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Danke fiir eure Unterstiitzung ...!
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zusammen mit Felix Oppermann durchgefiihrt.
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1. Einleitung

1.1. Die Funktionen der Proteinkinasen

Zellen sind einer Vielzahl von dufderen Einfliissen ausgesetzt. Somit ist es ndtig, dass die Zellen
eines Organismus untereinander kommunizieren und Signale von den Nachbarzellen
verarbeiten konnen. Diese Kommunikationsfahigkeit ermdoglicht erst die Ausbildung von Zellen
mit spezialisierten Fahigkeiten, die sich zu Geweben zusammenschlief;en und somit Organe
ausbilden. Die Kommunikationsfahigkeit von Zellen und den aus ihnen gebildeten Geweben
wird durch die Interaktion von Proteinen erreicht. Einige davon, die Transmembranproteine,
ragen sowohl aus der Zelloberfladche als auch in den zytoplasmatischen Raum der Zelle. Dadurch
sind sie in der Lage die Signale von aufden in das Innere einer Zelle weiterzuleiten oder interne
Signale aus der Zelle auf die Nachbarzelle weiterzuleiten. Flir die Weiterleitung der Signale tliber
die Transmembranproteinen in das Innere der Zelle sind oftmals eine Vielzahl von Proteinen
notig. Proteinkinasen spielen in der Weiterleitung von Signalen in der Zelle eine grof3e Rolle. Sie
transportieren das Signal in den Zellkern wo es verarbeitet wird und z.B. die Verdnderung der
Genexpression reguliert.

Proteinkinasen, welche an verschiedensten Signalkaskaden beteiligt sind, modifizieren zur
Signalweitergabe nachfolgende Proteine durch reversible Phosphorylierung. Insgesamt stehen
fir die Proteinregulation bis zu 200 verschiedene Modifikationen zur Verfiigung, die alle
posttranslational stattfinden (posttranslationale Modifikation, PTM). Dabei muss zwischen
stabilen und transienten Modifikationen unterschieden werden. Unter den stabilen
Modifikationen versteht man z.B. Glykosylierung, Biotinylierung, Lipoylierung und die
Disulfidbriickenbildung. Sie sind Teil des Reifungsprozesses neu translatierter Proteine,
unterstiitzen die Ausbildung der finalen Proteinstruktur und {iberfiihren die neu synthetisierten
Proteine in ein funktionell aktives Stadium. Bei der Signalweitergabe sind jedoch die
transienten Modifikationen von Bedeutung, da sie eine kurzfristige Regulation der Proteine
ermoglichen. Zu dieser Gruppe der PTM gehoren u.a. Phosphorylierung, Acetylierung,
Ubiquitinylierung, Methylierung und Sumoylierung. Diese Modulationen kénnen an einem
Protein an mehreren verschiedenen Stellen gleichzeitig vorliegen (1). Die wohl am meist
verbreitete und am besten untersuchte transiente PTM ist die Phosphorylierung von Serin
(Ser/S), Threonin (Thr/T) und Tyrosin (Tyr/Y) durch Proteinkinasen (PK). So sind mindestens

30% aller zellularen Proteine an mindestens einer Aminosaure phosphoryliert (2).
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Abb. 1:Struktur der Aminosduren Phosphoserin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin (3).

Zum ersten Mal wurde vor 50 Jahren die Phosphorylierung als reversibler
Regulationsmechanismus der Glykogen-Phosphorylase aufgedeckt und in den 1970er Jahren
folgte die Entdeckung der eukaryotischen Proteinkinase-Familie. Seit dem besteht ein grofies
Interesse darin, den Regulationsmechanismus der Phosphorylierung zu entschliisseln und die
komplette Familie der Proteinkinasen zu identifizieren. Durch die Sequenzierung des humanen
Genoms konnten insgesamt 518 verschiedene Proteinkinasen identifiziert werden (4), die sich
im humanem Genom in 21 PK-Familien untergliedern lassen (5). Zudem machen die PK 2% des
codierenden Genoms aus und gehoren damit zu einer der grofdten Genfamilien in den
Eukaryonten (2). Die PK kann man in typische Kinasen, die durch alle Metazoen hinweg eine
hoch konservierte katalytische Domédne besitzen, und atypische Kinasen, die keine

Sequenziibereinstimmung mit den typischen Kinasen besitzen, gliedern (5).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Wirkungsweise einer Kinase (5).

Bei einer klassischen Proteinkinase besteht die kanonische katalytische Kinasestruktur aus
etwa 250 Aminosduren. N-terminal findet man eine Domane aus -Faltblattern und C-terminal
eine Domane aus a-Helices. In dem Spalt, der sich zwischen den beiden Doméanen ausbildet,
bindet ATP mit dem Adenosin an die Nukleotidbindetasche der PK und das Triphosphat zeigt
frei zuganglich nach aufien. Das Proteinsubstrat kann daraufhin an den Spalt binden und

konservierte Aminosiuren der katalytischen Domine Kkatalysieren die Ubertragung des
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1. Einleitung

terminalen Phosphats (y-Phosphat) vom ATP auf die Hydroxylgruppe eines Ser, Thr oder Tyr
(2). Durch diese PTM kann die Funktion des Proteins reguliert werden, indem die
Phosphorylierung direkt eine Konformationsdnderung des Proteins auslost. Fiir eine solche
Regulierung (6) muss oftmals die Phosphorylierung im Aktivierungssegment der Kinase
auftreten. Das Aktivierungssegment besteht aus 20-40 oftmals positiv geladenen Aminosauren
(AS) innerhalb der grofien C-terminalen Doméine, die aus einer Magnesiumbindungsstelle,
einem kurzen PB-Strang, der Aktivierungsschleife und der P+1-Schleife besteht (7). Das
Aktivierungssegment kann diverse Konformationen einnehmen. So kann die Phosphorylierung
die PK aktivieren, indem das Aktivierungssegment durch eine geschlossene Konformation

stabilisiert wird (8) und die aktive Form erhalten bleibt (7).

Catalytic
Loop

Activation
Loop

Abb. 3: Schematische Abbildung wichtiger Schleifenelemente in der N-terminalen Domdne einer Kinase (7).

Dabei gibt es neben eine Konformationsanderung, nicht nur die Aktivitiat des Proteins steigert,
sondern auch verringern (6).

Im Allgemeinen kann man die Proteinkinasen in zwei Gruppen aufteilen. Die eine Gruppe
beinhaltet 80% aller PK und besitzt eine Spezifitit fiir Ser/Thr. Ihre Struktur des katalytischen
Spalts ist weniger prominent ausgebildet, passend fiir die relativ kleine Seitengruppe von Ser
und Thr (Abb. 1). Dahingegen findet man bei den restlichen 20% der PK eine Spezifitat fiir Tyr-
Phosphorylierung, mit einem stiarker ausgepragten katalytischen Spalt zwischen den Schleifen
der PK. Da die Seitengruppe des Tyr raumgreifender ist, wird so eine gewisse Spezifitat aufrecht

erhalten (2).

1.2. Die Protein-Tyrosinkinasen (PTK)

Proteinphosphorylierung an Tyrosin-Resten gilt als wichtiger zellulirer Mechanismus zur
Regulation verschiedener Funktionen wie Proliferation, Differenzierung und Transformation.

Im Jahr 1979 wurde zum ersten Mal bei der Untersuchung von Tumorviren entdeckt, dass ein
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Protein durch die Phosphorylierung an einem Tyr modifiziert wird (9). Ein Jahr spater fand man
heraus, dass das modifizierende Protein des Rous sarcoma tumour virus, v-SRC, eine
Tyrosinphosphorylierungsaktivitit besitzt (10). Das war der erste Hinweis, dass eine
Fehlregulation in der Tyrosinphosphorylierung die Krebsentstehung fordert (11). Es folgten die
Entdeckung und strukturelle Aufklarung anderer PTK, wie des epidermale Wachstumsfaktor-
Rezeptors (EGFR), des Insulinrezeptors (INSR) und des Platelet-derived growth factor receptor
(PDGFR). Ausgelost durch die Bindung ihre entsprechenden Liganden werden diese PTK
aktiviert, daraufhin werden die Tyrosine der Rezeptoren und weitere intrazelluldre, an
phosphorylierte Tyrosine des Rezeptors bindende Proteine phosphoryliert (11). Daraus schloss
man, dass die PTK ein wichtiger Bestandteil der Signalvermittlung sind und zudem die
intrazelluldren Signalwege regulieren konnen (12).

Eine typische PTK hat in ihrer Kinasedomane die bereits erwahnte bipolare Struktur mit einer
N-terminalen Domaéne, an der ATP und Magnesium binden, und einer C-terminalen Domane, in
der die Aktivierungsschleife zu finden ist. Dazwischen liegt die Bindungsstelle fiir die
Polypeptidsubstrate. PTK fungieren dabei als Enzyme, die den Transfer des Phosphats vom ATP
auf einen Tyrosinrest eines Polypeptides tlibertragen und somit intrazelluldre Signal initiieren
(13).

Bei manchen inaktiven Kinasen wird die Inaktivierung aufrechterhalten, indem die
Juxtamembranregion mit der Kinaseregion interagiert und durch diese Konformationsanderung
das Enzym inhibiert. Durch die Bindung zum Liganden wird die PTK aktiviert,
autophosphoryliert sich durch die Oligomerisierung selbst, wodurch Bindungsstellen fiir
Signalproteine generiert werden. Diese Bindungsproteine binden an die PTK und aktivieren
ihrerseits verschiedene Signalkaskaden (13). Werden Adaptorproteine an phosphorylierte PTKs
rekrutiert, konnen diese iiber ihre SH2-Domane an das phosphorylierte Tyrosin der PTK binden
(oder auch PTB, z. B. in SHC) (6) und iiber weitere Domanen in ihrer Struktur akkumulieren sie
weitere zytoplasmatische Effektoren zu den PTK (14). Diese Effektoren wiederum geben die
Signale weiter und aktivieren somit weitere Signalkaskaden ins Innere der Zelle (6). Da PTKs an
wichtigen Prozess in der Signalregulierung beteiligt sind, miissen sie demzufolge unter einer
starken Kontrolle stehen. Aus dieser Erkenntnis heraus lasst sich die Tatsache erklaren, dass
nichtproliferierende Zellen einen geringen Anteil an tyrosylphosphorylierten Proteinen in der
Zelle aufweisen (13).

Insgesamt umfasst das menschliche Genom ca. 90 Gene fiir PTK und 43 PTK dhnliche Gene (13).
Diese Gruppe unterteilt sich, je nach der Lokalisation der PTK, in Rezeptor-Tyrosinkinasen
(RTK) und Nichtrezeptor-Tyrosinkinasen (NRTK). Dabei sind RTK transmembrane Proteine, die
in der Membran verankert sind, eine extrazellulire Domadne aufweisen und meist hydrophile

Signalmolekiile als externe Liganden binden. Dagegen findet man NRTK ungebunden im Zytosol
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1. Einleitung

und/oder im Zellkern vor und eine Aktivierung findet meist durch hydrophobe Signalmolekiile

wie Stickstoff, NO und Liganden von nuklearen Rezeptoren, statt (6).

1.2.1 Die Rezeptor-Tyrosinkinase
Zu der Gruppe der RTK gehoren etwa 58 PTK, wie z.B. platelet-derived growth factor receptor
(PDGFR) und epidermal growth factor receptor (EGFR) (12). Strukturell kann man die
Rezeptoren in einen extrazelluldren Anteil, mit der Fahigkeit zur Ligandenbindung, in einen

transmembranen Anteil, mit einer helikalen Struktur und einem zytoplasmatischen Anteil, mit
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Abb. 5:Beispiele fiir Rezeptor-Tyrosinkinasen (15).

SAM

der Tyrosinkinaseaktivitit und weiteren regulatorischen Domaénen, unterteilen. Ungebunden
liegt die RTK, die in der Regel nur aus einer einzelnen Polypeptidkette besteht, meist als
Monomer in der Membran vor. Bindet jedoch der Ligand an den Rezeptor, wird die RTK
aktiviert, dimerisiert und meistens autophosphoryliert das Tyrosin wechselseitig in der
Aktivierungsschleife sowie an zahlreichen weiteren Tyrosinresten aufderhalb der
Kinasedomane (11, 15). Im Detail heifst das, dass die RTK nach der Bindung des Liganden durch
den dimerischen Rezeptorpartner mindestens einmal phosphoryliert wird. Dabei befinden sich
die Rezeptoren in der inaktiven trans Konformation. Die Phosphorylierung fiihrt dazu, dass die
RTK ihre Konformation zu cis dndert und nun zwischen der Aktivierungsschleife und dem
Aktivierungssegment eine Bindungsmoglichkeit flir das Substrat besteht (12). Die Kinase ist nun
aktiviert und rekrutiert, durch die spezifische Bindung Signalproteine aus dem Zytoplasma an

die Zellmembran (12).
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Catalytic Lys

Phosphorylated
Tyr residues

Peptide substrate

Active Inactive
Abb. 6: Darstellung der cis und trans-Konformation einer Kinase (16)-

1.2.2. Nichtrezeptor-Tyrosinkinase
Die zweite Gruppe der PTK besteht aus 32 bekannten zytoplasmatischen / zytosolischen
Nichtrezeptor-Tyrosinkinasen (12), wie z.B. die Familie der Src-Kinasen, die Janus-Kinasen

(JAKs) und ABL.
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Abb. 7: Beispiele fiir Nichtrezeptor-Tyrosinkinasen (15).

Anders als RTK kénnen NRTK keine extrazellularen Signale empfangen, sondern befinden sich
innerhalb solcher Signalkaskaden. Darum fehlt diesen Kinasen eine Domane um Liganden zu
binden und eine transmembrane Region. Die Struktur der NRTK tragt N-terminal oftmals eine
Modifikation, in der Regel eine Myristylierung um an die Zellmembran zu binden. Neben der
Kinasedomane besitzen NRTK Domaénen fiir die Interaktionen mit Proteinen, Lipiden und der
DNA. Die meisten NRTK besitzen eine Src homology 2 (SH2) und 3 (SH3) Doméine um an
phosphoryliertem Tyrosin und an prolinreichen Sequenzen zu binden. Die NRTK ABL besitzt
daneben noch ein Lokalisierungssignal fiir den Zellkern und eine F-Actin-Bindungsdomane,
weswegen diese Kinase sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma zu finden ist. Genauso wie

bei den RTK wird die NRTK durch die Phosphorylierung in der Aktivierungsschleife aktiviert
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1. Einleitung

(15). Diese Aktivierung kann z.B. durch die Anlagerung an RTK oder durch trans-
Phosphorylierung anderer zelluldrer Kinasen erfolgen, wodurch die NRTK von ihren Inhibitoren
dissoziiert und ihrerseits Substrate phosphorylieren kann. Inaktiviert werden die NRTK

entweder durch Tyrosinphosphatasen oder durch die Bindung an ein Inhibitormolekiil (13).

1.3. Signalwege mit Proteintyrosinkinasen

Generell gibt es verschiedene Gruppen an Signalwegen an denen PTK beteiligt sind (s. Abb. 8).
Zum einen gibt es G-Protein abhingige Rezeptoren, die durch ein externes Signal aktiviert
werden. Dadurch wird ein second messenger aktiviert (z.B. Caz* oder cAMP), der mit Hilfe von
intrazelluldre Kinasen zur Expression bestimmter Gene fiihrt.

Ein weitere Weg, um bestimmte Transkriptionsfaktoren fiir die Expression von Genen zu
aktivieren, filhrt {iber ein extrazelluldires Signal, dass die Dimerisierung eines
Tyrosinkinaserezeptors auslost woraufhin im Inneren der Zelle bestimmte Kinasen
phosphoryliert werden.

Die letzte Gruppe wird durch Steroidhormone definiert, die durch die Zellmembran
diffundieren und im Inneren der Zelle sich an einen entsprechenden Rezeptor binden. Dieser

Komplex kann nun in den Kern diffundieren und dort die Expression bestimmter Gene auslosen.
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Signaltransduktion
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Abb. 8: Verschiedene Mdglichkeiten der Signaliibertragung durch Hormone und Wachstumsfaktoren.
(http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/biotutor_2004/signale.htm)

-
4

1.3.1. Second Messenger

Ein wichtiger Bestandteil von Signalwegen sind second messenger. Sie dienen dazu Signale die
von der Zelloberflache kommend die Rezeptoren stimulieren an das Zytosol und /oder Zellkern
weiterzuleiten. Zu diesen second messengern gehoren drei Hauptklassen: Zum einen die

zyklischen Nukleotide wie cAMP und cGMP, das Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol
(DAG) und die Kalziumionen (Ca?*) (17).

(0]
]| —_—
HN1 \ & L/I >
N 4 N9
i o i
cGMP cAMP

Abb. 9: Molekulare Struktur des cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) und des cyclischen
Adenosinmonophosphats (CAMP]. (http://www.ohsu.edu/ohsuedu/academic/som/physpharm/images/Karpen-home-page-
figure,jpg)
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1. Einleitung

Rezeptoraktivierung durch Hormone oder Neurotransmitter fithren zu einer Aktivierung von G-
Proteinen an der intrazellularen Oberfliche, die wiederum die Adenylylcyclase aktiviert. Die
Adenylylcyclase katalysiert die Bildung von zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP) aus
ATP unter Abspaltung von Pyrophosphat. Daraus resultiert ein Anstieg an cAMP in der Zelle,
was sich auf Effektorproteine wie Proteinkinase A (PKA) und Guaninnukleotid-Austauschfaktor
Epac, stimulierend auswirkt (17). Bei der PKA bewirkt es eine Konformationsdnderung in der
regulatorischen Untereinheit, wodurch die katalytische Untereinheit des Tetramers freigesetzt
wird und dadurch zahlreiche Proteine wie Genregulatorprotein CREB, phosphorylieren kann.
Inaktiviert wird cAMP durch die Phosphodiesterase (PDE), die das cAMP-Level reduziert (17-
18)

Fiir die Synthese des cyclischen Guanosinmonophosphats (cGMP) aus GTP wird das Enzym
Guanylylcyclase benoétigt. Das Enzym wird durch unterschiedliche Faktoren wie Peptidhormone
und Neurotransmitter aktiviert. cGMP kommt vor allem im Gehirn vor und reguliert dort cGMP-
oder cAMP-Phosphodiesterasen, Proteinkinase G, PKC und CaMKII. Uber die PKG werden die
NF-kB und AP1 Transkriptionsfaktoren reguliert und beeinflussen dadurch die Genexpression
und Zelldifferenzierung (19).

Die Gruppe der Inositoltrisphosphate (IP3) und 1,2-Diacylglycerine (DAG) wird durch Peptid-
und Proteinhormone Transmitter, neurohormonale Faktoren und Hormone aktiviert. IP3 und
DAG entstehen durch die Hydrolyse von Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP2) durch die
Phospholipase C (PLC). IP; kommt entweder im Zytosol gelost oder an IP3;-Rezeptoren von
Muskelzellmembran gebunden vor. Die Stimulierung mit IP3 hat eine Ca2*-Ausschiittung in das
Zytosol aus intrazelluliren Speichern zur Folge (20). Dagegen bleibt DAG in der
Plasmamembran verankert, rekrutiert aber die Proteinkinase C an die Membran (21-22).

Die Kalziumionen (Ca?*) regulieren viele intrazelluldre Signale, durch Konzentrationserh6hung
des Ions im Zytosol werden eine Reihe von Proteinen wie Calmodulin (CaM) aktiviert. CaM ist
ein Kalzium-bindendes, regulatorisches Protein, das nach Aktivierung selbst eine Reihe von
Kinasen wie CaMKII und CaMKIV, die Adenylylcyclase, die endotheliale Stickstoffmonoxid-

Synthase und die Phosphatase-Calcineurin aktiviert (23).

1.3.2. G-Protein-vermittelte Signalwege
Guaninnukleotid bindende Proteine (G-Proteine) verkniipfen extrazelluldre Rezeptorproteine
mit intrazellularen Effektorenzymen und lonenkandlen (24). G-Proteine kénnen in kleine G-
Proteine wie RAS, RHO-, RAB-Familie und RAN und in heterotrimere G-Proteine unterteilt
werden. Von den heterotrimeren G-Proteinen gibt es drei Untereinheiten (o, f und y), dabei

ermoglicht die Kombination der unterschiedlichen Untereinheiten Interaktionen mit vielen
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verschiedenen Rezeptoren und Effektorproteinen. Generell binden heterotrimere G-Proteine an
Rezeptoren mit 7 Transmembranhelices (25), die ihrerseits durch Signale wie Lichtphotonen,
Geruchsstoffe, Hormone, Neurotransmitter und Wachstumsfaktoren aktiviert werden. Durch
die Bindung von GTP wird ein G-Proteine aktiviert, spaltet sich in das Rezeptor-gebundene G,-
GTP und das freie Gpg-Dimer und interagiert mit Effektorproteinen (25). Durch die interne
GTPase des G-Proteins hydrolysiert das GTP zu GDP und inaktiviert das G-Protein. Dadurch 16st
sich das G.-GDP vom Rezeptor und die Untereinheiten G, und Gug reassoziieren wieder, bis die
Reaktion mit einem Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF) die erneute GDP/GTP-
Austauschreaktion bei den G-Proteinen ermdoglicht (24). G-Proteine regulieren die Aktivitat
ihrer Substrate um dadurch Signalwege zu initiieren (25) und second messenger iiber die
Regulierung von Adenylylcyclase, Phospholipase C und A zu beeinflussen (24).

Ein Beispiel fiir ein G-Proteine vermittelten Signalweg findet sich im RAF/RAS-Signalweg. Die
inaktive Serin-/Threoninkinase RAF liegt in einem Multiprotein-Komplex mit dem
Dimerprotein 14-3-3 im Zytosol vor. Durch die Aktivierung des aktiven G-Protein RAS-GTP an
der Zellmembran, wird RAF aus dem Zytosol an die Zellmembran rekrutiert. Daraufhin wird die
regulatorische Domidne an dem Serin dephosphoryliert und RAF wechselt zur aktiven
Konformation. Dadurch koénnen die Substrate wie MEK1, 2 und ERK im activation loop
phosphoryliert werden und u.a. der MAP-Kinasesignalweg aktiviert werden. Dieser Signalweg
ist an verschiedenen Aufgaben der Zelle beteiligt, wie der Zellproliferation und
Zelldifferenzierung oder die Phosphorylierung von PK und andere Transkriptionsfaktoren (26-

28).

1.3.2.1. PI3K-Signalweg
Ein weiterer wichtiger Signalweg in dem second messenger involviert ist, findet man im
Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K)-Signalweg. Die PI3K ist eine intrazelluldre Lipidkinase, die
aus einer regulatorischen (p85) und einer katalytischen (p110) Einheit besteht. Durch
extrazellulare Stimuli wird die katalytische Untereinheit der PI3K an die aktivierten
Membranrezeptoren rekrutiert und bindet iiber die SH2-Domédne der p85-Domédne an die
phosphorylierte RTK. Daraufhin erfolgt die Phosphorylierung der 3‘-Hydroxylgruppe des
Phosphatidylinositols und Phosphoinositids, wodurch PIP3 aus PIP; entsteht. PIP; bindet an die
Pleckstrinhomolog-Domédne (PH) von Proteinen wie AKT und Proteinkinase B (PKB) und
vermittelt ihre Rekrutierung zur Membran. Dadurch wird AKT entweder durch 3-
phosphoinositide-dependent kinase (PDK1) oder anderen Kinasen phosphoryliert und aktiviert.
AKT wiederum aktiviert u.a. den Transkriptionsfaktor wie FOXO, wodurch Proliferation und

Wachstum der Zelle gesteigert wird, aber Apoptose auch in Krebszellen gehemmt wird. Die
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Inaktivierung von PIP3; zu PIP; erfolgt durch die Hydrolyse durch PTEN (29). PIP, seinerseits
kann durch die Phospholipase C in IP; und DAG gespalten werden, wodurch IP; einen

Kalziumausstof3 aus intrazelluldren Speichern auslést und DAG die Proteinkinase C aktiviert

(22).

1.3.2.2. EGFR Aktivierung
Ein zweiter wichtiger Signalweg der second messenger integriert ist der EGFR (epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor)-Signalweg. Die RTK wird durch die extrazelluliren
Ligandenbindung wie HER2, EGF und transforming growth factor (TGF)-a aktiviert und lost
damit eine Dimerbildung aus, indem die Tyrosinreste wechselseitig phosphoryliert werden.
Dies 16st eine Strukturverdanderung in den loop-Segmenten hin zur aktiven Konformation aus.
Dadurch bilden sich Bindungsstellen fiir Signalkomplexe aus zytoplasmatischen Enzymen und
Adaptorproteinen aus (30). Ein Adaptorprotein, wie GRB2, bindet an das phosphorylierte EGFR
tiber die SH2-Domane und an die SH3-Domane bindet iiber spezifische prolinreiche Sequenzen
der Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF) SOS und wird so an die Plasmamembran rekrutiert.

SOS induziert die GDP/GTP-Austauschreaktion bei den G-Proteinen wie RAS.

1.3.3. JAK /STAT-Signalweg
Zu einer Signalkaskade ohne Einfluss von second messengern oder G-Proteinen gehort der janus
kinase / signal transducers and activators of transcription (JAK/STAT)-Signalweg. Aktiviert wird
dieser Signalweg entweder durch die Bindung von Liganden wie Erythropoetin und
Wachstumshormone, wodurch sich der Rezeptor zu einem Homodimer formiert oder durch
Liganden wie Interferone und Interleukine bei dem sich ein Rezeptorheterodimer ausbildet.
Daraufhin assoziieren die zytoplasmatischen Doméadnen von zwei Rezeptoruntereinheiten mit
JAK-Kinasen. Die JAK-Kinase besteht aus einer nicht-katalytischen regulatorischen Doméne und
einer Domane mit PTK-Aktivitdt. Durch die Assoziierung von JAK an den Rezeptor wird die
Kinase aktiviert, zwei JAK-Kinasen kommen in raumliche Ndhe und phosphorylieren sich
gegenseitig. Dadurch wird die Rezeptormultimerisierung hervorgerufen und sowohl der
Rezeptor als auch das Substrat STAT wird phosphoryliert. Daraufhin dimerisiert STAT bedingt
durch die Bindung an die SH2-Domanen und wird abhdngig von Importin a-5 und dem RAN
nuclear import vom Zytoplasma in den Zellkern importiert. Im Zellkern bindet das STAT-Dimer
an regulatorische Sequenzen, um die Transkription entweder zu aktivieren oder zu inhibieren.
Somit wird der Einfluss auf Zellteilung, -differenzierung, -migration und Apoptose genommen,

genauso wie die Wachstumsfaktoren und Zytokine gesteuert werden um die Entwicklung und
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Homoostasis der Zelle aufrecht zu erhalten. Durch die Phosphatase SHP-1 wird der Signalweg

inhibiert (31).

1.4. Onkogener Kinasesignalweg
Normalerweise ist der Signaliibertragungsweg der Proteinkinasen strikt kontrolliert und
reguliert. Doch kann es durch genetische Verdnderungen zu einer Fehlregulation der
Kinaseaktivitit kommen. Das kann dazu fiihren, dass das sensible Gleichgewicht zwischen
Zellteilung und Zellwachstum einerseits und Apoptose andererseits gestort wird. Diese Stérung
des Gleichgewichts und damit die Entstehung eines onkogenen Zustands kann durch
verschiedene mogliche Ursachen hervorgerufen werden (12).
Eine Fehlregulierung kann auf einer genomischen Umlagerung z.B. einer chromosomalen
Translokation beruhen. Dabei miissen zwei Bedingungen erfiillt werden, damit ein onkogenes
Fusionsprotein entsteht. Es muss eine PTK-Domine ohne Regulationskontrolle mit einer
Dimerisierungsdoméne fusioniert werden. Dadurch erhalt die neugebildete Kinase die Fahigkeit
konstitutiv aktiv zu bleiben ohne negativ regulierenden Mechanismen zu unterliegen. So kann
z.B. das onkogene Fusionsprotein BCR-ABL durch eine reziproke Translokation zwischen den
Chromosomen 9 und 22 entstehen (12-13).
Eine andere Ursache fiir eine Fehlregulation kann auf Gain-of-function-Mutationen oder kleinen
Deletionen beruhen. Auch diese Verdnderungen stehen mit Malignitit in Verbindung, wenn sie
z.B. die Autoregulation einer Kinase zerstéren, wie es bereits beim EGF-Rezeptor beobachtet
wurde (12-13). Wie bei einer Storung des PDGF-Signalweg gezeigt wurde, verursacht eine
Genamplifikation, eine Uberexpression der RTK oder einer seiner Liganden eine gesteigerte
Aktivitat der RTK, und kann somit Krebs auslésen (12-13). Eine weitere Moglichkeit fiir eine
abnorme PTK-Aktivitit kann auch auf eine Reduzierung der PTK-regulierenden Faktoren wie
z.B. Phosphatasen oder Inhibitorproteinen zuriickzufiihren sein (13). Dabei konnen die
Mutationen nicht nur die Aktivitat einer Kinase erhéhen, sondern auch mehrere redundante
Kinasesignalwege anschalten und somit eine Uberexpression eines Genes erzeugen (32). Seit
1980 weifd man durch die Entdeckung des Rous sarcoma tumor virus protein, v-SRC, dass
retrovirale Proto-Onkogene ebenso strukturelle Verdnderungen im Genom hervorrufen und so
die Krebsentstehung auslosen kénnen (10, 12).
Da Onkoproteine als mutierte Formen der zelluldren Proteine verstanden werden, wurde in
fritheren Studien die Genome von Tumorzellen und normalen, unmutierten Zellen verglichen
und nach signifikanten Unterschieden gesucht. Viele RTK bzw. ihre Liganden wurden dadurch

als Proto-Onkoproteine identifiziert (33). So entdeckte Rita Levi-Montalcini 1952 den
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Wachstumsfaktor nerve growth factor (NGF) in Maustumorzellen, der in Hithnerembryonen
neuronale Auswiichse hervorrief (34). In den 1960er Jahren folgte durch Cohen die Entdeckung
des epidermal growth factors (EGF), welcher die Proliferation von Epithelzellen stimulierte (35).
Aber es dauerte bis 1980 bis die Arbeitsgruppe um Hunter und Sefton durch die Entdeckung
von v-SRC den ersten Beweis erbrachte, dass fehlregulierte Proteintyrosin-Phosphorylierungen
zu Tumorentstehung fithren kénnen. Sie transformierten Hithnerzellen mit der PTK v-SRC und
konnten anschliefRend einen deutlichen Anstieg an Tyrosin-Phosphorylierung nachweisen, die
letztendlich zur malignen Transformierung der Zellen fiihrte (10). Ein weiterer Meilenstein auf
dem Weg der Therapieentwicklung war die Feststellung, dass Rezeptoren wie EGFR, INSR und
PDGFR als RTK durch ihre Liganden aktiviert werden konnten, was die Phosphorylierung der
Rezeptoren selbst und Phosphorylierungen weiterer zellularer Proteine ausldste (11). Als dann
durch Julien Downward eine hohe Ubereinstimmung zwischen den EGFR-Peptiden und der
Sequenz des avian oncogene, v-erbB, festgestellt wurde, wurde somit zum ersten Mal die
Verbindung zwischen einem tierischem Onkogen und einem humanem Gen, das verantwortlich
fiir das Zellwachstum war, hergestellt (36). Wichtige Erkenntnisse in der Aufklarung der
Signalkaskade erhielt man ab den 1980er Jahren durch die Entdeckung des Adaptorproteins
RAS. Dem folgte die Identifizierung weiterer zytosolischer Faktoren, wie die Familie der GTP-
Austauschfaktoren (guanine-nucleotide exchange factor, GEF). Diese GEFs katalysieren den
Austausch eines an ein Protein gebundenes GDP durch ein GTP, wodurch die G-Proteine in der
Regel aktiviert werden. Somit konnte die Signalkaskade von den RTK iiber Aktivierung des G-
Proteins RAS durch seinen GTP-Austauschfaktor son of sevenless (SOS) vervollstindigt werden
(11).

Heutzutage gehoren zu der Gruppe der Zelloberflichenrezeptoren 58 RTK und bei mehr als der
Hélfte ist eine Assoziation zu Krankheiten bekannt, die durch eine Uber- bzw. Unterexpression
oder Mutationen ausgeldst wird (11). Seit dieser Erkenntnis versucht man die Mutationen und
Fehlregulationen von Proteinkinasen, die in der Entstehung von Krankheiten beim Menschen
eine wichtige Rolle spielen, fiir einen moglichen Therapieansatz zu nutzen. Es gibt eine Reihe
von Therapieansatzen, die versuchen, spezifische Antagonisten fiir diese Kinasen zu entwickeln
(4), wie z.B. der Einsatz von kleinen Molekiilen, die die katalytische Aktivitit der Kinase direkt
inhibieren sollen. So wurde an small-molecule tyrosine-kinase inhibitors geforscht, die moglichst
selektiv fiir onkogene PTK sind, was zur Entwicklung von Inhibitoren wie Imatinib, Dasatinib,
Nilotinib und Gefitinib fiihrte (11). Fiir RTK besteht zusatzlich die Moglichkeit die Kinasen tiber
monoklonale Antikdérper zu inhibieren, wie es mit Trastuzumab gegen die RTK HER2 erfolgreich
gezeigt wurde. Der Vorteil an diesen Therapien ist, dass sie den Patienten deutlich geringer
toxisch belasten, da sie zielgerichtet nur auf die Krebszellen wirken sollen. Der Nachteil dieser

Therapien liegt aber darin, dass hier leicht Resistenzmechanismen gegen den Inhibitor
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auftreten. Bereits Punktmutationen kénnen ausreichen, um bei einer PTK eine Bindung ihres
Inhibitors zu verhindern. Mittlerweile sind eine Reihe von Mutationen bei PTK bekannt, die zu

einer Resistenz gegeniiber niedermolekularen Inhibitoren fithren (13).

1.5. Entstehung von Leukdamie

Treten nun Mutationen auf, die z.B. mit der Zellzykluskontrolle interferieren, konnen sich
immer mehr Mutationen im Genom anhaufen, ohne dass in der abnormen Zelle die Apoptose
ausgelost wird. Entwickelt sich daraus eine Krebszelle, kann diese sich selbst erneuern und
proliferieren ohne dabei einer Regulation zu unterliegen. Dabei wachsen Krebszellen zuerst nur
lokal begrenzt, ab einer gewissen Grofde infiltrieren sie jedoch oftmals das umliegende Gewebe
und zerstoren es, um dann am Ende in weiter entfernte Organe zu metastasieren (37).

Bei der Entstehung von Leukdmiezellen geht man davon aus, dass die Differenzierung der
hamatopoetischen Zellen gestort ist. Diese Zellen reagieren auf keine externen Stimuli mehr, sie
sind immortalisiert, konnen sich selbst erneuern und wachsen im Knochenmark auf Kosten der
gesunden Zellen in einer hohen Zahl, um sich dann iiber das periphere Blutsystem im ganzen
Korper zu verteilen. Leukdmiezellen gehen nicht mehr in Apoptose und kénnen sich nicht mehr
ausdifferenzieren, befinden sich daher in einem frithen Stadium der Vorlauferzellen. Meistens
findet man in leukdmischen Zellen eine charakteristische, karyotypische Abnormalitit und
spezifische Oberflachenantigene (37).

