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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Proteinkinasen

Zellen haben die Fahigkeit auf extrazelluldre Signale zu reagieren und miteinander zu
kommunizieren. Rezeptoren auf der Zelloberflache sind dabei Voraussetzung fiir die
Erkennung von extrazellularen Signalen, die Weiterleitung ins Zellinnere, die Umsetzung
der zellularen Antworten und die Termination der Signale (Hunter 2000). Bei der
Signalweiterleitung haben Proteinkinasen eine besondere Bedeutung, indem sie durch
Phosphorylierung von Protein-Interaktionspartnern Signale weiterleiten. Dabei
katalysieren sie die Ubertragung der y-Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat auf
einen nukleophilen Phosphatgruppen-Akzeptor ihres Substrates. Bezliglich ihrer
Phosphorylierungsspezifitdt ~ unterscheidet man  Serin-/Threoninkinasen  und
Tyrosinkinasen. Proteinkinasen haben eine Schllsselrolle bei der Regulation von nahezu
allen grundlegenden zellulairen Vorgingen wie Metabolismus, Differenzierung,
Genregulation oder Zelltod (Krebs 1985). Proteinphosphatasen sind die Gegenspieler der
Proteinkinasen, sie katalysieren die Abspaltung der Phosphatgruppe (Hunter 1995).
Insgesamt kontrollieren 520 Proteinkinasen und 130 Proteinphosphatasen den
Proteinphosphorylierungsstatus, darunter 90 Proteintyrosinkinasen, die man wiederum
in Nicht-Rezeptortyrosinkinasen und Rezeptortyrosinkinasen unterteilt. Die Familie der
Rezeptortyrosinkinasen besteht wiederum aus 20 Subgruppen, die strukturelle
Gemeinsamkeiten haben und aus einer extrazelluldren Domane, einer Transmembran-
Domaéne, einer Juxtamembran-Domane, sowie einer Kinase-Domdne und einem
C-Terminus bestehen (Blume-Jensen 2001). Die Rezeptortyrosinkinase c-Kit gehort zur

dritten Subgruppe.

1.2 Rezeptortyrosinkinase c-Kit

Das Onkogen v-Kit wurde 1986 als transformiertes Gen im Hardy-Zuckerman 4 feline
sacroma Virus entdeckt (Besemer 1986). Ein Jahr spater wurde c-Kit als zellulares
Homolog zum viralen Onkogen durch Sequenz-Ubereinstimmungen identifiziert (Yarden

1987). Das c-Kit Protoonkogen ist auf dem Chromosom 4q11-21 lokalisiert und bekannt
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als kodierend fiir eine Rezeptortyrosinkinase, seit 1990 der stem cell factor (SCF) als sein
Ligand identifiziert wurde (Williams 1990). c-Kit ist ein 145 kDa groRes transmembranes
Glykoprotein und gehort zur Klasse 11l der Rezeptortyrosinkinasen, wie auch der platelet-
derived growth factor (PDGF) Rezeptor, der macrophage colony-stimulating-factor
(CSF-1) Rezeptor wund die fms-like tyrosinkinase (FIt3). Diese Gruppe der
Rezeptortyrosinkinasen ist charakterisiert durch eine extrazellulare Domane, bestehend
aus funf IgG-dhnlichen Domanen, einer Transmembran-Domane, einer Juxtamembran-
Domadne sowie einer Kinase-Domane, die durch eine Kinase insert-Domane zweigeteilt
ist. In humanem Gewebe wird c-Kit in Mastzellen, hdamatopoetischen Zellen,
Melanozyten, vaskuldren Endothelzellen, Kajalzellen (interstitial cells of cajal, ICC), sowie
in den Hoden, dem Gehirn, in glanduldren Epithelzellen der Brust und in
undifferenzierten embryonalen Stammzellen exprimiert (Huizinga 1995, Ashman 1999).
Die Signalweiterleitung von c-Kit ist wichtig fiir zahlreiche Prozesse wie Entwicklung und
Funktion der Mastzellen, der Hamatopoese, der Keimzellen, der Melanozyten und der
Kajalzellen. Die Weiterleitung von Signalen wird ausgel6st durch Bindung des Liganden

stem cell factor (SCF) an den extrazelluldren Teil von c-Kit.

Aktivierung von c-Kit

In Abwesenheit von SCF liegt der Rezeptor als Monomer in nicht-aktivem Zustand vor.
Der allgemeine Mechanismus zur Aktivierung von ,,schlafenden” Rezeptoren ist, dass der
geeignete Ligand an die extrazellulire Domane von zwei Rezeptor-Monomeren bindet,
es dadurch zu einer raumlichen Annaherung kommt und so ein Rezeptordimer entsteht.
Der Ligand SCF liegt bereits als nicht-kovalentes Dimer vor und bindet gleichzeitig an
zwei c-Kit Monomere, was zur Dimerisierung von c-Kit fihrt (Zhang 2000). Bei den
meisten Rezeptortyrosinkinasen fiihrt die Dimerisierung zur Transautophosphorylierung
von Tyrosinresten im activation loop und damit zu einer Stabilisierung der enzymatisch
aktiven Konformation (Huse 2002). Die Aktivierung von c-Kit und den
Rezeptortyrosinkinasen der Klasse lll hingegen ist im Detail komplexer. Im nicht-
aktivierten Zustand hat die Juxtamembran von c-Kit eine autoinhibitorische Funktion
und gilt als zusatzliches Modul, um die Kinase in ihrem enzymatisch inaktiven Zustand zu
halten. Dabei bindet die Juxtamembran-Region zwischen dem N- und dem C-Lobus der

Kinase und verhindert so sterisch die Ausdehnung des activation loop und damit die



Einleitung

aktive Konformation. Der autoinhibierte activation loop faltet sich iber den C-Lobus der
Kinase zurtick und bindet als Pseudosubstrat (Mol 2004). Die autoinhibitorische
Konformation wird durch die Liganden-induzierte Dimerisierung aufgehoben, die eine
Phosphorylierung in trans von zwei Tyrosinresten in der Juxtamembran (Tyr-568 und
Tyr-570) bewirkt. Als Folge davon 16st sich die Juxtamembran zwischen dem N- und C-
Lobus heraus, sodass diese wieder frei beweglich sind und eine ausgedehnte aktive
Konformation einnehmen konnen. Nach der initialen Phosphorylierung dieser
Hauptautophosphorylierungsstellen verfligt c-Kit Uber Proteinkinase-Aktivitat (Mol
2004, Blume-Jensen 1991). Es kommt zur trans-Autophosphorylierung von weiteren
Tyrosinresten, die Andockstellen flr Signalproteine mit Src homology-2 (SH2) Domaénen
oder phosphotyrosine-binding (PTB) Domaéanen sind. Dabei werden in c-Kit vier
Tyrosinreste in der Kinase-Domane | (pTyr-703, pTyr-721, pTyr-730, pTyr-747) ein
Tyrosinrest im activation loop (pTyr-823) und zwei C-terminale Stellen (pTyr-900 und

pTyr-936) phosphoryliert (Roskoski 2005).

1.2.1 Signaltransduktion von c-Kit

Durch das Binden von Adapterproteinen und Enzymen an die spezifischen
Phosphotyrosinreste hat c-Kit das Potential, zahlreiche Signaltransduktionswege zu
kontrollieren (Roskoski 2005) (Abbildung 1). Einer dieser Signalwege ist der Apoptose
kontrollierende phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)-Signalweg. Die Aktivierung des
Signalweges durch c-Kit erfolgt iber die Bindung der regulatorischen Untereinheit p85
von PI3K an die phosphorylierten Tyrosinreste (pTyr) pTyr-721 und pTyr-900 (Serve
1994; Lennartsson 2003). Die PI3K phosphoryliert Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
(PIP,), sodass Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphophat (PIP3) gebildet wird. Die
Proteinkinase B (PKB, auch Akt genannt) bindet an PIP; und wird dadurch an die
Zellmembran rekrutiert. Durch die Pyruvatdehydrogenase Kinase 1 (PDK1) wird Akt
phosphoryliert. Akt wiederum aktiviert Proteine der Bcl-Familie wie z.B. das
proapoptotisch wirkende Bad oder das antiapoptotisch wirkende Bcl-2, sowie Forkhead
Transkriptionsfaktoren, Proteasen die am Zelltod beteiligt sind und Inhibitoren der
Cyclin-abhéngigen Kinasen (CDKs). Die PI3K kann auch die kleine GTPase Racl und den

