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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Die 1(9;22) (q34;922) — Translokation mit dem daraus resultierenden Philadelphia- (Ph)
Chromosom und der Expression der konstitutiv-aktiven p210°°**®-_Tyrosinkinase ist fiir
die Entwicklung der Chronischen Myeloischen Leukamie (CML) ausschlaggebend.

Das p210®°"**B-_Onkoprotein aktiviert eine Vielzahl intrazellularer Signalkaskaden, die mit
Zytokin-induzierten Signalwegen (RAS/RAF/ERK, PI3K/Akt, JAK2/STAT5) Uberlappen
kdnnen. Die spezifische Inhibition der p210°°**B-_Tyrosinkinaseaktivitat durch selektive
Inhibitoren, wie z.B. Imatinib mesylate, stellt die gegenwartige Erstlinientherapie der CML
dar. Resistenzentwicklung und die Notwendigkeit einer lebenslangen Medikation limitieren
jedoch den therapeutischen Wert aktueller Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI). Die Identifizie-
rung und gezielte Modulation potenzieller Zielstrukturen von p2105°F*B- kénnte neue
Therapiemdglichkeiten eréffnen. Dabei reprasentiert die Familie der STAT-Molekdle eine
sehr interessante Klasse von Zielproteinen, wobei die Abhangigkeit von STAT5 in der
p210%°"*"BL_yermittelten Tumorgenese bereits gezeigt werden konnte. Darauf aufbauend
wurde in dieser Arbeit ein differentieller Einfluss von p2105°F48 auf beide STAT5-Isofor-
men, STAT5A und STATSB, vertiefend untersucht.

Unter Zuhilfenahme eines konditionell p210%°"E-_induzierbaren, lymphatischen Zellkul-
tursystems (TonB = Tet on Ba/F3-p2105°F*BL) konnten Zytokin- und Onkoprotein-abhang-
ige Effekte im gleichen genetischen Hintergrund untersucht werden.

Eine differentielle Analyse von STAT5A und STAT5B bei der Proliferation und dem Uber-
leben von TonB-Zellen zeigte im Hintergrund einer Isoform-spezifischen RNA-Interferenz
(RNAI) einen redundanten Phanotyp fir beide STAT5-Isoformen unter Zytokin-vermittelter
Proliferation, wahrend vor allem das Vorhandensein von STAT5B fir das Wachstum und
das Uberleben der Zellen in der Anwesenheit von BCR-ABL erforderlich ist.
Demgegeniiber weist lediglich STAT5A in der Anwesenheit von BCR-ABL eine verénderte
intrazellulare Lokalisation auf und wird an einem zusatzlichen Tyrosinrest (Tyr-683) phos-
phoryliert. Unter Verwendung von STAT5A-Tyrosinmutanten konnte gezeigt werden, dass
eine Phosphorylierung an Tyr-683 keinen Einfluss auf die intrazelluldre Lokalisation von
STAT5A in der Anwesenheit von BCR-ABL in TonB-Zellen austibt.

Aus diesem Grund wurden alternative Funktionen fiir die p210B8°R#8t

-abhangige Phos-
phorylierung in STAT5A untersucht. Wahrend ein spezifischer Einfluss auf die Prolifera-
tion, die Degradation und diverse post-translationale Modifikationen ausgeschlossen wer-
den kann, lieferten die Daten aus der STAT5A:STAT5B-Heterodimerisierung die vielver-
sprechendsten Ergebnisse in der funktionellen Charakterisierung der neu identifizierten

Phosphorylierungsstelle.

Schlagworte: Chronische Myeloische Leukamie, CML, BCR-ABL, STAT5, RNAI






SUMMARY

Summary

Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative disease characterized by accu-
mulation of neoplastic cells exhibiting the chromosomal translocation 1(9;22) (q34;922),
named the Philadelphia (Ph) chromosome. The respective oncogene encodes a 210 kDa
oncoprotein (p210%°FBY that displays constitutive tyrosine kinase activity. BCR-ABL
activates a number of target molecules, including RAS, PI3K and STAT5, which promote
growth, proliferation and survival of Ph+ cells. The activation of either Akt, a downstream
target of PI3K, RAS or STAT5 confers cytokine-independent survival to IL-3-dependent
Ba/F3 cells.

BCR-ABL tyrosine kinase inhibitors, e.g. imatinib mesylate, have successfully been intro-
duced in the treatment of CML. However, mutations in the catalytic domain of BCR-ABL
lead to imatinib resistance and the requirement of life-long drug-treatment for CML
patients underscore the importance of discovering novel BCR-ABL tragets in CML

The members of the STAT family represent an interesting class of p2105°F*" target
proteins. STATs are persistently tyrosine phosphorylated and activated in many growth
factor dysregulated cancers. In particular, STAT5 has been shown to be essential in
p2105°R*B._mediated tumorgenesis.

In this work, oncoprotein-dependent effects on the two highly conserved STAT5 isoforms,
STAT5A and STAT5B, were analyzed, using a tetracycline-inducible p210%°"*B-_expres-
sing lymphatic cell line (TonB=Tet on Ba/F3-p210B8CRABLWT),

Redundant and non-redundant phenotypes were observed in the background of a highly
isoform-selective and efficient endogenous RNAi-mediated STAT5A or STAT5B knock-
down. While a lack of either STAT5A or STAT5B in TonB cells is redundant, when cells
are cultured in the presence of IL-3, proliferation and survival of the cells in the presence
of BCR-ABL are strictly dependent on STAT5B.

Furthermore, in the presence of IL-3 or BCR-ABL, both STAT5 isoforms exhibit different
intracellular localization patterns. While STAT5B is constitutively localized in the nucleus,
STATS5A localized in the nucleus in the presence of IL-3, but exhibited a predominantly
diffuse localization upon BCR-ABL expression.

Moreover, only STAT5A is exclusively phosphorylated on an additional tyrosine residue
(Tyr-683) in the presence of BCR-ABL.

However, the altered intracellular localization of STAT5A in the presence of BCR-ABL was
not influenced by Tyr-683 phosphorylation. Therefore, other potential functions of p2108°™
ABL_induced STAT5A (Tyr-683) phosphorylation were analyzed. Using STAT5A tyrosine
mutants, we were able to demonstrate, that BCR-ABL-induced phosphorylation of Tyr-683

elicited no specific effect on cell proliferation, protein degradation or additional post-trans-



SUMMARY

lational modifications. Interestingly, an alteration in STAT5A:STATSB heterodimerization

was observed and, thus, represent the most likely function of the p2108°"*B-gpecific

STATS5A tyrosine phosphorylation.

Key words: chronic myeloid leukemia, CML, BCR-ABL, STAT5, RNAI
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EINLEITUNG

1. Einleitung
1.1 Chronische Myeloische Leukamie
1.1.1 Charakteristik der Chronischen Myeloischen Leukamie

Die Chronische Myeloische Leukamie (CML) stellt eine klonale, myeloproliferative Erkran-
kung dar und ist durch eine periphere Leukozytose, verbunden mit der Ausschwemmung
myeloischer Zellen aller Reifungsstadien aus dem Knochenmark in das periphere Blut und
einer gesteigerten Myelopoese im Knochenmark, gekennzeichnet [SAWYERS et al., 1999].
Ausgeldst wird die Erkrankung durch abnormal proliferierende, hamatopoetische Stamm-
und Vorlauferzellen (HSC), die auf Grund ihres Wachstumsverhaltens die Population von
normal proliferierenden HSCs nach und nach verdrangen.

Das Krankheitsbild der CML umfasst einen zwei- bis dreiphasigen Verlauf. Nach einer
mehrjéhrigen chronischen Phase wird die finale Blastenkrise entweder direkt oder Uber
eine Akzelerationsphase eingeleitet. Wé&hrend der chronischen Phase bleiben Gber 50%
der Patienten beschwerdefrei und die Erkrankung wird meist bei Routineuntersuchungen
diagnostiziert. Typisches Kennzeichen fir eine CML in der chronischen Phase ist die 10-
bis 100-fach erhdhte Anzahl an Granulozyten im peripheren Blut, Splenomegalie und ein
hyperzellulares Knochenmark. In der Akzelerationsphase und der Blastenkrise erhdht sich
die Anzahl an unreifen Vorstufen (Blasten) im peripheren Blut und im Knochenmark
signifikant. Ferner treten in der Blastenkrise weitere Komplikationen wie Blutungen und
Infektionen auf. In diesem Stadium gleicht die CML klinisch einer Akuten Myeloischen
Leukédmie (AML) mit schnellem Voranschreiten der Erkrankung und schlechten Therapie-
aussichten [SOKAL et al., 1988]. Bis zum Einsatz von Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) betrug
das mediane Uberleben nach Diagnostizierung der CML 4 — 6 Jahre, bei Patienten in der
Blastenkrise 3 — 9 Monate [PASTERNAK et al., 1998; SACCHI et al., 1999, SAWYERS et al.,
2002]

1.1.2 Zytogenetische und molekulare Grundlagen der CML

Die CML stellt die erste neoplastische Erkrankung dar, die mit einer zytogenetischen
Abnormalitat in Verbindung gebracht werden konnte. Erstmals wurde 1960 durch NOWELL
und HUNGERFORD in leukdmischen Zellen eine spezifische chromosomale Veranderung
beschrieben, die gemaB dem Ort ihrer Entdeckung als ,Philadelphia-Chromosom (Ph)*
bezeichnet und spater als verkiirztes Chromosom 22 identifiziert werden konnte. Uber
chromosomale Anfarbetechniken konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem Ph-Chro-
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mosom um das Resultat einer reziproken Translokation zwischen den langen Armen der
Chromosomen 9 und 22, 1(9;22) (q34;q11), handelt [ROWLEY et al., 1973]. Durch die
Translokation wird ein GroBteil des c-ABL-Gens (Abelson), das eine Tyrosinkinase
kodiert, mit einem Teil des BCR-Gens (breakpoint cluster region) miteinander verknUpft.
Das daraus resultierende Fusionsgen, BCR-ABL, kodiert fir ein 210-kDa groBes Protein
mit konstitutiver Tyrosinkinaseaktivitat und zytoplasmatischer Lokalisation [SHTIVELMAN et
al., 1985; LUGO et al., 1990].

Bis heute konnte an unterschiedlichen biologischen Modellsystemen gezeigt werden,
dass fiir die Entstehung und die Pathogenese der CML, das p2105°"*8--Onkoprotein
notwendig und hinreichend ist. Die ektopische Expression von BCR-ABL in priméaren
Knochenmarkszellen und etablierten hdmatopoetischen Zelllinien vermittelt das Zytokin-
unabhangige Wachstum und Uberleben dieser Zellen in-vitro, unter gleichzeitiger Reduk-
tion der Zelladhasion gegenlber Fibronektin [REN et al., 2002; RAMARAJ et al., 2004;
ZHAO et al., 2001]. Ferner l6st die Expression des Onkoproteins in murinen Knochen-
markszellen sowohl myeloproliferative, CML-ahnliche als auch lymphoproliferative, ALL-
ahnliche Erkrankungen aus [DALEY et al., 1990; KELLIHER et al., 1990; ELEFANTY et al.,
1990; VONCKEN et al., 1995; HUETTNER et al., 2000].

Der Ubergang von der chronischen Phase der CML in die Akzelerationsphase oder
Blastenkrise ist haufig durch die Akkumulation weiterer zytogenetischer und molekularer
Aberrationen gekennzeichnet [FADERL et al., 1999]. Bei einigen Patienten in der Blasten-
krise konnten verstarkt Mutationen in den Genen von p53, RB und p16™“* detektiert
werden. Eine CML-typische, genomische Instabilitdt kénnte zudem die Entstehung wei-
terer genomischer Aberrationen oder Fusionsproteine mit onkogenem Charakter begiln-
stigen. Vor diesem Hintergrund kénnten kooperativ wirkende Onkogene die Proliferations-
fahigkeit von CML-Blasten und die Progression der Erkrankung positiv beeinflussen
[CUENCO et al., 2001].

1.1.3 Das p2105°"-*BL..Onkoprotein

Die Tyrosinkinaseaktivitdt von c-ABL ist fiir die p2108%°R#8t

-vermittelte Leukdmogenese
notwendig und hinreichend, da bei der Expression eines katalytisch inaktiven Onko-
proteins in der Maus keine myeloproliferativen Erkrankungen mehr induziert werden
kénnen [ZHANG und REN, 1998].

Das onkogene Potenzial von BCR-ABL ist aber nicht ausschlieBlich auf die Tyrosinkinase-
aktivitat von c-ABL beschrankt, denn BCR-ABL verfligt Uber eine Vielzahl an Domanen
und Strukturmotiven, die es dem Protein ermdglichen, mit intrazelluldren Signaltransduk-

tionswegen zu interagieren (Abbildung 1.1).
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Eine N-terminal lokalisierte coiled-coil (CC) Oligomerisierungsdomane im BCR-Teil des
Onkoproteins begiinstigt die Dimerisierung und Tetramerisierung von p2108°"*8-Mole-
kilen sowie die gegenseitige Autophosphorylierung von Tyrosinresten. Diese beeinflus-
sen entweder die Aktivitat der ABL-Tyrosinkinase oder dienen als potentielle Erkennungs-
stellen fUr Proteine mit SH2-Domanen (Src-homology 2) [PENDERGAST et al., 1993].

Ein weiteres Strukturmotiv in der BCR-Region von BCR-ABL stellt die GRB2 (growth
factor receptor-bound protein 2) Bindungsstelle dar. GRB2 prasentiert Anlagerungsmaog-
lichkeiten fir SOS (son of sevenless), den Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor von RAS,
und GAB2 (GRB2-associated binding protein 2). Die Ausbildung eines Signalkomplexes
bestehend aus BCR-ABL, GRB2, SOS und GAB2 ist abhangig von einer Phosphory-
lierung im BCR-Teil am Tyrosinrest-177. Die zwingende Notwendigkeit der Tyrosin-177

Phosphorylierungsstelle fiir die Entstehung p2108°RA8

-induzierter, myeloproliferativer Er-
krankungen konnte im Mausexperiment unter Expression einer BCR-ABL-Y177F-Mutante
gezeigt werden [PUIL et al., 1994; SATTLER et al., 2002].

Im ABL-Teil von BCR-ABL befinden sich zudem eine Tyrosinphosphorylierungsstelle
(Y1294) und eine SH2-Domane, die in der Lage sind, RAS kooperativ zu aktivieren [GOGA
et al., 1995]. Mutationen in der SH2-Doméane von ABL oder die Expression einer BCR-
ABL-Y1294F-Mutante reduzieren signifikant die Fahigkeit des Onkogens zur Ausbildung
einer CML-ahnlichen, myeloproliferativen Erkrankung in der Maus [ROUMIANTSEV et al.,
2001; ZHANG et al., 2001].

AuBerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass unterschiedliche Strukturmotive und
Doméanen in BCR-ABL Uberlappende Funktionen austben. So fihrt die simultane Deletion
der SH2- und SH3-Doméanen im ABL-Teil des Onkoproteins im Vergleich zu den Einzel-
mutationen zu deutlich starkeren Defekten bei der Induktion von Leukamien in der Maus

[NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 1999].

1.1.4 Die p2108°"*-4BLyermittelte Signaltransduktion

Bis heute konnten zahlreiche Proteine identifiziert werden, die lber verschiedene funk-
tionale Domanen oder Strukturmotive mit BCR-ABL interagieren oder durch das Onko-
protein aktivierend phosphoryliert werden.

0BCRABL_yermittelte Transformation mit der direkten oder indirekten

So korreliert die p21
Aktivierung unterschiedlichster Signalmolekile, wie z.B. SHC [PulL et al., 1994], GRB2
[PENDERGAST et al., 1993; PuIlL et al., 1994], CRKL [TEN HOEVE et al., 1994], BAD
[NESHAT et al., 2000], RAS [CORTEZ et al., 1996; MANDANAS et al., 1993; PENDERGAST et
al., 1993; SKORSKI et al., 1994], p85 [SKORSKI et al., 1995 und 1997; GESBERT et al.,
2000], RAF-1 [SKORsKI et al., 1995; OKUDA et al., 1994], NFkB [REUTHER et al., 1998],

MYC [CLEVELAND et al., 1989; SAWYERS et al., 1992], JAK2 [WILSON-RAWLS et al., 1996],
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c-JUN [RAITANO et al., 1995] und STATS5 [ILARIA und VAN ETTEN et al., 1996, CARLESSO et
al., 1996; SHUAI et al., 1996].

Nach deren Aktivierung stimulieren diese Proteine eine Fulle an intrazellularen Signal-
kaskaden, wie z.B. PIBK/AKT, JNK, SRC, RAS/MAPK sowie Protein- und Lipidphosphata-
sen und deren stromabwarts gelegene Zielproteine oder beeinflussen im Falle von aktiv-
ierten Transkriptionsfaktoren, wie z.B. STATs, MYC und NFkB, die Genexpression. Durch
die Stimulation dieser Signalwege ist das Onkoprotein in der Lage, die Proliferation von
h&amatopoetischen Zellen zu gewahrleisten (Abbildung 1.1).

Y-177 BCR ABL Y-1294

[CC S/T-Kinase | DH-Domane || PH ;SH3 SH2 Y-Kinase I DBD ABDm
GRB2

S0S GAB2 HCK
1 fo— [l

[RAs|———{Pisk/aKT w2 Paxillin

v v v LS 2

Proliferation Uberleben Genexpression Migration/
Zelladhésion

Abb. 1.1: Doménenstruktur und Signaltransduktion von BCR-ABL. Das Onkoprotein verfiigt
Uber eine Vielzahl an Doméanen und Strukturmotiven, die es dem Molekil erlauben mit zahlreichen
Signaltransduktionskaskaden zu interferieren. Eine durch die CC-Doméne vermittelte Dimerisie-
rung oder Tetramerisierung von BCR-ABL-Molekllen erméglicht die gegenseitige Autophosphory-
lierung an Tyrosinresten. Die Phosphorylierung des Tyrosinrests Y177 schafft eine hoch-affine Bin-
dungsstelle fir das Adaptorprotein GRB2. GRB2 rekrutiert liber seine SH3-Domanen die Proteine
SOS und GAB2, die stromabwérts den RAS/MAPK- und den PI3K/AKT-Signaltransduktionsweg
aktivieren. Beide Signalwege stimulieren die Proliferation und das Uberleben von p210%°**®-_posi-
tiven Zellen. BCR-ABL kann STATS auf direktem Weg phosphorylieren. Dieser Vorgang ist abhan-
gig von intakten SH2- und SH3-Doméanen in BCR-ABL. Zuséatzlich ist eine indirekte Aktivierung von
STATS5 durch Janus-Kinasen oder Vertreter der SRC-Kinasen (HCK, LYN) méglich. Ein weiteres
Substrat von BCR-ABL stellt das Adaptorprotein CRKL dar. In anti-CRKL Immunoprézipitaten von
CML-Patienten konnte neben BCR-ABL und v-ABL zusétzlich das Fokaladhasionsprotein Paxillin
detektiert werden. Ein BCR-ABL/CRKL/Paxillin-Komplex stellt die Verbindung mit dem Zelladha-
sions- und Zellmigrationsapparat einer Zelle her. Zusatzlich ist BCR-ABL in der Lage Uber seine
Aktinbindedoméne an Aktin zu binden. Die intrazelluldre Lokalisation des Proteins wird durch drei
NLS-Sequenzen (nuclear localization sequence) und eine NES-Sequenz (nuclear export sequen-
ce) im ABL-Teil des Onkoproteins beeinflusst. Vier prolinreiche SH3-Bindungsstellen im ABL-Teil
des Onkoproteins schaffen potentielle Anlagerungsstellen fir Proteine mit SH3-Doméanen.
Abkilrzungen: CC = Coiled-Coil Doméane, S/T-Kinase = Serin/Threonin-Kinasedoméne, DH-Domé&-
ne = DBL/CDC24-Guaninnukleotidaustauschfaktor-Homologiedoméane, PH3 = Pleckstrin Homolo-
giedoméne, SH2 = SRC-Homologiedoméane 2, SH3 = SRC-Homologiedoméne 3, Y-Kinase = Tyro-
sinkinasedoméane, DBD = DNA-Bindungsdoméane, ABD = Aktinbindungsdoméne

8
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BCR-ABL rekrutiert das Adaptorprotein GAB2 unter Mitwirkung von GRB2 und einer
Phosphorylierung an Tyr-177. GAB2 enthélt wichtige Bindungsstellen fur die SH2-Do-
manen von p85, der kleinen Untereinheit der PISK, und SHP2. Beide Proteine kénnten fiir
die p210%°"*E-induzierte Leukdmogenese von groBer Wichtigkeit sein, da eine Aktivier-
ung des PI3K/AKT-Signalweges in zahlreichen humanen Tumoren beobachtet wurde
[VIvANCO und SAWYERS, 2002] und die Expression des Gens beglinstigende Mutationen
im SHP2-Genlokus (gain-of-function mutations) bei etwa 50% der Patienten mit Noonan
Syndrom nachgewiesen werden konnten [KOSAKI et al., 2002; TARTAGLIA et al., 2001 und
2003].

Neben BCR-ABL aktiviert auch SHP2 den RAS/ERK-Signalweg, einen Schllsselsignal-
weg, Uber den die meisten Rezeptortyrosinkinasen und Zytokinrezeptoren extrazellulare
Signale in die Zelle weiterleiten [HABIB et al., 2003]. Konstitutiv-aktive Varianten von RAS
konnten bei 20% — 30% aller Falle von AML, MPD und myelodysplastischen Syndrom
beobachtet werden [YUNIS et al., 1989]. Zuséatzlich begunstigt die Expression von onko-
genen RAS-Varianten (KRAS, NRAS) in der Maus die Entstehung myeloproliferativer
Erkrankungen [BRAUN et al., 2004; CHAN et al., 2004].

BCR-ABL ist ferner in der Lage, die DNA-Reparaturmechanismen in CML-Zellen zu inhi-
bieren. Das férdert die genomische Instabilitdt und macht die betroffenen Zellen anfélliger
gegeniiber der Akkumulation sekundarer, genetischer Abnormalitaten und den Ubergang
von der chronischen Phase der CML in die Blastenkrise [PENSERGA und SKORSKI, 2007].

115 Behandlungsstrategien bei CML

Konventionell wurde die CML vor 1980 mit Hydroxyharnstoff oder Busulfan behandelt.
Jedoch kdnnen diese Methoden keine Verbesserung der Prognose fir den CML-Patien-
ten herbeifiihren, denn beide Substanzen sind nicht in der Lage, die Progression der
Erkrankung zu verhindern [SAVONA und TALPAz, 2006]. Seit den friihen 1980er Jahren
wurde IFN-a (Interferon-alpha) zur Behandlung der CML eingesetzt. Interferon ist durch
seine immunomodulatorische Aktivitat in der Lage, bei 70% — 80% der behandelten CML-
Falle stabile hdmatologische Remissionen und bei 5% — 15% dauerhafte zytogenetische
Remissionen herbeizufihren [BONIFAzI et al., 2001].

Die bis heute einzige kurative Therapie bei CML stellt die allogene Stammzelltransplan-
tation (allo-SZT) dar. Allerdings ist diese Methode mit hohen Risiken fir den Stammzell-
empfanger verbunden, sodass die Vorteile und Risiken gut abgewogen werden missen
[HOCHHAUS et al., 2004; Saussele et al., 2010].

Mit wachsendem Verstandnis gegenlber der chemischen und physiologischen Natur von
BCR-ABL, konnten in den letzten Jahren Wirkstoffe entwickelt werden, die eine spezi-
fische Inhibition der ABL-Tyrosinkinaseaktivitat herbeifihren. Diese selektiven Inhibitoren,
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allem voran Imatinib, stellen heute die Erstlinientherapie bei einer neu diagnostizierten

CML dar und haben die allo-SZT zunehmend an Bedeutung verlieren lassen.

1.1.6 Imatinib, Imatinib-Resistenz und therapeutische Alternativen
Imatinib mesylate (Glivec®, Novartis, Basel, Switzerland) reprasentiert einen spezifischen
Inhibitor der ABL-Tyrosinkinase. Neben c-ABL und seinem Derivat BCR-ABL inhibiert
Imatinib noch weitere Typ-lll Tyrosinkinasen, wie z.B. PDGF-R, c-KIT und ARG
[BUCHDUNGER et al., 2000]. Die kompetitive Bindung von Imatinib an die inaktive Konfor-
mation der Tyrosinkinase erfolgt im Bereich der ATP-Bindungstasche, wodurch die Auf-
nahme von ATP beeintrachtigt und die Tyrosinphosphorylierung von Zielproteinen der
p210%°"**BL_Signaltransduktionskaskade gehemmt wird [HOCHHAUS et al., 2004].

Im CML-Patienten vermittelt die Verabreichung von Imatinib die rasche Reduktion des
leukdmischen Zellklons, begleitet von einer Rekonstitution der normalen Hamatopoese
[GoLDMAN und MELO, 2003]. Nichtsdestotrotz muss auch nach dem Erreichen einer
kompletten, zytogenetischen Remission die Imatinib-Therapie unverandert fortgesetzt
werden, um die Tumorlast niedrig zu halten und einer Resistenzentwicklung entgegenzu-
wirken [HOCHHAUS et al., 2004].

Erworbene Resistenzen gegeniber Imatinib mesylate konnten mit einer genomischen
Amplifizierung und Uberexpression des Onkoproteins in Verbindung gebracht werden
[MAHON et al., 2000; VON BUBNOFF et al., 2003]. Viel haufiger (bei 50% der resistenten
Patienten) wird die Imatinib-Resistenz aber durch Mutationen in der p210°F*B"_Kinase-
domane (KD) verursacht. GORRE et al. konnten 2001 die erste p210B°"*8-.KD-Mutante
beschreiben, bei der ein Threoninrest an der Aminos&ureposition 315 von ABL durch
einen Isoleuzinrest (BCR-ABL-T315I) substituiert vorlag. Die aus dem GréBenunterschied
beider Aminosduren resultierende sterische Hinderung in der ATP-Bindungstasche von
BCR-ABL verhindert die Bindung und inhibitorische Wirkung von Imatinib. Bis heute konn-
ten Uber 30 weitere dieser p2108°"*B-_.KD-Mutanten identifiziert werden [CORBIN et al.,
2003; HOCHHAUS et al., 2002; SHAH et al., 2002].

Resistenzen gegenlber Imatinib mesylate machen eine stédndige Neu- und Weiterentwick-
lung von potenten p2105**B-_|nhibitoren erforderlich. In den letzten Jahren konnten da-
her neuartige ABL-Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten Generation, wie z.B. Dasatinib
(SPRYCEL®, Bristol-Myers Squibb, NY, USA) und Nilotinib (Tasigna®, Novartis, Basel,
Switzerland) entwickelt und vorklinisch getestet werden. Das dem Imatinib strukturell nicht
verwandte Dasatinib bindet mit einer 300-fach héheren Affinitat an die aktive, offene Kon-
formation der ABL-Kinasedoméne und ist gegen die meisten p210%°"**B-.KD-Mutanten ak-
tiv [SHAH et al., 2004; HURON et al., 2003; O’HARE et al., 2005]. Nilotinib stellt dagegen ein
Strukturderivat von Imatinib dar. Wie Imatinib bindet es an die inaktive, geschlossene
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Konformation von BCR-ABL, jedoch mit einer 25-fach héheren Affinitat. Nilotinib zeigt
ebenfalls bei den meisten p210%°"*B-.KD-Mutanten Wirkung [WEISBERG et al., 2005;
O’HARE et al., 2005]. Beide Inhibitoren sind jedoch gegeniber der BCR-ABL-T315I-
Mutante wirkungslos.

Eine kombinatorische Behandlung von Patienten mit verschiedenen Inhibitoren gegen
BCR-ABL und ausgewahlten, stromabwarts gelegenen Zielmolekllen des Onkoproteins
stellt einen weiteren interessanten Ansatz in der Uberwindung von erworbenen Wirkstoff-
resistenzen dar. Bei der Hemmung von RAF1, MEK1, PI3K/AKT, mTOR und CDKs konn-
ten synergetische und additive Effekte bei einer Inhibition der p2108°R*B-vermittelten
Transformation beobachtet werden [DEININGER et al., 2004]. Zusatzlich fuhrte eine kombi-
natorische Verabreichung von Nilotinib und Imatinib in préaklinischen Studien zu einer
gesteigerten Zytotoxizitat von p2108°"*B_positiven Zellen [WEISBERG et al., 2007].

1.2 Der Einfluss von STAT-Molekiilen in p2105¢**BL.yermit-

telter Leukamie

STAT-Proteine (signal transducer and activator of transcription) reprasentieren eine
einzigartige Familie von Transkriptionsfaktoren. Sie verbinden die Interaktionen von Zyto-
kinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren, gebunden an ihrem Zelloberflachenrezeptor
mit dem Transkriptom und gewahrleisten auf diese Weise die Proliferation, Differen-
zierung und das Uberleben der stimulierten Zellen. Die Mechanismen zur STAT-Aktivier-
ung sind gut erforscht und umfassen die rezeptorvermittelte Tyrosinphosphorylierung,
Dimerisierung, nukleare Translokation, Bindung an spezifische DNA-Erkennungssequen-
zen, Sequestrierung von Aktivatoren oder Repressoren und die transkriptionelle Induktion
oder Repression von STAT-Zielgenen. Konsequenterweise ist die Aktivitat von STAT-Pro-
teinen stringent reguliert und umfasst sowohl post-translationale Modifikationen als auch
proteolytische Prozessierung und Protein-Protein-Interaktionen mit negativ regulierenden
Proteinen [BRIERLEY und FISH, 2005].

1.2.1 Die STAT-Proteinfamilie

Die STAT-Proteinfamilie setzt sich aus 7 homologen Mitgliedern (STAT1, STAT2, STATS3,
STAT4, STAT5A, STAT5B und STAT6) zusammen [DARNELL, 1997], deren Gene auf den
Chromosomen 2, 12 und 17 arrangiert sind [IHLE, 2001]. Trotz funktioneller Unterschiede
zwischen den verschiedenen STAT-Molekilen weisen alle Mitglieder 6 hoch konservierte
Domanen mit spezifischen Funktionen auf [TAKEDA und AKIRA, 2000] (Abbildung 1.2).

Die N-terminale Doméne (ND) erstreckt sich tber die ersten 130 Aminosauren des STAT-
Proteins und ist hoch konserviert. Sie vermittelt Protein-Protein-Interaktionen und ist far
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die Tetramerisierung von STAT-Dimeren sowie die kooperative Bindung an niedrig-affine
Tandem-GAS-Elemente (gamma activated sequence) erforderlich [JOHN et al., 1999;
VINKEMEIER et al., 1998]. Ferner fordert die ND die Interaktion mit Mitgliedern der PIAS-
Familie und sie reguliert die intrazelluldre Lokalisation der STAT-Proteine [KISSELEVA et
al., 2002]

Die Coiled-Coil (CC) Doméane im Bereich zwischen den Aminosauren 135 und 315 des
STAT-Molekiils weist 4 flexible a-Helices auf und ist neben der Rezeptorbindung auch an
weiteren Protein-Protein-Interaktionen und der intrazellularen Lokalisation beteiligt [ZHANG
et al., 2000; SCHINDLER, 2002]

Die DNA-Bindungsdoméne (DBD) befindet sich C-terminal der CC-Doméane im Bereich
zwischen den Aminosauren 320 und 480 des STAT-Proteins. Die DBD weist eine hohe
strukturelle Ahnlichkeit gegeniiber den Bindungsdoménen von p53 und NFkB auf [CHEN
et al., 1998] und ist fir die spezifische DNA-Bindung erforderlich [HORVATH, 2000].

Die Linker-Domé&ne in STAT-Proteinen verbindet die DBD des Proteins mit der SH2-
Dimerisierungsdomane und befindet sich zwischen den Aminoséuren 480 und 580. Die
Linker-Doméne ist fur die korrekte Faltung der DBD verantwortlich und scheint zudem die
transkriptionelle Aktivitat des Proteins zu beeinflussen [YANG et al., 1999; CHEN et al.,
1998].

A& B AN 2
WV N A
RN L &
STAT5Aq -IE- DBD SH2 TAD
|
1 130 320 490 580 680 790

Abb. 1.2: Doméanenstruktur von STAT5A Wie alle Vertreter dieser Proteinfamilie verfliigt STAT5A
Uber 6 konservierte Doménen, welche die Dimerisierung, Tetramerisierung, DNA-Bindungsféhig-
keit, Genexpression und die intrazelluldre Lokalisation des Proteins maBgeblich beeinflussen. Die
Phosphorylierung eines kritischen Tyrosinrests (Y694) vermittelt die Dimerisierung und Aktivierung
des Transkriptionsfaktors, wahrend zuséatzliche Phosphorylierungen an Serinresten die transkrip-
tionelle Aktivitdt und Promotorspezifitit von STAT5A modulieren. Abklrzungen: ND = N-terminale
Domaéne, CC = Coiled-Coil Doméne, DBD = DNA-Bindungsdomane, LD = Linkerdoméne, SH2 =
SRC-Homologie 2-Doméne, TAD = Transaktivierungsdoméane

Die SH2-Domane in STAT-Proteinen stellt die am starksten konservierte Doméane dar. Sie
befindet sich zwischen den Aminos&duren 580 bis 700 und erflillt eine wichtige Funktion
bei der Erkennung spezifischer phospho-Tyrosin-Motive an aktivierten Rezeptorketten so-
wie der Homo- oder Heterodimerisierung von Tyrosin-phosphorylierten STAT-Molekilen

[BARAHMAND-POUR et al., 1998; GUPTA et al., 1996; SHUAI, 1999].
12
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Die C-terminale Transaktivierungsdoméane (TAD) ist unter den STAT-Molekilen kaum
konserviert. Sie variiert daher stark in ihrer LAnge und Aminosauresequenz. Die TAD stellt
die Verbindung zum Transkriptionsapparat her und weitere Phosphorylierungen an
konservierten Serinresten beeinflussen die transkriptionelle Aktivitdt der STAT-Proteine
zusatzlich [IMADA und LEONARD, 2000]. Diverse C-terminal verkirzte Isoformen von
STAT3, STAT4 und STAT5 konnten identifiziert werden [MORIGGL et al., 1996; AzAM et
al., 1997; MEYER et al., 1998]. Diese scheinen in der Zelle eine Funktion als dominant-
negative Regulatoren der Transkription wahrzunehmen [HENDRY und JOHN, 2004].

Neben den 6 konservierten Domé&nen besitzt jedes STAT-Molekul einen kritischen Tyro-
sinrest (STAT1: Tyr-701, STAT2: Tyr-690, STAT3: Tyr-705, STAT4: Tyr-696, STAT5A:
Tyr-694, STAT5B: Tyr-699 und STAT6: Tyr-641), der sich in unmittelbarer Nachbarschaft
zu der SH2-Domane befindet. Die Phosphorylierung dieses Tyrosinrests vermittelt die
Dimerisierung und die nukleare Lokalisation der STAT-Molekile [CHATTERJEE-KISHORE et
al., 2000; MEVYER et al., 2004]

1.2.2 Aktivierung von STAT-Proteinen und der JAK/STAT-Signalweg

Die Signaltransduktionswege, die zu aktivierten STAT-Proteinen fihren, wurden erstmals
bei Genexpressionsstudien mit Zytokin- oder Wachstumsfaktor-stimulierten Saugetierzel-
len entdeckt. Schnell stellte sich heraus, dass diese Signalwege hoch konserviert sind
und eine zentrale Rolle bei der Regulierung biologischer Prozesse, wie z.B. dem Zell-
wachstum, der Differenzierung, der Apoptose, bei der Immunantwort, an Entziindungs-
reaktionen, der Zelltransformation und der Tumorentwicklung, spielen [CALO et al., 20083;
WITTIG et al., 2005; VALENTINO et al., 2006].

Im Allgemeinen erfolgt die Aktivierung von STAT-Molekilen nach der Bindung von
Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Signalpeptiden an die extrazellularen Doméanen spezi-
fischer Zelloberflachenrezeptoren. Unabhangig davon kdnnen STAT-Molekiile auch von
Nicht-Rezeptortyrosinkinasen, wie z.B. SRC und ABL, aktivierend phosphoryliert werden
[WANG et al., 2000; CHATURVEDI et al., 1997].

Die Bindung eines Zytokins, wie z.B. Interferone oder Interleukine, an den entsprechen-
den Zytokinrezeptor vermittelt die Dimerisierung, seltener die Oligomerisierung, von Re-
zeptorketten. Da diese in der Regel nicht Uber eine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat
verflgen, sind am zytoplasmatischen Teil des Rezeptors Mitglieder der Janus-Kinasen,
wie z.B. JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2, assoziiert. Die Janus-Kinasen reprasentieren eine
eigene Familie zytoplasmatisch lokalisierter Proteintyrosinkinasen (PTK) und wirken als
Intermediat bei der Aktivierung von STAT-Proteinen [IHLE et al., 1995 und 1996]. Die aus
der Rezeptorketten-Dimerisierung resultierende raumliche Nahe beglinstigt die gegensei-
tige Aktivierung der gebundenen Janus-Kinasen, die daraufhin Tyrosinreste der intrazel-

13



EINLEITUNG

lularen Rezeptorketten phosphorylieren und Anlagerungsstellen fir Proteine mit SH2-
Domanen schaffen.

Latent im Zytoplasma vorkommende STAT-Molekile sind Uber ihre SH2-Doméne in der
Lage, Tyrosin-phosphorylierte Rezeptorketten zu erkennen und daran zu binden. Durch
die unmittelbare Nachbarschaft zu rezeptorgebundenen PTKs werden STAT-Molekile an
den kritischen Tyrosinresten phosphoryliert und aktiviert.

Dieses Phosphorylierungsereignis induziert die Dissoziation vom Rezeptor und die rezi-
proke Homo- oder Heterodimerisierung zwischen den kritischen phospho-Tyrosinresten
und den SH2-Doménen zweier STAT-Molekille. STAT-Dimere lokalisieren in den Zellkern,
binden dort an spezifische Erkennungssequenzen in Promotoren von Zielgenen und
beeinflussen deren Transkription. Das volle transaktivatorische Potential von STAT-Prote-
inen wird durch die Interaktion mit weiteren transkriptionellen Aktivatoren, Histon-Azety-
lasen oder Histon-Deazetylasen, im Falle einer transkriptionellen Repression, mit der
TAD-Doméne der STAT-Molekile vermittelt [SEIDEL et al., 1995; PAULSON et al., 1999;
SHUAI et al., 2005] (Abbildung 1.3).

Im Gegensatz zur Signaltransduktion von Zytokinrezeptoren verfliigen Wachstumsfaktor-
rezeptoren, wie z.B. EGF-R (epidermal growth factor-receptor) oder PDGF-R (platelet
derived growth factor-receptor) Uber eine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat. Diese befa-
higt den Rezeptor zur direkten Aktivierung von STAT-Proteinen.

1.2.3 Negative Regulation von STAT-Proteinen

Die Aktivierung kritischer Signaltransduktionwege in einer Zelle ist beschrankt auf die
Dauer der Aktivitat und den Zelltyp. Um diese Spezifitat zu gewahrleisten, werden Prote-
ine oftmals negativ reguliert. Drei molekulare Mechanismen flur die negative Regulation
von STAT-Proteinen sind bekannt und bereits gut erforscht [CHEN et al., 2004] (Abbildung
1.3).

Im Allgemeinen werden Proteine durch einfache oder multiple Phosphorylierung an
Tyrosin,- Serin- oder Threoninresten im Molekil aktiviert. Phosphorylierungen stellen je-
doch reversible Verédnderungen am Protein dar und diese kénnen durch Phosphatasen
wieder entfernt werden. SHP1 und SHP2 (SH2-containing phosphatases) sind zwei Ver-
treter von Tyrosin-Phosphatasen. Uber ihre SH2-Domanen sind sie in der Lage, an
Tyrosin-phosphorylierte Rezeptorketten zu binden. Die rdumliche Néhe zu JAK- und
STAT-Molekilen induziert die Phosphataseaktivitat der gebunden SHP-Proteine, was die
Unterbrechung der JAK/STAT-Signaltransduktion zur Folge hat [VALENTINO, 2006].
PIAS-Proteine (protein inhibitor of activated STATSs) stellen eine weitere Klasse von
negativ STAT-regulierenden Molekilen dar. PIAS-Proteine interagieren direkt mit aktiven
STAT-Dimeren im Zellkern. Die daraus resultierenden Komplexe verhindern die Induktion
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der Transkription, entweder durch Rekrutierung transkriptioneller Repressoren oder durch
eine verminderte Fahigkeit des STAT-Dimers an spezifische DNA-Bereiche zu binden
[SHUAI et al., 2005].

Extrazellularer Raum

Zytoplasma

J

HCK

BCR-ABL

ABL

SRC

Zellkern

0.

= . B-Kasein, IL-2a-Rezeptor, CIS, OSM,
PIM-1, p21, ZyklinD1, BCL-X,, c-MYC

]
TTC NNN GAA STAT-Zielgene

Abb 1.3: Die Aktivierung und Inhibition der JAK/STAT-Signaltransduktion. Zytokine, Wachs-
tumsfaktoren und Hormone vermitteln die Rezeptordimerisierung und die Aktivierung von Janus-
Kinasen. Diese phosphorylieren Tyrosinreste der intrazelluldren Rezeptorkette und schaffen Anlag-
erungsmaoglichkeiten fiir Proteine mit SH2-Domanen. STAT-Molekile werden nach Bindung an den
Rezeptor von Janus-Kinasen aktivierend phosphoryliert, was die Homo- oder Heterodimerisierung
von STAT-Molekilen, die Translokation in den Zellkern und die Genexpression vermittelt. Unab-
héngig von extrazelluldren Stimuli kbnnen STAT-Proteine von Vertretern der SRC-Kinasen aktiviert
werden. Dabei kommt es zur simultanen Aktivierung von Serin-/Threoninkinasen, die STAT-Mole-
kiile an Serinresten phosphorylieren und das Transaktivierungspotenzial der STAT-Dimere weiter
modulieren. Mit TC45 konnte eine Phosphatase identifiziert werden, die STAT-Dimere spezifisch
im Zellkern deaktiviert. PIAS-Proteine verhindern durch ihre Interaktion mit STAT-Dimeren die
erfolgreiche Bindung an die DNA. Im Gegensatz dazu konkurrieren im Zytoplasma die Vertreter der
SOCS-Proteine (SOCS-2, SOCS-3 und CIS) um Rezeptorbindungsstellen oder flihren im Falle von
SOCS-1, aktivierte Janus-Kinasen durch Ubiquitinierung der proteasomalen Degradation zu. Zu-
satzlich kdnnen zytoplasmatische Phosphatasen aktivierte Janus-Kinasen und Rezeptorketten de-
phosphorylieren und auf diesem Weg die Signaltransduktion zum Erliegen bringen.