Bei der Leukdmie unterscheidet man vier Gruppen, die akute myeloische Leukdmie, die akute
lymphatische Leukdmie, die chronische myeloische Leukdmie und die chronische lymphatische
Leukamie (38). Die akute myeloische Leukdmie (AML) weist eine hohe Zahl an myeloischen,
undifferenzierten Zellen im Knochenmark auf, die letztendlich zum Versagen der Himatopoese
fithrt. Die Auftrittswahrscheinlichkeit nimmt mit dem Alter zu, der Behandlungserfolg nimmt
dagegen mit dem Alter der Patienten ab. Im Ganzen ist die AML eine sehr heterogene Krankheit,
in der bereits eine Reihe von zytogenetischen und molekularen Veranderungen, identifiziert
wurden (39). Dazu gehoren in 16-17% der Fille eine Trisomie 8, aber auch chromosomale
Veranderungen wie t(15;17)(q22;q21), t(8;21)(q22;922) und inv(16)(p13q22) (40). Bei der
akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) bestehen die Zellen im Knochenmark zu mindestens 20-
25% aus lymphatischen Vorlduferzellen. Zusitzlich konnen genetische Veranderungen
nachgewiesen werden (41). Die chronische lymphatische Leukdmie (CLL) ist die am weitesten
verbreitete Leukdmie in den westlichen Nationen. Der Definition nach diagnostiziert man CLL
ab einem Lymphozyten-Wert von 5000 B-Lymphozyten pro einem Mikroliter Blut (42).

In den folgenden Kapiteln wird jedoch nur die chronische myeloische Leukdmie genauer

beschrieben.
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1.5.1. Chronische myeloische Leukimie
Der Krankheitsverlauf der chronischen myeloischen Leukdmie (CML) lasst sich in drei Phasen
unterteilen. Am Anfang beginnt die CML mit einer chronischen Phase, die wenig aggressiv ist
und in der die Tumorzellen langsam wachsen (43). Die Zellen haben noch die Fahigkeit sich zu
differenzieren und sind funktionell normal. Meistens konnen die Patienten keine
Krankheitssymptome feststellen. Unbehandelt kann diese Phase 2-3 Jahre andauern (44). Der
Ubergang zur zweiten Phase (accelerated phase) ist flieend und wird durch eine grofiere Zahl
an unreifen Zellen definiert, gepaart mit einem Nachlassen des Therapieerfolges. In der letzten
Phase dominieren die unreifen Zellen und die Uberlebensrate betridgt nur noch Wochen bis
Monate (44). Diese letzte Phase wird die akute Phase, auch Blastenkrise, genannt. Hier treten
die voll transformierten Zellklone, die in einem frithen Entwicklungsstadium der myeloischen
oder lymphatischen Differenzierung stehen geblieben sind, auf. Die meist verbreitete Ursache
fiir die Entstehung der CML ist eine reziproke Translokation und das daraus resultierende

sogenannte Philadelphia-Chromosom.

1.5.2. Chronische myeloische Leukimie mit BCR-ABL
Zum ersten Mal wurde 1960 von Nowell und Hungerford das Philadelphia (PH)-Chromosom
beschrieben und 1973 erkannte Janet Rowley, dass dies das Produkt einer Translokation war
(44). Durch die t(9;22)(q34;q11) Translokation in Philadelphia-positiven myeloischen
Leukdmiezellen, entsteht das chimare BCR-ABL Fusionsprotein. Die Bruchstelle verbindet die
ABL-Sequenz strangaufwirts von Exon III des Chromosoms 9 mit der BCR-Sequenz
strangabwarts von Exon III auf Chromosom 22 (43, 45). Dadurch entsteht ein Fusionsprotein
mit einer Grofde von 210 kDa mit 902-927 Aminosauren des BCR-Proteins und mit Exon 2-11
von c-ABL, das in 95% aller CML-Patienten vorgefunden wird (46). Das BCR-Protein zeigt an
seinem N-terminalen Ende Serin/Threonin-Kinaseaktivitit und besitzt eine Domane zur
Dimerisierung. Das Wildtyp ABL-Protein scheint ein Tumorsuppressor zu sein, da es eine
inhibitorische Rolle in der Zellzyklusregulation spielt (44). Auferdem interagiert es mit den
Proteinen ataxia telangiectasia mutated (ATM), DNA-abhingige Proteinkinase (DNA-PK) und
Rad51 (RecA Homolog, E. Coli), die in der DNA-Reparatur involviert sind. Daraus schliefst man,
dass die Wildtyp ABL-Kinase wichtig fiir die Apoptoseinduzierung als Antwort auf
genotoxischen Stress ist, im Fusionsprotein jedoch diese Funktion durch die Translokation

verloren gegangen ist (44).
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Abb. 8: Durch die reziproke Translokation wird die ABL-Sequenz strangaufwdrts von Exon III des
Chromosoms 9 mit der BCR-Sequenz strangabwdrts von Exon IIl auf Chromosom 22 verbunden und es
entsteht das BCR-ABL-Fusionsprotein (http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bcr-abl_fusion_gene.jpg).

Man vermutet, dass das Onkogen BCR-ABL durch Doppelstrangbriiche wahrend der Mitose
entsteht, wenn die Zellen im pluripotenten hdmatopoetischen Zustand vorliegen. Erleichtert
wird die falsche Rekombination zwischen den Chromosomen 9 und 22 zusatzlich dadurch, dass
auf beiden Chromosomen homologe Sequenzen vorliegen und diese in der Interphase naher
beieinander liegen, als statistisch zu erwarten wire. Bei BCR-ABL ist bekannt, dass es,
verglichen mit dem Wildtyp c-ABL, eine abnorme Tyrosinkinase-Aktivitit besitzt. Diese
konstitutiv aktive Kinase ermdoglicht das Ausbilden von Di- oder Tetrameren, die in der Lage
sind, sich selbst zu phosphorylieren. Wahrend das Wildtyp ABL-Protein in der Lage ist, sich
zwischen dem Nukleus und Zytoplasma zu bewegen, ist das onkogene Fusionsprotein nur im
Zytoplasma lokalisiert. Durch eine Vielzahl an Studien wurden einige zytoplasmatische
Interaktionspartner von BCR-ABL identifiziert, wie DOK, SHC und GRB2. Uber die Aktivierung
der RAS-MAP-Kinase fordert BCR-ABL die Proliferation in den Leukdmiezellen und die
Aktivierung von  STAT-Signalmolekiilen verursacht im Nukleus eine gesteigerte
Transkriptionsaktivitat von einer Vielzahl an Genen. Die Interaktion mit PI3K/AKT verhindert,
dass die Zellen in die Apoptose gehen. Uber die GRB2/SOS-vermittelte Aktivierung von RAS
werden die Kinasen RAF, MEK1/2 und ERK1/2 aktiviert und fithren u.a. zur Transkription von
FOS und JUN (43).
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Abb. 9: Vereinfachtes Bild fiir die BCR-ABL beteiligten Signalwege (43).

Man fand heraus, dass das Fusionsprotein selber in der Lage ist, die Zellen zu transformieren,
indem es die genetische Instabilitit fordert (43). Es scheint, dass als Nebenprodukt der
aktivierten BCR-ABL Signalwege auch reactive oxygen species (ROS) erzeugt werden. Diese ROS
sind in der Lage, in der Zelle DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) zu verursachen, die zu den
gefahrlichsten DNA-Schiden zahlen. Als Folge einer fehlerhaften Reparatur von DSB kann es z.B.
zu Rekombinationen zwischen homologen Chromosomen kommen. Oftmals wird dadurch die
Entstehung von Malignitat gefordert (47). Ein weiterer toxischer Effekt von ROS in der Zelle ist
die Entstehung von DNA Basenpaartransversion (GC - TA) und Transition (GC - AT). Aber
durch die Hochregulierung von den Anti-Apoptosegenen BCL2 und BCL-XL wird verhindert,
dass die Zelle trotz massiver genomischer Schaden in Apoptose geht, so dass die DNA-Schdaden
sich im Genom anreichern kénnen. Im Verlauf der Krankheit werden somit neben BCR-ABL
noch weitere chromosomale Abnormalititen ausgebildet, wie Trisomie 8, ein weiteres PH-
Chromosom, Isochromosom 17, Trisomie 19, Verlust des Y-Chromosoms, Trisomie 21 und
Monosomie 7 (43). Aus diesen Mechanismen erklart sich der Kontrollverlust iiber die

Proliferation und die Ausbreitung des Leukdmieklons (43).

1.5.3. Chronische myeloische (eosinophile) Leukimie mit FIP1L1-PDGFRa«a
Zum ersten Mal wurde 1912 von Stillman eine chronische eosinophile Leukdamie (CEL)
beschrieben, da diese Leukdmieform aber nur selten auftritt und keine Kklaren
charakteristischen Eigenschaften festgelegt wurden, war eine Diagnose lange Zeit
problematisch (48). Heutzutage definiert man CEL durch ein Anstieg an Blasten im peripheren
Blut (>2%) oder im Knochenmark (>5%) ohne einen klonalen Marker nachweisen zu kénnen

und unter der Bedingung, dass man andere Krankheiten wie CML, AML und systemische
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Mastozytosis ausschliefien kann (49). Wird zusatzlich in der chronischen eosinophilen
Leukdmie eine hohe Klonizitdt Kklassifiziert, bezeichnet man sie als idiopathisches
hypereosinophilisches Syndrom (HES) (50). HES zeichnet sich durch eine unerklarliche, aber
schwere periphere Bluteosinophilie (>1.500/mm3) fiir mehr als 6 Monate aus, bei der meist die
Organe Herz, zentrales und peripheres Nervensystem, Lunge und Haut durch Eosinophile
infiltriert und letztendlich auch zerstort werden (51-53). Diese Krankheit ist bei Mannern
haufiger zu beobachten, als bei Frauen (9:1) und tritt meist im Alter zwischen 20 und 50 Jahren
auf. Die absolute Leukozytenzahl ist in der Regel kleiner als 25.000/mm3 und besteht zu 30-
70% aus Eosinophilen, im Knochenmark erh6éht sich der Anteil auf 30-60%. Eine
Gemeinsamkeit findet man bei 14 bis 60% aller Patienten mit HES durch den Nachweis des
Fusionsproteins FIP1L1-PDGFRa. Das FIP1L1-PDGFRa-Fusionsprotein entsteht durch eine
800kb interstitielle Deletion del(4)(q12q12), wobei der Bruchpunkt des FIP1L1-Gens iiber
einen Bereich von 40 kDa (Intron 7-10) streut, der Bruchpunkt fiir das PDGFRa-Gen hingegen
auf einen sehr kleinen Bereich limitiert ist. Jedoch fallt auf, dass nach dem mRNA-Splicing
normalerweise immer das identische Fusionsprotein exprimiert wird (54). Durch
Mutationsanalysen hat man weiter festgestellt, dass nur die ersten 29 Aminosduren des FIP1L1
noétig sind, um die PDGFRa Kinasedomane zu aktivieren (52). Jedoch reicht der Anteil aus, um
das Fusionsgen unter die Kontrolle des FIP1L1-Promoters und des FIP1L1-Translationsstarts zu
stellen. Des Weiteren wird vermutet, dass auch die Stabilitdt und die subzelluldre Lokalisation
unter der Kontrolle des FIP1L1 steht (49). Da durch die Deletion im Exon 12 die juxtamembrane
Region des PDGFRa zerstort wird, wird die Region mit der funktionellen Autoinhibierung
ausgeschaltet und somit ist die Kinase konstitutiv aktiv (54). Die durch FIP1L1-PDGFRa
aktivierten Signalkaskaden sind noch nicht vollstindig geklart, jedoch fiihren sie zur
vermehrten Proliferation und geben die Uberlebenssignale fiir die CEL. Einige Bindungspartner,
wie PI3K, ERK1/2, STAT5 und AKT, konnten schon identifiziert werden und werden nach der
Bindung durch die konstitutive Kinase phosphoryliert (49, 55).
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a
Abb. 10: Darstellung des Chromosoms 4 mit dem Detailausschnitt von 4q12.
( http://www.veridex.com/fish/Default.aspx?tabid=207)
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Neben der chronischen eosinophilen Leukdmie hat man das Fusionsprotein FIP1L1-PDGFRa
auch noch in der primaren Eosinophilie, in einer Untergruppe von Patienten mit systemischer
Mastozytosis mit Eosinophilie, in einigen Fillen mit akuter myeloischer Leukdmie und akuter
lymphoblastischer Leukdmie mit T-Zellen nachweisen konnen (55). Die erste Zelllinie, die von

einem Patienten mit CEL etabliert wurde, war EOL-1 (48).

1.6. Imatinib (Glivec/Gleevec)

Diese oben besprochenen molekularen Reorganisationen fiithren zu Fusionsproteinen mit einer
konstitutiv aktiven Tyrosinkinase. Bei genauerer Betrachtung fallt auf, dass BCR-ABL und
FIP1L1-PDGFRa strukturelle und funktionelle Analogien aufweisen (56). Dies bietet einen guten
Ansatz fiir die Entwicklung eines Inhibitors, um Leukdmie zu therapieren. Ein bekannter
Inhibitor, der zu beiden Onkoproteinen eine Bindungsaffinitit besitzt, ist Imatinib. Imatinib hat
eine interessante Entwicklungsgeschichte, die mit der chemischen Verbindung namens STI 571
begann.

Unter der Bezeichnung STI 571 versteht man ein 2-Phenylaminopyrimidin (46), dessen
Vorlaufermolekiil sowohl fiir Serin-/Threoninkinasen als auch fiir Tyrosinkinasen eine
Bindungsaffinitit auswies. Durch den Austausch des Anilinophenylrings an der sechsten
Position verlor der Inhibitor die Affinitdt fiir Serin-/Threoninkinasen. Durch die Anheftung der
Methylgruppe an dieser Stelle wurde die Tyrosinkinase Affinitdt gesteigert (44). Diese
Verbindung war bereits als potenter Inhibitor fiir PTK mit einer Spezifitat fiir ABL und PDGFR
beschrieben worden. Durch die Modifizierung und das Anhdngen von Methyl- und
Benzamidgruppen, wurde die Bindungsspezifitidt noch weiter erh6ht (46). Die Wasserloslichkeit
verbesserte man durch die Einfithrung einer N-Methylpiperazin-Seitenkette. Letztendlich erhalt
man dadurch einen Inhibitor mit einer hohen Spezifitat fiir CML-Zellen, der Effekt auf normale

Zellen bleibt jedoch gering (44).
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Abb. 11: Die chemische Synthese der Tyrosinkinase Imatinib (www.ChemDrug.com)

Die Wirkung der kleinen chemischen Verbindung Imatinib beruht auf einer kompetitiven
Hemmung der ATP-Bindungsstelle, wodurch die Kinaseaktivitit von BCR-ABL bzw. FIP1L1-
PDGFRa inhibiert wird (43). Bei der aktiven Kinase befindet sich die Aktivierungsschleife in
einer offenen Konformation, in der inaktiven in einer geschlossenen Form. Mit der inaktiven
Kinase kann das Imatinib spezifisch eine feste Bindung eingehen und bildet mehrere
Wasserstoffbriicken aus. Bereits der Austausch einer Aminosédure kann die Bindung zu Imatinib
negativ beeinflussen (44). Durch die Bindung von Imatinib an die ATP-Bindungstasche von BCR-
ABL bzw. FIP1L1-PDGFRa wird die Phosphorylierung in den oben beschriebenen
Signalkaskaden unterbunden und fiihrt letztendlich zur Inhibierung des Zellwachstums und zur
Apoptose der Zelle. Im unmutierten Zustand ist das FIP1L1-PDGFRa-Fusionsprotein
(ICs0=3,2 nM (57)) sensitiver gegeniiber Imatinib als BCR-ABL (I1C50=0,47 uM (58)) und benotigt
zur Inhibierung deshalb eine geringere Konzentration, um ein komplettes molekulares
Ansprechen zu beobachten (55).

Imatinib hat daneben nur noch eine hemmende Wirkung auf die Proteine c-ABL, TEL-ABL,
PDGFR und KIT. Daher wird Imatinib meist gut vertragen, hat aber die Uberlebenschance von
CML-Patienten drastisch erhoht. Die Gesamtiiberlebensrate bei einer Imatinib behandelten CML
betragt nach 5 Jahren 89%, nur bei etwa 6% verliert Imatinib wahrend der Therapie seine

Wirkung, weil die Tyrosinkinase des Onkoproteins sich wieder aktivieren konnte. In 50% dieser

Fille liegt die Ursache in Punktmutationen, die entweder direkt die Bindungsaffinitit zu
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Imatinib verschlechtern, oder die das Gleichgewicht hin zur offenen Konformation des Proteins
beeinflussen.

Betrachtet man das Fusionsprotein BCR-ABL, ist besonders eine Punktmutation (T315I)
kritisch, da gegen diese Mutation auch Folgemedikamente wie Dasatinib und Nilotinib keine
Wirkung zeigen (43). Die Aminosdure T315 liegt an der Kontaktstelle zwischen ABL und
Inhibitor und ist an der Bildung der wichtigen, stabilisierenden, hydrogenen Briickenbindung
beteiligt (53). Daneben gibt es etwa 90 weitere bekannte Mutationen bei BCR-ABL, die eine
Resistenz gegen Imatinib aufweisen (32, 59). Die Mutation T674I im PDGFR fiihrt ebenfalls zur
Resistenz gegen Imatinib. Durch Kristallstrukturanalysen der katalytischen Doméne hat man
festgestellt, dass die Aminosdure T674 im PDGFR an der entsprechend Stelle liegt wie T315 in c-
ABL. Daher ist es nicht verwunderlich, dass die Mutation T6741 im PDGFR eine gleich starke
Resistenz gegeniiber den Inhibitoren bewirkt, wie T3151 (32, 52-54). Daneben hat man im
FIP1L1-PDGFRa-Fusionsprotein noch die Mutationen D842V mit einer Resistenz gegen Imatinib
identifizieren konnen (55).

Um eine alternative Therapie fiir resistente Zellen zu entwickeln, ist es notig, die ablaufenden
Mechanismen im Proteom besser zu verstehen und die beteiligten Proteine in der
Signalkaskade zu identifizieren. Fiir diesen Ansatz braucht man ein Analyseverfahren, welches
einen Uberblick liber das gesamte Proteom bietet und auch Verinderungen im PTM aufzeigen

kann.

1.7. Massenspektrometrie

Seit dem Beginn der Massenspektrometrie (MS) vor etwa 25 Jahren, war das Ziel der
proteomischen Analyse eine komplette Charakterisierung aller Proteine. Mit Hilfe der MS kann
man die Expression von Proteinen, Proteininteraktionen und Proteinmodifikationen
analysieren (60).

Zur Analyse werden dazu kurze Peptidsequenzen benotigt, was durch den Verdau der Proteine
mit Trypsin erreicht wird. Trypsin gehért zu der Serinprotease-Familie und da dessen
Substratbindungstasche charakteristisch stark ausgepragt und negativ geladen ist, braucht die
Substrataminosdure eine lange Seitenkette mit positiver Ladung. Diese Bedingung wird nur von
Arginin und Lysin erfiillt und demzufolge ist das Enzym sehr spezifisch fiir die Spaltung am C-
terminalen Rest von Arginin oder Lysin (61). Laut der Swiss-Prot-Datenbank haben die
Aminosduren Lysin und Arginin einen durchschnittlichen Anteil von 5,7% bzw. 5,4% in den
Proteinen. Somit erwartet man bei einem vollstindigen Verdau des Proteoms eine theoretische

durchschnittliche Peptidldnge von etwa neun Aminosduren. Praktisch findet man bei einem
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Trypsin-verdauten Proteom Peptide mit Langen zwischen fiinf und 25 Aminoséduren vor. Diese
Peptidgrofen sind fiir die nachsten Schritte optimal geeignet (62), da das Peptidgemisch vor
der MS dUber eine quantitative Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl. high
performance liquid chromatography, HPLC) aufgetrennt wird. Anschlief3end werden die Peptide,
Analyte genannt, in die Gasphase tberfiihrt, ionisiert und mit Hilfe eines elektrischen Feldes
beschleunigt. Da jeder Analyt ein charakteristisches Masse zu Ladung-Verhaltnis (m/z)
aufweist, kann im Analysator des Massenspektrometers das m/z genau berechnet und im
Detektor die Anzahl der lonen fiir jeden m/z-Wert registriert werden (63).

Durch proteomische Studien ist theoretisch das gesamte Proteom analytisch zuganglich,
besonders aber auch kann die Proteinausstattung eines Kompartiments, einer Zelle oder

Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt umfassend untersucht werden.

1.7.1. MS fiir Proteomanalyse

Die klassische Methode, um Proteine zu identifizieren und analysieren, besteht aus einer
eindimensionalen (DE) Gelelektrophorese mit anschlieféendem Antikérpernachweis im Western
Blot. Dabei muss bedacht werden, dass diese Methode nur semiquantitativ ist, Antikérper
oftmals nur eine geringe Spezifitit fiir posttranslationale Modifikationen aufweisen und man
bereits vor der Analyse wissen muss, welches Protein untersucht wird. Anders dagegen ist die
proteomische Analyse. Hier ist es moglich, die meisten zelluliren Proteine in einem
quantitativen Experiment abzudecken (64). Mit der MS ist es moglich, aus einem komplexen
Proteingemisch Komponenten zu identifizieren und zu quantifizieren. Aber auch hier stellte
man bei der Analyse der Hefe Saccharomyces cerevisae im Jahr 2003 fest, dass nur die Proteine
identifiziert wurden, die am haufigsten im Proteom vorkamen. Daher wurden eine Anzahl an
verschiedenen Kombinationen der Protein- und Peptidauftrennung entwickelt (63), um die
Komplexitdt der Proben zu reduzieren und Proteine mit einer geringen Haufigkeit im Proteom
identifizieren zu koénnen. Oftmals werden mehrere Schritte in der Probenvorbereitung
zusammen kombiniert (65).

Die klassische Auftrennung der Proteine erfolgt im Gel mittels der Elektrophorese, bei der die
Proteine anhand ihrer molekularen Grofde aufgetrennt werden. Das Gel kann in mehrere
Fraktionen unterteilt werden und die Proteine in den einzelnen Gel-Fraktionen kénnen
anschlieffend mit Trypsin verdaut werden. Nach der Extraktion aus dem Gel konnen die
einzelnen Proben fiir die MS-Analyse vorbereitet werden (65). Um ein komplettes Proteom zu
dekomplexieren, konnen auch chromatische Auftrennungsverfahren verwendet werden, wie
z.B. die der strong cation exchange (SCX)-Chromatographie. Dabei wird zuvor die in Lysepuffer

geloste Probe trypsiniert und anschliefRend trennt man, basierend auf den unterschiedlichen
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Ladungszustinden, die Peptide in der SCX-Chromatographie in mehrere Fraktionen auf. Da die
Puffer flir die SCX einen pH-Wert von 2,7 aufweisen, tragen unphosphorylierte Peptide dabei
eine Nettoladung von +2. Bei der gleichen Bedingung weisen phosphorylierte Peptide durch die
negativ geladene Phosphatgruppe eine Nettoladung von +1 auf. Da die SCX die Peptide jedoch
hauptsachlich tiber die Ladung der Ionen auftrennt, erwartet man, dass einfach positiv geladene
Phosphopeptide als Erstes eluiert werden. Dadurch erreicht man in den ersten Fraktionen eine
geringere Komplexitit. Jedoch muss man bedenken, dass mehrfach phosphorylierte tryptische
Peptide eine Nettoladung von 0 oder weniger haben und nicht von der stationdren Phase erfasst
werden und demzufolge nicht in den eluierten Fraktionen, sondern im Durchfluss auftauchen
(65). Will man jedoch nur ein Subproteom oder individuelle Proteine analysieren, bietet sich die
Anreicherung von bestimmten Peptiden oder Proteinen durch eine Immunprazipitation an.
Nach der Elution konnen die Proteine mit Trypsin verdaut und in der MS analysiert werden
(65).

Vor der eigentlichen MS Analyse, wird im Allgemeinen das Peptidgemisch mit Hilfe einer
Fliissigchromatographie im Nanomafdstab aufgetrennt und durch ein angeschlossene
Elektrosprayquelle ionisiert. Ein Massenspektrum wird alle paar Sekunden aufgenommen,
anschlief}end werden die intensivsten Peptide isoliert, in einem inerten Gas fragmentiert und
deren Spektren aufgenommen, was als MS/MS (MSZ) Spektrum bezeichnet wird. Diese
Fragmente bestehen fast ausschliefRlich aus N- und C-terminalen Fragmenten der Peptidionen
und werden b- und y-lonen genannt (66).

Ein neuer Typ der hybriden MS besteht dabei aus dem linearen lontrap (LTQ)-Orbitrap
Massenspektrometer (67). Dabei wird eine lineare lonenfalle, die eine hohe Sensitivitat fiir MS
und MS/MS Spektren, aber eine relativ niedrige Auflésung und Massengenauigkeit hat, mit einer
Orbitrap kombiniert, welche ein sehr akkurater Massendetektor mit hoher Auflésung ist. Zur
Peptididentifikation wird die ,Bottom Up“ Proteomanalyse verwendet. Hierbei arbeiten beide
Masseanalysegeréate parallel. Mit der Orbitrap wird mit hoher Auflosung und Massengenauigkeit
das Spektrum des Vorlauferions ermittelt und mit der linearen lontrap wird schnell die
Fragmentierung und Detektion der MS/MS Spektren der selektierten Peptide aufgenommen.
Dazwischen befindet sich die C-Trap. Die C-Trap liegt nach der lontrap und sammelt die lonen
auf, um sie dann an die Orbitrap abzugeben. Damit schafft man ca. 1 MS Spektrum pro Sekunde
im  Orbitrap-Detektor mit einer Auflosung von 60.000 (67-68) sowie 3-5
Fragmentionenspektren, welche mit geringerer Auflosung in der linearen Ionenfalle

aufgenommen werden kénnen
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lonisierung durch
atmospharischen Druck (API) )
lonenquelle lineare lontrap C-Trap

Orbitrap
Abb. 12: Schematische Darstellung des hybriden linearen lontrap-Orbitrap-Instruments (68).

Auf’erdem wurden Datenbanksuchen entwickelt, um die grofde Anzahl an Peptidspektren zu
identifizieren und diese mit ihren dazugehorigen Proteinen auflisten zu kénnen. All diese
Methoden und Technologien werden kombiniert, um zusammen eine moglichst hohe und
aussagekraftige, quantitative Hochdurchsatz-Proteomanalyse zu schaffen. Dabei kann man
Aussagen iiber Protein-Protein-Verbindungen machen, Proteine identifizieren und

Proteinexpressionsprofile analysieren (63).

1.7.2. Quantitative Proteomanalyse

Der Ursprung der proteomischen Analyse geht auf die vor 25 Jahren entwickelte
zweidimensionalen Gelelektrophorese zuriick. Hierbei kann das charakteristische Farbemuster
der Proteine verglichen und Regulierungen bestimmt werden, die z. B. unterschiedlich
behandelte Zelllinien von verschiedenen Gewebetypen ausbilden (69). Dabei konnte erstmalig
eine ungefahre Aussage iiber hoch oder runter regulierte Proteine getroffen werden. Der
Nachteil dieser Methode lag in dem begrenzten dynamischen Detektionsbereich und der
Schwierigkeit, hydrophobe Membranproteine zu erfassen (70).

Doch auch die Methode der Massenspektrometrie an sich ist alleine noch nicht quantitativ. Das
liegt vor allem an den variablen lonisierungseigenschaften von Peptiden unterschiedlicher
Sequenz bzw. PTM (69). Eine Moglichkeit, die Abundanz identischer Peptide in
unterschiedlichen Proben vergleichend zu bestimmen, beruht auf der extracted ion
chromatography (XIC)-basierten Quantifizierung, bei der die Peptide selbst nicht markiert
werden. Hierbei werden die Intensititen eines Peptides zwischen separaten
chromatographischen Laufen miteinander verglichen und dadurch ihre relative Haufigkeit
ermittelt (70). Um direkte quantitative Aussagen innerhalb von LC-MS Analysen treffen zu
koénnen, wurde die Isotopenmarkierung von Proteinen bzw. Peptiden in der Proteomik
eingefiihrt (69). Fir die differentielle Isotopenmarkierung vor der massenspektrometrischen
Analyse gibt es verschiedene Moglichkeiten. Zum einen kann diese nach dem enzymatischen
Verdau in Peptide eingebaut werden. Zu dieser Methode gehért z. B. die isobaric tag for relative

and absolute quantitation (iTRAQ) Methode, bei der die N-terminalen Enden und
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Lysinseitenketten der verdauten Peptide kovalent markiert werden (70). Die iTRAQ-
Reagenzien sind isobarisch und spezifisch fiir Amine, wodurch nahezu alle Peptide in einer
Probe markierbar sind ohne die Information iiber PTM zu verlieren. Die differentielle
Markierung mit iTRAQ-Reagenzien ermdéglichte urspriinglich die vergleichende Analyse von bis
zu vier unterschiedlichen Proben, und die Anzahl kénnte mit Einfiihrung einer neuen iTRAQ-
Generation auf bis zu acht gesteigert werden. Der grofite Vorteil dieser Methode liegt darin,
dass sie auch die vergleichende Analyse von nicht metabolisch markierbarem Material, wie z.B.
Gewebeproben, ermdglicht. (71). Die Isotopenmarkierung basierte anfianglich auf der
Kultivierung in entweder 14N oder 15N-markiertem Ndhrmedium, wodurch Peptide gleicher
Sequenz und Modifikation aus den unterschiedlich markierten Zellpopulationen in der
nachfolgenden MS Analyse charakteristische Massenverschiebungen entsprechend der Anzahl
der eingebauten Stickstoffatome aufwiesen. Im Jahr 2002 wurde zum ersten Mal die Moglichkeit
der stabilen isotopischen Markierung von Aminosauren in der Zellkultur beschrieben (stable
isotope labelling with amino acids in cell culture, SILAC). Mit Hilfe dieser Markierung kann man
bis zu drei Zustdnde in einer LC-MS Analyse direkt miteinander vergleichen. Beispielsweise
kann durch die Kombination von drei verschiedenen Isotopenvarianten der Aminosauren
Arginin und Lysin kann eine Zellpopulation mit den leichten Isotopen von Arginin und Lysin
(leicht: L-Arginin: Arg0 und L-Lysin: Lys0), eine mit den mittelschweren (medium: L-Arginin-U-
13C¢ (Arg6) und L-Lysin-2Hs (Lys4)) und die dritte mit den schweren Isotopen (schwer: L-
Arginin-U-13C6-14N; (Argl10) und L-Lysin-13Ce¢-15N, (Lys8)) markiert werden. In den zu
vergleichenden Zellpopulationen werden dann die jeweiligen Lys und Arg Varianten in neu
synthetisiertes Protein eingebaut. Nach mehreren Zellteilungen (meistens 5-6) ist dann eine
nahezu vollstindige Inkorporation in das zellulare Proteom erreicht (69). Der Vorteil bei SILAC
besteht darin dass die SILAC Methode einfach in der Handhabung ist und fiir die Modifikation
der Proteine keine chemischen Reaktionen, die in der Regel nicht zu 100% quantitativ ablaufen,
notig sind (70). Durch die Vermischung der verschiedenen Populationen in einem frithen
Stadium minimieren sich quantitative Fehler, die durch die getrennte Prozessierung bei der
anschliefienden MS Probenvorbereitung auftreten konnten. Verwendet man anschlief3end zum
Proteinverdau Trypsin, so besitzt bei vollstandiger Spaltung jedes Peptid (mit Ausnahme der C-
terminalen Peptide von Proteinen) eine markierte Aminosdure Arginin oder Lysin. Des
Weiteren hat die Markierung mit den SILAC-markiertem Arg und Lys, im Gegensatz zur
Markierung mit bestimmten deuterierten Reagenzien, keinen nennenswerten Einfluss auf die
Retentionszeit der Peptide bei der nanoHPLC (72). In der MS sind die unterschiedlich
markierten Populationen durch die bekannte Massendifferenz der Peptide leicht zu
unterscheiden. In dem Massenspektrum tritt nun jedes Peptid als Paar (bei zwei Populationen)

bzw. als Triplett (bei drei Populationen) auf (73). Die gewonnenen MS Daten werden
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anschliefend mit Computerprogrammen, wie MaxQuant in Verbindung mit dem
Suchalgorithmus MASCOT, prozessiert um Peptide und Proteine sowohl zu identifizieren und zu
quantifizieren. Das Programm berechnet die Intensititen der unterschiedlich Isotopen-
markierten Peptidformen {iber ihren Elutionszeitraum in der MS-Analyse und bestimmt
dariiber die Verhaltnisse der jeweils gleichen Peptide in den verschiedenen Zellpopulationen.
Nachfolgend wird dann die Information aller quantifizierten Peptide eines Proteins zur
Berechnung der Proteinratios herangezogen. (74).

So kann man bei der Kombination der proteomischen Analyse mit der SILAC-Methode z.B. leicht
unterschiedliche Zelllinien direkt miteinander vergleichen und auch Experimente durchfiihren,
bei denen neben der Proteinabundanz auch PTM Anderungen anhand von modifizierten

Peptiden auf bestimmte Stimuli hin erfasst werden kénnen, vergleichen (73).

SILAC Medium leicht ~ medium schwer
Arg®/Lys® Arg®/Lys* Arg'/Lys®
= =" =
! 1 !
Behandlung der Zellen und Zelllyse
\ ] /
Probenvorbereitung fir Massenspektrometrie
!
Quantifizierung durch LC-MS/MS
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m/z m/z m/z

Abb. 13: SILAC-basierte quantitative proteomische Analyse. Zellen wachsen in einem Medium das entweder
Jleichte”, ,medium*“ oder ,schwere” Isotope der Aminosduren enthdlt. Nach der kompletten Markierung
kénnen die unterschiedlich markierten Zellpopulationen z.B. mit Wachstumsfaktoren oder Inhibitoren
stimuliert werden und mit einer Zellpopulation, die unbehandelt ist, verglichen werden. Nach der
Probenvorbereitung, die u.a. Anreicherungsschritte und Fraktionierungsschritte beinhalten kann, werden die
Proteine verdaut und mit Hilfe der LC-MS/MS-Analyse die relative Intensitdt der markierten Peptide
bestimmt. Die relative Quantifizierung wurde im Rahmen dieser Arbeit mit dem Softwareprogramm
MaxQuant durchgefiihrt.

Der grofde Vorteil der MS-basierten Proteomanalyse besteht darin, dass sie im Gegensatz zu
Hypothesen-gestiitzten Forschungsansiatzen in der Regel ergebnisoffen durchgefiithrt wird.
Dadurch kénnen u.a. noch unbekannte Modifikationsereignisse, wie z. B. Phosphorylierung in
Abhangigkeit von Wachstumsfaktorbehandlung, in groffem Umfang in zelluliren Proteomen
erfasst werden. Allerdings ist zu bedenken, dass nicht alle Peptide analysiert werden kdnnen.
Manche Peptide sind zu klein bzw. zu grof und liegen dadurch nicht in dem Massebereich, der

analysiert werden kann. Andere Peptide sind nicht geeignet, um auf der Chromatographiesaule
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zu binden. Natiirlich muss beriicksichtigt werden, dass bei jedem Schritt der

Probenvorbereitung ein unbekannter Anteil an der Probe verloren gehen kann (70).