Jun N-terminal kinase (JNK)-Signalweg aktivieren. Das Adapterprotein Crk2 bindet
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ebenfalls an pTyr-900 von c-Kit, jedoch nur in Assoziation mit p85 (Lennartsson 2003).
Die Signaltransduktionskaskaden der mitogen activated protein (MAP)-Kinasen spielen
eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung und
der Apoptose. Adapterproteine binden an spezifischen phosho-Tyrosinstellen von c-Kit
und aktivieren so die Signalkaskaden der MAP-Kinasen. Diese Adapterproteine sind
growth factor receptor bound protein 2 und 7 (Grb2/Grb7), die an pTyr-703 und pTyr-
936 binden (Thémmes 1999) und SH2 domain-containing transforming protein C1 (Shc)
und SH2 domain-containing phosphatase 2 (SHP2), die an pTyr-570 von c-Kit binden
(Price 1996). Shc interagiert nach Aktivierung ebenfalls mit Grb2. Der Signalweg zur
Aktivierung der MAP-Kinasen beginnt mit Grb2, welches konstitutiv mit SOS (son of
sevenless) assoziiert ist. Grb2-SOS interagiert und aktiviert die GTPase Ras, die wiederum
Raf-1 phosphoryliert. Raf-1 aktiviert letztendlich die MAP-Kinasen p38, Erk1/2 und
Ink1/2. Der JAK (janus kinase) -STAT (signal transducer and activator of transcription)
Signalweg wird ebenfalls durch c-Kit kontrolliert und reguliert die Proliferation und
Differentiation von Zellen. In der Literatur ist sowohl beschrieben, dass JAK2 konstitutiv
an c-Kit gebunden ist und durch SCF-Stimulation lediglich phosphoryliert wird (Radosevic
1996), als auch, dass die SCF-Stimulation die Assoziation von JAK2 an c-Kit bewirkt (Brizzi
1994). Die Phosphorylierung von JAK2 fihrt wiederum zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie. Diese kénnen in den Zellkern translozieren und
so die Transkription kontrollieren. Im Weiteren wird der Phospholipase Cy (PLCy)-
Signalweg durch Bindung von PLCy an pTyr-730 in c-Kit aktiviert (Gommermann 2000).
Die durch PLCy vermittelte Signalweiterleitung wird mit einer Reihe von zelluldren
Funktionen, wie z.B. die Differenzierung, Zellteilung, Apoptose und Immunantwort in
Verbindung gebracht. Das Adapterprotein adaptor containing-PH and SH2 domain (APS)
bindet an pTyr-568 und pTyr-936 von c-Kit und bewirkt dessen Degradierung (Wollberg
2003). Src-Kinasen binden an pTyr-568 von c-Kit (Lennartsson 1999). Lyn, ein Mitglied
der Src-Familie, reguliert negativ die Bindung der PI3K an c-Kit (Shivakrupa 2005). Die
Signalweiterleitung von extrazellularen Signalen durch c-Kit und die Aktivierung von
bestimmten Signalkaskaden, welche die Proliferation und Differenzierung regulieren,
erfolgt selektiv durch die Phosphorylierung von spezifischen Phosphotyrosinresten
innerhalb von c-Kit. Der Phosphorylierungsgrad und die Stellen der phosphorylierten

Tyrosine in c-Kit kdnnten daher Hinweise auf die Aktivierung der Signalkaskaden geben.
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Bislang ist unklar, ob die mutierten, onkogenen c-Kit Proteine ein anderes

Phosphorylierungsmuster aufweisen als c-Kit Wildtyp.

EXTRAZELLULAR
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Abbildung 1: Signaltransduktionskaskaden von c-Kit, vermittelt durch spezifische
Phoshphotyrosinreste (modifiziert nach Lennartson 2004)

Abkiirzungen: SFK = Src family kinases, SCF = Stem cell factor
1.2.2 c-Kit als Onkogen

Abnormalitaten in der Expression und Funktion von c-Kit stehen in Verbindung mit
humanen Krankheiten. Dabei treten Mutationen in c-Kit auf, die entweder zu einem
Verlust der Funktion (loss of function, LOF) oder einer verstarkten/konstitutiven
Funktion (gain of function, GOF) fihren. Wahrend LOF-Mutationen in c-Kit bislang nur
bei einem sehr seltenen autosomal-dominant vererbten Syndrom, dem Piedalbismus,
vorkommen (Spritz 1994), gelten GOF-Mutationen in c-Kit als molekulare Ursache fiir
mehrere Erkrankungen. Dazu zdhlen die akute myelomische Leukdmie (AML) (lkea

1991), Mastozytose (Longley 1999) und Gastrointestinale Stromatumoren (GIST) (Hirota
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1998); zusatzlich wurden c-Kit Mutationen auch in Melanomen gefunden. Derzeit sind
mehr als 30 GOF-Mutationen in c-Kit bekannt, bei denen einzelne Aminosaduren
ausgetauscht oder einzelne bzw. mehrere Aminosauren deletiert sind. Die Mutationen
haufen sich in zwei Regionen von c-Kit. Mutationen in der Juxtamembran-Region von
c-Kit sind meist mit GIST assoziert, wohingegen Mutationen im zweiten Teil der c-Kit
Kinase-Domadne vorwiegend bei Mastozytose und AML auftreten. Bei einer
aktivierenden GOF-Mutation ist c-Kit unabhangig von der Stimulation des Liganden SCF
konstitutiv aktiv und liegt dimerisiert vor. Man unterscheidet regulatorische und
enzymatische Mutationen (Longley 2001). Mutationen in der Juxtamembran-Region sind
regulatorischer Natur, da sie die Bindung von regulatorischen Proteinen stéren, sodass
die Kinase autophosphoryliert und aktiv bleibt. Enzymatisch regulierte c-Kit Mutanten
haben eine veranderte Kinase-Domane I, die den activation loop so stabilisiert, dass die
Kinase dauerhaft aktiv ist (Mol 2003). Die beiden Mutationsklassen unterscheiden sich
beziglich ihrer Inhibitor-Sensitivitditen - so sind die Juxtamembran-Mutaten deutlich

sensitiver fiir die Tyrosinkinase-Inhibitoren Imatinib und Sunitinib (Longley 2001).

1.3 Gastrointestinale Stromatumoren (GIST)

Gastrointestinale Stromatumoren (GIST) sind die haufigsten mesenchymalen Tumore im
Verdauungstrakt. Sie zahlen zur Gruppe der Weichteiltumore, der sogenannten
Sarkome. Sarkome stellen nur etwa 1 % aller Tumore dar, dabei zdhlen GIST zu einer der
grofRten Gruppen. GIST tritt, laut einer populationsbezogenen Studie, bei 14,5 Personen
pro eine Million Einwohner auf. Am haufigsten werden GIST bei dlteren Menschen
beobachtet (Durchschnittsalter 60 Jahre) (Nilsson 2005). Die meisten GIST entstehen im
Magen (60 %), im llleum (30 %) oder Duodenum (5 %) ( Liegl-Atzwanger 2010). GIST
entstammen aus Kajalzellen (interstitial cells of Cajal, ICC) oder ihren Vorlauferzellen.
Kajalzellen sind zwischen den beiden Muskelschichten des Gastrointestinaltrakts
lokalisiert und an der Regulation der Darmperistaltik beteiligt. Ihre Entwicklung und
Differenzierung wird durch die RTK c-Kit reguliert (Isozaki 1995; Isozaki 1997). GIST sind
nicht nur durch die starke Expression von c-Kit charakterisiert, sondern auch durch eine
Mutation in c-Kit, die in etwa 88 % als Tumor-Ursache gilt (Hirota 1998). Nur in 5-8 %

aller GIST treten Mutationen im PDGFR alpha auf (Heinrich 2003). GIST-assoziierte c-Kit
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Mutationen sind in verschiedenen Domanen von c-Kit zu finden, fihren aber in jedem
Fall zur Liganden-unabhdngigen konstitutiven Aktivierung (1.2.2). 75-85 % der c-Kit
Mutationen treten in der Juxtamembran-Domane in Exon 11 auf und beeintrachtigen
die autoinhibitorische Funktion von c-Kit. Dabei haufen sich die Mutationen in einem
sehr kurzen Bereich, zwischen den Aminosaduren 556 und 560 (Zheng 2007). Mutationen
in der Juxtamembran konnen sowohl als Aminosduren-Deletion und -Insertion, als auch
in Form eines Aminosduren-Austausches auftreten. Mutationen im extrazelluldren
Bereich (Exon 9) treten zu 5-13% in Form einer Aminosauren-Insertion auf und
beeinflussen die Bindung des Liganden an c-Kit. In der Kinase-Domane | (Exon 13) treten
c-Kit Mutationen nur bei 1-4 % der GIST in Form eines Aminosduren-Austausches auf
und beeinflussen die Funktionalitdt der ATP-Bindetasche. In der Kinase-Domane Il
(Exon 17) sind Mutationen ebenfalls nur bei 1-4% in Form eines Aminosauren-
Austausches zu finden. Diese Mutationen befinden sich im activation loop von c-Kit und
beeinflussen damit die Phosphotransferase. Unabhangig von der Lokalisation der
Mutation flihrt diese zur konstitutiven, Liganden-unabhangigen Aktivierung von c-Kit.
Trotzdem flihren die Mutationen, abhangig von ihrer Lokalisation, zur differentiellen
Aktivierung von stromabwarts liegenden Signalkaskaden (Duensing 2004). Des Weiteren
korreliert der Genotyp der c-Kit Mutation mit dem therapeutischen Ergebnis bei der

Behandlung von GIST.

1.3.1 Primare Therapie bei GIST

Bis zum Jahre 2000 bestand die einzige Moglichkeit zur Behandlung von GIST in der
radikalen chirurgischen Resektion. Chemotherapeutische Behandlung ist bei GIST im
Gegensatz zu den meisten anderen Weichgewebssarkomen nicht wirksam. Die
Entdeckung, dass der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib mesylate (STI571, Gleevec ®;
Novartis Pharma) neben der Tyrosinkinaseaktivitdt des normalen c-Abl Genproduktes,
des onkogenen Bcr-Abl Fusionsproteins und des PDGF-Rezeptors auch c-Kit hemmt,
fiihrte zum Konzept einer gezielten Therapie der GIST mit Imatinib (Druker 1996,
Heinrich 2000, Tuveson 2001, Dagher 2002). Imatinib ist ein 2-Phenylpyrimidinderivat,
welches kompetitiv zu ATP in die ATP-Bindetasche von c-Kit bindet und somit den

Transfer der Phosphatgruppe von ATP auf ein Substrat inhibiert. Imatinib kann nur an
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die inaktive Form von c-Kit binden (Mol 2004). Dies setzt voraus, dass sich auch
onkogenes, aktiviertes c-Kit in einem Gleichgewicht zwischen aktiver und inaktiver
Konformation befindet, welches lediglich zur Seite der aktiven Form verschoben ist. Die
Inhibierung von c-Kit fliihrt zur raschen Inhibierung von stromabwarts liegenden

Signalwegen, im Besonderen dem PI3K-Akt und dem MAP-Kinasen-Signalweg.