Die dritte Gruppe negativer STAT-Regulatoren stellen SOCS-Proteine (suppressors of
cytokine signaling) dar. Deren Expression ist STAT-abhangig, sodass bei anhaltender
JAK/STAT-Signaltransduktion die SOCS-Proteinspiegel in der Zelle kontinuierlich anstei-
gen. SOCS-Proteine inhibieren in einer negativen Rickkopplung die Zytokin-vermittelte
JAK/STAT-Signaltransduktion auf unterschiedlichen Ebenen. Neben der direkten Erken-
nung und Ubiquitinierung von Janus-Kinasen durch SOCS-1, bindet CIS direkt an phos-
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phorylierte Rezeptorketten und vermittelt auf diesem Weg die Maskierung von poten-
ziellen Bindungsstellen [ALEXANDER et al., 2004].

1.24 STAT-Proteine in der Tumorgenese

Die Aktivierung von STAT-Proteinen durch extrazellulare Signalmolekile stellt in normal
proliferierenden Zellen einen transienten und streng regulierten Prozess dar. In vielen
Primartumoren und daraus abgeleiteten Tumorzelllinien ist diese stringente Regulation
jedoch nicht mehr gegeben.

STAT-Proteine mit konstitutiver Aktivitdt konnten in einer Reihe von Prim&rtumoren des
blutbildenden Systems (Leukamien, Lymphomen, multiple Myelome) sowie soliden Neo-
plasmen (Kopf, Nacken, Brust, Hirn, Pankreas, Lunge, Prostata) detektiert werden [CHAN
et al., 2004; Xl et al., 2003; KELLY et al., 2003; BARTON et al., 2004; SONG et al., 2003;
STERNBERG et al., 2004; CLEVENGER et al., 2004; MITCHELL et al., 2005]. Besonders die
konstitutiv-aktiven Formen von STAT3 und STATS5 weisen ein transformierendes Poten-
zial auf, da ihre Aktivitat stark mit einer Tumorentwicklung assoziiert wird [BOWMAN et al.,
2000]. Im Gegensatz dazu stellt STAT1 einen Tumorsuppressor dar, da dessen Aktivitat
vor allem eine Inhibition der Proliferation vermittelt [DURBIN et al., 1996].

Aberrante Fusionsproteine mit einer konstitutiven Tyrosinkinaseaktivitat, wie BCR-ABL
oder TEL-JAK2, oder onkogene Vertreter der SRC-Tyrosinkinasen und deren verwandte
Kinasen, wie z.B. v-SRC, LCK, c-FES, stellen potente Mdglichkeiten flr eine permanente
Aktivierung von STAT-Molekilen dar [GARCIA et al., 1997; LUND et al., 1997; NELSON et
al., 1998; Yu et al., 1997]. Die Expression von TEL-JAK2 in hamatopoetischen Zelllinien
bewirkt die konstitutive Aktivierung von STAT1, STAT3 und STAT5 und induziert das
faktorunabhangige Wachstum dieser Zellen [SCHWALLER et al., 1998]. Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass LCK die konstitutive Aktivierung von STAT1 und STATS3 induziert
[LUND et al., 1997].

Die Bedeutung von STAT-Proteinen fir die Tumorgenese von Zellen liegt in der Vielzahl
an Genen begriindet, die durch diese Molekule transkriptionell reguliert werden. STAT-
Moleklle modulieren wichtige zellulare Prozesse, wie z.B. Zellproliferation, Apoptose und
Angiogenese. STAT3 und STAT5 férdern durch die transkriptionelle Aktivierung anti-
apoptotischer Gene, wie z.B. BCLy , MCL-1 und Survivin, das Zelliberleben wahrend die
Expression dominant-negativer Formen von STAT3 und STAT5 die Apoptoseinduktion in
Magenkrebszellen und Lymphomen vermittelt [DUMON et al., 1999; EPLING-BURNETTE et
al., 2001; KANDA et al., 2004].

STAT-Proteine kontrollieren ebenfalls die Expression wichtiger Regulatoren des Zellzyk-
lus. STATS induziert die Expression von ZyklinD1 und -D2 [MATSUMURA et al., 1999;
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MARTINO et al., 2001] sowie c-MYC [LORD et al., 2000]. Diese Proteine sind fir den Eintritt
der Zelle in eine neue Teilungsrunde essentiell [LUNDBERG und WEINBERG, 1999].
Zusatzlich vermittelt STAT3, neben der Induktion von Typ-D-Zyklinen, auch die Expres-
sion von ZyklinA und CDC25A sowie die transkriptionelle Repression von p27, p21 und
p53 [FUKADA et al., 1998]. Letztere stellen negative Regulatoren der Zellproliferation dar,
da deren verstérkte Expression zu einer Arretierung des Zellzyklus fihrt [SHERR und
ROBERTS, 1999].

STAT1 wird als Tumorsuppressor angesehen, da das Protein als pro-apoptotischer Faktor
wirkt und in normal proliferierenden Zellen einen Wachstumsstopp vermittelt. STAT1 wird
durch die Bindung von Interferonen (IFN-a, IFN-B, IFN-y) an die Interferonrezeptoren
(IFNAR1/2 bzw. IFNGR1/2) JAK-abhangig aktiviert. In Abhangigkeit des signalisierenden
Interferons kommt es zur Homodimerisierung oder zur Heterodimerisierung mit STAT2-
Molekilen und zur Expression von ISGs (interferon stimulated genes) [DARNELL et al.,
1994; BLUYSSEN et al., 1996].

Auf noch unbekannte Art und Weise scheinen die pro-proliferativen Eigenschaften von
STAT3 und STATS Uber die anti-proliferativen Eigenschaften von STAT1 zu dominieren,
da in einigen Tumoren die kooperative Aktivierung von STAT1, STAT3 und STAT5 beo-
bachtet werden konnte, STAT1 in diesen Tumoren aber nicht in der Lage ist, das onko-
gene Wachstum der Zellen einzuschranken.

1.25 STATS5A und STAT5B

Diese beiden Vertreter der STAT-Proteinfamilie weisen untereinander eine Homologie in
der Nukleotid- und Aminosauresequenz von Uber 90% auf. Nichtsdestotrotz werden beide
Proteine von unterschiedlichen Genen kodiert [Mul et al., 1995], die wahrscheinlich aus
einer evolutiondren Genduplikation mit anschlieBender Diversifikation hervorgegangen
sind [GRIMLEY et al., 1999]. Die groBten Unterschiede sind in den Transaktivierungs-
domanen (TAD) beider Proteine vorzufinden. STAT5A- (794 Aminosauren, 94 kDa) und
STATSB- (783 Aminosauren, 92 kDa) Molekile kénnen Homodimere, Heterodimere und
Tetramere ausbilden [MORIGGL et al., 2005].

Beide STAT-Proteine werden in nahezu allen Geweben konstitutiv exprimiert und zelltyp-
spezifisch durch eine Vielzahl von Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren, wie
IL-2, IL-3, IL-5, IL-7, Erythropoetin, Prolaktin, GM-CSF [AzAM et al., 1995; LIN et al., 1995;
GOUILLEUX et al., 1995; Mul et al., 1995], Thrombopoetin [PALLARD et al., 1995], EGF
[RUFF-JAMISON et al., 1995] und PDGF [PAUKKU et al., 2000] aktiviert.

Die Funktion von STAT5A und STAT5B wurde in knockout-Mausen grindlich untersucht.

Die dabei gefundenen Auswirkungen waren jedoch nicht so gravierend, wie man auf
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Grund der ubiquitdren Expression und der Vielzahl an extrazelluldren Aktivatoren hatte
erwarten kénnen.

Beide Proteine erfiillen unterschiedliche aber auch Uberlappende Funktionen in der Zelle.
Wahrend STAT5A vorwiegend das Wachstum des Brustgewebes in der Schwangerschaft
und die Laktogenese steuert, ist STAT5B fur den GH-abhangigen (growth hormone)
Sexualdimorphismus, das Kérperwachstum und die Regulation der Genexpression in der
Leber verantwortlich [UDY et al., 1997; AKIRA et al., 1999; PARK et al., 1999]. Eine koope-
rative Aktivitat beider Proteine konnte dagegen bei der Zytokin-abh&ngigen Proliferation
myeloischer 32D-Zellen beobachtet werden [ILARIA et al., 1999].

STAT5-Proteine unterliegen mannigfaltiger Modifikation. Dabei beeinflussen in erster Linie
zusatzliche Phosphorylierungen und proteolytische Prozessierung die Eigenschaften
beider Proteine. Prolaktin induziert die Phosphorylierung von konservierten Serinresten
(STAT5A: Ser-725 und STATS5B: Ser-730) innerhalb einer PSP- (Prolin-Serin-Prolin)
Sequenz der Molekile [YAMASHITA et al., 1998]. Zusatzlich wurden Serin-127, Serin-128
und Serin-779 in STAT5A [PIRCHER et al., 1999; BEUVINK et al., 2000; JONES et al., 1999;
WILLIAMS et al., 2004] sowie Y-724, Y-739 und Y-742 in STAT5B [WEAVER et al., 2006;
KLOTH et al., 2002] als Phosphorylierungsstellen identifiziert. Dabei scheint die hohe
Variabilitdt im Phosphorylierungsmuster von STAT5 eine wichtige Rolle fir die promotor-
spezifische Rekrutierung aktivatorischer oder repressorischer Transkriptionsproteine zu
spielen [PARK et al., 2001].

Verschiedene C-terminal verkirzte STAT5-Varianten konnten bis heute identifiziert wer-
den. Sie kénnen in der Zelle durch alternatives SpleiBen (STAT5B) oder proteolytischen
Verdau (STAT5y) entstehen. Beide Varianten unterscheiden sich im Umfang der C-termi-
nalen Verklrzung. Verkirzte STAT5-Varianten lokalisieren bevorzugt in den Zellkern und
aktivieren, im Vergleich zum nicht verklrzten STAT5a Protein, lediglich einen marginalen
Anteil an Zielgenen [MARITANO et al., 2004; HOEY et al., 2003]. Mit Cathepsin-G und Cal-
pain konnten zwei STAT5-spezifische Proteasen identifiziert werden [SCHUSTER et al.,
2007; SUzUKI et al., 2003; ODA et al., 2002; LEE et al., 1999].

Verklrzte STAT-Varianten scheinen fir die Pathologie der AML und dem T-Zell-Lymphom
eine wichtige Rolle zu spielen. In AML-Blasten konnten bei Uber 80% der untersuchten
Zellen verklrzte Formen von STAT3 und STAT5 nachgewiesen werden. Bei lediglich 20%
— 30% der AML-Blasten erfolgte die Aktivierung des nicht verkirzten STAT-Molekils [XIA
et al., 1998]. Verkiirzte STAT5-Varianten kénnten leukamischen Zellen somit einen Uber-
lebensvorteil verschaffen, indem sie die Differenzierung der Zellen verhindern oder das
Uberleben der Zellen férdern [PIAZzA et al., 2000; BOVOLENTA et al., 1998]. Gestiitzt wird
diese Annahme durch Beobachtungen bei der transgenen Expression einer spaltungs-
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resistenten STAT5-Variante. Diese férdert die Induktion von Apoptose und Differenzie-
rung in myeloischen Vorlauferzellen [Pi1AzzA et al., 2000].

1.2.6 Der Einfluss von BCR-ABL auf STAT5

STATS5 wird durch onkogene Tyrosinkinasen, wie z.B. v-ABL, konstitutiv aktiviert. Dieser
Vorgang scheint abhangig von Janus-Kinasen zu sein. Tats&chlich zeigen JAK1 und
JAK3 in v-ABL-exprimierenden Zellen eine konstitutive Aktivitat und es konnte eine direkte
physiologische Assoziation zwischen v-ABL und JAK1 in diesen Zellen beobachtet
werden [DANIAL et al., 1995 und 1998]. Unterstitzt wird diese Beobachtung durch die
Ergebnisse bei der Expression von dominant-negativen JAK1-Proteinen in v-ABL-trans-
formierten Zellen. Diese Zellen sind weder zum faktorunabhangigen Wachstum, noch zur
Induktion eines Tumors in der Maus fahig. Im Gegensatz dazu ist BCR-ABL auch in der
Abwesenheit konstitutiver JAK-Aktivitat zur permanenten STAT5-Phosphorylierung in der
Lage [CARLESSO et al., 1996; ILARIA und VAN ETTEN et al., 1996; SHUAI et al., 1996;
KLEJMAN et al., 2002], was auf alternative Aktivierungsmechanismen von STATS5 durch
BCR-ABL schlieBen lasst. Tatsachlich scheint zwischen beiden Proteinen ein physiolo-
gischer Kontakt zu bestehen, der tber die SH2- und SH3-Doménen in BCR-ABL und Mit-
gliedern der SRC-Kinasen (LCK, HCK) vermittelt wird [NIEBOROWSKA-SKORSKA et al.,
1999; KLEJMAN et al., 2002] (Abbildung 1.3).

Die Wichtigkeit von STAT5 in der p210%°"*8-.yermittelten Tumorgenese konnte durch
dominant-negative (STAT5AA749) und konstitutiv-aktive STATS- (STAT5A/B1*6, cS5F)
Proteine veranschaulicht werden [NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 1999; DE GROOT et al.,
1999; ONISHI et al., 1998]. Letztere zeigen bei ihrer artifiziellen Expression in Zelllinien
eine konstitutive Phosphorylierung des kritischen Tyrosinrests und eine permanente DNA-
Bindungsaktivitat [ONISHI et al., 1998]. Die Expression von STAT5A1*6 induziert in der
Maus eine schwere myeloproliferative Erkrankung, wéahrend die cS5F-Mutante in der
Lage ist, multiple Leuk&mien auszuldsen. Ferner vermag die cS5F-Variante, den Phéano-
typ von STAT5A/B-knockout-Mausen zu revertieren [ONISHI et al., 1998; MORIGGL et al.,
2005].

Im Gegensatz zu seiner klassischen Funktion als Transkriptionsfaktor konnte in den letz-
ten Jahren gezeigt werden, dass konstitutiv-aktive STAT5- (cS5F) Molekile verstérkt im
Zytoplasma leukdmischer Knochenmarkszellen akkumulieren und dort eine physiolo-
gische Bindung mit GAB2 und p85 eingehen [HARIR et al., 2007]. Diese Interaktion stimu-
liert die Aktivierung des PI3K/AKT-Signaltransduktionsweges, der sich positiv auf das
Wachstum und das Uberleben der leukdmischen Zellen auswirkt [SANTOS et al., 2001;
NYGA et al., 2005].
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Die p2105°"*B.vermittelte Transformation myeloischer Zellen zum Zytokin-unabhéngigen
Wachstum, scheint zudem von aktiven HCK-Kinasen [LIONBERGER et al., 2000] abhangig
zu sein. HCK stellt ein Familienmitglied der SRC-Kinasen dar und wird ausschlieBlich in
myeloischen Zellen und B-Lymphozyten exprimiert [ABRAM et al., 2000]. Multiple Doma-
nen im Onkoprotein kdnnen mit HCK interagieren und die Kinase aktivieren [DANHAUSER-
RIEDL et al., 1996]. Zellen, die eine konstitutiv-aktive HCK-Kinase exprimieren, bilden Po-
dosomen aus. Dabei handelt es sich um zytoplasmatische, aktinreiche Strukturen, die an
der Zellwanderung beteiligt sind. Erganzend zu den Beobachtungen von HARIR et al.,
konnte auch in diesen Zellen eine verstarkte Lokalisation aktivierter STAT5-Molekdile in
podosomalen Strukturen gezeigt werden [POINCLOUX et al., 2007], was die Schluss-
folgerung nahe legt, dass STAT5 neben seiner Funktion als Transkriptionsfaktor auch
redundante Aufgaben auBerhalb des Zellkerns erfillt.

1.2.7 RNA-Interferenz (RNAi) als Werkzeug fiir die Modulation endo-
gener Zielstrukturen

Der Mechanismus einer genspezifischen, post-transkriptionellen Regulation der Genex-
pression durch doppelstrangige RNA-Molekiile (dsRNA) wurde erstmals durch FIRE und
MELLO (1998) bei Studien an niederen Organismen wie Caenorhabditis elegans beschrie-
ben. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine Injektion doppelstrangiger RNA (dsRNA)
eine Inhibition der Expression von Genen zur Folge hat, deren mRNA komplementéar zur
injizierten dsRNA ist. Dieser Mechanismus wurde im Folgenden als RNA-Interferenz
(RNAI) bezeichnet. Bereits einige Jahre davor konnte JORGENSEN (1990) einen ahnlichen
Mechanismus in Pflanzen beschreiben, wobei durch die Einfihrung transgener DNA in
Petunienzellen, nicht nur die Expression des Transgens, sondern auch die Expression der
endogenen Gen-Loci durch eine Methylierung der entsprechenden DNA-Bereiche inhibito-
risch affektiert wurde. Dieses als Co-Suppression bezeichnete Phdnomen kann sowohl
durch hoch-exprimierte single-copy Transgene als auch durch Transgene, die mehrfach in
das Pflanzengenom integriert haben, induziert werden [JORGENSEN et al., 1996].

Die Degradation viraler RNAs nach einer Infektion von Pflanzenzellen mit RNA-Viren und
die Induktion einer Suppression endogener Gene bei der viralen Expression ihrer homo-
logen Sequenzen starkten die Vermutung, dass es sich bei der Co-Suppression um einen
RNA-vermittelten Prozess handeln misse [RuUIz et al., 1998; ANGELL et al., 1997]. Analog
zu der in Nematoden, Fruchtfliegen, Zebrafischen und Saugetieren beobachteten RNAI,
geht man daher auch bei der Co-Suppression in Pflanzen von einem post-transkriptional
regulierten, dsRNA-abhangigen Mechanismus aus [MONTGOMERY und FIRE, 1998].

Ein speziesibergreifendes Vorkommen von post-transcriptional gene silencing (PTGS)
lasst hierbei einen uralten Mechanismus zur Aufrechterhaltung der zellularen Integritat
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gegentber viralen Infektionen und der Akkumulation mobiler DNA-Elemente, wie z.B.
Transposons, vermuten. Tatséachlich konnte in RNAi-defizienten Nematoden von C. ele-
gans eine erhdéhte Mobilitdt von endogenen Transposons beobachtet werden [TABARA et
al., 1999; KETTING et al., 1999]. Ferner spielt das PTGS eine bedeutende Rolle bei der
transkriptionellen Regulation endogener Gene durch mikroRNAs (miRNAs). Mutationen in
RNAi-relevanten Proteinen, wie z.B. den Argonaut-Proteinen, kénnen daher schwere und
mitunter tédliche Defekte bei dem Wachstum und der Entwicklung von Zellen zur Folge
haben [STEFANI und SLACK, 2008].

In Zellen niederer Organismen wie C. elegans ermdglicht der Mechanismus der RNAI be-
reits genomweite, funktionelle Genanalysen [KAMATH und AHRINGER, 2003]. Dagegen ist
die Expression von dsRNAs (insbesondere langer dsRNAs) in Saugetierzellen durch die
Induktion des Interferonsystems und die Aktivierung der Proteinkinase-R (PKR) limitiert.
Letztere induziert durch die Phosphorylierung des eukaryontischen Initiationsfaktors-2a
(elF-2a) die unspezifische Arretierung der mRNA-Translation [GIL und ESTEBAN, 2000].
Diese unspezifische Inhibition der Translation kann jedoch durch die Expression von
small-interfering RNAs (siRNAs) umgangen werden. Diese 21 - 23 Nukleotide (nt) langen
dsRNA-Molekille kénnen entweder als Intermediate durch die Spaltung langerer dsRNA-
Molekille durch die Ribonuklease ,Dicer entstehen, oder direkt als siRNA synthetisch
hergestellt und appliziert werden. [ELBASHIR et al., 2001] (Abbildung 1.4).

Im Gegensatz zu Nematoden und Pflanzen besitzen Saugetierzellen keinen endogenen
Mechanismus fir die Amplifizierung von dsRNA, d.h die RNAI bleibt transient und zell-
standig lokalisiert. Eine stabile Suppression von Zielgenen in Sdugetierzellen konnte je-
doch erfolgreich durch die virale Expression von small-hairpin RNAs (shRNAs) gezeigt
werden [BRUMMELKAMP et al., 2002; PADDISON et al., 2002; SCHERR et al., 2003]. In die-
sen Systemen erfolgt die intrazellulare Transkription der shRNAs unter der Kontrolle von
Polymerase lll-Promotoren (wie z.B. U6-, H1-Promotor). Selbstkomplementare shRNAs
bilden dabei lber einen Loop verbundene Hairpin-Strukturen aus und werden in funk-
tionell aktive siRNAs prozessiert. Die intrazellulare sh/siRNA-Expression ermdglicht somit
deren stabile Expression durch viralen Gentransfer.

Bei dem RNAi-Mechanismus handelt es sich um einen evolutionar hoch konservierten
Mechanismus der sequenzspezifischen, post-transkriptionellen Inhibition der Genexpres-
sion durch dsRNA-Moleklle. Wie in Abbildung 1.4 dargestellt, kdnnen hierbei dsRNA-
Moleklle, shRNAs oder miRNAs eine Aktivierung von RNAi ausldésen. MiRNAs werden
unter der Kontrolle von Polymerase IlI-Promotoren als lange polyadenylierte RNAs (pri-
miRNAs) transkribiert. Pri-miRNAs formen eine komplexe Sekundarstruktur und Bereiche,
welche die “reifen® miRNA-Sequenzen tragen, bilden doppelstrangige RNA-Haarnadel-
schleifen aus.
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pre-miRNA

shRNA
3.
MIRNA

5 \
Degradation des ¥ 3@
.

sense-Stranges

3""|111'n1'|"ﬁ"u111:|" Inkorporation des
antisense-Strangs
T L L 1L L L

ATP 5 ATP

ADP + P; ADP +P

ATG / /;/O
5°Cap

5
5’63:»C8 ATG UTR R
MRNA »k/

Inhibierung der Translation mRNA-Hydrolyse und Degradation

Abb. 1.4: Mechanismus der RNAi. Doppelstrdéngige RNAs (dsRNAs) sind die Voraussetzung fir
die Aktivierung der RNA-Interferenz. Endogene miRNAs werden als pri-miRNA exprimiert und
durch “Drosha“ in pre-miRNAs prozessiert. Diese werden durch Exportin-5 in das Zytoplasma
transportiert. Alternativ kdnnen applizierte siRNAs, transgen-exprimierte shRNAs oder dsRNAs
infolge einer viralen Infektion den RNAi-Mechanismus aktivieren. DsRNA wird durch die Ribonuk-
lease “Dicer” in kleine siRNAs prozessiert. Diese siRNAs werden in den RISC-Komplex inkorporiert
und durch eine Helikase entwunden. Wahrend der sense-Strang den RISC-Komplex verlasst und
abgebaut wird, verbleibt der antisense-Strang im Proteinkomplex. Kommt es zu einer vollstandig-
en, komplementéren Bindung wird das mRNA-Molekdl hydrolytisch gespalten und die Spaltproduk-
te durch Nukleasen abgebaut. Im Gegensatz dazu wird im Falle einer unvollstdndigen Bindung
einer miRNA an die untranslatierten Bereiche (UTR) einer mRNA die Proteintranslation gehemmt.
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Im Kern wird die pri-miRNA von einem Komplex, der das RNAse Ill Enzym “Drosha®
beinhaltet, in einen 70 - 90 Nukleotide (nt) groBen pre-miRNA-Vorlaufer mit einem 2 nt 3’-
Uberhang gespalten. Dieser Uberhang und ein ausreichend groBer Bereich an doppel-
strangiger RNA sind die Voraussetzungen fur den nuklearen Export der Molekile durch
den Transportfaktor Exportin-5. Pre-miRNA, dsRNAs oder shRNAs werden im Zytoplas-
ma durch “Dicer®, eine dsRNA-spezifische RNAse, zu siRNAs prozessiert. Diese 21 - 23
Nukleotide langen dsRNA-Molekiile besitzen 2 nt lange 3’-Uberhange und sind am 5'-
Ende phosphoryliert. SIRNAs werden von einem Multiproteinkomplex, dem RNA-induced
silencing complex (RISC), inkorporiert [TOMARI et al., 2004]. Die Entwindung der siRNA
erfolgt unter der Hydrolyse von ATP durch eine Helikase [NYKANEN et al., 2001]. Wahrend
der thermodynamisch stabilere antisense-Strang am RISC-Komplex verbleibt, wird der
sense-Strang freigegeben und anschlieBend degradiert [WANG et al., 2008].

Uber den antisense-Strang sucht der RISC-Komplex nach komplementéren Bereichen auf
messengerBNAs (MRNAs) [KHVOROVA et al., 2003]. Konnte eine vollstandige Basenpaa-
rung zwischen dem RISC-Komplex und seiner Ziel-mRNA ausgebildet werden, wird diese
an einer einzigen Position (10 nt vom 5°-Ende der siRNA entfernt) gespalten und die
Spaltprodukte anschlieBend durch Nukleasen degradiert [ELBASHIR et al., 2001; MACRAE
et al., 2006]. Bei einer unvollstandigen Hybridisierung zwischen dem RISC-Komplex und
der 3’-UTR der Ziel-mRNA, wie sie im Falle von geladenen miRNAs in den RISC-Komplex
beobachtet wird, kommt es hingegen zu einer Inhibition der Translation auf der Ebene der
Elongation u/o Termination [HUTVAGNER und ZAMORE, 2002] (Abbildung 1.4). Die Fahig-
keit einer einzelnen miRNA unvollstdndige Basenpaarungen zu mehreren endogenen
Ziel-mRNAs auszubilden, ermdglicht Gber den RNAi-Mechanismus auch die intrazellulare
Modulation ganzer Signalkaskaden.

1.2.8 p2108¢F-ABL_Modellsysteme

In unterschiedlichen experimentellen Modellen ist das p210°°"**®--Onkoprotein fiir die
Transformation h&matopoetischer Zellen notwendig und hinreichend [KLUCHER et al.,
1998; HUETTNER et al., 2000]. Dementsprechend wurden verschiedene Maus- und Zell-
kulturmodelle mit einer konstitutiven oder konditionellen p210%°"**B-_Expression etabliert,
um stromabwarts gelegene Signalmolekile oder flr die Transformation essentielle Kofak-
toren zu identifizieren.

Wahrend eine konstitutive Expression von p2102°#*8- embryonal letal ist [HEISTERKAMP
et al., 1991], kann eine induzierte oder zelltypspezifische Expression des Onkoproteins im
Mausmodell etabliert werden [HONDA et al., 1995 und 1998]. Dabei vermittelt die Expres-
sion von p2108°F*BL in Knochenmarkszellen der Maus bevorzugt B-lymphatische akute
Leukdmien (B-ALL) und kein myeloproliferatives Syndrom im Sinne der chronischen
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Phase einer CML. [CASTELLANOS et al., 1997; HUETTNER et al., 2000]. Die Grinde hierftr
sind derzeit nicht vollstédndig verstanden. Zusatzlich ist die Expression des Onkoproteins
fur die Aufrechterhaltung der Leuk@mie erforderlich, da in einem Mausmodell mit induzier-
barer Expression von BCR-ABL ein Abschalten der p210%°"**8--Expression auch in fortge-
schrittenen Stadien der Erkrankung die Reversion des leukdmischen Phanotyps vermittelt
[HUETTNER et al., 2000].

Auch in Zellkulturmodellen ist eine konditionelle Expression von p210%°"8- mgglich. So
wurden z.B. durch KLUCHER und Kollegen Zytokin-abhéngig (IL-3) proliferierende, lympha-
tische Ba/F3-Zellen mit der p210-Variante von BCR-ABL unter der Kontrolle eines Tetra-
zyklin-abhangigen Promotors generiert. In diesen Zellen (TetonBa/F3-p210°%°"*8- = TonB)
ermdglicht die Expression von p210%¢"*8- die |L-3-unabhangige Zellproliferation und
erlaubt damit eine differentielle Analyse von Zytokin- bzw. Onkoprotein-abhangigen Sig-
nalmechanismen im gleichen genetischen Hintergrund [KLUCHER et al., 1998].

Leider sind (lymphatische) TonB-Zellen nur eingeschrankt mit primaren, p210%°"**8-_posi-
tiven (myeloischen) CML-Zellen vergleichbar. So lassen sich primare CML-Zellen trotz
konstitutiver p2108°"*B-_Expression beispielsweise nicht (iber einen langeren Zeitraum
ex-vivo kultivieren, bleiben Zytokin-abhéngig fiir Proliferation und Uberleben, und sind
nicht wesentlich in ihrer Differenzierung blockiert.

Auf der Suche nach Kofaktoren fiir die p2105°R"8t

-abhangige Transformation wurde in
TonB-Zellen die Funktion einer Reihe von Signalmolekilen mittels RNAi in der Anwesen-
heit von IL-3 (physiologische Proliferation) bzw. BCR-ABL (onkogene Proliferation) analy-

siert. Unter reduzierter Expression von STAT5 waren p2108%°R#8t

-exprimierende TonB-
Zellen deutlich stérker in Proliferation und Uberleben beeintrachtigt als unter Anwesenheit
von IL-3. Da &hnliche Effekte auch in primaren, p2108"*E-_positiven CD34"-CML-Zellen
beobachtet wurden, ist zu vermuten, dass STATS5 fiir die p210°"*®--vermittelte Transfor-
mation sowohl im Zellkulturmodell als auch in primaren CML-Zellen eine besondere Rolle

spielt [SCHERR et al., 2006].
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1.3 Zielsetzung

08CRABL_positiver

Auf der Grundlage der oben beschriebenen erhéhten Empfindlichkeit p21
Zellen gegenuber einer RNAi-vermittelten Reduktion des Transkriptionsfaktors STAT5
[SCHERR et al., 2006] sollen im Rahmen dieser Arbeit die diesem Effekt zugrunde liegen-
den molekularen Mechanismen naher charakterisiert werden. Dazu werden p2108CRAB-
abhangige Modifikationen von STAT5 und ihre funktionellen Effekte im TonB-Zellkultur-

system untersucht [KLUCHER et. al, 1998].
Im Einzelnen werden folgende Aspekte bearbeitet:
1. Entwicklung von Isoform-spezifischen shRNAs gegen STAT5A und STAT5B und
Untersuchung eines differentiellen Einflusses von STAT5A und STAT5B auf das

Wachstum und Uberleben von TonB-Zellen in der Anwesenheit von IL-3 u/o BCR-
ABL.

2. Analyse der Phosphorylierungsmuster von STAT5-Proteinen in der Anwesenheit
von IL-3 u/o BCR-ABL.

3. Analyse der intrazelluldren Lokalisation von STAT5A und STAT5B in der Anwe-
senheit von IL-3 u/o BCR-ABL.

4. Analyse der Funktion differentieller STAT5-Phosphorylierungsmuster durch die
Expression geeigneter Mutanten in TonB-Zellen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

211 Gerate
Sartorius, BL150S

Analysenwaagen Sartorius, BL3100
Getinge, Rastatt
Autoklav Systec, V5
Bakterienschittler Gerhardt, Thermoshake
Bio-Rad, Trans-Blot Cell
Blotapparaturen

Invitrogen, XCell Il Blot Module

fE_Iektrophorese-Apparaturen MHH Forschungswerkstatten

ar DNA

Bio-Rad, Mini-Protean Il Cell

Bio-Rad, Protean Il xi Cell

Invitrogen, Xcell SureLock Electrophoresis Cell
Bio-Rad, Gene Pulser (prokaryontisch)
Elektroporator Bio-Rad, Pulse Controller

Fischer, EPI 2500 (eukaryontisch)

Becton Dickinson, FACSAria

Becton Dickinson, FACSCalibur

Fluoreszenzmikroskop Nikon, Nikon Eclipse TE 300
Geldokumentationsystem Syngen, G:BOX

ABIMED, Digital Dry Bath
Kleinfeld, Blockthermostat BT100

Imaging-System Bio-Rad, VersaDoc-4000MP

Omnilab, Memmert ICP
Heraeus, BBD 6220
Heraeus, 6000

Liebherr, Premium
Siemens, Kombifrost

Beckman, J2-MC Centrifuge
Beckman, GS-6KR Centrifuge
Eppendorf, Centrifuge 5417R
Heraeus, Fresco 17 Centrifuge
Heraeus, Megafuge 1.0R

Heraeus, Multifuge 3SR+ Centrifuge

Elektrophorese-Apparaturen
fur Protein

Durchflusszytometrie

Heizbldcke

Inkubatoren flr Bakterien-
und Zellkultur

Kihlschranke

Kuhlzentrifugen

Laserscanning-Mikroskop Leica, Leica TCS SP2
. Heidolph, Polymax 2040
Laborschuttler IKA, MTS 2
Carl Zeiss, Axiovert 25

Lichtmikroskope Olympus, CK2

Magnetrahrer Heidolph, MR2002
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Netzgerate

Neubauer Zellzahlkammer

PCR-Geréate

pH-Messgerat

Photometer

Pipettierhilfen

Quantitative Realtime-PCR

Sequenzierapperat
Sterilwerkbanke
Thermomixer

TiefkUhltruhen

Tischzentrifugen

Trockensterilisator
Ultrazentrifuge
UV-Tische
Vakuumzentrifuge

Vortexer

Wasseraufbereitung
Wasserbader
X-Ray-Film Entwickler
Zellzéhler

21.2 Chemikalien
Agarose LE
Aluminiumsulfat-18-hydrat
Ammoniumsulfat

Ammoniumpersulfat (APS)

Amersham Pharmacia, EPS 301
Bio-Rad, Power Pac HC
Consort, E815

Life Technologies, PS 3002

Karl Hecht, Sondheim

Biometra, T-Personal
Biometra, T1-Thermocycler

Sartorius, Basic Meter PB-20

Berthold, Mithras LB 940
PEQLADb, NanoDrop ND-1000
Pharmacia Biotech, GeneQuant Il

Brand, Tranferpette-8, 30 — 300ul
Gilson, Pipetman 10/20/100/200/1000ul
IBS Integra, Pipetboy

Applied Biosystems, 7500 Real-Time PCR System
Applied Biosystems, StepOne-Plus

Applied Biosystems, ABIPrism 310 Genetic Analyzer
Heraeus, HERAsafe
Eppendorf, Thermomixer comfort

Liebherr, Premium + Premium no frost
Nuaire, —85 Ultralow Freezer NU6514E

Eppendorf, Centrifuge 5415D
Heraeus, Biofuge 13

Heraeus, Kelvitron t

Beckman, Optima LE-80K

UVP Inc., UV-Transilluminator
Bachofer, Speed Vac Concentrator

Scientific Industries, Vortex Genie 2
Heidolph, REAX top

Seral-Reinstwassersysteme Ransbach-Baumbach
BLB-Braunschweiger Laborbedarf, Burgwedel
Protec Medizintechnik, Optimax K72

Beckman Coulter, Coulter A°*T8

Biozym, Hess. Oldendorf, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
GibcoBRL, Eggenstein, D

[bis(2-Hydroxyethyl)imino]-tris(hydroxymethyl)methan (bis-Tris) Calbiochem, La Jolla, CA

Bromphenolblau
Borsaure
Chloroform
Chloroquine
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Coomassie-BrilliantBlue R-250
Coomassie-BrilliantBlue G-250
4’,6-Diamidin-2’-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI)
1,4-Diazabicyclo-(2,2,2)oktan (DABCO)

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
Di-Natriumhydrogenphoshat
Dithiotreithol (DTT)

EDTA (ultra Pure, 500 mM, pH=8,0)

Essigséure (Eisessig)
Ethanol
Ethidiumbromid
Glyzerin

Glykogen

HEPES

Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalziumchlorid
Magermilchpulver
Methanol

Morpholinoethansulfonsaure-Natriumsalz (MES)

Morpholinopropansulfonsaure-Natriumsalz (MOPS)

Mowiol 4-88
Natriumazetat
Natriumazid
Natriumbutyrat
Natriumchlorid
Natriumfluorid
Natriumorthovanadat
Natriumdeoxycholat
Orange G
Propidiumjodid
Saponin

SDS (10%ige (w/v) Lésung)

Tetra-Natriumpyrophosphat (NasP»07)

Trypanblau

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Roche, Mannheim, D

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Minchen, D
GibcoBRL, Eggenstein, D
J.T. Baker, Deventer, NL
J.T. Baker, Deventer, NL
Serva, Heidelberg, D
Merck, Darmstadt, D
Roche, Mannheim, D
Sigma-Aldrich, Minchen, D
J.T. Baker, Deventer, NL
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Merck, Darmstadt, D

J.T. Baker, Deventer, NL
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Calbiochem, La Jolla, CA
Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Millipore, Molsheim, D

J.T. Baker, Deventer, NL
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Minchen, D
Sigma-Aldrich, Minchen, D
Vysis, Stuttgart, D

Fluka, Steinheim, D
GibcoBRL, Eggenstein, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
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Tricine Ultrol Grade

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base)
Tris (1M Gebrauchslésung, pH 7,5 bzw. pH 8,0)

Triton X-100
Tween-20

213 Verbrauchsmaterial
96-Loch Optische Reaktionsplatte
5ml-Rundboden-FACS-Rdéhrchen
AGFA Cronex 5, Medical X-Ray Film
Bacillol AF

Bacillol Plus

Baktolin

Deckglaschen

Einmalpipetten

Eppendorf Combitip Plus 10 ml
Falconréhrchen (15 ml und 50 ml)

Gel-Kassetten und Gel-Kamme 1.0 mm

Handschuhe

Kanulen

Kryoréhrchen

Kivetten
Mikrozentrifugenréhrchen

NuPage 4-12% Bis-Tris Gel, 1.0 mm x 10 well

Petrischalen
Pipettenspitzen

Objekttrager
ReaktionsgefaBe (1,5 und 2,0 ml)

Spritzen

Sterilfilter Millex-HV, 0,45 um
Whatman-3MM-Papier
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten
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Calbiochem, La Jolla, CA
Merck, Darmstadt, D
GibcoBRL, Eggenstein, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Merck, Darmstadt, D

Applied Biosystems, Foster city, CA, USA

Becton Dickinson, Heidelberg, D
AGFA, Mortsel, BE

Bode Chemie, Hamburg, D

Bode Chemie, Hamburg, D

Bode Chemie, Hamburg, D

Roth, Karlsruhe, D

Sarstedt, Nimbrecht, D
Eppendorf, Hamburg, D

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Hartmann, Heidenheim, D

und Kimberly-Clark, Zaventem, BE
Braun, Melsungen, D

Nunc, Wiesbaden, D

Biozym, Hess. Oldendorf, D
Sarstedt, Nimbrecht, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

und Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Knittel-Glasbearbeitungs GmbH, Braunschweig, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

und Eppendorf, Hamburg, D
Braun, Melsungen, D

Millipore, Carrigtwabhill, IE
Whatman, Dassel, D

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Nunc, Wiesbaden, D
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2.1.4 Transfermembranen

Optitran BA-S 83, verstarkte Nitrocellulose

Whatman, Dassel, D

215 Molekulargewichts- und Langenstandards

DNA Molecular Weight Marker I-VIII
Precision Plus Protein Standards - All Blue

Precision Plus Protein Standards - Dual Color

Roche, Mannheim, D
Bio-Rad, Miinchen, D
Bio-Rad, Miinchen, D

2.1.6 Komplexe Reagenzien und Reaktions-Sets (“Kits”)

Acrylamide/Bis-Solution, 19:1, 40%
Acrylamide/Bis-Solution, 29:1, 30%
BigDye Terminator v1.1 Sequencing Kit

Biocoll Separating Solution, Density 1,077 g/ml

Bio-Rad Bradford Protein Assay
Dye Ex 2.0 Spin Kit
ECL Western Blotting Detection Reagents

ECL Advance Western Blotting Detection Kit

FuGENE-6 Transfection Reagent

Hi-Di Formamide

NuPage LDS Sample Buffer (4x)
NuPage MES-SDS Running Buffer (20x)
NuPage Sample Reducing Agent (10x)
pegqGOLD Plasmid Miniprep Kit

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Verhaltnis 25:24:1)

Power SYBR®Green PCR Master Mix
Protein A/G PLUS-Agarose

QlAamp DNA Blood Mini Kit

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QlAquick Gel Extraction Kit

QIAquick Nucleotide Removal Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
Re-Blot Plus Mild Solution (10x)
SilverSnap Stain Kit Il

TagMAN Universal PCR Master Mix
Trizol UltraPure

Bio-Rad, Minchen, D

Bio-Rad, Minchen, D

Applied Biosystems, Foster city, CA, USA
Biochrome, Berlin, D

Bio-Rad, Minchen, D

QIAGEN, Hilden, D

GE Healthcare, Minchen, D

GE Healthcare, Minchen, D

Roche, Mannheim, D

Applied Biosystems, Foster city, CA, USA
Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
peqgLab, Erlangen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Applied Biosystems, Foster city, CA, USA
Santa Cruz, Heidelberg, D

QIAGEN, Hilden, D

QIAGEN, Hilden, D

QIAGEN, Hilden, D

QIAGEN, Hilden, D

QIAGEN, Hilden, D

Stratagene, La Jolla, CA

Chemicon, Hofheim, D

Pierce, Rockford, IL

Applied Biosystems, Foster city, CA, USA
Invitrogen, Karlsruhe, D
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2.1.7
BigDye Sequencing Buffer (5x)

Bovine Alkalische Phosphatase (1 U/ul)
Bovine Serum Albumin (100x)
Desoxy-Nukleotid-Triphosphate (100 mM)
DNasel (10 U/ul)

Klenow-Enzym (2 U/ul)

M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/ul)

Pfu Ultra HF DNA Polymerase (2,5 U/pl)

Pfu Ultra HF DNA Polymerase-Puffer (10x)
Random Hexamer Primer pd(N)e (100 pmol/ul)
Restriktionsendonukleasen

Restriktionspuffer 1 — 4 (10x)

Reverse Transkription First Strand Buffer (5x)
RNaseA (50 mg/ml)

RNasin (40 U/pl)

T4-DNA Ligase (400 U/ul bzw. 2000 U/pl)
T4-DNA Ligase-Puffer
T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul)
T4-Polynukleotidkinase-Puffer (10x)

Enzyme und Fertigpuffer fiir enzymatische Reaktionen
Applied Biosystems, Foster city, CA, USA

Roche, Mannheim, D

New England-BioLabs, Ipswich, MA, USA
Roche, Mannheim, D

Roche, Mannheim, D

Roche, Mannheim, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Stratagene, Waldbronn, D

Stratagene, Waldbronn, D

GE Healthcare, Minchen, D

New England-BioLabs, Ipswich, MA, USA
New England-BioLabs, Ipswich, MA, USA
Invitrogen, Karlsruhe, D

Roche, Mannheim, D

Promega, Mannheim, D

New England-BioLabs, Ipswich, MA, USA
New England-BioLabs, Ipswich, MA, USA
New England-BioLabs, Ipswich, MA, USA
New England-BioLabs, Ipswich, MA, USA

2.1.8 Plasmide
Konstrukt Abkirzung Verfugbarkeit / Referenz
pCMVARS8.91 pCMV ZUFFERY et al.
pdcH1-GL2-SR pSR-GL2 SCHERR et al.
pdcH1-shSTAT5A/B-1151-SR pSR-shS5A/B SCHERR et al.
pdcH1-shSTAT5A-SR pSR-shS5A Schaller-Schénitz, diese Arbeit
pdcH1-shSTAT5B-SR pSR-shS5B Schaller-Schénitz, diese Arbeit
pHR-SIN-SIEW-SnaBl pSIEW-SnaBI SCHERR et al.
pHR-SIN-SR-SnaBI pSR-SnaBl SCHERR et al.
pMD.G - ORY et al.
pS_STAT5AeGFP pS_S5AeGFP Schaller-Schdnitz, diese Arbeit
pS-STAT5A-IEW pS-S5A-IEW Schaller-Schénitz, diese Arbeit
pSTAT5AeGFP-N1 pS5AeGFP DECKER et al.
pSuper - BRUMMELKAMP et al.
pUC19 - YANISH-PERRONG et al.