1.7.3. Phosphoproteomanalyse

Seit 1906 glaubte man, dass die Phosphatgruppen kovalent an Proteine gebunden sind, doch
erst 1933 isolierte man die erste Phosphoaminosdure (75). Heute weif man, dass die
Phosphorylierung die am haufigsten vorkommende posttranslationale Modifikation in der Zelle
ist. In den eukaryotischen Zellen kommt die Phosphorylierung an den Aminosduren Serin,
Threonin und Tyrosin im Verhaltnis von 1.800:200:1 vor. Obwohl die Tyrosinphosphorylierung
nur zu einem geringen Anteil vorliegt spielt diese besonders bei der Regulation von
intrazelluldren Signaliibermittlungen eine wichtige Rolle. Durch die quantitative proteomische
Analyse hat man nun die Moglichkeit, die globale Auswirkung verschiedener zellularer
Bedingungen auf die Phosphorylierung der Proteine zu untersuchen (72) und somit ein
fundiertes Verstindnis liber die Signalwege einer Zelle zu erhalten. Bei der Identifizierung von
phosphorylierten Peptiden geht die Massenzunahme von ca. 80 Da pro phosphorylierter
Aminosdure mit ein. Zudem ist es anhand von charakteristischen Fragmentionenabfolgen in
MS/MS-Spektren sogar oft moglich, Phosphorylierungsstellen mit hoher Konfidenz zu
lokalisieren. Wegen der geringen Abundanz von phosphorylierten Peptiden in gesamtzelluldren
Peptidproben ist es aber wichtig, diese selektiv anzureichern. Da sich die Struktur von
Phosphotyrosin durch die Grof3e deutlich von Phosphoserin oder —-threonin unterscheidet, kann
man leicht mit Antikoérpern Proteine oder Peptide mit phosphoryliertem Tyrosin aus einem
komplexen Zelllysat herauszuziehen. Jedoch muss beachtet werden, dass eine Phosphotyrosin-
basierte Anreicherung auf Protein- oder auf Peptidebene unterschiedliche Ergebnisse liefert.
Werden Proteine prazipitiert, so reichert man intakte Proteine und ihre Bindungspartner an,
wodurch die Identitit der tatsichlich phosphorylierten Proteine sowie der regulierten
Phosphorylierungsstellen zunédchst unklar bleibt. Wird auf der Ebene der Phosphopeptide
prazipitiert, so hat man die Moglichkeit, Regulationen auf der Ebene der
Phosphorylierungsstellen direkt zu erkennen (76).

Mochte man das komplette Phosphoproteom analysieren, empfiehlt es sich, alle
Phosphopeptide anzureichern (77). Dazu kann mit positiv geladenen, immobilisierten
Metallionen wie Fe3* oder Ga3+, die in immobilisierten Metalaffinitdtschromatographie (IMAC)-
Resins vorkommen, eine Wechselwirkung mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der
Peptide erreicht werden. Auch durch die Anlagerung von Phosphatgruppen an den bidendalen
Oberflaichenkomplexen von Titaniumdioxid (TiO2) ist es moglich, die Phosphopeptide effizient

anzureichern (78-79).
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Durch diese Anreicherungsverfahren kann man in Verbindung mit vorgeschalteter
Peptidfraktionierung, z.B. durch SCX Chromatographie, oftmals auch Phosphorylierungsstellen
von Transkriptionsfaktoren und von anderen regulatorischen Proteinen identifizieren, die nur
in einem geringen Maf3 im Lysat vorkommen. Dies wurde anhand von Ergebnissen von Olsen et
al. deutlich, die 2006 die erste ,globale“ quantitative Phosphoproteomanalyse veroffentlichten.
Olsen et al. konnten nach EGF Stimulation mehr als 6000 Phosphorylierungsereignisse in ihrem
zeitlichen Verlauf verfolgen, inklusive einer Reihe von Phosphorylierungsveranderungen an

niedrig abundanten Transkriptionsfaktoren (76).

1.7.4. Anwendungen
Es gibt viele verschiedene Moglichkeiten die MS in Signaltransduktionsstudien und der
Identifizierung zellularer Zielprotein niedermolekularer Wirkstoffe anzuwenden. Hier soll nur
ein kleiner Ausschnitt aufgezeigt werden.
Bantscheff et al. verwendeten die MS-Analyse in ihrem Versuchsansatz, um die zelluldren
Targets von den BCR-ABL Inhibitoren Imatinib, Dasatinib und Bosutinib zu untersuchen und zu
analysieren, welche zelluldiren Phosphorylierungsianderungen diese Wirkstoffe in Proteinen
hervorrufen, welche mittels einer Kombination von immobilisierten Kinaseinhibitoren aus
Zellextrakt isoliert werden konnten. Dabei wurden fiir alle Inhibitoren u. a. neue Kinase- und
Nicht-Kinase-Targets identifiziert (80).
Olsen et al. analysierten das Proteom und das Phosphoproteom im menschlichen Zellzyklus.
Dabei hat diese Arbeitsgruppe herausgefunden, dass Proteine, die in der Regulation der
metabolischen  Prozesse involviert sind sowie nukleare Proteine eine hohe
Phosphorylierungsaktivitit in der Mitose haben. Daraus wurde gefolgert, dass die
Phosphorylierung die Proteine in mitotischen Zellen inaktivieren konnte (81).
Daub et al. haben vor der MS-Analyse einen Proteinkinase-Anreicherungsschritt mit Hilfe von
immobilisierten Inhibitoren eingefiigt, so dass diese oftmals nur niedrig exprimierten Enzyme
mit hoher analytischer Sensitivitit untersucht werden konnten. So wurde der
Phosphorylierungszustand von mehr als 200 Kinasen wahrend der S- und M-Phase
vergleichend analysiert und eine Vielzahl neuer Regulationspunkte sowie potentielle
Phosphorylierungsnetzwerke identifiziert (82).
Kiirzlich wurde von Sharma et al. gezeigt, dass durch einen weiterentwickelten Versuchsansatz
basierend auf immobilisierten Kinaseinhibitoren nicht nur eine eindeutige Identifizierung von
zelluldren Zielproteinen mdoglich ist, sondern diese hinsichtlich ihrer Wirkstoffaffinitét

quantitativ mit guter Genauigkeit bestimmt werden konnten (83).
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Zusammengefasst kann man sagen, dass die proteomische Analyse in Kombination mit
Anreicherungsverfahren eine geeignete Technik ist, um zellulare Regulation von Proteinkinasen
sowie deren Wechselwirkungen mit niedermolekularen Wirkstoffen zu analysieren. Jedoch
muss bertcksichtig werden, dass nicht immer eindeutig festzustellen ist, ob spezifisch von
immobilisiertem Wirkstoff isolierte Proteine direkt oder indirekt (als Bindepartner eines

direkten Targets) mit diesem interagieren.
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2. Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, mit Hilfe der MS Riickschliisse auf die Signalwege zu ziehen, die
durch BCR-ABL und FIP1L1-PDGFRa in den chronischen myeloischen Leukiamiezellen
beeinflusst werden. Durch die Anreicherung von Phosphopeptiden erhofft man sich nach
Behandlung mit Imatinib, die Regulierung auf Phosphorylierungsebene beobachten zu kénnen.
Dadurch koénnte man wichtige Signalvermittler in der Zelle identifizieren, die dann als
potentielle neue Angriffsproteine fiir neue Inhibitoren Verwendung finden.

Um bekannte wie auch potentiell neue Zielproteine von Imatinib zu identifizieren, wird
auflerdem nicht nur der Fokus auf die Phosphorylierungsebene gelegt, sondern auch

untersucht, welche Proteine nach der Behandlung von Imatinib komplett gehemmt werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1 Chemikalien
Acrylamid
APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Bisacrylamid
BSA (Rinder-Serumalbumin)
Entwicklerlosung fiir Rontgenfilme
Fixierlosung fiir Rontgenfilme
HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-
(2-ethanesulfonsaure))
HiPerFect Transfection Reagent
[AA (Iodoessigsaure)
L-Glutamine
Natriumazide
Natriumcitrat
Natriumfluorid
Natriumorthovanadat
PMSF (Phenylmethanesulfonylfluorid)
Ponceau S
Propidiumiodid
SDS (Sodiumdodecylsulfat)

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine)

Triton X-100

Serva, Heidelberg

Bio-Rad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Typon Imaging AG, CH-Krauchthal
Typon Imaging AG, CH-Krauchthal
Serva, Heidelberg

Qiagen, Hilden
Sigma, Steinheim
(GibCo) Invitrogen, Eggenstein
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Alle anderen Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt) in analytischer Qualitiat erworben.

3.1.2 Chemikalien fiir SILAC und MS-Analyse

Acetonitril fir die HPLC
Ammoniumbicarbonate

Ammoniumhydroxide

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
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Antioxidanz
2,5-Dihydroxybenzoic acid
DTT

Fotales Kélberserum, dialysiert
Iodoacetamid

L-Arginin

L-Arginin: HC], U-13C6 14N4
USA

L-Arginin: HC], U-13C615N4
USA

L-Glutamin

L-Lysin

L-Lysin: 2 HCl, 2H4

USA

L-Lysin: 2 HCI, U-13C615N2
USA

Lys-C

n-Octosylglucosid
Penicillin/Streptomycin, 100x
SILAC RPMI

Scientific

Thiourea

Trypsin (seq. grade modified)

Urea

3.1.3 Weitere Materialien
Agarose
AMV RT Inkubationspuffer
Cryo-Réhrchen
Desoxynukleotide (dANTPs)
Ethidiumbromid
ECL-Kit
Hyperfilm MP

K1, K2 Primer (CapFinder PCR synthesis Kit)

Micro BCA Protein Assay Kit

Invitrogen, Eggenstein
Fluka, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Gibco, USA

Sigma, Taufkirchen
Gibco, USA

Cambridge Isotope Laboratories,

Cambridge Isotope Laboratories,

Gibco, USA
Gibco, USA

Cambridge Isotope Laboratories,

Cambridge Isotope Laboratories,

WAKO, Neuss

Roche, Mannheim

PAA, Germany

Gibco, USA; Thermo Fisher

Invitrogen, Eggenstein
Promega, USA
Merck, Darmstadt

Gibco-BRL, Eggenstein

Roche Diagnostics, Mannheim
Nunclon, Ddnemark

Pharmacia, Freiburg

Sigma, Taufkirchen
PerkinElmer/NEN, Kéln
Amersham Pharmacia, Freiburg
Clontech, USA

Pierce, Sankt Augustin
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Parafilm

Protein A-Sepharose

Protein G-Sepharose

Reverse Transkriptase, AMV

ReadyMix redtaq PCR-Reaktionsmix mit MgCL;
RNeasy Mini Kit

Smart Ladder

Zellkulturmaterialien

Zellulosenitrate 0.45 pm

3.2. Zellkulturmedium

Dynatech, Denkendorf
Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Taufkirchen

Qiagen, Hilden

Eurogentec, Seraing

Greiner, Solingen

Nunclon, Ddnemark

Falcon, UK

Schleicher & Schiill, Dassel

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI-1640) und weitere Zusidtze wurden von

Invitrogen (Eggenstein) erworben. Das Einfriermedium bestand aus 70% RPMI Medium, 20%

FCS und 10% DMSO.

3.3. Stockléosungen
Auftrennungsgel Puffer (4x)

DNA-Auftragspuffer (6x)

Laemmli Puffer (3x)

NET
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0,5 M Tris/HCl pH 8.8
0,4 % SDS

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol

30,0 % Glyzerin

100,0 mM EDTA pH 8,0
100 mM Tris/HCl pH 6.8
3.0 % SDS

45.0 % Glycerol

0.01 % Bromphenolblau
7.5 % f3-Mercaptoethanol
50.0 mM Tris/HCl pH 7.4
5.0 mM EDTA

0.05 % Triton X-100
150.0 mM NaCl
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PBS 137.0 mM NacCl

27.0 mM KCl

80.9 mM Na;HPO,

1.5 mM KH,PO,

pH 7.4
Propidiumiodidpuffer 0,1 % Natriumcitrat

0,1 % Triton X-100

50 pg/ml Propidiumiodid

Sammelgel Puffer (4x) 0,5 M Tris/HCl pH6.8
0,4 % SDS
SD-Transblot 50.0 mM Tris/HCl pH 7.5

40.0 mM Glyzin
20.0 % Methanol
0.004 % SDS
Strip-Puffer 62.5 mM Tris/HCl pH 6.8
2.0 % SDS
100.0 mM 3-Mercaptoethanol
Tris-Glycin-SDS (10x) 248,0 mM Tris/HCl pH 7,5
1918,0 mM Glyzin
1,0 % SDS
TAE (10x), pH 8,0 400 mM Tris
10 mM EDTA

50 mM Natriumazetat

3.4 Zellen
Zelllinie Beschreibung Herkunft
EOL-1 humane akute myeloische (eosinophile) Leukdmie = DSMZ®), # ACC 386

Positiv fiir das FIP1L1-PDGFRa Fusionsprotein
K562 humane chronische myeloische Leukdmie ATCC®), # CCL-243
Positiv fiir das Philadelphia-Chromosom mit dem

BCR-ABL Fusionsprotein
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3.5. Antikérper

3.5.1. Primire Antikérper
Die gelisteten Antikorper wurden entweder fir die Immunprazipitation oder als primare

Antikorper fiir die Analyse im Immunoblot eingesetzt.

Antikérper Beschreibung Herkunft

c-ABL Maus, monoklonal SC #23

pABL Kaninchen, monoklonal, CST #2865
erkennt phophoryliertes Tyr 412

pERK 1+2 Kaninchen, polyklonal, CST#9101
erkennt phophoryliertes Thr202/Tyr204

Fer LA Kaninchen, polyklonal (84)

Lamin AC Maus monoklonal SC #7292

PDGFRalpha Kaninchen polyklonal UBI #06498

Syk (4D10) Maus, monoklonal SC #1240

pSYK Kaninchen, polyklonal CST #2711
erkennt phophoryliertes Tyr525/526

Tubulin Maus, monoklonal Sigma #T9026

pTyr (4G10) Maus, monoklonal, UBI, USA

erkennt phosphorylierte Tyrosinreste

3.5.2. Sekundire Antikorper
Fiir die Analyse im Immunoblot wurden sekunddre Antikorper verwendet, die mit der

Meerrettichperoxidase (HRP, von engl. Horseradish) konjugiert wurden.

Antikérper Verdiinnung Herkunft
Ziege anti-Maus-HRP 1:20,000 Sigma, Taufkirchen
Ziege anti-Kaninchen-HRP 1:20,000 BioRad, Miinchen

3.6. Zellkultur
Die Zelllinien wurden in Inkubatoren (Heraeus, B5060 Ek/CO2) unter den Bedingungen 7%

CO2, 93% wassergesattigte Luft und 37°C kultiviert. Zur Zellzahlbestimmung wurde der Z1

Coulter Particle Counter (Beckman Coulter, Inc) verwendet. Dazu wurde die zu messende
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Zellsuspension im Verhaltnis 1:100 mit der Coulter Isoton in Solution-Losung verdiinnt und es
wurde die Anzahl aller Partikel mit einer Grofde zwischen 7 - 21 um berechnet. Die Zelllinien

wurden nach den Richtlinien der Herkunftszellbanken kultiviert.

3.7 Analytische Methoden mit Proteinen

3.7.1 Bestimmung der Proteinkonzentration in einem kompletten Zelllysat
Das Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce, Sankt Augustin) und das BioRad protein assay (BioRad,

Minchen) wurden, wie vom Hersteller empfohlen, verwendet.

3.7.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE Methode wurde durchgefiihrt, wie bereits beschrieben (85) wurde. Als

molekulare Standardgroéfien wurden folgende Proteine eingesetzt:

Protein MW (kDA)
Myosin 205,0
B-Galaktosidase 116,25
BSA 66,2
Ovalbumin 42,7
Carboanhydrase 29,0
Trypsin-Inhibitor 21,5
Lysozym 14,4

3.7.3 Uberfiihren von Proteinen auf die Nitrozellulosemembran
Fiir die Analyse von Immunoblots wurden die Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran {tiberfiihrt. Dazu wurde das Gel mit einer Nitrozellulosemembran
zwischen mit Transblot-SD Puffer getrankte Membranen in einer Semidry-Blotkammer gelegt.
Mit einer Stromstarke von 0,8 mA/cm? wurden nach 2 h die Proteine durch den Stromfluss von
dem Gel auf die Membranen iiberfiihrt. Anschlieffend wurden die Proteinbanden auf der
Nitrozellulosemembran mit Ponceau S (2 g/l in 2 % TCA) angefirbt, um eine erste
Ladekontrolle zu haben und die Standardproteine zu markieren. Entfarbt wurde die Membran

mit destilliertem Wasser.
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3.7.4 Proteinnachweis im Immunoblot
Die Proteine die auf die Nitrozellulosemembran {ibertragen wurden, konnten nun mit
Antikérpern durch die spezifische Immunreaktion von Antigen-Antikérperbindung
nachgewiesen werden. Um unspezifische Bindungen, die durch die Membran oder durch
repetitive Sequenzen in den Proteinen entstehen konnen, zu vermeiden, wurden diese
Bindungsstellen durch eine einstiindige Inkubation mit dem Blockpuffer (1x NET, 0.25%
Gelatine) abgesattigt. Dabei wurde der Blockpuffer mindestens dreimal gewechselt.
Anschliefiend wurde die Membran mit dem primaren Antikérper, gelost in Blockpuffer in der
Verdiinnung die vom Hersteller empfohlen wird, iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach drei 10-
miniitigen Waschschritten mit dem Blockpuffer wurde der Puffer, bestehend aus sekunddrem
Antikorper und Blockpuffer, fiir 90 min auf die Membran gegeben. Nach dreimaligem Waschen,
wurde die Membran mit dem ECL-Kit auf den chemolumineszenten Nachweis der
Peroxidaseaktivitit des sekunddren Antikérpers vorbereitet. Die so entstandenen
fluoresziernden Signale wurden in der Dunkelkammer durch die Exponierung und
anschlieffendem Entwickeln in einer Entwicklermaschine (Optimax X-Ray Film Processor,
Modell 1170-1-0000, Protec Medizintechnik GmbH + Co KG, Oberstenfeld) auf einem
Rontgenfilm sichtbar gemacht. Wurde die Membran fiir einen weiteren Protein-
Antikoérpernachweis gebraucht, wurden die gebundenen Antikérper der Membran mit Hilfe des
Strip-Puffers, dem frisch $-Mercaptoethanol (0,85%) zugesetzt wird, entfernt. Der Strip-Puffer
wirkte fiir etwa 1 h bei 50°C auf die Membran ein und wurde anschlieféend griindlich mit
destilliertem Wasser von der Membran abgewaschen. Nach mindestens 1 h Stunde Inkubation
mit dem Block-Puffer war die Membran fiir eine weitere Behandlung mit einem primaren

Antikorper bereit.

3.8 SILAC-Markierung, Lyse der Zellen und anti-pTyr Immunoprazipitation

3.8.1 SILAC Medium in der Zellkultur
Flir quantitative Studien mit der Massenspektrometrie wurden die Zellen in RPMI-1640
Medium kultiviert, das neben 10% dialysiertem Kalberserum von Invitrogen, 1% (10.000
Einheiten/ml) Penicillin / (10 mg/ml) Streptomycin (Invitrogen) und spezielle Aminosduren
enthielt. Die Aminosduren waren entweder unmarkiertes L-Arginin (Arg0) mit der
Konzentration 45 mg/l und L-Lysin (Lys0) mit der Konzentration 76 mg/l oder entsprechend
gleiche Menge der Isotope L-[U-13C¢]Arginin und L-[2H4]Lysin (Argé, Lys*) oder L-[U-
13Cg,15N4] Arginin und L-[U-13Ce,15N;]Lysin (Argl0, Lys8) (Cambridge Isotope Laboratories oder

Sigma). Die K562-Zellen wurden fiir die Analyse der Kinase aufgereinigten Datensatze anfangs

45



3. Material und Methoden

in 15 cm Petrischalen fiir fiinf Zellverdopplungen kultiviert und anschlieffend in eine
Spinnerflask (BellCo Glass, USA), ein Glaskolben mit magnetischem Rotor der fiir grofde
Volumina gut geeignet ist, liberfiihrt. Dabei war die Anfangskonzentration der Zellen 0,25 x 10¢
in 500 ml frischem SILAC Medium. Nach zwei weiteren Zellverdopplungen waren die K562-
Zellen bereit fiir die Imatinibbehandlung (ACC corporation, USA). Fiir 90 min wurden die Zellen
entweder mit 1 uM, 10 uM oder als Kontrolle mit DMSO behandelt. Bei der Analyse des
kompletten Zelllysates ohne Anreicherung wurden die Zellen fiir alle sechs Zellverdoppelungen
in 15 cm grof3en Petrischalen kultiviert. Eine Population wurde fiir 22 h mit DMSO und 2 h mit
10 pM Imatinib, die zweite Population wurde fiir 24 h mit 10 pM Imatinib und die
Kontrollpopulation wurde fiir 24 h mit DMSO behandelt. Fiir beide Versuchsansatze wurden die
Zellen anschliefSend durch Zentrifugation geerntet, mit kaltem PBS gewaschen, mit fliissigem
Stickstoff schockgefroren, bevor sie bei -80°C gelagert wurden.

Die EOL-1 Zellen wurden ebenfalls unter den gleichen Medienbedingungen wie die K562-Zellen
in 15 cm grofden Petrischalen kultiviert. Nach 6 Zellverdopplungen in SILAC Medium wurden
die Zellen mit Imatinib behandelt. Fiir den Versuchsaufbau inklusive Kinaseanreicherung
wurden die EOL-1 Zellen entweder mit 10 nM oder 100 nM Imatinib und als Kontrolle mit
DMSO behandelt. Bei der Analyse des kompletten Zelllysates wurde die erste Zellpopulation fiir
22 h mit DMSO und 2 h mit 10 uM Imatinib, die zweite Population wurde fiir 24 h mit 10 pyM
Imatinib und die Kontrollpopulation wurde fiir 24 h mit DMSO behandelt. Nach der Pelletierung
der Zellen durch Zentrifugation, wurde ein Waschschritt mit 4°C kalten PBS durchgefiihrt und

mit fliissigem Stickstoff schockgefroren, bevor die Zellpellets bei -80°C gelagert wurden.

3.8.2 Zelllyse mit Tritron X-100
K562 und EOL-1 Zellen wurden lysiert, indem 50 mM Hepes-NaOH pH 7,5, 150 mM NacCL, 0,5%
Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 10 mM NaF, 2.5 mM NazVO,, 50 ng/ml
Calyculin A (Alexis Biochemicals, San Diego, USA), 10 ug/ml Aprotinin, 10pg/ml Leupeptin und
1% Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 und 2 (Sigma) fiir 1 h bei 4°C auf die Zellen einwirkte. Nach
Zentrifugation (20 min, 13.000 rpm) und Filtrieren durch einen Filter mit einer Porengrofie von
0,22 pm (Millipore), wurden die Konzentration der Proteine in einem BCA-Assay (Pierce)

bestimmt.

3.8.3 Zelllyse mit NP-40 und anti-pTyr Immunoprazipitation
Das detaillierte Protokoll fiir die Anreicherung der Tyrosin-phosphorylierten Proteine wurde
bereits ausfiihrlich beschrieben (86). Kurz zusammengefasst wurden SILAC markierte K562

oder EOL-1 Zellen mit 4°C kaltem PBS gewaschen und fiir 20 min mit Lyse-Puffer (50 mM Tris,
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pH 7.5; 150 mM NaCl; 1 % NP40; 0.1 % Natrium-Deoxycholate; 1 mM EDTA; 1 mM Natrium-
Orthovanadat; 1 mM PMSF; 0.1 pg/ml Aprotinin; 10 mM NaF) lysiert. Nach einer Zentrifugation
fiir 10 min bei 13.000 rpm wurde die Proteinmenge mit Hilfe eines BCA-Assays bestimmt und
die drei verschieden markierten Populationen im Verhéaltnis 1:1 gemischt. Fiir die anti-pTyr
Immunoprazipitation wurden wahrend der 2-stiindigen Inkubation in NP40 Lyse-Puffe 200 pg
4G10-Antikorper an 40 pl Protein A-Sepharosebeads (Amersham Biosciences) gekuppelt. Nach
einem Waschritt mit Lyse-Puffer wurden die pTyr-Beads fiir 4h zum Zelllysatmix gegeben. Die
Prazipitate wurden viermal gewaschen bevor die Proteine zweimal fiir 10 min bei 37°C mit
Urea-Puffer (7 M; 2 M Thiourea; 50 mM HEPES pH 7.5; 1 % n-Octosylglucosid) von den Beads

eluiert wurden.

3.8.4 Zelllyse mit 8 M Urea
Fiir die Analyse des kompletten Zelllysats der SILAC markierten EOL-1 / K562-Zellen wurde die
Lyse mit Urea-Puffer (50 mM Tris pH 8.2, 75 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 10
mM NaF, 2.5 mM NazV04, 50 ng/ml Calyculin A (Alexis Biochemicals, San Diego, USA) inklusive
der Phosphataseinhibitoren 10 pug/ml Aprotinin, 10 ug/ml Leupeptin und 1% Phosphatase
Inhibitor Cocktail 1 und 2 (v/v)) durchgefiihrt. Dabei wurden die Pellets im eisgekiihlten Urea-
Puffer gelost und anschliefend bei 4°C 3 x 1 Minute mit Ultraschall beschallt (Sonoplus GM70,
Brandelin electronic, Berlin, Germany). Durch eine 20-mintitige Zentrifugation bei 13.000 rpm
wurden die Zellbruchstiicke entfernt und die Proteinmenge mithilfe des BioRad Protein Assays
bestimmt. AnschliefRend wurden die verschieden markierten Proteinpopulationen im gleichen

Verhaltnis gemischt.

3.9. Quantitative Vergleichsanalyse zur Bestimmung des Imatinib-Einflusses auf
das Proteom
Fiir die vergleichende Analyse mit SILAC wurden drei verschiedene Zustinde entweder
unterschiedliche Konzentrationen oder unterschiedlicher Inkubationsintervalle bei hoher
Konzentration von Imatinib mit dem Zustand der Kontrollinkubation mit DMSO verglichen.
Dazu wurden die unterschiedlichen Zustidnde mit den isotopischen Varianten der Aminosduren

markiert.

3.9.1 Identifizierung von direkten Zielproteinen und Phosphorylierungsstellen
mit einer Sensitivitit fiir Imatinib mit dem Focus auf Kinasen
Es wurde die Auswirkung von verschiedenen Imatinibkonzentrationen besonders auf die

Expression von Kinasen der Zelllinien untersucht. Die K562-Zellen wurden dazu mit den
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Imatinibkonzentrationen 1 uM, 10 pM bzw. DMSO fiir 90 Minuten inkubiert, die EOL-1-Zellen
wurden mit den Imatinibkonzentration 10 nM, 100 nM bzw. DMSO fir 90 Minuten inkubiert.
Nach Zentrifugation und einem Waschschritt mit kaltem PBS wurden die Pellets bei -80°C
eingefroren.

Die Kinasen im Zelllysat wurden wie folgt angereichert: Die Kinaseinhibitor-Resins wurden
nach einem bereits publizierten Protokoll hergestellt (87-89). Die Kinaseanreicherung wurde
im Batchverfahren durchgefiihrt. Dazu wurden die Kinaseinhibitor-Resins gemischt und dabei
von VI16832 und Purvalanol B Resins 0,5 ml eingesetzt sowie von Bisindolylmaleimide X,
AX14596 und SU6668 Resins jeweils 0,33 ml eingesetzt.

Die eingefrorenen Zellpellets der K562 bzw. EOL-1 Populationen wurden in 9 ml Lyse-Puffer
(50 mM Hepes-NaOH, pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.5% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
PMSF, 10 mM NaF, 2.5 mM Na3zVO0,4, 50 ng/ml Calyculin A (Alexis Biochemicals, San Diego, CA),
10 pg/ml Aprotinin, 10 pg/ml Leupeptin, 1% Phosphatase Inhibitormix 1 und 2 (Sigma)) fiir 1 h
bei 4°C lysiert. Durch die anschliefRende Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 20 min und Filtration
durch einen 0,22 pm Millipore-Filter wurden Zellbruchstiicke entfernt. Mit Hilfe des BCA-Assays
wurde die Proteinkonzentration bestimmt und anschliefRend die NaCl Konzentration auf 1 M
eingestellt und das Volumen der Losung mit destiliertem Wasser auf 10 ml verdiinnt. Die drei
verschiedenen SILAC Populationen wurden parallel mit je 0,7 ml der Mischung der
Kinasinhibitor-Resins fiir 2 h bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
10 ml Lyse-Puffer (1 M NaCl) wurde anschliefdend mit 150 mM NaCl Lyse-Puffer gewaschen. Fiir
die Elution der an den Resins gebundenen Proteine wurde mehrmals fiir 10 min mit 1,4 ml
Elutions-Puffer (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 5 mM DTT, 0,5% SDS) bei 50°C inkubiert. Zur Kontrolle
der Proteinmenge in den einzelnen Elutionsfraktionen wurden jeweils kleine Aliquots auf ein
SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit Hilfe der Silberfarbung visualisiert. Nur Fraktionen, die
nachweislich Proteine enthielten, wurden gepoolt und lyophilisiert. Das anschliefende
Resuspendieren der Proben in destilliertem Wasser war die Vorbereitung auf die Wessel &

Flligge Prazipitation (90) der Proteine.

3.9.2. Identifizierung von direkten Zielproteinen und Phosphorylierungsstellen

mit einer Sensitivitit fiir Imatinib mit Analyse des kompletten zelluldren Lysats
Dazu wurden drei Populationen von Zellen unterschiedlich mit SILAC-Medium markiert und fiir
2 h bzw. 24 h mit 10 pM (K562-Zellen) bzw. mit 100 nM (EOL-1-Zellen) Imatinib inkubiert oder
zur Kontrolle mit DMSO behandelt. Danach wurden die Zellen mit 4°C kaltem PBS gewaschen,
anschliefend pelletiert, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren

Probenvorbereitung bei -80°C gelagert.
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3.10 Probenvorbereitung fiir die Massenspektrometrie

3.10.1 In-Lésungsverdau der Proteine
Die mit den Proteinkinasen angereicherten Proben wurden direkt in 7 M Urea-Puffer (7 M Urea;
2 M Thiourea; 50 mM HEPES pH 7.5; 1% n-Octosylglucosid) geldst. Die Proben aus dem totalen
Zelllysat wurden direkt mit Urea-Puffer (wie oben beschrieben) lysiert. Bei beiden Ansatzen
wurden mit Hilfe von 2 mM DTT (finale Konzentration) innerhalb von 45 min bei RT die
Thiolgruppen an den Proteinen reduziert und nach folgend die Cysteingruppen mit 5,5 mM IAA
fiir 30 min bei RT carboxymethyliert. Die Endoproteinase Lys-C (Wako) wurde bei RT fiir 4 h im
Verhaltnis von 1:100 von Enzym zu Substrat (meistens betrug die Menge an Lys-C 1-3 pg)
zugegeben. Danach wurde der Verdau fiir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und anschliefsend
der Uberstand mit destilliertem Wasser im Verhiltnis 1 : 4 verdiinnt, so dass die finale Urea-
Konzentration unter 2 M lag. Anschliefdend erfolgte der Verdau mit Trypsin (Promega) liber
Nacht bei RT im Verhaltnis Enzym zu Substrat von 1:100. Am folgenden Tag wurde
Trifluoressigsdure (TFA) zu einem finalem Volumen von 1% zugegeben, um den Verdau zu

stoppen.

3.10.2 In-Gel Verdau der Proteine
Die Proben wurden auf einem SDS-NuPAGE Novex Bis-Tris Gel (Invitrogen) aufgetragen und
nach der Beschreibung des Herstellers aufgetrennt. Anschlief}end wurde das Gel mit Colloidal
Blue Staining Kit (Invitrogen) gefarbt. Die angefirbten Spuren wurden fiir die Kinase-
angereicherten Proben in 16 Stiicke geschnitten, die Proben ohne Anreicherung wurden in 15
Stiicke geteilt und nach dem beschriebenem Protokoll verdaut (91). Dazu wurden die Gelstiicke
in kleine Teile geschnitten und mit 50 mM Ammonium-Bicarbonat (ABC) / 50% Ethanol solange
gewaschen bis die Stlicke vollstindig entfarbt waren. Darauf folgte das Dehydrieren der
Stiickchen mit Ethanol und das Rehydrieren mit 10 mM DTT enthaltenem 50 mM ABC-Puffer.
Dadurch wurden die Thiolgruppen innerhalb 1 h bei 56°C reduziert und anschliefiend folgte der
Alkylierungsschritt mit 55 mM IAA gelost in 50 mM ABC im Dunklen fiir 1 h bei 25°C. Die
Stiickchen wurden wieder zweimal mit 50 mM ABC/50% Ethanol gewaschen und
anschliefdend mit Ethanol dehydriert und in dem Konzentrator 5301 (Eppendorf) vollstindig
getrocknet. Jede Gelfraktion wurde mit einer Losung bestehend aus 50 mM ABC und Trypsin
(1:100 wt/wt) rehydriert und iiber Nacht bei 37°C verdaut. Am nichsten Tag wurde der
Uberstand gesammelt und die restlichen Peptide in den Gelstiickchen wurden durch zweimalige

Inkubation in 30%-igem Acetonetril (ACN) und 3% TFA, extrahiert. Anschlieffend wurden die
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Gelstiicke zwei Mal mit 100% ACN dehydriert. Alle Uberstinde wurden vereinigt und
anschliefend im Konzentrator 5301 eingedampft, um alles ACN zu entfernen. Zur Entsalzung
wurden die Proben iiber eine Cis-StageTip Saule (91-92) gefiltert. Nach der Elution wurden die
Proben im Eppendorfer Konzentrator 5301 auf ein finales Volumen von 3-4 ul eingedampft. Fiir

die MS-Analyse wurde jede Probe mit einer Losung aus 1% TFA und 5% ACN 1 : 1 gemischt.

3.10.3 Entsalzung der Proben
Die in Losung verdauten Proben wurden zuerst mit einer PVDF Membran der Porengrofie von
0,22 uym (Millipore) filtriert und anschlief;end mit SepPak Cis-Entsalzungssaulen nach dem
Protokoll von Villen und Gygi (93) entsalzt. Im Detail wurden die Sdulen zuerst mit 100% ACN
(2 x Saulenvolumen), mit Elutionspuffer (50% ACN, 0,5% Essigsdure; halbes Saulenvolumen)
und Waschpuffer 2 (0,1% TFA; 2 x Sdulenvolumen) gewaschen, bevor die Proben auf die Saulen
geladen wurden. Dabei wiesen die Proben einen pH Wert von 2,5-3 auf. Anschliefend wurden
die Sdulen nochmals mit Waschpuffer 2 (2 x Sdulenvolumen) und 4 (0,5% Essigsdure; halbes
Sdulenvolumen) gewaschen, bevor die Proben mit Elutionspuffer eluiert wurden (500 mg
Saulen: 2 x 1,4 ml; 100 mg Saulen: 2 x 300 pl). Um technische Replikate zu erhalten, wurde jede
Fraktion in zwei gleichgrofée Aliquots aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und

lyophilisiert. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Proben bei -20°C gelagert.