Zunachst wurde Imatinib zur Behandlung der chronisch myeloischen Leukdmie (CML)
eingesetzt. Die Imatinib-Behandlung fuhrt bei 90 % der CML-Patienten zu einem
kompletten Ansprechen. Seit 2002 wird Imatinib klinisch auch zur Behandlung von GIST
angewendet und gilt bis heute als das Standardmedikament zur Behandlung von
metastasierten GIST. Die Behandlung der GIST mit Imatinib ist deutlich weniger
erfolgreich, als die Behandlung von CML. Dennoch fiihrt die Behandlung bei 65-70 % der
GIST Patienten zu einer partiellen Remission und bei 15-20 % zu einer Stabilisierung des
Tumors. In nur 5% kann ein komplettes Ansprechen auf Imatinib gesehen werden
(Lopes 2009). Primare Resistenz, also ein Tumorwachstum innerhalb der ersten sechs
Monate der Imatinib-Behandlung, tritt in etwa 10-20 % der GIST auf. Dabei handelt es
sich um c-Kit oder PDGFRA Wildtyp, c-Kit Exon 9 oder PDGFRA D842V Mutationen
(Demetri 2007). Das Auftreten einer sekunddren Resistenz gegen Imatinib kommt bei
80 % der GIST Behandlungen mit Imatinib vor und stellt ein deutlich gréf3eres Problem
dar. Die durchschnittliche Wirkdauer von Imatinib betragt nur zwei Jahre (Verweij 2004).
MaRgebend fiir die Dauer der erfolgreichen Imatinib-Behandlung ist die Lokalisation der
c-Kit Mutation im primdren GIST. So sprechen GIST mit c-Kit Exon 11 Mutationen besser
auf Imatinib an und zeigen eine lingere progressionsfreie Uberlebenszeit als c-Kit
Mutationen in Exon 9 (Heinrich 2003). Die Wirkdauer von Imatinib auf GIST mit einer
Mutation in der Kinase-Domdne | (Exon 13) oder Wildtyp c-Kit ist jedoch deutlich
geringer als bei Exon 9 mutierten GIST. Mutationen in der Kinase-Domane Il von c-Kit
(Exon 17) sprechen nicht auf Imatinib an, da die Mutation in der Kinase-Domane mit der
Imatinib-Bindung interferiert (vgl. Resistenzmutation). GIST mit c-Kit Wildtyp ist nicht so
stark von der c-Kit Aktivierung abhangig, womit die schwachere Imatinib-Antwort zu
begriinden ware. Der Mechanismus fiir die unterschiedliche Inhibitor-Aktivitat gegen

c-Kit Exon 9 Mutanten ist noch nicht aufgeklart (Duensing 2010).
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Imatinib-Resistenz

Die sekunddre Imatinib-Resistenz ist in den meisten Fallen auf eine sekundare,
erworbene Mutation in c-Kit zurickzufihren. Sehr selten werden andere Mechanismen,
wie die genomische Amplifikation von c-Kit/PDGFRA oder die Aktivierung von
alternativen Onkogenen in Betracht gezogen (Debiec-Rychter 2005). Sekundare
Mutationen treten nicht willkirlich verteilt auf, sondern sind einzelne
Nukleotidaustausche, die entweder die ATP-Bindetasche (Exon 13 und 14) oder den
activation loop (Exon 17 und 18) von c-Kit betreffen. Sekundare Mutationen wurden
auch in der Kinase-Domane Il von PDGFRA nachgewiesen. Verschiedene Studien haben
ergeben, dass bei 44-67 % der GIST eine sekunddre Mutation nach Imatinib-Progression
gefunden werden kann (Liegl-Atzwanger 2010). Der zugrunde liegende Mechanismus
der Imatinib-Resistenz variiert zwischen den beiden Regionen in denen die sekundaren
Kinase-Mutationen auftreten. Sekundare Mutationen in der ATP-Bindetasche inhibieren
direkt die Bindung von Imatinib, Mutationen im activation loop hingegen stabilisieren
die aktive Konformation von c-Kit und verhindern so die fir Imatinib-Bindung
notwendige inaktive Konformation (Gramza 2009). Die Behandlung von Imatinib-
resistenten GIST ist bislang problematisch. Es sind zwar zahlreiche Tyrosinkinase-
Inhibitoren auf dem Markt verfligbar oder in klinischen Testphasen, jedoch zeigen auch
diese nur maRigen Erfolg. Darliber hinaus ist das Ansprechen der Substanzen stark vom

Genotyp der c-Kit Mutation abhangig.

1.3.2 Zweitlinientherapie bei GIST

15 % der GIST-Patienten sind Imatinib-intolerant und mehr als 80 % der Patienten
entwickeln eine Imatinib-Resistenz, deshalb besteht weiterhin Handlungsbedarf.
Sunitinib malate (Sutent, SU11248) gilt seit 2006 als das Medikament erster Wahl bei
Imatinib-progredienten und -intoleranten GIST. Sunitinib ist ein Multikinase-Inhibitor der
neben c-Kit auch die PDGF-Rezeptoren, VDGF-Rezeptoren 1-3, FLT3 und RET inhibiert
(Faivre 2006). Eine Erfolgsrate von 65 % konnte in einer Placebo-kontrollierten klinischen
Studie nachgewiesen werden (Demetri 2006). Analog zur Behandlung mit Imatinib, hat
der Tumor-Genotyp einen signifikanten Einfluss auf die Sunitinib-Aktivitat. GIST-

Patienten mit Wildtyp c-Kit oder Exon 9 Mutation sprechen besser auf Sunitinib an, als
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Patienten mit Exon 11 Mutationen (Gajiwala 2009). Fiir Imatinib-Resistenz Mutationen
in der ATP-Bindetasche von c-Kit ist Sunitinib ebenfalls wirksam, da diese Mutation
lediglich die Bindung von Imatinib beeinflusst (Gramza 2009). Mutationen innerhalb des
activation loop konnen mit Sunitinib jedoch ebenfalls nicht therapiert werden, da auch
Sunitinib nur an die inaktive Form von c-Kit bindet (Gajwala 2009). Der Bedarf an neuen
Therapieansatzen in der GIST-Behandlung ist offensichtlich. Neue Ansatze zielen darauf
ab, die primare Therapie effektiver zu machen und entweder eine Resistenz zu
vermeiden, oder Behandlungsmoglichkeiten fiir Inhibitor-Resistenzen zu entwickeln. Ein
Ansatz ist die Verwendung von verbesserten kompetitiven ATP-Inhibitoren, die eine
hohere Bindungsaffinitat und ein glinstigeres Aktivitatsspektrum haben. Zahlreiche neue
Inhibitoren wurden bislang entwickelt oder sind bereits in klinischen Testphasen. Die
prominentesten bei der GIST-Behandlung sind Nilotinib (Tasigna, Novartis), Sorafenib
(Nexavar, Bayer) und Desatinib (Sprycel, Bistrol-Myers Squibb). Nilotinib befindet sich
fir GIST in der klinischen Testphase Il und ist bereits von der Food and Drug
Administration (FDA) fir Imatinib-resistente Bcr-Abl positive CML zugelassen. Sorafenib
befindet sich fiir die Behandlung von GIST in der klinischen Testphase 2. In vitro Studien
zeigten bereits eine Aktivitdat gegen eine bislang nicht zu inhibierende c-Kit-Mutation
(T6701) (Guo 2007). Desatinib wird hauptsachlich als Src/Abl-Inhibitor vermarktet und ist
von der FDA flr Imatinib-resistente CML/AML zugelassen. In vitro konnte eine
Inhibierung von c-Kit D816V bereits gezeigt werden (Shah 2006). Ein weiterer Ansatz ist
es, Zielmolekiile auRerhalb von c-Kit oder PDGFRA zu inhibieren, die unabhangig vom c-
Kit Genotyp wirken. Dabei sind stromabwarts liegende Signalproteine, die die
Proliferation und das Uberleben der GIST-Zellen regulieren, potentielle Zielmolekiile. Der
PI13K/Akt/mTOR Signalweg spielt diesbeziglich die kritischste Rolle (Bauer 2007). Eine
Reihe von Komponenten zur Inhibierung dieses Signalweges sind derzeit in klinischen
Testphasen (PI3K-Inhibitoren; Akt-Inhibitoren; mTOR-Inhibitoren). Die Unterdriickung
der c-Kit Expression auf transkriptioneller Ebene stellt einen weiteren Ansatz dar. In
diesem Kontext zeigte der Transkriptionsinhibitor Flavopiridol in GIST-Zellen bereits
Erfolge durch Reduktion von antiapoptotischen Proteinen (Sambol 2006). Ein
guadruplex-DNA bindendes Molekiil, welches die c-Kit Promotorregion bindet, zeigte
ebenfalls klinische Erfolge (Gunaratnam 2009). Histondeacetylase-Inhbitoren (HDACI)

gelten als eine vielversprechende neue Klasse bei der Krebstherapie. Eine Acetylierung
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von Lysinresten in Histonen fihrt zur Entspannung der Chromatinstruktur und
beglinstigt die Transkription (Marks 2001). HDACIs zeigen eine selektive Wirkung auf
Tumor-hemmende oder Zellzyklus-inhibierende Gene. Zusatzlich sind
Nichthistonproteine, die eine Schlisselrolle in der Onkogenese und der
Krebsentwicklung spielen, ebenfalls Zielmolekile fiir Acetylierung und Deacetylierung;
dazu zahlt beispielsweise Hsp90 und p53 (Kovacs 2005; Bali 2005). HDACIs fiihren zur
Hyperacetylierung von Hsp90, wodurch die Bindungsaffinitat an Klienten und
Kochaperone herunter gesetzt wird (Murphy 2005, Scroggins 2007). Onkogene Proteine,
wie c-Kit Mutanten sind auf die Chaperonfunktion von Hsp90 dauerhaft angewiesen. Der
HDACI SAHA (Suberoyl-hydroxamsaure) fiihrte zur Induktion von Apoptose in c-Kit
positiven GIST-Zelllinien (Muhlenberg 2009). Ferner gelten Hsp90 und dessen
Cochaperone aufgrund ihrer stabilisierenden Funktion fiir onkogene Proteine generell
als molekulare Zielmolekiile zur Behandlung von Krebs. Auch bei der Behandlung von

Imatinib-restistenten GISTs stellen Hsp90 Inhibitoren eine aussichtreiche Option dar.