2.1.9 Oligonukleotide

Die Synthese von Oligonukleotiden fir DNA-Sequenzierung und DNA-Mutagenese erfolg-
te Uber die Firma BioSpring, Frankfurt am Main, Deutschland. Modifizierte Oligonukleotide

32



MATERIAL UND METHODEN

(Sonden) fir die quantitative Realtime-PCR wurden Uber Applied Biosystems, Foster city,

CA, USA bezogen.

2.1.10 Primer fiir die Mutagenese von STAT5A
Primerbezeichnung Typ Sequenz
STATSA-Y682F Vf)rwa.r.ts 5’- gaggtctttgccaagttttacactcctgtacttgeg -3 |
rickwarts | 5’- cgcaagtacaggagtgtaaaacttggcaaagacctc -3
STAT5A-Y683F Vf)rwa_r_ts 5,- gaggtctttgccaagtatttcactcctgtacttgeg -3 |
rickwarts | 5’- cgcaagtacaggagtgaaatactiggcaaagaccic -3
STAT5A-Y682/83F v_c_)rwa_r_ts 5’- gaggtctttgccaagtttttcacicctgtacttgeg -3
rickwarts | 5’- cgcaagtacaggagtgaaaaacttggcaaagacctc -3’
STATSA-694F Vf)rwa.r.ts 5’- gcagttgacggtttcgtgaagccacagatcaagc -3
rickwarts | 5’- gcttgatctgtggcticacgaaaccgtcaactgc -3’
. 5’- gaagctgcagcagacccaagaatattttattattcaatat
. vorwarts caggagagcctgcggatccaagc -3’
STAT5A-shS5A/Bmut™ ,
rickwarts 5'- gcttggatccgcaggcictcctgatattqaataataaaatat
tcttgggtctgetgecagcttc -3°
. 5’- ggaatctgaagccattcactacccgcqgacttticaatacg
. vorwarts tccetggecgaccgge -3°
STAT5A-shS5AmuLt? 9
rlickwarts 5’- gccggtecggecagggaccgtattgaaaagtcgcgqgqgta
gtgaatggcttcagattcc -3’

:1 Mutagenisierung vermittelt eine RNAi-Resistenz gegeniber der H1-shSTAT5A/B-RNA
% Mutagenisierung vermittelt eine RNAi-Resistenz gegeniiber der H1-shSTAT5A-RNA

2.1.11 Oligonukleotide fiir die Herstellung STAT5-spezifischer shRNAs
Primerbezeichnung Typ Sequenz
VOrWarts 5’- gatccce gtacttcatcatccagtac tticaagaga gtactgg
ShSTAT5A/B-RNA atgatgaagtac tittttggaag -3
- 5'- tcgacttccaaaaaa gtacttcatcatccagtac tctcttgaa
rackwarts ,
gtactggatgatgaagtac ggg -3
VOrwarts 5’- gatccce gacgcegagattictccatt tcaagaga aatgga
ShSTAT5A-RNA gaaatctcgcgtc ttttttggaag -3
A 5'- tcgacttccaaaaaa gacgcgagattictccatt tctettga
rickwarts ;
aatggagaaatctcgegtc ggg -3
VOrwarts 5’- gatcccce cactagagactictctatc ttcaagaga gataga
ShSTAT5B-RNA gaagtctctagtg ttttttggaag-3
rickwarts 5'- tcgacttccaaaaaa cactagagacttctctatc tctcttgaa

gatagagaagtctctagtg ggg -3’

2112 Primer fir die Sequenzierung
Primerbezeichnung Typ Sequenz
GFP-Sequenzierprimer 1 vorwarts | 5’- ccacctgcetggtctcttcacctecge -3
GFP-Sequenzierprimer 2 vorwarts | 5’- ggcgacaccctggtgaaccgcatcg -3’
H1-Promotor vorwarts | 5’- gcatgtcgctatgtgttctggga -3’
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SFFV-Promotor vorwarts
STAT5A-Sequenzierprimer 1 vorwarts
STAT5A-Sequenzierprimer 2 vorwarts
STAT5A-Sequenzierprimer 3 vorwarts
STAT5A-Sequenzierprimer 4 vorwarts
STAT5A-Sequenzierprimer 5 vorwarts
STAT5A-Sequenzierprimer 6 vorwarts

5’- agctcacaacccctcactcgg -3’

5’- gctggtttagtgaaccgtcagatccge -3’
5’- ccatggagctggttcgctgtatecgte -3°
5’- gctgctgecggaagcagcagaccatc -3’
5’- catcatcagcgagcagcaggccaag -3’
5’- cgcagctgtgtgaagcegctcaacatg -3’
5’- cctctggaatctgaagcecattcacgac -3’

2.1.13 Sonden und Primer fir die quantitative Realtime-PCR (TagMan)

Bezeichnung

Typ

Sequenz

gRT-STAT5A/B-wt

gRT-STAT5A/B-shS5A/Bmut | vorwarts
gRT-STAT5A/B-reverse
gRT-STAT5A/B-Sonde

vorwarts

rickwarts
Sonde

5’- acccaagagtacttcatcatccagtac -3’

5’- agcagacccaagaatattttattattcaatat -3’
5’- tgctictcagccagctcca -3’

5’- FAM-tccagcagaagcaagt-MGB -3’

Die oben aufgeflihrten Primer erméglichen eine simultane Messung von Stat5A und Stat5B in den
analysierten Proben (Stat5A/B-Gesamthaushalt) sowie eine Diskriminierung zwischen endogen-
und transgen-exprimierten Stat5A, welches eine Resistenz gegen die shSTAT5A/B-RNA aufweist!

21.14 Primer fir die quantitative Realtime-PCR (CYBR®Green)

Bezeichnung

Typ Sequenz

qRT-STAT5A/B-wt
qRT-STAT5A-wt

gRT-STAT5A-shS5Amut

qRT-STAT5B-wt

vorwarts | 5’
rickwarts | 5’
rickwarts | 5’

rickwarts | 5’

- atgatggggctatcctgggt -3’

- cctaatggagaaatctegegte -3’

- cgtattgaaaagtcgegggta -3’

- gaccggatagagaagtctctagtggtaa -3’

Die oben aufgefiihrten Primer erméglichen eine Diskriminierung zwischen endogenem Stat5A und
Stat5B sowie eine Diskriminierung zwischen endogen- und transgen-exprimierten Stat5A, welches
eine Resistenz gegen die shSTAT5A-RNA aufweist!

2.1.15 Antikérper

Spezifitat (Epitop) Ursprung Verdiinnung Hersteller
Primérantikérper:

alpha-Tubulin Maus (IgG) 1:1000 Cell Signaling
beta-Aktin Kanninchen 1:1000 Cell Signaling
c-Abl (K-12) Kanninchen 1:150 Santa Cruz
GFP (FL) Kanninchen 1:500 — 1:1000 Santa Cruz
p-Tyr (PY99) Maus (IgG2,) | 1:100 Santa Cruz
STAT5 (C-17) Kanninchen 1:200 Santa Cruz
STATS5 (N-20) Kanninchen 1:200 Santa Cruz
STAT5A (L-20) Kanninchen 1:200 Santa Cruz
STAT5A Maus (lgG;) 1:200 BD Transduction
STAT5B (G-2) Maus (lgG;) 1:100 Santa Cruz
STAT5B Kanninchen 1:250 —1:500 BD Pharmingen
SUMO-1 (FL-10) Kanninchen 1:200 Santa Cruz
SUMO-2/3 (FL-103) Kanninchen 1:200 Santa Cruz

Ub (FL-76) Kanninchen 1:200 Santa Cruz
Sekundarantikérper:
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a-Mensch-NGFR-PE Esel 1:20 BD Pharmingen
a-Maus-1gG-HRP Esel 1:5.000 Santa Cruz
a-Maus-IgM-HRP Ziege 1:5.000 Santa Cruz
a-Kanninchen-IgG-HRP Esel 1:15:000 Santa Cruz
a-Kanninchen-FITC Esel 1:200 — 1:400 Dianova

2.1.16 Medien und Medienzusétze fiir die Bakterienkultur

Ampicillin SL: 100 mg/ml in ddH.0 Sigma-Aldrich, Minchen, D
Kanamycin SL: 30 mg/mlin ddH.0 Sigma-Aldrich, Miinchen, D
LB-Agar Invitrogen, Karlsruhe, D
LB-Broth Base Invitrogen, Karlsruhe, D
S.0.C-Medium Invitrogen, Karlsruhe, D

(Super optimal broth with glucose)

Zur Herstellung von Selektionsmedien wurden dem Flissig- oder Festmedium 100 pg/ml
Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin zugesetzt.

2.1.17 Bakterienstamme
E. coliTop10 Invitrogen, Karlsruhe, D
E. coli XL1 Blue Invitrogen, Karlsruhe, D

2.1.18 Medien und Medienzusétze fiir die Zell- und Gewebekultur
Dulbecco’s MEM

- DMEM + GlutaMAX GibcoBRL, Eggenstein, D

- RPMI 1640 + GlutaMAX GibcoBRL, Eggenstein, D
Fotales Rinderserum (FBS) Biochrome, Berlin, D
DMSO Merck, Darmstadt, D
Doxyzyklin SL: 2 mg/mlin ddH.0 Sigma-Aldrich, Minchen, D
DPBS (-CaCly/-MgCly) GibcoBRL, Eggenstein, D
G418 SL: 50 mg/ml in ddH,0 GibcoBRL, Eggenstein, D
Hygromycin B SL: 10 mg/ml in ddH0 Sigma-Aldrich, Minchen, D
Penicillin/Streptomycin (100x) GibcoBRL, Eggenstein, D
Puromycin SL: 1 mg/mlin ddH,0 Sigma-Aldrich, Minchen, D
Trypsin/EDTA (10x) Biochrome, Berlin, D

2.1.19 Medienzusatze fir die Herstellung und Verwendung von Lentiviren
Chloroquine SL: 100 mM in ddH,0 Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Polybrene SL: 400 pg/ml in ddH»0 Sigma-Aldrich, Miinchen, D
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Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Natriumbutyrat SL: 1 Min ddH»0 Upstate, Temecula, CA

2.1.20 Inhibitoren in der Zellkultur und Proteomanalytik

AEBSF SL: 500 mM in DMSO Calbiochem, Schwalbach, D
ALLN SL: 25 mMin DMSO Calbiochem, Schwalbach, D
Imatinib mesylate SL: 100 uM in ddH,0 Novartis, Minchen, D
LY-294,002-hydrochlorid SL: 25 mM in DMSO Sigma-Aldrich, Minchen, D
MG-132 SL: 40 mM in DMSO Calbiochem, Schwalbach, D
PMSF SL: 100 mM in Methanol Sigma-Aldrich, Minchen, D
Protease Inhibitor Cocktail Set Il (50x) Calbiochem, Schwalbach, D
Protein Tyrosine Phosphatase Inhibitor [V Calbiochem, Schwalbach, D
SL: 20 mM in DMSO

Rapamycin SL: 2mMin DMSO Sigma-Aldrich, Miinchen, D
uo126 SL: 10 mM in DMSO Promega, Madison, USA
2.1.21 Zelllinien
293 (HEK-293) (DSMZ; ACC 305) [GRAHAM et al., 1977]
32D (DSMZ; ACC 411) [GREENBERGER et al., 1983]
Ba/F3 (DSMZ; ACC 300) [PALACIOS et al., 1984]
K562 (DSMZz; ACC 10) [LOzzI0 und LOzzIO, 1975]
TonB (Tet on Ba/F3-p210BCR#ABLWT) [KLUCHER et al., 1998]
WEHI-3B (DSMZ; ACC 26) [WARNER et al., 1969]
2.1.22 Software

Anwendung Software

Bildbearbeitung Adobe: Photoshop 7.0

Densitometrie Bio-Rad: Quantity One V4.6.5

Durchflusszytometrie Becton Dickinson: CellQuest Pro 4.0.2

Isoelektrische Fokussierung Bio-Rad: PDQuest Basic vV8.0.1

Laserscanningmikrokopie Leica: Leica Confocal Software Lite (LCS Lite) V2.61

Literaturverwaltung Thomson: EndNote X10

Primerdesign fir Realtime-PCR | Applied Biosystems: Primer Express 3.0

qRealtime-PCR Applied Biosystems: StepOne Software V2.0

Sequenzierun Applied Biosystems: Sequencing Analysis V3.7

a 9 Applied Biosystems: Data Collection Software V3.0.0

Sequenzvergleiche Invitrogen: Vector NTI 10.0 Advance

Texte, Graphiken, Tabellen Microsoft: Word 2003, Excel 2003, Powerpoint 2003

virtuelle Klonierung Invitrogen: Vector NTI 10.0 Advance
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2.2 Methoden

2.2.1 Gentechnische Arbeitsmethoden

2211 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen

Lésungen: Materialien:
- LB-Medium - Kihlzentrifuge

10 g/l Casein (enzymatisch hydrolysiert); 10 g/l - ReaktionsgeféaBe
NaCl und 5 g/l Hefeextrakt werden in Wasser - Tiefkihlschrank (-80°C)
geldst und anschlieBend autoklaviert

- Kalziumchloridlésung (100 mM), autoklaviert

- 86% (v/v) Glyzerin, autoklaviert

Durchfiihrung:
Ausgehend von einer Vorkultur wurden 1 ml Bakteriensuspension zum Animpfen von 150

ml LB-Medium verwendet. Die Zellen wurden bei 37°C unter Schitteln (150 rpm/min) bis
zum Erreichen einer optischen Dichte von 0,5 bis 0,6 bei 578 nm Wellenlange inkubiert.
Nach 10-min0tiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen durch 15-minttige Zentrifugation
bei 10°C und 3000 rpm pelletiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 ml Kalziumchlorid-
l6sung resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation erfolgte die Resuspendierung des
Pellets in 3 ml Kalziumchloridlésung und die Zugabe von 1 ml Glyzerin. Die Bakterien-
suspension wurde zu 100 pl-Portionen auf sterile ReaktionsgefaBe verteilt und in flissig-
em Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Bakterien erfolgte bei -80°C.

2.2.1.2 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

Lésungen: Materialien:
- LB-Medium - chemisch-kompetente E. coli

10 g/l Casein (enzymatisch hydrolysiert); 10 g/l - Thermomixer (37 °C)
NaCl und 5 g/l Hefeextrakt werden in Wasser ge- - Bakterieninkubator (37 °C)
I6st und anschlieBend autoklaviert

- LB-Agarplatten mit Selektionsdruck (Ampicillin

oder
Kanamycin

- Plasmid-DNA oder Ligationsansatz

Durchfihrung:
Chemisch-kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Zu 100 pl Bakteriensus-

pension wurden 0,1 — 1,0 ug Plasmid-DNA oder 10 pul eines Ligationsansatzes pipettiert
und 15 min auf Eis inkubiert. Nacheinander folgten eine Inkubation von 5 min bei 37°C,

eine Inkubation von 2 min auf Eis und eine Inkubation von 60 min bei 37°C, 150 rpm in
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350 pl LB-Medium. Danach wurden die Bakterien in unterschiedlichen Verdinnungen auf
LB-Agarplatten mit Antibiotikum ausplattiert und bei 37 °C tUber Nacht kultiviert.

2.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

In Abhangigkeit der bendtigten DNA-Mengen wurde zur Isolierung von Plasmid-DNA das
,pegGOLD Plasmid Miniprep Kit* (pegLab, Erlangen, D) oder das ,QIAGEN Plasmid Maxi
Kit* (QIAGEN, Hilden, D) gemaB den Empfehlungen des Herstellers verwendet. Das
Prinzip der DNA-Aufreinigung ist bei beiden Systemen identisch, jedoch unterscheiden
sich die Saulen stark hinsichtlich ihrer GréBe und Bindungskapazitat.

Durchfihrung:
Nach alkalischer Lyse der Zellen und RNaseA-Behandlung des Lysats wurde dieses

zunachst mit Natriumacetat neutralisiert und zentrifugiert. Die im Uberstand enthaltene
Plasmid-DNA wurde bei geringer Salzkonzentration an eine Anionenaustausch-Matrix
adsorbiert. Auf einem Waschschritt bei mittlerer Salzkonzentration, zur Entfernung von
RNA, Proteinen und niedermolekularen Verunreinigungen, folgten die Elution der DNA,
die Prazipitation mit Isopropanol zur Konzentrierung der DNA, sowie ein Waschschritt mit
75%igen (v/v) Ethanol zur Entsalzung der prazipitierten DNA.

2214 Konzentrationsmessungen von Nukleinsauren

DNA- oder RNA-Konzentrationen wassriger Losungen wurden spektralphotometrisch be-
stimmt. Daflr wurde die Extinktion einer verdinnten Nukleinsdurelésung bei 260 nm
Wellenlange, dem Absorptionsmaximum von Nukleinsauren, im Spektralphotometer ge-
messen. Hierbei entspricht eine Extinktion von 1 einer Konzentration von 50 pg/ml far
doppelstrangige DNA, 40 pg/ml fir RNA und 30 pg/ml fir einzelstrangige Oligonukleotide.
Das Verhaltnis der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm ist ein MaB fur die Reinheit einer
Nukleinsdurelésung und sollte fir DNA bei etwa 1,8 und fir RNA bei etwa 2,0 liegen (qilt
fur Lésungen mit pH 8,0). Das Verhaltnis der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm I&sst
eine Aussage Uber die Verunreinigung der Nukleinsduren mit Kohlenhydraten zu. Opti-
malerweise sollte dieser Wert gréBer 2 sein.

Ublicherweise wurden DNA-Proben vor der Konzentrationsmessung 1:50 verdinnt. RNA-
Proben wurden am NanoDrop ND-1000 unverdiinnt (2 pul) vermessen.

2.2.1.5 Spaltung von Nukleinsauren mit Restriktionsendonukleasen

Lésungen/Enzyme: Materialien:
- Restriktionsendonukleasen, 10x NEB-Puffer 1-4 - Heizblock oder Thermozykler (25°C, 37 °C)
und BSA (100x) - ReaktionsgefaBe
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- DNA-Auftragspuffer (5x)
15% (w/v) Ficoll; 1% (v/v) SDS; 50 mM EDTA,
0,25% (w/v) Bromphenolblau oder Orange G in 1x
TBE-Puffer

- TBE-Puffer (10x)
0,9 M Tris (pH 8,0); 0,9 M Borsaure; 20 mM EDTA

Durchfihrung:
Far fortflhrende Klonierungen wurden 210 pug DNA in 50 pl Gesamtvolumen, fir Kontroll-

spaltungen 1 ug DNA in 20 pl Gesamtvolumen mit spezifischen Restriktionsendonuk-
leasen in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer verdaut. Pro pg Plasmid-DNA wurden 2
— 5 Units des bendétigten Restriktionsenzyms eingesetzt. Zur Vermeidung unspezifischer
Enzymaktivitdt wurde dem Ansatz BSA in einfacher Konzentration zugesetzt und darauf
geachtet, dass die totale Menge an Glyzerin im Restriktionsansatz 5% (v/v) nicht Gber-
stieg. Die Inkubationszeit betrug 1 — 3 Stunden bei der vom Hersteller empfohlenen
Temperatur. Die enzymatische Reaktion wurde entweder durch eine Erwarmung des
Ansatzes auf 65°C fir 20 min (Hitzeinaktivierung) oder durch die Zugabe von DNA-
Auftragspuffer beendet.

2.2.1.6 Dephosphorylierung von DNA-Enden mit alkalischer Phosphatase

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- BAP (1 U/ul) - Heizblock oder Thermozykler (37 °C)
- ReaktionsgefaBe

Durchfihrung:

Um bei ungerichteten Vektor-Insert-Ligationen oder ,blunt-end“ Ligationen die Religation
des Vektors zu vermeiden, wurden die freien Enden des gedffneten Vektors vor der
Ligation dephosphoryliert. Die Dephosphorylierung wurde ohne Pufferwechsel direkt an
die Linearisierung angeschlossen. Dazu wurden dem hitzeinaktivierten Restriktionsansatz
1 Units BAP/ug Vektor-DNA zugegeben und der Ansatz 30 min bei 37°C inkubiert. Zur
Inaktivierung der alkalischen Phosphatase wurde die DNA Uber Agarose-Gelelektro-
phorese aufgereinigt und anschlieBend mit dem ,QIAquick Gel Extraction Kit“ (QIAGEN,
Hilden, D) aus dem Gel eluiert.

39



MATERIAL UND METHODEN

2.21.7 Auffiillung von 5’-DNA-Uberhéangen mit dem Klenow-Fragment der DNA-

Polymerase |
Lésungen/Enzyme: Materialien:
- Klenow-Enzym (2 U/pl) - Heizblock oder Thermozykler (37°C)
- dNTP-Mix (10 mM) - ReaktionsgefaBe

- MgCl, (100 mM)

Durchfihrung:
Lasst das Restriktionsmuster der zu klonierenden DNA-Abschnitte keine Ligation von

komplementéren, klebrigen (,sticky“) Enden zu, kénnen diese mit Hilfe des Klenow-
Enzyms aufgeflllt werden. Nach der Aufflllreaktion kénnen die modifizierten DNA-
Fragmente in einer ,blunt-end“ Ligation miteinander verknipft werden. Voraussetzung
hierfir ist, dass flr die Restriktion geeignete Endonukleasen verwendet werden, die einen
5-Uberhang schneiden. Bei 3-Uberhdngen kann der Uberhang lediglich von speziellen
Endonukleasen, wie z.B. der Mung-Bean Nuklease, abgedaut werden. Durch diese
Vorgehensweisen gehen in der Regel die urspringlichen Restriktionsschnittstellen
verloren.

Zum préaparativen Restriktionsansatz wurden 4,0 ul MgCl,, 2,0 pl dNTP-Mix und 2 U
Klenow-Enzym pipettiert und 30 min bei 37 °C inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde
durch eine Hitzeinaktivierung (20 min, 65°C) abgestoppt und die DNA-Fragmente Uber
Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt.

2.2.1.8 Phosphorylierung und Hybridisierung von synthetischen Oligonukleo-

tiden
Lésungen/Enzyme: Materialien:
- T4-Polynukleotidkinase (PNK, 10 U/ul) - Heizblock oder Thermozykler (37 °C)
- T4-Polynukleotidkinase-Puffer (10x) - Wasserbad
- Oligonukleotide (100 pM) - ReaktionsgefaBe
- dATP (10 mM)
Durchfihrung:

Chemisch synthetisierte, einzelstrangige Oligonukleotide wurden vor ihrer Hybridisierung
und Klonierung in-vitro unter dem Einsatz der T4-Polynukleotidkinase und ATP phos-
phoryliert. Jeweils 2,0 ul der zueinander komplementaren Oligonukleotide wurden mit 2,0
pl T4-Polynukleotidkinase-Puffer; 2,0 ul dATP und 10 Units T4-Polynukleotidkinase ver-
setzt. Der Ansatz wurde mit ddH,0 auf ein Endvolumen von 20 pl aufgefullt und 30 min bei
37°C inkubiert.
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Zur nachfolgenden Hybridisierung wurde der Ansatz 3 min bei 95°C im Wasserbad inku-
biert und anschlieBend langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt.

Die zueinander komplementaren Oligonukleotide wurden im Vorfeld so konstruiert, dass
aus ihrer Hybridisierung restriktionsspezifische Uberhdnge resultierten und eine direkte,
gerichtete Klonierung in geeignete Zielvektoren méglich war.

2.21.9 Fallung von Nukleinsauren

Lésungen: Materialien:

- Natriumazetat (3 M, pH 5,2) - Kihlzentrifuge (8°C)
- Glykogen (10 pg/ul) - ReaktionsgefaBe

- 96% (v/v) Ethanol - Gefrierschrank

- 75% (v/v) Ethanol

Durchfihrung:
DNA-Fragmente, die Uber Agarose-Gelelektrophorese gewonnen wurden, missen vor

ihrer weiteren Verwendung aufgereinigt und entsalzt werden. Salze kénnen die enzym-
atische Aktivitat von Ligasen beeintrachtigen und wirken sich spatestens bei der Transfor-
mation von elektrisch-kompetenten Bakterien stérend aus.

DNA aus Restriktionsansatzen wurde auf ein Endvolumen von 90 pl mit ddH,0 aufgefillt.
Nach Zugabe von 1,0 pl Glykogen und 10,0 pl Natriumazetatlésung wurde der Ansatz gut
gemischt. Zum Féllen der DNA wurde 96%iger (v/v) Ethanol bis zu einer Endkonzentra-
tion von 75% (v/v) zugegeben (300 ul Ethanol auf 100 ul DNA-Ansatz) und 2 Stunden bei
-20°C inkubiert. Die DNA wurde durch 30-minltige Zentrifugation bei 13.000 rpm und 8°C
pelletiert und einmal mit 75%igen (v/v) Ethanol gewaschen. Nach wiederholter 10-mindtig-
er Zentrifugation unter identischen Bedingungen wurde das Pellet an der Luft getrocknet
und in ddH.0 resuspendiert.

2.2.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- T4-DNA Ligase (400 — 2000 U/ul) - Heizblock oder Thermozykler (16°C; 25°C)
- T4-DNA Ligase-Puffer (10x)

Durchfihrung:
Zur Ligation wurden dephosphorylierte Vektor-DNA und Insert-DNA in verschiedenen mol-

aren Verhéltnissen (1:3 bis 1:10) eingesetzt. Zum Ligationsansatz wurden 2,0 pl Ligase-
Puffer und 400 — 2000 Units Ligase pipettiert und mit ddH,0 auf ein Endvolumen von 20 pl
aufgeflillt. Bei ,blunt-end“-Ligationen erfolgte die Ligation bei 25°C liber Nacht. Bei DNA-
Fragmenten mit klebrigen Enden wurde die Ligation bei 16°C Uber Nacht oder alternativ
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bei Raumtemperatur durchgefihrt. Bei der Klonierung von groBen DNA-Fragmenten wur-
den dem Ligationsansatz 5% (w/v) PEG-8000 beigeflgt.

2.2.1.11  Agarose-Gelelektrophorese

Lésungen: Materialien:

- TBE-Puffer (10x) - Elektrophoreseapparatur mit Netzteil
0,9 M Tris (pH 8,0); 0,9 M Borséure; 20 mM - Geldokumentationssystem
EDTA - UV-Tisch

- Agarose LE - Skalpell
1 — 2% (w/v) TBE-gepufferte Agarosegele - QlAquick Gel Extraction Kit

- Ethidiumbromid (10 mg/ml)
- DNA-GroBenmarker

Durchfihrung:
In Abhangigkeit ihrer GroBe wurden DNA-Fragmente oder PCR-Produkte in 1 — 2%igen

(w/v) TBE-gepufferten Agarosegelen aufgetrennt. Bei diesem Verfahren wandern negativ
geladene Nukleinsduren mit einer Geschwindigkeit zur Anode, die dem Logarithmus ihrer
Molmasse umgekehrt proportional ist. Die Auftrennung erfolgte bei 8 V/cm Gel-Lange
(100 — 120 V) im einfach konzentrierten TBE-Puffer. Zur Visualisierung der DNA-Produkte
wurde dem Gel im Vorfeld Ethidiumbromid zugesetzt. Dabei handelt es sich um einen
Farbstoff, der mit DNA interkaliert und bei 365 nm Wellenldnge zum Leuchten angeregt
werden kann. Zur GréBenbestimmung der einzelnen DNA-Fragmente wurden neben den
Proben auch verschiedene GréBenmarker im Gel aufgetrennt. Die gewlnschten DNA-
Fragmente wurden am UV-Tisch mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und
Uber das ,QIAquick Gel Extraction Kit“ (QIAGEN, Hilden, D) gemaB den Angaben des
Herstellers isoliert.

2.2.1.12 Isolation von RNA mit Trizol-Reagenz

Lésungen: Materialien:

- DPBS (-CaCly/-MgCly) - Kiihizentrifuge (8°C)
- Trizol-Reagenz - Heizblock

- Chloroform - NanoDrop ND-1000
- Isopropanol - ReaktionsgefaBe

- 75% (v/v) Ethanol
- Wasser (HPLC-grade)

Durchfihrung:
Gesamt-BRNA wurde aus Zellen unter dem Einsatz von Trizol isoliert. Vor der Isolation

wurden die Zellen der jeweiligen Ansatze mit PBS gewaschen, um Mediumreste zu ent-
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fernen. Im Anschluss daran wurden zu 10° - 107 Zellen 1 ml Trizol-Reagenz pipettiert und
die Anséatze griindlich gemischt. Nach einer 5-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur
wurden zu den lysierten Zellen 200 pl Chloroform zugegeben und die Ansatze erneut fur
15 sec griindlich gemischt. Zur Phasentrennung wurden die Proben fir 15 min bei 10.000
g und 8°C zentrifugiert. Die oberen, farblosen Phasen wurden vorsichtig in frische
ReaktionsgefaBe Uberfuhrt und die darin geléste RNA durch die Zugabe von 250 - 300 pl
Isopropanol gefallt. Die RNA wurde durch 15-mindtige Zentrifugation bei 10.000 g und
8°C pelletiert und zweimal mit 75%igen (v/v) Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen bei
37°C im Heizblock wurde die RNA in 10 - 20 pl hochreinem Wasser geldst. Die RNA-
Konzentration wurde am NanoDrop ND-1000 photometrisch ermittelt. Ein Teil der isolier-
ten RNA wurde zur reversen Transkription eingesetzt. Der Rest bei -80°C gelagert.

2.2.1.13 Reverse Transkription

Lésungen/Enzyme: Materialien:
- M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/ul) - Heizblock oder Thermozykler (37 °C)
- Reverse Transcription First Strand Buffer (5x) - ReaktionsgefaBe

- Random Hexamer Primer pd(N)g (100 pmol/pl)
- dNTP-Mix (10 mM)

-DTT (100 mM)

- RNA (0,5-1,0 pg)

Durchfiihrung:
Pro Ansatz wurden 0,5 — 1,0 ug Gesamt-RNA mit hochreinem Wasser auf ein Volumen

von 10 pl aufgefillt und 10 min bei 70°C denaturiert. Daran anschlieBend wurde die RNA
schnell auf Eis abgekuhlt und mit 4,0 pl 5x Puffer; 2,0 ul dNTP-Mix; 2,0 pul DTT; 1,0 pl
pd(N)s-Primer und 200 Units der reversen M-MLV Transkriptase in Form eines Master-
Mixes ergénzt. Die reverse Transkription erfolgte fir 1 Stunde bei 37°C. AbschlieBend
wurden die Ansatze mit ddH,0 auf ein Endvolumen von 150 pl aufgefillt und entweder
direkt in der quantitativen Realtime-PCR eingesetzt oder bei -80°C gelagert.

2.2.1.14 Quantitative Realtime-Polymerasekettenreation (qRealtime-PCR)

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- TagMAN Universal PCR Master Mix (2x) - optische 96-Lochplatten
- Power SYBR®Green PCR Master Mix (2x) - gRealtime-PCR System
- TagMan-Primer-Mix (30 uM) - ReaktionsgefaBe

- TagMAN-Sonde (2 uM)
- SYBR®Green-Primer-Mix (5 uM)
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3.2x Master-Mix fur ein Triplikat (TagMan):
32,0 ul TagMAN Universal Master Mix (2x)
1,9 pyl TagMan-Primer-Mix (30 uM)
6,4 pl TagMAN-Sonde (2 uM)
23,7 pl cDNA aus reverser Transkription
64,0 ul > 3x 20 pl auf optische 96-Lochplatte
3.2x Master-Mix far ein Triplikat (SYBR®Green):
32,0 ul Power SYBR®Green PCR Master Mix (2x)
3,2 ul SYBR®Green-Primer-Mix (5 uM)
28.8 ul cDNA aus reverser Transkription
64,0 ul > 3x 20 ul auf optische 96-Lochplatte
Der Pimer-Mix reprasentiert die jeweiligen gRT-PCR-Programm: (TagMan / SYBR®Green)

Primer in der vorwartigen und rickwart- 1. 1 Zyklus — 2 min bei 50°C
igen Orientierung zu gleichen Anteilen in 2. 1 Zyklus — 10 min bei 95°C
der gewuinschten Endkonzentration. 3. 40 Zyklen — 15 sec bei 95°C/ 60 sec bei 60°C

Durchfihrung:
Die quantitative Realtime-PCR (qRealtime-PCR) ermdglicht mit speziellen fluorochrom-

markierten Sonden und 5’- sowie 3’-flankierenden Primern die sehr empfindliche Detek-
tion und Quantifizierung von RNA- und DNA-Proben. In der vorliegenden Arbeit wurden
durch diese Methode die zellularen Gehalte an STAT5-mRNA (endogen und transgen)
bestimmt. Fir die Kalkulation der Molekilanzahl wurde auf STAT5-Verdinnungsreihen,
basierend auf vektorieller DNA, als interne Kalibrierung zurtickgegriffen. Fir die Normali-
sierung der unterschiedlichen Ansétze kamen Primer gegen die murinen Housekeeping-
Gene B2-Mikroglobulin (B2M) oder PBGD in der PCR-Reaktion zum Einsatz.

Samtliche Pipettierschritte wurden auf Eis ausgefuhrt. Um Pipettierschwankungen auszu-
schlieBen, wurden pro Ansatz stets Triplikate pipettiert und geeignete Master-Mixe ver-
wendet. Die benétigten Primer wurden auf eine Stockkonzentration von 300 uM, die der
Sonde auf 20 puM, eingestellt. Vor ihrem Einsatz in der PCR wurden die Primer nochmals
in eine Arbeitskonzentration von 30 uM bzw. 5 uM, die der Sonde auf 2 pM, mit ddH,0
verdunnt.

GemanB der Probenanzahl wurden Master-Mixe hergestellt und diese mit cDNA aus der
reversen Transkription erganzt. Die Proben wurden anschlieBend grindlich gemischt und
30 sec bei 2000 rpm zentrifugiert. Danach wurden pro Ansatz dreimal 20 pl in optische
96-Lochplatten vorgelegt und die gRealtime-PCR Messung durchgefihrt.
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2.2.1.15 Auswertung der quantitativen Realtime-PCR Ergebnisse

Ublicherweise werden die gesammelten Daten der qRealtime-PCR mit Hilfe der AACT-
Methode ausgewertet [LIVAK und SCHMITTGEN, 2001]. Hierflr werden der erhaltene CT-
Wert des regulierten Gens (GOl = STAT5) mit dem CT-Wert des unregulierten Gens
(HKG = B2M, PBGD) nach folgender Formel berechnet, um die relative Expressions-
regulation zu erhalten:

Relative Expression = 21SACT CACT)

ACT: Differenz der CT-Werte von reguliertem Gen (GOI) zu unreguliertem
Gen (HKG) > (GOI CT) — (HKG CT)

SACT - CACT: Differenz zwischen den regulierten Proben ACT (SACT) und der
Kontrollprobe ACT (CACT) - entspricht dem AACT-Wert!

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Berechnung von Expressionsunterschieden durch
die Ermittlung absoluter Molekilzahlen, die prozentual zueinander ins Verhaltnis gesetzt
wurden. Als Basis fur die Berechnung dienten STAT5-Verdlnnungsreihen aus vektorieller
DNA.

2.2.1.16  Ortsspezifische Mutagenese

Lésungen/Enzyme: Materialien:
- Pfu Ultra HF DNA Polymerase (2,5 U/ul) - Thermozykler
- Pfu Ultra HF DNA Polymerase-Puffer (10x) - ReaktionsgeféaBe
- Primer-Mix, vorwarts & rlickwarts (100 ng/ul) PCR-Programm:
- Matrizen-DNA (10 ng/ul) 1. 50 sec bei 95°C
- ANTP-Mix (10 mM) 2. 50 sec bei 95°C
- QuikSolution 2. 2 minbei 55°C ]
- Dpnl (10 U/ul) 2. 20 min bei 68°C 18 Zyklen
3. 10 min bei 68°C
4 © bei 8°C
Durchfihrung:

Ortsspezifische Mutagenesen von Tyrosin-Phosphorylierungsstellen oder shRNA-Erken-
nungssequenzen in STAT5A erfolgten mittels PCR unter Verwendung des ,QuikChange
Site-Directed Mutagenesis Kit“ (Stratagene, La Jolla, CA) gemaB den Angaben des Her-
stellers.
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Im Vorfeld erfolgte die virtuelle Konstruktion geeigneter Primer-Paare. Besonderes
Augenmerk musste dabei auf die Schmelztemperatur der Primer (278°C) und die Lage
der auszutauschenden Nukleotide in den Primern (mdglichst zentral) gelegt werden.

Fiar die PCR-Reaktion wurden die Mutageneseprimer in einer Arbeitskonzentration von
100 ng/pl und die STAT5A-Matrizen-DNA von 10 ng/ul verdiinnt. Pro Mutagenese wurden
jeweils 125 ng der Primer (vorwarts & rickwarts) und 10 — 20 ng Matrizen-DNA mit 5,0 pl
10x Polymerase-Puffer; 3,0 ul QuikSolution; 2,0 ul dNTP-Mix und 2,5 Units Pfu Ultra HF
DNA Polymerase versetzt und mit ddH,0 auf ein Endvolumen von 50 pl aufgefallt. Nach
der Amplifikation der Matrizen-DNA konnte die methylierte, nicht mutierte Parental-DNA
durch Dpnl hydrolysiert (10 Units, 1 h bei 37°C) und das Mutagenese-Produkt in E. coli
Bakterien transformiert werden. Die Mutagenesen wurden durch anschlieBende Sequen-
zierung bestatigt.

2.2.1.17 Sequenzierung von Nukleinsauren

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- BigDye Terminator v1.1 Sequencing Kit - Thermozykler

- BigDye Sequencing Buffer (5x) - Sequenziergerat

- Sequenzierprimer (10 uM) - Gelfiltrationsséulen (Dye Ex 2.0 Spin Kit)
- Plasmid-DNA (0,1 — 1,0 pg/pul) - Tischzentrifuge

- Hi-Di Formamide PCR-Programm:

1. 30 sec bei 95°C
2. 30 sec bei 95°C
2. 4 minbei 60°C 25 Zyklen
3 © bei 8°C

Durchfihrung:
Durchgefiihrte Mutagenesen oder Klonierungen wurden mittels Sequenzierung auf ihre

Richtigkeit hin Gberprift. Dies erfolgte unter Verwendung geeigneter Sequenzierprimer
und dem ,BigDye Terminator v1.1 Sequencing Kit* (Applied Biosystems, Foster city, CA,
USA) in einer PCR-Reaktion. Maximal 1 pg Plasmid-DNA wurde mit 1,5 ul Sequenzier-
primer; 4,0 ul 5x Sequenzierpuffer sowie 3,0 ul BigDye Terminator Sequenzier-Mix ver-
mischt und mit ddH,0 auf ein Endvolumen von 20 pl aufgefllt.

Nach der PCR-Reaktion wurden Salze, lberschissige Desoxynukleotide (dNTPs) und
Didesoxynukleotide (ddNTPs) durch eine Gelfiltration mit dem ,Dye Ex 2.0 Spin Kit"
(QIAGEN, Hilden, D) entfernt (Zentrifugation flir 3 min bei 2700 rpm). Die Proben wurden
in Hi-Di Formamidldsung stabilisiert und am ABIPrism 310 Genetic Analyzer sequenziert.
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2.2.2 Zellbiologische Arbeitsmethoden

2.2.2.1 Kultivierung und Induktion eukaryotischer Zelllinien

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- Standardmedien - Zellkulturflaschen
DMEM + GlutaMAX + 10% (v/v) FBS + 1x P/S - Zellkulturplatten
RPMI + GlutaMAX + 10% (v/v) FBS + 1x P/S - Zellkulturinkubator

- Zusétze in der Endkonzentration - Zentrifuge

20% (v/v) WEHI-3BCM'
Doxyzyklin (2 pg/ml)
- DPBS (-CaCl./-MgCly)
- Doxyzyklin (2 mg/ml)
'WEHI-3BCM = WEHI-3B konditioniertes Medium als Quelle fiir murines IL-3

Durchfiihrung:
Alle verwendeten Zelllinien wurden in den Standardmedien RPMI (Suspensionszellen)

oder DMEM (adhéarente Zellen) kultiviert und mindestens alle 72 Stunden subkultiviert.
Vor ihrer Verwendung wurden die Standardmedien mit 10% (v/v) FBS und 1x P/S erganzt.
Zellen der TonB-Zelllinie proliferieren faktorabhéngig. Der Faktor (IL-3) wurde der Kultur in
Form von WEHI-3B konditioniertem Medium (WEHI-3BCM) zugeflhrt.

In regelmaBigen Abstéanden wurde Uberprift, ob sich im Kultivierungszeitraum faktorunab-
hangig wachsende Zellen in der Zellkultur etabliert haben. Dazu wurden TonB-Zellen
dreimal im groBen Volumen mit PBS gewaschen und in einer Zelldichte von 5x10* Zellen
pro ml Medium (-IL-3/-BCR-ABL) ausgeséat. Nach 3 Tagen in Kultur wurde mittels Trypan-
blau-Ausschluss der Anteil toter Zellen ermittelt. Dieser musste bei >95% liegen, um die
Zellen weiter verwenden zu kdnnen.

Bei TonB-Zellen kann durch die Zugabe von 1 — 2 pug/ml Doxyzyklin (Dox) in das Nahr-
medium die Expression von p210%°"*8- induziert werden. Um Effekte von BCR-ABL in
der Abwesenheit von IL-3 untersuchen zu kdnnen, wurden die Zellen dreimal im groBen
Volumen mit PBS gewaschen und in einer Zelldichte von 3 — 5x10* Zellen pro ml Dox-
haltigem Medium ausgesat.

