorylierung von Crk durch die Kinase, beide Mutationen
zusammen hatten einen additiven Effekt auf die Minderung der Crk-Phosphorylierung

(225).
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Dariiber hinaus kommen die Autoren zu dem Schluf}, dal Prolin an Position +3 nur in
einem Teil der physiologischen Abl-Substrate essetiell fiir die Erkennung bzw.
Phosphorylierung ist, da in Thren Experimenten durch das Einbringen in Zellen von
Wildtyp c-Abl und der oben beschriebenen Mutante ein im Wesentlichen identisches

Phosphorylierungsmuster zelluldrer Proteine hervorgerufen wurde (225).

4.2 Eine Tyrosin-zu-Phenylalanin-Peptid-Mutante als potentielles
Pseudosubstrat (SP13)

Bereits 1976 konnten B.E. Kemp et al. zeigen, dal der Ersatz des phosphorylierbaren
Serins in einem Peptidsubstrat fiir die cAMP-abhédngige Proteinkinase (PKA, eine
Serinkinase) durch die strukturdhnliche Aminosdure Alanin einen kompetitiven
Inhibitor gegen Peptid- und Proteinsubstrate hervorbringt (226). Dal eine dhnliche
Vorgehensweise auch fiir Tyrosinproteinkinasen moglich ist, zeigten C. Wang et al. am
Beispiel der v-Fps-Kinase (227). Durch Austausch des Tyrosins, das als
Phosphatakzeptor in Substraten fiir Tyrosinproteinkinasen dient, gegen die Aminoséure
Phenylalanin, die eine dhnliche raumliche Ausdehnung wie Tyrosin besitzt aber nicht
phosphoryliert werden kann, verwandelten die Autoren Peptidsubstrate der v-Fps-
Kinase in Inhibitoren der katalytischen Aktivitdt dieser Kinase. Ebenso konnten Boerner
et al. zeigen, daBl ein durch den oben geschilderten Austausch von Tyrosin gegen
Phenylalanin verdndertes Peptidsubstrat der c-Src-Tyrosinkinase als ein kompetitiver
Inhibitor fiir die selben Kinase funktioniert (228).

Analog dazu hétte auch SP13 sich als ein Inhibitor des Abl-Tyrosinkinasen
herausstellen konnen. Basierend auf SP1, das als optimale Bindesequenz fiir die
Kinasedomine von Abl beschrieben wurde (217) und von allen getesteten Abl-Kinasen
gut phosphoryliert wurde (Abbildung 9), sollte SP13, das sich nur durch den Tyrosin-
gegen-Phenylalanin-Tausch  von  SP1  unterscheidet, é&hnlich gut in die
Substratbindetasche der Abl-Kinasedomine binden und als Pseudosubstrat diese so fiir
andere Substrate blockieren.

Dieser Versuch, ein inhibitorisches Pseudosubstrat fiir Abl-Kinasen zu generieren,
stellte sich allerdings als nicht erfolgreich heraus (siehe 3.2).

Auch Cole et al. konnten durch einen einfachen Tyrosin-gegen-Phenylalanin-Austausch

in Substratpeptiden flir die C-terminale-Src-Kinase (Csk) keine ausreichend potente
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kompetitive Inhibitoren identifizieren (229). Ein Grund fiir die Diskrepanz zwischen der
hohen Phosphorylierungsrate eines Peptidsubstrats auf der einen Seite und der
mangelnden inhibitorischen Aktivitit der Tyrosin-zu-Phenylalanin-Mutante koénnte
darin liegen, da die Hydroxylgruppe der Aminosdure Tyrosin mittels einer
Hydrogenbindung maBigeblich zu der Enzymaffinitit beitrdgt. Eine weitere Erklarung
geben Adams et al., die 1992 beschrieben, dal der mit der PKA-katalysierten
Phosphorylierung eines Peptidsubstrats assoziierte K-Wert die Affinitdt dieses
Peptidsubstrats zur katalytischen Region des Enzyms (Kq) grob tiberschitzt (d.h. K, <<
Kd) (230). Tatséchlich gestalten sich Bemiihungen, Inhibitoren z.B. fiir die
Tyrosinkinase c-Src unter Einsatz von nichtphosphorylierbaren Tyrosinanaloga anstelle

von Phenylalanin, als weitaus erfolgreicher (231,232).