1.4 Das Chaperonsystem

1.4.1 Das heat shock protein 90 (Hsp90)

Heat shock proteins (Hsp) sind molekulare Chaperone, deren grundlegendes Paradigma
ist, selektiv nicht-native unperfekt gefaltete Proteine zu erkennen, zu binden und mit
ihnen relativ stabile Komplexe einzugehen, jedoch nicht mit nativen Proteinen (Ellis
1996). Chaperone sind notwendig fur eine Reihe essentieller Zellfunktionen, dazu zdhlen
die de novo Faltung von aufkeimenden Proteinen und die Verhinderung der Protein-
Aggregation, die Translokation der Proteine durch die Membran, sowie die
Qualitatskontrolle im Endoplasmatischen Retikulum (Wiech 1992). Hsp90 ist das 90 kDa
Mitglied in der Familie der Chaperone und tritt in der a- und B-Isoform auf: Hsp90a ist
induzierbar und Uberexprimiert in Krebszellen, wohingegen Hsp90B die konstitutive
Form darstellt. Hsp90 ist hoch abundant und stellt auch im nicht-gestressten gesunden
Zellzustand etwa 1-2 % aller Proteine in der Zelle dar; unter Stress verdoppelt sich die
Menge (Wiech 1992). Mehr als 280 Klientenproteine von Hsp90 sind bekannt; sie decken
fast alle Bereiche der zelluliren Prozesse ab. Zu den Klientenproteinen zahlen

transmembrane Tyrosinkinasen, Zellzyklusregulatoren und Steroidrezeptoren aber auch
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mutierte Signalproteine, weshalb Hsp90 eine bedeutende Rolle bei Krebs zukommt
(Kamal 2004; Pearl 2008). Dabei stabilisiert und aktiviert Hsp90 die fehlgefalteten
Proteine und schiitzt sie vor proteasomaler Degradierung, weshalb es als Zielmolekil bei

der Krebstherapie gilt (Whitesell 2005; Workman 2007) (1.4.4).

Hsp90 kommt in Sdugerzellen als Homodimer vor; jedes Monomer besteht aus einer
N-terminalen ATP-Bindedomane, mit spezifischer ATP-Bindetasche, einer Mitteldomane
und einer dimerisierten C-terminalen Domane. Die ATPase-Aktivitat von Hsp90 spielt
eine zentrale Rolle bei der Faltung von Proteinen im Chaperon-Zyklus (1.4.3). Dabei
zirkuliert Hsp90 zwischen dem gedéffneten ADP-gebundenen und dem geschlossenen
ATP-gebundenen Zustand. Im geoffneten Zustand sind die beiden Hsp90 N-Termini
voneinander getrennt und Klientenproteine kénnen gebunden werden. Die Bindung von
ATP fiihrt zum SchlieBen der ATP-Bindetasche und bringt die beiden N-Termini so nahe
aneinander, dass sich eine dimerisierte Hsp90 Ringstruktur bildet (Richter 2008;
Terasawa 2005). Diese Konformationsanderung fiihrt zu einer geschlossenen Form, die

die Klientenproteine umschlieBt und ihnen so in eine stabilere Struktur aufpragt.

1.4.2 Das Cochaperon Cdc37

Cdc37 (cell division cycle 37) wurde urspringlich in Hefe als essentielles Zellzyklus-
Protein entdeckt und erwies sich spater als Kinase-spezifisches Cochaperon von Hsp90
(Reed 1980; Pearl 2005). Cdc37 hat ein Molekulargewicht von 50 kDa und kommt als
Dimer vor. In den meisten Fallen ist die Kinase ebenfalls mit Hsp90 assoziiert, es bleibt
jedoch die Moglichkeit, dass Cdc37 auch unabhangig von Hsp90 mit der Kinase
interagieren kann (Pearl 2005). Derzeit sind insgesamt 55 Klientenproteine fiir Cdc37
beschrieben, darunter onkogene Proteine. Eine Interaktion mit c-Kit wurde bislang nicht
beschrieben, wurde aber im Rahmen dieser Untersuchung gefunden. Cdc37 spielt eine
wichtige Rolle im Chaperon-Zyklus bei der Beladung der Klientenkinase mit Hsp90
(vgl. 1.4.3). Dabei fungiert es als Briicke zwischen Hsp90 und der Klientenkinase.
Strukturell besteht Cdc37 aus einer N-terminalen Domaéne, die fiir die Bindung der
Proteinkinase essentiell ist, einer Mitteldomane an der Hsp90 binden kann und einer
C-terminalen Seite. Die N-terminale Seite weilSt zusatzlich eine Phosphorylierungsstelle

auf(Ser-13), die von casein kinase 2 (CK2) phosphoryliert wird (Bandhakavi 2003). Die
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Phosphorylierung von Ser13 ist essentiell fiir die Rekrutierung von Cdc37 zu den Hsp90-
Klientenkinasen-Komplexen, zeigt jedoch nur geringe Effekte bei der Bindung von freiem
Hsp90 (Shao 2003; Miyata 2003). Cdc37 bindet an ein bestimmtes Erkennungsmotif
(GXFG) im glycine loop der Kinase (Terasawa 2006). Uber die Mitteldomane bindet
Cdc37 an die N-terminale ATP-Bindetasche, inhibiert so die ATPase-Aktivitat und
verhindert die N-terminale Dimerisierung von Hsp90. Hsp90 verweilt im gedffnetem
Zustand, was Voraussetzung flr die Klientenbeladung ist (Siligardi 2002, Roe 2004). Die

Rolle von Cdc37 als ,,uniibliches Onkoprotein® wird in Abschnitt 1.4.4 beschrieben.

1.4.3 Der Chaperon-Zyklus von Kinasen und die Wirkung von Hsp90
Inhibitoren

Die ATPase-Aktivitdt von Hsp90 ist reguliert durch das geordnete, dynamische
Zusammenspiel mit Cochaperonen im sogenannten Chaperon-Zyklus (Abbildung 2).
Dabei bilden sich Multi-Proteinkomplexe aus, die mit der konformations-abhangigen
ATPase-Aktivitdit von Hsp90 gekoppelt sind (Smith 1990; Kosano 1998). Die ATPase-
Aktivitat von Hsp90 selbst treibt den Chaperon-Zyklus an (Kamal 2004). Zunachst bildet
die neu synthetisierte oder fehlgefaltete Kinase den friihen Komplex aus, indem sie mit
Hsp40 und Hsp70 interagiert, wodurch die Aggregation verhindert wird (Arlander 2006).
In diesem Stadium kann Cdc37 bereits schwach an die Kinase binden (Caplan 2006).
Durch Bindung weiterer Cochaperone an den frilhen Komplex entsteht der intermediare
Komplex. Die Zusammensetzung der Cochaperone ist klientenabhdngig; bei Komplexen
mit Kinasen bindet oft das Hsp organising protein (Hop) und eventuell Hip und Cdc37.
Cdc37 ist an der Klientenbeladung von Hsp90 beteiligt, indem es Hsp90 in gedffneten
Zustand halt (1.4.2). Der reife Komplex entsteht durch die Bindung von ATP an Hsp90
und der Hydrolyse von Hsp40, Hsp70 und Hop. Cdc37 kann auch erst an diesen reifen
Komplex binden und dann als Katalysator fiir die konformationelle Reifung der Hsp90-
Klientenproteine fungieren, wobei auch p23 oder Immunophilline beteiligt sein kdnnen
(Kamal 2004). Der reife Komplex, kann abhdngig von der Stabilitat der Kinase weiterhin
bestehen bleiben (1.4.4). Hsp90 Inhibitoren binden an den intermedidren Komplex in die
konservierte N-terminale ATP-Bindetasche von Hsp90 und verhindern die Bindung von
ATP, sowie die Hsp90- abhdngige Chaperonaktivitdt und die Reifung des intermediaren

Komplexes (Whitesell 1994; Prodromou 1997; Stebbins 1997; Obermann 1998; Miller
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1994; Mimnaugh 1996). In Folge dessen wird die Klientenkinase durch eine E3-Ubiquitin-

Ligase ubiquitinyliert und zum Proteasom transportiert, wo sie degradiert (Abbildung 2).

gefaltet ungefaltet

Friher
Komplex

Reifer
Komplex

Hsp70
Intermediarer
Hsp40 Komplex

P ATP P

Hop

E3 Ligase

Ubiquitinilierung
Proteasom

Abbildung 2: Chaperon-Zyklus von Kinasen (modifiziert nach Kamal 2004, Caplan 2007)

Eine neu-synthetisierte oder fehlgefaltete Kinase interagiert zunachst mit Hsp40 und
Hsp70 und bildet damit den friihen Komplex aus, was die Aggregation verhindert. Zur
Bildung des intermedidaren Komplexes, werden zusatzlich Hsp90, Hop und Cdc37 zum
Chaperon-Komplex rekrutiert. Durch ATP-Bindung und Hydrolyse entsteht der reife
Komplex. 17AAG bindet an die ATP-Bindetasche von Hsp90 und verhindert die Reifung
des intermedidaren Komplexes. Die Klientenkinase wird beispielsweise durch die E3-
Ubiquitin-Ligase, ubiquitiniliert und zum Proteasom transportiert, wo sie degradiert.