2.2.2.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- Einfriermedium - Zentrifuge
20% (v/v) FBS; 10% (v/v) DMSO; 70% RPMI - Kryoréhrchen
bzw. DMEM ohne FBS und Penicillin/Strepto- - Tiefkhlschrank (-80°C)
mycin (P/S) - Stickstofftank

- Standardmedien - Zellkulturinkubator
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DMEM + GlutaMAX + 10% (v/v) FBS + 1x P/S
RPMI + GlutaMAX + 10% (v/v) FBS + 1x P/S
- Zusétze in der Endkonzentration
20% (v/v) WEHI-3BCM'
'WEHI-3BCM = WEHI-3B konditioniertes Medium als Quelle fir murines IL-3

Durchfiihrung:
Adhasions- oder Suspensionszellen wurden aus einer logarithmisch wachsenden Popu-

lation eingefroren. Nach einer PBS-Behandlung wurden Adhé&sionszellen (HEK-293 oder
WEHI-3B) vom Zellkulturboden abgelést und durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren
vereinzelt. Suspensionszellen (K562, TonB, 32D) wurden in ein 50ml-Falcon Réhrchen
{berfiihrt und durch Zentrifugation (5 min, 300 g, RT) sedimentiert. Zu 10° — 10’ Zellen
wurde 1 ml Einfiermedium gegeben und die Zellen darin resuspendiert. AnschlieBend
wurde die Suspension auf Kryordhrchen verteilt, die Zellen langsam (-1°C/min) in Einfrier-
boxen auf -80°C abgekihlt und am nachsten Tag zur Langzeitlagerung in flissigen Stick-
stoff Gberfuhrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte schnell bei 37 °C im Wasserbad. Zur Entfernung des tox-
ischen DMSO wurden die Zellen in 10 ml Standardmedium aufgenommen, zentrifugiert (5
min, 300 g, RT), im frischen Standardmedium resuspendiert und in geeignete Zellkultur-
flaschen Uberfuhrt. In der Regel erfolgte nach 24 Stunden ein Medienwechsel.

2.2.2.3 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- Trypanblau-Stamml&sung (10x) - Neubauer-Zahlkammer
0,5% (w/v) Trypanblau; 0,9% (w/v) NaCl - Lichtmikroskop (invers)

- Trypanblau-Gebrauchslésung - Zellzahler (automatisch)

3% (v/v) konz. Essigsdure in 1x Trypanblau-

Lésung; vor Verwendung den Ansatz filtrieren!

Durchfihrung:
Die Zellzahl wurde unter zu Hilfenahme der Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Bei hohen

Zelldichten konnte alternativ die Zellzahl auch mit einem automatischen Zellzahler bestim-
mt werden. Zur Ermittelung des Anteils toter und lebender Zellen in der Kultur wurde der
negativ geladene Farbstoff Trypanblau verwendet. Da der Farbstoff keine Zellen mit ein-
em intakten Membranpotential penetrieren kann, farben sich unter dem Mikroskop ledig-
lich beschadigte oder bereits tote Zellen blau ein.

In der Regel wurden 50 pl einer gut homogenisierten Zellsuspension mit 50 ul Trypan-
blau-Gebrauchslésung vermischt, was einer 1:1 Verdinnung der Zellsuspension ent-
sprach. Mit 10 pl dieser Verdiinnung wurde die Neubauer-Zahlkammer (0,0025 mm?x 0,1
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mm) beladen und die Anzahl an farblosen und blau-gefarbten Zellen bestimmt. Je 4
GroBquadrate wurden ausgezahlt und der Durchschnitt errechnet. Die Verhéltnisse aus
farblosen Zellen zur Gesamtzellzahl bzw. blau-gefarbten Zellen zur Gesamtzellzahl ergab
den Anteil an lebenden und toten Zellen in der Kultur.

Zur Errechnung der Zellzahl in der untersuchten Kultur wurde nachfolgende Formel her-
angezogen:

Anzahl der Zellen pro GroBquadrat x Verdinnungsfaktor x 10.000 = Zellen pro ml

2.2.2.4 Isolation von PBMC-Zellen aus dem Vollblut durch Ficoll-Dichtegra-

dientenzentrifugation

Lésungen/Enzyme: Materialien:
- Biocoll Separating Solution - Zentrifuge
- DPBS (-CaCly/-MgCly) - 50ml-Falcon Réhrchen

- Vollblut (Heparin-behandelt)

Durchfihrung:
Mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) wurden Uber eine Dichtegradien-

tenzentrifugation an frischem Vollblut von Spendern isoliert. Als Trennmedium kam Ficoll-
Paque (Biocoll Separating Solution), ein leicht wasserldsliches Kopolymer aus Saccha-
rose und Epichlorhydrin mit einer Dichte von 1,077 + 0,001 g/cm?, zur Anwendung.

In 50ml-Falcon Réhrchen wurden 15 ml Trennmedium vorsichtig mit 25 — 30 ml verdinn-
tem Vollblut Gberschichtet (Vollblut wurde 1:4 mit PBS verdiinnt). Dabei musste darauf
geachtet werden, dass sich die beiden Phasen nicht miteinander vermischten. Der Ficoll-
Gradient wurde zentrifugiert (20 min, 1500 rpm, ohne Bremse). Nach der Zentrifugation
stellten sich vier Phasen dar: als oberste Schicht eine gelbliche Phase (Plasma mit
Thrombozyten), eine schmale weiBlliche Bande (mononukledre Zellen = Monozyten und
Lymphozyten), eine farblose viskose Bande (Ficoll-Trennmedium) und als unterste Phase
im Konus des Zentrifugenréhrchens eine rote Schicht, bestehend aus Erythrozyten und
Granulozyten. Das Blutplasma wurde verworfen, die PBMC-Zellen vorsichtig mit einer
Pipette abgesaugt und in frische 50ml-Falcon Réhrchen Uberfihrt. Um die Zellen von
Ficoll-Resten zu reinigen, erfolgten zwei Wé&schen im groBen Volumen mit PBS. Die
gereinigten mononukledren Zellen konnten nun eingefroren, zur Proteinextraktion oder zur

weiteren Isolation von CD34*-Zellen herangezogen werden.
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2.2.2.5 Herstellung von Einzelklonen durch serielle Verdiinnung

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- Trypanblau-Gebrauchslésung - Neubauer-Zahlkammer
3% (v/v) konz. Essigsdure in 1x Trypanblau- - Lichtmikroskop (invers)
Lésung; vor Verwendung den Ansatz filtrieren! - Multikanalpipette

- Standardmedium - 96-Lochplatten (flacher Boden)

RPMI + GlutaMAX + 10% (v/v) FBS + 1x P/S - Zellkulturinkubator
+20% (v/v) WEHI-3BCM'
'WEHI-3BCM = WEHI-3B konditioniertes Medium als Quelle fiir murines IL-3

Durchfiihrung:
Einzelklone von lentiviral-transduzierten Zellen wurden aus seriellen Verdinnungen der

verschiedenen Zellpools gewonnen. Hierflir wurde zunéchst Uber den Trypanblau-Aus-
schluss die Anzahl lebender Zellen in der Suspension ermittelt. Die Zellpools wurden
soweit verdiinnt, bis ein reprasentatives Volumen von 100 Zellen (minimales Entnahme-
volumen aus der Verdinnung betrug 10 ul) der Suspension entnommen werden konnte.
Dieses Volumen wurde in 40 ml Standardmedium resuspendiert und griindlich vermischt.
Mit einer Multikanalpipette wurden anschlieBend in die Lécher von 96-Lochplatten 175 pl
des Zell-Standardmediums vorgelegt. Statistisch sollte sich bei dieser Herangehensweise
nun in jedem 2. bis 3. Loch der 96-Lochplatte ein Einzelzellklon befinden. Die Platten
wurden eine Woche im Brutschrank inkubiert. Geeignete Einzelklone (Wachstum, Form,
Fluoreszenz) wurden weiterkultiviert und nach Erreichen einer ausreichenden Zellzahl im

FACS vermessen, kryokonserviert oder in weiteren Versuchen eingesetzt.

2.2.2.6 Kotransfektionsassay durch transiente Transfektion mit FUGENE-6

Lésungen/Enzyme: Materialien:
- Standardmedium - 24-Lochplatten
DMEM + GlutaMAX + 10% (v/v) FBS + 1x P/S - ReaktionsgefaBe
- DMEM (-FBS/-P/S) - Zellkulturinkubator
- Trypsin/EDTA (1x) - FACSCalibur
- DPBS (-CaCly/-MgCly) - Fluoreszenzmikroskop

- FUGENE-6 Transfection Reagent
- PE-anti-human NFGR

Hintergrund:
Die Funktionalitat und Effizienz von konstruierten shRNAs gegen zellulare Zielgene

wurden im Kotransfektionsassay getestet. Dazu wurden adharent wachsende HEK-293-
Zellen mit drei unterschiedlichen Konstrukten transfiziert. Das erste Konstrukt kodierte
dabei flr das Zielgen, das durch die shRNA herunterreguliert werden sollte. Der hierfur
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verwendete Vektor, pMSCV-Zielgen-IRES-EGFP, war so konstruiert, dass neben der
Expression des jeweiligen Zielgens auch eine unabhéngige Expression von GFP Uber die
interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES) méglich war. Das zweite Konstrukt kodierte die zu
untersuchende shRNA, die sich entweder im Klonierungsvektor, pSuper-H1-shRNA, oder
bereits im lentiviralen Vektor befand. Das dritte Konstrukt kodierte fur das zellulare Ober-
flachenmolektul LNGFR (Low Affinity Nerve Growth Factor Receptor) und diente der
Normalisierung der einzelnen Kotransfektionen untereinander.

Das grundlegende Prinzip dieser Methode liegt in der polycistronischen Transkription
einer Zielgen-IRES-EGFP-mRNA sowie der Expression von Zielgen-shRNAs begriindet.
Bei einer effizienten Wirkungsweise der zu testenden shRNA, sollte die Zielgen-IRES-
EGFP-mRNA erheblich durch das RNAIi-System der Zelle degradiert werden. Obwohl
durch die shRNA lediglich das Zielgen angegriffen wird, kommt es durch die Funktions-
weise des RNAIi-Systems und dem polycistronischen Charakter des Transkripts ebenfalls
zu einer Degradation der GFP-mRNA in den Zellen. Die Abnahme der GFP-Fluoreszenz
gegenulber einer unspezifischen Kontroll-shRNA ist im FACS messbar und ein MaB fiir die
Effizienz der Zielgen-shRNA.

Durchfihrung:
Einen Tag vor der Transfektion wurden 1 — 2x10° Zellen pro Loch einer 24-Lochplatte im

Standardmedium ausgesat. Unmittelbar vor der Transfektion wurde die DNA der verschie-
denen Anséatze zusammen gegeben. Zu 0,5 — 1,0 ug pMSCV-Zielgen-IRES-EGFP wurden
0,5 — 1,0 pug Zielgen-shRNA oder unspezifische Kontroll-shRNA pipettiert. Die Ansatze
wurden mit 0,05 — 0,1 ug LNGFR-DNA erganzt und mit DMEM (-FBS/-P/S) auf 50 ul
aufgeflillt. Pro 1 pg eingesetzter DNA wurden 3 pl FUGENE-6 Lésung in separate Reak-
tionsgeféaBe vorgelegt, mit DMEM (-FBS/-P/S) auf 50 ul aufgeflllt und 5 min bei Raum-
temperatur inkubiert. AnschlieBend wurden beide Volumina vorsichtig miteinander ver-
mischt und weitere 20 min zur Ausbildung der DNA-Lipid-Komplexe inkubiert.

Wahrend dieser Inkubationszeit wurde das Medium auf den Zellen entfernt und durch 400
pl Standardmedium pro Loch erneuert. AbschlieBend wurden tropfenweise die DNA-Lipid-
Komplexe auf die Zellen pipettiert. Nach 24-stindiger Inkubation erfolgten ein Medium-
wechsel und die Abschatzung des Transfektionserfolgs am Fluoreszenzmikroskop. Nach
weiteren 24 Stunden wurden die Zellen vorsichtig von der Kulturplatte abgelést (1x
Trypsin/EDTA), ausgiebig mit PBS gewaschen und nach einer Zentrifugation (5 min, 300
g, RT) im Ruicklauf (ca. 50 pl) resuspendiert. Ein PE-gekoppelter a-NGFR-Antikérper
wurde 1:10 mit PBS verdiinnt. Jeweils 50 pl der verdinnten Antikérperlésung wurden zu
den resuspendierten Zellen pipettiert (finale Antikérperverdiinnung 1:20) und die Ansatze
30 min bei Dunkelheit inkubiert. Nicht gebundener Antikérper wurde durch eine PBS-
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Waésche im groBen Volumen entfernt und die Zellen nach einer Zentrifugation (5 min, 300
g, RT) in 200 — 300 pl PBS resuspendiert. AbschlieBend erfolgten die Messung der Rot-
und Grunfluoreszenz am FACS sowie die Kalkulation der GFP-Expressionsunterschiede
gegentiber der Kontroll-shRNA.

2.2.2.7 Herstellung, Konzentrierung und Titration von Lentiviren

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- Standardmedien - 175¢m?-Zellkulturflaschen
DMEM + GlutaMAX + 10% (v/v) FBS + 1x P/S - 96-Lochplatten (flacher Boden)
RPMI + GlutaMAX + 10% (v/v) FBS + 1x P/S - 12-Lochplatten

- Zusétze in der Endkonzentration - ReaktionsgefaBe
20% (v/v) WEHI-3BCM' - 15ml- und 50ml-Falcon Réhrchen
Polybrene (1x) - 0,45um-Sterilfilter

- RPMI (-FBS/+P/S) - Zellkulturinkubator

- DPBS (-CaCly/-MgCly) - FACSCalibur

- HBS-Puffer (2x) - Lichtmikroskop (invers)

50 mM HEPES; 1,5 mM Na,HPO0,; 280 mM - Fluoreszenzmikroskop
NaCl; pH 7,0 — 7,1 - Zentrifuge
- Poly-L-Lysin - Tiefkuhlschrank (-80°C)

- Kalziumchlorid (2 M)

- Chloroquine (100 mM)

- Natriumbutyrat (1 M)

- Polybrene (100x = 400 pg/ml)

'WEHI-3BCM = WEHI-3B konditioniertes Medium als Quelle fir murines IL-3

Hintergrund:
Zur effizienten und stabilen Expression von Zielgenen oder shRNAs wurden replikations-

inkompetente Lentiviren hergestellt. Dazu wurden die cis-aktiven-Sequenzen, die fir den
Gentransfer in die Zielzelle bendtigt werden und die trans-aktiven-Sequenzen, die virale
Strukturelemente kodieren, auf 2 Vektoren verteilt. Da nur cis-aktive Sequenzen in neu
generierte Viruspartikel eingebaut werden, wurden die Zielgene zwischen die 5’- und 3’-
LTRs (long terminal repeats) und die shRNAs direkt in die 3’-LTR des lentiviralen Vektors
kloniert. Zusatzlich waren die lentiviralen Transgen-Vektoren mit Markergenen (GFP oder
RFP) ausgestattet, was flir ihr spateres Screening (z.B. Transduktionseffizienz) notwendig
war. Die Spezifitat eines Virus fir bestimmte Zelltypen wird ferner durch die Interaktion
seiner Hullproteine mit den Rezeptoren der Zellmembran determiniert. Die Modifikation
der Hulle viraler Partikel durch den Einbau verschiedener Glykoproteine wird auch
Pseudotypisierung genannt. Ein drittes Plasmid, das fir das Vesikulare-Stomatitis-Virus-
Glykoprotein (VSV.QG) kodierte, ermdglichte dabei die Transduktion einer breiten Palette
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von Zelltypen. Lentivirale Uberstande wurden durch Kalziumphosphat-Kotransfektion von
HEK-293-Zellen mit den 3 hier beschriebenen Vektoren (Transgen-, Verpackungs-, Hlll-
Plasmid) hergestellt.

Durchflhrung der Virusherstellung:

Drei Tage vor der Kalziumphosphat-Prézipitation wurden 5x10° HEK-293-Zellen in 30 ml
DMEM-Standardmedium auf Poly-L-Lysin beschichtete 175cm?-Zellkulturflaschen ausge-
sat. Pro Virusvariante wurden 2 bis 3 Flaschen vorbereitet. Am Tag der Transfektion wur-
den die Zellen auf Konfluenz (70 — 80%) Uberprift. Pro Zellkulturflasche wurden die
Volumina von 40 ug Transgen-Plasmid, 30 ug pCMV-Verpackungsplasmid und 20 pg
pMD.G-Hullplasmid miteinander vermischt und zu 1,8 ml ddH.0 pipettiert. AnschlieBend
wurden 122 pl Kalziumchloridlésung zugegeben und der Ansatz (Endvolumen = 2 ml)
grindlich gemischt. In ein zweites 15ml-Falcon Réhrchen wurden 2,0 ml 2x HBS-Puffer
vorgelegt. Unter standigem Lufteinstrom wurde nun die Kalzium-DNA-LSsung tropfen-
weise in den HBS-Puffer Uberfiihrt und anschlieBend 15 min zur Ausbildung des DNA-
Prazipitats bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen wurde das verbrauchte Medi-
um von den HEK-293-Zellen entfernt und durch 12 ml Chloroquine-haltiges DMEM-Stan-
dardmedium ersetzt (4,0 pl Chloroquine/12 ml Medium). Vorsichtig wurde das DNA-
Prazipitat (4 ml) auf die Zellen pipettiert und die Zellen fir 5 — 6 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde das Prazipitat wieder abgenommen, die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und mit 16 ml Butyrate-haltigem DMEM-Standardmedium (160 pl Butyrate/16
ml Medium) gefittert. Am n&chsten Tag wurde das Medium von den Zellen entfernt und
durch 20 ml RPMI (-FBS/+P/S) ersetzt. Nach einer 24-stiindigen Inkubation wurde das
Medium gesammelt und durch 16 ml frisches RPMI (-FBS/+P/S) ersetzt. Das gesamm-
elte, virushaltige Medium wurde 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert und anschlieBend durch
einen 0,45um-Sterilfilter filtriert. Nach weiteren 6 — 7 Stunden wurde der zweite Virus-
Uberstand gesammelt, sterilfiltriert und mit dem ersten VirusUberstand vereinigt.

Durchfiihrung der Viruskonzentrierung:

Um héhere Transduktionseffizienzen zu erhalten, wurden die viralen Uberstande auf
50ml-Falcon Réhrchen aufgeteilt und tGber Nacht bei 7000 rpm und 8°C zentrifugiert. Am
nachsten Tag wurde das Medium verworfen und die viralen Pellets gr6Benabhangig in
100 — 200 pl RPMI (-FBS/+P/S) resuspendiert. Die Virussuspension wurde anschlieBend
aliquotiert und bei -80°C zur Lagerung eingefroren.
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Durchflihrung der Virustitration:

Viren, die mindestens 3 h bei -80°C eingefroren waren, konnten zur Titration der Trans-
duktionseffizienz herangezogen werden. Dazu wurde ein Aliquot (20 pl) langsam auf Eis
aufgetaut. Je 1x10° TonB-Zellen wurden mit 10; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 und 0,06
viralem Uberstand in 200 pl RPMI-Standardmedium (+WEHI-3BCM/+Polybrene) in die
Lécher einer 96-Lochplatte vorgelegt und 90 min bei 2500 rpm und 32°C zentrifugiert. Bei
dieser Vorgehensweise wurde der Virus zusammen mit den Suspensionszellen auf den
Boden der Zellkulturplatte positioniert, wobei die raumliche N&he und das Polybrene die
virale Transduktion begunstigte. Die Zellen wurden in der 96-Lochplatte tUber Nacht inku-
biert und danach vollstandig in 3 ml RPMI-Standardmedium (+WEHI-3BCM) auf 12-Loch-
platten Uberfihrt. Nach 3 bis 4 Tagen in Kultur erfolgte die Messung der RFP- bzw. GFP-
Fluoreszenz im FACS. Der virale Titer wurde aus dem prozentualen Anteil transduzierter
Zellen pro 1 ml Viruskonzentrat errechnet.

2.2.2.8 Messung von transgenen Expressionsstarken und Zellsortierung mittels
FACS
Lésungen/Enzyme: Materialien:

- Standardmedium
RPMI + GlutaMAX + 10% (v/v) FBS + 1x P/S
-DPBS (-CaCl,/-MgCly)
- Zusétze in der Endkonzentration
20% (v/v) WEHI-3BCM'
0,1% (w/v) Saponin
- FACS-Puffer
2% (v/v) FBS in DPBS optional: 2% (v/v)
WEHI-3BCM'
- Farbeldsung
1 mg/ml RNaseA; 20 pg/ml Propidiumjodid;
0,1% (w/v) Saponin in DPBS
- 80% (v/v) Methanol
- 10% (w/v) Saponin
- Propidiumjodid (2 mg/ml)
- RNaseA (50 mg/ml)

- 6-Lochplatten

- 12-Lochplatten

- 15ml-Falcon Réhrchen

- 5ml-Rundboden-FACS-Rdhrchen
- 5ml-Rundbodenrdhrchen + Cell-Strainer Cap
- Vortexer

- Zellkulturinkubator

- FACSCalibur

- FACSAria

- Zentrifuge

- Tiefkdhlschrank (-20°C)

- Kiihlschrank (8°C)

'WEHI-3BCM = WEHI-3B konditioniertes Medium als Quelle fiir murines 1L-3

Hintergrund:

Die FACS (fluorescence activated cell sorting) Methodik ermdglicht die Zahlung, Charak-
terisierung und Sortierung mikroskopischer Partikel in einem Flissigkeitsstrom. Simultan
kénnen dabei mehrere Parameter, wie z.B. die Zelloberflachenstruktur oder das MafB3 der
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Fluorochromexpression in einer Zelle analysiert werden. Das prinzipielle Messverfahren
beruht dabei auf der Emission von optischen Signalen seitens einer Zelle, nachdem diese
monochromatischen Lichts einer bestimmten Anregungswellenlange ausgesetzt wurde.
Neben der Messung intrazellular exprimierter Fluorochrome, wie z.B. GFP oder RFP,
kénnen Zellen, die mit Farbstoffen, wie z.B. DAPI und Propidiumjodid, oder fluorochrom-
markierten Antikérpern behandelt wurden, im FACS untersucht werden. Mit speziellen
Zellsortern kénnen ferner aus heterogenen Zellpools Fraktionen unterschiedlich stark
fluorochrom-exprimierender Zellen oder sogar Einzelzellen isoliert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde diese Methode zur Bestimmung viraler Titer, im Kotransfek-
tionsassay, bei der Herstellung lentiviral-transduzierter Einzelzellklone und bei Zellzyklus-

analysen verwendet.

Durchflihrung einer Analyse am FACSCalibur:

Die zu untersuchenden Zellen wurden in 5ml-Rundboden-FACS-Réhrchen Uberfiihrt und
5 min bei 300 g und Raumtemperatur sedimentiert. Das Pellet wurde einmal mit PBS ge-
waschen und erneut zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in 200 — 300 pl FACS-Puffer

aufgenommen, grindlich resuspendiert und am FACS vermessen.

Durchflhrung einer Zellsortierung am FACSAria:

Wie bei einer normalen Analyse erfolgte zunachst eine Wésche der Zellen mit PBS,
gefolgt von einer Zentrifugation. Das Pellet wurde im FACS-Puffer (+WEHI-3BCM)
resuspendiert. Um die Zellen komplett zu vereinzeln, erfolgte vor der Sortierung eine
Filtration durch 5ml-Rundbodenréhrchen mit einem Cell-Strainer Cap. Ferner wurden die
gewiinschten Fenster (Gates) eingestellt. Zwischen 10° — 10° Zellen wurden pro Variante
im Standardmedium (+WEHI-3BCM) gesammelt. Nach der Sortierung wurden die Zellen
durch eine Zentrifugation bei 300 g fur 5 min pelletiert und im frischen Standardmedium
(+WEHI-3BCM) aufgenommen. Die Kultivierung erfolgte Zellzahl-abhangig auf 12- oder 6-
Lochplatten. Alternativ wurden serielle Verdinnungen zur Einzelzellklon-Gewinnung an-
gefertigt. Nach dem Erreichen geeigneter Zellzahlen wurden die gesorteten Poolzellen
kryokonserviert oder fir weitere Versuche eingesetzt.

Durchfihrung einer Zellzyklusanalyse mit Propidiumjodid:

Wahrend einer Zellteilungsrunde verdoppelt die Zelle ihren Chromosomensatz. Dieser
Effekt kann durch Anfarbung der DNA mit Propidiumjodid im FACS sichtbar gemacht wer-
den. Dabei werden die Zellen gemaB ihrem DNA-Gehalt sortiert und die statistische Ver-
teilung im Histogramm dargestellt.
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Die zu untersuchenden Zellen wurden in 15ml-Falcon Réhrchen tberflihrt und 5 min bei
300 g und Raumtemperatur sedimentiert. Das Pellet wurde einmal mit FACS-Puffer ge-
waschen und erneut zentrifugiert. Daraufhin wurde das Zellpellet in 1 ml Methanol (-20°C)
unter kontinuierlichem Schiitteln resuspendiert und die Zellsuspension zur Fixierung Uber
Nacht bei 8°C inkubiert. An néchsten Tag wurde zu den fixierten Zellen PBS (+Saponin)
gegeben, der Ansatz gut gemischt und fir 5 min bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgesaugt und der Waschschritt einmal wiederholt. Danach wurden die
Zellen durch die Zugabe von 150 pl Farbeldsung fur 30 — 45 min bei Dunkelheit angeféarbt.
Im Anschluss daran wurden die Zellen weitere zweimal mit FACS-Puffer gewaschen, in
200 — 300 ul FACS-Puffer resuspendiert und am Durchflusszytometer vermessen.

2.2.2.9 Untersuchung der intrazelluldaren Lokalisation von STAT5-Molekilen am
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (cLSM)

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- Standardmedium - Zellkulturplatten
RPMI + GlutaMAX + 10% (v/v) FBS + 1x P/S - 15ml-Falcon Réhrchen

- Zusétze in ihrer Endkonzentration - Deckglaschen (Poly-L-Lysin beschichtet)
20% (v/v) WEHI-3BCM' - Objekttrager (Poly-L-Lysin beschichtet)
Doxyzyklin (2 pg/ml) - Zellkulturinkubator

- DPBS (-CaCly/-MgCly) - Zentrifuge

- Poly-L-Lysin - ReaktionsgeféaBe

- Doxyzyklin (2 mg/ml) - Laser-Scanning-Mikroskop (cLSM)

- 4% (w/v) Paraformaldehyd (PFA) in PBS

- 0,2% (v/v) Triton X-100 in PBS

- 80% (v/v) Methanol in ddH.0

- Mowiol 4-88

- DABCO

- DAPI (5 mg/ml)

- Wasch- und Blockmedium
10% (v/v) FBS in PBS-T (0,05% Tween-20)

- Einbettungsmedium
6,0 g Glycerin werden mit 2,4 g Mowiol 4-88
gemischt; unter Rdhren werden 6,0 ml
ddH,0 zugegeben; nach 1 h unter Rihren
werden 12,0 ml Tris-HCL (0,2 M; pH 8.5)
zugegeben und der Ansatz 2 h bei 50°C
inkubiert; nicht gel6ste Bestandteile werden
durch eine Zentrifugation (15 min; 5000 @)
abgetrennt; abschlieBend werden zu jeweils
1 ml Mowiol-L6sung 25 mg DABCO zuge-
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geben und geldst, die Lésung wird aliquo-
tiert und bei -25°C eingefroren
'WEHI-3BCM = WEHI-3B konditioniertes Medium als Quelle fir murines IL-3

Hintergrund:
Konfokale Laser-Scanning-Mikroskope (confocal laser scanning microscope, cLSM oder

LSM) stellen eine besondere Klasse von Lichtmikroskopen dar. Sie ermdglichen eine
zweidimensionale sowie dreidimensionale Abbildung von Strukturen, da sie in der Lage
sind, optische Schnitte von Proben aufzunehmen. Spezielle Programme errechnen dabei
aus den einzelnen Bildstapeln ein dreidimensionales Abbild des gescannten Objekts. Vor-
aussetzung fir die Bildentstehung am LSM ist die Anfarbung des Préparates mit geeig-
neten Fluoreszenzfarbstoffen oder die intrazellulare Expression selbiger. Als Lichtmikros-
kop hat das LSM zwar ein deutlich geringeres Auflésungsvermégen als z.B. ein Elektro-
nenmikroskop, jedoch zeichnet es sich dadurch aus, dass Untersuchungen oder quantita-
tive Messungen von Prozessen zerstérungsfrei im Inneren von Objekten und damit auch
an lebenden Objekten mdglich sind. Die optischen Komponenten eines LSMs (Laser-
dioden, Fluoreszenzfilter, Photonenvervielfaltiger, dichromatische Spiegel u.a.) ermég-
lichen eine definierte, wellenlangenabhangige Anregung des jeweiligen Fluorochroms, die
unabhangige Messung unterschiedlicher Fluorochrome in einem Scann, die Ausblendung
stérenden Streulichtes und AuBerfokuslichts, eine rauschreduzierte zweidimensionale
Darstellung von Scannebenen und letztendlich optische Auflésungsgrenzen von <200
Nanometern.

In der vorliegenden Arbeit wurde auf diese Methode zur Untersuchung der intrazellularen
Lokalisation von STAT5A und STAT5B (endogen und transgen) in TonB-Zellen unter An-
und Abwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL zurlickgegriffen.

Parameter:

Die Untersuchungen wurden am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop Leica TCS SP2
mit einem Argon/Krypton-Gaslaser bei 630-facher VergréBerung (63 x 10, Olobjektiv) und
einem Zoom von 1,6 (Ubersichtaufnahme) und 3 — 6 (Einzelzellaufnahme) durchgefiihrt.
Die Anregung von GFP erfolgte Uber die Laserlinie 488 (nm). Die Laserleistung betrug
zwischen 20 — 50%. Der Messbereich des emittierten Lichts wurde auf 495 — 535 nm
Wellenlange eingestellt. Als Kontrollfarbung wurden fixierte Zellkerne mit DAPI angefarbt.
Die Anregung von DAPI erfolgte Uber die Laserlinie 405 (nm), bei einer Laserleistung von
20 — 25%. Der Messbereich des emittierten UV-Lichts wurde auf 420 — 480 nm
Wellenlange eingestellt.
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Alle Bildausschnitte wurden 4 — 8mal gescannt und daraus das Endbild errechnet.
Gegebenfalls wurden einzelne Bilder mit Adobe Photoshop 7.0 oder Leica LCS Lite nach-
bearbeitet.

Durchfihrung:
Die Untersuchungen zur intrazelluldren Lokalisation von STAT5-Molekilen wurden an

lebenden und fixierten (PFA u/o Methanol) Zellen durchgefihrt.

Analytik lebender Zellen:
TonB-Zellen, die Fusionsproteine von STAT5A-Wildtyp oder diversen STAT5A-Tyrosin-

mutanten exprimierten, wurden im Standardmedium in der An- und Abwesenheit von IL-3

oder Doxyzyklin, zur Induktion der p210°°"*E-_Expression, kultiviert. Um die Effekte von
BCR-ABL auf STAT5A in einer stabil p210%°"*E-_exprimierenden Population untersuchen
zu kénnen, wurde die Expression des Onkoproteins mindestens 3 — 7 Tage vor der Analy-
tik angeschaltet. Die Zellen wurden ferner bis unmittelbar vor der mikroskopischen Unter-
suchung im Brutschrank inkubiert. Ein Aliquot von Zellen einer Variante wurde in 1,5ml-
ReaktionsgefaBe (berfihrt und 2 min bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen und die Zellen im Ruicklauf (20 — 50 pl) resusupendiert. Ein Teil der Zellen (15 pl)
wurde auf einem Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrager pipettiert und mit einem eben-
falls Poly-L-Lysin beschichteten Deckglaschen abgedeckt. Danach wurden die Rander mit
einem silikonhaltigen Klebstoff luftdicht abgedichtet, um ein Austrocknen des Praparates
zu vermeiden. Bedingt durch die unglinstigen Lebensbedingungen erfolgte die sofortige
Vermessung der Probe am cLSM. Die Analysendauer pro Praparat betrug unter diesen
Bedingungen maximal 30 Minuten. Gegebenenfalls wurde der oben beschriebene Vor-
gang mit einem frischen Aliquot wiederholt.

Bei der konfokalen Analytik wurden Bilder von typischen STAT5A-Verteilungszustanden in
den Zellen angefertigt. Zusatzlich wurden je Variante mindestens 250 Zellen unter dem
Mikroskop ausgezéhlt und die intrazellulare Verteilung von STAT5AeGFP nach Uberwie-
gend nuklear oder Uberwiegend diffus unterschieden. Letzteres sollte eine statistische
Untersuchung der Verteilungszustande in den Zellen ermdglichen.

Analytik fixierter Zellen:

1. Zellfixierung und Permeabilisierung:

Die Lokalisationsstudien von endogen- oder lentiviral-exprimierten Stat5-Molekilen
(Nicht-Fusionsproteine) mittels Immunofluoreszenz erfolgten an fixierten TonB-Zellen.

Dabei kamen unterschiedliche Fixierungstechniken zum Einsatz.
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Bei der Fixierung mit Paraformaldehyd wurde das Zellpellet im Rucklauf resuspendiert
und zu den Zellen 200 pl PFA-L&sung zugegeben. Nach einer 10-mindtigen Inkubation
bei Raumtemperatur wurde das PFA durch die Zugabe von PBS verdiinnt und die Zellen
durch Zentrifugation pelletiert. Zum Pellet wurden 200 pl Tritonlésung (0,2%ig) pipettiert,
wobei das Triton X-100 zur Permeabilisierung der Zellmembranen diente. Nach einer 5-
mindtigen Inkubationszeit wurde das Triton X-100 durch die Zugabe von PBS verdlinnt
und die Zellen durch eine weitere Zentrifugation pelletiert. Die fixierten und permeabilisier-
ten Zellen konnten nun fir die Antikdrperfarbung eingesetzt werden.

Bei der alternativ durchgefiihrten Methanolfixierung wurde das Zellpellet zunéchst im
Rucklauf resuspendiert. AnschlieBend wurden trépfchenweise und unter kontinuierlichem
Schiitteln (Vortexen) 1 ml Methanollésung (80%ig) zu den Zellen pipettiert. Nach einer 30-
mindtigen Inkubation auf Eis konnten die Zellen fir die Antikérperfarbung verwendet wer-
den. Da Methanol sowohl fixierende (Zellen werden dehydriert und Proteine dadurch
prazipitiert) als auch permeabilisierende Eigenschaften (Lipide werden aus der Membran
herausgeldst) besitzt, konnte auf weitere Schritte verzichtet werden. Auf die Methanol-
fixierung musste insbesondere zurlickgegriffen werden, um lentiviral-exprimiertes GFP
(bei nicht Fusionsproteinen) zu zerstéren. In diesen Féllen erfolgte die Methanolfixierung
Uber mindestens 72 Stunden. Der Zerfall des GFPs wurde am Fluoreszenzmikroskop und
am FACS kontrolliert.

2. Antikdrperfarbung:

Unspezifische Bindungsstellen in fixierten TonB-Zellen wurden Uber eine mehrstindige
Inkubation im Wasch- und Blockmedium abgesattigt. Der Erst-Antikdrper wurde auf eine
Arbeitskonzentration von 1:25 bis 1:50 in Wasch- und Blockmedium verdiinnt, auf die
Zellen pipettiert und Gber Nacht unter Rotation bei 8°C inkubiert. Nicht gebundener Anti-
kérper wurde anschlieBend durch zwei Waschen mit Wasch- und Blockmedium entfernt.

Der FITC-gekoppelte sekundare Antikérper wurde auf eine Arbeitskonzentration von
1:200 bis 1:250 verdinnt, auf die Zellen pipettiert und fir 2 — 3 Stunden bei Raumtem-
peratur inkubiert. Nicht gebundener Antikérper wurde anschlieBend durch zwei Waschen
mit Wasch- und Blockmedium entfernt. In einer dritten Wasche wurde zum Wasch- und
Blockmedium DAPI in einer Endkonzentration von 1 ug/ml zugegeben. Die Inkubationszeit
der DAPI-haltigen Waschlésung betrug 15 Minuten. Danach wurden die Zellen pelletiert
und einmal im groBen Volumen in ddH,0 gewaschen, was der Entfernung stérender Salze
diente. AbschlieBend wurden die Zellen aufkonzentriert und Aliquots (15 pl) der Zellsus-
pension auf Objekttragern gespottet. Nach dem vollstandigen Trocknen der Zellen bei

Raumtemperatur erfolgte deren Konservierung im Einbettungsmedium.

59



MATERIAL UND METHODEN

223 Proteinchemische Arbeiten
2.2.3.1 Isolation von Proteinen aus Gesamtzellextrakten
Lésungen/Enzyme: Materialien:
- DPBS + 100 uM Na3zV0, - 15ml- bzw. 50ml-Falcon Réhrchen
- RIPA-Puffer - ReaktionsgeféaBe
50 mM Tris (pH 7,5); 150 mM NaCl; 5 mM - Zentrifuge
EDTA; 1% (v/v) Triton X-100; 0,5% (w/v) - Tiefkihlschrank (-80°C)
Na-Deoxycholat; 0,1% (v/v) SDS in ddH,0
- Inhibitor-Mix

25 mM NaF; 5 mM NazVO,; 5 mM Na,P,0-;
10 mM AEBSF, 2 mM PMSF, 25 uM ALLN;
40 pM MG-132; 20 pM Protein Tyrosine
Phosphatase Inhibitor Set IV; 1/50 Volumen
Protease Inhibitor Cocktail Set Il in RIPA-
Puffer

Durchfihrung:
Proteine aus Gesamtzellextrakten wurden unter Verwendung eines RIPA-Puffers gewon-

nen. Zum Schutz der Proteine vor Degradation durch Proteasen und das Proteasom oder
einer Dephosphorylierung durch Phosphatasen wurde eine Komposition aus geeigneten
Inhibitoren dem Puffer zugesetzt. Die durchschnittliche Wirkungsdauer der Inhibitoren
betrug bei 8°C circa 24 Stunden.

Fir die Proteinextraktion wurden die Zellen in 15ml- bzw. 50ml-Falcon Réhrchen tberfihrt
und 5 min bei 300 g zentrifugiert. Das Medium wurde verworfen und durch 5 ml eiskaltes
PBS (+NasV0,) ersetzt. Die Zellen wurden im PBS resuspendiert und durch eine erneute
Zentrifugation pelletiert. Das PBS wurde vollstandig von den Zellen entfernt, die Pellets
gréBenabhangig in 50 — 500 ul RIPA-Puffer resuspendiert und anschlieBend in 1,5ml-
ReaktionsgefdBe Uberfuhrt. Danach wurden die Zellen 15 min auf Eis im RIPA-Puffer
inkubiert und in regelmaBigen Abstanden griindlich gemischt. Beim Sichtbarwerden eines
DNA-Schmiers im Puffer war die Zelllyse abgeschlossen. Nun konnten die Lysate fir 15
min bei 13.000 rpm und 8°C zentrifugiert werden, um unerwlnschte DNA und unlésliche
Zellfragmente aus dem Lysat zu entfernen. AbschlieBend wurden die geklarten, protein-
haltigen Lysate in frische ReaktionsgefaBe Uberflhrt, ein Teil (10 — 20 pl) far die Protein-
bestimmung entnommen und der Rest bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefro-

ren.
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2.2.3.2 Isolation von Proteinen aus zellularen Subfraktionen

Lésungen/Enzyme: Materialien:
- DPBS + 100 uM Na3zV0, - 15ml- bzw. 50ml-Falcon Réhrchen
- hypotoner Puffer - ReaktionsgefaBe
20 mM HEPES (pH 7,5); 10 mM KCI; 1 mM - Zentrifuge
MgCly; 1 mM DTT; 20% (v/v) Glyzerin; 0,1% - 27G-Kanlle + Spritze
(v/v) Triton X-100 in ddH,0 - Neubauer-Zahlkammer
- hypertoner Puffer - Lichtmikroskop (invers)
20 mM HEPES (pH 7,5); 400 mM NacCl; 1 - Tiefklhlschrank (-80°C)

mM EDTA; 1 mM DTT; 20% (v/v) Glyzerin;
0,1% (v/v) Triton X-100 in ddH.0
- Inhibitor-Mix

25 mM NaF; 5 mM NazVO,; 5 mM Na,P,0-;
10 mM AEBSF, 2 mM PMSF, 25 uM ALLN;
40 pM MG-132; 20 uM Protein Tyrosine
Phosphatase Inhibitor Set IV; 1/50 Volumen
Protease Inhibitor Cocktail Set Il in hypo-

oder hypertonischem Puffer

Durchfiihrung:
Proteine aus zytoplasmatischen und nuklearen Subfraktionen wurden durch die Verwen-

dung spezieller Niedrig- und Hochsalzpuffer in der Anwesenheit geeigneter Inhibitoren
gewonnen.

Far die Proteinsubfraktionierung wurden die Zellen in 15ml- bzw. 50ml-Falcon Réhrchen
Uberfihrt und 5 min bei 300 g zentrifugiert. Das Medium wurde verworfen und durch 15 ml
eiskaltes PBS (+Na3V0,) ersetzt. Die Zellen wurden zweimal in PBS resuspendiert und
durch anschlieBende Zentrifugationen pelletiert. Das PBS wurde vollstandig von den Zel-
len entfernt, die Pellets gréBenunabhangig in 1 ml hypotonem Puffer resuspendiert und
anschlieBend in 1,5ml-ReaktionsgeféaBe Uberfuhrt. Die Zellen wurden fur die osmotische
Lyse 15 min auf Eis inkubiert und anschlieBend finfmal vorsichtig durch eine 27G-Kanlle
gesaugt. Um die Qualitdt und Quantitdt der osmotischen Lyse abschatzen zu kdnnen,
wurden 20 pl der Zellsuspension mit etwas Trypanblau-Lésung vermischt und am Licht-
mikroskop in der Neubauer-Zahlkammer der Anteil toter Zellen bestimmt. Dieser sollte
mindestens >95% betragen. War der Anteil lebender, nicht blau-geféarbter Zellen héher,
wurden die Zellsuspensionen erneut dreimal durch eine 27G-Kanlle gesaugt und der
Trypanblau-Test wiederholt. Betrug der Anteil lebender Zellen <5%, konnten die Zellsus-
pensionen fiir 10 min bei 8°C und 2000 rpm zentrifugiert werden. Die Uberstande, die
zytoplasmatische Fraktion, wurden in frische ReaktionsgefaBe tberfihrt und ein weiteres
Mal zur Abtrennung unléslicher Zellbestandteile fir 15 min bei 13.000 rpm und 8°C zentri-
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fugiert. Die geklarten, zytoplasmatischen Fraktionen wurden in frische ReaktionsgefaBe
Uberfihrt, ein Teil (10 — 20 pl) fur die Proteinbestimmung entnommen und der Rest bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

Die nach der Abtrennung der zytoplasmatischen Uberstande verbliebenen Pellets, Zell-
kerne und unlésliche Zellbestandteile, wurden zweimal grindlich in 1 ml eiskaltem PBS
gewaschen. Danach erfolgte die Resuspendierung der Pellets in 300 — 500 ul hypertonem
Puffer. Die Pellets wurden grindlich gemischt und 15 min auf Eis inkubiert. Nach dem
Sichtbarwerden eines DNA-Schmiers war die nukledre Lyse beendet und die Extrakte
konnten fiir 15 min bei 13.000 rpm und 8°C zentrifugiert werden. Die Uberstinde, die
nukledre Fraktion, wurden in frische ReaktionsgeféaBe Uberflhrt, ein Teil (10 — 20 pl) far
die Proteinbestimmung entnommen und der Rest bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

eingefroren.