3.10.4 Phosphopeptidenanreicherung durch Titaniumdioxid-Microspheres
Diese Phosphoanreicherung wurde fiir den Kinase angereicherten Datensatz angewendet. Nach
dem Trypsinverdau der Proben wurden die Phosphopeptide mithilfe der Titaniumdioxid-
Microspheres (TiO2, GL Sciences Inc.) wie es bereits beschrieben wurde angereichert (76, 94-
95). Die Peptidproben wurden im Verhaltnis 1:6 mit dem Puffer bestehend aus 30 g/1 2,5-
Dihydrobenzoischer Siaure (DHB), 80% ACN / 0,1% TFA verdiinnt. Die TiO;-Beads wurden
einmal mit dem Elutions-Puffer (NHz-Wasser, 20% ACN, pH10,5) und anschliefend mit Wasch-
Puffer (50% ACN, 0,1% TFA) equilibriert. Die Vorbereitung der TiO,-Beads mit DHB erfolgte
durch einen Waschschritt mit dem Ladungs-Puffer (6 g/l DHB, 15% ACN). Jede Peptidprobe
wurde auf 5pg equilibrierte TiO;-Beads geladen und fiir 30-60 min bei RT auf einem
rotierendem Rad inkubiert. Danach wurden die Beads drei Mal mit Wasch-Puffer gewaschen
und anschlieflend die gebundenen Phosphopeptide mit Elutionspuffer zweimal fiir 10 Minuten
unter stdndigem schiitteln bei RT eluiert. Die eluierten Peptide wurden nochmals mit Hilfe einer
Cs-Membran gefiltert. Die Peptide, die an der Cg-Membran zurtick geblieben waren, wurden mit
30 ul 80% ACN / 0,5% Essigsaure eluiert und mit den gefilterten Peptidproben vereint. Mit der
Zugabe von TFA wurde der pH Wert auf pH 7 eingestellt. Anschliefiend wurden die Proben im
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Konzentrator auf ein Volumen von 3-4 pl eingedampft und fiir die MS-Analyse mit einer Losung

aus 4% ACN und 0,2% TFA im Verhaltnis 1:1 vermischt.

3.10.5 Immobilized metal affinity  chromatography (IMACQ) zur

Phosphopeptidanreicherung
Diese Phosphoanreicherung wurde fiir die Proben zur Analyse des kompletten Zelllysats
angewendet. Die lyophilisierten Proben wurden in 200 pl 40% ACN (vol/vol), 25 mM
Ameisensdure gelost und mit 2,5 ul phos-Select Iron Affinity Gel (Sigma), die die Immobilized
metal affinity chromatography (IMAC)-Resins enthalten, fiir 1h bei 25°C in einem Thermomixer
comfort (Eppendorf) bei 1.400 rpm inkubiert. Die C1s-StageTips wurden nach der Anleitung von
Rappsilber et al. (92) hergestellt und nach dem Protokoll von Villen & Gygi (93) vorbereitet. Die
eluierten Peptide wurden auf ein Volumen von 4 pl eingedampft und mit 4% ACN (vol/vol),
0,2% TFA (vol/vol) im Verhaltnis 1:1 vermischt und waren somit fiir die MS-Analyse

vorbereitet.

3.10.6 Auftrennung der Phosphopeptide mit der Strong Cation Exchange (SCX)

Chromatographie (Resource S column)
The SCX-Chromatographie wurde nach zwei bereits publizierten Protokollen durchgefiihrt (65,
96). SILAC markierte Proteine wurden mit Trypsin in Losung verdaut. Anschliefiend wurde das
Peptidgemisch mit destilliertem Wasser verdiinnt, um eine Leitfihigkeit unter 4 mS / cm zu
erreichen. Nun war die Probe bereit, um sie in einen 50 ml grofden Superloop™ (Amersham
Biosciences) einzufiillen und mit einer Flussrate von 1 ml / min auf eine 1 ml Resource S Saule
(Amersham Biosciences) zu laden, die in einem Akta Explorer System (GE Healthcare) mit einem
Fraktionssammler integriert war. Durch den linearen Gradienten von 100% Puffer A (30% ACN,
5 mM KH2POy4, pH 2.7) zu 60% Puffer B (30% ACN, 5 mM KH;PO4, 350 mM KCl, pH 2.7) mit einer
Flussrate von 1 ml / min bis zum Erreichen des 30-fachen des Sdulenvolumen, wurden die
Phosphopeptide aufgetrennt. Die Fraktionen wurden entsprechend ihrer Absorbtionsspektren
gepoolt, so dass pro Chromatographielauf final 7 Proben entstanden. Diese wurden
anschliefiend in einem Konzentrator 5301 (Eppendorf) eingedampft und die Phosphopeptide

mit TiO2-Microspheres weiter angereichert.
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3.10.7 Auftrennung der Phosphopeptide mit der Strong Cation Exchange

Chromatographie (polySULFOETHYL A column)
Lyophilisierte Peptide wurden in 600 pl Puffer (30% ACN (vol / vol), 7 mM KH;PO4, pH 2,65)
gelost und auf eine polySULFOETHYL A Siule (250 x 9,4 mm, 200A Porengrofe, 5 mm
Partikelgrofe (PolyLC)) mit einer Flussrate von 3 ml / min geladen, die an ein Akta Explorer
System (GE Healthcare) angeschlossen war. Der Gradient verlief von 0 bis 105 mM KCl iiber
33 min, anschlieflend folgte fiir jeweils 10 min ein Elutionsschritt mit 350 mM KCL und 500 mM
NaCl. Uber den Gradienten wurden 3 ml Fraktionen gesammelt. Zusammen mit dem Durchfluss
wurden die Fraktionen entsprechend dem Absorbtionsspektrum bei 215 nm gepoolt, sodass 12
Proben entstanden. Diese wurden im Konzentrator 5301 eingedampft und mit Hilfe der 100 mg
reverse-Phase Cig-SepPak solid-phase extraction cartridges (Waters) entsalzt. Anschliefdend
wurden pro Probe zwei Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren, lyophilisiert und bei -

20°C bis zur Phosphopeptidanreicherung mit dem IMAC-Protokoll gelagert.

3.10.8 Probenvorbereitung zur Identifizierung von Kinasen mit einer Sensitivitit
fiir Imatinib
Die Proteinmenge nach der Kinaseanreicherung wurde aufgeteilt und parallel prozessiert.
Davon wurden 25% in Losung verdaut und anschlief3end mit SCX-Chromatographie (ResourceS
column) fraktioniert. Die verbliebenen 75% wurden in 1,5 x LDS-Puffer gelost und im Gel
verdaut. Davon wurden wiederum 20% fiir die Methode der Cis-StageTips verwendet. In den
restlichen 80% wurden die Phosphopeptide mit TiO,-Beads angereichert. Der gesamte Prozess

wurde unabhdngig voneinander zwei Mal durchgefiihrt.

3.10.9. Probenvorbereitung zur Identifizierung von Imatinib-sensitiven Proteinen
Die Proben zur Analyse des kompletten Datensatzes ohne Anreicherung eines Subproteoms
wurden nach der Lyse und der Proteinbestimmung gepoolt. Fiir die Probenvorbereitung wurde
die Proteinmenge aufgeteilt, etwa 5% im Gel verdaut und anschlieflend fiir StageTips
vorbereitet. Die restlichen 95% wurden erst in Losung verdaut, dann iiber SCX-
Chromatographie fraktioniert und Phosphopeptide mit der IMAC-Methode angereichert. Diese

Probenvorbereitung wurde insgesamt dreimal unabhangig voneinander wiederholt.
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3.11. MS-Analyse und Datenprozessierung

3.11.1 MS-Analyse mit der LTQ-Orbitrap
Die MS-Analyse folgte einem bereits publizierten Protokoll (76, 87). Fiir die Peptidauftrennung
wurde eine Sdule mit 15 cm Lange, 75 pm innerem Durchmesser und mit 3 pm C1g Beads gefiillt
(intern hergestellt, Reprosil-AQ Pur, Dr. Maisch), verwendet. Die dazugehorige
Chromatographie erfolgte mit einem Nanoflow HPLC System (Agilent Technologies 1100), das
an ein LTQ-Orbitrap Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific) mit einer
Nanoelektrospray lon Source (Proxeon Biosystems) angeschlossen war. Fiir die Messungen
wurde die Orbitrap so programmiert, dass sie automatisch zwischen einem Full-MS-Scan mit
dem Orbitrap Analyser (Auflosung R=60.000 bei m/z 400) und der Fragmentierung der fiinf
Peptide mit der stiarksten Intensitit entweder durch den MS/MS oder mit dem multi-stage
activation Bereich, der LTQ wechselte. Der Multistage-Bereich wurde durch den Neutralverlust
der Peptide bei 97,97; 48,99 oder 32,66 m/z unter dem Vorlauferion fiir 30 ms getriggert (97).
Es ist noch anzumerken, dass fiir die Analyse des Totalzelllysats die 10 intensivsten Peptide zur
Fragmentierung und MS/MS Analyse verwendet wurden. Wie bei Olsen et al. (98) beschrieben
wurde, wurde zur internen Kalibrierung des Orbitrap-Detektors die Lock-Mass Strategie

verwendet.

3.11.2 Peptididentifikation und Quantifikation mit MaxQuant

Alle Daten wurden mit MaxQuant prozessiert (http://www.maxquant.org/).

Alle MS-Raw Dateien die zu einem Experiment gehorten, wurden zusammen mit dem MaxQuant
Programm der Version 1.0.13.12 prozessiert. Die Prozessierung mit MaxQuant enthdlt eine
Signalliste (peak list), eine auf SILAC beruhende Quantifizierung, eine Abschatzung der durch
Zufall identifizierten Peptide (False discovery rate; FDR), ein Zusammenfiigen der Protein
Gruppen durch Peptide, Filtern und die Prasentation der Daten (74). Die Daten wurden gegen
eine Datenbank abgeglichen, die eine Kombination aus der vorwarts und riickwérts gelesenen
Version der IPI (International Protein Index) Datenbank aufweist. Die hier verwendete Version
3.37 enthielt 69141 Proteineintrige und 175 der am haufigsten vorkommenden
Kontaminationen (z.B. suidisches Trypsin, humanes Keratin und Lys-C) und wurde mit der
Suchmaschine Mascot (Matrix Science, Version 2.2.04) verwendet. Weitere Einstellungen waren
die unveranderliche Modifikation Cysteincarbamidomethylierung und variable Modifikationen
wie oxidiertes Methionin, N-Acetylierung der Proteine, Verlust des Ammoniumhydroxid vom N-
terminalem Glutamin und die Phosphorylierung der Serin-, Threonin- und Tyrosinreste.
Spektren die aus den isotopisch markierten Peptiden bestanden, wie sie durch die Analyse von

SILAC Partnern entstanden, wurden mit der unveranderlichen Modifikation Argé und Lys* oder

53



3. Material und Methoden

Arg!0 und Lys8 gesucht. Konnten nicht alle SILAC-Zustinde identifiziert werden, wurden Argé
und Lys* oder Argl9 und Lys8 als variable Modifikation zugelassen. Fiir die Vorlauferionen
wurde eine Massentoleranz bis 5 ppm und fiir die fragmentierten lonen bis zu 0,5 Da
zugelassen. Die Peptide mussten eine Mindestlange von sechs Aminosduren aufweisen und es
waren bis zu drei ungetrennte Spaltstellen (missed cleavages sites) und drei Isotopen-markierte
Aminosauren erlaubt. Die FDR wurde auf 1% fiir die Protein- und Peptididentifikation gesetzt
und der Grenzwert fiir die Falschpositivrate (PEP: posterior error probability) der Peptide
wurde auf 10% festgelegt. Die Bestimmung der Phosphorylierungsstellen wurde durch eine
modifizierte Version des PTM-Scoring Algorithmus (76) die in MaxQuant implementiert wurde,
erreicht. Dadurch  wurden  Klasse I Phosphorylierungsstellen ~ durch  ihre

Lokalisierungswahrscheinlichkeit von mindestens 75% definiert.

3.11.3 Gene Ontology Analyse
Zur Kategorisierung der Daten wurde das bioinformatische Programm Gene Ontology im
onlinetool DAVID angewendet. Mit diesem Programm kann man die identifizierten Proteine in
biologische Prozesse, molekularen Funktionen oder zellulire Komponenten einteilen. Dabei
wurden die identifizierten Proteine mit dem kompletten Proteom verglichen, um statistisch

liberreprasentierte Proteine in den einzelnen Kategorien zu erkennen (99).

3.12. Transfektionsanalyse mit K562-Zellen
Die K562-Zellen wurden 24h vor der Transfektion mit einer Konzentration von 100.000 Zellen /
ml ausgesiat. Fir die Transfektion wurden in ein 24-well 200.000 Zellen in 100 pl
Komplettmedium ausgesdt und im Brutschrank bereitgestellt. Von der siRNA, der
Stockkonzentration 2 uM, wurde 5,4 pl in 100 pl Medium ohne Serum mit 8 ul HiPerfect-
Transfection-Reagent (Qiagen) fiir 10 min bei RT inkubiert. Anschlieffend wurde die
Transfektionslosung langsam auf die Zellen gegeben und im Brutschrank inkubiert. Nach 6 h

wurden 400 pl Komplettmedium auf die Suspension gegeben.

3.13. Assay zum Test auf Apoptose
Im Durchflusszytometer wird bei jeder Zelle gemessen wie viel Licht die Zelle absorbiert und
reflektiert und welche Fluoreszenz sie emittiert. Da Propidiumiodid ein fluoreszierender
Farbstoff ist der an Nukleinsdure bindet, kann somit der DNA-Gehalt einer Zelle berechnet

werden. Da in einer normalen Zelle der DNA-Gehalt durch die Anzahl der Chromosomen
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bestimmt wird, liegen in der ruhenden Zelle 46 Chromosomen vor, in proliferierenden Zellen
verdoppelt sich die chromosomale DNA. Mit interkalierenden Farbstoffen ist somit die
Fluoreszenz einer Zelle proportional zu ihrem DNA-Gehalt und somit kann indirekt der
Zellzyklusstatus bestimmt werden. Bei apoptotischen Zellen wird die DNA jedoch zu kleinen
Bruchstiicken von 180 Basenpaare abgebaut, zusatzlich wird der Zellkern fragmentiert und in
die Zelle freigesetzt. Dadurch ist der DNA-Gehalt einer apoptotischen Zelle geringer als bei einer
gesunden Zelle und ist als Peak unterhalb der G1-Zellen sichtbar. Die DNA Farbung kann somit
auch dazu benutzt werden, um Apoptose in einer Zellpopulation zu quantifizieren (100).

Flir den Test auf Apoptose wurden mindestens 500.000 Zellen aliquotiert und fiir 5 min bei
2.500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 pl hypotonischer Propidiumiodid-Lésung
(0,1% Natriumzitrat (wt/v), 0,1% Triton X-100 (v/v), 50 mg/l Propidiumiodid in destilliertem
Wasser) resuspendiert. Die Proben wurden im Dunkeln fiir 1h bei 4°C inkubiert. Bei der
Messung an einem FacsCalibur (BD Biosciences) Durchflusscytometer (FACS: Fluorescence -
Activated Cell Sorting) wurden die Einstellungen mit Hilfe des WorklistManager (Beckton
Dickinson) vorgenommen. Mit dem Computerprogramm CellQuest Pro (BD Biosciences)
wurden die Daten ausgewertet und der prozentuale Anteil der apoptotischen Kerne bestimmt.

Gemessen wurde im roten Fluoreszenzbereich (>600 nm).

3.14. Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (sq RT-PCR)

3.14.1 Isolierung von RNA
Fiir die Isolierung von RNA wurde das Kit RNeasy von Qiagen laut Herstellerangaben

verwendet. Die RNA wurde mit H,O bidest. eluiert.

3.14.2 Konzentrationsbestimmung von RNA
Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren wurde in einem Spektralphotometer
(Thermo Scientific Nanodrop) bei der Wellenldnge A = 260 nm durchgefiihrt. Zum notwendigen

Nullausgleich wurde H,0 bidest. als Referenz verwendet, in dem die RNA resuspendiert wurde.

3.14.3 cDNA-Synthese
Zur Synthese der cDNA wurde ein Oligo-dT-Primer, der an das 3‘-Ende von mRNA bindet (K1,
Clontech Inc., USA) und ein SMART-Primer (K2, Clontech Inc., USA), der an die 5'-terminale CAP-
Struktur von mRNA bindet, verwendet. Es wurden jeweils 5 pg der totalRNA eingesetzt und es

erfolgte nur die Synthese des RNA komplementdren DNA-Stranges. Die RT-PCR wurde wie folgt
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angesetzt: Von der extrahierten RNA wurden 5 pg RNA eingesetzt. Es wurden 1,0 pl Primer K1
und 0,5 pl Primer K2 hinzugegeben und mit H,O auf 10 pl aufgefillt. Fiir 2 min erfolgte eine
Inkubation bei 68°C, anschlieféend wurde die Probe fiir 10 sek auf Eis abgekiihlt. Danach wurde
4,0 ul 5x RT Puffer, 2,0 ul 10 mM dNTPs und 2,0 ul AMV-RT zugegeben. Die Inkubation erfolgte
bei 25°C fiir 10 min und dann bei 42°C fiir 60 min.

Die cDNA wurde bei -20 °C aufbewahrt. Vor der weiteren Verwendung wurde die DNA-Menge
nochmals im Spektralphotometer (Thermo Scientific Nanodrop) bestimmt. Zur Quantifizierung
des Expressionslevels einzelner Gene kénnen Fragmente eines Gens aus der cDNA mittels PCR
vervielféltigt und das Produkt quantifiziert werden. Diese Methode wurde zur Bestimmung der
Effizienz von Knock-Down-Experimenten mit cDNA, die aus siRNA transfizierten Zellen
gewonnen wurde, angewendet. Bei semiquantitativer PCR zur Bestimmung des relativen
Expressionslevels muss beriicksichtigt werden, dass sich die Amplifizierungsreaktion zum
Zeitpunkt der Messung in einer linearen Phase befindet. Dies wurde durch Parallelansitze
erreicht, deren Reaktion nach unterschiedlichen Zyklenanzahlen abgestoppt wurde. Die
Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgte nach Auftrennung im Agarosegel (1,5 %), die
Aufnahme mittels einer CCD-Kamera (LAS-1000, Fujifilm) und die Auswertung der Banden mit
der Software Image] (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Alle Reaktionen wurden dabei in Duplikaten
durchgefiihrt und gemittelt. Zur Normalisierung der zu vergleichenden cDNA-Proben wurde ein
Fragment des housekeeping-Gens GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)
vervielfiltig und die cDNAs so verdiinnt, dass bei gleicher Zyklenanzahl die gleiche Menge an
PCR-Produkt entstand. Die Quantifizierung des zu untersuchenden Gens wurde mit den
normalisierten cDNAs durchgefiihrt. Dabei wurde erneut fiir diese PCR-Reaktion die lineare
Phase der Amplifikation durch Parallelansitze mit verschiedener Zyklenanzahl bestimmt. Es
wurden folgende Primer, erstellt mit Hilfe der Software PrimerSelect aus dem Software-Paket

DNAStar, verwendet, die jeweils ein Produkt von ca. 300bp vervielfiltigen:

Gene: Upper Primer (5->3) Lower Primer (5->3)

BTK ACATTTGGGCTTTTGGGGTTTTG AGAGGGGCCTTTTTGTATTGAGTG
FER ACGCTGCTGCTGGTATGTTGT ACTTAGGGCGATTTTCAGGTTTAT
GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Der Reaktionsansatz (je 10 ul) fiir die PCR war folgender: Es wurde pro Ansatz 5 ul ReadyMix
redtaq PCR reaction mix with MgCL; mit 1 pl Upper Primer und 1 ul Lower Primer als Mastermix
angesetzt und erst kurz vor der PCR-Reaktion pro Ansatz 3 pl DNA hinzugegeben. Die PCR
wurden in einem Thermocycler Mastercycler EP gradient S von Eppendorf durchgefiihrt: Die
Denaturierung erfolgte bei 94°C fiir 3 min, anschlieflend erfolgte die Amplifikation (30 sek 94°C,
1 min 55°C, 30 sek 72°C). Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Proben bis zur
Entnahme auf 4°C gekiihlt.
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Es wurden je nach amplifiziertem Gen unterschiedlich viele Zyklen der Amplifikation gefahren
und die Parallelproben im Abstand von 2 Zyklen abgestoppt (z.B. nach 23, 25 und 27 Zyklen).
Flr die Quantifizierung von GAPDH wurden 17, 19 und 21 Zyklen gefahren.
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Proteinkinasen sind wichtige Regulatoren in den meisten Signalkaskaden eukaryotischer Zellen.
Sie dndern die Funktion ihrer Substratproteine durch reversible Phosphorylierungen an den
Serinen, Threoninen oder Tyrosinen. Durch ihre Beteiligung an vielen wichtigen biologischen
Prozessen sind Uberexpression oder eine veridnderte Aktivitit der Kinasen oftmals ursachlich
fir die Entstehung von Krankheiten, wie z.B. Krebs. Daher wurden bei der Entwicklung von
neuen Medikamenten Proteinkinasen als potentielle Wirkstoffziele anvisiert.

Im ersten Projekt der Arbeit wurde der Einfluss des BCR-ABL Inhibitors Imatinib
(Glivec/Gleevec) auf die Kinasen der Zelle untersucht. Hierbei wurden die Kinasen vor der
eigentlichen Probenvorbereitung im Batchverfahren mit niedermolekularen Kinaseinhibitoren,
die an Resins gekoppelt waren, angereichert, um die Mengen gebundener Kinasen nach der
Inhibitorbehandlung in Kompetitionsassays untersuchen zu kénnen. Dadurch wurden sowohl
bekannte aber auch noch unbekannte Zielproteine von Imatinib identifiziert. Diese Versuche
wurden in zwei verschiedenen Leukdmiezelllinien durchgefiihrt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Fokus auf das komplette Proteom gelegt, um von Imatinib
beeinflusste Signaliibertragungsvorgange global zu analysieren. Hierzu wurde das komplette
Zelllysat zur Probenvorbereitung genutzt ohne speziell Kinasen anzureichern. Dieser Ansatz
wurde ebenfalls mit zwei verschiedenen Leukdmiezelllinien durchgefiihrt.

Die Ergebnisse dieser beiden Projekte zusammen ergeben einen guten Uberblick der direkten

zellularen Effekte von Imatinib sowie die von dem Wirkstoff regulierten Signalwege.

4.1. Identifizierung von direkten und indirekten zelluldren

Imatinib-Bindungspartnern
Durch fehlregulierte Proteinkinasen wird eine Reihe von Krankheiten wie z.B. Krebs ausgelost.
Daher ist das Ziel der therapeutischen Forschung die Aktivitiat fehlregulierter Kinasen zu
inhibieren (101). Betrachtet man die chronische myeloische Leukdmie (CML) wurde ein
direkter Zusammenhang zwischen dem exprimierten Fusionsprotein BCR-ABL und dem
Auftreten der multiklonalen leukdmischen Vorlauferzellen festgestellt (102). Es konnte der sehr
effektive Inhibitor Imatinib entwickelt werden, der die Kinaseaktivitit von BCR-ABL inhibiert
und somit eine hohe Uberlebenschance fiir Patienten mit CML in der chronischen Phase
ermoglicht (103-104). In spateren Phasen dieser Krankheit oder im Verlauf der jahrelangen

Einnahme des Inhibitors verliert Imatinib oftmals seine Wirkung, weil sich Resistenzen
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ausbilden (105-106). Daher ist es notig, sich detailliert mit den Signalkaskaden, die von Imatinib
beeinflusst werden, auseinander zu setzen, um alle zelluliren Bindungspartner und weitere
wichtige Komponenten in Imatinib-regulierten Signalkaskaden zu identifizieren. Die Hoffnung
hierbei liegt in der Aufdeckung neuer Kandidaten als alternative Zielmolekiile fiir
therapeutische Mafdnahmen fiir den Fall, dass Imatinib aufgrund von desensitisierenden

Mutationen in BCR-ABL seine Wirksamkeit einbuf3t.

4.1.1. Konzentrationsbestimmung fiir die Imatinibbehandlung in der
Leukimiezelllinie K562
Die Wahl der Imatinibkonzentrationen kénnen die Ergebnisse beeinflussen. Daher wurden
mehrere Konzentrationen von Imatinib getestet (0,1 uM; 0,3 puM; 1 uM; 3 pM; 10 pM) und mit
der Kontrollinkubation von DMSO verglichen. Die Zellen wurden lysiert und mittels der SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Ziel war es, moglichst alle BCR-ABL-vermittelten
Phosphorylierungsaktivititen in K562 Zellen zu unterbinden. Zur Kontrolle wurden
aktivierende Phosphorylierungen der extracellular-signal regulated kinases (ERK) 1 und 2,
zentrale Mediatoren von BCR-ABL-vermittelter Zellproliferation, sowie generell zelluldre
Tyrosinphosphorylierung im Westernblot betrachtet.
Die Inhibierung mit der Imatinibkonzentration von 1 uM hatte auf die allgemeine
Tyrosinphosphorylierung in K562 Zellen eine Reduktion auf die Halfte zur Folge (s. Abb. 5),
geringere Konzentrationen zeigten kaum einen Effekt. Bei der Imatinibkonzentration von 10 uM
wurde die Signaliibermittlung auf der Ebene der Tyrosinphosphorylierung nahezu vollstindig
unterbunden.
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Abb. 5: Bestimmung der Imatinibkonzentration fiir K562 Zellen. (a) Unterschiedliche Konzentrationen von
Imatinib wurden fiir 90 min zu verschiedenen Zellpopulationen gegeben bevor diese lysiert wurden. Die
Phosphorylierungslevel von Tyrosinresten und Erk1/2 wurden mittels Westernblot analysiert. Dabei wurde
mit wachsender Imatinibkonzentration eine Reduzierung der Phosphorylierung festgestellt. Im Westernblot
ist ersichtlich, dass die Konzentration von 1 uM die Tryosinphosphorylierung zur Hdlfte und 10 uM diese
nahezu komplett inhibiert. (b) Dies spiegelt sich auch in der Apoptoserate wieder, die bei 10 uM Imatinib
deutlich hoher ist als bei 1 uM Imatinib.
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Zur  weiteren biologischen Validierung wurde der Einfluss dieser beiden
Imatinibkonzentrationen auf das Apoptoseverhalten der Zellen getestet. Dazu wurden
Zellpopulationen entweder mit 1 uM Imatinib, 10 uM Imatinib oder mit DMSO inkubiert. Zum
Test auf Apoptose wurden die behandelten Zellen abzentrifugiert, fiir eine Stunde mit
Propidiumjodid inkubiert und mit Hilfe der FACS-Analyse die apoptotischen Zellen gezahlt. Dort
zeigte sich, dass die Apoptoserate bei Behandlung der Zellen fiir 72h mit Imatinib in beiden
Fallen im Vergleich zu den Kontrollzellen, erhéht war und zwar um das Dreifache bei 1 uM bzw.
das Filinffache bei 10 uM. Das heifdt, die Apoptoserate war nochmal um 40% hoher bei
Behandlung mit 10 uM Imatinib verglichen zu der Zellpopulation, die mit 1 uM Imatinib
behandelt wurde. Diese beiden Imatinibkonzentration wurden fiir die grofdangelegte
proteomische Analyse gewahlt, um einen Einblick in die bekannten und noch nicht
beschriebenen Bindungsproteine von Imatinib und die Auswirkung von Imatinib auf die

Signalwege der Zelle zu identifizieren.

4.1.2. Kinaseanreicherung im Batchverfahren (K562 Zelllinie)

In Vorversuchen wurden zwei verschiedene Ansdtze zur Kinaseanreicherung miteinander
verglichen. Zum einen wurde ein Multisdulenansatz mit verschiedenen Inhibitoren fir die
saulenchromatographische AKTA-Auftrennung und zum anderen die direkte Inkubation des
Lysates mit den immobilisierten Inhibitoren (Batch-Verfahren) durchgefiihrt. Dabei wurden
jeweils die Inhibitoren V116832, Purvalanol B, Bisindolylmaleimide X, AX14596 und SU6668 im
gleichen Verhéltnis eingesetzt (82). Diese niedermolekularen Inhibitoren weisen breite,
liberlappende Kinaseselektivititen auf, so dass sie zusammen ca. 70% aller zellular
vorhandenen Proteinkinasen binden konnen. Aus fritheren Versuchen, welche in der
Arbeitsgruppe durchgefiihrt worden waren, ging hervor dass das Batch-Verfahren fiir die
Identifizierung direkter Bindungsproteine von Imatinib das geeignetere ist. Daher wurde ein
Protokoll fiir die Batch-Methode etabliert, in dem Zelllysate von unterschiedlich Imatinib-
behandelten Zellen parallel im Batch-Ansatz inkubiert wurden, um Kinasen anzureichern.

Fiir den kompletten Versuchsansatz haben wir drei K562-Zellpopulation fiir fiinf Zellteilungen
im SILAC-Medium auf 15 cm Petrischalen wachsen lassen, um sie dann anschlief3end fiir zwei
weitere Teilungen in einen Kolben mit Magnetriihrer (spinner flask) zu tberfithren. Nun waren
die Zellen vollstindig markiert und konnten fiir 90 min entweder mit 1 uM oder 10 uM Imatinib
sowie als Kontrolle mit DMSO behandelt werden. Nach anschliefRendem Zentrifugieren und
Waschen mit PBS wurden die Pellets aliquotiert, mit Hilfe von fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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Nach der Lyse und der Proteinkonzentrationsbestimmung wurde alle drei verschieden
markierten Zellpopulationen auf die gleiche Proteinkonzentration eingestellt und fiir die
Proteinkinase-Aufreinigung mit dem jeweils gleichen Gemisch aus immobilisierten Inhibitoren
inkubiert. Nach 4h Inkubation bei 4°C im Dunkeln wurden die Proben gewaschen und
gebundenes Protein in mehreren Elutionsschritten eluiert. Kleine Proben der
Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlief}end mittels einer
Silberfarbung auf Proteingehalt hin untersucht. Alle Fraktionen, die nachweislich Proteine
enthielten, wurden vereinigt, lyophilisiert und nach dem Protokoll von Wessel und Fliigge (90)
prazipitiert. Etwa ein Viertel der Proteine wurde in Losung verdaut und iiber die SCX-
Chromatographie in sieben Fraktionen aufgeteilt (s. Abb. 6). Der grofie Rest wurde auf ein
eindimensionales Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Anfirben der
Banden mit Coloidal Blue-Losung (Invitrogen) wurde das Gel in 16 Molekulargewichts-
Regionen geschnitten; dabei orientierte sich die Einteilung nach der jeweiligen Intensitdt der
Proteine. Die Proteine wurden im Gel verdaut und die so generierten Peptide anschliefdend
extrahiert. Sowohl 20% der Fraktion aus dem Losungsverdau als auch 20% der Fraktion aus
dem Gelverdau wurden iiber die Cis-StageTips entsalzt und aufgereinigt (92). Die iibrigen
Peptide wurden mit Hilfe der TiO,-Beads auf Phosphopeptide angereichert (94-95). Dabei
wurden die Fraktionen aus dem Gel auf acht Proben reduziert, indem jeweils zwei
aufeinanderfolgende Proben zu einer vereint wurden. Alle Proben wurden mittels LC-MS/MS-
Methode in der LTQ-Orbitrap analysiert. Mit Hilfe des Softwareprogramms MaxQuant in
Verbindung mit dem Suchalgorithmus MASCOT wurden die aus der MS resultierten Rohdaten
prozessiert, um die Peptide und die ihnen entsprechenden Proteine zu identifizieren und

quantifizieren (107).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der experimentellen Durchfiihrung. Drei Zellpopulationen der K562
CML Zelllinie wurden mit der SILAC-Methode entweder mit normalen oder isotopenmarkiertenVersionen von
Arginin und Lysin markiert und vor der Lyse entweder mit 1 uM Imatinib, 10 uM Imatinib oder DMSO
behandelt. Dieser Ansatz wurde in zwei unabhdngigen biologischen Replikaten mit unterschiedlichen SILAC
Schemata durchgefiihrt. In beiden Experimenten wurde jedes der drei Lysate separat im Batch-Verfahren
mit fiinf immobilisierten Kinase-Inhibitoren aufgereinigt. Die gebundenen Proteine wurden eluiert und
vereinigt. AnschlieSend wurden Fraktionen des angereicherten Materials aufgetrennt: entweder iiber die
SDS-Gelelektrophorese mit anschliefSendem Trypsinverdau oder tiber die SCX-Chromatographie mit
vorangegangenem Trypsinverdau. Darauf folgt die Phosphopeptidanreicherung iiber Titaniumdioxid-Beads.
Von allen Peptidfraktionen wurden Cis-StageTips von entsalzten Totalpeptidproben angefertigt. Alle Proben
wurden mit der LC-MS/MS-Methode an der LTQ-Orbitrap analysiert.

Dieses Experiment wurde mit den gleichen Bedingungen aber modifizierter
Isotopenmarkierung wiederholt. Ziel dieses Ansatzes war es Kinaseinhibitor-bindende Proteine
zu identifizieren, die Teil der Signalkaskade der Imatinib-inhibierten Kinasen sind und
deswegen ein reduziertes Phosphorylierungslevel aufweisen ohne aber auf Proteinebene eine
Verdnderung aufzuweisen. Zudem sollten direkte Bindungspartner von Imatinib aufgrund

reduzierter Bindung nach zelluldrer Imatinibbehandlung identifiziert werden.

4.1.2.1. Quantitative Analyse des K562 Datensatzes mit Kinaseinhibitoranreicherung
Insgesamt konnten iiber 2000 Proteine identifiziert werden, wobei die Filterkriterien so

gewahlt waren, dass die geschitzte false-discovery rate (FDR) unter 1% lag. Es konnte fiir 1275
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verschiedene Proteine die relative Bindung aus Imatinib zu kontrollbehandelten K562 Zellen
quantitativ bestimmt werden. Davon waren fiir 683 Proteine unabhangige Quantifizierungen in
beiden biologischen Replikaten méglich. Durch die Kinaseaufreinigung gelang es mehr als 170
Mitglieder der Kinase-Superfamilie zu quantifizieren, was eine erhebliche Anreicherung
bedeutet wenn man bedenkt, dass nur 1,7% des menschlichen Genoms Proteinkinasen
codieren. Neben Kinasen wurden durch die Anreicherung mit immobilisierten
Kinaseinhibitoren auch andere Proteine angereichert, deren Bindung vermutlich auf direkte
Inhibitorinteraktionen zuriickzufiihren waren. Dazu gehdren z.B. Enzyme, die andere
Nukleotide verwenden, wie Dehydrogenasen und Lipidkinasen.