1.4.4 Hsp90 und Cdc37 als Zielmolekiile bei der Krebsbehandlung

Hsp90 gilt als Vermittler der Onkogenese, da es eine Reihe von liberexprimierten oder
mutierten Proteinen stabilisiert und ihnen damit ihren karzinogenen Einfluss ermoglicht
(Pearl 2005; Calderwood 2006). Die Stabilitdt des N-Lobes der Kinase entscheidet
darliber, ob sie eine permanente Stabilisierung durch Hsp90 und auch Cdc37 bendtigt
oder nicht (Caplan 2007). Die onkogenen Proteine p53, Met, B-Raf, Akt und c-Kit
beispielsweise werden dauerhaft durch Hsp90 und eventuell durch Cdc37 stabilisiert

(Gray 2008). Hsp90 Inhibitoren binden mit hoherer Affinitdt als die natirlichen
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Nukleotide an Hsp90 und verhindern dessen Zirkulation zwischen seinem ADP- und ATP-
gebundenem Zustand. Derzeit gibt es zahlreiche Hsp90 Inhibitoren, wie Geldanamyzin
und dessen Derivate 17AAG (17 Allylamino-17-Desmethoxygeldanamycin), 17DMAG (17-
Dimethylaminoethylamino-17-demethoxy-geldanamycin) und IPI-504 (17-Allylamino-17-
demethoxygeldanamycin-hydrochinon-hydochlorid). Hsp90 ist hoch abundant in jeder
Zelle und hat zahlreiche essentielle Funktionen. Der Inhibitor muss selektiv auf
Krebszellen wirken und darf normale Zellen nicht beeinflussen. Diese Selektivitat ist
gegeben, da Hsp90 Inhibitoren eine 100-fach héhere Affinitat fir Hsp90 in Krebszellen
haben, als fiir Hsp90 aus normalen Zellen. Hsp90 in Tumorzellen liegt komplexiert mit
dem Klienten im Multi-Chaperon-Komplex vor, dieser hat eine erhéhte ATPase-Aktivitat.
In normalen Zellen jedoch liegt Hsp90 unkomplexiert vor mit geringerer ATPase-Aktivitat
(Kamal 2003) (Abbildung 3). In vitro Studien bestatigten die selektive Wirkung der Hsp90
Inhibitoren auf mutierte Proteine. Beispielsweise zeigten die Wildtyp-Proteine B-Raf,
EGFR und c-Kit in Zelllinien kaum Degradierung bei Behandlung mit Hsp90 Inhibitor, im
Gegensatz zu mutierten Proteinen (Grbovic 2006; Sawai 2008; Bauer 2006). Dariber
hinaus ergaben sich mutationsspezifische Antworten auf den Hsp90 Inhibitor, die auf die
Lokalisation der Mutationen zurlickzufiihren waren. So ergaben sich bei Mutanten der
Kinase B-Raf differentielle Sensitivitditen flir Geldanamycin, die wiederum mit den
Bindungsaffinitaten von Hsp90 an die Klientenkinase korrelierten (Da Rocha Dias 2005;
Kamal 2003). Ursachlich fir die differentiellen Inhibitor-Sensitivitdten und damit auch
fir die Bindung der Chaperone an die Kinase ist nicht der Aktivitatsstatus
(Phosphorylierungsgrad) der Kinase, sondern vielmehr die strukturelle Instabilitat in der
katalytischen Domane der Kinase. Die Kinase kann dabei sowohl im aktiven als auch im

inaktiven Zustand instabil oder stabil sein (Da Rocha Dias 2005; Caplan 2007).

Das Cochaperon Cdc37 gilt neben Hsp90 als geeignetes molekulares Zielmolekil bei der
Behandlung von Krebs. Cdc37 ist in proliferierenden Geweben stark iberexprimiert und
gilt als unibliches Onkoprotein, da es nicht direkt in onkogene Signalwege eingreift.
Neben der bereits beschriebenen Rolle bei der Klientenbeladung von Hsp90 ist es
ebenfalls an der Stabilisierung von mutierten und/oder Uberexprimierten onkogenen
Kinasen beteiligt (Abbildung 3). Cdc37 wurde es bislang noch kaum als Zielmolekdil

bericksichtigt (Roe 2004; Kamal 2003). In vitro Experimente, in denen Cdc37 mittels
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SiRNA (small interfering RNA) in humanen Darmkrebszellen ausgeschaltet wurde, zeigten
eine verstarkte proteasomal-vermittelte Degradierung von Klientenkinasen (Smith
2009). Es gibt derzeit nur wenige Cdc37 Inhibitoren, einer davon ist das pflanzliche
Triterpen ,Celastrol”. Anders als Hsp90 Inhibitoren unterbricht Celastrol den Cdc37-
Hsp90-Komplex und inhibiert die ATPase-Aktivitat von Hsp90 ohne die ATP-Bindung zu
blockieren (Zhang 2009; Sreeramulu 2009). Dabei inhibiert Calestrol die Reifung und
Aktivitat der Kinase, bewirkt jedoch keine Degradierung des Klienten (Gray 2008). In
Krebszelllinien wurde durch die Inhibierung der Hsp90-Cdc37-Interaktion mit Celastrol
Apoptose induziert. Im Xenograft-Modell konnte das Tumorwachstum reduziert werden
(Zhang 2008). Cdc37 gilt auch als geeigneteres Zielmolekiil zur Inhibierung des
Chaperonkomplexes: Zum einen, weil Cdc37 im Gegensatz zu Hsp90 nicht essentiell fir
das intrazelluldre Uberleben seiner Klienten ist und zum anderen, weil Cdc37 nur mit
einer Untergruppe der Hsp90-Klientenproteine interagiert (Gray 2008). Des Weiteren
bewirkt das Ausschalten von Cdc37 keine Induktion von Hsp70, was aber bei Hsp90
Inhibitoren auftritt (Smith 2008). Eine weitere Mdoglichkeit konnte eine
Kombinationstherapie durch ein kombiniertes Ausschalten von Cdc37 und Hsp90 sein

(Smith 2008).
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Abbildung 3: Modell zur Tumorselektivitdit von Hsp90 Inhibitoren (modifiziert nach
Kamal 2004)

In normalen Zellen liegt Hsp90 unkomplexiert vor und hat eine geringe Affinitdt zu
Hsp90 Inhibitoren. In Normalgewebe akkumuliert Hsp90 nur sehr schwach, weshalb die
Inhibitor- Sensitivitdt dort ebenfalls gering ist. In Krebszellen ist Hsp90 an der aktiven
Stabilisierung der tGberexprimierten Onkoproteine beteiligt und tritt zusammen mit den
Cochaperonen (wie z.B. Cdc37 und/ oder Hop) in komplexierter Form auf. Komplexiertes
Hsp90 in Krebszellen zeigt eine hohe Bindungsaffinitat zu Hsp90 Inhibitoren. Hsp90
akkumuliert in Tumorgewebe wobei Tumorzellen wiederum sehr sensitiv gegeniber
Hsp90 Inhibitoren sind.

1.5 Inhibierung des Hsp90/Cdc37 Chaperonsystems zur
Behandlung von GIST

Die Inhibierung von Cdc37 bei der Behandlung von GIST wurde bislang noch nicht
untersucht, da die Interaktion mit c-Kit im Rahmen dieser Arbeit erstmals identifiziert
wurde. Zu den Hsp90 Klientenproteine zahlen zahlreiche Protoonkogene, weshalb die

Hsp90 Inhibierung fir die Behandlung verschiedener Krebserkrankungen von hohem
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Interesse ist. 1999 kam der erste Hsp90 Inhibitor 17AAG in die klinische Testphase. Die
ersten zwolf klinischen Studien mit 17AAG an mehr als 300 Krebspatienten fiihrten zu
keiner einzigen klinischen Remission, auch wenn vorklinische Studien dessen
inhibitorische Wirkung zeigten. Die Diskrepanz zwischen den in vitro Experimenten und
den klinischen Studien st auf die schlechte Wasserloslichkeit von 17AAG
zuriickzufiihren. Physiologische Barrieren im Gewebe konnten nicht Uberwunden
werden. Die Entwicklung von wasserl6slicheren Hsp90 Inhibitoren, wie z.B. 17DMAG
oder IPI-504 fiihrten zu erfolgreicheren klinischen Studien. Bis zum heutigen Zeitpunkt
wurden 40 klinische Studien mit verschiedenen Hsp90 Inhibitoren durchgefiihrt und
abgeschlossen (Banerji 2005; Li 2009). Aktuell laufen mehr als 25 klinische Studien mit
14 verschiedenen Hsp90 Inhibitoren (Kim 2009). Nachfolgend werden die

Untersuchungen beziiglich c-Kit und GIST betrachtet.

17AAG zeigte inhibitorische Wirkungen in GIST-Zelllinien mit Imatinib-resistenter und
Imatinib-sensitiver c-Kit Mutation, jedoch nicht in GIST-Zelllinien mit Wildtyp c-Kit. Die
Inhibierung fiuhrte zur Reduktion von phosphoryliertem c-Kit und der c-Kit Expression
per se, sowie zur Hemmung der Zellproliferation (Bauer 2006). Der Hsp90 Inhibitor STA-
9090 (Syntax, Pharmaceuticals Corp.) unterscheidet sich strukturell von den
Geldanamyzinderivaten und zeigte inhibitorische Aktivitat in Mastzelllinien, die c-Kit
Wildtyp oder mutiertes c-Kit exprimieren (Lin 2008). Auch GIST-Zelllinien und Imatinib-
resistente Tumore mit c-Kit Mutation waren STA-9090 sensitiv (5-15-fach hoher im
Vergleich zu 17AAG) (Poster Fletcher 2009). Der Hsp90 Inhibitor IPI-504 ist die chemisch
modifizierte, wasserlosliche Form von 17AAG. Den klinischen Studien von IPI-504
vorangegangen war das sog. ,proof of concept”, welches gezeigt hatte, dass Hsp90 als
,Regulator” von c-Kit in GIST-Zellen fungiert (Demetri 2007). 2008 begann die erste
Phase der klinischen Studie mit progredienten GIST Patienten. Diese Patienten wurden
im Durchschnitt bereits mit 2,7 verschiedenen Kinase-Inhibitoren, wie Imatinib (100 %),
Sunitinib (93 %) und Nilotinib (20 %) behandelt. [IPI-504 fiihrte bei 70 % der GIST-
Patienten zur Stabilisierung des Tumors (disease control). Die Behandlung wurde in den
klinischen Phasen | und Il im Allgemeinen gut toleriert. In den meisten Fallen war die
Toxizitat sehr gering (Grad 1 oder 2), nur sehr wenige Patienten zeigten maRige oder