2.2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- Bio-Rad Bradford Protein Assay - 96-Lochplatten (flacher Boden)

- BSA (3 mg/ml) - Multikanalpipette

- Extraktionspuffer (Blindwert) - Photometer (Berthold, Mithras LB 940)

- Proteinextrakte

Durchfihrung:
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinextrakten erfolgte in modifizierter Form nach

Bradford auf 96-Lochplatten [BRADFORD, 1976]. Dabei handelt es sich um ein photome-
trisches Verfahren, welches im sauren Milieu auf einer durch Proteininteraktion vermittel-
ten Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes Coomassie Brilliantblue
G-250 von 465 nm zu 595 nm Wellenlange basiert.

In Abhangigkeit der Probenanzahl wurden in die Reihe A einer 96-Lochplatte jeweils 200
pl und in die Reihen B bis H jeweils 100 pl ddH,0 vorgelegt. In die Reihe A wurden nun
nacheinander in das 1. Loch 5 pl des verwendeten Extraktionspuffers, in das 2. Loch 5 pl
BSA und in die Ubrigen Lécher jeweils 5 pl der zu analysierenden Proteinextrakte
pipettiert. Mit einer Multikanalpipette wurde das Volumen der Reihe A griindlich gemischt
und davon 100 pl in Reihe B tberfuhrt. Diese Misch- und Verdinnungsschritte wurden bis
Reihe H der 96-Lochplatte fortgesetzt. AbschlieBend wurden aus der Reihe H 100 pl der
Proteinverdiinnung abgenommen und verworfen. In jedem Loch der Platte waren somit
100 pl Restvolumen verblieben. AnschlieBend wurden 2 Teile Bradford-Reagenz mit 3
Teilen ddH,0 vermischt und in jedes Loch der Platte 100 pl der Farbelésung zugegeben.
Im Anschluss daran erfolgte die sofortige Messung der Proben am Photometer bei 590
nm Messwellenlange. Die Extinktionen des Blindwerts (Extraktionspuffer) wurden von den
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Extinktionen des Standards (BSA) bzw. der Proben subtrahiert. Die Erstellung einer
Standardkurve ermdglichte die Kalkulation der Proteingehalte in den Extrakten.

2234 Immunologische Fallungen von Proteinen

Lésungen/Enzyme: Materialien:

- RIPA-Puffer - ReaktionsgeféaBe
50 mM Tris (pH 7,5); 150 mM NaCl; 5 mM - Drehrad
EDTA; 1% (v/v) Triton X-100; 0,5% (w/v) - Zentrifuge
Na-Deoxycholat; 0,1% (v/v) SDS in ddH,0 - 27G-Kanlle + Spritze

- IP-Puffer - TiefkOhlschrank (-80°C)

50 mM Tris (pH 7,5); 50 mM NaCl; 5 mM
EDTA; 0,5% (v/v) Tween-20; 5% (v/v)
Glyzerin in ddH»0

- Inhibitor-Mix
25 mM NaF; 5 mM NazVO,; 5 mM Na,P,05;
10 mM AEBSF, 2 mM PMSF, 25 uM ALLN;
40 pM MG-132; 20 uM Protein Tyrosine
Phosphatase Inhibitor Set IV; 1/50 Volumen
Protease Inhibitor Cocktail Set Il in RIPA-
oder IP-Puffer

- Protein-Ladepuffer
10% (v/v) NuPage Sample Reducing Agent
+ 90% (v/v) NuPage LDS Sample Buffer

- Protein A/G Plus-Agarose

- NuPage Sample Reducing Agent (10x)

- NuPage LDS Sample Buffer (4x)

- Antikdrper (200 pg/ml)

- Proteinextrakte

Durchfihrung:
Die spezifische Anreicherung von Proteinen, z.B. fir WesternBlot- und MS-Analytik, aus

Proteingemischen erfolgte Gber Immunoprazipitation unter dem Einsatz von Antikérpern.
Dabei wurden alle Schritte auf Eis oder unter Kiihlung bei 8°C durchgefihrt. In Abh&ngig-
keit des Bedarfs wurden zwischen 2 — 100 mg Gesamtprotein zur Proteinanreicherung
eingesetzt. Um optimale Fallungsbedingungen gewahrleisten zu kdnnen, wurden die
Préazipitationen in 1,5ml-ReaktionsgefédBen zu maximal 7 mg Gesamtprotein durchgefihrt.
Zur Fallung wurden ferner nur Proteinextrakte verwendet, die unter der Verwendung von
RIPA-Puffern hergestellt wurden.

Zur Préazipitation wurde das Volumen von 2 — 7 mg Gesamtprotein in 1,5ml-Reaktions-

gefaBe Uberfuhrt. Pro 1 mg eingesetzten Gesamtproteins wurden 2 ug des spezifischen
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Antikérpers und 15 ul Protein A/G Plus-Agarose hinzugefligt und die Ansatze auf ein End-

volumen von 750 — 1000 pl mit RIPA-Puffer oder IP-Puffer aufgefullt. Daraufhin wurden

die Ansatze Uber Nacht bei 8°C unter Rotation inkubiert. Am n&chsten Tag wurden die

Agarose-Kugelchen, an denen die gewiinschten Proteine gebunden waren, durch eine

Zentrifugation bei 2000 rpm fur 1 min und 8°C pelletiert. Mit einer 27G-Kanule wurde der

Uberstand vollstandig abgesaugt und die Kiigelchen dreimal mit je 500 pl frischem RIPA-

Puffer gewaschen. Zum Ablésen der prazipitierten Proteine von den Agarose-Kigelchen

wurden jeweils 50 pl Protein-Ladepuffer zu den Pellets pipettiert und diese 5 min bei 95°C

inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben schnell auf Eis abgekihlt. Sie konnten nun im

SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt oder bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert

werden.

2.2.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Lésungen/Enzyme:

- Sammelgelpuffer fir Lammli-Gele
0,5 M Tris (pH 6,8); 0,1% (v/v) SDS

- Trenngelpuffer fir Lammli-Gele
1,5 M Tris (pH 8,8), 0,1% (v/v) SDS

- Elektrophoresepuffer fir LAmmli-Gele (10x)
0,25 M Tris (pH 8,9); 1,92 M Gilycin; 1% (v/v)
SDS

- Sammel- und Trenngelpuffer fir Tricine-Gele
3 M Tris (pH 8,45); 0,3% (v/v) SDS

- Kathodenpuffer fiir Tricine-Gele (5x)
0,5 M Tris (pH 8,3); 0,5 M Tricine; 0,5% (v/v)
SDS

- Anodenpuffer fir Tricine-Gele (5x)
1 M Tris (pH 8,9)

- Sammel- und Trenngelpuffer fir bis-Tris-Gele
1,25 M bis-Tris (pH 6,5 — 6,8)

- Elektrophoresepuffer fir bis-Tris-Gele (5x)
0,25 M MES bzw. 0,25 M MOPS; 0,25 M Tris
(pH 7,5) ; 5 mM EDTA ; 0,5% (v/v) SDS

- Protein-Ladepuffer
10% (v/v) NuPage Sample Reducing Agent +
90% (v/v) NuPage LDS Sample Buffer

- NuPage Sample Reducing Agent (10x)

- NuPage LDS Sample Buffer (4x)

- Acrylamide/Bis-Solution, 19:1, 40%

- Acrylamide/Bis-Solution, 29:1, 30%
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Materialien:

- Elektrophoreseapparatur mit Netzteil
- Glasplatten und Abstandshalter

- Gel-Kassetten (1 mm)

- ReaktionsgefaBe

Zusammensetzung von Lammli-Gelen:

Trenngel 6% 8% 10%

Acrylamide: 23ml | 3,0ml | 3,7 ml

Trenngel-P.: 56ml | 56ml | 56ml

ddH,0: 70ml | 6,3ml | 56ml
APS 150 pl
TEMED 15 pl
ausreichend fir 2 Minigele
Sammelgel 4% 5% 6%

Acrylamide: 0,5ml | 0,6ml | 0,7 ml

Sammelgel-P.: | 0,6 ml | 0,6 ml | 0,6 ml

ddH,0: 39ml | 3,8ml | 3,7 ml
APS 50 ul
TEMED 5 ul

Zusammensetzung von Tricine-Gelen:

Trenngel 6% 8% 10%

Acrylamide: 23ml | 3,0ml | 3,8ml

Trenngel-P.: 50ml | 50ml | 5,0ml

Glyzerin 20ml | 2,0ml | 2,0 ml

ddH,0: 57ml | 50ml | 4,2ml
APS 150 pl

TEMED 15 pl

ausreichend fir 2 Minigele




MATERIAL UND METHODEN

- 86% (v/v) Glyzerin Sammeligel 4% 5% 6%
-10% (w/v) APS Acrylamide: 1.0ml | 1,3ml | 1,5ml
-TEMED Sammelgel-P.: | 25ml | 25ml | 2,5 ml
ddH,0: 6,5ml | 6,2ml | 6,0ml
APS 100 pl
TEMED 10 pl

Zusammensetzung von bis-Tris-Gelen:

Gel 4% 8% 12%

Acrylamide: 1,0ml | 20ml | 3,0 ml

bis-Tris-Puffer: | 2,5ml | 25 ml | 2,5 ml

ddH,0: 40ml | 3,0ml | 2,0 ml
APS 75 pl
TEMED 7,5 ul

Durchfihrung:
Proteinextrakte wurden in 6 — 12%-igen Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt. Dabei wandern

durch das SDS negativ geladene und linearisierte Proteine in einer Geschwindigkeit zur
Anode, die dem Logarithmus ihrer Molmasse umgekehrt proportional ist. In Abhangigkeit
der Proteingr6Be kamen drei verschiedene Auftrennungsverfahren (LAMMLI, 1970; die
Tricine-SDS-Page nach SCHAGGER und VON JAGOW, 1987 und die bis-Tris-SDS-Page) zur
Anwendung, die sich hauptséchlich in der Zusammensetzung des Puffersystems und des
pH-Wertes, nicht aber im Auftrennungsprinzip unterscheiden. Bei allen Methoden werden
die Proteine zunéachst in einem niederprozentigen Sammelgel fokussiert und anschlieB3-
end in einem hdherprozentigen Trenngel nach ihrer Molmasse aufgetrennt.

Eingesetzt wurden vorwiegend Minigele mit einer Dimension von 6 x 9 cm. Neben uni-
formen Trenngelen kamen auch industriell gefertigte bis-Tris-Gradientengele (4 — 12%)
zum Einsatz. Bei selbst gegossenen Gelen wurde das Trenngel (6 — 12%) mit einem circa
1 cm hohen Sammelgel (4 — 6%) Uberschichtet. Das Verhaltnis von Acrylamid zu N,N'-
Methylenbisacrylamid betrug dabei 19:1 oder 29:1 (w/w). Die Trenn- und Sammelgele
wurden gemaB den obigen Rezepten zusammen pipettiert. Die Polymerisation des Acryl-
amids wurde durch die Zugabe von APS und TEMED initiiert. Zwischen zwei Glasplatten
mit Abstandshaltern (0,75 — 1,0 mm) oder industriell angefertigten Gelkassetten (1 mm)
wurde zunéachst die Trenngel-Lésung pipettiert und mit Isopropanol Gberschichtet. Nach
dem Ausharten des Trenngels wurde das Isopropanol vollstandig entfernt, das Trenngel
mit der Sammelgel-L6sung Uberschichtet und ein Kamm zum Aussparen der Geltaschen
eingesetzt. Nach dem Polymerisieren konnte das Gel in die Elektrophoreseapparatur ein-
gebaut und die Kammern mit den jeweiligen Elektrophoresepuffern (LAmmli-Gele: 1x
Elektrodenpuffer; Tricine-Gele: 1x SDS-Anodenpuffer und 1x SDS-Kathodenpuffer; bis-
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Tris-Gele: 1x MES-SDS Puffer bei Proteinen <20 kDa und 1x MOPS-SDS Puffer bei Pro-
teinen >20 kDa) beflllt werden. Der Kamm wurde entfernt und die Geltaschen griindlich
mit Elektrophoresepuffer ausgespult. In die Geltaschen wurden nun die im Protein-Lade-
puffer aufgenommenen und fir 5 min bei 95°C denaturierten und reduzierten Protein-
extrakte geladen. Das Fassungsvermdgen pro Geltasche lag dabei bei 35 — 40 pul. Die
Elektrophorese erfolgte bei 10 — 20 V/cm. Als GrdBenkontrolle wurde in eine Geltasche
ein Proteinmarker aufgetragen. Die Elektrophorese war beendet, nachdem das Protein
von Interesse mindestens 2 — 3 c¢cm in das Trenngel hineingewandert war. Nach der
Elektrophorese konnten die Proteine im Gel entweder angeférbt oder auf eine Nitrocellu-

lose-Membran transferiert werden.

2.2.3.6 Anfarbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamid-Gelen

Lésungen/Enzyme: Materialien:
- Coomassie-Farbeldsung (klassisch) - Laborschttler
0,2% (w/v) Coomassie-BrilliantBlue R-250; 0,2% - FarbegefaBe
(w/v) Coomassie-BrilliantBlue G-250; 50% (v/v) - SilverSnap Stain Kit Il

Methanol in ddH.0 I6sen; danach Zugabe von
10% (v/v) konz. Essigsdure -> vor Gebrauch
filtrieren!

- Coomassie-Entfarbelésung (klassisch)
30% (v/v) Methanol; 10% (v/v) konz. Essigsaure
in ddH20

- Coomassie-Farbelésung (kolloidal)
0,04% (w/v) Coomassie-BrilliantBlue R-250;
0,04% (w/v) Coomassie-BrilliantBlue G-250; 5%
(w/v) ortho-HsP0Qy4; 5% (w/v) Alx(S04)3x(H20)1s;
10% (v/v) Ethanol in ddH,0

- Coomassie-Entfarbelésung (kolloidal)
10% (v/v) Ethanol; 2% (v/v) ortho-H3P0, in
ddH,0

Durchfihrung:
Zum Sichtbarmachen von Proteinen in SDS-Polyacrylamid-Gelen kamen die beiden Farb-

stoffe Coomassie-BrilliantBlue G-250 und R-250 zur Anwendung. Diese lagern sich
unspezifisch vor allem an die basischen Seitenketten der Aminos&uren Histidin, Lysin und
Arginin an und fdhren zu einer reversiblen Blau-Violett-Farbung der Proteine. Die Nach-
weisgrenzen der klassischen Coomassie-Farbung liegen bei etwa 0,1 pg (R-250) und 0,5
ug (G-250) Protein pro Bande bzw. Spot. Mit der kolloidalen Coomassie-Farbung kénnen

66



MATERIAL UND METHODEN

hingegen Nachweisgrenzen von 5 ng Protein pro Bande bzw. Spot erreicht werden. Noch
empfindlicher kbnnen Proteine Uber eine Silberfarbung <1 ng im Gel detektiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Polyacrylamid-Gele vorwiegend mit Coomassie-Farbe-
l6sungen behandelt, um STAT5-Immunoprazipitate fir anschlieBende massenspektrosko-
pische Analysen im Gel anférben und ausschneiden zu kénnen.

Nach der SDS-Page wurden die Gele zweimal 10 min in ddH,0 gewaschen, um Uber-
schiissiges und stérendes SDS zu entfernen und mehrere Stunden bzw. lber Nacht in
den Farbelésungen (klassisch oder kolloidal) unter Schitteln inkubiert. Danach erfolgte
die Entfarbung der Gele mit den entsprechenden Entfarbelésungen.

Silberfarbungen wurden mit dem ,SilverSnap Stain Kit II“ (Pierce, Rockford, IL) nach den
Vorgaben des Herstellers durchgefuhrt.

2.2.3.7 Die massenspektroskopische Identifizierung von Phosphorylierungsstel-
len (MIDAS)
Hintergrund:
Bei der massenspektroskopischen (MS) Analytik von Proteinen und Proteingemischen
kommt bevorzugt die MALDI-TOF-MS und die Triple-Quadrupol-MS zum Einsatz. Beide
Methoden ermdglichen die Identifizierung von angereicherten Proteinen oder komplexer
Proteingemische, nach einer fraktionierten Aufreinigung Uber gas- (GC) bzw. flissigkeits-
chromatographischer (LC) Systeme
Relativ kontaminationsfreie Proteinproben fir die MALDI-TOF-MS-Analytik kénnen durch
Immunoprazipitation mit anschlieBender SDS-PAGE und Coomassie-Farbung des Gels
gewonnen werden. In der Regel wird fir die MS-Analyse eine Coomassie-gefarbte
Proteinbande benétigt. Vor dem Einsatz in der MS missen die Proteine proteolytisch
verdaut werden. Die resultierenden Peptide werden in einer Matrix auf spezielle Trays ge-
spottet und nach deren Kristallisation mit einem gepulsten Laserlicht beschossen. Dabei
werden die Peptide verdampft und ionisiert. In der Gasphase werden die ionisierten
Peptide im elektrischen Feld beschleunigt und dem TOF-Analysator (time-of-flight) Gber-
geben. Im TOF bewegen sich die ionisierten Peptide mit einer Geschwindigkeit, die zu
ihrer Molmasse umgekehrt proportional ist. Am Ende treffen sie auf einen Detektor. Aus
der Verweildauer im TOF wird die Molmasse des Peptids errechnet. Aus der Summe aller
Molmassen einer Proteinprobe und dem Spaltungsmuster der verwendeten Protease
kann Uber Datenbanken die |dentitat des Proteins ermittelt werden.
In dieser Arbeit wurde die MS-Analytik zur Identifizierung multipler Phosphorylierungs-
stellen an STAT5 in der An- und Abwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL eingesetzt.
Die nicht erschépfende Phosphorylierung aller Zielproteine in einer Zelle limitiert die Leis-
tungsfahigkeit der klassischen MALDI-TOF-MS. Aus diesem Grund wurde fir die Analytik
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von STAT5-Phosphorylierungsstellen auf ein spezielles LC/MS/MS-MIDAS-Verfahren
(Multiple Reaction Monitoring-Initiated Detection and Sequencing) zurlckgegriffen. Der
Vorteil dieses Systems liegt in der niedrigen Nachweisgrenze von <200 fmol flir phos-
phorylierte Peptide. Erreicht wird diese Empfindlichkeit durch ein zweistufiges Messver-
fahren. Im ersten Schritt erfolgt die Identifizierung des Zielproteins in der Probe
(STAT5A/B). Eine Software generiert daraufhin eine Ubersicht potentieller Phospho-
peptide des Zielproteins. Uberschreitet eines dieser potentiellen Phosphopeptide in einem
empfindlichen Triple-Quadrupol-MS-Scann einen definierten Schwellenwert, wird dieses
Peptid selektioniert und einer weiteren MS/MS-Analyse unterzogen. In dieser Stufe der
MIDAS-Analyse unterliegt das isolierte Peptid einer weiteren Fragmentierung. Anschlie-
Bend werden die einzelnen Fragment-lonen Uber eine lineare lonenfalle gesammelt,
massengetrennt einem Detektor zugefiihrt und gescannt. Das ermdglicht sowohl die
Identifikation des Peptids als auch der Phosphorylierungsstelle.

Die MS-Analytik zu diesem Projekt erfolgte in Zusammenarbeit mit JOHN R. GRIFFITHS und
ANTHONY D. WHETTON vom ,Paterson Institute for Cancer Research”, Manchester, UK.

Durchfiihrung:
Proteinextrakte aus TonB-Zellen kultiviert unter IL-3, Dox/IL-3 und Dox, K562-Zellen und

PBMC-Zellen von p2108°**B-_positiven, CML-erstdiagnostizierten Spendern oder von ge-
sunden Spendern wurden mit STAT5-spezifischen Antikdrpern inkubiert. Das immunopra-
zipitierte STATS wurde in 7%-igen Lammli-Gelen aufgetrennt und mit Coomassie-Lésung
(klassisch) angefarbt. STAT5-Proteinbanden wurden aus den Gelen ausgeschnitten, die
Gelstucke in 1,5ml-ReaktionsgefaBe Uberfihrt und bei -80°C eingefroren. Auf Trockeneis
gelagert wurden die Proben zur MIDAS-Analyse dem Paterson Institute, Manchester, UK
Ubersendet. Dort erfolgte die Aufarbeitung und Vermessung der Proben in Anlehnung an
UNWIN et al. (2005).

2.2.3.8 Nachweis spezifischer Proteine im WesternBlot

Lésungen/Enzyme: Materialien:
- Transferpuffer fur LAmmli- und Tricine-Gele - Blotapparatur mit Netzteil
25 mM Tris (pH 8,4); 192 mM Gilycin; 20% - Nitrocellulosemembran
(v/v) Methanol - Whatman-3MM-Papier
- Transferpuffer fir bis-Tris-Gele - InkubationsgeféBe fir Membranen
50 mM Tris; 39 mM Glycin; 1,3 mM SDS; 20% - 15ml-Falcon Réhrchen
(v/v) Methanol (zur Antikérperverdinnung)
- TBS (10x) - Laborschittler
0,5 M Tris (pH 7,6); 1,35 M NaCl - Imaging-System
- TBS-T - Autoradiographiefiime
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0,05% (v/v) Tween-20 in 1x TBS - X-Ray-Film Entwickler
- Magermilch
3% (w/v) Magermilchpulver; 0,02% (w/v) Na-
Azid in 1x TBS-T oder DPBS
- DPBS (-CaCly/-MgCly)
- ECL Western Blotting Detection Reagents
- ECL Advance Western Blotting Detection Kit
- Re-Blot Plus Mild Solution (10x)
- Antikdrper (200 pg/ml)

Durchfihrung:
Vor dem immunologischen Nachweis spezifischer Proteine im WesternBlot erfolgte der

Transfer der aufgetrennten Proteine (SDS-PAGE) auf Nitrocellulose-Membranen. Dafir
wurden vor dem Transfer die Membran und das Polyacrylamid-Gel 10 min im methanol-
haltigen Transferpuffer aquilibriert. Uber eine Elektrophorese im Nassblotverfahren erfolg-
te der anschlieBende Transfer auf die Membran. Dazu wurde das Nassblotmodul wie folgt
zusammengebaut: Kathode — 2x Schwamme — 2x Whatman-3MM — Gel — Membran - 2x
Whatman-3MM — 3x Schwamme — Anode. Alle Komponenten wurden vor dem Zusam-
menbau des Moduls grindlich mit Transferpuffer getréankt. Ferner musste darauf geachtet
werden, dass sich keine Luftblasen oder Lufteinschliisse im System befanden, da diese
im erheblichen MaBe den Transfer behindert hatten. Die Elektrophorese erfolgte in Ab-
hangigkeit der Molmasse des zu untersuchenden Proteins fir 1 — 2 Stunden bei 35 V (8
Watt) im Transferpuffer. Nach dem Transfer wurde die Membran zum Blockieren unspezi-
fischer Bindungsstellen fir mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur in Magermilch
geschwenkt. Danach wurde die Magermilch entfernt und durch eine geeignete Verdun-
nung des Primarantikérpers in Magermilch ersetzt. Fir mindestens 2 Stunden bei Raum-
temperatur, besser aber Uber Nacht bei 8°C, wurde der Primarantikdrper unter Schwen-
ken auf der Membran belassen. Ungebundener Antikdrper wurde durch drei 10-minUtige
Waschen mit TBS-T entfernt. AnschlieBend wurde die Membran fir mindestens 1 Stunde
bei Raumtemperatur mit einem gegen den Primarantikdrper gerichteten und Peroxidase-
gekoppelten Sekundarantikdrper unter Schwenken inkubiert. Eine unspezifische Antikor-
perbindung wurde abermals durch mehrmalige Wasche mit TBS-T entfernt.

Im Anschluss an diese Behandlung wurde die Membran fiir 5 min in einer Chemilumines-
zenz-Lésung inkubiert, die Proteinbanden durch ein Imaging-System detektiert und digital-
isiert. FUr eine analoge Darstellung der Proteinbanden erfolgten die Exposition der Mem-
bran mit Blaulicht-sensitiven Autoradiographiefilmen und die anschlieBende Entwicklung
der belichteten Filme im analogen Entwicklersystem. Alte Antikérper konnten durch eine
15-min(tige Inkubation in 1x ,Re-Blot Plus Mild Solution“ von der Membran entfernt wer-
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den. Nach einer 1-stiindigen Inkubation in Magermilch konnte die Membran fur den nach-

sten immunologischen Proteinnachweis verwendet werden.

2.2.3.9 Die Analyse der STAT5A-Proteinstabilitat im Degradationsassay

Lésungen/Enzyme: Materialien:
- DPBS - 15ml- bzw. 50ml-Falcon Réhrchen
- RIPA-Puffer (modifiziert) - ReaktionsgefaBe (geklhlt)

50 mM Tris (pH 7,5); 150 mM NaCl; 1% (v/v) - Pipettenspitzen (geklhlt)

Triton X-100; 0,5% (w/v) Na-Deoxycholat; 1 - Thermoblock (25°C, 37 °C)

mM DTT in ddH,»0 - Kihlzentrifuge

- Protein-Ladepuffer
10% (v/v) NuPage Sample Reducing Agent
+ 90% (v/v) NuPage LDS Sample Buffer

- NuPage LDS Sample Buffer (4x)

- NuPage Sample Reducing Agent (10x)

Durchfiihrung:
In diesem Assay wurde die Stabilitdt von STAT5A-Wildtyp oder STAT5A-Tyrosinmutanten

(exprimiert in TonB-Zellen in der Anwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL) bei der Co-Inku-

bation mit Extrakten von Ton32D-Zellen (ein zu TonB-Zellen analoges System mit einem

BCR-ABL BCR-ABL
08¢ 0B°

myeloischen Hintergrund) oder PBMCs von p21 -positiven und p21 -nega-
tiven Spendern unter definierten Bedingungen analysiert.

TonB-Zellen wurden lentiviral mit den Konstrukten von STAT5A-Wildtyp oder STAT5A-
Tyrosinmutanten transduziert und in der Anwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL kultiviert.
Unmittelbar vor dem Assay erfolgte die Lyse der Zellen (1*10” Zellen/200 pl) im modifi-
zierten RIPA-Puffer (-SDS, -EDTA, -Proteaseinhibitor, -Proteasominhibitor, -Phosphatase-
inhibitor, + 1mM DTT).

Analog dazu wurden Ton32D-Zellen (1*10” Zellen/200 pl) oder PBMCs (4*10° Zellen/5 ml)
aus primaren Material im modifizierten RIPA-Puffer lysiert. Nach dem Klaren der Protein-
extrakte folgte deren Einsatz im Degradationsassay. Dazu wurden unter Verwendung
gekuhlter ReaktionsgeféaBe und Pipettenspitzen jeweils 10 pl der Proteinextrakie von
TonB-Zellen (5*10° Zellen/10 ul) mit 10 pl der Proteinextrakte von Ton32D-Zellen (5*10°
Zellen/10 pl) bzw. 10 pl der Proteinextrakte von PBMC-Zellen (3*10* PBMC/10 pl) ge-
mischt und unter definierten Bedingungen (Temperatur, Zeit, AEBSF, MG-132) inkubiert.
Nach Beendigung des Assays erfolgten die rasche Zugabe des Protein-Ladepuffers und
eine 5-minltige Denaturierung der Proben bei 95°C. AbschlieBend wurden die Proben in
der SDS-PAGE aufgetrennt und die Gehalte an STAT5A und ERK-2 immunologisch

detektiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Uberpriifung der Funktionalitit des TonB-Zellkultursystems
Das in dieser Arbeit verwendete TonB-Zellkultursystem (TetonBa/F3) wurde von KLUCHER
et al. etabliert und 1998 publiziert. Bei diesen Zellen handelt es sich um murine, B-lymph-
atische und stringent IL-3-abhéangig wachsende (Interleukin-3) Vorlauferzellen. Die Zuga-
be des Antibiotikums Doxyzyklin in das Nahrmedium induziert die zeit- und dosisabhéng-
ige Expression von BCR-ABL (Abbildung 3.1_A).

Begleitend zu den Arbeiten von KLUCHER et. al wurde das TonB-Zellkultursystem fir diese
Arbeit naher charakterisiert.

TonB-Zellen einer laufenden IL-3-Kultur, wurden far die Entfernung des Zytokins mehr-
mals in PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in Medien mit unterschiedlichen
Stimuli (+IL-3; +IL-3/+BCR-ABL; +BCR-ABL; +BCR-ABL/+STI; -IL-3/-BCR-ABL) neu aus-
gesat und nach 0, 24, 48 und 72 Stunden die Lebendzellzahl und der Anteil toter Zellen
bestimmt.

Wahrend TonB-Zellen in der Gegenwart von IL-3 uneingeschrankt proliferieren kénnen,
weisen die Zellen bei einer simultanen Aktivierung der p210%"*B-_Expression (+IL-3/
+BCR-ABL) ein deutlich reduziertes Wachstum auf. Verflinffachen sich innerhalb von 24
Stunden die Zellen unter IL-3, kann bei der Variante +IL-3/+BCR-ABL nur noch eine Ver-
vierfachung der Zellzahl beobachtet werden. Die beeintrachtigte Zellproliferation nach
Aktivierung der p2108°"*8-Expression wirkt sich hingegen nicht negativ auf das Uber-
leben der Zellen aus. Unter beiden Bedingungen liegt der Anteil vitaler Zellen im Beo-
bachtungszeitraum bei mindestens 98%. TonB-Zellen, die ausschlieBlich in der Anwesen-
heit von BCR-ABL kultiviert werden, sind am starksten in der Zellproliferation beeintrach-
tigt. Innerhalb von 24 Stunden kommt es lediglich zu einer Verdoppelung bis Verdrei-
fachung der Zellzahl. Ebenso steigt der Anteil toter Zellen in der Population auf 10% —
15% an. TonB-Zellen, die in der Abwesenheit beider Stimuli (-IL-3/-BCR-ABL) oder in der
Anwesenheit von BCR-ABL und dessen spezifischen Inhibitor (+BCR-ABL/+STI) kultiviert
werden, weisen keine Zellproliferation mehr auf. Nach 72 Stunden liegt der Anteil toter
Zellen bei mindestens 90% (Abbildung 3.1_B-C).

Der Versuch zeigt das stringend Zytokin- oder Onkoprotein-abh&ngige Proliferationsver-
halten von TonB-Zellen. Dabei scheint bereits die Induktion der p2108°**B-_Expression,
auch in der Anwesenheit von IL-3, die Proliferationsféhigkeit der Zellen erheblich zu be-

einflussen.
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Abb. 3.1: Die Induktion von p210%"*®" im TonB-Zellkultursystem (A) Schema vom TonB-Zell-
kultursystem. TonB-Zellen proliferieren faktorabhangig in der Anwesenhelt von murinen IL-3. Die
Zugabe von Doxyzyklin vermittelt die Expression von p210 RABL (B) Analyse des Prohferatlons-
verhaltens von TonB-Zellen unter verschiedenen KuIUwerungsbedmgungen Je 1x10* Zellen wur-
den in der An- und Abwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL ausgeséat. Im Intervall von 24 Stunden
wurde die Lebendzellzahl in der Kultur bestimmt und graphisch dargestellt. Gezeigt sind die durch-
schnittlichen Lebendzellzahlen aus 5 unabhéngigen Versuchen und ihre absoluten Schwankungs-
breiten. (C) Tabellarische Zusammenfassung des Anteils lebender Zellen in der Kultur in Abh&ngig-
keit des Stimulus. Die Zuordnung lebend/tot erfolgte Uber den Trypan-Blau-Ausschluss. (D) Ana-
lysen zur Induzierbarkeit der p210 RABL_Expression. TonB-Zellen wurden zeitabhangig mit 2,0
pg/ml Doxyzyklin stimuliert oder dosisabhangig mit den angegebenen Antibiotikakonzentrationen
Uber 24 Stunden kultiviert. Im WesternBlot wurde die Expression von BCR ABL und Aktin (Lade-
kontrolle) analysiert. Als Positivkontrolle kam die konstitutiv p210 R-AB expr|m|erende Zelllinie
K562 zum Einsatz.
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Die Induktion der Proliferation in der Gegenwart des Onkoproteins kann auf die Tyrosin-
kinaseaktivitdt von BCR-ABL zurlickgefiihrt werden, da die Proliferationsfahigkeit der
Zellen bei gleichzeitiger Anwesenheit von STI (Imatinib) vollstédndig verloren geht. Um
eine mdgliche Anreicherung von faktorunabhangig- oder Imatinib-resistent-wachsender
Zellen in der Population frihzeitig zu erkennen, wurden die Wachstumstests in regelma-
Bigen Abstanden wiederholt.

Eine zeit- und dosisabhangige Induktion von BCR-ABL im TonB-Zellkultursystem wurde
im WesternBlot Uberprift. Die Expression des Onkoproteins wurde durch die Zugabe von
2,0 pg/ml Doxyzyklin in das Nahrmedium von TonB-Zellen Uber einen Zeitraum von 0 bis
72 Stunden aktiviert. Alternativ wurden TonB-Zellen 24 Stunden mit unterschiedlichen
Doxyzyklinkonzentrationen (0,2 — 2,0 pg/ml) im N&hrmedium inkubiert. Die Zellen wurden
lysiert und die Mengen an BCR-ABL und Aktin untersucht. Als Positivkontrolle kam die
humane und konstitutiv p210B°#8t
3.1_D).

TonB-Zellen ohne Doxyzyklin-Beigabe weisen lediglich eine marginale Expression des

-exprimierende Zelllinie K662 zum Einsatz (Abbildung

Onkoproteins auf. Zeitabhangig wird die Expression des Onkoproteins induziert und
erreicht nach 24 Stunden ihr Maximum. Zwischen 24 und 72 Stunden bleibt die Menge an
exprimierten Protein auf hohem Niveau konstant und ist vergleichbar mit der konstitutiven
p2108°"*"BL_Expression in K562-Zellen. Ferner ist die Expression von BCR-ABL (ber
einen breiten Doxyzyklin-Konzentrationsbereich in TonB-Zellen induzierbar.

Der Versuch zeigt die Induzierbarkeit von p2108¢R#8

im TonB-Zellkultursystem. Eine
eventuelle Durchlassigkeit des Doxyzyklin-abhangigen Promotors in der Abwesenheit von
Doxyzyklin scheint keinen Einfluss auf die Proliferation der Zellen unter Zytokinentzug
(-IL-3/-BCR-ABL) zu nehmen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde BCR-ABL in TonB-Zel-
len durch die Zugabe von 1,0 — 2,0 ug Doxyzyklin pro ml Kulturmedium Gber einen Zeit-
raum von mindestens 72 Stunden induziert. Alle 48 Stunden wurde das Antibiotikum

erneut zugegeben.

3.2 Der Einfluss von STAT5 auf die Proliferation und das Uber-
leben von TonB-Zellen in der An- und Abwesenheit von IL-3
oder BCR-ABL

Die Bedeutung von STATS5 in der p2105°"*B-_vermittelten Proliferation hdmatopoetischer
Zellen wurde bereits intensiv erforscht. SCHERR et al. (2006) konnte durch den Einsatz
einer STAT5A/B-shRNA, die gleichermaBen beide STAT5-Isoformen erkennt, eine deut-
lich beeintrachtigte Proliferation von p2105°"*B-_exprimierenden TonB-Zellen beobachten.
Dabei wurde die verminderte Zellproliferation von einem signifikanten Anstieg apopto-
tischer Zellen in der Kultur begleitet. Ausgehend von diesen Arbeiten wurde nun ein diffe-
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rentieller Einfluss von STAT5A und STAT5B auf die oben beschriebenen Effekte unter-
sucht.

Basierend auf einem Nukleinsdurevergleich der codierenden Sequenzen von STAT5A
(NM_011488) und STAT5B (NM_001113563) wurden gegen stark heterogene Bereiche
beider Gene Isoform-spezifische shRNAs generiert und diese im Kotransfektionsassay
(siehe auch Kapitel 2.2.2.6) auf ihre Funktion hin untersucht. Von 10 getesteten shRNAs
konnte jeweils eine shRNA gegen STAT5A und eine shRNA gegen STAT5B identifiziert
werden, die beide in der Lage sind, die endogenen Gehalte ihrer Ziel-mRNAs um Uber
90% zu senken (Abbildung 3.2_A-C). Diese beiden shRNAs kamen, neben der bereits
durch SCHERR et al. (2006) publizierten Isoform-unspezifischen STAT5A/B-shRNA, fiir
alle hier vorgestellten Ergebnisse zum Einsatz. Die Konstruktion und Klonierung der H1-
shRNA-Kassetten in den lentiviralen Expressionsvektor (pSR-SnaBl) erfolgte geman
SCHERR et al. (2003).

Fir die Analyse eines differentiellen Einflusses von STAT5A und STAT5B auf die Prolife-
ration von TonB-Zellen unter IL-3 u/o BCR-ABL erfolgte die Transduktion der Zellen mit
verschiedenen shRNAs (shGL2-ctrl-, shSTAT5A/B-, shSTAT5A-, shSTAT5B-RNA und als
Mix: shSTAT5A-RNA + shSTAT5B-RNA). Am Tag 4 nach der Transduktion wurden die
Zellen aufgearbeitet und in einem Proliferationsassay eingesetzt. Zeitgleich wurden aus
den Zellen Proteine und RNA isoliert.

Bei einer Transduktion von TonB-Zellen mit Isoform-spezifischen shRNAs gegen STAT5A
oder STAT5B, nimmt unter Anwesenheit von IL-3 das Proliferationsvermdgen der Zellen
um 40% — 50% gegenlber shGL2-ctrl-RNA-transduzierten Zellen ab. Dabei lasst sich die
verminderte Proliferationsfahigkeit nicht auf einen Anstieg toter Zellen in der Population
zurlUckfihren. Sowohl unter STAT5A-, als auch STAT5B-Reduktion bleibt der Anteil vitaler
Zellen gegenlber shGL2-ctrl-RNA-transduzierten TonB-Zellen unverandert hoch. Wird
hingegen eine shRNA verwendet, die gegen beide STAT5-Isoformen gerichtet ist, steigt
das Defizit in der Zellproliferation in der Anwesenheit von IL-3 auf Uber 80% an. Ebenso
ist der Anteil toter Zellen unter diesen Bedingungen mit durchschnittlich 15% — 20%
gegenliber 2% — 3% bei der Reduktion einzelner STAT5-Isoformen deutlich erhdht
(Abbildung 3.3_A-B).

Im Gegensatz dazu weisen TonB-Zellen bei einer Reduktion von STAT5A oder STAT5B
in der Anwesenheit von p210°°"*B- Unterschiede in der Proliferation und dem Uberleben
auf. Wie bereits in der Anwesenheit von IL-3 beobachtet wurde, proliferieren auch in der
Gegenwart von BCR-ABL die Zellen mit einer Isoform-spezifischen STAT5-Reduktion
deutlich schlechter, als shGL2-ctrl-RNA-transduzierte TonB-Zellen. Das Defizit in der Pro-
liferation und dem Uberleben ist jedoch bei Zellen mit einer spezifischen Reduktion von
STAT5B betrachtlich gréBer, als bei Zellen mit einer STAT5A-Reduktion.
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A: shS5A/B
Proteinsequenz Glu Tyr Phe Ile Ile Gln Tyr
murin STAT5A 800- gag tac ttc atc atc cag tac -820
murin STAT5B 705- gag tac ttc atc atc cag tac -725
STAT5A-shS5A/Bmut  800- gaa tat ttt att att caa tat -820

shS5A bzw. shS5B
Proteinsequenz Thr Thr Arg Asp Phe Ser Ile
murin STATSA 2231- acg acg cga gat ttc tcc att -2251
murin STAT5B 2136- acc act aga gac ttc tct atc -2156
STAT5A-shS5AmMuUt 2231- act ace cge gac ttt tca ata -2251
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Abb. 3.2: Etablierung und Testung von STAT5-spezifischen shRNAs. (A) Erkennungssequenz
(unterstrichen) von Isoform-unspezifischen (shS5A/B) und Isoform-spezifischen (shS5A, shS5B)
small-hairpin-(sh)RNAs im jeweiligen STAT5-Gen. Die stumme Mutagenese dieser Erkennungs-
sequenzen (fett markierte Nukleotide) resultiert in RNAi-resistenten Mutanten. (B) Qualitativer
Nachweis der Funktion von shRNAs in HEK-293-Zellen nach transienter Expression von STAT5 in
Kombination mit verschiedenen shRNAs. Fluoreszenzmikroskopische Betrachtung der GFP-
Expression einen Tag nach Lipofektion. (C) Quantitativer Nachweis der Funktion von shRNAs in
HEK-293-Zellen durch eine durchflusszytometrische Messung der GFP- und RFP-Expression zwei
Tage nach Lipofektion. Darstellung der relativen Expression von STAT5 (GFP-Signal) nach Norma-
lisierung auf die Expression der jeweiligen shRNA (RFP-Signal). Mittelwert aus 3 unabhangigen
Versuchen. In beiden Herangehensweisen ist die Selektivitat der Isoform-spezifischen shRNAs und
die RNAiI-Resistenz nach stummer Mutagenese der shRNA-Erkennungssequenz gut erkennbar.
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Nach 72-stiindiger Anwesenheit von BCR-ABL ist das Proliferationsvermdgen von TonB-
Zellen unter STAT5B-Reduktion nur noch halb so groB3, wie bei Zellen unter STAT5A-
Reduktion. Zusatzlich féllt der Anteil toter Zellen mit durchschnittlich 50% bei STAT5B und
25% bei STAT5A doppelt so hoch aus. Nach weiteren 24 Stunden Anwesenheit von BCR-
ABL (96 h) zeigt sich, dass lediglich Zellen, die mit shGL2-ctrl-RNAs und shSTAT5A-
RNAs transduziert wurden, zur Proliferation fahig sind. Dagegen zeigen TonB-Zellen, die
mit STAT5B-spezifischen shRNAs transduziert wurden, keine Proliferation und weisen
ricklaufige Zellzahlen im Proliferationsassay auf. Unterstitzt werden diese Beobach-
tungen durch eine weitere Zunahme toter Zellen unter Stat5B-Reduktion von 50% (72 h)
auf 75% (96 h). DemgegenUber kann sich der Anteil toter Zellen bei Zellen mit einer
spezifischen STAT5A-Reduktion von 26% (72 h) auf 23% (96 h) leicht erholen.

Deutlich starker sind die Effekte in der Anwesenheit von BCR-ABL in TonB-Zellen, die mit
einer Isoform-unspezifischen shSTAT5A/B-RNA oder einem Mix aus Isoform-spezifischen
shRNAs transduziert wurden. Diese Zellen besitzen keinerlei Proliferationsvermégen
mehr und sind durch einen sehr hohen Anteil toter Zellen in der Population gekenn-
zeichnet (Abbildung 3.3_A-B).

Die RNAi-vermittelte STAT5-Reduktion wurde mittels qRealtime-PCR und WesternBlot
Analyse verifiziert. Dabei zeigte sich, dass die relative Reduktion von STAT5-mRNA sehr
gut mit der Reduktion von STAT5-Protein korreliert. Bei ahnlichen Transduktionsstarken
(MFI1) wurde fur die Isoform-spezifischen STAT5-shRNAs eine durchschnittliche Reduk-
tion um mindestens 90% gegentber shGL2-ctrl-RNA-transduzierten Zellen erreicht. Bei
der Isoform-unspezifischen shSTAT5A/B-RNA oder dem shRNA-Mix konnte eine durch-
schnittliche Reduktion um 70% fir beide Isoformen erzielt werden, was auf einen erhéh-
ten Selektionsdruck bei der simultanen Reduktion von STAT5A und STATS5B in TonB-
Zellen zurtickgefthrt werden kann (Abbildung 3.3_B-C).