Insgesamt konnten 13500 Phosphopeptide quantifiziert werden, in welchen, 1842 verschiedene
Phosphorylierungen mit hoher Sicherheit spezifischen Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten
zugeordnet werden konnten (sogenannte Klasse 1 Phosphorylierungsstellen mit einer
Lokalisierungswahrscheinlichkeit von tiber 75%). Davon gab es 898 Klasse I Stellen, die in
beiden biologischen Replikaten gefunden wurden und 504 von diesen wurden an
Proteinkinasen nachgewiesen. Fasst man beide Experimente zusammen, so konnte man 868
verschiedene Phosphorylierungen an Proteinkinasen in den K562 Zellen quantifizieren.
Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Experimenten von Bantscheff et al., so wurden mit
unserem Ansatz dreimal mehr Phosphorylierungsstellen an Proteinkinasen identifiziert (80).
Fiir 23% aller Proteine konnten sowohl Phosphorylierungsianderungen als auch
Proteinabundanzen quantifiziert werden. Erwdhnenswert ist, dass dieser Anteil im Subproteom
der Proteinkinasen mit 64% deutlich héher ausfiel. Die meisten Phosphorylierungen (81%)
wurden an Serinen identifiziert; Threonin- und Tyrosinphosphorylierungsstellen hatten eine
Haufigkeit von 13% und 6%.

Auflerdem wurde erwartet, dass in der MS-Analyse auch zelluldre Interaktionspartner der
direkten Inhibitorbindungspartner identifiziert werden, die wéahrend der Zelllyse und
Aufreinigungsschritte gebunden blieben. Um das nachzuweisen und die globalen Verbindungen
innerhalb der aufgereinigten Proteine aufzuzeigen, wurde das Programm STRING verwendet.
STRING ist eine Algorithmus, der auf der Basis von bekannten und prognostizierten
Interaktionen Proteine in Proteinnetzwerken visualisiert. Hierbei konnen die Informationen zu
den jeweiligen Interaktionen verschiedenen Ursprungs sein, wobei fiir die Analysen in dieser
Arbeit ausschliefilich Interaktionsdaten aus Hochdurchsatz-Experimenten oder zielgerichteten
Interaktionsstudien herangezogen wurden (108). Fiir diese Analyse wurden hier jene 900
Proteine aus den Gesamtdatensatz verwendet, die in beiden biologischen
Wiederholungsexperimenten quantifiziert wurden. Hiervon konnte STRING 489 Proteine in ein
komplexes Netzwerkes einbeziehen. Zusatzlich wurde die Information integriert, ob es sich bei

den jeweiligen Proteinen um Phosphoproteine und Proteinkinasen handelt. Die Verbindungen
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zwischen den Proteinen waren durch mehr als 3400 einzelne Interaktionen gekennzeichnet. Bei
der Kontrollanalyse einer gleichen Anzahl an zufillig ausgewdhlten Proteinen aus der
verwendeten Proteindatenbank wurden zwanzigmal weniger Interaktionen gefunden. Dies
deutet auf eine hohe Interaktionsrate bei den mittels Kinaseinhibitoren isolierten Proteinen hin,
was zum Teil auf die Identifizierung vieler Proteine zuriickzufiihren ist, die mit Proteinkinasen
interagieren, wie z.B. Cycline, Proteine mit SH2-Doméinen sowie zahlreiche weitere
regulatorische Untereinheiten von Proteinkinasen. Des Weiteren wurden viele Proteine
identifiziert, die wichtige Komponenten von Prozessen wie z.B. Translation, RNA Prozessierung
und proteosomale Proteindegradation sind. Diese Proteine sind moglicherweise nicht aufgrund
spezifischer Bindung zu den immobilisierten Inhibitoren aufgereinigt worden, sondern kénnten
auch aufgrund von z. B. unspezifischer Bindung hoher molekularer Komplexe bei der
Affinitatsaufreinigung detektiert worden sein. Trotzdem sind sie im Vergleich zu
unfraktioniertem Lysat deutlich tiberreprasentiert und ihre praferentielle Detektion kénnte ein

Nebeneffekt des Versuchsansatz sein.

4.1.2.2. Identifizierung der Bindungspartner von Imatinib
Mit dem hier beschriebenen Versuchsansatz kénnen u.a. all jene Proteine identifiziert werden,
die eine verminderte Bindung an die Resins nach zelluldrer Behandlung mit Imatinib aufweisen.
Dies ist fur Proteine zu erwarten, die entweder direkt an Imatinib binden oder mit diesen
direkten Bindungspartnern interagieren. Um falschpositive Daten auszuschlieffen wurde nach
Proteinen gefiltert, die in beiden unabhéngigen Experimenten bei 10 uM Imatinibbehandlung

mindestens eine 50%ige Reduzierung ihrer Bindung an die Resins aufwiesen.
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Abb. 7: Quantifizierte K562-Proteine zeigen eine reduzierte Bindung an Inhibitor-Resins nach der zelluldren
Behandlung mit Imatinib. Es sind die Durchschnittswerte aller quantifizierter K562 Proteine angegeben, die
bei der Behandlung von 10 uM Imatinib mindestens eine 50% reduzierte Interaktion mit den immobilisierten
Kinaseinhibitoren aufweisen.

Dies war bei BCR-ABL und seinem Bindungspartnern Growth factor receptor-bound protein 2

(GRB2) und SHZ domain-containing inositol-5"-phosphatase 2 (SHIP2) zu beobachten. GRB2
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bindet abhdngig von der Phosphorylierung des Tyrosins-209 iiber die SH2 Domane, SHIP2
dagegen bindet liber eine SH3 Domane an ABL (109-110). Da BCR-ABL eine sehr hohe Affinitat
zu Imatinib aufweist, zeigte es bereits bei 1 uM Imatinib eine stark reduzierte Resinbindung (s.
Abb. 7). Ahnlich verhielt sich das Protein discoidin domain receptor 1 (DDR1), welches auch bei
Bantscheff et al. als hoch affines Bindungsprotein fiir Imatinib identifiziert wurde (80). Des
Weiteren wurden andere bekannte Imatinibbindungsproteine wie die quinone reductase 2
(NQO2) und die Tyrosinkinase SYK (80, 111-112) entdeckt. NQO2 verhielt sich wie ein
hochaffines Zielprotein und war schon bei 1 pM Konzentration von zuvor zellulare gebundenem
Imatinib fast komplett kompetitiert. SYK dagegen wies eine geringere Affinitidt zu Imatinib auf.
Die Reduzierung des Proteinlevels erfolgte dosisabhdngig und selbst bei der Konzentration von
10 uM Imatinib war noch 35% Restbindung zu verzeichnen. Diese Ergebnisse werden von
fritheren biochemischen Daten basierend auf in vitro Analysen von SYK gestiitzt, aus denen ein
Ki Wert von 5 pM fir Imatinib abgeleitet wurde (111). Als potentielle neue
Imatinibbindungsproteine kommen die zwei Phosphatidylinositol-4-Kinase Type-2 Isoformen «
und y (PIP4K2A und PIP4K2(C) in Frage, die ein dhnliche Affinitit wie SYK aufwiesen. Als
weiteres, potentiell neues Zielprotein wurde die Flavin Adenin Dinucleotid (FAD) Synthetase
(FLAD1-Gen) identifiziert. Diese Synthetase ist in dem metabolischen Prozess beteiligt, in dem
aus Flavinmononucleotid mittels Adenylierung FAD synthetisiert wird (113). Da FAD ein Redox
Co-Faktor sowie Bestandteil vieler Flavoproteine ist, ist es fiir viele biologische Prozesse
essentiell und somit naheliegend, dass ein therapeutisches Ausschalten von FLAD1
schidigenden Einfluss auf die Zelle hitte. Erwadhnenswert ist aufierdem, dass FAD als
prosthetische Gruppe in dem Protein NQO2 beschrieben ist und in diesem Protein die Katalyse
des Elektronentransfers iibernimmt. Das kdnnte einen Hinweis darauf geben, dass Imatinib
Enzyme binden kann, die FAD enthalten oder binden kdnnen. Andererseits konnte Imatinib
auch mit der ATP-Bindungsstelle der FAD-Synthetase interagieren. Da das Proteinlevel der FAD
Synthetase um 45% bzw. 79% bei 1 uM bzw. 10 uM reduziert wurde, interagiert Imatinib
weniger stark mit dieser Synthetase als mit BCR-ABL und NQO2, aber starker als mit SYK und
den PIP4-Kinasen.

4.1.2.3. Identifizierung von Imatinib-regulierten Kinasen in der nachgeschalteten
Signaltransduktion
Mit dem beschriebenen Analyseverfahren ist es moglich, mit hoher Sensitivitat Phosphopeptide
von Proteinkinasen zu identifizieren und zu quantifizieren. Auch hierfiir wurden nur
Phosphorylierungsstellen analysiert, die in beiden unabhingigen Experimenten mit

vergleichbarer Sensitivitit fiir Imatinib quantifiziert wurden. Fir die meisten
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Phosphorylierungsstellen wurde keine signifikante Verdnderung nach Imatinib festgestellt, da
sich ihr SILAC Verhaltnis auch bei 10 pM Imatinib in beiden Experimenten nur unwesentlich
von eins abwich. Sensitive Phosphorylierungsstellen wurden als signifikant hoch bzw. runter
reguliert definiert, wenn sie entweder unabhingig in beiden Experimenten eine mindestens
zweifache Verdanderung aufwiesen oder im Durchschnitt der Experimente mindestens zweifach
reguliert waren, wobei sich in diesem Fall die SILAC Verhéltnisse der Einzelexperimente um
weniger als den Faktor 2 unterscheiden durften. Biologisch reproduzierbar inhibiert waren
nach der Behandlung mit 10 pM Imatinib demnach 70 verschiedene Phosphorylierungsstellen.
Davon waren 15 Tyrosinphosphorylierungsstellen, die auf dem BCR-ABL Fusionsprotein
identifiziert wurden. Erwartungsgemafd wiesen diese Stellen sehr geringe SILAC Verhaltnisse
auf, was auf den kombinierten Effekt ihrer Dephosphorylierung sowie der stark reduzierten
BCR-ABL Bindung nach der Imatinibbehandlung zuriickzufiihren ist. Aufgrund des oftmals
geringeren dynamischen Bereichs bei Phosphopeptidquantifizierung konnten diese
Phosphorylierungsstellen nicht entsprechend der reduzierten Proteinmenge normalisiert
werden. In Féllen, in denen sich Imatinib weniger stark auf die Bindung an die
Kinaseaffinitatsresin auswirkte, wie z.B. bei SYK, war hingegen die Normalisierung von
Phosphorylierungsanderungen auf Proteindnderungen moglich und sinnvoll, da hier bei
Phosphorylierungsstellen eine ca. dreimal starkere Reduktion nach 10 pM Imatinib im Vergleich
zur Proteinbindung auftrat. Bei SYK waren die Tyrosine Y323, Y348 und Y352 betroffen, die
nachweislich die zelluldre Kinaseaktivitit von SYK beeinflussen (114). Somit kann gefolgert
werden, dass bei hoheren Imatinibkonzentrationen die zellulare SYK Aktivitat signifikant
gehemmt wird.

Das Ziel dieser Studie war es, Proteinkinasen zu identifizieren, die an der Weiterleitung der
Signale von direkten Imatinibbindungspartnern beteiligt sind. Dadurch konnten potentielle
neue Zielproteine identifiziert werden fiir den Fall, dass Mutationen im BCR-ABL-Protein zu
einer Resistenzbildung gegen Imatinib fithren. Daher wurde hier nicht auf direkte
Bindungspartner von Imatinib fokussiert sondern auf Proteinkinasen, die nur auf der
Phosphorylierungsebene durch Imatinib beeinflusst werden; ein Indiz dafiir, dass sie an
Phosphorylierungsabhéngiger Signalweiterleitung beteiligt sein konnten. Besonderes
Augenmerk wurde hierbei auf Phosphorylierungsstellen gelegt, fiir welche bereits in einem
anderen Kontext eine regulatorische Funktion nachgewiesen wurde. Diese Voraussetzungen
erfiillte die Phosphorylierungsstelle Y551 auf der zytoplasmatischen Tyrosinkinase BTK. Hier
war ein dosisabhangiger Effekt bei steigender Imatinibkonzentration zu beobachten, so dass bei
10 uM Imatinib eine zu fast 70% reduzierte Phosphorylierung vorlag. Bei der Quantifizierung
der unphosphorylierten Peptide konnte dagegen keine Reduzierung der BTK Proteinmenge

nach  Imatinibbehandlung festgestellt werden. Ahnlich  verhielten sich die
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Phosphorylierungsstellen Y714 der zytoplasmatischen Tyrosinkinase FER und Y774 der
Rezeptor-Tyrosinkinase EphB4. Die regulierten Phosphorylierungsstellen der Kinasen BTK, FER
und EphB4 liegen alle in der Aktivierungsschleife in einer konservierten Position, wodurch sie
die aktive Konformation bei diesen Kinasen bekanntermafden stabilisieren (7, 115). Somit ist
anzunehmen, dass diese reduzierten Phosphorylierungen nach Imatinib auch zelluldre
Hemmung der Kinaseaktivitit zur Folge haben, so dass BTK, FER und EphB#4 als Kandidaten fiir
die Weiterleitung von BCR-ABL-vermittelten Signalen in in Frage kommen. Zwar wurde in
murinen, BCR-ABL transformierten Zellen gezeigt, dass die Inaktivierung von BTK keinen
inhibitorischen Effekt auf die Zellviabilitit hat (116), aber es ist denkbar, dass es Zelltyp-
bedingte Abweichungen hinsichtlich der Funktion von BTK gibt. So kénnte in BCR-ABL
transformierten, Mauszellen die Signalweiterleitung durch ein anderes Mitglied der gleichen,
Proteinkinasefamilie, z.B. mittels der strukturell und funktionell verwandten Tyrosinkinase
TEC, erfolgen.

Eine weitere Imatinib-induzierte Dephosphorylierung fand man auf der focal adhesion Kinase
(FAK) an Y883 (entsprechend dem identifiziertem Eintrag in der verwendeten IPI Datenbank),
welche Y861 gemiafd dem meist in der Literatur verwendeten Eintrag in der UniProt Datenbank
entspricht. Frithere Analysen haben gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen der gesteigerten
Phosphorylierung von FAK an der Stelle Y861 und der Ras-vermittelten Transformation von
Zellen und sogar der Tumorentstehung in Mausmodellen besteht (117). Daher konnte die
Dephosphorylierung von Y861 auf FAK als interessante Zielkinase fiir therapeutische Ansatze
hinweisen. Eine weitere konzentrationsabhidngige Dephosphorylierung ist bei der Proteinkinase
C6 (PKCS) an den Stellen Y313 und Y334 nach Imatinibbehandlung zu beobachten. Diese Stellen
liegen zwischen dem Bereich zwischen den regulatorischen und katalytischen Doméanen der
Kinase und regulieren Vorgiange wie Apoptose, Transkription und die molekulare Assoziation
von PKCS Interaktionspartnern (118-119). Aufgrund dieser Imatinib-sensitiven
Phosphorylierungsstellen an PKCS erscheint eine weitere Untersuchung dieser Proteinkinase
hinsichtlich ihrer Rolle bei der Transformation von CML-Zellen sinnvoll.

Es wurden auch eine Reihe von Imatinib-regulierten Phosphorylierungsstellen identifiziert, die
bis jetzt funktionell noch nicht ndher charakterisiert sind, wie eine N-terminale
Phosphorylierung auf der Kinase YES, die zur SRC-Familie gehort, und eine Phosphorylierung
nahe dem C-terminalem Ende der zytoplasmatischen Tyrosinkinase ACK.

Neben Tyrosin- wurden auch Serin- und Threoninphosphorylierungsstellen quantifiziert, die
durch Imatinib gehemmt wurden. Dazu gehdéren Phosphorylierungsstellen auf der Mitogen-
aktivierten Protein Kinase Kinase Kinase 3 (Map3K3), 90 kDa ribosomal Protein S6 Kinase (RSK1),

Casein Kinase 2 (CK2a2) und PCTAIRE1. Beim letzteren Protein wurde bereits bei einer
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Imatinibkonzentration von 1 pM eine Reduzierung der Phosphorylierung von 75% an S71
nachgewiesen.

Um die Beziehungen aller Imatinib-sensitiven Proteine untereinander zu veranschaulichen,
wurden sie mit Hilfe der STRING Analyse untersucht. Dabei weisen Imatinib-sensitive
Phosphoproteine wie BTK, FER, FAK eine starke Verbindung =zu direkten
Imatinibbindungsproteinen wie BCR-ABL und SYK auf (s. Abb. 8), was die Wahrscheinlichkeit

unterstreicht, dass sie eine Rolle in der Signalweitergabe dieser Proteine spielen.

Regulated pSTY ratio

Regulated protein ratio

e
®

® e ©0

Abb. 8: Interaktionsnetzwerk der Imatinib-regulierten Proteine. Hier wurden alle Proteine analysiert, die
entweder eine reduzierte Kinaseinhibitor-Bindung oder von Imatinib gehemmte Phosphorylierungsstellen
aufwiesen. Das Netzwerk wurde mittels STRING ermittelt und mit Programm Cytoscape visualisiert.

Neben reduzierten Phosphorylierungen gab es auch Fille, in der die Imatinibbehandlung die
Phosphorylierung férderte. Das war aber nur an Phosphorylierungsstellen mit Serinen oder
Threoninen zu beobachten, was darauf schliefien lasst, dass Tyrosinphosphorylierung bei
Imatinibbehandlung meist nur gechemmt wird. Gesteigerte Phosphorylierung wurde z.B. bei der
Proteinkinase Polo-like Kinase 1 (PLK1), TTK, Weel und Membrane-associated tyrosine- and
threonine-specific cdc2-inhibitory Kinase (MYT1) entdeckt, fiir die alle gut untersuchte
Funktionen beim Eintritt und Ablauf der Mitose beschrieben sind. Interessanterweise ist PLK1
in vielen Leukdmiezellen hoch exprimiert und. Kiirzlich wurde diese Proteinkinase zudem als
neue Zielstruktur fir therapeutische Ansétze in hamatologischen Tumoren beschrieben (120).
Die Stelle der Phosphorylierung an der PLK1 war T210. Da sich diese in der
Aktivierungsschleife befindet, deuten unsere Daten auf eine Imatinib-induzierte enzymatische
Aktivierung der Kinase hin. Vermutlich wird PLK1 als schnelle, moglicherweise

Kompensatorische Zellantwort auf das Ausschalten der BCR-ABL Kinase aktiviert.
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4.1.3. Transfektion zur Ausschaltung potentieller neuer Zielproteine
Durch die Analyse der Proteinkinasen wurden diejenigen identifiziert, die auf der
Phosphorylierungsebene durch Imatinib beeinflusst werden. Das macht diese Proteine zu
potentiellen Kandidaten in der Weiterleitung von Signalen, welche von BCR-ABL ausgehen. Zur
weiteren Uberpriifung der méglichen funktionellen Relevanz dieser Proteinkinasen bei der
Proliferation bzw. dem Uberleben von BCR-ABL-transformierten Zellen wurden einige mittels

RNA Interferenz weiter charakterisiert.
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Abb. 10: Lokalisation der regulierten Phosphorylierungsstellen auf der Proteinsequenz von FER, BTK, SYK
und TEC (www.phosphosite.org).

Als erster Kandidat wurde SYK ausgewahlt, da diese Proteinkinase nicht nur als direkter
Interaktionspartner ~ von  Imatinib  identifiziert = sondern auch  zellulir  auf
Phosphorylierungsebene gehemmt wurde. Die Tyrosinstellen Y323, Y348 und Y352 spielen im
SYK-Protein eine wichtige Rolle bei der enzymatischen Aktivierung und sie regulieren wichtige

molekulare Assoziationen (s. Abb. 10). Zusatzlich wiesen sie eine konzentrationsabhangige
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Hemmung in ihre Phosphorylierung nach Imatinibzugabe auf. Daher wurde getestet, ob die
Hemmung der zelluldren SYK-Expression Auswirkungen in den untersuchten Zellen hat. Dazu
wurden K562-Zellen 24h vor der Transfektion mit einer Konzentration von 100.000/ml
ausgesat. Fiir die Transfektion am darauffolgendem Tag wurden 200.000 Zellen pro 100 pl
Medium ausgesdht und SYK-spezifische Duplex-siRNA in einer Konzentration von 2 pM in
Medium ohne Serum mit dem Transfektionsreagenz HiPerfect fiir 10 min vorinkubiert.
Anschliefend wurde die Transfektionslosung fiir 6h mit den Zellen im Brutschrank inkubiert
bevor wieder normales Medium zugegeben wurde. Fiir den Test auf Apoptose wurden dann
nach 96h mindestens 300.000 Zellen pro Ansatz in 500 pul Propidiumjodid-Losung
resuspendiert (121). Nach der einstiindigen Inkubation wurde die Apoptoserate in der FACS-
Analyse bestimmt. Zudem wurde nach 72h je ein Aliquot an transfizierten Zellen im

Westernblot analysiert um die Effizienz der Hemmung der SYK-Expression nachzuweisen.
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Abb. 11: Nachweis der Effizienz der Transfektion mit SYK. (a) Die Intensitdt des Knock-Downs wurde
nach 72h im Westernblot untersucht und (b) Apoptose nach der Transfektion in der FACS-Analyse analysiert.

Im  Westernblot konnte mit dem  Bildbearbeitungsprogramm Image] 1.41o
(list.nih.gov/archives/imagej.html) das Verhéltnis der Bandenintensitaten ermittelt werden. Die
Knock-Down-Effizienz bei der Transfektion der SYK-siRNA betrug 64%, entsprechend einem
Restnachweis von 36% des Proteins im Vergleich zur Kontrolltransfektion mit GL2 (s. Abb. 11,

12).

Intensitdt der Bande
. */Kontrolle  */GL2
(normalisiert)

BTK 20.4925 0.325352971  35.0%
FER 4.08 0.679207591  23.7%
SYK 31.461 0.55046016 36.4%

Abb. 12: Die Intensitdten der Banden zum Nachweis der Effizienz der Transfektion.

Bei der Analyse auf Apoptose konnte jedoch bei dieser Effizienz des Knock-Down kein

signifikanter Effekt gesehen werden. Im Vergleich zur positiven Kontrolle (Knock-Down der

70



4. Ergebnisse

BCR-ABL-Expression) war keine gesteigerte Apoptoserate feststellbar und bleibt auf gleichem
Niveau wie bei dem 24 h Wert. Jedoch lasst sich daraus nicht eindeutig ableiten, dass die Kinase
SYK nicht doch essentiell fiir das Uberleben der Zelle ist, da bei Kinasen oftmals eine kleine
Menge an aktivem Protein ausreichen kann, um die zellulir benétigte Aktivitit
aufrechtzuerhalten. Jedoch war es im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich ein komplettes
Ausschalten der zelluldaren SYK-Expression mittels siRNA-Transfektion zu erreichen.

Ein weiterer moglicher Kandidat fiir die Entwicklung eines therapeutischen Inhibitors ist die
Proteinkinase BTK. Die Phosphorylierungsstelle Y551 auf der zytoplasmatischen Tyrosinkinase
BTK besitzt eine regulatorische Funktion und ihre Modifikation korreliert mit der
enzymatischen Aktivitit. In den bereits beschriebenen Experimenten konnte ein Dosis-
abhangiger Effekt bei steigender Imatinibkonzentration beobachtet werden, so dass bei 10 uM
Imatinib die Phosphorylierung von Y551 mehr als 70% reduziert vorlag. Das konnte ein
Hinweis darauf sein, dass die TEC Kinasefamilie ein wichtiger Bestandteil in der
Signalweiterleitung des BCR-ABL Onkoproteins ist und Ihre Aktivierung Imatinib-vermittelte

BCR-ABL Hemmung kompensiert.

Primer:
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Abb. 13: Transfektion mit siRNA gegen BTK. (a) Der Nachweis der Effizienz der Transfektion mit Hilfe der
RT-PCR und (b) die Auswirkung auf Apoptose nach Transfektion in der FACS-Analyse.
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Der Nachweis der Apoptose verlief genau wie bei SYK beschrieben, der Nachweis der Effizienz
der Transfektion erfolgt jedoch iiber die RT-PCR. Wie bei der Westernblot-Analyse wurde die
Quantifizierung der Banden mit dem Programm Image] durchgefiihrt. Hier entsprach die
Restmenge von BTK mRNA etwa 35% in der Kontrolltransfektion mit GL2 gemessenen (s. Abb.
12). Es konnte auch hier keine gesteigerte Apoptoserate im Vergleich zur Negativkontrolle
festgestellt werden(s. Abb. 13). Allerdings kann aufgrund des unvollstiandigen Knock-Downs
eine Rolle von BTK fiir das Zelliiberleben nicht ausgeschlossen werden, da die verbleibende
restliche Aktivitit der Kinase moglicherweise ausreicht, um K562 Zellen nicht in Apoptose
gehen zu lassen. Alternativ ist auch denkbar, das nahe verwandte Kinasen wie TEC reduzierte
BTK Expression kompensieren kénnen.

Ahnlich wie bei BTK verhielt sich die Phosphorylierungsstelle Y714 der zytoplasmatischen

Tyrosinkinase FER nach zelluldrer Imatinibbehandlung. Es wurde bereits gezeigt, dass die
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Proteinkinase FER eine wichtige Rolle im Zellzyklus bestimmter maligner Zellen spielt und bei
Prostata- und Brustkrebszellen eine Inhibierung des Proteinlevels von FER die Zellproliferation
hemmt (122). Da Y714 von FER nach Imatinibbehandlung dephosphoryliert wurde ohne dass
eine direkte Interaktion mit dem Wirkstoff beobachtet wurde, war auch FER ein moglicher
Kandidat fiir die  Transduktion Imatinib-abhiangiger Signale. Die regulierte
Phosphorylierungsstelle der Kinase FER liegt zudem in der Aktivierungsschleife und stabilisiert

bekanntermafien, die aktive Konformation der Kinase (7, 115).
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Abb. 14: Transfektion mit der siRNA FER. (a) Der Nachweis zur Effizienz der Transfektion erfolgt mit der
RT-PCR und (b) der Test ob FER-Knock-Down die Apoptose auslést erfolgt mit der FACS-Analyse.

Auch hier wurde die FER siRNA in die Zellen transient transfiziert. Der Nachweis der Apoptose
und die Effizienz der Hemmung ihrer Genexpression erfolgte genau wie bei dem BTK. Aus der
RT-PCR lief? sich schliefen, dass die Kinase auf Ebene der mRNA bis auf 24% im Vergleich zur
Kontrolltransfektion gehemmt wurde. Einen Effekt auf die Zellapoptose konnte auch hier nicht
gezeigt werden. Nach 72h war die Rate der Zellen in Apoptose vergleichbar mit der nach 24h.
Die Positivkontrolle mit dem Knock-Down von BCR-ABL zeigte wie erwartet auch hier eine
drastische Steigerung der apoptotischen Zellen um fast das Dreifache nach 72h. Genau wie bei
den Kinasen BTK und SYK konnte auch hier die verbleibende Proteinmenge fiir die Zelle
ausreichend sein, um die benotigte Aktivitat fiir die Zelle bereit zu stellen. Daher waren hier

insgesamt weiterfithrende Untersuchungen mit z.B. stabilen Transfektionansiatzen von Noéten.

4.1.4. Konzentrationsbestimmung fiir die Imatinibbehandlung von EOL-1-Zellen
Auch bei der zweiten Leukadmie-Zelllinie EOL-1, in welcher das Imatinib-sensitive
Fusionsprotein FIP1L1-PDGFRa ursichlich fiir die Transformation ist, wurde vor der
proteomischen Analyse getestet, welche Konzentration von Imatinib am geeignetsten fiir
anschliefiende MS-basierte Analysen ist. Auch hier galt es fiir die Identifikation von Kinasen, die

potentiell an der Weitergabe Imatinib-regulierter Signale beteiligt sind, regulierte
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Phosphorylierungsstellen zu finden. Initial wurde eine Konzentrationsreihe von Imatinib auf

EOL-1 Zellsuspensionen fiir 90 min ausgetestet.
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Abb. 15: Nachweis des Phosphorylierungslevel (a) des FIP1L1-PDGFRa Fusionsproteins und (b) des
kompletten Lysats nach der Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen von Imatinib.

Da das Fusionsprotein FIP1L1-PDGFRa sensitiver gegeniiber Imatinib ist als BCR-ABL, begann
die Konzentrationsreihe bereits bei 0,1 nM und endete bei 10.000 nM. Bereits bei einer
Konzentration von 10 nM wird die Phosphorylierung auf des FIP1L1-PDGFRa Fusionsproteins
vollstandig gehemmt, jedoch war auf zellularer Ebene noch Phosphorylierung an den Tyrosinen
nachweisbar. Dies deutete daraufhin, dass FIP1L1-PDGFRa-induzierte Signalweiterleitung noch
nicht vollstdndig unterbrochen und eine restliche Aktivitit des Onkoproteins vorhanden ist.

Somit wurde im Folgenden zudem eine weitere Imatinibkonzentration von100 nM verwendet.

o 10nM
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Abb. 16: Test auf Apoptose nach Imatinibbehandlung der EOL-1 Zelllinie

Nachfolgend wurde getestet bei welcher Imatinibkonzentration die EOL-1 Zellen in Apoptose
gehen. Dabei wurde die FACS-Analyse mit Propidiumjodid-Losung wie bei den K562-Zellen
durchgefiihrt. Hierbei ist deutlich zu erkennen, dass bereits die Konzentration von 10 nM die

Apoptoserate der Zellen auf das 6 bis 7-fache, verglichen mit der DMSO Kontrolle, erhé6ht.

4.1.5. Kinaseanreicherung im Batchverfahren (EOL-1-Zelllinie)
Die Probenvorbereitung fiir die Kinaseanreicherung aus EOL-1-Zellen wurde nach dem gleichen

Schema durchgefiihrt wie fiir die Kinaseanreicherung bei K562-Zellen.
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Fiir den kompletten Versuchsansatz wurden drei EOL-1 Zellpopulation fiir sechs Zellteilungen
im SILAC-Medium auf 15 cm Petrischalen kultiviert. Danach waren die Zellen vollstindig
markiert und konnten fiir 90 min entweder mit 10 nM Imatinib, 100 nM Imatinib oder als
Kontrolle mit DMSO behandelt werden. Nach anschliefSender Zentrifugation und Waschen mit
PBS wurden die Pellets aliquotiert, mit Hilfe von fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -
80°C gelagert. AnschliefSend wurde die Kinaseanreicherung iiber das Batchverfahren und die
Lyse der Zellen, sowie der Trypsinverdau tber das Gel oder in Losung inklusive der

Phosphopeptidanreicherung wie oben beschrieben durchgefiihrt (s. Kapitel 4.1.2.).

4.1.5.1. Quantitative Analyse von EOL-1 Proteinen nach Kinaseinhibitoranreicherung
Insgesamt wurden 2321 verschiedene Proteingruppen identifiziert und davon 1152
Proteingruppen in beiden Experimenten quantifiziert. Hinzu kamen noch die Proteingruppen
die nur in je einem Experiment quantifiziert wurden. Dies waren 691 Proteingruppen in dem
ersten Experiment und 514 Proteingruppen im zweiten Experiment. Auf der Ebene der
Phosphorylierungsstellen wurde 487 in beiden Experimenten quantifiziert, beriicksichtigt man
Stellen die nur in einem Experiment quantifiziert wurden, kommen aus dem ersten Experiment
338 und aus dem zweiten Experiment noch 859 weitere Stellen hinzu. Fiir die weitere
Auswertung wurden jedoch nur die 386 Phosphorylierungsstellen beriicksichtigt, die mit hoher
Konfidenz in beiden biologischen Wiederholungsexperimenten lokalisiert und quantifiziert

werden konnten.

quantifizierte Protein Gruppen identifizierte Protein Gruppen b

a Klasse | total pSer pThr pTyr
Exp a 673 529 107 37
78.6% 15.9% 5.5%
1986 Exp b 1136 981 125 30
86.4% 11.0% 2.6%
beide 386 313 54 19

81.1% 14.0% 4.9%

quantifizierte Phosphorylierungsstellen Klasse | Phosphorylierungsstellen

Abb. 17: Quantitative Auswertung des EOL-1-Datensatzes (a) Verteilung der quantifizierten
Proteingruppen bzw. der Phosphorylierungsstellen in den beiden Experimenten. (b) Darstellung der
quantitative Verteilung der Aminosduren bei Klasse I Phosphorylierungsstellen

4.1.5.2. Identifizierung der Bindungspartner von Imatinib
Auch bei dieser Zelllinie wurden Proteine identifiziert, die eine verminderte Bindung an die
Kinaseinhibitor-Resins nach der zelluliren Behandlung mit Imatinib aufwiesen. Um

falschpositive Daten auszuschlieflen, wurde nach den Proteinen gefiltert, die in beiden
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unabhéngigen Experimenten bei 100nM Imatinibbehandlung mindestens ein 50%ige
Reduzierung ihrer Bindung an die Resins aufzeigten. Dies trifft auf Proteine zu, die entweder
direkt an Imatinib binden oder mit direkten Bindungspartnern interagieren. Prinzipiell ist aber
auch nicht auszuschlieflen, dass nach 90 min Imatinib bei manchen Proteinen, die mit
immobilisierten Kinaseinhibitoren wechselwirken, bereits Expressionsdnderungen auftreten
konnten. In geringerer Abundanz nach Affinitdtsaufreinigung wurde das Protein
Coagulationsfaktor XIII (F13A1) gefunden, das durch Thrombin und Kalziumionen aktiviert
wird und somit in der Stabilisierung des Fibrin-Koagulat bei der Blutgerinnung mithilft. Zudem
waren auch die Proteine cleavage and polyadenylation specific factor 1, 2 und 3 in geringerer
Menge nachweisbar. (s. Abb. 18). Diese Faktoren sind an der 3‘-Prozessierung von pra-mRNA
beteiligt, erkennen die Signalsequenz der AAUAAA und interagieren zudem mit der
Poly(A)Polymerase. Somit sind sie bei der pra-mRNA Spaltung und der anschlief3enden Poly(A)-
Anheftung funktionell wichtig. Die drei Faktoren bilden zusammen mit CPSF4 und FIP1L1 den
Cleavage and Polyadenylation Specifity Factor (CPSF) Komplex (123). Generell bedarf es
weiterer Untersuchungen, um bei diesen Proteinen die genaue Ursache fiir ihre reduzierte
Bindung an den Kinaseinhibitorresin nach zellularer Imatinibzugabe zu klaren.

Hinzu kam das bekannte Imatinib-Target NQO2, welches zuvor schon in K562 Zellen

identifiziert wurde.
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Abb. 18: Proteine, welche nach Imatinibbehandlung in den EOL-1 Zellen in reduzierter Menge an
immobilisierte Kinaseinhibitoren gebunden waren

4.1.5.3. Identifizierung von regulierten Kinasen in Imatinib-behandelten EOL-1 Zellen
Nach der Behandlung mit Imatinib wurden auch ein Reihe von Phosphorylierungsstellen an
Proteinkinasen gehemmt., wie z. B. S280 bei der Proteinkinase CHK1. Normalerweise wird diese
Kinase benotigt, um nach DNA-Schidden oder bei unreplizierter DNA den Zellzyklus zu
arretieren und diese zellulare Aktivitit wird durch Phosphorylierung an S280 negativ

beeinflusst. Auch bestimmte MAP-Kinasen waren wie bei den K562-Zellen betroffen. U. a. war
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bei der Serin/Threonin Kinase MEKK3 die Phosphorylierungsstelle S368, die in der
Proteinkinase-Domaédne liegt, nach Imatinib runter reguliert. Zudem waren Komponenten
anderer wichtiger Signalwege beeinflusst, wie die regulatorischen Untereinheit der
Phosphoinositide-3-Kinase an den Phosphorylierungsstellen S280 und Y607. Jedoch sind noch
keine Funktionen dieser Phosphorylierungen bekannt. Eine weitere Hemmung lag bei der 90
kDa ribosomal protein S6 kinase 1 (p90RSK) an den Phosphorylierungsstellen $28, S372 und
S389 vor, wobei S372 in einer Proteinkinase C Domane des Proteins lokalisiert ist. P9ORSK wird
durch ERK1/2 phosphoryliert und aktiviert, welche bekanntermafien downstream des
konstitutiv aktiven FIP1L1-PDGFRa Onkoproteins angeschaltet sind. Aufderdem wurde bei der
Lymphocyte-oriented Serin/Threonin Protein Kinase (LOK) eine infolge Imatinibbehandlung
reduzierte Phosphorylierung an S454 identifiziert, die allerdings aufRerhalb der Proteinkinase-
Domadne liegt und funktionell nicht charakterisiert ist. Zudem wurden eine Reihe von

Phosphorylierungsstellen der bekannten Imatinib-Targets ABL und FIP1L1-PDGFRa gehemmt.