4.3 Tel-Abl in Proteinkomplexen

Da sogar p190 Bcer-Abl und p210Bcr-Abl sich in den Effekten unterscheiden, die sie auf
bestimmte Signaltransduktionswege haben (122), ist es nicht offensichtlich, welche
Signaltransduktionswege durch Tel-Abl beeinflult werden. Dieses wurde in dieser
Arbeit untersucht und unter 3.3 und 3.4 dargestellt.

Das CRKL-Adapterprotein bildet sowohl mit dem Ber-Abl-Fusionsprotein als auch mit
der c-Abl-Kinase stabile Komplexe (60). In Koimmunprézipitationsexperimenten
wurden &dhnliche Komplexe zwischen CRKL und Tel-Abl gefunden (3.3.1). Diese
Interaktion machte es wahrscheinlich, dal CRKL und mdglicherweise auch c-CrklIl
dhnlich wie durch Ber-Abl (60) auch durch die aktive Tel-Abl-Kinase phosphoryliert
werden. Tatsdchlich werden CRKL und c-CrkIl in Tel-Abl exprimierenden Ba/F3
Zellen an Tyrosin phosphoryliert (siche 3.3.2). Anbetracht der Tatsache, daf3 die von
Crk-Proteinen abgeleiteten Peptide durch Ber-Abl und Tel-Abl dhnlich phosphoryliert
werden (Abbildung 9), suggerieren diese Ergebnisse stark, da Tel-Abl direkt Crk-
Adapterproteine phosphorylieren kann. Weitergehende Analysen von Crk- und CRKL-
Prézipitaten aus Tel-Abl-exprimierenden Zellen zeigten, daB3 eine betrdchtliche Zahl an
Tyrosin-phosphorylierten Proteinen koimmunprézipitiert werden (Abbildung 13). Die
SH2-Doméne von Crk und CRKL binden selektiv bestimmte Tyrosin-phosphorylierte
Sequenzen (27). Wie in dieser Arbeit (siche Abbildung 9) gezeigt werden konnte,

werden diese Sequenzen auch als Substratmotive durch die Tel-Abl-Kinase erkannt.
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Daher ist es wahrscheinlich, da3 die Gegenwart von Tel-Abl zu einer konstitutiven

Aktivierung von Crk/CRKL-abédngigen Signaltransduktionswegen fiihrt.

4.4 Aktivierte Signaltransduktionswege durch leukimische Abl-Kinasen

Gelfanov et al. (233) konnten zeigen, daf IL-3-Unabhéngigkeit, die ein
Charakteristikum von Ber-Abl transformierten Zellen darstellt, in der myeloischen
Zellinie H7 alternativ durch gemeinsames Einbringen aktiver Formen der Raf-Kinase
und der Akt-Kinase hervorgerufen werden kann. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente wiesen nach, daf die beiden wesentlichen
Signaltransduktionswege Ras-Erk und PI3K-Akt/PKB nicht nur in Ber-Abl sondern

auch in Tel-Abl exprimierenden Zellen konstitutiv aktiviert sind.

Mittels eines Prézipitationsassays fliir GTP-beladenes Ras (216) konnte hier gezeigt
werden, dal die Expression der leukdmischen Abl-Proteinen pl190Bcr-Abl,
p210Bcr-Abl und Tel-Abl in Ba/F3 Zellen zu einer permanenten Erhohung von GPT-
beladenem Ras fiihrt. Wihrend die Ras-Aktivierung durch Tel-Abl bisher nicht bekannt
war, wurde die durch Bcr-Abl-Expression induzierbare Ras-Aktivierung in
hamatopoetischen Zellen schon von anderen Autoren berichtet (116,144,145,234).

Die fiir die Ras-Aktivierung zentrale Rolle der Grb2-Bindungsstelle mit Tyrosin an
Position 177 im Bcer-Teil von Bcer-Abl (144) wurde (1.7.2) anfangs ausfiihrlich
beschrieben.

Tel-Abl Typ B (siche Tabelle 2 und Abbildung 2) weist im Exon 5 ein Grb2
Bindemotiv (Y314-M-N-H ) auf, liber welches Grb2 gebunden und die Ras-Erk-
Kaskade aktiviert werden konnte., Dagegen ist im Typ A Tel-Abl, welches in den
Exprimenten dieser Arbeit verwandt wurde, keine Grb2-Bindungsstelle vorhanden. Die
Adapter Crk und CRKL binden jedoch an GTPase-Regulatoren wie SoS und C3G
(235,236) und konnten so Einflufl auf die Aktivitit von GTPasen wie Ras und Rapl
nehmen.