Diese Ergebnisse lassen einen differentiellen Einfluss von STAT5A und STATS5B in der
p210%°"*"BLyermittelten Signaltransduktion von lymphatischen Zellen vermuten. Dabei
scheint die Funktion von STAT5A und STATS5B in der Anwesenheit von IL-3 weitest-
gehend redundant zu sein und eher die Proliferation, als das Uberleben von TonB-Zellen
in der Gegenwart des Zytokins zu beeinflussen. Erst nach Unterschreitung eines unbe-
kannten Schwellenwertes an STAT5-Molekilen kommt es zu einer signifikanten Beein-
trachtigung in der Proliferation und dem Uberleben der Zellen. Dagegen konnte in der
Anwesenheit von p210%°"**B- eine spezifische, nicht-redundante Abhangigkeit gegeniiber
STAT5B beobachtet werden, wobei unter diesen Bedingungen das Molekul besonders fir
das Uberleben von TonB-Zellen notwendig zu sein scheint.
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Abb. 3.3: Der differentielle Einfluss von STAT5-Molekiilen bei der Proliferation und dem
Uberleben von TonB-Zellen. (A) Analyse des Proliferationsverhaltens von TonB-Zellen unter
endogener Reduktion von STAT5. TonB-Zellen wurden mit STAT5-shRNAs oder Kontroll-shRNAs
transduziert. Je 1x10* TonB-Zellen wurden in der An- und Abwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL
ausgesaét, die Anzahl lebender Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und auf die Proli-
ferationsfahigkeit von Kontroll-shRNA-transduzierten Zellen (IL-3) normalisiert. Gezeigt sind die
durchschnittliche relative Proliferationsstarke aus 5 unabhangigen Versuchen und deren Schwan-
kungsbreiten. (B) Tabellarische Zusammenfassung der analysierten Parameter bei der Expression
von STAT5- und Kontroll-shRNAs im TonB-Zellkultursystem. Densitometrische Analysen erfolgten
mit der Software QuantityOne am VersaDoc-4000MP. (C) Analyse der spezifischen STAT5-Reduk-
tion im WesternBlot. Inkubation der Membranen mit Antikérpern gegen beide STAT5-Isoformen.
Als Ladungskontrolle wurden die Membranen mit einem Tubulin-Antikérper reinkubiert. — Sehr gut
erkennbar ist die Isoformspezifitdt der verwendeten shRNAs gegenlber STAT5A oder STAT5B.
Gezeigt ist ein représentativer WesternBlot von 4 unabhangigen Versuchen.

77



ERGEBNISSE

3.3 Analyse der intrazellularen Lokalisation von STAT5 im TonB-

Zellkultursystem
In Anlehnung an die Arbeiten von HARIR et al. (2007), die zeigen konnten, dass STAT5-
Molekiile mit konstitutiver Aktivitat (cS57) verstarkt im Zytoplasma von Knochenmarks-
zellen ¢S5 -transplantierter Mause sowie im Primarmaterial von Patienten mit diagnosti-
zierter AML oder CML anzutreffen sind, wurde die intrazellulare Lokalisation beider
STAT5-Isoformen im TonB-Zellkultursystem néher untersucht.

A: TonB-STAT5A-WT-eGFP

BCR-ABL
B:

()]
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O diffus W nukledr  ABL BCR-ABL gl

Abb. 3.4: Die intrazelluldre Lokalisation von STAT5A im TonB-Zellkulturmodell. (A) Lokalisa-
tion von STAT5A unter verschiedenen Stimuli. TonB-Zellen wurden mit einem STAT5A-eGFP-
Konstrukt transduziert und in der An- und Abwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL kultiviert. An
lebenden TonB-Zellen erfolgte die konfokale Analyse der intrazelluldaren STAT5A-Lokalisation. (B)
Statistische Auswertung der intrazellularen STAT5A-Lokalisation in TonB-Zellen. In 3 unabhén-
gigen Versuchen wurden je Stimulus >250 Zellen ausgezahlt und die Lokalisation des Fusions-
proteins nach nukledr und diffus (gleichmaBige Verteilung im Zellkern und Zytoplasma) unterschie-
den. (C) Intrazellulare STAT5A-Verteilungsmuster im Histogramm. Von typischen Zustédnden (nuk-
ledr, diffus) ist eine Zelle im Detail gezeigt. Die weiBe Linie kennzeichnet die Schnittebene fir die
Darstellung der Fluoreszenzsignalstarke im Histogramm.
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Hierfir wurden TonB-Zellen in der An- und Abwesenheit einer STAT5A-shRNA mit einem
RNAi-resistenten STAT5A-eGFP-Fusionsgen transduziert. Am Tag 4 nach Transduktion
wurde die Expression von BCR-ABL durch die Zugabe von Doxyzyklin in das Nahr-
medium stimuliert. Nach weiteren 3 Tagen unter diesen Bedingungen wurde die intrazellu-
lare Lokalisation des STAT5A-Fusionsproteins unter IL-3, IL-3/BCR-ABL und BCR-ABL
Bedingungen am konfokalen Laserscanningmikroskop (LSM) analysiert.

Unter IL-3 und IL-3/BCR-ABL Bedingungen lokalisiert STAT5A zu 85% im Zellkern von
TonB-Zellen. Dagegen nimmt unter alleiniger Anwesenheit von BCR-ABL der Anteil von
Zellen mit nukledrer Lokalisation deutlich ab, wahrend Zellen mit einer diffusen (gleich-
maBigen Verteilung von STAT5A in Zytoplasma und Zellkern) Lokalisation von STAT5A
vorherrschend sind. Die Unterschiede in der intrazelluldren Verteilung von STAT5A in der
Anwesenheit von IL-3 und BCR-ABL zeigen mit p<0,0001 statistische Relevanz (Abbil-
dung 3.4_A-C).

TonB-STAT5B-FITC (endogen)

STAT5B-FITC DNA-DAPI

Abb. 3.5: Die intrazellulare Lokalisation von STAT5B im TonB-Zellkulturmodell. TonB-Zellen
wurden in der An- und Abwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL kultiviert. Die Lokalisation von endo-
genem STAT5B wurde an fixierten Zellen Gber indirekte Immunfluoreszenzfarbung am konfokalen
Mikroskop analysiert. Durch niedrige Signalstéarken mussten fir die Analysen die Laserleistung und
Detektionsparameter deutlich erhéht werden, was zu einer verstarkten Autofluoreszenz und Hinter-
grundfarbung der Zellen fiihrte. Zur Bestatigung einer verstarkten Akkumulation von STAT5B im
Zellkern wurden die Zellen zuséatzlich mit DAPI gefarbt. Die nukledre Lokalisation ist exemplarisch
an einem Ausschnitt in den Einzelaufnahmen und im Merge gezeigt.
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Da die Expression eines STAT5B-RFPg,ss-Fusionsproteins in TonB-Zellen leider nicht
realisierbar war, erfolgte die Analyse der intrazelluldaren STAT5B-Lokalisation auf endo-
gener Ebene Uber indirekte Immunfluoreszenzférbung unter Verwendung eines STAT5B-
spezifischen Antikérpers. Auf diesem Weg konnte gezeigt werden, dass STAT5B unab-
hangig vom Stimulus (IL-3 u/o BCR-ABL) in speziellen Kompartimenten des Zellkerns
lokalisiert (Abbildung 3.5).

Um eine artifizielle Lokalisation von transgen-exprimierten STAT5A ausschlieBen zu kon-
nen, wurde die intrazelluldre Lokalisationsstudie an endogenem STAT5A mittels indirekter
Immunfluoreszenzfarbung wiederholt. Auch unter Verwendung dieser alternativen Metho-
de konnten die Veranderungen in der intrazellularen Lokalisation des Proteins unter An-
wesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

STAT5A- und STAT5B-Molekile weisen in TonB-Zellen in Abh&ngigkeit des gegenwar-
tigen Stimulus eine differentielle Lokalisation auf. Wahrend STAT5B in der Anwesenheit
von IL-3 u/o BCR-ABL seine nukleére Lokalisation nicht veréndert, kann bei STAT5A eine
Veranderung in der intrazelluldren Lokalisation von nukleéar (IL-3) zu diffus (BCR-ABL)
beobachtet werden. Dabei scheint die Zytokin-vermittelte Lokalisation dominant Uber die
induzierten Effekte des Onkoproteins zu sein, da unter simultaner Anwesenheit beider
Stimuli ebenfalls die nukleére Lokalisation von STAT5A in TonB-Zellen vorherrschend ist.

BCR-ABL
0

34 Die Untersuchung von p21 -spezifischen Phosphory-

lierungsmustern an STAT5-Molekiilen

Veranderungen in der intrazelluldren Lokalisation eines Signalmoleklls kénnen durch
spezifische Phosphorylierungsereignisse am Protein verursacht werden. In zahlreichen
Publikationen konnte gezeigt werden, dass STAT5 ein Substrat der p210B8CRABL
Tyrosinkinase darstellt [CARLESSO et al.,, 1996; SHUAI et al., 1996; JACOBBERGER et al.,

2003]. Ublicherweise wird in diesen Verdffentlichungen eine p210%°7A8

-abhangige
Zunahme in der Tyrosinphosphorylierung von STAT5-Molekllen unter Verwendung von
unspezifischen phospho-Tyrosin-Antikdrpern oder spezifischen phospho-STAT5-Antikér-
pern, die eine Phosphorylierung der kritischen Tyrosinreste detektieren, im Immunoblot
gezeigt. Neben diesen bereits annotierten Tyrosinresten kénnten zusatzliche Phosphory-
lierungsereignisse an Tyrosin- oder Serinresten flr die Delokalisation von STAT5A in
TonB-Zellen unter alleiniger Anwesenheit von BCR-ABL verantwortlich sein.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden TonB-Zellen in der Anwesenheit von IL-3 u/o
BCR-ABL kultiviert und aus Gesamtzellextrakten STAT5A- und STAT5B-Molekile prazipi-
tiert. Nach einer SDS-PAGE wurden Proteinbanden, korrespondierend zu den Molmassen
von STAT5A (94 kDa) und STATSB (92 kDa), aus den Gelen ausgeschnitten und die iso-

lierten Proteine massenspektroskopisch analysiert.
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Die Qualitat der STAT5-Prazipitation wurde im Immunoblot analysiert. Aliquots der einzel-
nen Prazipitationen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine auf eine Mem-
bran transferiert und diese mit Antikérpern gegen phospho-Tyrosin, STAT5A und STAT5B
inkubiert. Beide STAT5-Isoformen weisen in der Anwesenheit von IL-3 eine basale Phos-
phorylierung an Tyrosinresten auf. Dagegen erhdht sich der Anteil an Tyrosin-phosphory-
lierten STAT5-Protein in der Gegenwart von BCR-ABL deutlich. Zusatzlich fallt die
p2108°"*BL_yermittelte Phosphorylierung an Tyrosinresten in STAT5A gegeniiber der an
STATS5B splrbar starker aus (Abbildung 3.6, IB: p-Tyrosin).
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IP: STATS5 > S5A S5B S5A S5B S5A S5B

IB: p-Tyrosin | = ﬂ - - F :’ % «— pTyr-STATS
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Abb. 3.6: Die Anreicherung von STAT5-Molekiilen fiir die massenspektroskopische Unter-
suchung. TonB-Zellen wurden in der An- und Abwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL kultiviert. Beide
STAT5-Isoformen wurden separat aus den Proteinextrakten prazipitiert und die Qualitéat der Prazi-
pitation im WesternBlot analysiert. Gut erkennbar sind die Kreuzkontaminationen beider STAT5-
Isoformen bei den verschiedenen Prazipitationen.

Ferner wurde eine Detektion von STAT5B in STAT5A-Immunoprazipitaten und eine
Detektion von STAT5A in STAT5B-Immunoprazipitaten beobachtet. Diese Kreuzreaktivitat
kénnte in einer unspezifischen Antikérper — Antigenbindung von zwei hoch konservierten
Proteinen oder in einer Co-Prézipitation von STAT5A- und STAT5B-Molekilen begriindet
sein (Abbildung 3.6).

Aus dem Gel isolierte Proteine wurden mit Trypsin verdaut und einem LC/MS/MS-MIDAS
Verfahren [UNWIN et al., 2005] zur ldentifizierung spezifischer Phosphorylierungsstellen
unterzogen. Die massenspektroskopische Analyse erbrachte zwei STAT5A-Peptide und
ein STAT5B-Peptid mit einer nachweisbaren Tyrosinphosphorylierung. Dabei représen-
tieren die phosphorylierten Tyrosinreste in den Peptiden N®°-AVDGpYVKPQIK-C"®
(STAT5A-pY694) und N**-AADGpYVKPQIK-C'® (STAT5B-pY699) die kritischen Tyrosin-
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reste des jeweiligen STAT5-Molekils. Die Phosphorylierung des kritischen Tyrosinrests
konnte sowohl in der Anwesenheit von IL-3 als auch BCR-ABL beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu wurde an dem Peptid N®2-YYTPVLAK-C® (STAT5A-YY682/83) eine
exklusive Phosphorylierung an einem der beiden benachbarten Tyrosinreste in der Anwe-
senheit von BCR-ABL gemessen. Diese Phosphorylierung konnte ebenfalls unter simulta-
ner Anwesenheit von IL-3 und BCR-ABL, aber nicht in alleiniger Gegenwart von IL-3
detektiert werden (Abbildung 3.7_A-B und 3.7_C-D).

Die hier verwendete LC/MS/MS — MIDAS Methode macht durch die besondere N-termi-
nale Lage und die unmittelbare Nachbarschaft der Tyrosinreste im Peptid eine direkte Zu-
ordnung der gemessenen Phosphatgruppe zu einem der beiden Tyrosinreste unmdglich.
Wahrend eine duale Phosphorylierung beider Tyrosinreste im Molekil massenspezifisch

ausgeschlossen werden kann, wére eine alternierende p2108°RA8

-abhéangige Phosphory-
lierung einzelner Tyrosinreste im Doppeltyrosin theoretisch vorstellbar.

Ebenfalls ist durch die weiter oben beschriebene Kreuzreaktivitat, einhergehend mit der
Anwesenheit beider STAT5-Isoformen in den Préazipitaten, eine Quantifizierung der
Phosphorylierungssignale nicht realisierbar. Es kann daher nicht gesagt werden, ob unter
Anwesenheit von BCR-ABL 5%, 50% oder 100% der STAT5A-Molekile an den identifi-
zierten Tyrosinresten phosphoryliert vorliegen.

Gegenlber einer veranderten Tyrosinphosphorylierung konnten keine Auffélligkeiten in
der Serinphosphorylierung von STAT5A in der An- und Abwesenheit von IL-3 u/o BCR-
ABL detektiert werden. Unter allen analysierten Stimuli (IL-3, IL-3/BCR-ABL, BCR-ABL)
konnte lediglich eine Phosphorylierung am Serinrest S779 nachgewiesen werden.

Zur Verifizierung des p210%°"*B-yermittelten Tyrosinphosphorylierungsmusters in muri-
nen TonB-Zellen wurde STAT5A aus Zellen der humanen, p2105°**B-_positiven Zelllinie
K562 prazipitiert und massenspektroskopisch analysiert. Auch an STAT5A humanen Ur-
sprungs konnte in der konstitutiven Anwesenheit von BCR-ABL eine Phosphorylierung an
Y682 oder Y683 gemessen werden (Daten nicht gezeigt).

Uberraschenderweise war es nicht méglich, aus PBMC-Zellen von CML-erstdiagnostizier-
ten Patienten STAT5A in massenspektroskopisch ausreichenden Mengen anzureichern.
Vertiefend wird auf diese Problematik in der Diskussion (Kapitel 4.3) eingegangen.

Unter Zuhilfenahme eines sehr sensitiven massenspektroskopischen Verfahrens konnten
in verschiedenen Zelllinien spezifische Phosphorylierungsereignisse an Tyrosinresten in
STAT5A in der Anwesenheit von BCR-ABL identifiziert werden.
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A: Peptid: 690-AVDGpYVKPQIK-700 (STAT5A-pY694)
Zustand: IL-3, IL-3/BCR-ABL, BCR-ABL

ac

[sdo] ensusiu]

pY694

a0
L.
s 5] oo
i | IV\ l“l I 1%““114 bl i iﬁ“J‘\ ke H’u I

0y
ao 500

a7

0 700

mmmmm

Masse/Zeit [amu

Peptid: 695-AADGpYVKPQIK-705 (STAT5B-pY699)
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Abb. 3.7: Die massenspektroskopische Analyse aberranter STAT5-Phosphorylierungs-
muster im TonB-Zellkultursystem. STAT5-Moleklle wurden aus unterschiedlich stimulierten
TonB-Zellen préazipitiert und das Tyrosinphosphorylierungsmuster massenspektroskopisch analy-
siert. (A) Identifiziertes Peptid aus STAT5A mit einer Phosphorylierung am kritischen Tyrosinrest
Y694. Die Phosphorylierung konnte in der An- und Abwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL gemessen
werden. (B) Identifiziertes Peptid aus STAT5B mit einer Phosphorylierung am kritischen Tyrosin-
rest Y699. Die Phosphorylierung konnte in der An- und Abwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL ge-
messen werden
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C: Peptid: 682-p(YY)TPVLAK-689 (STAT5A-pY682 oder -pY683)
Zustand: IL-3/BCR-ABL, BCR-ABL
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Abb. 3.7 — fortgesetzt: Die massenspektroskopische Analyse aberranter STAT5-Phosphory-
lierungsmuster in TonB-Zellen. (C) Identifiziertes Peptid aus STAT5A mit einer Phosphorylierung
am Tyrosinrest Y682 oder Y683. Die Phosphorylierung konnte exklusiv in der Anwesenheit von
BCR-ABL gemessen werden. (D) Das identische Peptid von STAT5A aus TonB-Zellen, die in der
Gegenwart von IL-3 kultiviert wurden. Hier konnte eine Phosphorylierung an Y682 oder Y683 nicht
gemessen werden. — Die Masse eines unphosphorylierten Tyrosinrests (Y) betréagt 136 Da, die
eines phosphorylierten Tyrosinrests (pY) 216 Da. Damit ergibt sich fir eine Phosphorylierung ein
Masseunterschied von 80 Da.
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3.5 Identifizierung der STAT5A-Tyrosinphosphorylierungsstelle

Da eine genaue Zuordnung der p210B°R#Bt

in STAT5A durch die LC/MS/MS — MIDAS Analyse nicht gegeben war, wurde im Folgen-
den eine alternative Vorgehensweise zur Losung dieser Fragestellung entwickelt.

-spezifischen Tyrosinphosphorylierungsstelle

Die MIDAS-gestltzte Analyse des STAT5A-Tyrosinphosphorylierungsmusters ergab unter
Anwesenheit von BCR-ABL drei mégliche Tyrosinphosphorylierungsstellen (Tyr-682, Tyr-
683 und Tyr-694) im Protein. Es wurde davon ausgegangen, dass es sich beim Tyrosin-
rest Y694 um die primare, bei den Tyrosinresten Y682 bzw. Y683 um sekundare Phos-
phorylierungsstellen im STAT5A-Protein handelt. Eine sequentielle Mutagenese dieser
Tyrosinreste zu Phenylalanin, verbunden mit einer transgenen Expression der Mutanten
in TonB-Zellen, einer immunologischen Fallung von STAT5A aus Extrakten dieser Zellen
und ein immunologischer Nachweis phosphorylierter Tyrosinreste im WesternBlot sollte
fir die Identifizierung der p2108°"*B-_spezifischen Phosphorylierungsstelle hinreichend
sein. Um eine Verunreinigung der Immunoprazipitate mit endogenem STAT5A zu vermei-
den, wurde fir die Versuche auf einen Zellklon (TonB-shS5A_Klon1) zurlckgegriffen, der
durch den Einsatz von RNAi nur noch im geringen MaBe (4% ggU. nativen TonB-Zellen)
endogenes STAT5A exprimieren konnte (Abbildung 3.14_A).

Zellen von TonB-shS5A_Klon1 wurden mit den Konstrukten von STAT5A-Wildtyp und
STAT5A-Tyrosinmutanten (Y694F, YY682/94FF, YY683/94FF, YYY682/83/94FFF) lenti-
viral transduziert. Da die Proliferation und das Uberleben von TonB-Zellen bei der Expres-
sion von STAT5A-Y694F deutlich eingeschrankt sind (Abbildung 3.10_A), wurden am Tag
4 nach Transduktion serielle Verdiinnungen hergestellt. Nach 7 — 14 Tagen wurden GFP-
positive Einzelklone am FACS vermessen und Zellen mit einer &hnlich starken Fluoro-
chromexpression vereinigt. Diese Bulkpopulationen wurden bis zur Extraktherstellung in
der Anwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL kultiviert. Die anschlieBenden Immunoprazipita-
tionen erfolgten unter limitierenden Bedingungen, was eine homogene Prazipitation von
STATS5A aus Extrakten mit einer unterschiedlich starken Expression der Transgene ge-
wabhrleisten sollte.

Im Immunoblot konnte gezeigt werden, dass STAT5A-Wildtyp in der Anwesenheit von
IL-3 an Tyrosinresten phosphoryliert vorliegt. Wie erwartet geht das Niveau in der Phos-
phorylierung von STAT5A bei der Mutagenese des kritischen Tyrosinrestes (Y694F) stark
zuriick. Neben der STAT5A-Y694F-Mutante konnte eine verbleibende basale Tyrosin-
phosphorylierung in gleicher Weise an allen anderen STAT5A-Mutanten (YY682/94FF,
YY683/94FF, YYY682/83/94FFF), die in der Gegenwart von IL-3 exprimiert wurden, beo-
bachtet werden. Im Gegensatz dazu wird STAT5A-Wildtyp in der Anwesenheit von BCR-
ABL deutlich starker an Tyrosinresten phosphoryliert, als in der Gegenwart von IL-3. In
TonB-Zellen, die mit der STAT5A-Y694F-Variante transduziert sind, geht auch unter An-
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wesenheit von BCR-ABL das Niveau in der Tyrosinphosphorylierung deutlich zuriick. Die
verbleibende Phosphorylierung ist aber unter dieser Bedingung um ein Vielfaches héher,
als die beobachtete basale Tyrosinphosphorylierung in der Gegenwart von IL-3. Wahrend
die Expression der STAT5A-YY682/94FF-Variante in der Anwesenheit von BCR-ABL nur
eine marginale Reduktion in der verbleibenden Tyrosinphosphorylierung von STAT5A-
Y694F-transduzierten Zellen zur Folge hat, nimmt diese bei der Expression der STAT5A-
Mutanten YY683/94FF und YYY682/83/94FFF deutlich ab und gleicht sich dem Niveau
der basalen Tyrosinphosphorylierung analoger STAT5A-Mutanten in der Gegenwart von
IL-3 an (Abbildung 3.8).

TonB-shS5A_Klon1 + STAT5A (RNAi-resistent)

IL-3 (LK) BCR-ABL
X X
« & & < & o
« F S &
¢ & & & & & & & &
NN R R R\ N R\ S \C)
IP: STAT5A

Abb. 3.8: Die Identifizierung der p210%"*Blspezifischen Phosphorylierungsstelle in
STAT5A durch eine serielle Mutagenese von Tyrosinresten. Mutagenese des kritischen
Tyrosinrests Y694 in Kombination mit den neu identifizierten Tyrosinresten Y682 und Y683 zu
Phenylalanin. TonB-Zellen mit einer shRNA-vermittelten, endogenen STAT5A-Reduktion (TonB-
shS5A_Klon1, siehe auch unter Abb. 3.14) wurden mit verschiedenen RNAi-resistenten STAT5A-
Y->F-Varianten transduziert und in der An- und Abwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL kultiviert.
STAT5A wurde in groBen Mengen Uber eine Immunopréazipitation angereichert und der Anteil an
Tyrosin-phosphorylierten STAT5A im WesternBlot analysiert. Als Ladungskontrolle wurde die
Membran mit einem STAT5A-Antikorper reinkubiert.

Durch diese Herangehensweise konnte gezeigt werden, dass beide Tyrosinreste in
STAT5A durch die p210%°"*B-_Tyrosinkinase post-translational modifiziert werden kon-
nen. Allerdings scheint unter den gewdhlten Bedingungen der Tyrosinrest Y683 im
Vergleich zum Tyrosinrest Y682 deutlich starker in lymphatischen Zellen p210B°RA8—
abhangig phosphoryliert zu werden.
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3.6 Die Untersuchung der intrazellularen Lokalisation von
STAT5A-Tyrosinmutanten in der An- und Abwesenheit von
IL-3 u/o BCR-ABL

Die massenspektroskopische Untersuchung der Phosphorylierungsmuster von STAT5-

Molekillen fiihrte zu der Identifizierung eines verstarkten p210%°R#Bt

-abhangigen Phos-
phorylierungsereignisses an Tyr-683 in STAT5A. Zusatzlich konnte eine veranderte intra-
zellulére Lokalisation von STAT5A, jedoch nicht von STAT5B, in alleiniger Gegenwart von
BCR-ABL in TonB-Zellen beobachtet werden. Aus diesem Grund wurde der Einfluss der
identifizierten Phosphorylierungsstelle auf die intrazelluldre Lokalisation von STAT5A in
TonB-Zellen n&her untersucht.

Uber eine gerichtete Mutagenese wurde der identifizierte Tyrosinrest (Y) in STAT5A in
einen Phenylalaninrest (F) mutiert. Zusétzlich kam als Kontrolle ein dominant-negatives
STAT5A-Molekll zum Einsatz, wobei durch die Mutagenese des kritischen Tyrosinrests
(Y694F) die Dimerisierung und DNA-Bindung des Molekuls verhindert wurde.

TonB-Zellen wurden lentiviral mit den Konstrukten von STAT5A-Wildtyp oder STAT5A-
Tyrosinmutanten (Y683F, Y694F) in Fusion mit einem eGFP-Gen transduziert. Am Tag 4
nach Transduktion wurde die Expression von BCR-ABL durch die Zugabe von Doxyzyklin
in das Nahrmedium induziert. Nach weiteren 3 Tagen unter diesen Bedingungen wurde
die intrazellulare Lokalisation der STAT5A-Fusionsproteine am konfokalen Laserscann-
ingmikroskop (LSM) untersucht.

Bei alleiniger Anwesenheit von IL-3 oder unter IL-3/BCR-ABL Bedingungen konnte bei der
STAT5A-Y683F-Mutante eine bevorzugt nukledre Lokalisation (ca. 80% der Zellen zeig-
ten eine nukledre Lokalisation) beobachtet werden. Demgegentber war unter alleiniger
Anwesenheit von BCR-ABL die diffuse Verteilung der STAT5A-Mutante (ca. 80% der
Zellen zeigten eine diffuse Lokalisation) in den Zellen vorherrschend. Die intrazellulare
Verteilung der STAT5A-Y683F-Mutante korreliert demnach mit der bereits beschriebenen
Lokalisation des Wildtyp-Proteins (Abbildung 3.9_A-B)

Im Gegensatz dazu weist dominant-negatives STAT5A-Y694F ein verandertes Lokalisa-
tionsmuster in TonB-Zellen auf. Unter allen analysierten Bedingungen konnte eine strin-
gent diffuse Verteilung (>95% der Zellen zeigten eine diffuse Lokalisation) des Fusions-
proteins beobachtet werden.

Die konfokale Analytik der intrazellularen Lokalisation von STAT5A-Tyrosinmutanten erfol-
gte sowohl an nativen TonB-Zellen als auch an TonB-Zellen, die mit shSTAT5A-RNAs
transduziert waren. Dadurch sollte die Wahrscheinlichkeit einer unerwinschten Hetero-
dimerisierung zwischen endogen- und transgen-exprimierten STAT5A reduziert werden.
Signifikante Unterschiede in der intrazelluldren Lokalisation wurden bei beiden Methoden
jedoch nicht beobachtet.
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Abb. 3.9: Die intrazelluldre Lokalisation von STAT5A-Tyrosinmutanten im TonB-Zellkultur-
modell. (A) Lokalisation von STAT5A-Tyrosinmutanten unter verschiedenen Kultivierungsbedin-
gungen. TonB-Zellen wurden mit Konstrukten von STAT5A-eGFP-Tyrosinmutanten transduziert
und in der An- und Abwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL kultiviert. An lebenden TonB-Zellen erfolgte
die konfokale Analyse der intrazellularen Lokalisation von STAT5A. (B) Statistische Auswertung
der intrazelluldren Verteilung von STAT5A-Tyrosinmutanten in TonB-Zellen. In 3 unabhangigen
Versuchen wurden je Stimulus >250 Zellen ausgezahlt und die Lokalisation des Fusionsproteins
nach diffus und nukleédr unterschieden.
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Um eine artifizielle Lokalisation durch die Expression eines rekombinanten Fusionspro-
teins ausschlieBen zu kdnnen, wurden STAT5A-Wildtyp und STAT5A-Tyrosinmutanten
ohne eGFP-Fusion in TonB-Zellen exprimiert und die Lokalisation von STAT5A mittels
indirekter Immunfluoreszenz analysiert. Auch in diesem alternativen Ansatz konnten die
oben beschriebenen Verteilungsmuster beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Durch die Analyse der intrazellularen Lokalisation von STAT5A-Wildtyp und STATS5A-
Tyrosinmutanten konnte eine Beteiligung der p210°°"*B-_spezifischen Phosphorylierungs-
stelle bei der intrazellularen Verteilung von STAT5A in TonB-Zellen ausgeschlossen wer-
den. Unter Verwendung einer dominant-negativen STAT5A-Mutante (Y694F), die weder
zur Dimerisierung noch zur DNA-Bindung befahigt ist, konnte durch die diffusen Vertei-
lungsmuster der Mutante in der Anwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL zusatzlich gezeigt
werden, dass am kritischen Tyrosinrest nicht phosphorylierbare STAT5A-Monomere zu
einer Translokation (Shuttling) zwischen dem Zytoplasma und dem Zellkern in der Lage
sind.

3.7 Fortfilhrende Charakterisierung der p210%°F*Bl.gpezifischen

Tyrosinphosphorylierung an STAT5A

Weil die p210°°"**B-_spezifische Phosphorylierungsstelle in STAT5A keinen Einfluss auf
die intrazellulare Lokalisation des Proteins unter alleiniger Anwesenheit des Onkoproteins
zu haben scheint, wurden anhand der Beobachtungen aus priméren Material von CML-
erstdiagnostizierten Patienten (siehe auch Kapitel 4.3) und der Lage der Phosphorylier-
ungsstelle im STAT5A-Protein alternative Méglichkeiten fiir eine Funktion der p210BR#8t.
spezifischen Phosphorylierungsstelle untersucht. Besonderes Augenmerk wurde hierbei
auf einen méglichen Einfluss auf die Proliferation, die Proteinstabilitét, post-translationale
Modifikationen und die Heterodimerisierung mit STAT5B gelegt.

3.7.1 Die Proliferation von TonB-Zellen bei transgener Expression von
STAT5A-Wildtyp oder STAT5A-Tyrosinmutanten
FlOr die Analyse des Proliferationsverhaltens wurden TonB-Zellen mit den lentiviralen
Konstrukten von STAT5A-Wildtyp oder STAT5A-Tyrosinmutanten transduziert. Am Tag 4
nach Transduktion wurden die Zellen im Proliferationsassay eingesetzt. Hierfir wurden
pro Variante 1*10* Zellen pro ml Medium in der Anwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL
ausgesat und nach 72 Stunden der Anteil toter und lebender Zellen bestimmt. In diesem
Assay zeigte sich, dass TonB-Zellen, die in der Anwesenheit von IL-3 mit einem lenti-
viralen Leervektor (SIEW) transduziert wurden, bereits deutlich in ihrem Proliferationsver-
mobgen (ca. -15%) gegentber nicht-transduzierten TonB-Zellen eingeschrankt sind. Noch
deutlicher fallt jedoch der Rickgang im Proliferationsvermégen von TonB-Zellen aus,
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werden diese mit den lentiviralen Konstrukten von STAT5A-Wildtyp (ca. -40% ggu. SIEW-
ctrl-transduzierten TonB-Zellen) oder STAT5A-Y682F (ca. -35% ggu. SIEW-ctrl-transdu-
zierten TonB-Zellen) transduziert. Demgegenlber weisen TonB-Zellen, die mit den Vari-
anten Y683F (ca. -18% ggu. SIEW-ctrl-transduzierten TonB-Zellen) oder YY682/83FF (ca.
-13% ggu. SIEW-ctrl-transduzierten TonB-Zellen) transduziert sind, einen signifikant
(p<0,001) geringeren Rickgang im Proliferationsvermdgen auf. Etwas starker fallen die
Veranderungen im Proliferationsverhalten der Zellen in der Anwesenheit von BCR-ABL
(WT: -55%; Y682F: -45%; Y683F: -22%; YY682/83FF: -20% ggu. SIEW-ctrl-transduzier-
ten TonB-Zellen) aus. Dennoch ist auch unter diesen Bedingungen das Wachstum von
Y683F- und YY682/83FF-transduzierten TonB-Zellen gegentber Wildtyp-transduzierten
Zellen signifikant (p<0,05) erhdht (Abbildung 3.10_A-B).

A:
p<0,001
— O TonB
¥ 100,0 W TonB-SIEW-ctrl
';' - O TonB-STAT5A-WT
< #2 TonB-STAT5A-Y682F
® 75,0 - B TonB-STAT5A-Y683F
a T B TonB-STAT5A-YY682/83FF
c % TonB-STAT5A-Y694F
O 7,
= 50,0 7 e
© A p<0,05
2 / A ’—‘
§ 25,0 1 / g T
n- /m + 4LH
T 40 % % 35l
y I
IL-3 BCR-ABL
B:
TonB- | TonB- | TonB- | TonB- Tst)sn: " | TonB-
Probenbezeichnung TonB | SIEW- | S5A- | S5A- | S5A- YY682 S5A-
ctrl WT | Y682F | Y683F /83FF Y694F
Transduktionsintensitat: X-Mean [MFI] - 1950 | 2050 | 2125 | 2550 | 2250 1625
Transduktionseffizienz: GFP-positiv [%] - 99,4 91,6 93,1 98,4 97,5 87,6
Zellviabilitat unter IL-3 [%], 72h | 97 96 98 98 99 98 42
Zellviabilitat unter BCR-ABL [%], 72 h 80 81 86 88 85 83 5
Switch von IL-3 auf BCR-ABL,72h| 5:1 | 45:1| 5:1 5:1 145:1| 5:1 65:1

Abb. 3.10: Das Proliferationsverhalten von TonB-Zellen bei transgener Expression von
STAT5A-Wildtyp und STAT5A-Tyrosinmutanten. (A) TonB-Zellen wurden mit den Vektoren von
STAT5A-Wildtyp und STAT5A-Tyrosinmutanten lentiviral transduziert. Je 1x10* TonB-Zellen wur-
den in der An- und Abwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL ausgesat, die Anzahl lebender Zellen
nach 72 Stunden unter den angegebenen Bedingungen bestimmt und auf die Proliferations-
fahigkeit von nativen TonB-Zellen (IL-3) normalisiert. Gezeigt sind die durchschnittliche relative
Proliferationsstérke aus 7 unabhangigen Versuchen und ihre relativen Schwankungsbreiten. (B)
Tabellarische Zusammenfassung aller analysierten Parameter bei der transgenen Expression von
STAT5A im TonB-Zellkultursystem.
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Begleitet werden die Veranderungen im Proliferationsvermdgen transduzierter Zellen von
morphologischen Veranderungen. Weisen TonB-Zellen in der Gegenwart von IL-3 eine
ovale, kartoffelférmige Morphologie auf, kugeln sich die Zellen bei der Expression von
STAT5A-Wildtyp und STAT5A-Y682F ab und vergrdéBern ihr Volumen. Bei der Expression
der STAT5A-Varianten Y683F und YY682/83FF werden derartige morphologische Veran-
derungen jedoch nicht beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Zusatzlich kénnen die STAT5A-Mutanten Y683F und YY682/83FF lber mehrere Wochen
stabil in TonB-Zellen exprimiert werden, wahrend die transgenen Expressionsstarken
[MFI, X-Mean] und der Anteil transduzierter Zellen bei der transgenen Expression von
STAT5A-WT und STAT5A-Y682F stark zurlickgehen (Daten nicht gezeigt).

Vollkommen unerwartet ist das simultane Auftreten der beobachteten Effekte in der An-
wesenheit von IL-3 und BCR-ABL. Da eine Phosphorylierung von Tyr-683 ausschlieBlich
in der Gegenwart von BCR-ABL gemessen werden konnte, die Effekte in der Proliferation
aber in gleicher Art und Weise auch unter IL-3 sichtbar werden, kann hier von einem un-
spezifischen Effekt bei der transgenen Expression von STAT5A ausgegangen werden.
Wahrend eine Isoform-spezifische, endogene Reduktion von STAT5A in der Anwesenheit
von IL-3 und BCR-ABL nahezu problemlos méglich ist (siehe Abbildung 3.3_A-C), wird die
Expression einer dominant-negativen (dn) STAT5A-Y694F-Variante in TonB-Zellen nicht
toleriert. Diese Zellen weisen unter IL-3 nur eine sehr geringe Proliferationsféhigkeit auf
(ca. -90% ggu. SIEW-ctrl-transduzierten TonB-Zellen), die in der Anwesenheit von BCR-
ABL vollstéandig verloren geht. Begleitet wird die Expression von dn-STAT5A von einem
stark erhéhten Anteil toter Zellen.

3.7.2 Untersuchungen zur STAT5A-Proteinstabilitat

Eine stark erhdhte, surrogate, proteolytische Aktivitdt in Extrakten myeloischer Zellen
unter konditioneller Expression von BCR-ABL sowie in PBMCs von CML-erstdiagnos-
tizierten Spendern, die in diesem Umfang in lymphatischen Zellen oder in PBMCs von
p210%°"*"BL_negativen Spendern nicht beobachtet werden konnte, erforderte die Etablier-
ung eines speziell angepassten Degradationsassays (siehe auch Diskussion Kapitel 4.3).
In diesem Assay dienten TonB-Zellen als Quelle fiir intakte STAT5A-Molekile (Wildtyp
versus Tyrosinmutanten). Die Kultivierung der Zellen unter IL-3 oder BCR-ABL sollte da-
bei die Onkoprotein-abhéngige Phosphorylierung an Tyr-683 vermitteln.

Analog zum TonBa/F3-Zellkultursystem (TonB) wurde in unserem Labor ein myeloisches
Ton32D-Zellkultursystem entwickelt. Ton32D-Zellen wurden ebenfalls unter IL-3 oder
BCR-ABL kultiviert und dienten als Quelle fiir p2108°"*8-.induzierte Proteasen. Zusétzlich

wurden PBMCs von CML-erstdiagnostizierten Patienten oder von Gesundspendern als
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Quelle fiir p210%°"*BLinduzierte Proteasen analog zu den Extrakten von Ton32D-Zellen
im Degradationsassay eingesetzt.

Aus definierten Zellzahlen beider Zelllinien oder aus PBMCs wurden Proteinextrakte mit
modifizierten RIPA-Puffern ohne den Zusatz von SDS, EDTA, Proteasominhibitoren,
Proteaseinhibitoren oder Phosphataseinhibitoren hergestellt und die Extrakte zeitnah im
Degradationsassay unter definierten Bedingungen (Zeit, Temperatur, Inhibitoren) einge-
setzt.

+
|
+
+

Myeloischer Zellextrakt (aus PBMCs): - + + +
TonB-S5A-WT IL-83: - + - -
TonB-S5A-WT_BCR-ABL: + - + +
TonB-S5A-YY682/83FF_IL-8: - - - - +
TonB-S5A-YY682/83FF_BCR-ABL: - - - - - + - +
AEBSF[20 mM]: - - - + - - - -
MG-132[100pM]: - - - - + - - -
Inkubationsbedingungen: 15 min bei 25°C

I+
|
|
|
|

[
[
+ + 1
[

|
+

[nput:

p2108°RABL_negativer
Patient

- . — G —
p210BCRABL positiver 1 —- oo " <« | STAT5A
Patient -

P210% T PLDOSILIVEr | sy s ———— —— 4| ERK2

Patient ——— . — —— - 4| GFP

Abb. 3.11: Untersuchung des Einflusses der p2105"*®".spezifischen Tyrosinphosphorylie-

rung an STAT5A auf die Stabilitit des Proteins. TonB-Zellen mit einer endogenen STAT5A-
Reduktion (TonB-shS5A_Klon1) wurden mit RNAi-sensitiven Varianten von STAT5A-WT oder
STAT5A-YY682/83FF transduziert und in der Gegenwart von IL-3 oder BCR-ABL kultiviert. Je
Variante wurden 1*10” Zellen in 200 pl RIPA-Puffer (modifiziert) lysiert und der Proteinextrakt von
5*10° Zellen pro Ansatz im Degradationsassay einRgesetzt. STAT5A aus TonB-Zellen wurde mit
Extrakten aus PBMCs (p210%°F*E-_positiv; p210°° 'AB"-neagativ), als Quelle fiir p210%°"*E.indu-
zierte Proteasen co-inkubiert. Aus einer Stocklésung (4*10° PBMCs/5 ml modifizierten RIPA) wur-
de pro Ansatz ein Extraktvolumen, welches 4*10* PBMCs entsprach, im Degradationsassay ein-
gesetzt. Spezifische Inhibitoren wurden in den Endkonzentrationen von AEBSF [20 mM] und MG-
132 [100 pM] zugegeben. Analyse der Proteinmengen an STAT5A, ERK2 und GFP im Western
Blot. Gut erkennbar ist die Degradation von STAT5A-WT und STAT5A-YY682/83FF durch Protea-
sen aus Extrakten von p210BC 'ABL-Positiven PBMCs. Demgegeniber wird STAT5A bei der Inkuba-
tion mit Extrakten von p2105""8".negativen PBMCs unter den gewahlten Bedingungen kaum
degradiert. Gezeigt ist ein reprasentativer Degradationsassay von 5 unabhangigen Versuchen.

Dabei zeigte sich, dass STAT5A-Wildtyp, welches in der Anwesenheit von IL-3 in TonB-
Zellen exprimiert wurde (nicht phosphoryliert an Y683) eine hdhere Stabilitdt gegentber
p210%°"**BLinduzierte Proteasen und das Proteasom aufweist, als STAT5A-Wildtyp,
welches in der Gegenwart von BCR-ABL in TonB-Zellen exprimiert wurde (phosphoryliert
an Y683). Eine erhdhte Proteininstabilitdt von STAT5A-Wildtyp, das in der Anwesenheit
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von BCR-ABL exprimiert wurde, kann in diesem Umfang aber nicht bei der Inkubation mit
Extrakten aus Ton32D-Zellen (kultiviert unter IL-3) oder PBMCs p2108°"*B-_negativer
Spender beobachtet werden. Zusétzlich kann die Degradation des Wildtyp-Proteins durch
spezifische Inhibitoren gegen Serinproteasen (AEBSF) oder das Proteasom (MG-132)
deutlich reduziert werden. Demgegenlber weisen die beiden STAT5A-Mutanten Y683F
und YY682/83FF unabhangig vom Stimulus ihrer Expression (IL-3 versus BCR-ABL) in
TonB-Zellen eine erhdhte Proteininstabilitdt auf, die durch die Anwesenheit von AEBSF
und MG-132 etwas stabilisiert werden kann (Abbildung 3.11).