0.8

0,7

0,6 ||

10nM Imatinib

B 100nM Imatinib

Abb. 19: Auswirkung von Imatinib auf die Phosphorylierung von affinitdtschromatographisch aus EOL-1
Zellen aufgereinigten Proteinen. Alle Phosphorylierungsstellen, die signifikant quantifiziert wurden und eine
Sensitivitdt fiir Imatinib aufwiesen.

In Abb. 19 kann man deutlich erkennen, dass FIP1L1-PDGFRa eine hohere Sensitivitat
gegeniiber Imatinib als ABL aufwies. Bereits bei der geringeren Konzentration des Inhibitors ist
FIP1L1-PDGFRa fast vollstindig an den Phosphorylierungsstellen gehemmt wéhrend bei ABL
noch mehr als 50% Restphosphorylierung detektiert wurde.

Ansonsten gab es, abgesehen von der Hemmung von Phosphorylierungsstellen an p90RSK,
keine grofen Ubereinstimmungen zwischen den beiden Leukimie-Zelllinien K562 und EOL-1.
In den EOL-1 wurde z.B. im Gegensatz zu den K562 Experimenten keine Phosphoregulation

nach zelluldrer Imatinibbehandlung an BTK, FER, SYK oder EPHB4 detektiert. Insgesamt war
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die Anzahl sowohl der reproduzierbar quantifizierten als auch der als reguliert identifizierten
Phosphorylierungstellen in den EOL-1-Zellen deutlich geringer und fiir nur wenige sind mit
bekannten regulatorischen Funktionen belegt. Daher war es nicht méglich, systematische und

aussagekraftige Vergleiche zwischen den beiden Zelllinien zu ziehen.

4.2. Gesamtzellulire Proteom- und Phosphoproteomanalyse in

Imatinib-behandelten EOL-1 Zellen

Bei der Anreicherung mit Kinaseinhibitoren lag der Fokus auf der zelluldaren Analyse von
Subproteomen, welche sich zu einem grofien Anteil aus Proteinkinasen zusammensetzten.
Dadurch konnte die analytische Sensitivitit fiir Proteinkinasen erhdht werden, allerdings
blieben dabei zelluldire Phosphorylierungsidnderungen an Substratproteinen weitgehend
unberticksichtigt. Um die bereits beschriebenen Daten weiter zu komplementieren wurden
daher weitere proteomische Analysen durchgefiihrt, bei denen keine Anreicherung mit
Inhibitoren erfolgte und insbesondere Phosphopeptide aus Gesamtzellextrakten angereichert
wurden. Zudem wurde neben einer kiirzeren Inkubationszeit auch fiir 24h mit Imatinib

behandelt, um auch nachgeschaltete Proteinexpressionsianderungen erfassen zu kénnen.
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Abb. 20: Schematische Darstellung der gesamtzelluléren Proteom- und Phosphoproteomanalyse von
Leukdmiezellen. SILAC-basierter Versuchsansatz zur Analyse des kompletter Zelllysat nach der Behandlung
mit Imatinib. Fiir die Proteomanalyse erfolgte der Verdau im Gel mit anschliefSender Cis-StageTip-
Entsalzung, bei der parallelen Phosphoproteomanalyse erfolgte der verdau Verdau in Lésung gefolgt von
SCX-Chromatographie und IMAC-Prdzipitation.

Die Zellen wurden mit Imatinib behandelt (bei der K562-Zelllinie in einer Konzentration von 10
uM, bei der EOL-1-Zelllinie in einer Konzentration von 100 nM) und fiir entweder 2h oder 24h
inkubiert, um auch auf der Ebene der Proteinexpression und Proteindegeneration
Veranderungen beobachten zu kénnen. Nach der Behandlung wurden die Zellen lysiert und
gepoolt. In jedem SILAC-Experiment wurde das Gesamtlysat aufgeteilt und etwa 200 pg wurden
elektrophoretisch in 15 Fraktionen aufgetrennt und im Gel mit Trypsin verdaut. Nach der
Extrahierung der Peptide aus dem Gel wurden diese nochmals iiber Cis-StageTips aufgereinigt.
Die restlichen 6 mg wurden direkt in Losung verdaut und anschliefdend mit Hilfe der SCX-
Chromatographie in 12 Fraktionen separiert. In diesen Proben wurden die Phosphopeptide mit
den IMAC-Beads angereichert und vor der Messung mit der LTQ-Orbitrap nochmals mittels Cig-
Membranen entsalzt. Dieser Ansatz wurde sowohl bei EOL-1 als auch bei K562-zellen dreimal

unabhangig voneinander wiederholt.
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4.2.1. Imatinib und seine gesamtzelluliren Auswirkungen in K562-Zellen
Nach der Datenprozessierung mit MaxQuant wurde zunidchst untersucht, wie viele
unterschiedliche Proteine (reprasentiert durch Proteingruppen) entsprechend einer
akzeptierten FDR von 1% identifiziert und anhand nicht phosphorylierter Peptide in ihrem
Expressionsverhalten analysiert werden konnten. Die Zahlen der vollstindig quantifizierten
Proteingruppen waren 2115, 1861 und 2017 in den Experimenten a, b und c. Insgesamt wurden
2424 verschiedene Proteingruppen quantitativ erfasst von denen 1588 in allen drei
Experimenten identifiziert und fiir die Bedingungen 2h Inkubation bzw. 24h Inkubation mit
Imatinib im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen quantifiziert worden. Bei diesen
quantifizierten Proteinen wurden fiir jeweils 994, 894 bzw. 950 Phosphorylierungsereignisse
quantitativ erfasst, was eine Gesamtzahl von 1146 verschiedenen Phosphoproteinen in allen
drei Experimenten ergab. Am aussagekriftigsten konnten die 757 verschiedenen
phosphorylierten Proteine analysiert werden, die in allen drei unabhingigen Experimenten
quantifiziert wurden. In allen drei Experimenten zusammengenommen, wurden 8199
verschiedene Phosphorylierungsstellen quantifiziert, welche eine
Lokalisierungswahrscheinlichkeit =~ von  mindestens 0,75  aufwiesen  (Klasse I
Phosphorylierungsstellen). Von diesen Klasse I Phosphorylierungsstellen wurden 4240 tiber
alle Experimente hinweg erfasst, und 5897 Stellen konnten in mindestens zwei der drei

Experimente quantifiziert werden (s. Abb. 21).

a b Total Ser(p) Thr(P) Tyr(P)
2 Exp d 5600 4917 629 54
o 36 87.80% 11.23% 0.96%
Exp e 5764 4975 732 57
86.31% 12.70% 0.99%
Exp f 6972 6010 839 123
£S 86.20% 12.03% 1.76%
kombiniert 4240 3773 437 30
88.99% 10.31% 0.71%
K562 Zelllysat K562 Zelllysat
Protein Gruppen Phosphoproteine

Abb. 21: Quantitative Auswertung des kompletten Zelllysats der K562-Zellen. (a)Schematische Darstellung
der Verteilung von quantifizierten Proteingruppen und Phosphoproteinen in den K562-Zellen in den einzelnen
Experimenten. (b) Die Verteilungen der Aminosduren liber die Phosphorylierungsstellen in den einzelnen
Experimenten

Am haufigsten (ca. 86%), wurde erwartungsgemif die Aminosdure Serin phosphoryliert
gefunden. Die restlichen Phosphorylierungsstellen verteilten sich auf Threonin (10-13%) und
Tyrosin (weniger als 2%) (s. Abb. 21). Interessanterweise war auf Proteinebene kaum
Regulation nach Imatinibbehandlung nachzuweisen, abgesehen von wenigen Anderungen wie z.
B. bei dem Protein Spinster 1. Bei beiden Zeitwerten war dieses Protein in den Experimenten
hoch reguliert und erreichte einen gemittelten Wert von jeweils iiber 2,0. Dieses Protein ist

bekannt fiir seine Interaktionen mit BCL2 und BCL2L1. Beide Proteine sind in der Regulation
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des programmierten Zelltod involviert (124). Somit konnte auch die Imatinib-vermittelte

Induktion von Spinster 1 in diesem Prozess beteiligt sein.

4.2.2. Imatinib und seine gesamtzelluliren Auswirkungen in EOL-1 Zellen
In EOL-1-Zellen wurden etwas weniger Proteine als in den K562-Zellen quantifiziert. Die Zahlen
der Proteine in den einzelnen Experimenten a, b bzw. ¢ waren 1616, 1419 bzw. 1182.
Zusammengefasst konnte man dadurch insgesamt 1809 verschiedene Proteine quantifizieren,
von denen 1385 mindestens zweimal und 1024 Proteine unabhdngig voneinander in allen drei
Experimenten quantifiziert wurden. Das sind etwa 35% weniger Proteine die dreifach
quantifiziert wurden als bei dem K562-Datensatz. Auch die Ausbeute bei den phosphorylierten
Proteinen fillt geringer aus als bei den K562-Zellen. So wurden mit 833 Phosphoproteinen in
allen drei Experimenten zusammen etwa 100 weniger quantifiziert verglichen mit der anderen

Zelllinie. (s. Abb. 22).

EOL-1 Zelllysat EOL-1 Zelllysat
a Protein Gruppe Phosphoproteine b Total Ser(P) Thr(P) Tyr(P)
Exp a 5192 4545 598 49
87.54% 11.52% 0.94%
Exp b 4387 3814 527 46
86.94% 12.01% 1.05%
Exp c 4321 3805 479 37
88.06% 11.09% 0.86%

kombiniert 2244 2040 190 14

\ i \ / 90.91%  8.47% 0.62%

Abb. 22: Quantitative Auswertung des kompletten Zelllysat-Daten der EOL-1-Zelllinie. (a) Schematische
Darstellung der Uberlappung von quantifizierten Proteingruppen und Phosphoproteinen zwischen den einzelnen
Experimenten in den EOL-1-Zellen. (b) Verhdltnis der Aminosduren an den Klasse I Phosphorylierungsstellen

Die Phosphorylierungsstellen auf den Phosphoproteinen waren hauptsachlich an Serin (min
86%) lokalisiert. Auch die Phosphothreonin- und Phosphotyrosinanteile (ca. 10% und 1%)
weichen nicht stark von denen ab, die aus den K562 Daten hervorging. Betrachtet man die
biologischen Prozesse in denen die Phosphoproteine involviert sind, fallt auf, dass diese
Proteine iiberproportinal stark an der Expressionskontrolle beteiligt sind. Dazu gehoren die
Prozesse wie Regulierung der mRNA Prozessierung, Translation und Proteinfaltung.
Interessanterweise gab es auch biologische Prozesse, fiir die nur Phosphoproteine in K562
Zellen gefunden wurden, jedoch keine Phosphoproteine im EOL-1-Datensatz. Dabei handelt es
sich um Proteine, die mit der Synthese, Degradation und Prozessierung von rRNA in
Zusammenhang stehen bzw. an der mRNA-Polyadenylierung beteiligt sind.

Im Unterschied zu den K562-Zellen fand man bei den EOL-1-Zellen Imatinib-vermittelte
Regulation von Proteinexpression. Nach zwei Stunden Behandlung mit Imatinib wurde u. a.

Snf2-related CBP activator (SRCAP), die Metalloprotease ADAM17 und das Actin-bindende
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Protein CORO1C bereits in deutlich geringeren Mengen detektiert. SRCAP ist bekannt dafiir,
dass es abhingig von ATP eine Chromatin-Umstrukturierung hervorruft und somit zu
transkriptionellen Regulierung beitragt. Durch die Hemmung von SRCAP wird die Transkription
vom Steroidrezeptoren nicht aktiviert und es kann nicht als Coaktivator fiir CREB und Notch
dienen (125). ADAM17 ist wahrscheinlich ebenso im Notch-Signalweg involviert. Aufierdem ist
ADAM17 an der proteolytischen Abspaltung von Zelloberflichen-Proteinen beteiligt, wie
Interleukin 1 Rezeptor Typ II, p55 TNF-Rezeptor (126). CORO1C kdnnte in der Zytokinese und
Signaltransduktion beteiligt sein. Nach 24h Behandlung mit Imatinib wurden eine Vielzahl von
Proteinen reguliert. Insgesamt waren 360 Proteine in ihrer Expression signifikant reduziert.
Davon sind 36% der Proteine im weiteren Sinne an der Kontrolle der Proteinexpression
beteiligt (s. Abb. 23), z.B. ribosomale Proteine, Initiationsfaktoren der Translation, nukledre
Ribonukleoproteine und Splicingfaktoren. Zudem waren viele der regulierten Proteine an

zelluldren Transportprozessen beteiligt.

CEGEOEEeEReEEeReeE®
CEEORDEEEOOEOOE @60
EOL-1 Zelllysat Protein Gruppen 24h Imatinib / DMSO <0.5

Abb. 23: STRING-basiertes Netzwerk aus allen Proteinen, die in den EOL-1-Zellen nach 24h
Imatinibbehandlung weniger stark exprimiert wurden
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Da Imatinib in EOL-1 Zellen Apoptose ausldst, wie es auch in der FACS-Analyse bestétigt wurde,
ist es nicht verwunderlich, dass Prozesse wie Gentranskription und Translation der Proteine
und ihr Transport in die jeweiligen Zielkompartimente reduziert wird.

Zudem wurde eine Reihe von Proteinen detektiert, die nach Imatinibbehandlung verstarkt
auftraten (s. Abb. 24). Viele dieser Proteine waren mitochondrialen Ursprungs oder am

Ionentransport beteiligt.

EOL-1 Zelllysat Protein Gruppen 24h Imatinib / DMSO >2.0
Abb. 24: STRING-basiertes Netzwerk aus allen Proteinen die bei den EOL-1 Zellen nach 24h
Imatinibbehandlung hoch reguliert werden.

Unter den nach Imatinib starker abundanten Proteinen waren 17% im Metabolismus von
Ketokarbonsauren beteiligt. Dazu gehdrten die Proteine Citrat-Synthase, Dehydrogenasen wie
Glutamat-Dehydrogenase und Acetyl-Coenzyme A Acyltransferase.
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Abb. 25: Gruppierung der Proteine nach ihrem Verhalten auf Imatinibinkubation iiber die Zeit (a)
Proteine mit einem reduzierten Level nach Imatinibbehandlung. (b) Proteine mit einem gesteigertem Level nach
Imatinibbehandlung

Mittels fuzzy c-means clustering wurden die regulierten Proteine in Cluster eingeteilt und die
einzelnen Cluster mittels Gene Ontologie-Analyse im Vergleich zum Gesamtdatensatz aller
quantifizierten Proteine auf signifikant liberreprdsentierte Prozesse hin charakterisiert. In

Abbildung 25a sind alle Proteine zusammengefasst, deren zellulire Abundanz nach
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Imatinibbehandlung abnimmt. Im Cluster 1 befinden sich nur 8 Proteine. Sie zeichnen sich
dadurch aus, dass sie nur kurzzeitig durch Imatinib gehemmt werden (2h), aber nach 24h
wieder das gleiche Level wie vor der Inkubation erreichen. Das Cluster 2 umfasst alle Proteine
die bereits nach der kurzen Inkubation mit Imatinib gehemmt werden und diese Hemmung
entweder beibehalten oder noch verstarkt wird. Diese Proteine sind vor allem in den
biologischen Prozessen wie ,Entstehung von Vorlaufermetaboliten und Energie“, ,zelluldre
katabolische Prozesse®, ,Translation“ und ,Zellzyklus“ beteiligt. Das Cluster 3 definiert sich iiber
eine Regulation der Proteine erst nach einer langen Inkubation mit Imatinib. Nach 2h ist so gut
wie kein Effekt im Proteinlevel ersichtlich, die Proteine werden aber nach 24h deutlich
gehemmt. Prozesse, die dadurch beeinflusst werden, sind jene wie Metabolismus von
Nitrogenverbindungen, Genexpression, sowie generell biosynthetischeProzesse zelluldrer
Makromolekiile.

Auch die Proteine die eine Hochregulierung auf Proteinebene nach Imatinib erfuhren wurden
der gleichen Analyse zugefiihrt. Im Cluster 1 findet man alle Proteine, die bei einer kurzfristigen
Imatinibbehandlung keine Regulierung aufweisen, aber nach 24h deutlich hochreguliert
werden. Die Proteine gehdren zu biologischen Prozessen wie ,Membran Organisation®, ,Vesikel-
vermittelter Transport®, sowie ,negative Regulation der Apoptose”. Im Cluster 2 finden sich alle
Proteine, die bereits frith ein erhohtes Level aufweisen und diesen bis 24h aufrechterhalten.
Hier sind die Proteine besonders in den Prozessen der ,makromolekularen Lokalisation®, der
JAntwort auf chemische Stimuli“, ,metabolische Prozesse der Kohlenhydrate“ und
,Proteinfaltung” beteiligt. Im Cluster 3 sind alle Proteine zusammengefasst, die auf eine
Imatinibbehandlung mit einem kurzzeitig erhohten Level der Proteinmenge reagieren, aber
nach 24h bereits ein normales Level wieder erlangen. Dazu gehoren die Prozesse wie
,Metabolismus von Makromolekiilen“ wie ,Nitrogenverbindungen und Proteine®, , Translation®,
+RNA Prozessierung“ und ,Regulierung des Zellzyklus“.

Es fallt auf, dass nur im EOL-1 Datensatz auf Proteinlevel Regulation auftrat. Von den 1385
mindestens zweifach detektierten Proteingruppen wiesen nahezu 550 Proteingruppen nach
24h geringere und 122 Proteine hohere Expressionslevel auf, wahrend in K562-Zellen nahezu
keine Proteinverdanderungen nach 24h Behandlung mit Imatinib verzeichnet wurden (127). Es
fiel weiterhin auf, dass die einzelnen Wiederholungsexperimente in den K562-Zellen bzgl. Der
Quantifizierung weniger gut reproduzierbar waren als in den EOL-1-Zellen, so dass in K562
Zellen auch moglicherweise potentielle Proteinregulationen aufgrund der héheren biologischen

Variabilitat nicht als signifikant erkannt werden konnte.
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4.2.3. Quantitative Phosphoproteomanalyse Imatinib-behandelter Zellen
Im Gegensatz zu den K562-Zellen findet man in den EOL-1 Datensatz eine Reihe von Proteinen
die durch die Behandlung von Imatinib in ihrer zelluliren Abundanz reguliert wurden. Vor
diesem Hintergrund war es wichtig zu bestimmen, in welchem Maf3e dies in die Phosphopeptid-
basierte Quantifizierung von Phosphorylierungsstellen einging. Beispielsweise konnte eine
Phosphopeptidreduktion entweder auf eine insgesamt geringere Proteinexpression oder auf
zellulare Dephosphorylierung zurtickzufiihren sein. Falls Ersteres der Fall ist, ist eine
Normalisierung von Phosphorylierungsanderungen auf gednderte Proteinabundanz sinnvoll. Es
kann jedoch nicht fiir jede quantifizierte Phosphorylierungsstelle auch das korrespondierende
Proteinverhaltnis ermittelt werden und somit wiirden viele Phosphorylierungsstellen
unnormalisiert bleiben. Eine weitere Moglichkeit ist, generell die Auswirkung der
Proteinregulation auf die quantifizierte Phosphoregulation zu analysieren. Dies kann im
Scatterplot (s. Abb. 32) visualisiert werden, in dem die unnormalisierten Werte fiir die
Phosphorylierungsstellen gegen die auf Proteinabundanz normalisierten
Phosphorylierungswerte aufgetragen werden. Sind dabei die meisten Datenpunkte nahe einer
der diagonalen Linie, die die x- und y-Achse im 45° Winkel schneidet, so kann man davon
ausgehen, dass die unnormalisierten nicht stark von den normalisierten Werten abweichen.
Trotz der beobachteten Proteinregulation war dies fiir die Mehrzahl der EOL-1 Phosphoprotein
der Fall, so dass die quantifizierten Phosphorylierungsstellen des EOL-1 Datensatzes im
Weiteren unnormalisiert verwendet wurden. Genauso wurden die Phosphorylierungswerte der
K562-Zellen nicht durch die Proteinwerte normalisiert, jedoch hier lag auf der Ebene der
Proteine keine Regulation vor. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die verdnderte
Proteinexpression kaum eine Rolle spielt und Phosphorylierungsstellen der Phosphorylierungs-

und Dephosphorylierungsereignisse reguliert wurden.
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EOL-1 Experiment a pSTY EOL-1 Experiment b pSTY
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Abb. 26: Scatter Plot. Vergleich der unnormalisierten Werte fiir die Phosphorylierungsstellen und der

anhand der Proteinratios normalisierten Werte fiir die quantifizierten Phosphorylierungsstelle in EOL-1
Zelllinien.

Insgesamt wurden in K562Zellen etwas mehr Phosphorylierungsstellen als in EOL-1-Zellen
quantifiziert, wobei auch insbesondere die Uberlappung zwischen den biologischen

Wiederholungsexperimenten in den K562-Zellen grofder war (s. Abb. 26).

‘ b )
'd |

Abb. 27: Schematische Darstellung des quantitativen Verhdltnisses der Klasse I
Phosphorylierungsstellen. (a) Verteilung der Phosphorylierungsstellen in den Experimenten von EOL-1
und (b) Verteilung der Phosphorylierungsstellen in den Experimenten von K562

Betrachtet man die regulierten Phosphorylierungen nach 2h Behandlung mit 10 uM bzw. 100
nM Imatinib wurden weitere Unterschiede zwischen K562 und EOL-1 offensichtlich. Bei den

K562-Zellen waren nur 33 Phosphorylierungsstellen in den Experimenten libereinstimmend

inhibiert.
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Abb. 28: In K562 inhibierte Phosphorylierungsstellen nach 2h Imatinibbehandlung (a) Proteine mit
reduzierter Phosphorylierung bilden ein Netzwerk aus. (b) Einteilung der Phosphoproteine mit nach 2h
Imatinibbehandlung gehemmten Phosphorylierungsstellen aus den K562-Zellen in funktionelle Kategorien
entsprechend ihrer gene-ontology Annotationen

Waihrend in den EOL-1-Zellen bei gleicher Inkubationsdauer 63 Phosphorylierungsstellen
Uibereinstimmend gehemmt vorlagen, jedoch ordneten sich im Gegensatz zu K562 die
regulierten Phosphoproteine nicht in ein zusammenhdngendes Netzwerk ein. Die in EOL-1-
Zellen regulierten Phosphoproteine lassen sich in verschiedenen funktionellen Kategorien
zuordnen (Abb. 29a) und sind oftmals an der Regulation der Genexpression sowie an

Spleifdvorgidngen beteiligt.

a Phosphoprotein # b zellulsre Prozesse

Alternatives Splicing makromol. metabol. Prozesse

Nukleus zellul. makromol. metabol. Prozesse
Acetylierung —— Regulierung der metabol. Prozesse
Zytoplasma Regulierungder zellul. metabol. Prozesse

Regulierungder prim. metabol. Prozesse
Transkription
o Regulierung der makromol. metabol. Prozesse
Regulation der Transkription | EE— X i
Regulierung der biosynthet. Prozesse | —-—-———
Zytoskelet m—m . .
- Regulierungder zellul. biosynthet. Prozesse |- ————
Altivator Regulierung der Genexpression |
Repressor - Regulierung der makramol. biosynthet Prozesse | . ———
Actin-Sindung - Stressantwort  EEEEEE—
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Abb. 29: Genontologie-basierte Einteilung der nach 2h Imatinibbehandlung regulierten Phosphoproteine in den
EOL-1-Zellen in Kategorien. (a) Einteilung der dephosphorylierten Proteine in funktionelle Kategorien. (b)

Einteilung der Proteine mit hochregulierten Phosphorylierungsstellen in biologische Prozesse.

Die wenigen Phosphorylierungsstellen, die in beiden Zelllinien iibereinstimmend nach 2h
Imatinib gehemmt vorlagen, waren S5 auf dem Protein lymphocyte cytosolic protein 1 (LCP1)
sowie S236 des das ribosomale Protein S6 (RPS6). LCP1 bindet Actin und ist an der Aktivierung
von T-Zellen als Antwort auf die Costimulierung durch TCR/CD3 und CD2 oder CD28 involviert
und verdndert die Zelloberflichenexpression von IL2RA/CD25 und CD69 (128). Die

Phosphorylierungsstelle S5 ist unter anderem an der Regulierung der Zelladhdsion und der
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zytoskeletalen Reorganisation zustdandig. Bei RPS6 wird vermutet, dass es in der Regulation des
Zellwachstums und der Proliferation eine Rolle spielt, indem es die Translation bestimmter
mRNA Klassen kontrolliert. Auf3erdem ist es Teil des mTOR-Signalweges und reguliert dariiber
die Apoptose. In diesem Zusammenhang ist erwdhnenswert, dass S236 die molekulare
Assoziationen reguliert.

Nach 2h Imatinibbehandlung waren im K562 Datensatz keine Phosphorylierungsstellen hoch
reguliert. Im Gegensatz dazu waren in EOL-1-Zellen 26 Stellen iibereinstimmend in den
Experimenten hoch reguliert. Jedoch bildete sich auch hier kein zusammenhéngendes Netzwerk
gemdaf der STRING Analyse aus. Acht der induzierten Phosphoproteine (kodiert von den Genen
ZNF326, RREB1, C110RF30, GTF2F1, HSPB1, SAP30L, PRKCD, MYBBP1A) sind in der
Regulierung der Genexpression involviert, die Proteine LSP1, CUL4A, C110RF30, PDGFRa,
HSPB1 und IPCEF1 gehoren zu den Prozessen die auf Stress antworten. Jedoch fallt auf, dass die
Halfte aller kategorisierter Proteine an metabolischen Prozessen beteiligt sind. Obwohl das
Protein PDGFRa ein direkter Bindungspartnern von Imatinib ist, findet man neben der
dephosphorylierten Y742-Stelle, die fiir die molekulare Assoziation zustdndig ist, die hoch

regulierte Stelle S767. Jedoch ist bei letzterem keine regulatorische Funktion bekannt.

Tabelle 1: Ubereinstimmend inhibierte Phosehorzlierungsstellen nach 24h Imatinibbehandlung

IPI Nummer Genname Aminosidure  Position K562-Wert o (K562) EOL-1-Wert o (EOL-1)

[P100021812 AHNAK S 135 0.227 0.07 0.120 0.04
IP100306195 AKT1S1 T 266 0.479 0.04 0.080 0.07
IP1I00007722 AMPD2 S 168 0.476 0.17 0.321 0.01
1P100012788 CD3EAP S 130 0.317 0.13 0.107 0.06
IP100004924 DEF6 S 590 0.468 0.13 0.151 0.04
IP100552639 EIF4G1 S 1232 0.271 0.05 0.136 0.10
[P100301248 EVI2B S 268 0.341 0.13 0.075 0.03
1P100552881 FUNDC2 S 180 0.491 0.16 0.100 0.07
IP100013439 JUNB S 259 0.224 0.06 0.062 0.03
1P100872997 KIF21B S 1167 0.406 0.13 0.337 0.13
IP100294742 LARP7 S 307 0.381 0.01 0.210 0.10
1P100010471 LCP1 S 5 0.472 0.10 0.092 0.04
[P100410590 LSM14A S 178 0.422 0.17 0.035 0.01
1P100219497 MYB S 653 0.259 0.05 0.495 0.18
[P100033016 MYC S 359 0.494 0.12 0.157 0.00
IP100001654 PCM1 S 93 0.487 0.05 0.431 0.02
IP100183002 PPP1R12A S 507 0.455 0.13 0.055 0.01
1P100021840 RPS6 S 236 0.385 0.05 0.037 0.01
[P100020898 RPS6KA3 S 369 0.213 0.14 0.183 0.11
1P100020898 RPS6KA3 T 365 0.103 0.02 0.183 0.11
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Nach 24h ist erwartungsgemafd die Regulation deutlicher ausgepragt. Vergleicht man den
Datensatz der K562-Zellinie mit dem der EOL-1-Zelllinie findet man 20 verschiedene
Phosphorylierungsstellen die in beiden Zelllinien eine Sensitivitit fir Imatinib aufweisen (s.
Tabelle 1). Auffallig ist, dass diese Phosphorylierungsstellen nur aus Serin oder Threonin und
nicht aus Tyrosin bestehen. Zu den Proteinen mit einer sensitiven Phosphorylierungsstelle
gehort z.B. das ribosomale Protein S6, dem eine wichtige Rolle in der Kontrolle von
Zellwachstum und Proliferation zugesprochen wird, indem es selektiv verschiedene mRNA-
Klassen translatiert. Die Stelle S236 die eine Dephosphorylierung nach der Imatinibbehandlung
aufweist, spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der molekularen Assoziation und wird
vermutet, dass es bei Phosphorylierung die Bindung von mRNA erhoht. Ebenso hat die
ribosomalen S6 Kinase 2 eine gehemmte Stelle bei S369. Dieses Protein wird durch ERK1 und 2
als Antwort auf viele Wachstumsfaktoren, Polypeptidhormone und Neurotransmitter
phosphoryliert (129). Die Stelle S369 reguliert die Transkription, fiir die zweite gehemmte
Stelle an T365 ist noch keine funktionelle Regulation beschrieben worden. Daneben gibt es noch
vier Transkriptionsfaktoren mit sensitiver Phosphorylierungsstelle. Das JUNB Proto-Onkogen
reagiert auf primdre Wachstumsfaktoren und aktiviert die Transkription, nach 24h
Imatinbbehandlung zeigt das Protein eine Dephosphorylierung an der Stelle S259. Das La
ribonucleoprotein domain family member 7 (LARP7) gilt als negativer Transkriptionsregulator
der Polymerase II Gene und weist eine sensitiven Stelle an S307 auf. Die viralen Onkogene MYB
und MYC gehoren ebenfalls zu der Gruppe der Transkriptionsfaktoren mit einer gehemmten
Phosphorylierungsstelle an S653 bzw. S359. Jedoch konnte an keiner dieser Stellen eine
funktionelle Regulation festgestellt werden, die fiir die Aktivitit der Protein wichtig ist. Am
mTOR-Signalweg sind eine Reihe von Proteinen beteiligt. Dieser Signalweg reguliert die
Translation von Proteinen die das Zellwachstum und den Zellzyklus steuern. Beeinflusst wird
mTOR tliber Wachstumsfaktoren, den Energiehaushalt und durch die Sauerstoffkonzentration
der Zellen (130). Neben RPS6KA3 und RPS6 sind noch die Proteine Phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate-dependent guanine nucleotide exchange factor (DEF6, S590), das Proline-rich AKT1
substrate 1 (AKT1S1, T266) und das eukaryotic translation initiation Protein (EIF4G1, S1232)
mit einer sensitiven Phosphorylierungsstelle vertreten. Auch Protoonkogene wie ecotropic viral
integration site 2B (EVI2B, S268) und der Zellzyklusregulator Pericentriolar material 1 protein
(PCM1, S93) und das cervical cancer oncogene 3 (FUNDC2, S180) zeigen eine
Dephosphorylierung nach Imatinibbehandlung. Auch andere Proteine die im Metabolismus
beteiligt sind, wie das CD3-epsilon-associated Protein (CD3EAP, S130), oder die AMP Deaminase
(AMPDZ2, S168), Kinesin-like protein (KIF21B, S1167) oder Neuroblast differentiation-associated
protein (AHNAK, S135), Actin-binding protein (LCP1, S5) und die Mpyosin-Phosphatase
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(PPP1R12A, S507) wurden durch Imatinib dephosphoryliert. Aber auch hier sind den

Phosphorylierungsstellen keine funktionelle Bedeutungen zugeordnet worden.

biologische Prozesse der regulierten pSTY aus EOL-1 und K562
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Abb. 30: Einteilung der tibereinstimmend regulierten Phosphorylierungsstellen aus beiden Zelllinien in
biologische Prozesse.

Daneben gibt es nach 24h Imatinibbehandlung weitere 91 dephosphorylierten Stellen auf 72

verschiedenen Proteinen, die nur in den K562-Zellen gehemmt vorkommen.
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Abb. 31: Netzwerk aus allen K562 Proteinen mit einer sensitiven pSTY-Stelle nach Behandlung fiir 24h mit
Imatinib

Zu diesen sensitiven Phosphorylierungsstellen zdhlen vor allem Proteine die direkte
Bindungspartner vom Fusionsprotein BCR-ABL sind (s. Abb. 31). Dazu gehoéren die signal
transducer and activator of transcription 5 A und B (STAT5A, B), GAB2Z, SHIP2, SHC1 und PRKCA.
Nur sechs Phosphorylierungsstellen aus dem kompletten Zelllysat der K562-Zellen stimmten

auch mit dem Kinase angereicherten Datensatz iiberein, dazu gehdrten die
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Phosphorylierungsstellen auf den Proteinen von BCR-ABL, LYN, REPS1, RPS6KA3 und SHC1.
BCR war an der Stelle Y644 in der RhoGEF-Domane gehemmt. Da BCR eine Serin/Threonin
Kinaseaktivitdt besitzt und durch GTPasen wie RAC1 und CDC42 aktiviert wird (131), kénnte
diese Stelle in der Guaninnukleotid-Austauschdomane wichtig sein flir die Aktivitit des
Proteins. Bei dem Protein SHC1 lag an der Stelle Y428 nach Imatinibeinfluss dephosphoryliert
vor. Dieses Protein besitzt als Adaptorprotein eine SH2-Domine und eine Phosphotyrosin-
Bindungsdomane. Die Stelle Y428 liegt zwischen diesen beiden Domanen und ist bekannt dafiir
wichtig fiir die Regulation der Apoptose, des Zellwachstums, der Zellmotilitit und der
molekularen Assoziation zu sein (132).

Bei den EOL-1 verteilen sich die 1289 Klasse I Phosphorylierungsstellen auf 800 Proteine.
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Abb. 32: Netzwerk aus allen signifikanten dephosphoryllerten Protemen dle in den EOL-Zellen nach 24h
Imatinibbehandlung entdeckt wurden.