schwere Nebenwirkungen (Grad 3 oder 4) (Infinity, Pharmaceuticals; GISTsupport.org).
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Daraufhin wurde 2009 die Phase Il der klinischen Entwicklung, auch RING trail genannt,
durchgefiihrt. Mehr als 250 Patienten mit progredienten GIST nahmen an dieser
randomisierten und Placebo-kontrollierten Studie teil. Unerwarteterweise waren die
Nebenwirkungen von IPI-504 stark. Der Tod von vier GIST-Patienten war auf die Toxizitat
von IPI-504 zurilickzuflihren, was zum vorzeitigen Abbruch der Studie fiihrte. Ursachlich
am Tod der Patienten waren Leber- und Nierenversagen, metabolische Azidose und
Herzstillstand. Die hohe Toxizitdt von IPI-504 hinterlieB viele offene Fragen.
Moglicherweise ist die hohe Toxizitat unvermeidlich in einer Untergruppe von GIST
Patienten, im Besonderen bei Patienten die bereits zuvor sehr intensiv mit anderen
Inhibitoren behandelt wurden und sich deshalb in einem weniger stabilen Zustand
befinden. Es ist auch denkbar, dass die im RING trail gesehene Toxizitat nicht auf die
Hsp90 Inhibierung per se zuriickzufiihren ist, was mit dem Einsatz einer anderen Hsp90
Inhibitorklasse umgangen werden kdnnte. Im Weiteren korrelierte der Schweregrad der
Nebenwirkungen mit der Dosis von IPI-504. Demzufolge ist eine optimale Inhibitor
Dosierung fir die Behandlung von GIST notwendig (GISTsupport.org). Derzeit werden
klinische Studien mit dem Hsp90 Inhibitoren BIIBO2 (Biogen-ldec) und STA-9090 (Synta
Pharmaceuticals Corp) mit GIST durchgefiihrt. Die klinische Testphase Il wurde mit dem
synthetischen Hsp90 Inhibitor BIIBO2 (Biogen-ldec) aktuell abgeschlossen. Die Firma
Biogen Idec hat bislang keine Ergebnisse veroffentlicht (Lin 2008, Firma Biogen Idec). Der
Inhibitor STA-9090 wird momentan in elf klinischen Studien getestet, fir GIST ist er

aktuell in der klinischen Phase I, Ergebnisse sind noch nicht publiziert.

Obwohl auch 10 Jahre nach dem Eintritt des ersten Hsp90 Inhibitors in klinische Studien
bislang noch kein Hsp90 Inhibitor zugelassen wurden, gibt es erhebliche Fortschritte auf
verschiedenen Ebenen und potentielle Wege die eine Genehmigung greifbar machen
(Kim 2009). Dabei sind die Krankheits-spezifischen klinischen Studien von groRer
Bedeutung, da die verschiedenen Hsp90 Klienten unterschiedliche Antworten auf Hsp90
Inhibitoren zeigen und deshalb einer differentiellen Inhibitor-Behandlung und Dosis
bediirfen (Sawai 2008; Biamonte 2010). Wie bereits in Abschnitt 1.4.4 beschrieben,
zeigen auch die verschiedenen Mutanten eines Klientenproteins differentielle Inhibitor-
Sensitivitditen. Um die einzelnen Vulnerabilititen von Tumorzellen auf die Hsp90

Monotherapie oder Kombinationstherapie abzustimmen, ist die individuelle molekulare
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Charakterisierung, sowie das molekulare Verstindnis von primdren und rezidiven

Tumoren sehr hilfreich (Kim 2009).

1.6 Expressions-entkoppelte Tandem-Affinitatsreinigung (u-TAP)

Die Tandem-Affinitatsreinigung (Tandem Affinity Purification, kurz: TAP) wurde 1999 fiir
den Hefeorganismus entwickelt und erlaubt die Reinigung von Proteinkomplexen unter
nativen Bedingungen (Rigaut 1999). Diese Methode ist bereits in vielfaltiger Weise zur
Identifizierung von Interaktionspartnern, in einigen Fallen sogar zur ldentifizierung
komplexer Signalwege, eingesetzt worden. Das zu untersuchende Protein ist N- oder
C-terminal mit einem sogenannten TAP-tag versehen und wird als Fusionsprotein
exprimiert. Mittlerweile gibt es verschiedene Varianten des TAP-tags, jedoch bestehen
alle aus zwei verschiedenen Affinitatstags und einer mittelstandigen proteolytischen
Schnittstelle. Bei der TAP-Methode wird das TAP-fusionierte Protein, auch Kéderprotein
genannt, auf moglichst nativem Niveau exprimiert und aus dem Zelllysat zusammen mit
seinen assoziierten Bindepartnern sequentiell Gber den TAP-tag aufgereinigt. Dabei wird
es zunachst chromatographisch Uber den ersten Affinitdts-tag gereinigt und
anschlieend proteolytisch von diesem abgespalten. Nachfolgend wird das Protein tber
den zweiten Affinitats-tag gereinigt und im Folgenden mit seinen gebundenen
Interaktionspartnern eluiert. Die Analyse der Protein-Interaktionspartner erfolgt
massenspektrometrisch nach vorheriger Auftrennung mittels SDS-PAGE und
enzymatischem  Verdau. Die Verknipfung zweier aufeinander folgender
Affinitatsschritte, sowie die proteolytische Spaltung bewirken eine sehr hohe
Empfindlichkeit bei weitgehender Vermeidung falsch positiver Interaktionspartner
(Rigaut 1999; Puig 2001). Die hohe Spezifitdt ermoglicht nicht nur die Identifizierung von
bilateralen Interaktionen, sondern auch die Isolation von ganzen Proteinkomplexen.
Auch biochemische Manipulationen sind moglich, z.B. durch extrazellulare Stimulation
der Zelle. Allerdings fiihrt die Expression des Koderproteins haufig zu zelluldren SOS-
Antworten, was mit entsprechenden Stérungen in Signalkaskaden einhergeht. Aus
diesem Grund sollte das Expressionsniveau des Koderproteins moglichst auf
physiologischem Niveau gehalten werden. Zwar gelang die Ubertragung der

TAP-Methode auf E. coli und eukaryotische Zelllinien oder Organismen, jedoch sind fiir
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die notige Expression des Kdderproteins auf physiologischem Niveau relativ groRe
Zellmengen notwendig, um eine ausreichende Proteinmenge zur

massenspektrometrischen Analyse zu erhalten (Cox 2002; Veraksa 2005; Angrand 2006).

Die expressions-entkoppelte Tandem-Affinitatsreinigung (uncoupled TAP, kurz: u-TAP) ist
eine neu entwickelte TAP-Variante, die sich besonders fiir die Identifizierung von
Protein-Protein Interaktionen in eukaryotischen Zellsystemen eignet, aber dariiber
hinaus weitere Vorteile bietet (Erloruch 2010). Die u-TAP-Methode stellt eine
Kombination aus dem klassischen Pull-down-Ansatz und der TAP-Methode dar. Dabei
wird das TAP-fusionierte Koéderprotein in einem vom zu untersuchenden Zellsystem
getrennten System exprimiert und aufgereinigt. Nach dessen Aufreinigung wird das
Koderprotein zum zu untersuchenden Material gegeben und die TAP-Methode wie oben
beschrieben durchgefiihrt. Die u-TAP-Methode wurde bislang nur fir Untereinheiten der
cAMP-abhéangigen Proteinkinase A (PKA) etabliert (Erlbruch 2010). In diesem Fall wurden
die Koderproteine durch die spezifische Affinitdt von PKA zum Proteinkinaseinhibitor
(PKI)  (PKI(5-24)-Affinitatschromatographie) aufgereinigt (Girod 1996). Weitere
Reinigungsmoglichkeiten des Koderproteins waren direkt Uber die IgG-Bindedomane
oder Uber einen zusatzlichen His-tag moglich. Durch die getrennte Aufreinigung des
Koderproteins entsteht eine vollige Freiheit bei der Wahl des zu untersuchenden
Systems. So kénnen neben Zelllinien auch Gewebe und Organe (z.B. Tumore) untersucht
werden. Das Koderprotein liegt, wie im klassischen TAP-Ansatz, in nativer Form vor,
kann aber zusatzlich vollstandig biochemisch charakterisiert und modifiziert (z.B. in vitro
phosphoryliert) werden. Des Weiteren kdnnen parallele Analysen durchgefiihrt werden,
die zum Beispiel einen direkten Vergleich zwischen einem mutierten Protein und dessen
Wildtyp erlauben. Die SOS-Antwort, die im klassischen TAP-Ansatz bei Expression des
Koderproteins haufig auftritt, fallt durch Entkopplung der Kéderproteinexpression weg.
Ein theoretischer Nachteil der u-TAP-Methode besteht darin, dass sich das Koderprotein
nachtraglich in vitro in die Proteinkomplexe integrieren muss. Mit dem u-TAP-Ansatz
unter Verwendung von TAP-fusionierten PKA Untereinheiten, konnten zahlreiche
bekannte Interaktionspartner, sowie binare, tertiare und quartare Komplexe identifiziert
werden. Zusatzlich konnte eine bisher unbekannte Interaktionen mit dem cycle and

apoptosis regulatory protein-1 (CARP) identifiziert und verifiziert werden. Der
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u-TAP-Ansatz erweitert die Anwendungsmoglichkeiten des in vivo TAP-Assay und stellt
eine relativ einfache Strategie zur ldentifizierung von Zell- und Gewebe-spezifischen
Proteinkomplexen dar. Eine Ubertragung der Methode auf weitere Proteine, wie z.B.
Rezeptortyrosinkinasen, konnte der Aufklarung von Protein-Interaktionen und von

Signaltransduktionswegen dienen.