Ferner wurde die Stabilitdt von STAT5A-Wildtyp und STAT5A-Y683F, die in der Anwesen-
heit von IL-3 oder BCR-ABL in TonB-Zellen exprimiert wurden, in einem zeitabhangigen
Degradationsassay untersucht (Abbildung 3.12_A). Auch in diesem alternativen Ansatz
konnte gezeigt werden, dass Wildtyp-STAT5A, wenn es in der Anwesenheit von IL-3

exprimiert wurde, eine hdhere Stabilitat gegeniiber p210°°RA8

-induzierter Degradation
aufweist, als sein korrespondierendes Gegenstiick, das in der Anwesenheit von BCR-ABL
exprimiert wurde. Ebenso zeigt die in diesen Versuchen verwendete STAT5A-Y683F-Mu-
tante, unabhangig vom Stimulus ihrer Expression in TonB-Zellen (IL-3 versus BCR-ABL),
eine vergleichbare Dynamik in der Degradation des Proteins, wie die unter p2108°R#8-
exprimierte Wildtypform (Abbildung 3.12_B).

Als Kontrolle fur einen gleichmaBigen Proteineinsatz im Degradationsassay wurden die
Membranen zusétzlich mit Antikérpern gegen ERK2 und GFP inkubiert. Dabei diente
ERK2 als Ladekontrolle fir ein endogen exprimiertes Protein in TonB- oder Ton32D-
Zellen und GFP als Markerprotein fir die aquivalente Zugabe von transgen-exprimierten
STAT5A zum Assay. Dabei ist anzumerken, dass ERK2, analog zu STAT5A, einer zeitab-
hangigen, p210%°"*B-induzierten Degradation ausgesetzt ist. Ahnliche Degradations-
muster konnten bei der Inkubation der Membranen mit einem c-ABL-Antikérper (sichtbare
Degradation von BCR-ABL, Daten nicht gezeigt), jedoch nicht beim artifiziell-exprimierten
GFP-Protein, beobachtet werden. Damit scheint es sich bei der beobachteten Degrada-
tion von STAT5A um ein unspezifisches Phanomen, bedingt durch die Anwesenheit von
BCR-ABL in myeloischen Zellen, zu handeln.

Durch diesen einfachen Surrogat-Assay konnten Unterschiede in der Proteinstabilitat von
STAT5A-Wildtyp, das in der Anwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL in TonB-Zellen trans-
gen exprimiert wurde, gezeigt werden. Allerdings scheint die p2108°"*B-_spezifische
Phosphorylierungsstelle in STAT5A nicht fur diesen Effekt verantwortlich zu sein, da eine
Mutagenisierung des Tyrosinrests zu Phenylalanin keinen stabilisierenden Einfluss auf
das Protein zu haben scheint.
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p210BCR-ABL_negativer Extrakt: - - - - - - - - + +
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Abb. 3.12: Die Untersuchung der Proteinstabilitit von STAT5A-WT und STAT5A-Y683F in
der Gegenwart p210°¢"*E-.induzierter Proteasen. (A) Analyse der zeitabhangigen Degradation
von STAT5A unter Co-Inkubation mit Extrakten von PBMCs aus CML-erstdiagnostizierten Patien-
ten. Die Vorbereitung der Proben fir den zeitabhdngigen Degradationsassay erfolgte unter den
gleichen Bedingungen und Extraktkonzentrationen wie unter Abb. 3.11 beschrieben. Die Restge-
halte an STAT5A wurden im WesternBlot analysiert. Als Kontrolle fiir den gleichmé&Bigen Protein-
einsatz zu Beginn des Assays wurden die Membranen mit Antikdrpern gegen ERK2 (endogen
exprimiertes Protein) und GFP (artifiziell exprimiertes Protein) inkubuiert. (B) Die Signalstarken von
STAT5A wurden am VersaDoc-4000MP mit der Software QuantityOne densitometrisch ausgewer-
tet und graphisch dargestellt. — Gezeigt ist ein reprasentativer Degradationsassay aus 3 unab-
héngigen Versuchen. Die graphische Darstellung unter (B) entspricht dem Durchschnitt aller Ver-
suche.
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Stattdessen werden die STAT5A-Tyrosinmutanten Y683F und YY682/83FF, wenn diese
in der Anwesenheit von IL-3 in TonB-Zellen exprimiert wurden, ebenfalls in einem erhdh-
ten MaBe degradiert, was eine erleichterte proteolytische Spaltung dieser Molekiile ver-

muten lasst.

3.7.3 Die Analyse von post-translationellen Modifikationen an STAT5A

Diverse post-translationelle Modifikationen, wie z.B. eine Sumoylierung oder Ubiquitinier-
ung, kdnnen einen erheblichen Einfluss auf die Stabilitat oder die Funktion eines Proteins
haben. Ebenso sind Phosphorylierungsereignisse eng mit einer kovalenten Anlagerung
von Ubiquitin oder SUMO an Lysinreste im Protein verknipft. So vermittelt zum Beispiel
die Phosphorylierung des Zellzyklusinhibitors p27**' an Thr-187 die Poly-Ubiquitinierung
und proteasomale Degradation des Proteins (LEE et al., 2008; und eigene Daten). Zusatz-
lich konnte bereits eine Sumoylierung von STAT1 in unmittelbarer N&he zum kritischen
Tyrosinrest gezeigt werden [UNGUREANU et al., 2003]. Aus diesem Grund wurde ein mdg-

BCR-ABL
0 C

licher Einfluss der p21 -spezifischen Tyrosinphosphorylierung an STAT5A bei der
post-translationellen Modifikation des Proteins naher untersucht.

TonB-Zellen mit einer shRNA-vermittelten, endogenen STAT5A-Reduktion (TonB-shS5A
Klon1; Abbildung 3.14) wurden mit den lentiviralen Konstrukten von STAT5A-Wildtyp und
STAT5A-Tyrosinmutanten transduziert und in der Anwesenheit von IL-3 und BCR-ABL
kultiviert. Aus Proteinextrakten wurde STAT5A préazipitiert und die Prazipitate anschlieB-
end Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Transfer auf einen Nitrocellulosefilter
erfolgte die Inkubation der Membran mit Antikérpern gegen SUMO-1/2/3, Ubiquitin und
STAT5A.

Unabhangig vom Stimulus (IL-3 versus BCR-ABL) oder vom verwendeten lentiviralen
Konstrukt (Wildtyp versus Tyrosinmutanten) weist STAT5A lediglich eine basale, post-
translationelle Modifikation durch SUMO oder Ubiquitin auf (Abbildung 3.13_A).

Aufgrund der schwachen Signalstarken wurde an ausgewahlten Extrakten von STAT5A-
Wildtyp- und STAT5A-Y683F-transduzierten TonB-shS5A_Klon1-Zellen eine Gegenprazi-
pitation durchgefiihrt. Unter dem Einsatz hoher Extraktmengen erfolgte die Prazipitation
von SUMO-1/2/3 oder Ubiquitin, gefolgt von einem immunologischen Nachweis von
STATS5A im WesternBlot (Abbildung 3.13_B).

Durch diese Herangehensweise war es moglich, STAT5A in SUMO-1/2/3- und Ubiquitin-
Immunoprazipitaten mit hohen Signalstarken zu detektieren. Wie aber bereits in Abbild-
ung 3.13_A gezeigt wurde, konnten keine signifikanten Unterschiede in den Anteilen
sumoylierter oder ubiquitinierter STAT5A-Molekiile zwischen den verschiedenen Zustan-
den beobachtet werden.

95



ERGEBNISSE

A: TonB-shS5A Klon1 + STAT5A
(RNAi-sensitiv)

IP; STAT5A
IB: SUMO-1/2/3

IB: Ub

IB: STAT5A

B:
TonB-shS5A_Klon1
O
N P oY
@Jt oY N &
DT Q)C) &~ &e
QY (VKU P
PRI
& P PSP
X X X X

IP: SUMO-1/2/3
IB: STAT5A
lg-light chain
IP: Ub
IB: STAT5A

lg-light chain

BCR-ABL
0

Abb. 3.13: Untersuchung des Einflusses der p21 -spezifischen Tyrosinphosphory-
lierung an STAT5A auf post-translationelle Modifikationen am Protein. (A) shSTAT5A-RNA-
exprimierende TonB-Zellen (Klon1) wurden mit den Vektoren von STAT5A-WT oder STAT5A-
Tyrosinmutanten transduziert und in der An- und Abwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL kultiviert.
STAT5A wurde aus Proteinextrakten prazipitiert und die Anteile an sumoylierten (SUMO-1/2/3) und
ubiquitinierten (Ub) STAT5A im WesternBlot analysiert. Als MaB flr die gleichmaBige STAT5A-
Prazipitation wurde die Membran mit einem STAT5A-Antikérper reinkubiert. (B) Analog zu (A)
wurde aus ausgewahlten Proteinextrakten SUMO-1/2/3 oder Ub unter limitierenden Bedingungen
prazipitiert und die Anteile an co-prazipitierten STAT5A im WesternBlot analysiert. Als MaB fir die
gleichmaBige Préazipitation von SUMO oder Ubiquitin wird das Signal der leichten Antikérperkette
gezeigt. Abklrzungen: LK = laufende Kultur
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Nach dem gegenwdrtigen Kenntnisstand kann ein Einfluss der p210B°"**8--spezifischen
Phosphorylierung an STAT5A bei den hier gezeigten post-translationellen Modifikationen
des Proteins ausgeschlossen werden.

3.74 Untersuchungen zur STAT5A/B-Heterodimerisierung im TonB-Zell-
kultursystem
Die Phosphorylierung eines Tyrosins in unmittelbarer Ndhe zum kritischen Tyrosinrest von
STAT5A kénnte die Dimerisierung des Proteins mit anderen Vertretern der STAT-Familie,
besonders aber mit STAT5B, beeinflussen. Um diese Vermutung zu Uberprifen, wurden
Co-Immunoprazipitationsstudien an nativen TonB-Zellen und artifiziell STAT5A- exprimier-
enden Zellen (Wildtyp versus Tyrosinmutanten) von TonB-shS5A_Klon1 durchgefihrt.
Native TonB-Zellen oder artifiziell STAT5A-Wildtyp-exprimierende Zellen von TonB-
shS5A_Klon1 wurden unter verschiedenen Bedingungen kultiviert. Aus Proteinextrakten
wurde STAT5A prazipitiert und die Prazipitate anschlieBend Uber eine SDS-PAGE aufge-
trennt. Nach dem Transfer auf Nitrocellulosefilter erfolgte die Inkubation der Membranen
mit Antikérpern gegen phospho-Tyrosin, STAT5B und STAT5A.
Erstmals konnte im TonB-Zellkultursystem gezeigt werden, dass beide STAT5-Isoformen
in der Anwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL Heterodimere ausbilden kénnen. Dabei ist die
Heterodimerisierung unter IL-3 (laufende Kultur = LK) héher, als unter alleiniger Anwesen-
heit des Onkoproteins. Zusétzlich ist die detektierbare Heterodimerisierung von STAT5-
Isoformen bei der simultanen Anwesenheit von IL-3 und BCR-ABL im Vergleich zur allei-
nigen Anwesenheit des Onkoproteins in TonB-Zellen deutlich erhéht, was kooperative
Effekte von Zytokin- und Onkoprotein-abhangigen Signalwegen bei der Heterodimerisie-
rung von STAT5-Isoformen vermuten lasst (Abbildung 3.15_A, IB: STATS5B).
Ferner scheint die beobachtete Heterodimerisierung vom Tyrosinphosphorylierungsstatus
des STAT5A-Proteins abzuhéangen, da unter Abwesenheit von IL-3 (Starvation) oder unter
Inhibition der p210%°"**B-.Tyrosinkinase mit Imatinib mesylate (BCR-ABL + STI) neben der
Tyrosinphosphorylierung in STAT5A auch die Heterodimerisierung zwischen beiden
STAT5-Isoformen vollstandig verloren geht. Begleitend dazu ist die beobachtete Tyrosin-
phosphorylierung und Heterodimerisierung nach einer Restimulation von gehungerten
TonB-Zellen mit IL-3 Uberdurchschnittlich hoch (Abbildung 3.15_A, IB: p-Tyrosin).
Uberraschenderweise sind die Beobachtungen in der STAT5A/B-Heterodimerisierung von
nativen TonB-Zellen nicht uneingeschrankt auf artifiziell STAT5A-exprimierende Zellen
(Wildtyp versus Tyrosinmutanten) des Einzelklons TonB-shS5A_Klon1 Ubertragbar.
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Abb. 3.14: Strategien zur transgenen Expression von STAT5A im TonB-Zellkultursystem. (A)
Die shRNA-vermittelte Reduktion von endogenem STAT5A. TonB-Zellen wurden mit einer Isoform-
spezifischen shSTAT5A-RNA transduziert (hier représentativ an einem Einzelklon gezeigt) und im
WesternBlot die Expression von STAT5A und STATS5B analysiert. Als Ladungskontrolle wurde die
Membran mit einem ERK2-Antikérper reinkubiert. (B) Expression von RNAi-sensitiven STAT5A in
TonB-Zellen. Ein Einzelklon mit sehr hoher endogener STAT5A-Reduktion wurde mit einem STAT5A-
WT-Plasmid transduziert und im WesternBlot die Expression von STAT5A und B-Aktin analysiert. (C)
Expression von RNAi-resistenten STAT5A in TonB-Zellen. Der identische Einzelklon wurde mit einem
RNAi-resistenten (shS5A-mut) STAT5A-WT-Plasmid transduziert und im WesternBlot die Expression
von STAT5A und B-Aktin analysiert. (D) Messung von transgenen STATS5A-Expressionsstarken im
FACS. Zellen von TonB-shS5A_Klon1 wurden mit gleich hohen MOIs von RNAi-sensitiven und RNAi-
resistenten STAT5A-Lentiviren transduziert und im FACS die Expression von GFP als Surrogat-
Marker fur die Expression von STAT5A analysiert. Beide Methoden gewahrleisten eine unterschiedlich
starke transgene Expression von STAT5A in shS5A-RNA-transduzierten TonB-Zellen. Densitome-
trische Analysen zur Bestimmung der Proteinverhéltnisse erfolgten mit der Software QuantityOne am
VersaDoc-4000MP. Abk.: z.N. = zur Normalisierung, n.a. = nicht analysiert, LK = laufende Kultur
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Um die Veranderungen in den Verhaltnissen von transgenen STAT5A- zu endogenen
STAT5B-Molekilen méglichst gering zu halten, wurde lediglich eine schwache transgene
STAT5A-Expression in diesem Zellklon angestrebt. Dies wurde durch die Verwendung
RNAi-sensitiver STAT5A-Varianten realisiert. Gegentber dem Gebrauch von RNAi-resis-
tenten Varianten kann bei vergleichbar hohen viralen MQOls, die transgene Expression von
STAT5A leicht um den Faktor 5 - 10 gesenkt werden. (Abbildung 3.14_B-D).

Zwar konnte auch in diesen Zellen eine phospho-Tyrosin-abhangige Heterodimerisierung
detektiert werden, die co-prazipitierten Anteile von STAT5B unter IL-3 (LK) und BCR-ABL
unterschieden sich aber deutlich gegenliber denen von nativen TonB-Zellen (Abbildung
3.15_B). Die unter diesen Bedingungen 5 — 15fach erhéhte transgene STAT5A-Expres-
sion in Zellen von TonB-shS5A_Klon1 gegeniber nativen Zellen (Daten nicht gezeigt),
scheint allein durch das Uberangebot an STAT5A die Verhaltnisse in der Heterodimeri-
sierung beider STAT5-Isoformen deutlich zu beeinflussen.

A: B: TonB-shS5A Klon1 +
_ STAT5A-WT
TonB (nativ) (RNAi-sensitiv)
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Abb. 3.15: Analyse der STAT5A:STAT5B-Heterodimerisierung im TonB-Zellkultursystem. (A)
Analyse der STAT5A:STAT5B-Heterodimerisierung in nativen TonB-Zellen. TonB-Zellen wurden in
der An- und Abwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL kultiviert. Zellen einer laufenden Kultur (IL-3) wur-
de 16 Stunden vor der Extraktherstellung entweder das Zytokin entzogen (Starvation) oder ge-
hungerten Zellen 30 Minuten vor der Extraktherstellung thokin frisch zugefuhrt (Restimulation).
Analog dazu wurde zu TonB-Zellen einer laufenden p210°“**®-.Kultur 16 Stunden vor der Extrakt-
herstellung entweder IL-3 oder Imatinib in einer Konzentration von 20% (v/v) WEHI-3BCM oder 1
mM STI zugegeben. — Aus Extrakten nativer TonB-Zellen wurde STATS5A prazipitiert und im
WesternBlot die Anteile an co-prazipitierten STAT5B analysiert. In weiteren Immunoblots wurden
der Tyrosinphosphorylierungsstatus und die gleichmaBige Prézipitation von STAT5A untersucht.
(B) Analyse der STAT5A:STAT5B-Heterodimerisierung in Zellen von TonB-shS5A_Klon1, bei der
Expression einer RNAi-sensitiven STAT5A-Wildtyp-Variante. Analog zu den Analysen an nativen
TonB-Zellen erfolgten die unterschiedlichen Stimulierungen, Préazipitationen und Nachweise von
STAT5B, p-Tyrosin und STAT5A im WesternBlot. — (A + B) Gezeigt sind reprasentative Western
Blots aus 5 unabhangigen Versuchen.
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Dennoch wurde ein Einfluss der p210%°"**8-_spezifischen Phosphorylierung an Tyr-683
bei der Heterodimerisierung beider STAT5-Isoformen untersucht.

A:
TonB-shS5A_Klon1 + STAT5A (RNAi-sensitiv)
IP; STAT5A

IB: p-Tyrosin

pTyr-STAT5A
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IB: STAT5A
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Abb. 3.16: Analyse des Einflusses der p210%°"*®'_spezifischen Tyrosinphosphorylierung an
STAT5A auf die Heterodimerisierung mit STAT5B. (A) Analyse der STAT5A:STAT5B-Hetero-
dimerisierung in Zellen von TonB-shS5A_Klon1, bei der Expression von RNAi-sensitiven STAT5A-
Wildtyp oder STAT5A-Tyrosinmutanten. Die Zellen wurden mit Lentiviren transduziert und in der
An- und Abwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL kultiviert. Aus Proteinextrakten wurde STAT5A
prazipitiert und im WesternBlot die Anteile an co-prazipitierten STAT5B analysiert. Gezeigt ist ein
reprasentativer WesternBlot von 4 unabhangigen Versuchen. (B) Densitometrische Auswertung
der STAT5A:STAT5B-Heterodimerisierung mit der Software QuantityOne am VersaDoc-4000MP.
Gezeigt sind die durchschnittliche relative Co-Préazipitation von STAT5B an STAT5A nach Normali-
sierung auf STAT5A-WT (BCR-ABL) von 4 unabhangigen Versuchen und ihre relativen Schwan-
kungsbreiten.
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Hierfir wurden Zellen von TonB-shS5A Klon1 mit RNAi-sensitiven Varianten von
STAT5A-Wildtyp und STAT5A-Tyrosinmutanten (Y682F, Y683F, YY682/83FF) transdu-
ziert. Am Tag 4 nach Transduktion wurde die Expression von BCR-ABL induziert. Nach
weiteren 7 — 10 Tagen in der Anwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL wurden die Zellen fir
die Co-Immunoprazipitation aufgearbeitet.

Wie bereits in Abbildung 3.15_B gezeigt, ist unter BCR-ABL deutlich mehr STAT5B an
STAT5A-Wildtyp gebunden als in der Anwesenheit von IL-3. Wahrend bei allen STAT5A-
Tyrosinmutanten die Menge an co-prazipitierten STAT5B in der Gegenwart von IL-3 auf
einem niedrigen Niveau unverandert bleibt, variieren die Anteile an co-prazipitierten
STATSB in der Anwesenheit von BCR-ABL betréachtlich.

Kann zwischen STAT5A-Wildtyp und STAT5A-Y682F kein signifikanter Unterschied in der
Heterodimerisierung mit STAT5B beobachtet werden, geht der Anteil an co-prazipitierten
STATSB bei den STAT5A-Tyrosinmutanten Y683F und YY682/83FF um mindestens 40%
zurlck. Dabei ist der beobachtete Ruckgang mit p<0,05 (WT:Y683F) und p<0,001 (WT:
YY682/83FF) statistisch signifikant (Abbildung 3.16_A-B) und konnte in &hnlicher Art und
Weise auch unter simultaner Anwesenheit von IL-3 und BCR-ABL oder in TonB-shS5A-
Bulkpopulationen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Auch wenn die transgene Expression von verschiedenen STAT5A-Varianten in einem
speziellen Einzelzellklon im Hinblick auf die Analyse einer Heterodimerisierung mit endo-
genem STATS5B artifiziell erscheinen mag und nicht mit den Ergebnissen von nativen
TonB-Zellen korreliert, so konnte unter den gewéahlten Bedingungen doch ein reproduzier-
barer und vor allem p2108°"**8-_spezifischer Phanotyp beobachtet werden.
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4. Diskussion

Die 1(9;22) (q34;q11) — Translokation mit dem daraus resultierenden Philadelphia- (Ph)
Chromosom und der Expression der konstitutiv-aktiven p210°°**®-_Tyrosinkinase ist fiir
die Entwicklung der Chronischen Myeloischen Leukadmie (CML) ausschlaggebend. Durch
den Einsatz spezifischer Inhibitoren (Imatinib mesylate, Gleevec®) ist die Erkrankung
zwar gut therapierbar, jedoch muss durch die Persistenz Ph-positiver, hAmatopoetischer
Stamm- und Vorlduferzellen im Patienten eine lebenslange medikamentdse Behandlung
erfolgen. Zusatzlich spricht ein Teil von Patienten nicht auf den Wirkstoff Imatinib an, was
eine standige Neuentwicklung von p2108°**B-|nhibitoren fiir den klinischen Einsatz erfor-
derlich macht.

Neben einer direkten Inhibition der p2108°"*E-_Tyrosinkinase bieten sich aber auch alter-
native Therapieanséatze, zum Beispiel in der Modulation stromabwarts gelegener Zielpro-
teine von BCR-ABL, an.

Die Vertreter der Signal Transducer and Activator of Transcription- (STAT) Familie repra-
sentieren dabei eine vielversprechende Klasse von Zielproteinen. Die konstitutive Aktivier-
ung von STATS5 in der Gegenwart von BCR-ABL wurde in zahlreichen Publikationen ge-
zeigt [ILARIA und VAN ETTEN, 1996; CHAI et al., 1997] und STAT5 stellt das Schliisselpro-
tein fir die Aufrechterhaltung der CML im Mausmodel dar [YE et al., 2006]. Aus diesem
Grund wurde in dieser Arbeit der Einfluss von BCR-ABL auf STAT5 néher untersucht.

4.1 Der Einfluss von BCR-ABL auf STAT5 im TonB-Zellkultursys-

tem

Moéchte man den Einfluss eines Onkoproteins auf seine ,downstream” Modulatoren in
dessen An- und Abwesenheit untersuchen, bedarf es eines etablierten und induzierbaren
Zellkultursystems. Nur ein solches System ermdglicht die differentielle Betrachtung onko-
gener Effekte im gleichen genetischen Hintergrund.

Da gegenwartig kein hdmatopoetisches Zellkultursystem mit einem Isoform-spezifischen

BCR-ABL
0

STATS5-knockout in Verbindung mit einer induzierbaren Expression von p21 exis-

0BCRABL induzierbare

tiert, wurde flr die hier vorgestellten Arbeiten auf das etablierte, p21
TonB-Zellkultursystem zurlickgegriffen. Eine Isoform-spezifische Reduktion von STAT5A
oder STAT5B wurde in diesen Zellen durch den Einsatz von RNAi realisiert.

Kénnen TonB-Zellen in der Anwesenheit von IL-3 uneingeschrankt proliferieren, stellt die
Aktivierung des Onkoproteins ein kritisches Ereignis dar. Das wird bereits bei einer simul-
tanen Kultivierung der Zellen in der Anwesenheit von IL-3 und BCR-ABL deutlich. So wird

bei der Aktivierung des Onkoproteins in der Anwesenheit von IL-3 die Proliferationsfahig-
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keit der Zellen nicht stimuliert, sondern spirbar reduziert. Bei alleiniger Anwesenheit von
p210%°"*"BL werden die Zellen zusatzlich gestresst, was sich in einem deutlichen Riick-
gang der Zellproliferation und einer signifikanten Zunahme toter Zellen in der Population
niederschlagt. Die Anwesenheit von BCR-ABL verleiht den Zellen zwar ein Zytokin-unab-
hangiges Wachstum, dieses ist jedoch im Vergleich zur Zytokin-induzierten Proliferation
deutlich vermindert. Zusatzlich vermittelt die Aktivierung von p210%°"**8- die Phosphory-
lierung zahlreicher Proteine [KLUCHER et al, 1998], was eine sehr flexible katalytische
Domaéne und niedrig-affine Enzym-Substrat-Komplexbindungen vermuten lasst [TILL et al.,
1999; NAGAR et al., 2003]. Neben einer direkten Phosphorylierung durch das Onkoprotein

0B%CRABLinduzierte

ist aber auch eine indirekte Phosphorylierung dieser Proteine durch p21
Kinasen denkbar.

Eine differentielle Betrachtung von STAT5-Molekdilen im TonB-Zellkultursystem erbrachte
vor dem Hintergrund einer Isoform-spezifischen Reduktion von STAT5A oder STAT5B
eine weitestgehend redundante Funktion beider Isoformen bei der Zytokin-vermittelten
Proliferation der Zellen. Im Gegensatz dazu sind die Proliferation und das Uberleben von
TonB-Zellen in der alleinigen Anwesenheit von BCR-ABL strikt an STAT5B gekoppelt. Der
redundante Phanotyp unter IL-3 und die Proliferation von Zellen mit einer STAT5A-Reduk-
tion unter BCR-ABL kénnen jedoch durch die Expression einer Isoform-unspezifischen
STAT5A/B-shRNA oder einem Mix aus beiden Isoform-spezifischen shRNAs vollstandig
dereguliert werden.

Bei einer vergleichbar hohen Expression von STAT5A- und STAT5B-mRNA in nativen
TonB-Zellen (Daten nicht gezeigt), ist nach einer Applikation Isoform-spezifischer shRNAs
der verbleibende STAT5-mRNA-Gesamthaushalt (nicht durch RNAI affektiertes STATS) in
den Zellen héher als unter Verwendung Isoform-unspezifischer STAT5A/B-shRNAs. So-
mit scheint ein Mindestgehalt an STAT5-Molekiilen fiir die Proliferation und das Uber-
leben der Zellen zwingend erforderlich zu sein.

In der STAT5-knockout-Maus konnten sowohl redundante als auch distinkte Eigenschaf-
ten von STAT5A- und STAT5B-Molekiilen beobachtet werden [LEONARD UND LIN, 2000;
AKIRA, 1999]. Wahrend STAT5A fir die Entwicklung der Milchdriise und bei der Laktation
erforderlich ist, vermittelt STAT5B die growth hormone (GH) induzierten Effekte im
Sexualdimorphismus [LIU et al., 1997; TEGLUND et al., 1998; PARK et al., 1999; UDY et al.,
1997]. Dagegen sind beide Molekile im Immunsystem fir die Expression der IL-2 Rezep-
torketten (IL-2R a/B) maBgebend [TEGLUND et al., 1998; IMADA et al., 1998; NAKAJIMA et
al., 1997].

Fir eine transkriptionelle Induktion von STAT5-Zielgenen sind aktive Dimere erforderlich.
Dabei sind sowohl Homodimere (STAT5A:STAT5A; STAT5B:STAT5B) als auch Heterodi-
mere (STAT5A:STATS5B) mdglich. Neben Dimeren werden auch STAT5-Tetramere disku-
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tiert, da das Protein als Dimer lediglich schwache transaktivatorische Eigenschaften be-
sitzt. In der Tat wurden in vielen Promotorregionen von STAT5-Zielgenen mehrere nah
beieinander liegende proximale STAT5-Bindungsstellen (STAT5 tandem binding sites)
identifiziert, die eine kooperative Bindung von zwei benachbarten STAT5-Dimeren zulas-
sen. Die Tetramerisierung von STAT5-Dimeren ist dabei zwingend von der Integritat der
N-terminalen Doméne des Proteins abhangig [JOHN et al., 1999; MEYER et al., 1997; XU et
al., 1996].

Beide STAT5-Molekiile werden in Ba/F3-Zellen nach Stimulation mit IL-3 im &hnlichen
Umfang aktiviert [NELSON et al., 2004; und eigene Daten]. Eine ChIP-basierende Analyse
im Hinblick auf eine unterschiedliche Beteiligung von STAT5A- und STAT5B-Molekilen
bei der Aktivierung STAT5-spezifischer Gene, flhrte zu dem Ergebnis, dass ein Drittel
dieser Gene fur ihre transkriptionelle Induktion zwingend beide STAT5-Isoformen benéti-
gen. Lediglich bei einem weiteren Drittel der Gene konnte ein redundanter Ph&notyp zwi-
schen STAT5A und STAT5B beobachtet werden [BASHAM et al., 2008]. Inwieweit bei der
nicht-redundanten Induktion STAT5-spezifischer Gene wirklich STAT5A:STAT5B-Hetero-
dimere eine Rolle spielen oder ob es zu einer unabhangigen Anlagerung von STAT5A-
und STAT5B-Homodimeren an die STAT5 tandem binding sites kommt, wurde von den
Autoren nicht untersucht.

Beide STAT5-Molekile sind hoch konserviert und weisen eine 91%ige Homologie in der
Aminosauresequenz auf. Lediglich marginale Unterschiede in einzelnen Aminosauren
innerhalb der DNA-Bindungs-Doméne sowie Unterschiede in der DNA-Bindungskinetik
und DNA-Bindungsdynamik vermitteln Unterschiede in der Bindung von STAT5A- und
STAT5B-Molekiilen an ihren Zielpromotor [NELSON et al., 2004; BOUCHERON et al., 1998].
Die héchste Divergenz zwischen beiden STAT5-Molekilen ist in der C-terminalen Trans-
aktivierungsdomane (TAD) vorzufinden. Diese Unterschiede machen eine differenzierte
Rekrutierung transkriptioneller Co-Aktivatoren und damit die nicht-redundante Aktivierung
spezifischer Zielgene wahrscheinlich. In Ubereinstimmung mit der in TonB-Zellen beo-
bachteten Abh&ngigkeit gegeniiber STAT5B-Molekiilen bei der konditionellen Expression
von BCR-ABL, konnten in einer Reihe von humanen Tumoren nicht-redundante Eigen-
schaften von STAT5A und STAT5B aufgezeigt werden. Wahrend aktivierte STAT5A-
Molekule mit der Entstehung von Brustkrebs in Verbindung gebracht werden [REN et al.,
2002], scheinen aktivierte STAT5B-Molekile verstarkt fur die Entstehung des Plattenepi-
thelkarzinoms sowie des Kopf- und Nackenkarzinoms verantwortlich zu sein [LEONG et al.,
2002; Xi et al., 2003].

Die Anlagerung als Homodimer, Heterodimer oder Tetramer an die fir beide Molekile
sehr ahnlichen DNA-Erkennungsstellen (TTC N;.4 GAA) und eine differentielle Rekrutier-
ung von Aktivatoren oder Repressoren reprasentieren das Repertoire von STAT5A und
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STATSB in der transkriptionellen Regulation ihrer Zielgene. Dabei ist noch nicht geklart,
inwieweit eine Heterodimerisierung von STAT5 mit anderen Vertretern der STAT-Familie,
wie sie bereits in der durch Klasse | Interferone (IFN-a/B) vermittelten Formation von
STAT1:STAT2- oder STAT1:STAT3-Komplexen gezeigt werden konnte [SCHABER et al.,
1998], moglich ist.

Ferner ist zu berlcksichtigen, dass durch die RNAi-vermittelte endogene Reduktion einer
STAT5-Isoform die komplementére Isoform, gegentiber dem Zustand in Wildtypzellen, im
Uberschuss vorliegt. Dieser Umstand kann einen Einfluss auf die FlieBgleichgewichte
beider Proteine haben und die endogenen Verhéltnisse an Homodimeren, Heterodimeren
und Tetrameren dramatisch beeinflussen.

Ebenso ist es denkbar, dass bei Verlust eines STAT-Mitglieds, die entstandene Licke
durch ein anderes Mitglied der STAT-Familie ausgefullt wird. Scheinen Zytokinrezeptoren
bevorzugt ein bestimmtes STAT-Molekil zu aktivieren, so sind sie bei dessen Abwesen-
heit zum Teil in der Lage, andere STAT-Molekdle in einem deutlich geringeren Umfang zu
induzieren [CUI et al., 2007]. Diese aberrante Aktivierung von STAT-Molekilen resultiert in
einer differentiellen Induktion von Zielgenen und ermdglicht es der Zelle, den Mangel des
Rezeptor-spezifischen STAT-Molekils zumindest teilweise zu kompensieren [MURRAY,
2007].

Waéhrend TonB-Zellen in der Anwesenheit von IL-3 eine Isoform-spezifische Reduktion

von STATS5 relativ gut tolerieren kdnnen, scheinen p2108°R#8t

-exprimierende TonB-Zel-
len, insbesondere gegenlber STAT5B, deutlich anfalliger auf Verdnderungen im STAT5-

Haushalt zu reagieren.

4.2 Der Einfluss von BCR-ABL auf die intrazellulare Lokalisation
von STAT5-Proteinen

Das klassische Modell fur die Signaltransduktion von STAT5-Proteinen stltzt sich auf das
Vorhandensein inaktiver STAT5-Monomere im Zytoplasma einer Zelle. Durch die Bindung
von extrazellularen Signalmolekllen an den passenden Zelloberflachenrezeptor werden
STAT-Molekule am kritischen Tyrosinrest phosphoryliert. Es folgen die reziproke Dimeri-
sierung und der aktive Transport von STAT-Dimeren in den Zellkern, wo sie an spezi-
fische Erkennungsstellen binden und die Gentranskription initiieren. Dass diese einfache
Darstellung nicht als universeller Zustand zu verstehen ist, konnte spatestens mit dem
Nachweis von nicht am kritischen Tyrosinrest phosphorylierten STAT-Molekulen im Zell-
kern gezeigt werden [ZENG et al., 2002; diese Arbeit]. Der gegenwartige Wissensstand
geht daher von einem sténdigen FlieBgleichgewicht von STAT5-Monomeren und STAT5-
Dimeren zwischen Zytoplasma und Zellkern aus. Dabei wird die nukledre Akkumulation
von aktivierten STAT5-Dimeren, wie sie z.B. nach einer Restimulation von Zellen nach
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einem Zytokinentzug beobachtet wird, durch eine langere nukledre Verweilzeit nach
Bindung an die DNA vermittelt. Aufgrund der Molmasse von STAT5-Molekilen (>90 kDa)
werden fir die Aufrechterhaltung der intrazellularen FlieBgleichgewichte eine intakte Kern-
import- und Kernexportmaschinerie sowie vorhandene Kernimport- (NLS) und Kernexport-
sequenzen (NES) im STAT5-Protein [ZENG et al., 2002; IYER UND REICH, 2008] benbtigt.
Dabei unterscheiden sich die nukledren Translokationsvorgédnge zwischen phosphorylier-
ten (Dimer) und nicht-phosphorylierten (Monomer) STAT-Molekilen betrachtlich. Handelt
es sich bei der Translokation von STAT-Dimeren um einen Energie- (Gradient von
RanGTP — RanGDP) und Trager- (Importin o/, CRM1) abhangigen Prozess [MELEN et
al., 2001; SEKIMOTO et al., 1996], wird die Translokation von STAT-Monomeren durch
eine direkte Bindung an die Nukleoporine des Kernporenkomplexes (NPC) realisiert und
bedarf keiner weiteren Tragerproteine oder metabolischer Energie [MARG et al., 2004].

In zahlreichen soliden Tumoren, Leuk&mien und myeloproliferativen Erkrankungen
(MPDs) konnte eine konstitutive Aktivierung von STAT-Molekilen, vor allem STAT3 und
STATS5, beobachtet werden. In ihrer natlrlichen Funktion als Transkriptionsfaktoren ver-
mitteln sie das Uberleben und die Proliferation der entarteten Zellen durch die transkrip-
tionelle Induktion von STAT-regulierten Genen im Zellkern. Eine konstitutive Aktivierung
und nukledre Lokalisation von STAT5A konnte zum Beispiel in einem hohen Anteil malig-
ner Brustepithelzellen beobachtet werden [COTARLA et al., 2004], wahrend aktive STAT3-
Molekulle im Zellkern von ErbB-2-transformierten Lungenepithelzellen detektiert wurden
[FERNANDES et al., 1999]. Neben einer verstarkten Lokalisation aktivierter STAT-Molekule
im Zellkern von soliden Tumoren, konnte in hamatopoetischen Zellen und in malignen
Epithelzellen des Kolonadenoms eine Akkumulation von konstitutiv-aktiven STAT5-Mole-
kilen im Zytoplasma der Zellen nachgewiesen werden [HARIR et al., 2007; XIONG et al.,
2009].

In Anlehnung an die Arbeiten von HARIR et al. wurde die intrazelluldre Lokalisation von
STATS5A und STAT5B im TonB-Zellkultursystem analysiert. Erstmals konnte hier gezeigt
werden, dass sich die intrazelluldre Lokalisation von STAT5-Isoformen in lymphatischen
Zellen in der Anwesenheit von BCR-ABL unterscheidet. Wahrend STAT5B eine stringent
nukledre Lokalisation in der Gegenwart von IL-3 u/o BCR-ABL aufweist, translozieren
STAT5A-Molekile bei alleiniger Anwesenheit des Onkoproteins verstéarkt in das Zytoplas-
ma und nehmen eine diffuse Verteilung in den Zellen ein. Zusatzlich konnten durch ein
massenspektroskopisches (MS) Verfahren exklusiv an STAT5A p210°%°"**BL_gspezifische
Tyrosinphosphorylierungsereignisse identifiziert werden. Das lieB uns vermuten, dass die
p210%°"**BLinduzierte Phosphorylierung an STATS5A die intrazellulare Lokalisation des
Proteins beeinflussen kdnnte.
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Ein spezifisches Phosphorylierungsereignis kénnte somit eine intramolekulare Struktur-
veranderung am Protein und die Entstehung einer funktionalen Kernexportsequenz zur
Folge haben [SCHWOEBEL UND MOORE, 2000]. Uberraschenderweise konnte aber ein Ein-

fluss der p210BCRAB

-spezifischen Tyrosinphosphorylierung auf die intrazellulare Lokalisa-
tion von STAT5A in TonB-Zellen ausgeschlossen werden. Gestitzt werden diese Daten
durch die Beobachtung, dass eine vorherrschende nukledre Lokalisation, wie sie in der
Anwesenheit von IL-3 zu beobachten ist, allein durch die Zugabe von IL-3 zu p210B°R#B.
exprimierenden TonB-Zellen induziert werden kann, eine Phosphorylierung der identifi-
zierten Tyrosinreste aber auch unter simultaner Anwesenheit von IL-3 und BCR-ABL
nachgewiesen wurde. Demnach dominiert die Zytokin-vermittelte Signaltransduktion Uber
die Onkoprotein-vermittelte Delokalisation von STAT5A.

Da in dieser Arbeit ein direkter Einfluss der p210%°"*B-_spezifischen Tyrosinphosphory-
lierung auf die intrazelluldre Lokalisation von STAT5A ausgeschlossen werden konnte,
stellt sich die Frage, wie die Onkoprotein-vermittelte, zytoplasmatische Lokalisation des
Transkriptionsfaktors in TonB-Zellen induziert wird. Physiologische Bindungen von STAT5
mit den zytoplasmatischen Proteinen GAB2, p44/42-MAPK, SAPK/JNK und p85, der
regulatorischen Untereinheit der PI3-Kinase, konnten bereits gezeigt werden [HARIR et al.,
2007; NYGA et al., 2005; XIONG et al., 2009; ROSA SANTOS et al., 2000]. Dabei lasst allein
der Umstand, dass ein Transkriptionsfakior an Schllisselproteine zytoplasmatischer Sig-
nalkaskaden (PI3-Kinase — Akt; Ras — MAPK — Myc) bindet und diese in unbekannter Art
und Weise beeinflusst, auf aberrante Funktionen von STAT-Molekulen in transformierten
Zellen schlieBen. Gestitzt werden diese Daten durch die Entdeckung einer zytoplasma-
tischen Akkumulation von aktivierten STAT5-Molekilen an aktinreiche, podosomale Struk-
turen in HCK-transformierten Zellen [POINCLOUX et al., 2007] sowie einer STAT3-vermit-
telten Modulation der Zellwanderung infolge einer direkten Interaktion mit Fokalkontakten
und einer Inhibition von Stathmin [NG et al., 2006; SILVER et al., 2004].

Die zytoplasmatische Lokalisation von STAT5A in p210%°"**®-_exprimierenden TonB-Zel-
len kdnnte ferner die indirekte Folge einer p210%°"-_vermittelten Phosphorylierung ei-
nes zytoplasmatischen Proteins und die hoch-affine Bindung von STAT5A an dieses
Protein darstellen. Inwieweit es sich bei diesem hypothetischen Protein um GAB2, p85
oder die MAPK handeln kdnnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht.
Ebenso kénnte die Art und Weise, wie STAT-Molekile in TonB-Zellen aktiviert werden, zu
den hier beschriebenen Effekten beitragen. Werden STAT5-Molekdile in der Anwesenheit
von IL-3 am dimerisierten IL-3-Rezeptor durch JAK-Proteine aktivierend phosphoryliert,
sind diese aufgrund der gegebenen, raumlichen Nahe beider Rezeptorketten zu einer
effizienten Ausbildung von STAT5-Dimeren befahigt. Diese Dimere kdnnten in der Anwe-
senheit von IL-3 an STAT5-Erkennungsstellen im Zellkern binden und eine erhéhte nuk-
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ledre Verweilzeit besitzen. DemgegenUber erfolgt die Aktivierung von STATS5 in der Anwe-
senheit von BCR-ABL durch das Onkoprotrein selbst oder durch stromabwaérts gelegene
Vertreter der Src-Kinasen (wie z.B. HCK). Bei dieser Art der STAT5-Aktivierung kénnte
die bendtigte, rdumliche Nahe fur die effiziente Ausbildung von Dimeren nicht gegeben
und das Gleichgewicht auf die Seite der Monomere verschoben sein. Phosphorylierte
Monomere wéren zwar zur intrazellularen Translokation jedoch nicht zur Bindung an
DNA-Elemente oder zur Induktion der Gentranskription in der Lage. Allerdings kdnnten sie
potente Bindungsstellen fir Proteine mit SH2-Doméanen darstellen und durch diese
Proteine im Zytoplasma verstéarkt zuriickgehalten werden. Dieses theoretische Modell wird
gegenwartig in unserem Labor untersucht.