Unter den Proteinen mit einer sensitiven Phosphorylierungsstelle befinden sich auch 14
Proteine (ATM, B23, DIDO1, EAF2, EDD1, GRLF1, MYO18B, PDCD4, RB1, SDS3, TP53BP1,
TP53BP2, TSC2, UREB1) die mit einer Tumorsuppressor Funktion belegt sind. Bei dem
Nucleolar Phosphoprotein B23, das in der Kontrolle der Zentrosomenverdopplung und in der
Aktivierung der Translation eine Rolle spielt, wurde eine Phosphorylierungsstelle (T234)
gehemmt die den Zellzyklus und die molekulare Assoziation reguliert (133). Der

Tumorsuppressor PDCD4 interagiert direkt mit der RNA-Helikase elF4A und kann durch die
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Bindung an dem Initiationskomplexes die Translation unterbinden. Nach der
Imatinibbehandlung wurde die wichtige Phosphorylierungsstelle S457 gehemmt, die
normalerweise flir Verdnderung der intrazellularen Lokalisation verantwortlich ist (134). Das
Retinoblastoma Tumorsuppressor-Protein Rb1 wirkt regulierend auf die Zellproliferation ein,
indem es in der G1-Phase die Entwicklung kontrolliert. Die dephosphorylierte Stelle T826 ist
daftir verantwortlich, das Zellwachstum und die molekulare Assoziation zu kontrollieren (135).
Der Tumorsuppressor Tuberin (TSC2) beeinflusst die Signalkaskade von mTOR indem es bereits
den Signaleingang blockiert. Die Phosphorylierungsstelle S1799 wurde nach 24h
Imatinibbehandlung gehemmt und ist normalerweise fiir die Inhibierungsfunktion zustindig
(136). Neben den Tumorsuppressorproteinen gibt es im Datensatz auch Protoonkogene die
nach 24h Imatinibeinwirkung dephosphoryliert werden. Von diesen 15 Protoonkogenen (AFF1,
AFF3, AKAP13, AML1, CBL, CBLB, CCNL1, EVI9, FLI1, MYB, MYC, RAB8A, RAF1, RUNX3,
SLC4A1AP) gibt es das RAF1 Protoonkogen, dass bei Aktivierung das Protein MEK1 und 2
phosphoryliert, aktiviert und dariiber ERK1 und 2 aktiviert und phosphoryliert wird. Die Stelle
S296 auf dem Protein ist fiir die enzymatische Aktivierung sowie fiir die Inhibierung als auch fiir
die Regulation der molekularen Assoziation zustindig (27).

Um die Datensidtze der beiden Zelllinien besser vergleichen zu koénnen, wurden die
Phosphoproteine in biologische Prozesse eingeteilt. Dazu wurden bei den K562-Zellen alle 1145
identifizierten Phosphoproteine und bei den EOL-1-Zellen alle 833 identifizierte
Phosphoproteine mittels dem Programm Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID) Version v6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) analysiert. Mit Hilfe
dieses Internetprogramms wurde die Gene Ontology-Anreicherungsanalyse {iber die
biologischen Prozesse mit dem EASE-Algorithmus (signifikant < 0,05) durchgefiihrt. Als
Hintergrund diente das gesamte humane Proteom. Betrachtet wurden dabei nur die Proteine
die mit einem p-Value kleiner als 0,05 zu den jeweiligen Kategorien eingeordnet wurden. Das
Interesse galt aufSerdem nur den biologischen Prozesse die in den Datensitzen eine mindestens
zweifache Uberreprisentation im Vergleich zu dem gesamten Proteom aufweisen konnten.

Die Ubereinstimmung in den biologischen Prozessen war bei den Phosphoproteinen stark
ausgepragt. Fast 300 Kategorien trafen auf beide Zelllinien zu und nur 150 Prozesse waren
spezifisch fiir eine der beiden Zelllinien (s. Abb. 33). Die Divergenz war allerdings bei den
dephosphorylierten Proteinen deutlich ausgepragter. Nur 56 Prozesse waren sowohl in den
K562 als auch in den EOL-1-Zellen involviert. Der weitaus grofderer Teil der biologischen
Prozesse waren spezifisch fiir die sensitiven Proteine der EOL-1-Zelllinie (238 Kategorien) bzw.

fiir die K562-Zelllinie (61 Kategorien).
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O K562
O  eout

Abb. 33: Quantitative Auswertung der Ubereinstimmung in den biologischen Prozessen. (a) Einteilung
aller Phosphoproteine in biologische Prozesse (b) Einteilung der nach 24h dephosphorylierten Proteine in

biologische Prozesse.

Die biologischen Prozesse, die in beiden Leukdmiezelllinien dephosphorylierte Proteine
aufwiesen (s. Abb. 34), beeinflussen die Genexpression iiber die Prozesse des ,RNA-
Metabolismus®, den ,Transport der mRNA aus dem Nukleus“, dem ,RNA Splicing“, der
,Translation“ und weitere ,RNA metabolische Prozesse“, sowie tiiber Proteine die in der
»Iranslation“ involviert sind. Andere biologische Prozesse, wie die Proteinmodifikation,
inklusive Proteine die an der ,Faltung”, der ,Markierung“, der ,Komplexbildung“ sowie dem
»Transport von Proteinen zu bestimmten Organellen“ oder dem ,Ubiquitin-vermittelten Abbau®,
weisen eine Runterregulierung auf der Phosphorylierungsebene auf. Ebenfalls durch Imatinib
beeinflusst werden Proteine die die Chromosomenstruktur iiber die ,Organisation®,
»Replikation“ und ,Rekombination“ pragen. Aber auch biologische Prozesse wie ,Glykolyse*,
»Alkoholabbau“ und ,Mitose“ enthalten dephosphorylierte Proteine. All diese biologischen
Prozesse werden durch die Behandlung von Imatinib in beiden Leukdmiezellen beeinflusst. Das
bedeutet, dass die lebenserhaltenden Prozesse der Zelle wie die Energieversorgung durch den
Abbau energiereicher Verbindungen eingeschrankt ist, genauso wie die komplette

Genexpression und die Zellteilung.
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Abb. 34: Biologische Prozesse aller nach 24h dephosphorylierte Proteine die in beiden Leukdmielinien

92



4. Ergebnisse

identifiziert wurden.

Biologische Prozesse die nur in den K562 Zellen sensitive Phosphorylierungsstellen aufweisen,
sind an der ,Zellantworten auf Stress“ wie ,oxidative Verbindungen” und , Temperaturen die
Apoptose auslosen konnen“ involviert, auch der ,Auf- und Abbau von Aktin und Mikrotubuli“
weist dephosphorylierte Proteine auf. Es finden sich auch sensitive Proteine die in der
Jmmunantwort mit natiirlichen Killerzellen gegen Viren“, an dem ,viralen mRNA Export®, an
der ,Interaktion zwischen Wirt und Virus“ sowie an anderen Virusinfektionsschritten
vorkommen.

Bei den EOL-1 Zellen findet man dephosphorylierte Proteine in biologische Prozesse die flir den
,Zuckermetabolismus®, ,Antwort auf reaktive Teilchen“ wie ,UV Schutz oder Schutz vor reaktive
Sauerstoffteichen und Hydrogenperoxid“ beteiligt sind. Aber auch Prozesse wie
»Proteinpolymerisierung und -metabolismus“ und Prozesse zur ,Erhaltung der Erythrozyten“
haben Imatinib sensitive Proteine.

Ein auffilliger Unterschied des EOL-1 Datensatzes im Vergleich zu den K562-Daten liegt in der
Beeinflussung von drei wichtigen Signalwegen. Proteine aus dem EOL-1 Datensatz mit einer
Dephosphorylierung an regulatorisch wichtigen Stellen kommen als Mediatoren in dem
mitogen-aktivierten Proteinkinase-Signalweg (MAPK-Signalweg) auf dem activating
transcription factor 2 (ATF2; T69), der extracellular signal-regulated Kinase 1/2 (ERK1/2; T202,
Y204, T187), dem Leukemia-associated Phosphoprotein p18 (STMN1; S16, S25), der MAP-Kinase
p38 alpha (MAPK14; Y182), der Proteinkinase PAK1 (S174, S82), dem heat shock 27kD protein 1
(HSP27; S82) und dem Onkogen RAF1 (S296) vor. Des Weiteren findet man wichtige sensitive
Phosphorylierungsstellen im mTor-Signalweg auf dem Tuberin Suppressorprotein (TSC2;
S§1799), dem eukaryotischen Translation-Initiationsfaktor 4B (elF4B; S422), dem elF4E-
Bindingsprotein 1 (4E-BP1; S65), dem ribosomale Protein S6 (RPS6; S236), der AGC-S6-Kinase
RSK2 (S369) und der AGC-Kinase PDK1 (S241) reguliert vor. Als letztes findet man
Phosphorylierungsstellen mit regulatorischen Funktionen auf den Proteinen Retinoblastoma
Protein 1 (RB1; T826), Retinoblastoma-related Protein 2 (Rb-like 2; S413, S417), Cyclin-
abhdngigne Kinaseinhibitor 1B (CDKN1B; S10) und nucleolar Phosphoprotein B23 (T234) und

beeinflussen dariiber den Zellzyklus.
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Unbehandelt hat ein Patient mit Leukimie eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von wenigen
Jahren. Bei der chronischen myeloischen Leukdmie (CML) lassen sich drei Phasen
unterscheiden. Die erste Phase ist weitestgehend symptomfrei und kann einige Jahre andauern.
Hier haufen sich allmahlich die myeloischen Vorlauferzellen und die ausgereiften Krebszellen
im Knochenmark, im peripheren Blut und an anderen Stellen auf3erhalb des Knochenmarks an.
Der Ubergang zur Akzelerationsphase, in der es zu einer Anhdufung der Krankheitssymptome
und undifferenzierter Zellen kommt, ist flieflend. Diese Phase dauert meist vier bis sechs
Monate bevor die letzte Phase der Blastenkrise beginnt. Hier kommen die myeloischen oder
lymphatischen undifferenzierten Zellen in einer sehr grofsen Anzahl vor und infiltrieren Gewebe
und Organe, in denen sich dann die undifferenzierten Zellen zu Zellaggregaten formieren. Dies
fiihrt unweigerlich zum Tod des Patienten (137). Meist geht die CML mit dem Philadelphia-
Chromosom einher, dass durch die reziproke Translokation der Chromosomen 22 und 9
entsteht. Durch diese Mutation entsteht das Fusionsprotein BCR-ABL, das ein konstitutiv aktives
Onkoprotein ist. Dieses Onkoprotein war aufgrund seines Auftretens in CML ein ideales Ziel zur
Entwicklung des Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib. Durch die Einnahme von Imatinib bei CML-
Patienten kann die letzte Phase der Blastenkrise bei den meisten Patienten um mehrere Jahre
verzogert werden. Imatinib ist meist nicht in der Lage alle Leukdmiezellen abzutéten, so dass
immer Krebszellen nachweisbar bleiben und sich insbesondere in den fortgeschrittenen
Krankheitsstadien leicht Resistenzen gegen den Inhibitor ausbilden kénnen. Um diese Probleme
zu losen wurden bereits verschiedene Strategien angewendet, wie Konzentrationssteigerung
des Inhibitors, was aber mit starken Nebenwirkungen beim Patienten einhergehen kann,
Kombinieren von mehreren Wirkstoffen, Verwendung neuer BCR-ABL Inhibitoren oder
Hemmung von neuen wichtigen Zielproteinen (137).

Resistenzen gegeniiber Imatinib entstehen haufig dadurch, dass Punktmutationen in der
Kinasedomdne von BCR-ABL auftreten. Generell ist jede Mutation Kkritisch, die die aktive
Konformation des Fusionsproteins stabilisiert oder die inaktive destabilisiert. Viele dieser
Mutationen befinden sich in der Aktivierungsschleife und fiihren oft zu einer verringerten
Sensitivitit gegen Imatinib. Eine andere Moglichkeit der Resistenzbildung besteht in
Mutationen, die die Struktur der Kinasedomane dahingehend beeinflussen, dass die optimale
Adaption an die Imatinibbindung verhindert wird. Meistens liegt diese Art von Mutationen in
der P-Schleife der Kinase. Ein dritter moglicher Mechanismus des Resistenzmechanismus
entsteht durch Punktmutationen an Stellen, die kritisch bei der Ausbildung von

Wasserstoffbriickenbindungen sind bzw. Aminosduren mit einer raumgreifenden Seitenkette an
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der Imatinib-Bindungsstelle kodieren, wodurch die Bindung des Inhibitors sterisch nicht mehr
moglich ist. Zu den bekannten Punktmutationen, die solche Resistenzen auslésen konnen,
zahlen G250E, Q252H, Q252R, Y253F, Y253H, E255K, E255V, T315], F317L, M351T und E355G.
Auf’erdem wurde in Experimenten festgestellt, dass die BCR-ABL Kinaseaktivitat im direkten
Zusammenhang mit der Punktmutationsrate steht. Als Nebenprodukt der onkogenen Kinase
entstehen reaktive Sauerstoffverbindungen die selbst Punktmutation auslésen kénnen. Daher
ist es wichtig, so frith wie mdglich mit der Therapie zu beginnen bevor sich die Mutationen im
Onkogen anhiufen kénnen, um so eine moglichst hohe Uberlebensrate der Patienten zu sichern.
Je spater jedoch die Therapie angefangen wird, desto schwerer wird eine erfolgreiche Therapie
und desto wahrscheinlicher ist es, dass sich bereits Resistenzen gegen Imatinib etabliert haben
(138). Daher wurden bereits Nachfolgesubstanzen entwickelt, die gegen Imatinib-resistente
BCR-ABL Mutanten wirksam sind (z.B. Dasatinib, Nilotinib). Aber auch diese Substanzen sind
nicht gegen jede Resistenz wirksam. Fiir diese Fille braucht man andere Medikamente, die nicht
nur an BCR-ABL binden, sondern auch andere wichtige Enzyme hemmen kdnnen, die z.B. in den
Leukdmiezellen Signale von BCR-ABL iibertragen. Daher war das Ziel dieser Arbeit weitere
Proteine mit Mediatorfunktionen systematisch zu identifizieren, die an von BCR-ABL
ausgelosten Signaliibertragungsvorgangen beteiligt sind.

Eine wichtige Voraussetzung bei der Analyse der Auswirkung von Imatinib auf Leukdmiezellen
ist die Wahl der richtigen Konzentration des Inhibitors. Der ICso-Wert fiir BCR-ABL variiert von
0,25 - 0,5 uM in den Zelllinien. Fiir andere Bindungsproteine z.B. fiir PDGFRa liegen die ICso-
Werte bei 0,01 pM fiir die Inhibierung der zelluldren Tyrosinphosphorylierung. Daher wurde fiir
die Imatinibkonzentrationen in den K562-Zellen 10 uM fiir die vollstindige Hemmung der
Kinaseaktivitat des BCR-ABL-Fusionsproteins und 100 nM fiir die vollstindige Hemmung der
Kinaseaktivitat des FIP1L1-PDGFRa-Fusionsproteins gewéahlt (44).

5.1. Kinaseanreicherung
Es ist sehr wichtig, alle direkten zellularen Bindungspartner eines Inhibitors zu kennen, um im
Krankheitsfall den richtigen Inhibitor einsetzen zu konnen und um durch die Dosierung
schiddigende Nebeneffekte zu minimieren. Um  direkte Bindungsproteine von
niedermolekularen Inhibitoren mit der MS identifizieren zu kénnen, wurden immobilisierte
Inhibitoren fiir die affinititschromatographische Aufreinigung zellularer Zielproteine
(=Targets) verwendet (139). Dabei konnte das komplette Zelllysat eingesetzt werden und
insbesondere auch Proteine analysiert werden, die nur in geringer Menge in der Zelle

vorkommen. Zur Immobilisierung war es notig, dass die Liganden tliber eine funktionelle Gruppe
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in bioaktiver Form an z.B. Agarose-Beads gekuppelt werden konnten (140). In der hier
vorliegenden Studie wurde eine Reihe von Inhibitoren, die vorrangig mit Proteinkinasen
interagieren, zur moglichst breiten Vorfraktionierung von Proteinkinasen verwendet.

In unserem Ansatz hatten wir drei verschiedene Zellpopulationen mit unterschiedlichen
Imatinibkonzentrationen behandelt und dann das Kinase-Subproteom einzeln im Batch-
Verfahren iiber die immobilisierten Kinaseinhibitoren angereichert.

Durch die Verwendung von SILAC als Methode zur metabolischen Proteinmarkierung war es
moglich, bereits nach der Affinitidtsaufreinigung aus den Lysaten unterschiedlich Imatinib-
behandelter Zellpopulationen und vor der eigentlichen MS Probenvorbereitung zu poolen.
Dadurch verringerten sich die Fehler, die sich durch parallele Prozessierung einschleichen und

die Ergebnisse der quantitativen Experimente aus der hoch sensitiven MS beeinflussen kdnnten.

5.1.1. Direkte Inhibierung auf Proteinebene
Mit der Affinitatsaufreinigung im Batch-Verfahren waren wir in der Lage, bekannte direkte
Bindungsproteine von Imatinib wie BCR-ABL, NQO2 und DDR1 nachzuweisen. Hierbei standen
tiber 180 Proteinkinasen fiir die quantitative Analyse zur Verfiigung und in beiden
Experimenten zusammen wurden mehr als 1800 Phosphorylierungsstellen quantifiziert. Daher
konnte mehr als die Halfte des exprimierten Kinoms analysiert werden, das auf ca. 300
Proteinkinasen pro Saugerzelle geschatzt wird (82). Des Weiteren war eine hohe
Reproduzierbarkeit zwischen den affinitdtschromatographischen Experimenten in K562 Zellen
zu beobachten und sowohl direkte Bindungsproteine von Imatinib wie z.B. BCR-ABL, als auch
deren Interaktionsproteine, wie z.B. Grb2 und SHIP2, konnten identifiziert werden. Doch
obwohl dieser Ansatz zu einer guten Ausbeute an direkten Bindungsproteinen und deren
Interaktionspartnern fiihrte, konnten nicht alle bereits beschriebenen Imatinib Targets aus
K562 Zellextrakten identifiziert werden (109). Insbesondere die RTKs c-Kit und PDGF Rezeptor
wurden nicht gefunden, was vermutlich an ihrer nicht nachweisbaren Expression in K562
Zellen lag. Neben der erwarteten, starken Kompetition des Proteins BCR-ABL (1 pM Imatinib)
wurden noch weitere bekannte Proteine mit dhnlich hochaffinen Bindungseigenschaften, wie
DDR1, identifiziert, was ebenfalls mit den Daten von Bantscheff et al. (80) iibereinstimmte.
Zusatzlich fanden wir ebenfalls NQO2, welches zuvor als erstes Nicht-Proteinkinase-Target von
Imatinib identifiziert wurde (80). Beide Proteine hatten eine hohe Affinitdt zu Imatinib und
lagen in stark reduzierter Menge verglichen mit dem unbehandelten Zellpool vor. Daneben
wurden auch weitere Proteine identifiziert, die eine geringe Affinitat fiir Imatinib vergleichbar
mit SYK aufwiesen. Fiir SYK ist ebenfalls bekannt, dass es an Imatinib bindet, jedoch ist die

Affinitdt deutlich geringer (111-112). Erst nach zellulirer Behandlung mit 10 uM Imatinib
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wurde SYK auf etwa 35% der Kontrollmenge reduziert. Daneben konnten weitere potentielle
Zielproteine mit geringer Affinitat identifiziert werden, wie die Phosphatidylinositol-4-Kinase
Type-2 Isoformen a und y (PIP4K2A , PIP4K2C). Als weiteres potentiell neues Zielprotein wurde
die Flavin Adenin Dinucleotid (FAD) Synthetase (FLAD1-Gen) identifiziert. Diese Synthetase ist in
dem metabolischen Prozess beteiligt, bei dem aus Flavin mononucleotide iiber die Adenylierung
das FAD synthetisiert wird (113). Da FAD ein Redox-Co-Faktor vieler Flavoproteine ist, ist es fiir
viele biologische Prozesse essentiell. Daher ist es hochst wahrscheinlich, dass ein
therapeutisches Ausschalten dieses Protein schadigenden Einfluss auf die Zelle hatte.
Erwdhnenswert ist auflerdem das FAD als prosthetische Gruppe in dem Protein NQOZ2
beschrieben ist und in diesem Protein die Katalyse des Elektronentransfers iibernimmt. Das
konnte ein Hinweis darauf sein, dass Imatinib bestimmte Enzyme binden kann, die FAD
enthalten oder binden kénnen. Da die Proteinlevel von FAD Synthetase um 45% bzw. 79% bei 1
uM bzw. 10 pM reduziert wurde, interagierte Imatinib schwacher mit dieser Synthetase als mit
BCR-ABL und NQO2, aber starker als mit SYK und den PIP4-Kinasen.

Bei den EOL-1-Zellen wurde ebenfalls NQO2 als affines Bindungsprotein identifiziert. Da jedoch
die Messungen fiir diese Zelllinie keine hohe Reproduzierbarkeit aufwiesen, wurden nur wenige
Proteine mit einer moéglichen Affinitat fiir Imatinib identifiziert. Zu diesen Proteinen gehorten
die Komponenten der cleavage and polyadenylation specificity factors 1, 2 und 3 (CPSF). Diese
Faktoren spielen in der pra-mRNA 3‘-Endformation eine Rolle, erkennen die AAUAAA
Signalsequenz, interagieren mit der Poly(A)-Polymerase und anderen Faktoren die fiir die
Spaltung und das Anhédngen der Poly(A)-Sequenz gebraucht werden. Diese Daten sind jedoch als
vorlaufig anzusehen, und weitere Experimente wdaren erforderlich, um die molekulare
Grundlage des Imatinib-abhiangigen Bindungsverhaltens dieser Proteine weiter zu

charakterisieren.

5.1.2. Imatinib-sensitive Phosphorylierungsstellen
Durch die Identifikation von wichtigen Vermittlern in Signalkaskaden kann man prinzipiell
Proteine identifizieren, die als potentielle, alternative Targets Verwendung finden konnten. Es
wurde die SILAC-Markierung mit der SCX- und TiO,-Chromatographie, um Phosphopeptide
anzureichern, zusammen mit der hohen Genauigkeit der Massenspektrometrie auf der LTQ-
Orbitrap kombiniert. Dadurch kann man oftmals auch Phosphorylierungsstellen von
Transkriptionsfaktoren und anderen regulatorischen Proteinen, die nur in einer geringen
Anzahl in der Zelle vorkommen, identifizieren und analysieren. Diese Verfahren konnen mit
jeder Zelllinie durchgefithrt werden, die mit SILAC markierbar ist (76). Es ist aufierdem

moglich, aus der Vielzahl an zelluliren Phosphorylierungen kleinen Teil an
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Phosphorylierungsereignissen herauszufiltern, die spezifisch von einem bestimmten Stimulus
reguliert sind.

Fir die Experimente mit spezifischer Kinaseanreicherung wurden Kinaseinhibitoren
immobilisiert, wie es bereits frither beschrieben wurde (115). Die verwendete
Inhibitorkombination war hierfiir sehr gut geeignet. Allein der Inhibitor VI16832 ist in der Lage,
mehr als 130 verschiedene Proteinkinasen aus Zellextrakten herauszufiltern. Mit dieser Kinase-
selektiven proteomischen Analyse legt man sein Augenmerk auf den Teil des Proteoms, der eine
sehr bedeutende Rolle fiir die gezielte Suche nach therapeutischen Angriffspunkten im Kampf
gegen Krebs spielt (115) bei gleichzeitiger Verwendung verschiedener Konzentrationen eines
freien Inhibitors, der mit Kinasebindung an die Inhibitor-Beads kompetitiert, ist man so in der
Lage, direkte und indirekte zellulire Targets im Zusammenhang mit dem Einwirken des
Inhibitors zu identifizieren. Die Kombination der Kinaseanreicherung mit der
Phosphopeptidaufreinigung ermoglichte es zudem, das gebundene Kinom sowohl auf
Proteinebene als auch auf dem Level der posttranslationalen Modifikation zu vergleichen,
wodurch auch die Kinaseregulierung analysiert werden konnte. Mit dem parallelen Ansatz der
Messung von phosphorylierten Proteinen aus dem kompletten Zelllysat bekommt man einen
Uberblick dariiber, wie sich zellulire Kinasehemmung auf Ebene der Kinasesubstrate auswirkt,
wobei letztere in der Regel nicht nach Affinitdtsaufreinigung mit Kinaseinhibitoren detektiert
werden konnen. Insgesamt konnen diese komplementiren Ansidtze zu einem erweiterten
Verstindnis liber Proteinkinasen und ihren regulatorischen Funktionen in den Zellsignalwegen
beitragen, und somit Hinweise fiir potentielle neue Strategien fiir die therapeutische
Inhibitoranwendung oder die Uberwindung von Resistenzmechanismen geben.

Natiirlich ist hier zu beriicksichtigen, dass nicht alle auf einen Stimulus hin regulierte
Phosphorylierungsstellen identifiziert werden koénnen und so auf Ebene zelluldrer
Signalnetzwerke nur ein Ausschnitt einer regulierten Antwort auf einen Inhibitor nachweisbar
ist (141).

Anhand des K562-Datensatzes aus der Kinaseaufreinigung wurden fast 2000
Phosphorylierungsereignisse mit einer Lokalisierungswahrscheinlichkeit von iiber 0,75
quantifiziert. Davon waren 900 durch beide biologischen Experimente mit einer guten
Ubereinstimmung in den quantifizierten Werten fiir die Phosphopeptide belegt. Vergleicht man
die Zahlen mit schon publizierten Daten (80), so konnte die Zahl der Phosphorylierungsstellen
in K562-Zellen nach der Behandlung mit Imatinib sogar um das Fiinffache gesteigerte werden.
Bei direkten Bindungspartnern von Imatinib konnte man auch aufgrund der
Phosphorylierungsanalysen zwischen Proteinen mit hoher und Proteinen mit geringer Affinitét
unterscheiden. Die Proteine mit hoher Affinitdt zeichneten sich durch einen sehr geringen Wert

nach der Behandlung mit Imatinib aus, der sich zum einen aus ihrer starken
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Dephosphorylierung in der Zelle und zum anderen aus der Hemmung der Proteinbindung nach
der Imatinibbehandlung zusammensetzte. Das konnte an dem Protein ABL verdeutlicht werden,
das bereits bei 1 pM Imatinib nur noch einen durchschnittlichen Wert von 0,07 und bei 10 pM
Imatinib ein Wert von 0,036 auf Proteinebene aufwies. Ahnlich verhielten sich die dazu
gehorenden signifikanten 20 Phosphorylierungsstellen die fiir beide Konzentrationen im
Durchschnitt Werte erreichten die unter 0,1 liegen. Aufgrund des begrenzten dynamischen
Bereichs der MS Analyse war hier eine Normalisierung von Phosphorylierungsanderungen
entsprechend der reduzierten Proteinabundanz nicht méglich. Weniger affine Bindungspartner
von Imatinib zeigten eine weniger stark ausgeprigte konzentrationsabhiangige Hemmung
sowohl auf Ebene des Proteins als auch auf den quantifizierten Phosphorylierungsstellen. Ein
solches Protein war die SYK-Kinase, die bei 1 uM Imatinib ein Proteinlevel von 0,7 und bei
10 pM noch ein Proteinlevel von 0,36 erreichte und somit nur bei 10 uM als signifikant reguliert
galt. Auf Ebene der quantifizierten Phosphopeptide waren die SYK Phosphorylierungsstellen
Y323, Y348 und Y352 stirker durch Imatinib beeinflusst und auch nach Normalisierung
entsprechend der reduzierten SYK Bindung zeigte sich hier noch eine deutliche Abnahme. Diese
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass Imatinib auch zelluldr die Aktivitadt von SYK beeinflusste,
daftir die Phosphorylierung dieser Stellen eine Steigerung der Kinaseaktivitit beschrieben war
(142). Weitere regulierte Phosphorylierungsstellen wurden z.B. in den Proteinen BTK (Y551)
und FER (Y714) identifiziert. Diese Kinasen konnte man als direkte Bindungsproteine von
Imatinib ausschlief3en, da keine Regulierung auf Proteinebene nachzuweisen war wahrend eine
konzentrationsabhéngige Regulierung ihrer Phosphorylierung durch Imatinib auftrat.
Zusatzlich befinden sich diese Phosphorylierungsstellen bei beiden Kinasen im activation loop
und beeinflussen somit die Aktivitit der Kinasen. Beide Kinasen haben bis jetzt keine
nachgewiesene Bindung zu BCR-ABL. Die Kinase FER ist in der Zellantwort auf Stress beteiligt
und vermittelt z. B. als Antwort auf reaktive Sauerstoffverbindungen die Migration von
Fibroblasten (143). Aufierdem besteht der Verdacht, dass FER die Entwicklung und das
Wachstum von malignen Tumoren unterstiitzt. Aktiviert wird FER durch Wachstumsfaktoren
wie EGF und PDGF und assoziiert mit Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K), dem Signal
transducer and activator of transcription-3 (STAT3) und dem zytoskeletalem Linkerprotein
Plectin (144). Zudem wurde berichtet, dass bei Einfiihren der Mutation Y714F die Fahigkeit zur
Autophosphorylierung verlor geht und STAT3 nicht mehr phosphoryliert werden kann (145).
Bei der Inkubation mit 10 uM Imatinib reduzierte sich die Phosphorylierung um mehr als 70%,
was moglicherweise zur Hemmung wichtiger Signalwege wie der STAT- und PI3K-vermittelten
beitragen konnte.

BTK ist in den B-Zellen an der Antikérperbildung, B-Zellselektierung, der Reifung und fiir den
Fortbestand der Zelle beteiligt (146). Die Phosphorylierungsstelle Y551 auf BTK befindet sich
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ebenfalls innerhalb der Aktivierungsschleife der Proteinkinase und bei Phosphorylierung dieser
Position wird die Aktivitiat der Kinase um das 5-10fache gesteigert. Nach der B-Zellrezeptor-
Aktivierung assoziieren zundchst Vertreter der Src-Kinasefamilie, anschlieféend wird die PI3K
phosphoryliert und aktiviert. Dadurch kommt es zu erhohten Phosphatidylinositol 3,4,5-
Trisphosphat-Bildung sowie zur Rekrutierung der BTK-Kinase an die Plasmamembran. Dadurch
wird die Autophosphorylierung der BTK-Kinase aktiviert und phosphoryliert ihrerseits
Phospholipase CyZ. Daraufhin wird Ca?* als second messenger ausgeschiittet und verandert
dariiber die Expression von Genen (147). Daneben ist BTK neben BCR-ABL und den Src-Kinasen
eines der Hauptbindungsproteine fiir den Inhibitor Dasatinib und in der pra-B
lymphoblastischen Leukdmie konnte die Inhibierung von BTK eine essentielle Rolle in der
klinischen Behandlung spielen (148). In der Imatinibanalyse dieser Arbeit war eine
konzentrationsabhiangige Hemmung der Phosphorylierung an der Stelle Y551 nachgewiesen
worden und bei der zelluliren Behandlung mit 10 pM Imatinib war nur noch 37%
Restphosphorylierung nachweisbar. Daher konnte BTK ein interessanter Kandidat fiir
potentielle neue Therapeutika sein. In der Mauszelllinie BaF3, die mit dem BCR-ABL-Gen
transformiert wurden, zeigte BTK keinen Effekt auf Zellwachstum und -entwicklung (116).
Jedoch hatten wir in einem Kooperationsprojekt mit dem ,Klinikum rechts der Isar” mit den
gleichen transformierten Zellen TEC und nicht BTK als entsprechenden Kandidaten
identifizieren konnen, deren Tyrosinphosphorylierung in resistenten Klonen um ein Fiinffaches
erhoht vorlag. Die betroffene TEC Phosphorylierungsstelle Y518 liegt in der
Aktivierungsschleife in der gleichen, konservierten Position wie Y551 bei der nahe verwandten
BTK (149). Leider ergaben die Knock-Down-Versuche in den K562-Zellen, die auf diesen
Ergebnissen aufbauten, keine aussagekraftigen Ergebnisse. Weder mit der SYK-, FER- oder BTK-
siRNA war eine physiologische Verdnderung der K562-Zellen zu erkennen. Jedoch miisste man
durch weitere Experimente ausschliefien, dass die zelluliren Restaktivititen (aufgrund des
nicht quantitativen Knockdowns) nicht fiir ihre Funktionen in den Zellen ausreichen.

Die Ubereinstimmungen der beiden Zelllinien K562 und EOL-1 in den Phosphorylierungsstellen
fiel sehr gering aus. Der hauptsichliche Grund dafiir lag in der geringen Ausbeute der
reproduzierbaren Daten in den EOL-1 Zellen. Nur 386 Phosphorylierungsstellen wurden in
beiden Experimenten als Klasse | identifiziert, reproduzierbar dephosphoryliert waren nur 18
Stellen. Neben den direkten Bindungsproteinen wie ABL, FIP1L1, PDGFRa waren nur MAP3K3
mit S492 und die RPS6KA1 an S28, S372 und S389 in der Proteinkinasedomane
dephosphoryliert. Dabei stimmten die Phosphorylierungsstellen der RPS6KA1 nicht mit den
sensitiven Phosphorylierungsstellen der K562-Zellen tiberein. Interessant war jedoch, dass nach
Imatinibbehandlung die Phosphorylierungsstelle S280 auf der Checkpoint-Kinase CHEK1 zu
70% dephosphoryliert vorlag. Dieses Protein wird durch ATM oder ATR nach einem DNA-
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Schaden aktiviert und phosphoryliert. CHEK1 ist in den Prozessen zur Erhaltung der
genomischen Stabilitdt beteiligt und kann den Zellzyklus arrestieren (150). Um einen besseren
Vergleich der beiden Zelllinien zu haben, miisste der Versuchsansatz in EOL-1-Zellen wiederholt
werden. Dann konnte man eventuell Aussagen iiber gemeinsame Regulierungsmechanismen

trotz der unterschiedlichen Imatinib-Haupttargets BCR-ABL und FIP1L1- PDGFRa treffen.

5.2. Analyse des kompletten Datensatzes

Reinigt man die Kinasen aus dem Zelllysat auf, so erhdlt man ein Subproteom welches
anschlieffend mit hoher analytischer Sensitivitit untersucht werden kann. Um diese Daten
besser in den gesamten zelluliren Kontext einzuordnen, z. B. im Hinblick darauf, wie sich
Kinaseregulation generell auf zelluldre Substartproteinphosphorylierung auswirkt, wurden in
Rahmen dieser Arbeit auch Totallysatanalysen der Zelllinien K562 und EOL-1 nach
Imatinibbehandlung durchgefiihrt. Hierfiir wurde auf ein Protokoll zuriickgegriffen, dass die
Auftrennung von komplexen Phosphopeptiden aus dem Totallysat mit der SCX-
Chromatographie (65) und die Phosphopeptidanreicherung mit der immobilisierten metal
affinity chromatography (IMAC) verbindet (93). Vergleicht man diesen Ansatz mit dem Ansatz,
der fiir die Kinaseanreicherung verwendet wurde, so bekommt man einen globalen Eindruck
des Proteoms, allerdings verbunden mit einer niedrigeren Abdeckung der Proteinkinasen.

Zusammen mit den Kinase-angereicherten Daten kann man so einen besseren Einblick in den
gesamten Signaltransduktion der Zelle inklusive der Kinasen und der Kinasesubstrate

bekommen.