1.7 Problemstellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Eine Mutation in der Rezeptortyrosinkinase c-Kit ist typischerweise die molekulare
Ursache flr die Entstehung von Gastrointestinalen Stromatumoren (GIST), welche die
haufigsten mesenchymalen Tumore im Verdauungstrakt darstellen. Der Tyrsoinkinase-
Inhibitor Imatinib gilt seit 2002 als das Standardmedikament zur Behandlung von
metastasierten GIST und zeigt bei der groRen Mehrheit der GIST-Patienten
therapeutischen Erfolg. Problematisch bei der GIST-Behandlung mit Imatinib ist das
Auftreten einer Imatinib-Resistenz, die oft auf eine sekunddre Mutation in c-Kit
zuriickzufiihren ist. Die Zweitlinientherapie zur Behandlung von Imatinib-resistenten
GIST ist trotz der Verfligbarkeit weiterer Inhibitoren nur maRig erfolgreich, sodass es der
Entwicklung neuer Strategien bedarf. Essentiell in diesem Zusammenhang sind das
Verstandnis der Protein-Interaktionsnetzwerke und die ldentifizierung differentieller

und mutationsspezifischer c-Kit Binderpartner.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Protein-Interaktionsstudien mit den klinisch
relevantesten primadren und Imatinib-resistenten, sekundaren GIST-assoziierten c-Kit
Mutanten und c-Kit Wildtyp durchgefiihrt werden. Die expressions-entkoppelte
Tandem-Affinitatsreinigung (u-TAP) kombiniert mit massenspektrometrischer Analyse
sollte dabei Einsatz finden. Bei dieser Form der TAP-Methode wird das Kdderprotein
getrennt vom zu untersuchenden Zellsystem aufgereinigt und kann somit vollstandig
charakterisiert werden. Ein besonderer Fokus bei der Charakterisierung sollte dabei auf
dem Tyrosinphosphorylierungsmuster der mutierten c-Kit Proteine und des c-Kit
Wildtyps liegen, da dieses einen wichtigen Einfluss auf die Bindung von
Interaktionspartnern hat. Durch vergleichende Untersuchungen von c-Kit Wildtyp und
GIST-assoziierten c-Kit Mutanten sollten bereits fiir die GIST-Therapie bekannte

molekulare Zielmolekiile, wie z.B. Hsp90, besser charakterisiert und auf
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mutationsspezifische Eigenschaften hin untersucht werden. Das Ziel dabei war, zu einer
individuelleren und gezielteren GIST-Therapie zu gelangen. Des Weiteren sollte der
Einfluss bereits bekannter Inhibitoren auf das Interaktionsnetzwerk von c-Kit sowie die
Abhangigkeit der Inhibitoren vom c-Kit Genotyp untersucht werden. Neben den bereits
bekannten sollten auch potentielle neue Zielmolekiile fiir die GIST-Therapie identifiziert
und verifiziert werden. Generell sollten bei diesen Untersuchungen c-Kit Genotyp-

spezifische Bindungseigenschaften im Mittelpunkt stehen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden — falls nichts anderes angegeben
—von den gangigen Anbietern wie AppliChem, Eppendorff, Falcon, Greiner, Merck, Roth,

Sigma-Aldrich, StarLab und TPP bezogen.

2.1.2 Vektoren und Plasmide

Tabelle 1: Plasmide und Vektoren

Bezeichnung Gen/Referenznummer Quelle
pRAV-Flag TAP-tag Xuidong Liu, Colorado, USA
pcDNA3.1(+) Expressionsvektor Invitrogen
c-Kit NM_000222 OriGene
Hsp90 NM_007355.2 OriGene
Cdc37 NM_007065 OriGene
pDEST-27 GST-tag Invitrogen
Cdc37, gateway pDONR221 NM_007065 Invitrogen
pcDNA3.1-TAP TAP-tag A. Erlbruch, DKFZ, Heidelberg
pBluescript Il KS(+/-) Expressionsvektor Fermentas

2.1.3 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Tabelle 2 und 3) wurden von der

Firma MWG Biotech bezogen.

Tabelle 2: Primer fir die Klonierung von c-Kit (aa544-977) in pRAV-Flag

Strang Sequenz (5°-3°)
Forward ACGCGTCGACAAACCTACAAATATTTACAGAAACCC
Reverse AAGGAAAAAAGCGGCCGCGCTATCAGACATCGTCGTGCACAAG
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Tabelle 3: Primer fiir die Mutagenese von TAP-c-Kit (aa544-977)

(Ii;lll(xittation Strang  Sequenz (5°-37)
Forward CCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGGATGTTGAGGAGATAAATGG
V5590 Reverse CCATTTATCTCCTCAACATCCTTCCACTGTACTTCATACATGGG
Forward CATGTATGAAGTACAGTGGAAGGTTGATGAGGAGATAAATGG
V5600 Reverse CCATTTATCTCCTCATCAACCTTCCACTGTACTTCATACATG
Forward GAAGTACAGTGGAAGGTTGAGGAGATAAATGG
del5s9 Reverse CCATTTATCTCCTCAACCTTCCACTGTACTTC
Forward CCCATGTATGAAGTACAGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGG
delos7 Reverse CCATTTATCTCCTCAACAACCTTCTGTACTTCATACATGGG
Forward CAGAAACCCATGTATGAAGTACAGGTTGTTGAGGAGATAAATGG
delos8 Reverse CCATTTATCTCCTCAACAACCTGTACTTCATACATGGGTTTCTG
Forward GAGCCAACACAACCTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCC
H7eP Reverse GGGAAACTCCCATTTGTGATCATAAGGAGGTTGTGTTGGGTC
Forward GCCCTCATGTCTGAACTCAAAGAACTGAGTTACCTTGG
(oazt Reverse CCAAGGTAACTCAGTTCTTTGAGTTCAGACATGAGGGC
Forward GCCAGAGACATCAAGAATGCTTCTAATTATGTGGTTAAAGG
D820A Reverse CCTTTAACCACATAATTAGAAGCATTCTTGATGTCTCTGGC
Y8230 Forward CAGAGACATCAAGAATGATTCTAATGATGTGGTTAAAGGAAACGC

Reverse GCGTTCCTTTAACCACATCATTAGAATCATTCATGTCTCTG
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2.1.4 Antikorper

Tabelle 4: Primare Antikorper

Primare Antikorper

Kaninchen-anti-c-Kit C-19, polyklonal (Santa Cruz Biotechnology)
Maus-anti-c-Kit Ab 81, monoklonal (Santa Cruz Biotechnology)

568,570

Kaninchen-anti-c-Kit pY , polyklonal (Invitrogen)

2L polyklonal (Invitrogen)

Kaninchen-anti-c-Kit pY
Maus-anti-Hsp90 4F10, monoklonal (Santa Cruz Biotechnology)
Kaninchen-anti-Cdc37 H-271, polyklonal (Santa Cruz Biotechnology)
Maus-anti-c-Kit Cdc37 C-11, monoklonal (Santa Cruz Biotechnology)
Kaninchen-anti-DYDDDDK Tag, polyklonal (Cell Signaling)

Kaninchen-anti-B-Aktin, polyklonal (Cell Signaling)

Tabelle 5: Sekundare Antikorper

Sekundare Antikérper (Meerrettichperoxidase-gekoppelt(HRP))

Anti-Maus IgG HRP-gekoppelt (Cell Signaling)
Anti-Kaninchen IgG HRP-gekoppelt (Cell Signaling)

2.1.5 Standardpuffer

TBS (pH 7,6): 20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl

TBS-T: TBS (pH 7,6), 0,1 % Tween-20

TAE Puffer (pH 8,5): 40 mM Tris-HCl, 40 mM Essigsaure, 1 mM EDTA

Transferpuffer (pH 7,2): 25 mM Bicine, 25 mM Bis-Tris, 1 mM EDTA, 0,05 mM
Chlorobutanol

MES-Laufpuffer (pH 7,2): 50 mM MES, 50 mM Tris, 3,5 mM SDS, 1 mM EDTA
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Die Transformation - das Einbringen von genetischem Material in kompetente Bakterien
- wurde in dieser Arbeit mit den E. coli Stammen Novablue Singles (Novagen) und
SCS110 (Stratagene) durchgefiihrt. Beide Bakterienstimme wurden zur Amplifizierung
von Plasmid-DNA verwendet. Der Bakterienstamm SCS110 ist ein dcm/dam negativer
Stamm und ermdoglicht eine Amplifizierung von nicht-methylierter Plasmid-DNA. Dies
kann Voraussetzung fir die Verwendung methylierungssensitiver Restriktionsenzyme
zum Verdau genomischer DNA im Rahmen einer Klonierung sein. Pro Transformation
wurde ein 50 ul Aliquot der tiefgefrorenen Zellen auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe der
DNA (0,25-0,5 ug gereinigte Plasmid-DNA oder 10-20 ul Ligationsansatz) wurden die
Zellen 30 min auf Eis inkubiert und im Anschluss daran einem einmintigen Hitzeschock
bei 42 °C ausgesetzt. Nach 5-minutiger Inkubation auf Eis wurde 250-500 ul SOC-
Medium (Invitrogen) hinzugegeben und fiir 10-60 min bei 37 °C inkubiert, um den Zellen
die Moglichkeit zu geben, das plasmidkodierte Resistenzgen zu exprimieren. 40-100 pl
des Transformationsansatzes wurden auf antibiotikahaltigen LB-Platten ausplattiert und

Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.2 Praparation von Plasmid DNA

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte unter Verwendung des ,,Qiaprep Spin
Miniprep“-Kits (Qiagen) oder im groflen Malstab mit dem ,PureLink™ HiPure Plasmid
Maxiprep“-Kit (Invitrogen) nach Anleitung der Hersteller. Konzentration und Reinheit der
DNA wurden photometrisch bei 260 nm bzw. bei 260/280 nm bestimmt und die

Identitat des Plasmids durch Restriktionsanalysen kontrolliert.