Interessant ist in diesem Kontext die stringent nukledre Lokalisation von STAT5B zu be-
werten. Wie bereits an den Versuchen zur Proliferation gezeigt werden konnte, ist das
Vorhandensein von STAT5B essentiell fiir die Proliferation und das Uberleben von TonB-
Zellen in der Anwesenheit des p210°°**®--Onkoproteins.

Zusatzlich unterscheidet sich die Art und Weise der nukledren Lokalisation beider STAT5-
Proteine betrachtlich. Sind STAT5A-Molekile im gesamten Zellkern detektierbar, akkumu-
liert STATSB an sehr isolierten, nukledren Sub-Strukturen. Dabei kdnnte es sich um Cajal-
Kérperchen, PML-Kérperchen (promyelocytic leukemia) aber auch um transkriptionelle
Hot-Spots handeln. PML-Kérperchen treten hierbei in den Vordergrund, da ihre Entste-
hung von einer post-translationellen Modifikation (Sumoylierung von PML) abhangt [SHEN
et al., 2006] und sie nach ihrer Formation im Zellkern zahlreiche regulatorische Funktio-
nen wahrnehmen kénnen. PML-K&rperchen werden mit einer temporaren Sequestrierung
und Freigabe von Transkriptionsfaktoren in Verbindung gebracht. Sie sind aber auch an
grundlegenden Vorgangen wie der Proteindegradation, der Regulation des Zellzyklus, der
DNA-Reparatur, der Seneszenz, der Apoptose und der Stressantwort beteiligt [DELLAIRE
et al., 2004; BERNARDI et al., 2007]. Zudem konnten ahnliche nukleére Lokalisations-
muster von STAT5B in Fusion mit dem Retinolsdurerezeptor-a (RARA) in einem Patienten
mit Akuter Promyelozytisch-&hnlicher Leukdmie (APL-L) beobachtet werden [ARNOULD et
al., 1999].

Co-Lokalisationsstudien von STAT5B mit typischen Markerproteinen fir PML- oder Cajal-
Kérperchen, zur genauen Zuordnung der nukledren Sub-Struktur, wurden im Rahmen
dieser Arbeit jedoch nicht weiterverfolgt.
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4.3 Die Identifizierung p2108¢"*Bl.spezifischer Phosphorylier-
ungsstellen in STAT5-Molekiilen und die Problematik mit pri-

maren Patientenmaterial

Ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit stellte die Identifizierung p2108CRAB-

-spezi-
fischer Phosphorylierungsereignisse an STAT5-Molekulen dar. Konnte nach einer Opti-
mierung der Prazipitationsbedingungen STAT5 in massenspektroskopisch ausreichenden
Mengen aus unterschiedlich stimulierten TonB-Zellen oder faktorunabhangig wachsenden
K562-Zellen angereichert werden, war das Ubertragen der gewonnenen Erkenntnisse auf
priméres Probenmaterial nur begrenzt méglich. Mononukleare Zellen aus dem peripheren

08CRABL_negativen Spendern (n = 5) und CML-erstdiagnostizierten Spendern

Blut von p21
(n = 13) wurden unter identischen Bedingungen aufgearbeitet, und STAT5A aus den Pro-
teinextrakten préazipitiert. Uberraschenderweise konnte STAT5A jedoch nur aus Extrakten

von p21QBCR-ABL

-negativen Spendern angereichert und massenspektroskopisch analysiert
werden.

Zur Verifizierung dieses Sachverhaltes wurde ein immunologischer Nachweis von
STAT5A im WesternBlot durchgefuhrt. Auch unter Verwendung dieser sehr sensitiven
Nachweismethode war STAT5A lediglich in den Extrakten von p210B°"*B-negativen
Spendern detektierbar (Daten nicht gezeigt).

Die gewonnenen Erkenntnisse lieBen zwei Arbeitshypothesen vermuten. (I) STAT5A wird
unspezifisch durch Proteasen, die nach der Lyse der Zellen freigesetzt werden, degra-

diert. (Il) Die identifizierten p2108°"A%t

-spezifischen Phosphorylierungsstellen in STAT5A
vermitteln einen spezifischen Abbau des Proteins.

Tatsachlich stellen mononukleére Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs) von CML-
erstdiagnostizierten Spendern eine Besonderheit dar. Im Gegensatz zu PBMCs von ge-
sunden Spendern sind PBMCs aus dem CML-Patienten mit Granulozyten, Myeloblasten
und Promyelozyten angereichert und man spricht von einer Linksverschiebung des Blut-
bildes. Hierbei treten vor allem die Promyelozyten durch ihre hohe Anzahl an Granula in
den Fokus, die unter anderem als Reservoir fur Proteasen dienen kénnen. Unterschiede
in der Degradation von Proteinen aus primaren Zellen und etablierten Zelllinien wurden
bereits beschrieben [SCHMIDT-MENDE et al., 2000]. Dabei scheinen nicht allein der Zelltyp,
sondern ebenso die Bedingungen wahrend und nach der Proteinextraktion fir die Stabi-
litdt der Proteine entscheidend zu sein. Fortlaufendes Arbeiten unter gekihlten Bedingun-
gen und die Verwendung von Protease- und Proteasominhibitoren im mindestens zwei-
fachen Uberschuss (gemaB den Empfehlungen der Hersteller) machen einen unspezi-
fischen Abbau der Proteine mdglich, die vollstandige Degradation von STAT5A aber rela-

tiv unwahrscheinlich.
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Zur Aufklarung dieses Sachverhaltes wurden PBMCs direkt im Probenpuffer lysiert und
denaturiert. Das darin enthaltene Detergenz (SDS) sollte die sofortige Inhibierung samt-
licher enzymatischer Aktivitat zur Folge haben. In der Tat konnte in derart aufgearbeiteten
PBMCs von CML-erstdiagnostizierten Spendern STAT5A auf niedrigem Niveau immuno-
logisch im WesternBlot detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Neben der erwarteten
Bande von STAT5A konnten aber auch zahlreiche weitere immunoreaktive Banden beo-
bachtet werden. Dabei deutete das Bandenmuster stark auf eine endogene Degradation
von STAT5A in diesen Zellen hin. Durch die Art und Weise der Probenaufbereitung, bei
der die Lyse der Zellen und die biologische Inaktivierung der Proteine zeitgleich erfolgen,
sollte es sich hier um das reale STAT5A-Muster in PBMCs von CML-erstdiagnostizierten
Patienten handeln.

Unterstutzt werden diese Beobachtungen durch den Vergleich von PBMCs zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung mit PBMCs nach einer Behandlung mit dem p210%°"**8-|nhibitor
Imatinib mesylate. Allein durch die Inhibierung der p210%°"**E-Tyrosinkinase kann sich
der STAT5A-Haushalt in den Zellen stabilisieren und die Anzahl an Degradationsbanden
nimmt sichtbar ab (Daten nicht gezeigt). Zusatzlich scheint ein kontrolliertes Einfrieren von
PBMCs bei -196°C in DMSO (10%) und FBS (20%) eine signifikante Stabilisierung von
STAT5A zu vermitteln. Inwieweit sich das Lésungsmittel DMSO oder der Einfrierprozess
selbst stabilisierend auf das Protein auswirken kénnen, ist unbekannt. Allerdings konnte
ein inhibierender Einfluss einer DMSO-abhangigen Kryokonservierung auf die Aktivitat
von Cathepsin-Proteasen in Zebrafisch-Oozyten bereits gezeigt werden (ZHANG et al.,
2008).

Nach unserem gegenwartigen Kenntnisstand scheint STAT5A in PBMCs von CML-erst-

diagnostizierten Patienten einer verstarkten, endogenen, p210B°h#8t

-abhangigen Degra-
dation unterworfen zu sein. Ein positiver Nachweis von STAT5A in Extrakten aus SDS-
Ladepuffer gegentber dem Fehlen von STAT5A in Extrakten fir die Immunopréazipitation,
kénnte aus einer unzureichenden Inhibition der durch die Zell-Lyse freigesetzten Protea-
sen herrGhren.

Ahnliche Ergebnisse konnten bei der Etablierung eines konditionell p210%°"*®-.induzier-
baren, myeloischen Zellsystems (Tet on 32D = Ton32D) in unserem Labor erzielt werden.
Basierend auf der Etablierung von TonB-Zellen wurden 32D-Zellen mit den identischen
DNA-Konstrukten transformiert. Alle selektierten Klone wiesen eine Zytokin- oder Onko-
protein-abhangige Proliferation auf, die durch einen Zytokinentzug oder eine Kultivierung
unter Imatinib vollstandig revertiert werden konnte. Bei der Analyse der p2108CRABL
Expression im WesternBlot, konnte aber lediglich in den Kontrollen (TonB_+BCR-ABL,
K562) das Onkoprotein detektiert werden. Dagegen wiesen alle Klone der Ton32D-Zell-

linie unter Verwendung eines c-ABL-spezifischen Antikdrpers nach der Applikation des
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Antibiotikums immunoreaktive Banden mit Molmassen <210 kDa auf (Daten nicht ge-
zeigt). Demgegenuber konnte unter Verwendung der identischen DNA-Konstrukte in ad-
harenten Zelllinien eine transiente Expression von BCR-ABL nachgewiesen werden. Wie
bereits an STAT5A in CML-Patientenproben beobachtet wurde, deutete das Bandenmus-
ter von BCR-ABL bei seiner induzierten Expression in Ton32D-Zellen auf eine spezifische
Degradation des Proteins hin. Die erstmalige Expression von BCR-ABL in myeloischen
Zellen kénnte demnach ein kritisches Ereignis darstellen. Durch das zum Teil unspezi-
fische Phosphorylierungsverhalten von BCR-ABL kdénnten verschiedene Proteasen, das
Proteasom oder Komponenten der Ubiquitinsignalkaskade aktiviert und die Degradation
des Onkoproteins indirekt stimuliert werden.

Das Nichtvorhandensein eines vergleichbaren Abbaus von STAT5A oder BCR-ABL in
etablierten Zelllinien (TonB, K562) kénnte zum einen auf den Zelltyp (myeloisch versus
lymphatisch) oder zum anderen auf Selektionsereignisse wahrend der langjahrigen Kulti-
vierung zurlckgefihrt werden. Somit wére die Anreicherung von Zellen mit einer endo-
genen Abreicherung von Proteinen (in diesem Fall Proteasen), die einen negativen Ein-
fluss auf die Stabilitat und Aktivitat von p2105°"E- oder anderen endogenen Proteinen
ausuben, theoretisch vorstellbar.

Trotz der beschriebenen Probleme mit primdrem Probenmaterial konnte in etablierten
Zelllinien (TonB, K562) in der Anwesenheit von BCR-ABL eine spezifische Tyrosinphos-
phorylierung an Tyr-682 oder Tyr-683 gemessen werden. Eine genaue Zuordnung des
phosphorylierten Tyrosins (Tyr/Y) war infolge der Peptidsequenz (N-YYTPVLAK-C) leider
nicht méglich. Aus diesem Grund wurde eine alternative Strategie zur Identifizierung der
Phosphorylierungsstelle entwickelt und es konnte der Tyrosinrest Y683 gegeniber dem
Tyrosinrest Y682 als bevorzugtes Substrat von BCR-ABL in TonB-Zellen identifiziert wer-

den.
4.4 Auf der Suche nach der Funktion
Da die intrazellulare Lokalisation von STAT5A nicht von der neu identifizierten Phosphory-

lierung an Tyr-683 beeinflusst wird, wurden weitere mdgliche Funktionen der p2108¢R-BL.

spezifischen Tyrosinphosphorylierung an STAT5A untersucht.

Hierflr wurde zunachst ein mdéglicher Einfluss auf die Proliferation von TonB-Zellen naher
analysiert und es konnte beobachtet werden, dass TonB-Zellen, die mit der Wildtyp- oder
Y682F-Variante von STAT5A transduziert sind, ein deutlich geringeres Proliferationspo-
tenzial aufweisen, als TonB-Zellen, welche die STAT5A-Varianten Y683F, YY682/83FF
oder den Leervektor exprimieren. Das unabhangige Auftreten dieser Effekte sowohl unter
IL-3 als auch unter BCR-ABL, lieB zunachst einen unspezifischen Phanotyp bei der er-
hdéhten Expression von STAT5A (Wildtyp versus Tyrosinmutanten) in TonB-Zellen vermu-
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ten. Erst im weiteren Verlauf dieser Arbeit und nach Fertigstellung einer konstitutiv-aktiven
STAT5A-Variante (cS5%'%F = ¢S57), die bei ihrer Expression den Phanotyp von STAT5A-
Wildtyp-transduzierten TonB-Zellen imitiert und zusétzlich verstarkt, konnte demonstriert
werden, dass eine sehr hohe Expression von STATS5A die Proliferation von TonB-Zellen
negativ beeinflussen kann. Gestlitzt werden diese Ergebnisse aus Beobachtungen bei der
dosisabhéngigen Expression von STAT5A in humanen CD34*-Zellen [WIERENGA et al.,
2008]. Diese Zellen verfigen Uber ein maximales Proliferationsvermbgen bei mittleren
Gehalten aktiver STAT5A-Molekile, wahrend stark erhéhte STAT5A-Gehalte die Differen-
zierung der Zellen zu Erythrozyten induziert. Begriindet werden diese Unterschiede im
Schicksal der Zellen durch eine veranderte Transkription STAT5-regulierter Gene.

Als eine weitere mdgliche Ursache flr die hier beobachteten Effekte kdnnte auch eine er-
hoéhte Sequestrierung von transkriptionellen Co-Faktoren durch STAT5A-Wildtyp-Molekdle
angesehen werden. Diese Co-Faktoren kénnten in anderen funktionalen Transkriptions-
komplexen fehlen und auf diesem Weg die Integritét wichtiger zelluldrer Vorgénge stéren.
Liegt STAT5A am Tyrosinrest Y683 zu Phenylalanin mutiert vor (Y683F), kénnten durch
unbekannte, hypothetische Strukturveranderungen am gefalteten Protein, die exprimierten
Molekule in der Sequestrierung von Co-Faktoren beeintrachtigt sein. Folglich wirde sich
die Expression dieser Mutante nicht mehr stérend auf die Proliferation von TonB-Zellen
auswirken. Gestitzt wird diese Vermutung aus Beobachtungen bei der Immunopréazipita-
tion von STAT5A-Wildtyp oder STAT5A-Tyrosinmutanten aus TonB-Zellen in der An- und
Abwesenheit von IL-3 u/o BCR-ABL. Werden diese Prazipitate mit phospho-Tyrosin-Anti-
kérpern im WesternBlot inkubiert, zeigen sich hauptséchlich in der Anwesenheit von BCR-
ABL zahlreiche immunoreaktive Banden, die auf co-prazipitierte und Tyrosin-phosphory-
lierte Proteine hinweisen kénnten (Abbildung 3.16_A, IB: p-Tyrosin). Uberraschender-
weise nehmen bei den beiden STAT5A-Tyrosinmutanten Y683F und YY682/83FF sowohl
die Anzahl als auch die Intensitdt dieser Banden spirbar ab, was auf eine verminderte
Sequestrierung von Proteinen hindeuten kdnnte.

Weil die Daten zur Proliferation von TonB-Zellen keine klare Aussage Uber eine Funktion
der p2108°"*B_gpezifischen Phosphorylierungsstellen in STAT5A zulassen, wurden an-
hand der Beobachtungen bei der Prazipitation von STAT5A aus priméren Patientenmate-
rial und der Lage der identifizierten Tyrosinphosphorylierungsstellen im STAT5A-Protein
weitere moégliche Funktionen untersucht.

Wie eingangs bereits erwéhnt, scheint STAT5A in PBMCs von CML-erstdiagnostizierten
Patienten einer erhéhten Degradation ausgesetzt zu sein. Im Gegensatz dazu kénnten
Selektionsprozesse in etablierten Zelllinien ein Grund fur die Abwesenheit eines vergleich-
baren Abbaus von STAT5A in diesen Zellen darstellen. In der Tat kénnte die spezifische
Phosphorylierung eines Proteins dessen proteolytischen oder proteasomalen Abbau steu-
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ern und wurde im Kontext einer p210%°"**8-.abhangigen Phosphorylierung und Degra-
dation von SHIP1 bereits publiziert [RUSCHMANN et al., 2010].

Durch den in dieser Arbeit etablierten STAT5A-Degradationsassay konnte gezeigt wer-
den, dass STAT5A-Wildtyp, welches transgen in der Gegenwart von BCR-ABL in TonB-
Zellen exprimiert wurde (phosphoryliert an Tyr-683), einer starkeren Degradation durch
p210%°"**BLinduzierbare Proteasen oder das Proteasom ausgesetzt ist, als STAT5A-Wild-
typ, welches transgen in der Gegenwart von IL-3 exprimiert wurde (nicht phosphoryliert an
Tyr-683). Dagegen zeigen die STAT5A-Mutanten Y683F und YY682/83FF unabhangig
vom Stimulus ihrer transgenen Expression in TonB-Zellen (IL-3 versus BCR-ABL) eine
deutlich erhdhte Proteininstabilitat. Eine direkte Beteiligung von Tyr-683 an der Stabilitat
von STAT5A in der Gegenwart von BCR-ABL scheint nach dem gegenwartigen Kenntnis-
stand aber nicht gegeben zu sein, da beide Tyrosinmutanten (Y683F und YY682/83FF)
nicht zu einer signifikanten Stabilisierung der Proteinmenge beitragen kénnen. Stattdes-
sen werden beide STAT5A-Tyrosinmutanten, selbst wenn sie in der Anwesenheit von IL-3
in TonB-Zellen exprimiert wurden (nicht phosphoryliert an Tyr-683), im hohen MaBe durch
p2105°R*BL induzierbare Proteasen oder das Proteasom abgebaut. Infolge einer vermin-
derten Fahigkeit in der Sequestrierung akzessorischer Proteine (weiter oben beschrieben)
kénnten STAT5A-Y683F und STAT5A-YY682/83FF weniger gut geschitzt und damit
besser zuganglich fir eine proteolytische Prozessierung sein. Ware das der Fall, wirde
es sich bei der Degradation von STAT5A-Tyrosinmutanten um einen unspezifischen Ab-
bau handeln und lieBe die Beobachtungen im Abbau des Wildtyp-Proteins in einem
anderen Licht erscheinen.

Verschiedene C-terminal verklrzte Varianten von STAT-Molekilen sind in der Literatur
beschrieben und insbesondere Serinproteasen (z.B. Cathepsin G) werden fir die proteo-
lytische Prozessierung von STAT5-Proteinen in myeloischen Zellen verantwortlich ge-
macht [LEE et al., 1999; SCHUSTER et al., 2007]. Aus diesem Grund Uberrascht es nicht,
dass die beobachtete proteolytische Aktivitdt in PBMCs von CML-erstdiagnostizierten

Patienten oder Extrakten von p210°CF*8t

-exprimierenden Ton32D-Zellen durch einen
potenten Inhibitor von Serinproteasen (AEBSF) sichtbar reduziert werden kann. Zusétzlich
kann die STAT5A-Proteinstabilitdt durch eine Inhibition des Proteasoms (MG-132) deut-
lich erhdht werden. Das ist konform mit den Beobachtungen einer verstarkten proteaso-
malen Aktivitat in p2105"*B-_positiven Zellen [CRAWFORD et al., 2009)].

Neben einem durch Phosphorylierung induzierten proteolytischen Abbau kénnen weitere
post-translationelle Modifikationen (Sumoylierung, Ubiquitinierung, Azetylierung, Methylie-
rung) die physiologischen Eigenschaften und das Schicksal eines Proteins dramatisch be-
einflussen. Wahrend eine Poly-Ubiquitinierung in der Regel die Voraussetzung flir den

Abbau eines Proteins durch das 26S-Proteasom darstellt, kann eine Sumoylierung ver-
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schiedenste Auswirkungen auf ein Protein haben. Dabei werden Veranderungen in der
Stabilitat, der intrazelluldren und sub-nukleédren Lokalisation, der DNA-Bindung, der Gen-
regulation und der Aktivitat von Proteinen im Kontext einer Sumoylierung diskutiert [GILL,
2004]. Ferner korreliert eine Sumoylierung von Transkriptionsfaktoren und Histonen h&u-
fig mit einer transkriptionellen Repression der entsprechenden Zielgene [OUYANG et. al.,
2009], was auf Protein-Protein-Interaktionen mit Co-Repressoren beruhen dirfte. Dem-
gegenuber wird eine Mono-Ubiquitinierung von Transkriptionsfaktoren und Histonen mit
einer Genaktivierung in Verbindung gebracht, und es verwundert nicht, dass beide Modifi-
kationen um die gleichen Lysinreste (Lys) am Zielprotein konkurrieren. Eine Sumoylierung
von STAT1 an Lys-703 wurde bereits gezeigt [UNGUREANU et al.,, 2003 und 2005] und
befindet sich damit in unmittelbarer Nachbarschaft zum kritischen Tyrosinrest (Tyr-701)
von STATI.

Das Vorhandensein eines potentiellen SUMO-Konsensusmotivs YKXE (¥ = hydrophobe
Aminosaure) [RODRIGUEZ et al., 2001] in unmittelbarer Ndhe zu den p2105%°"*B-_spezi-
fischen Phosphorylierungsstellen machte eine Untersuchung des Ubiquitinierungs- und
Sumoylierungsmusters von STAT5A in TonB-Zellen in der An- und Abwesenheit von IL-3
u/o BCR-ABL interessant. Allerdings konnten weder in der Sumoylierung noch in der Ubi-
quitinierung von STAT5A-Wildtyp und STAT5A-Tyrosinmutanten signifikante Veranderun-
gen gefunden werden.

Die Position der p210B°RA8-

-spezifischen Phosphorylierung im STAT5A-Molekdl lieferte
einen weiteren prominenten Ansatzpunkt in der funktionellen Charakterisierung der identi-
fizierten Phosphorylierungsstellen. Wie in der Einleitung beschrieben, weisen alle Proteine
der STAT-Familie eine homologe Domanenstruktur (ND, LD, CCD, DBD, SH2-D, TAD —
siehe auch Einleitung Abbildung 1.2) auf. Weil STAT-Moleklle ausschlieBlich als Dimer
an die Promotoren ihrer Zielgene binden kénnen, bedarf es zur Aufrechterhaltung ihrer
Eigenschaft als Transkriptionsfaktor der Phosphorylierung eines kritischen Tyrosinrests
(Aktivierung) und einer reziproken Dimerisierung. Letztere wird durch die Erkennung eines
phosphorylierten STAT-Molekils durch die SH2-Doméane eines zweiten STAT-Molekils
realisiert. Dabei scheint eine kritische Phosphorylierung beider STAT-Molekule fir eine
erfolgreiche Dimerisierung nicht zwingend erforderlich zu sein [ZHANG et al., 1995; GUPTA
et al., 1996]. Bezogen auf STAT5A wurden die Aminosaurebereiche 691-VDGYVKP-697
mit dem Tyrosinrest Y694 als Bereich fir die kritische Phosphorylierung und Bindungs-
spezifitdt zur SH2-Domane und 613-GTFLLRFSDS-622 mit dem Argininrest R618 als Be-
reich fir die phospho-Tyrosinerkennung in der SH2-Domé&ne von STAT5A identifiziert
[MCMURRAY, 2008].

Die p2108°"B-_spezifische Tyrosinphosphorylierung in der unmittelbaren Nahe zum kri-
tischen Tyrosinrest in STAT5A kdnnte daher die Homo- oder Heterodimerisierung des
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Proteins beeinflussen. In der Tat konnte in dieser Arbeit eine Heterodimerisierung zwi-
schen STAT5A- und STAT5B-Molekillen gezeigt werden. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass die beobachtete Heterodimerisierung von einer Phosphorylierung an Tyrosinresten
in STAT5A abh&ngt und bei Kultivierung der Zellen unter Zytokinentzug oder in der Anwe-
senheit von Imatinib vollstédndig verloren geht. Um einen méglichen Einfluss der neu iden-
tifizierten Phosphorylierungsstellen in STAT5A auf die Heterodimerisierung mit STAT5B
untersuchen zu kénnen, wurde auf einen TonB-Zellklon zurtickgegriffen, der durch den
Einsatz von RNAIi nahezu kein endogenes STAT5A mehr exprimieren konnte.

Um die Menge an transgen-exprimierten Protein mdglichst gering zu halten, wurden aus-
schlieBlich RNAi-sensitive STAT5A-Varianten in den Versuchen eingesetzt. Wohl wis-
send, dass bereits eine moderate Uberexpression (durchschnittlich um Faktor 10 ggi.
endogenem STAT5A in nativen TonB-Zellen erhdht) die Dimerisierungsverhaltnisse bei-
der STAT5-Isoformen in der Zelle erheblich beeinflussen kann, wurden Co-Prazipitations-
studien durchgeflhrt.

Eine verstarkte p210°°**B-_abhingige STAT5A/B-Heterodimerisierung, die beim Wildtyp-
Protein, jedoch nicht bei den Tyrosinmutanten Y683F und YY682/83FF beobachtet wer-
den konnte, Iasst auf einen Einfluss der p2108°"*B-_spezifischen Phosphorylierungsstelle
in STAT5A bei der STAT5A:STAT5B-Heterodimerisierung in TonB-Zellen schlieBen.
Kontroverse Heterodimerisierungsmuster, wie sie in transgen-exprimierenden Zellen im
Vergleich zu nativen TonB-Zellen beobachtet wurden (unter IL-3 und IL-3/BCR-ABL ist die
STAT5A:STAT5B-Heterodimerisierung starker ausgepragt als unter BCR-ABL), kdnnten
eine indirekte Folge der transgenen Expression von STAT5A in diesen Zellen sein, wobei
einer konstanten Menge an endogenen STAT5B-Molekiilen ein artifizielles Uberangebot
an STAT5A-Molekilen dargeboten wurde.

Dennoch konnte unter den gewéhlten Bedingungen eine quantitative Veranderung in der
Heterodimerisierung von STAT5A-Wildtyp und STAT5A-Tyrosinmutanten mit STATS5B-
Molekulen in der Anwesenheit von BCR-ABL reproduzierbar gezeigt werden, welche in
dieser Art und Weise unter alleiniger Anwesenheit des Zytokins nicht beobachtet werden
konnte. Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus den Proliferations- und Proteindegrada-
tionsstudien, wo unabhangig vom Stimulus beobachtete Effekte sowohl unter IL-3 als
auch BCR-ABL detektiert wurden, handelt es sich bei der Heterodimerisierung um einen
p210%°"*"Bl_spezifischen Effekt, der auch unter simultaner Anwesenheit von IL-3 und
BCR-ABL vorherrschend war [Daten nicht gezeigt].

Bezug nehmend auf die bereits hier vorgestellten Ergebnisse, die anschaulich zeigen
konnten, dass nur STAT5A und nicht STAT5B an zusatzlichen Tyrosinresten p210BcR#8t.
spezifisch phosphoryliert wird und nur STAT5A und nicht STAT5B unter alleiniger Anwe-
senheit von BCR-ABL die intrazellulare Lokalisation verandert, stellt sich damit die Frage,
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warum durch eine Phosphorylierung an Tyr-683 die Heterodimersierung zwischen beiden
STAT5-Isoformen in TonB-Zellen moduliert wird. Meines Erachtens kommen hierfir drei
plausible Méglichkeiten in Betracht.

(I) Wie bereits im Kapitel 4.2 angesprochen wurde, ist die p2108°"#8-

-spezifische Phos-
phorylierung eines zytoplasmatischen Proteins vorstellbar, an das STAT5A z.B. Uber
seine SH2-Domane binden und auf diesem Weg von seiner nuklearen Lokalisation zurtick
gehalten werden kdénnte. Eine phospho-Y683-induzierte Heterodimerisierung kénnte da-
gegen eine partielle Sequestrierung von STAT5A im Zellkern und eine basale STAT5A-
abhéngige Induktion von Zielgenen erméglichen.

(1) Neben Homodimeren kénnten Heterodimere das transkriptionelle Repertoire bei der
Induktion von STAT5-Zielgenen betrachtlich bereichern. Uber ihre Transaktivierungsdom-
anen (TAD) rekrutieren STAT5A- und STAT5B-Molekiile sowohl identische als auch indi-
viduelle transkriptionelle Co-Aktivatoren. Eine Beteiligung von CBP/p300 [PFITZNER et al.,
1998] und NCoA-1/SRC-1 [LITTERST et al., 2005] an der STAT5-vermittelten Transaktivier-
ung konnte bereits gezeigt werden. Zusatzlich werden auch DNA-restrukturierende Prote-
ine, wie z.B. Histon-Deazetylasen (HDAC1), benétigt [RASCLE et al., 2003; XU et al., 2003]
und die Vielfalt an transkriptionellen STAT5-Modulatoren ist 1&ngst noch nicht vollstandig
aufgeklart. Die Aufrechterhaltung von Proliferation und Uberleben von TonB-Zellen in der
Anwesenheit von BCR-ABL in Kombination mit einer effizienten RNAi-vermittelten Reduk-
tion von STATS5A lassen hierbei auf eine Aktivierung von Genen schlieBen, die BCR-ABL
einen Vorteil verschaffen kdnnten, jedoch nicht fir die Tumorgenese des Onkoproteins
zwingend notwendig erscheinen.

(I) Anhand der beobachteten Widerspriiche in der Heterodimerisierung von STAT5-Iso-
formen bei der transgenen Uberexpression gegeniiber dem Zustand in nativen Zellen,
kénnte es sich hier auch um ein unspezifisches Artefakt handeln, welches durch die artifi-
zielle Expression von STAT5A im TonB-Zellkultursystem induziert wird. Ebenso wére ein
klonaler Effekt bei dem fir diese Versuche hauptsachlich verwendeten Zellklon TonB-
shS5A_Klon1 moglich.

4.5 Ein hypothetisches Modell fur die Effekte von BCR-ABL auf
STAT5 im TonB-Zellkulturmodel

Unter transgener Expression von STAT5A (Wildtyp versus Tyrosinmutanten) konnten Ver-
anderungen im Proliferationsverhalten von TonB-Zellen oder in der Stabilitat des Proteins
sowohl in der Anwesenheit von IL-3 (unphosphoryliert = unerwartet) als auch BCR-ABL
(phosphoryliert = erwartet) wahrgenommen werden. Wahrend die genetische Integritat der
verwendeten STAT5A-Wildtyp-DNA durch eine vollstidndige Sequenzierung bestéatigt wur-
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de, unterschieden sich die verwendeten Konstrukte der STAT5A-Tyrosinmutanten ledig-
lich in einem standardisierten Austausch von Tyrosin zu Phenylalanin (Y-=>F).

Kénnen bei STAT5A-Tyrosinmutanten etwaige Phanotypen sowohl unter BCR-ABL als
auch IL-3 beobachtet werden, kommen daflr zwei plausible Mdglichkeiten in Betracht. (1)
Die Mutagenese eines Tyrosinrests kénnte die Faltung des Proteins modulieren und ein
Protein mit veranderten chemischen oder physikalischen Eigenschaften entstehen lassen.
(1) Alternative post-translationelle Modifikationen am Tyrosinrest in der Anwesenheit von
IL-3, die mit der p210%°"**BL.yermittelten Phosphorylierung in Konkurrenz stehen, gehen
durch die Y->F-Mutagenisierung verloren und kénnten fur das unerwartete Auftreten
eines p210BCR#BL
4.1).

Neben der kovalenten Anlagerung von Phosphatgruppen kénnen Tyrosinreste im Protein

-spezifischen Phanotyps unter IL-3 mit verantwortlich sein (Abbildung

auch andersartig post-translational modifiziert werden. Die intrazelluldre Anlagerung eines
einzelnen GlcNAc-Molekils (N-Azetylglukosamin) [CHOU UND HART, 2001] an Serin- oder
Threoninreste (O-Glykosylierung), im Einzelfall des Glykogenins an einem Tyrosinrest
[SMYTHE UND COHEN, 1991], wurde bereits beschrieben. Interessanterweise steht dieser
Prozess oft in Wechselwirkung mit der Phosphorylierung am gleichen oder einem benach-
barten Aminoséaurerest, wodurch dynamische und funktionale Modifikationen von Prote-
inen moéglich werden. Zwar wurde bis heute eine O-Glykosylierung an einem Tyrosinrest
nur bei einem Protein (Glykogenin) nachgewiesen, dass schliet aber das Vorhandensein
weiterer potentieller Proteine mit einer &hnlichen post-translationellen Modifikation nicht
aus.

Ebenso konnte eine kovalente Anlagerung von Sulfat-lonen (Sulfatierung) oder zyklischen
Porphyrin- und Flavin-Gruppen an Tyrosinreste gezeigt werden.

Damit ist eine alternative, post-translationelle Modifikation eines Tyrosinrests in der Anwe-
senheit von IL-3, die mit der p210%°"**B._spezifischen Phosphorylierung in Wechselwir-
kung steht, theoretisch vorstellbar. Der Austausch dieses Tyrosinrests in einen Phenyl-
alaninrest lieBe zum einen keine Onkoprotein-induzierte Phosphorylierung, zum anderen
aber auch keine alternative, post-translationelle Modifikation unter IL-3 mehr zu und wur-
de eine mogliche Erklarung flr die simultan beobachteten Ph&notypen in der Anwesenheit
von IL-3 oder BCR-ABL bieten.

Unabhangig davon zeichnet sich die phenolische Gruppe im Tyrosinrest als Donor far
Wasserstoffradikale aus. Diese F&higkeit verleiht der Aminos&ure anti-oxidative Eigen-
schaften und spielt eine wichtige Rolle bei der Lipidperoxidation von integralen Membran-
proteinen. Demgegeniber besitzen Phenylalaninreste nicht die Méglichkeit zur Wasser-
stoffabgabe. Die Rereduktion der Tyrosinylradikale kann durch zytosolische Reduktanten
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(Ascorbat) oder Uber eine intra- oder intermolekulare Dimerisierungs- oder Umlagerungs-
reaktion, die oxidative Tyrosin-Dimerisierung, erfolgen [BARTESAGHI et al., 2010].

IL-3 BCR-ABL
Y694 Y694
? ?
STAT5A STAT5A
Konkurrenz
Y683 Y683

IR

Sulfatierung und weitere
/ post-translationale Modifikationen

O-Glykosylierung
BCR-ABL

Y694
@

STATSA(Y>F

Y683F

@ = Phosphorylierung

Abb. 4.1: Ein hypothetisches Modell fiir die Effekte von BCR-ABL auf STAT5A im TonB-
Zellkultursystem. STAT5A wird in der Anwesenheit von IL-3 oder BCR-ABL am kritischen Tyro-
sinrest Y694 aktivierend phosphoryliert. Eine zusatzliche Phosphorylierung von Y683 konnte in der
Anwesenheit von BCR-ABL, jedoch nicht von IL-3, identifiziert werden. Fir die funktionelle Analyse
dieser Phosphorylierungsstelle wurde dieser Tyrosinrest in einen Phenylalaninrest mutiert. In ver-
schiedenen Experimenten (Proliferation, Proteolyse) konnten bei der Expression von STAT5A-
Wildtyp oder STAT5A-Tyrosinmutanten beobachtete Effekte, die lediglich in der Anwesenheit von
BCR-ABL erwartet wurden, auch unter IL-3 wahrgenommen werden. Das lasst eine aberrante
Funktion des analysierten Tyrosinrests unter IL-3 vermuten. Diverse post-translationelle Modifika-
tionen von Tyrosinresten im Protein sind beschrieben. Neben der klassischen Phosphorylierung
kénnen Tyrosinreste durch die Anlagerung von Zuckerresten (O-Glykosylierung) oder Sulfat-lonen
(Sulfatierung) modifiziert werden. Ebenso besitzt die phenolische Gruppe im Tyrosinrest reaktive
Eigenschaften und kann als Donor von Wasserstoffradikalen dienen.

Neben einer postulierten veranderten chemischen Natur von STAT5A-Tyrosinmutanten,
kénnten weitere Umsténde zu den schwer interpretierbaren Ergebnissen bei der funktio-
nellen Charakterisierung der p210%°"*B-_spezifischen Phosphorylierungsstellen beigetra-
gen haben. Alle hier vorgestellten Versuche wurden in einer lymphatischen Zelllinie durch-
gefiihrt. Zwar kann p210%°"**8 pei ca. 30% — 40% aller Patienten mit einer ALL zytogene-
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tisch detektiert werden, in weit héherer Frequenz (ca. 90%) ist das Onkoprotein aber in
myeloischen Leuk@&mien anzutreffen. Obwohl in beiden Zelltypen (TonB = lymphatisch,
K562 = myeloisch) eine Phosphorylierung an Tyr-683 in der Anwesenheit von BCR-ABL
nachgewiesen werden konnte, muss das nicht zwingend bedeuten, dass nach Mutage-
nese dieses Tyrosinrests ein erwarteter Phanotyp gleichermaBen in beiden Zelltypen
sichtbar wird. Somit kénnte die Funktion der p210B°F*B-_spezifischen Phosphorylierung
an STAT5A auf myeloische Zellen limitiert sein und nicht oder deutlich schwécher in
lymphatischen Zellen auftreten.

Ferner konnten in den MS-basierenden Messungen keine Aussagen zu den Anteilen an
Tyr-683-phosphorylierten STAT5A-Molekilen getroffen werden. Bei einer hypothetischen
Phosphorylierung von 5% — 20% der endogenen STAT5A-Molekile drangt sich damit die
Frage auf, inwieweit bei der Expression von STAT5A-Tyrosinmutanten potentielle Phano-
typen messbar sind, ohne als natiirliche Schwankungsbreite vernachlassigt zu werden.
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5. Ausblick und offene Fragestellungen

5.1 Fortfilhrende Analysen in der intrazellularen Lokalisation von
STAT5A in der Anwesenheit von BCR-ABL

Das in dieser Arbeit verwendete TonB-Zellkultursystem bietet, durch die konditionelle
Expression von BCR-ABL, die Mdglichkeit einer differentiellen Analyse von Zytokin- und
Onkoprotein-abhangigen Phosphorylierungsereignissen an Zielproteinen im identischen
genetischen Hindergrund an.

Die Unabhéngigkeit der p210°°FA8t

-spezifischen Tyrosinphosphorylierung an STAT5A bei
der intrazelluldren Lokalisation des Transkriptionsfaktors konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden.

Eine postulierte p2105°F*B-_spezifische Phosphorylierung eines zytoplasmatischen Prote-
ins und die Assoziation von STAT5A an dieses phosphorylierte Protein, kénnte fir die ver-
anderte Lokalisation von STAT5A in der alleinigen Anwesenheit von BCR-ABL verant-
wortlich sein.

Eine auf Massenspektroskopie gestitzte Analyse von p210%°"**B-induzierten Phosphory-
lierungsereignissen an zytoplasmatischen Proteinen, die mit einer physiologischen Bin-
dung von STAT5 in Zusammenhang gebracht werden konnten (wie z.B. GAB2, MAPK,
p85), kénnte Aufklarung bei den beobachteten Effekten in der Lokalisation von STAT5A
bringen. Durch diese Herangehensweise kénnte zwar ein méglicher Mechanismus aufge-
zeigt werden, jedoch wirde dies noch keine Anhaltspunkte Uber die Funktion einer mog-

lichen Interaktion eines zytoplasmatischen Proteins mit dem Transkriptionsfaktor liefern.

5.2 Die Identifizierung von STAT5A-co-prazipitierbaren Proteinen
Werden STAT5A-Molekile aus Doxyzyklin-stimulierten Extrakten von TonB-Zellen prazi-
pitiert und im WesternBlot mit einem phospho-Tyrosin-Antikérper inkubiert, zeigen sich
zahlreiche Tyrosin-phosphorylierte Banden von co-prazipitierten Proteinen, die unter IL-3
Bedingungen nicht detektiert werden kénnen. Eine auf Massenspekiroskopie gestitzte
Identifizierung von STAT5A-Co-Préazipitaten kénnte fir zwei wesentliche Aspekte sinnvoll
erscheinen: (1) Die Identifizierung von zytoplasmatischen Proteinen, die mit STAT5A eine
physiologische Bindung eingehen kdnnen. (II) Die Charakterisierung der Komplexitat des
STAT5A-Interaktoms bei der transkriptionellen Induktion von Genen in unterschiedlich
stimulierten TonB-Zellen.
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5.3 Fortfithrende Analysen in der Funktion der p210®¢R*8L.gpezi-

fischen Phosphorylierung an STAT5A
Verschiedene Mdglichkeiten (Proliferation, Degradation, post-translationelle Modifikation,

Heterodimerisierung) in der Funktion der p210BCh#8t

-abhangigen Phosphorylierung an
STATS5A wurden in dieser Arbeit intensiv untersucht. Allerdings konnten bei vielen Ver-
suchen etwaige Effekte im TonB-Zellkultursystem sowohl in der Anwesenheit von IL-3 als
auch BCR-ABL beobachtet werden.

Einzig die STAT5A:STAT5B-Heterodimerisierung stellte die vielversprechendste Méglich-
keit in der funktionellen Charakterisierung dar, denn die hier beobachteten Effekte waren
exklusiv in der Anwesenheit von BCR-ABL anzutreffen. Eine Heterodimerisierung zwisch-
en STAT5-Molekilen, verbunden mit einer differentiellen Sequestrierung von transkriptio-
nellen Co-Aktivatoren und einer Induktion von STAT5A/B-spezifischen Genen, macht ei-
nen Einfluss der p210%°"**8-_spezifischen Phosphorylierung auf die DNA-Bindungsspezifi-
tat oder die Aktivierung der Gentranskription wahrscheinlich. Beide Mdglichkeiten kénnten
in Gelshiftassays (EMSA) oder Luziferase-Assays naher untersucht werden. Um Falsch-
aussagen zu vermeiden, misste im Gelshiftassay ausschlieBlich auf Promotoren (bzw.
den darin enthaltenen STAT-Bindungsstellen) von Genen zurtickgegriffen werden, die nur
durch STAT5A/B-Heterodimere induziert werden kdnnen. Die sichere Identifizierung der-
artiger Gene stellt dabei die gréBte Herausforderung dar.

Das Vorhandensein eines B-Kasein (Promotor) — Luziferase-Konstrukts in unserem Labor
lasst die Durchflihrung von Luziferase-Assays an transduzierten TonB-Zellen (STAT5A-
Wildtyp versus STAT5A-Tyrosinmutanten) einfach erscheinen. Jedoch zeigen bereits na-
tive TonB-Zellen, die mit diesem Reporterkonstrukt stabil transformiert und selektiert sind,
schlecht reproduzierbare Ergebnisse in der transkriptionellen Induktion des B-Kasein-Pro-
motors. Das kénnte in der fehlenden internen Kontrolle bei diesem System begrindet
sein, weil ein Abgleich der gemessenen Luziferase-Einheiten lediglich Uber die Zellzahl
erfolgen kann. Auf Grund dieser Problematik wurde bisher auf diesen Assay in der funk-
tionellen Charakterisierung verzichtet.
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