Eine Mutation der Grb2 Bindungsstelle in p210Bcr-Abl des Tyrosins 177 zu
Phenylalanin (Y177F) reduziert die Fokusbildung durch Ber-Abl in Fibroblasten (144),
wobei Y177F Ber-Abl immer noch in der Lage ist, Ras zu aktivieren und

hamatopoetische Zellinien zytokinunabhidngig zu machen (146,147). Y177F Bcr-Abl
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induziert jedoch im Mausmodell eher eine Leukidmie, die einer ALL entspricht,
wiéhrend Wildtyp p210Bcr-Abl in dem selben Mausmodell einen CML-dhnlichen
Phianotyp hervorruft (237). Entsprechend koénnte spekuliert werden, ob das
Vorhandensein des putativen Grb2-Bindemotivs in Typ B Tel-Abl erklért, warum bei
CML-Patienten mit einem Tel-Abl-Fusionsprotein bisher nur der Typ B und nie Typ A

der Fusionskinase aufgetreten ist.

Es ist bekannt, dal Ras die mitogene Raf-MEK-MAPK/Erk-Kaskade in vielen
verschiedenen Zelltypen aktivierend beeinflu3t (148-150).

Damit iibereinstimmend konnte in dieser Arbeit in den Abl-Onkogen exprimierenden
Zellen eine Aktivierung der Erk-Kinase nachgewiesen werden.

Eine Phosphorylierung der Serin/Threonin-Kinase c-Raf-1, auf die die gezeigte
Migrationsretardierung schlieen lésst (3.4.2), kann abhéngig von dem phosphorylierten
Aminosdureepitop sowohl mit einer Aktivierung als auch mit einer Inaktivierung
einhergehen. So ist fiir die Aktivierung eine Phosphorylierung an Serin 338 und Tyrosin
341 erforderlich, wohingegen die Phosphorylierung an Serin 43 zu einer Inhibition der
Kinase fiihrt (148). Die gezeigte Migrationsretardierung erlaubt keinerlei Riickschliisse
auf die Art der Phosphorylierung.

Auch wenn c-Raf-1 durch GTP-beladenes Ras aktiviert werden kann und seinerseits in
aktiviertem Zustand der Lage ist, Erk/MAPK mittels MEK zu aktivieren, ist die
Phophorylierung der c-Raf-1-Kinase im Kontext der Abl-Onkogen exprimierenden
Ba/F3-Zellen nicht zwingend in direktem Zusammenhang mit der Erk-Aktivierung zu
sehen. Vielmehr scheint in hdmatopoetischen Zellen zumindest die durch den IL-3-
Rezeptor induzierte Aktivierung von MEK und MAPK/Erk vornehmlich durch B-Raf
zu erfolgen (148). So war auch die Ber-Abl-induzierte Aktivierung von Erk nicht durch
Hemmung der c-Raf-1-Kinase zu beeinflussen (238). Der in dieser Arbeit benutzte Raf-

Antikdrper ist aber fiir c-Raf-1 spezifisch.

Ein weiteres Signaltransduktionsprotein, welches durch die Expression von Ber-Abl in
seiner Aktivitdt beeinfluBt wird und Komplexe mit CRKL, Crk und c-Cbl formen kann,
ist die Akt/PKB-Kinase, welche via die PI3K aktiviert wird (129,154). Hier konnte
gezeigt werden, daBl Akt/PKB unter Serumdeprivation in Ba/F3-Zellen konstitutiv
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aktiviert ist, wenn Tel-Abl oder Ber-Abl exprimiert werden (3.4.4). Zur Aktivierung der
PI3K durch Ber-Abl ist eine intakte SH2- und Kinase-Doméne im Abl-Anteil des
Fusionsproteins erforderlich (129). In Tel-Abl sind diese beiden Domédnen unveridndert
vorhanden (Abbildung 2). Somit erscheint es durchaus plausibel, da3 auch in Tel-Abl
exprimierenden Zellen die PI3K aktiviert wird und es in der nachfolgenden
Signaltransduktionskasakde zu einer Aktivierung von c-Akt kommt. Insbesondere in
Hinblick auf die bereits oben diskutierte Phosphorylierung der c-Raf-1-Kinase in Abl-
Onkogen exprimierenden Zellen, ist bemerkenswert, dal in Bcr-Abl transformierten
hamatopoetischen Zellen die anti-apoptotischen Effekte, die durch Aktivierung von c-
Akt vermittelt werden, von der Aktivierung von mitochondrialem c-Raf-1 abhéngig sind

(156,157,238).