5.2.1. Hemmung zelluldrer Proteinexpression

Generell kann gesagt werden, dass durch die verwendete Methode, bestehend aus SILAC in
Kombination mit SCX und IMAC-Chromatographie, deutlich mehr Proteine identifiziert und
quantifiziert werden kénnen im Vergleich zu Kinase-aufgereinigten Proben. Vergleicht man den
Kinase-angereicherten Datensatz der K562-Zelllinie mit 683 Proteingruppen, die in beiden
Experimenten quantifiziert wurden, mit den 1588 Proteingruppen die in allen drei Totallysat-
Experimenten quantifiziert wurden, war eine Steigerung um mehr als das Doppelte
festzustellen. Ein noch grofierer Unterschied war auf Ebene der Phosphoproteine festzustellen.
Hier wurden im Totallysat dreimal mehr Phosphorylierungsstellen in allen Experimenten
wiederholt quantifiziert als in dem Datensatz basierend auf Kinaseanreicherung (109).

Ein Ansatz ohne Fokussierung auf ein bestimmtes Subproteom ist besser geeignet, um das

interagierende Netzwerk von BCR-ABL iiber direkte Interaktionspartner hinaus zu untersuchen.
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Um auch die Proteinverdnderungen bei Mediatoren in der Signaltransduktion analysieren zu
konnen, die weniger schnell als die Regulation der Signaltransduktion erfolgen, wurde die
Inkubationsdauer von Imatinib in den Zellen auf 24 h erhéht. Im Gegensatz zu der Studie von
Brehme et al. (109), in der 708 Proteine analysiert werden konnten, waren die Zahlen sowohl in
den K562-Zellen mit 1588 als auch in den EOL-1-Zellen mit 1024 Proteingruppen deutlich
grofier. Interessanterweise konnte auf Proteinebene in den K562-Zellen nahezu keine
Regulierung nach 2 h als auch 24 h Inkubation mit Imatinib beobachtet werden. Auffillig waren
die haufig auftretenden widerspriichlichen Werte fiir die Proteine in den einzelnen
Experimenten. Oftmals war ein Protein in einem Experiment hoch reguliert in einem anderen
jedoch runter reguliert. Interessanterweise lag PIP4K2A reguliert vor, wurde aber allerdings
nur in einem Experiment quantifiziert. Beobachtet man den Verlauf der Regulierung, war die
Hemmung mit einem Wert von 0,3 deutlicher bei 2 h als bei 24 h mit einem Wert von 0,47. Man
konnte vermuten, dass die Expression von PIP4K2A in der frithen Antwort auf Imatinib
gehemmt wird, tiber den ldngeren Zeitverlauf die Hemmung jedoch wieder schwécher wird. Es
wurde gezeigt, dass PIP-Kinasen in der Zellantwort auf oxydativen Stress aktiviert werden (29).
Da als Folge der BCR-ABL Hemmung ROS ebenfalls reduziert werden, konnte dies ursachlich fiir
die beobachteten Effekte auf PIP4K2A sein. Da die Behandlung mit Imatinib Apoptose auslost
(151),passte es ins Bild, dass das einzige Protein, das in den K562-Zellen bei beiden Zeitwerten
starker exprimiert vorlag, an dem Mechanismus der Apoptose beteiligt ist. Dieses Protein,
Hspin1, bindet an Bcl-2 und den Apoptoseregulator Bcl-X und 18st dariiber Apoptose aus, indem
autophagische Vakuolen aktiviert werden und vermutlich ein Weg hin zum Zelltod aktiviert
wird unabhangig von der mitochondrialen Freisetzung von Cytochrom C (124, 127). Dieser Weg
der Apoptose erscheint als sinnvoller Angriffspunkt, um die Leukdmie-Zellen in den Zelltod zu
treiben, wenn Resistenzen gegeniiber Imatinib auftreten und sollte daher weiter untersucht
werden.

In den EOL-1 Zellen war auf Proteinebene nach 2 h Imatinibinkubation nur wenig Regulation
nachweisbar und nur drei Proteine wiesen ein gehemmtes Level auf. Dazu gehorte die Helikase
SRCAP, die in der Aktivierung von Transkription beteiligt ist, indem es als Cofaktor vieler
Transkriptionsfaktoren wie CREB, Glukocorticoid Rezeptor und Androgen Rezeptor dient (152).
Das gibt fiir unseren Datensatz den Hinweis; dass die Transkription bestimmter Gene rasch
nach Imatinibgabe gehemmt werden koénnte.

Zudem war Coronin-1C nach 2h Imatinib weniger vorhanden. Dieses Protein wird in den
meisten Geweben exprimiert und ist am Aktinzytoskelett lokalisiert. Vermutlich ist es an der
Regulierung des epithelialen Gewebes beteiligt (153), zu seiner moégliche Funktion in EOL-1
Zellen ist jedoch nichts bekannt. ADAM17 ist als Tumornecrosis Faktor-alpha converting Enzym

bekannt und ist an der aktivierenden Spaltung von RTK Liganden, die bei Krebserkrankungen
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von pathophysiologischer Relevanz sind, beteiligt. Dazu gehort z.B. der Ligand fiir EGFR, HB-
EGF, der durch Spaltung aktiviert wird (154). Allerdings ist unklar, inwieweit bzw. mittels
welcher Substrate ADAM17 in EOL-1 Zellen eine Rolle spielen kénnte. Im Unterschied zu den
K562 Zellen war die Regulation nach 24 h Imatinibbehandlung in den EOL-1 Zellen deutlich zu
erkennen. Insgesamt gab es iiber 360 Proteine, die reproduzierbar in ihrer Expression gehemmt
wurden. Hoch reguliert wurden dagegen 105 Proteine. Die regulierten Proteine konnte man
noch genauer spezifizieren, indem man sie in Cluster einteilte. Dabei gab es acht Proteine die
nur in der frithen Inhibitorantwort gehemmt wurden und nach 24 h im normalen Proteinlevel
wieder vorkommen. In zwei grofieren Clustern wurden alle Proteine erfasst, die durch Imatinib
in ihrer Expression gehemmt wurden und diese Hemmung entweder beibehalten wurde oder
tiber die Zeit hinweg weiter zunahm. Diese Proteine waren laut Genontologieanalyse an
folgenden biologischen Prozessen beteiligt: ,Regulierung der biologischen Qualitat",
LEntstehung von Vorlaufermetaboliten und Energie“, ,zellulire katabolische Prozesse",
»Iranslation“ und ,Zellzyklus“. Wie schon in anderen Studien gezeigt wurde, wird durch die
langere Inkubation mit Imatinib der Laktoseexport und die Glukoseaufnahme, die Glycolyse und
NAD+ gehemmt (151). Daraus lasst sich schliefien, dass der Energiehaushalt durch die
Imatinibbehandlung heruntergefahren wird und dadurch viele Sekundareffekte auftreten. Dazu
gehoren die Genexpression und weitere Energie benotigende Prozesse wie Katabolismus und
der Zellzyklus. Bei den runter regulierten Prozessen werden frith die katabolischen Prozesse
reduziert, wie ,Proteinkatabolismus“ und ,Zucker- und Alkoholabbau“. Genauso sind die
»Translation®, die ,Immunsystementwicklung” und der ,mitotische Zellzyklus“ reduziert. Spater
folgen diesen Prozessen die Hemmung der gesamten Genexpression und der biosynthetischen
Prozesse, genauso wie die positive Kontrolle tiber den Transport und die Meiose. Bei den
Proteinen, die nach der Behandlung von Imatinib hoch reguliert wurden, konnte man drei
Gruppen unterscheiden. In einem Cluster fand man alle Proteine, die bei einer kurzfristigen
Imatinibbehandlung keine Regulierung aufwiesen, aber nach 24 h deutlich hoch reguliert
wurden. Die Proteine gehdren zu den biologischen Prozessen wie ,Membran Organisation®,
»Vesikel-vermittelter Transport“, sowie ,negative Regulation von Apoptose“. Ein weiteres
Cluster umfasste alle Proteine die bereits frith ein erhéhtes Level aufwiesen und diesen
konstant bis 24 h aufrecht erhielten. Hier sind die Proteine besonders in den Prozessen der
»makromolekularen Lokalisation®, der ,Antwort auf chemische Stimuli, , metabolische Prozesse
der Kohlenhydrate“ und ,Proteinfaltung” involviert. Im letzten Cluster waren alle Proteine
zusammengefasst die auf eine Imatinibbehandlung mit einem kurzzeitig erhéhten Level der
Proteinmenge reagierten, aber nach 24 h bereits wieder ein normales Level erlangten. Dazu
gehorten die Prozesse des ,Metabolismus mit Makromolekiilen wie Nitrogenverbindungen und

Proteine“, ,Translation®, ,RNA Prozessierung“ und ,Regulierung des Zellzyklus“. Das konnte
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darauf hindeuten, dass kurzzeitig auf Imatinib reagiert wird, indem Vorginge wie
Zellzyklusregulation, Genexpression sowie Translation und die RNA Prozessierung erhoht
werden. Gleichzeitig beginnen Vorginge, die u.a. im Zusammenhang mit Apoptose gesehen

werden konnen.

5.2.2. Auswirkung von Imatinib auf gesamtzellulire Phosphorylierung

In den K562-Zellen konnte man zur Auswertung der Daten auf 5897 Phosphorylierungsstellen
der Klasse I zuriickgreifen. Wenn man die dephosphorylierten Phosphorylierungsstellen nach
2 h Imatinib betrachtet, so sind sehr viele Stellen quantifiziert worden, die auch im Kinase-
angereicherten Datensatz vorzufinden waren und ein Netzwerk aus BCR-ABL und dessen
direkten Interaktoren wie STAT5A, SHC1, GAB2, SHIP2 und DOK2 und sowie anderen Proteinen
mit sensitiven Phosphorylierungsstellen wie RPS6 und RPS6KA3 bildeten. Von den in den
Totallysatanalysen zuséatzlich gefundenen, sensitiven Phosphorylierungsstellen sind vor allem
zwei an den Proteinen LCP1 und NCBP1linteressant. Vom Lymphocyte cytosolic protein 1 (LCP1)
ist fir die sensitive Stelle S5 bekannt, dass sie unter anderem fiir die molekulare Assoziation an
F-Aktin zustandig ist, wodurch die zytoskeletale Reorganisation aktiviert wird (155). Die zweite
Stelle befindet sich auf dem Nuclear cap-binding protein (NCBP1) an T21. Dieses Protein kann
durch die S6 Kinase phosphoryliert werden und beeinflusst dadurch das Splicing (156). Nach
24h waren mehr Verdnderungen auf der Phosphorylierungsebene quantifiziert worden.
Insgesamt lagen 111 gehemmte Stellen auf 82 Proteinen reproduzierbar vor, davon bildeten 38
Proteine ein Netzwerk gemafd STRING-Analyse. Wichtige Phosphorylierungsstellen fand man
auf CDC2 an T14, was bei Phosphorylierung zu der Inhibierung dieser zentralen mitotischen
Kinase fiihrt (156). Auch nach 24 h war die bereits erwdahnte Phosphorylierungsstelle T21 an
NCBP1 dephosphoryliert. Zudem waren Weitere, bereits funktionell charakterisierte
Phosphorylierungsstellen nach 24h Imatinibbehandlung gehemmt, z.B. S660 auf dem Protein
PRKCB1, welches die intrazelluldre Lokalisation reguliert (157), oder auf dem Protein Paxillin
(PXN) die Stelle Y88, welche an der Regulation des Zellwachstums und der Migration beteiligt
ist (158). Ribosomal S6 kinase (RSK) wird durch Phosphorylierung des Serins S369 aktiviert und
kann dann die Transkription regulieren, indem es mit dem nuclear factor of activated T cells
(NFAT) ein DNA-Transkriptions-Komplex ausbildet (159).

Proteine mit einer gesteigerten Phosphorylierung kamen ebenfalls als Antwort auf Imatinib vor,
betrafen aber nur 24 Phosphorylierungsstellen auf 24 Proteinen die zusammen kein Netzwerk
ausbildeten. Auf der Serin/Threonin-Proteinkinase WNK1 wurde interessanterweise die
aktivierende Phosphorylierungsstelle S382 als stiarker phosphoryliert identifiziert. In der

aktiven Form ist die Kinase in der Lage, die Proteine STE20/SPS1-related proline/alanine-rich
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Kinase (SPAK, STK39) und oxidative-stress-responsive Kinase-1 (OSR1, OXSR1) zu
phosphorylieren und dadurch zu aktivieren, wenn die Zelle Stress ausgesetzt ist, wie z.B. durch
ein hyperosmotisches Umfeld (160). Bei den restlichen Phosphorylierungsstellen waren keine
Funktionen bekannt. Es ist auffillig, dass die Proteine meist in den metabolischen Prozessen
von Nukleinsduren beteiligt waren (PGM3, FIP1L1, ZNF592, RBM15B, NFRKB, CIC, PWP1,
SF3A3). Zusammengefasst wurde in dem Datensatz beobachtet, dass die bekannten Mediatoren
der BCR-ABL Signalkaskade erwartungsgemafd gehemmt wurden, genauso wie Proteine, die fiir
den Energiehaushalt der Zelle wichtig sind bzw. bei der Genexpression und Proteinbiosynthese
beteiligt sind. Hoch reguliert wurden einzig Proteine, die im Zuge der Apoptose bzw. im Rahmen
der zelluldren Stressantwort reguliert werden.

In der EOL-1-Zelllinie fand man nach 2 h Inkubation mit Imatinib nur eine geringe Anzahl an
Proteinen, an welchen es zu Dephosphorylierung kam. Insgesamt fand man 63 gehemmte
Phosphorylierungsstellen auf 50 Proteinen, die zusammen jedoch kein Netzwerk ausbildeten
und dem zur Folge untereinander keine bekannten Interaktionen haben. Eine wichtige
gehemmte Phosphorylierungsstelle war S65 des eukaryotic initiation factor 4E binding protein-1
(EIF4EBP1) an, das bei Phosphorylierung die molekulare Assoziation mit el[F4E und somit die
Translation reguliert. Auf dem Protein L-Plastin (LCP1) fand man ebenso wie in K562 die
regulatorisch wichtige Phosphorylierungsstelle S5 runter reguliert. Dieses Protein gehort zu der
Familie der Aktin-Crosslinker und wurde schon haufiger als Marker fiir Krebs identifiziert. Wird
es an S5 phosphoryliert, dann bindet es an F-Aktin und aktiviert dadurch die Zellinvasion.
Auflerdem beeinflusst es die Aktindynamik durch die Ausbildung eines Proteinkomplexes mit
Cortactin. Daneben besteht die Vermutung, dass LCP1 Teil des PKC6-Signalweges ist, der mit
Aktinpolymerisierung und Invasion in Verbindung steht (161). Das Protein programmed cell
death 4 (PDCD4) gilt als Tumorsuppressor und interagiert mit elF-4E-4A. Die dephosphorylierte
Stelle S457 wird von Akt phosphoryliert und 16st dadurch die nukleare Translokation von
PDCD4 aus. Dies verhindert des Weiteren die Transaktivierung von c-Jun an AP-1
Promotorelementen (134). Leukemia-associated phosphoprotein p18 (STMN1) gilt als
Onkoprotein, das mit Tubulin interagiert und die Dynamik der Mikrotubuli durch
Phosphorylierung reguliert. Interessanterweise wird es durch Phosphorylierung an S25
inaktiviert, welche nach Imatinibbehandlung reduziert vorlag (162). Daneben war die wichtige
regulatorische Stelle Y742 auf PDGFRa gehemmt, genauso wie S236 auf RPS6 und T444 auf
RPS6KB1. Der Signalweg, dem drei der in EOL-1 regulierten Phosphoproteine angehoéren
(EIF4EBP1, RPS6KB1, RPS6), ist wie bei den K562-Zellen der mTOR-Signalweg. Genau wie bei
den K562-Zellen waren der nach Imatinibbehandlung regulierten Phosphoproteine an der
Regulierung der Genexpression, am Aufbau oder Abbau von Organellen, bei der

Ausdifferenzierung unreifer Zellen, sowie am alternativen Splicing beteiligt. Zudem wurde nach
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Imatinib-Behandlung die Phosphorylierung von S78 des Hitzeschockproteins HSPB1 gehemmt,
welche fiir die Regulation der Oligomerisierung wichtig ist. Diese aktivierende
Phosphorylierung erhalt das HSPB1 von den MAPK-aktivierten Proteinkinasen (MAPKAP) 2 und
3, die Teil des p38 MAPK-Signalwegs sind. Durch die Phosphorylierung bildet sich ein Dimer aus
und verhindert so die Chaperonfunktion des Proteins. Des Weiteren findet man in der Literatur,
dass dephosphoryliertes HSPB1 den TNFa-induzierten Apoptoseweg unterdriicken und den NF-
kappaB-Signalweg aktivieren kann (163). Die Phosphorylierung von Myesin phosphatase target
subunit 1 (MYPT1) an der Phosphorylierungsstelle T696 verringert die Affinitdt zum Myesin
und lost dadurch eine Kontraktion aus (164).

In den Daten aus der EOL-1-Zelllinie waren 26 Phosphorylierungsstellen nach 2h
Imatinibinkubation {ibereinstimmend in den Experimenten hoch reguliert. Jedoch bildete sich
kein zusammenhdngendes Netzwerk aus. Wie auch schon bei dem Datensatz der
Kinaseextraktion, waren auch bei EOL-1 hoch regulierte Phosphorylierungsstellen
ausschliellich an Serin oder Threonin nicht jedoch mit Tyrosin zu beobachten. Das Protein
PDGFRa gehort zu den direkten Bindungspartnern von Imatinib. Dennoch war es in der Liste
der Proteine mit Phosphorylierungsstellen, die nach der Behandlung mit Imatinib hoch reguliert
wurden. Sowohl die Phosphorylierungsstellen Y742 die gehemmt vorlag, als auch das verstarkt
phosphorylierte S767 befinden sich in der Kinasedomane, jedoch ist nur die Stelle Y742 auch
mit einer regulatorischen Funktion beschrieben und reguliert die molekulare Assoziation von
Substratproteinen.

Ein deutlicher Unterschied zwischen den K562 und den EOL-1 Zellen lag vor allem in der Anzahl
der Phosphorylierungsstellen vor, die nach 24h reguliert vorlagen. Allein 1312
Phosphorylierungsstellen auf 800 verschiedenen Proteingruppen lagen in EOL-1 Zellen
dephosphoryliert vor. Davon bildeten 264 Proteine ein Netzwerk aus. Es gab 34
Phosphorylierungsstellen, die sowohl nach 2 h als auch nach 24 h dephosphoryliert waren.
Darunter waren auch die bereits diskutierten Phosphorylierungsstellen denen regulatorische
Funktionen zugewiesen wurden (EIF4EBP1 mit S65, LCP1 mit S5, PDCD4 mit S457, RPS6 mit
S§236, STMN1 mit S25). Diese Proteine erfuhren eine Hemmung die mit zunehmender
Imatinibinkubation stérker ausgeprdgt war, nach 24 h kaum eine Phosphorylierung mehr
quantifiziert werden konnte (Wert<0,1) und somit als komplett gehemmt angesehen werden
konnten. Die =zusitzlichen Phosphorylierungsstellen denen eine regulatorische Funktion
zugeschrieben wurde, kann man zu Signalwegen zusammenfassen.

Zum Einen war der Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Signalweg (MAPK-Signalweg) durch die
Imatinibbehandlung betroffen. Dieser Weg beeinflusst Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
Zellmigration. Dazu gehort z.B. Activating transcription factor 2 (ATF2, Jun-family members).

Hier wurde eine verminderte Phosphorylierung an T69 vermittelt durch die GTPase RalA
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beschrieben, dadurch wird die CRE-abhangige Transkription nicht aktiviert (165). Auch auf der
extracellular  signal-regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) fand eine Hemmung der
Phosphorylierungsstellen T202, Y204 und T187 statt. Diese Stellen sind wichtig fiir die
enzymatische Aktivierung dieser Kinasen. Des Weiteren wurde das Leukemia-associated
Phosphoprotein p18 (STMN1) durch Imatinib beeinflusst. Es gilt als Onkoprotein, interagiert mit
Tubulin und reguliert die Dynamik der Mikrotubuli abhdngig vom Phosphorylierungszustand.
Wahrend der Mitose wird das Protein uwa. an S16 und S25 durch Cyclin-abhangige
Proteinkinasen phosphoryliert und inaktiviert so das Protein (162). Die MAP-Kinase p38 alpha
(MAPK14) wurde an der Stelle Y182 gehemmt. Durch die Phosphorylierung der anti-
apoptotischen (Bcl-2, Bcl-x;) und pro-apoptotischen (Bad, Bimgy) Proteine, werden deren
Funktionen reguliert (166). Die Proteinkinase PAK1, welche die Zellmigration und -
morphologie reguliert, wurde an S174 dephosphoryliert. Sie reguliert die Zellmigration und -
morphologie. Liegt sie phosphoryliert an S174 vor, férdert dies den Mitoseverlauf (167).

Das heat shock 27kD protein 1 (HSP27) wird von den MAPK-activated Proteinkinase (MAPKAP) 2
und 3 phosphoryliert. Dadurch bildet sich ein HSP27 Dimer und das Protein kann seine
Chaperonfunktion nicht mehr ausfithren. In unserem Datensatz wurde HSP27 an S82
dephosphoryliert quantifiziert, wodurch das Protein nicht mehr in der Lage ist zu
oligomerisieren (163). Zudem war die Ser/Thr Kinase Rafl, welche die erste Kinase im ERK
MAP Kinaseweg ist, an S296 dephosphoryliert.

Ein weiterer Signalweg der stark durch Imatinib beeinflusst wurde, ist die mTOR-Signalkaskade.
Dariiber wird insbesondere die Proteinbiosynthese reguliert. Haufig sind Proteine aus diesem
Signalweg in verschiedenen Krebsarten abnorm aktiviert (168). Zu diesem Signalweg gehort
das Tuberin Suppressorprotein (TSC2). Es war nach Imatinib nicht mehr an S1799
phosphoryliert, was laut Literatur, zu einer geringeren mTOR Aktivitét fiithren sollte (136). Das
ebenfalls durch Imatinib gehemmte phospho-S422 auf dem eukaryotischen Translation-
Initiationsfaktor 4B (elF4B) liegt in der RNA-Bindungsregion, die die elF4A Helikase-Aktivitét
unterstiitzt. Es wurde festgestellt, dass S422 Phosphorylierung sensitiv auf Inhibitoren fiir

Phosphoinositide-3-Kinase reagiert (169). IFNy induzierte in dieser Studie dann nicht mehr die

Phosphorylierung von elF4E-Bindingsprotein 1 ( ein Repressor der mRNA
Translation. Die in dieser Arbeit beobachtete Dephosphorylierung an S65 aktiviert

kann dadurch nicht von dem eukaryotische Initiationsfaktor-4E (elF4E) Komplex
dissoziieren (170).
Am ribosomalen S6 Protein war nach Imatinib kaum noch eine Phosphorylierung an S236,
welche durch die ribosomale S6 Kinase ausgefiihrt wird, detektierbar. Diese ist wichtig fir die

Anlagerung an das 7-Methylguanosin-Cap bei der Initiation der Translation (136). Die AGC-
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Kinase RSK2 wird von ERK1/2 phosphoryliert. Da aber die Phosphorylierung an S369 ebenfalls
gehemmt vorlag, war die Kinase inaktiv, was konsistent mit dem Imatinib Effekt auf das
ribosomale S6 Protein war (171). Zudem lag eine weitere AGC-Kinase, PDK1, die aufgrund der
fehlende Autophosphorylierung an der Stelle S241 in Imatinib-behandelten Zellen inaktiv vor
(172).

Zum Zellzyklus gehoren Ereignisse wie DNA-Replikation, Mitose und Zellzykluskontrollen die
u.a. von Cyclin-abhéngigen Kinasen reguliert werden. Das Retinoblastoma Protein 1 (RB1) hat
als Tumorsuppressor die Funktion, unkontrolliertes Zellwachstum zu unterdriicken und
reguliert die Zellproliferation iliber seinen Einfluss auf den G1-Kontrollpunkt. Durch die
gehemmte Phosphorylierung nach Imatinib an T826, welche durch Cyclin-abhdngige
Proteinkinasen erfolgt, die Bindung der C-terminalen Domine mit der Pocket-Domaine
unterbunden (135). Dadurch werden Interaktionen mit Proteinen stabilisiert (173).

Das Retinoblastoma-related Protein 2 (Rb-like 2) reguliert den Eintritt in die Zellteilung und die
Dephosphorylierung an S413 und S417, die nach Imatinibbehandlung beobachtet wurde, wiirde
dem entgegenwirken (174). Fur den Cyclin-abhdngige Kinaseinhibitor 1B (CDKN1B), dessen
Phosphorylierung sich nach Imatinib an S10 reduzierte, wurde im Kontext der Oncostatin M-
Signaltransduktion gezeigt, dass diese MAP Kinase-abhiangig erfolgt und sowohl die Zell-Zell
Adhasion als auch den Zellzyklus reguliert (175).

Zudem wurden eine Reihe weiterer funktioneller Phosphorylierungsstellen nach
Imatinibbehandlung gehemmt, u.a. an den Proteinen NF-kB, Filamin sowie dem Mini-
chromosome maintenance Protein (MCM2) (176-177).

Hoch reguliert nach 24 h Imatinibbehandlung waren 285 Phosphorylierungsstellen auf 122
Proteinen, davon bildeten 55 Proteine ein Netzwerk aus. Hierbei war insbesondere
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (HNRNPK) interessant, dessen Phosphorylierung an
S216 zunahm, eine Modifikation, welche dieses Protein aktiviert und seine Bindung an pra-
mRNA fordert (178). Zudem wurde ribosomales Protein S3 (RPS3) nach Imatinibbehandlung an
T221 phosphoryliert, einer Stelle, fiir die PKCd-abhdngige Phosphorylierung als Antwort auf
DNA-Schadigungen gezeigt wurde und welche die Ribosomlokalisation und die Funktion des

RPS3 kontrolliert (179).

5.2.3. Vergleich der Ergebnisse aus EOL-1 mit K562 Zellen
In der vorliegenden Arbeit sollten insbesondere Proteine identifiziert werden, die Mediatoren in
den von BCR-ABL bzw. FIP1L1-PDGFRa ausgehenden Signalkaskaden sind, aber als direkte
Bindungsproteine von Imatinib ausgeschlossen werden kénnen. Charakterisiert wird diese

Bedingung dadurch, dass auf Proteinebene keine Kompetition der Bindung an immobilisierten
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Kinaseinhibitoren nachweisbar ist, wohl aber Phosphorylierungsstellen gehemmt werden. Fiir
neue Inhibitoren zur Therapie von Leukdmien ware es wiinschenswert, dass ihre Zielproteine
tibergreifend in unterschiedlichen Leukdmie-Zelllinien pathophysiologische Relevanz besitzen.
Die Phosphorylierungsstellen, die in beiden Zelllinien nach 2h Imatinibbehandlung
libereinstimmend gehemmt worden waren, waren zum einen S5 auf dem Protein lymphocyte
cytosolic protein 1 (LCP1). Das Protein bindet Aktin und ist in der Aktivierung von T-Zellen als
Antwort auf die Costimulierung durch TCR/CD3 und CD2 oder CD28 involviert. Die
Phosphorylierungsstelle S5 ist unter anderem fiir die Regulierung der Zelladhdsion, der
zytoskeletalen Reorganisation, molekularen Assoziation und der intrazelluldren Lokalisation
zustandig. Die zweite Phosphorylierungsstelle, die libereinstimmend reguliert wurde, betraf das
ribosomale Protein Sé6. Fiir dieses Protein wird vermutet, dass seine Phosphorylierung in der
Regulation des Zellwachstums und der Proliferation eine Rolle spielt, indem dadurch die
Translation selektiver mRNA-Klassen kontrolliert wird. Auflerdem ist es Teil des mTOR-
Signalweges.

Nach 24h Imatinibbehandlung war die Ubereinstimmung bei den gleich regulierten
Phosphorylierungsstellen deutlich grofier. Insgesamt 20 Phosphorylierungsstellen wurden
sowohl in den K562 als auch in den EOL-1-Zellen dephosphoryliert (AHNAK S135, AKT1S1
T266, AMPD2 S168, CD3EAP S130, DEF6 S590, EIF4G1 S1232, EVI2ZB S268, FUNDC2 S180, JUNB
S259, KIF21B S1167, LARP7 S307, LCP1 S5, LSM14A S178, MYB S653, MYC S359, PCM1 S93,
PPP1R12A S507, RPS6 S236, RPS6KA3 S369, RPS6KA3 T365). Auch nach 24h lag die
Phosphorylierungsstelle S236 auf dem Protein RPS6 in beiden Zelllinien dephosphoryliert vor.
Obwohl dieses Protein selbst kein geeignetes Target fiir die Entwicklung niedermolekularer
Therapeutika darstellt, so konnte dies auf die RPS6 Kinase zutreffen. In Folgeexperimenten
miisste nun getestet werden, ob die spezifische Inhibierung der verantwortlichen
Proteinkinasen auf die Uberlebensfihigkeit der Leukidmiezellen Einfluss hat. Interessanterweise
wurde auch die potentielle RPS6 Kinase RPS6KA3 mit einer sensitiven Phosphorylierungsstelle
S369 nach 24 h Imatinibbehandlung, gefunden (S369). Auffillig ist, dass beide Proteine Teil des
mTOR-Signalweges sind, der in vielen Krebsarten unphysiologisch aktiv ist. Dieser Signalweg
erscheint daher fiir therapeutisches Eingreifen geeignet, weil bereits erfolgreich Medikamente
entwickelt wurden, die ihn hemmen. Zu diesen Inhibitoren gehort z.B. Temsirolimus (Torisel),
das als Inhibitor von mTOR Verwendung findet und bei der Behandlung von
Nierenzellkarzinomen eingesetzt wird (180).

Somit erscheint der mTor Signaliibertragungsweg als interessanter Kandidat fiir das
therapeutische Eingreifen mi niedermolekularen Inhibitoren. In nachfolgenden Versuchen
miisste nun gekldrt werden, ob durch das Ausschalten von Proteinen wie mTor oder RPS6KA3

ein letaler Effekt in Leukdmiezellen nachweisbar ist, insbesondere auch wenn die primaren
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Onkoproteine infolge von Mutationen Inhibitor-resistent geworden sind. Auf dieser Basis

konnte die Entwicklung neuer, zielgerichteter Inhibitoren in Angriff genommen werden.
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6. Zusammenfassung

Im ersten Teil der Arbeit wurden Zielproteine fiir den niedermolekularen Proteinkinasenhibitor
Imatinib in Leukdmiezellen identifiziert. Dafiir wurden immobilisierte Kinaseinhibitoren
verwendet, um iiber Affinitdtsresins Kinasen anzureichern und ihre Bindungseigenschaften
sowie ihre zellulire Phosphorylierungszustinde nach Imatinibbehandlung analysieren zu
konnen.. In Kombination mit hochauflésender, quantitativer Massenspektrometrie wurde so der
Effekt von Imatinib in den Leukdmiezelllininen EOL-1 und K562 untersuchet. Dabei wurden
bereits bekannte wie auch neue zellulire Bindungsproteine von Imatinib identifiziert, sowie
beschrieben wie auch neue mogliche Mediatoren in den Signalkaskaden, welche von den
onkogenen Fusionsproteinen BCR-ABL und von FIP1L1-PDGFRa ausgehen. Dabei wurden etwa
20 Imatinib-sensitive Phosphorylierungsstellen in den EOL-1-Zellen und 80 Imatinib-sensitive
Phosphorylierungsstellen in den K562-Zellen identifiziert. Aus den Analysen und durch den
Abgleich mit Resistenzanalysen in murinen Zellen wurden Kinasen identifiziert, die als mogliche
alternative Zielproteine fiir therapeutische Anséatze in Frage kommen konnten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde auf eine Kinaseanreichung verzichtet, um auch mégliche
Kinasesubstrate nach Imatinibbehandlung untersuchen zu koénnen. Diese ebenfalls
quantitativen phosphproteomische Analysen wurden ebenfalls in den Leukdmiezelllinien EOL-1
und K562 durchgefithrt, um gesamtzellulare Verdnderungen nach einer Kurzzeit- und
Langzeitinkubation des Inhibitors beobachten zu konnen. Dabei wurden in den K562-Zellen 111
Imatinib-sensitive Phosphorylierungsstellen und in den EOL-1 iiber 1300 Imatinib-sensitive
Phosphorylierungsstellen quantifiziert. Bei der Suche nach den Gemeinsamkeiten in den
regulierten Proteinen konnte man in beiden Zelllinien 20 iibereinstimmende dephosphorylierte
Stellen identifizieren. Besonders vielversprechend fiir einen Ansatz zur therapeutischen

Forschung erschienen hier regulierten Proteine aus dem mTor-Signalweg.
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Abkiirzungen

Einheiten wurden nach dem internationalen SI-System abgekiirzt. Fiir Aminosduren wurde der
Einbuchstabencode verwendet. Englische Ausdriicke sind kursiv gedruckt. Fiir Gennamen
wurden die Symbole nach dem HUGO Gene Nomenclature Committee verwendet

AK
ATCC

ATP
BSA
°C
cDNA
CML
CST
DMSO
DNA
dNTPs
DSMZ

DTT
ECL
EDTA
EGTA
tetraacetatsaure
EtOH
FACS
sorting)
FCS
FDR

h
HEPES
Saure
IAA
IMAC
IP

IPI

KCl1
kDa

u

|

LC

m

M

min
MS
MS/MS
NaCl
PAGE

Antikorper

American Type Culture Collection (amerikanische

Artenkultursammlung) Manassas, USA
Adenosintriphosphat

Rinderserum Albumin

Grad Celsius

Komplementiare DNA

chronische myeloische Leukdmie

Cell Signaling Technology
Dimethylformamide

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuleosidtriphosphoate

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
Zellkultur GmbH, Braunschweig, Deutschland
Dithiothreitol

Enhanced Chemilumineszenz
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglykol-bis(2-aminoethyl)-N,N,N‘,N‘-

Ethanol
Durchflusszytometrie (Fluorescence-activated

fotales Kalberserum
False discovery rate
Stunde

N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N‘-2-Ethansulfonische

Iodoacetamid

Immobilized metal affinity chromatography
Immunoprézipitation
International Protein Index
Kaliumchlorid

Kilodalton

Micro

Liter

Fliissigchromatographie

Milli

Molar

Minute

MassENspektrometrie

tandem MS

Natriumchlorid
Polyacrylamidgelelektrophorese
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8. Anhang

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PBS Phosphat-gepufterte Saline

PDGFR Platelet-derived growth factor receptor
PI Propidiumjodid

PMSF Phenylmethanesulfonylfluorid

PK Proteinkinase

PKC?8 Proteinkinase C 6

pS Phosphoserin

pT Phosphothreonin

PTM Posttranslationale Modifikation

pY Phosphotyrosin

rpm Rotationen pro Minute

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptortyrosin-Kinase

RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR

SC Santa Cruz Biotechnology, Inc

SCX Strong cation exchange (SCX) chromatography
SDS Natriumdodecylsulfat

SH2 Src homology domain 2

siRNA Short interfering RNA

SILAC Stabile Isotopenmarkierung durch Aminosduren in der
Zellkultur

Src Homolog zu v-src (sarcoma viral Onkogen)
StageTips Stop and go Extraktion Tips

TiO, Titanium dioxid

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TZL Totalzelllysat

UBI United Biomedical, Inc

A" Volt

vol/vol Volumen/Volumen

Vol Volumen

wt/wt weight/weight (Gewicht/Gewicht)
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