In Hinsicht auf wesentliche Signaltransduktionswege zeigen die hier dargestellten
Ergebnisse daB deutliche Ahnlichkeiten zwischen den durch Ber-Abl und Tel-Abl
initiierten Signaltransduktionsereignissen bestehen. Ebenso findet sich die Assoziation
von CRKL mit Tel-Abl und ihre Komplexbildung mit vielen wahrscheinlich SH2-
Domine-bindenden Proteinen in der Situation von Bcr-Abl transformierten Zellen
wieder. Dies ist nicht unerwartet angesichts der strukturellen Ahnlichkeiten von
Ber-Abl und Tel-Abl und dem &hnlichen Muster von Phosphotyrosyl-haltigen
Proteinen, welches in einer fritheren Studie beschrieben wurde (210). In dieser initialen
Charakterisierung fehlte jedoch eine detaillierte Analyse der katalytischen
Eigenschaften von Tel-Abl, und die funktionellen Konsequenzen der Expression von

Tel-Abl in himatopoetischen Zellen blieben im Wesentlichen unklar.

Auch wenn in den letzten Jahren vermehrt Berichte iiber Patienten mit Tel-Abl-
assoziierten Leukdmien in der Literatur anzutreffen sind (103,239-241), wird es in
nichster Zeit wahrscheinlich nicht moglich sein, Untersuchungen in ausreichendem
Umfang an primdren Leukozyten von Tel-Abl-positiven Leukédmiefillen
durchzufiihren(242,243). Daher wird man bis auf weiteres auf Modellsysteme wie die
murinen Ba/F3 Zellen oder Mausmodelle (237) angewiesen sein, um zumindest einige
Hinweise auf die durch die leukdmische Tel-Abl-Kinase induzierten Signalereignisse zu

erhalten.
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S Zusammenfassung

Deregulierte Uberaktivierung von Tyrosinkinasen der Abl-Familie spielen eine
wesentliche Rolle in verschiedenen Leukdmieformen beim Menschen. Neben der schon
seit vielen Jahren fiir die CML als ursdchlich anerkannten Fusionskinase p210Bcr-Abl
sind weitere Fusionskinasen unter Beteiligung der Abl-Kinase in Formen der sowohl
CML als auch der ALL und CMML beschrieben worden. Diese seltener auftretenden
Abl-Fusionskinasen umfassen sowohl Bcr-Abl Proteine anderer Grofle (p165Bcr-Abl,
p190Bcr-Abl und p230Bcr-Abl) als auch die Tel-Abl Fusionskinasen, die anstelle von
Teilen des Ber-Proteins Teile des Tel-Proteins beinhalten.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Kinasespezifitit der onkongenen
Fusionstyrosinkinasen Bcr-Abl und Tel-Abl mit der der physiologischen Kinasen c-Abl
und Arg verglichen. Mittels kurzer Peptide, deren Aminosduresequenzen
Phosphorylierungsepitopen in Substratproteinen der Kinasen der Abl-Famile
entsprechen, konnte eine verminderte katalytische Spezifitit der onkogenen Kinasen
Bcer-Abl und Tel-Abl gezeigt werden.

Der zweiten Teil der hier dargestellten Ergebnisse fokussiert auf
Signaltransduktionsereignisse, die in Tel-Abl exprimierenden Zellen auftreten, und
vergleicht diese mit der fiir Ber-Abl bekannten Signaltransduktion.

Ahnlich wie Ber-Abl konnte auch Tel-Abl in Proteinkomplexen mit dem
Adapterprotein CRKL, ein Protein, das in Ber-Abl-transformierten Zellen konstitutiv
Tyrosin-phosphoryliert ist, nachgewiesen werden. Des weiteren wurde gezeigt, daf3 in
den Tel-Abl exprimierenden Zellen die Adapterproteinen c-Crkll und CRKL
phosphoryliert sind und mit vielen anderen tyrosinphosphorylierten Proteinen
Komplexe bilden. SchlieBlich wurden einige Signaltransduktionsschritte beschrieben,
die sowohl in Zellen, die Tel-Abl exprimieren, als auch in Zellen mit Bcr-Abl-
Expression aktiviert sind. Mittels eines Ras-GPT-spezifischen Prizipitationsassys
konnte eine konstitutive Anhebung des GTP-belandenen Anteils des GTPase Ras in den
Zellen mit Expression der leukdmischen Abl-Formen gezeigt werden.

Sowohl die mitogene Kinase MAPK/Erk als auch die Kinase Akt/PKB, welche die
Apotptose blockiert reguliert, werden ebenfalls durch Tel-Abl aktiviert.
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Die Ergebnisse der hier dargestellten Arbeit zeigen, daB die leukdmischen Abl-
Fusionsproteine eine katalytische Spezifitit aufweisen, die sich von der der
physiologischen Abl-Kinasen unterscheidet und dafl Tel-Abl zumindest einige der
Signaltransduktionswege zu aktivieren vermag, welche auch durch das onkogene

Protein Ber-Abl aktiviert werden.
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7 Anhang

7.1 Verzeichnis der benutzten Abkiirzungen

Aminosduren wurden in dieser Arbeit mit Einzelbuchstabenabkiirzungen nach
internationaler Konvention bezeichnet. 'x” bezeichnet eine beliebige der 25 beim

Menschen vorkommenden Aminoséduren.

AKO Abl defiziente Zellen

ALL akute lymphatische Leukdmie
ALP alkalische Leukozytenphosphatase
AML akute myeloische Leukdmie
A-MuLV Abelson Murine Leukaemia Virus
Arg abl-related-Gen

ATCC American Type Culture Collection
atm Ataxia-Teleangiectasia-mutated
ATP Adenosintriphosphat

Ber breakpoint cluster region

BSA Rinderserumalbumin

CML chronische myeloische Leukdmie
CNL neutrophile Variante der CML
CTD carboxy-terminale Doméne
CRKL Crk like protein

CS Kaélberserum

CTD-ID CTD-interacting domain

DH Dbl-Homologie-Doméne

DMEM

DNA Desoxy

DNA-PK DNA-abhingige Proteinkinase
DTT Dithiothreitol

EBS ETS-binding Site

ECL Enhanced Chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
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EGTA Ethylenglycolbis(aminoethyl)-tetraessigsiure
Erk extrazellular regulierte Kinase
FAK 'focal adhesion'-Kinase
FCS Fotales Kilberserum
GAP GTPase aktivierende Proteine
GDP Guanosindiphosphat
GEF Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor
Gln L-Glutamin
GST Gluthation-S-Transferase
GTP Guanosintriphosphat
HC heavy chain
HLH Helix-Loop-Helix
HMW High-Range Rainbow Molecular Weight Markers
HPLC Hochleistungsfliissigchromatogarphie
IPTG Isopropyl B-D-thiogalactopyranosid
JINK c-Jun-N-terminus-Kinase
JNKK JNK-Kinase
LC light chain
LDH Laktatdehydrogenase
LMW Low-Range Rainbow Molecular Weight Markers
MAPK Mitogen-aktivierten Proteinkinase
MEK MAPK/Erk-Kinase
MLB Magnesium-containing cell lysis buffer
NADPH reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat
NES nuclear-export signal
NGF nerve growth factor
NLS nuclear localization signal
NRS normal rabbit serum, Kaninchenkontrollserum
OD optische Dichte
p130Cas Crk associated substrate
PBS Phospate buffered saline

pc

polyklonaler Antikdrper
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PDGF Platelet derived growth factor

Ph Philadelphia-Chromosom

PI3K Phosphatidylinositol 3’-Kinase

PMSF Phenylmethylsulfonfluorid

PKB Proteinkinase B

Rb Retinoblastoma-Protein

RBD Ras-Binding-Domain

RIPA100-Puffer Radioimmunoprecipitation Assay Buffer

RNA Ribonukleinsdure

RNAPII RNA-Polymerase 11

RTK Rezeptortyrosinkinase

SAPK Stress-aktivierte Proteinkinase

scid severe combined immunodeficiency

SDBB Semi-Dry Blot-Puffer

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SH2, SH3 Src-Homologiedoménen 2 und 3

Sp Substratpeptid

UBC9 Ubiquitin-konjugierenden Enzym 9

WB Westernblot

WCM WEHI3 konditioniertes Medium
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