2.2.3 DNA Restriktion

Die Restriktion der DNA mittels Endonukleasen wurde unter Anwendung der vom

Hersteller (NEB) empfohlenen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt.
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2.2.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten im
Agarosegel

Zur Auftrennung von DNA wurden 0,8-2 %ige Agarosegele mit TAE-Puffer und 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid hergestellt. Die Proben wurden mit 6x-Auftragspuffer (Fermentas)
versetzt, zusammen mit einem geeigneten GroéRenstandard (Fermentas) aufgetragen
und mit TAE als Laufpuffer bei 100 V aufgetrennt. Die DNA-Fragmente konnten durch

Bestrahlung mit UV-Licht im Gel Doc XR-System (Biorad) sichtbar gemacht werden.

2.2.5 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Die fir die Klonierung bendtigten DNA-Fragmente wurden zundchst mit einem Skalpell
aus dem Gel ausgeschnitten und im Weiteren mit dem , QlAquick Gel Extraction Kit“

(Qiagen) nach Vorschrift des Herstellers aufgereinigt.

2.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient zur gezielten Amplifizierung eines DNA-
Fragmentes unter Verwendung von Oligonukleotid-Primern. Die PCR wurde in dieser
Arbeit zur Amplifizierung des intrazellularen Teiles des c-Kit Rezeptors flr eine
anschlielende Klonierung (2.2.9), sowie zur Mutagenese (2.2.8) eingesetzt. Der
Reaktionsansatz (50 pl) setzte sich aus 20-50 ng Plasmid-DNA, je 0,12 uM Primer, 1 pl
dNTP-Mix (Fermentas), Pfu Polymerase Puffer (5x) und 7,5U PfuTurbo-Polymerase

(Stratagene) zusammen. Die Parameter der Reaktion wurden wie folgt gewahlt:

1. Initiale Denaturierung 96 °C 2 min

2. Denaturierung 96 °C 45 sec

3. Primer-Annealing: 50-60 °C 1 min

4. Elongation: 68-72°C 1 min/kb
5. Finale Elongation 68-72°C 4-7 min

Je nach Art der eingesetzten DNA wurden die Schritte 2-4 fir 20-35 Mal wiederholt. Die
PCR-Produkte wurden im Agarosegel aufgetrennt, aufgereinigt und mit den

entsprechenden Restriktionsendonukleasen behandelt. AnschlieBend wurde die DNA
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mit dem ,,QlAquick PCR-Purification Kit“ (Qiagen) gereinigt und in einen Vektor kloniert

oder das Plasmid in E. coli transformiert (2.2.1).

2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die T4-DNA Ligase verknipft kohadsive oder glatte DNA-Enden unter Ausbildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen der 3’-Hydroxy- und der 5'-Phosphatgruppe der
benachbarten Base. Die verwendete T4-DNA Ligase (Fermentas) wurde zur Klonierung
von PCR-Produkten in die entsprechenden Vektoren eingesetzt. Die Ligation erfolgte bei

4 °C Uber Nacht und wurde nach Vorschrift des Herstellers durchgefihrt.

2.2.8 Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese erlaubt spezifisch den Austausch, die Einfihrung oder
die Deletion einer oder mehrerer Basenpaare in einer Zielsequenz innerhalb eines
Plasmids. In dieser Arbeit wurde die ortsgerichtete Mutagenese zur Einflihrung von
Punktmutationen eingesetzt. Die dafir bendtigten Primer wurden gemdll des
»QuickChange site directed mutagenesis“ Handbuchs (Stratagene) entworfen. Die
Durchfiihrung der Mutagenese erfolgte im PCR Thermocycler unter Verwendung der
PfuTurbo-Polymerase (Stratagene) gemaR dem Protokoll des Herstellers. Die
anschlieBende Inkubation (1 h, 37 °C) mit dem Enzym Dpnl (Fermentas) fihrt zum
spezifischen Verdau des methylierten, nicht-mutierten, parentalen Plasmids. 1 pl dieses
Ansatzes wurde in E. coli transformiert (2.2.1). Nach lIsolation der Plasmid-DNA (2.2.2)

aus den Bakterien wurde die Mutagenese durch Sequenzierung verifiziert (2.2.10).

2.2.9 Klonierungen

Klonierung von c-Kit (aa544-977) in pcDNA3.1 (+)

Zur Untersuchung der c-Kit Interaktionspartner, sollte der intrazelluldre Teil des cKit
Rezeptors verwendet und dieser mit einem TAP-tag versehen werden. Hierzu wurde
zunachst der intrazelluldre Bereich des c-Kit-Klons (NM_000222, Origene) mittels PCR
amplifiziert und die dazu benétigten Primer mit den entsprechenden Schnittstellen Sall
und Notl flankiert. Uber diese Schnittstellen wurde die amplifizierte DNA-Sequenz in

den bicistronischen, retroviralen Vektor pRAV-Flag, welcher einen N-terminalen TAP-tag
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enthalt, kloniert. Dazu wurde sowohl das aufgereinigte c-Kit PCR-Produkt, als auch der
Vektor mit den Restriktionsenzymen Sall und Not1 verdaut (2.2.3), anschlieRend ligiert
(2.2.7) und durch Restriktionsverdau identifiziert. Die Subklonierung der TAP-c-Ki c-DNA
aus dem pRAV-Vektor in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1(+) erfolgte
Uber 5°'BamH1 und 3'Not1. Der pcDNA3.1(+) Vektor wurde dazu mit den genannten
Restriktionsenzymen verdaut, aus dem Gel extrahiert, aufgereinigt (2.2.5) und mit dem
aus pRAV-Flag herausgeschnittenem TAP-c-Kit-Gen entsprechend den Schnittstellen
ligiert. Die Identifizierung positiver Klone erfolgte Uber Restriktionsverdau. Der Klon

wurde anschlieRend durch Sequenzierung verifiziert (2.2.10).

Klonierung von Cdc37 in pDEST27

Die Klonierung des GST-Cdc37-Gens erfolgte mit der Gateway'“-Technologie. Diese
Methode erlaubt einen schnellen und effizienten Transfer von Fremdgenen in
verschiedenste pro-und eukaryotische Expressionssysteme, auf der Grundlage
sequenzspezifischer in vitro Rekombinationsvorgdange (Hartley 2000). Das Fremdgen,
welches sich im sogenannten Donor-Vektor (pDONR) befindet, ist mit zwei
Rekombinationsstellen (attL1 und attL2) flankiert. Der sogenannte Entry-Vektor (pENTR)
enthalt ebenfalls zwei Rekombinationsstellen (attR1 und attR2). Durch Zugabe des ,LR-
Clonase Enzym-Mix“ (Invitrogen) kommt es zur sequenzspezifischen Rekombination
zwischen attL1 und attR1 sowie zwischen attL2 und attR2. Das Fremdgen befindet sich
nun im gewinschten Expressionssystem. Die Selektion des gewiinschten Plasmids
erfolgt zum einen Uber die unterschiedliche Antibiotikaresistenz der Vektoren und zum
anderen dadurch, dass der Entry-Vektor ein sogenanntes Selbstmord-Gen (ccdB-Gen)
enthalt. Das ccdB-Gen befindet sich zwischen den attR1- und -attR2 Seiten und wird bei
erfolgreicher Rekombination entfernt und durch das Fremdgen ersetzt. Die Klonierung
von Cdc37 in den GST-tag enthaltenden eukaryotischen Expressionsvektor erfolgte nach
dem Protokoll des Herstellers (Invitrogen). Nach erfolgreicher Selektion wurde das

klonierte Gen sequenziert (2.2.10).
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2.2.10 DNA-Sequenzierung

Zur Uberpriifung der Klonierungen wurden die verdnderten Stellen der Plasmide oder
das gesamte kodierende Gen sequenziert. Die Sequenzierungen wurden von der Firma

GATC durchgefiihrt.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden humane embryonale Nierenfibroblasten, welche ein
SV40T-antigen enthalten (HEK293T-Zellen; ATCC, CCL-61), verwendet. Diese Zelllinie
wurde von ATCC (American Type Culture Collection) bezogen. Die HEK293-Zelllinie ist seit

1977 etabliert und gilt als robust, einfach zu handhaben und leicht zu transfizieren.

Die Zelllinien GIST882 und GIST48 entstammen humanen gastrointestinalen Tumoren
und unterscheiden sich durch ihre Mutation im c-Kit Rezeptor. GIST882 tragt eine
homozygote c-Kit Mutation in Exon 13 (K642E) und gilt als Imatinib-sensitiv. GIST48 gilt
als Imatinib-resistent, sie tragt eine homozygote (primare) Mutation in Exon 11 (V560D)

und eine heterozygote Mutation in Exon 17 (D820A) von c-Kit.

2.3.2 Kultivierung von Zellen

Kultivierung von HEK293T-Zellen

Die HEK293T-Zellen wurden in DMEM-Medium (PAA) mit dem Zusatz von 10 % fotalem
Kalberserum (PAA) und 10 pg/uL Gentamycin (Sigma-Aldrich) in einem Inkubator bei
37 °C und 5% CO; kultiviert. Die Zellen wurden drei Mal pro Woche passagiert, um sie
im logarithmischen Wachstum zu halten. Dazu wurden sie mit PBS (PAA) gewaschen und

mit Accutase (PAA) von der Zellkulturflasche abgelost.

Kultivierung von GIST-Zellen

Die Zelllinie GIST48 wurde in F10-Medium (Gibco) mit dem Zusatz von 15 % fotalem
Kalberserum (Biochrom), 1% Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B (Calbiochem),

1% L-Glutamin (Biochrom), sowie 0,5% MITO+ MSerum Extender und 1 % Bovine
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Pituitary Extract (BD Biosciences) in einem Inkubator bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.
Das Passagieren der Zellen erfolgte aufgrund ihrer langsamen Teilungsrate nach 8 10
Tagen. Die Zelllinie GIST882 wurde in RPMI 1640-Medium (Gibco) mit dem Zusatz von
15 % fotalem Kalberserum (Biochrom), 1% Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B
(Calbiochem) und 1 % L-Glutamin (Biochrom) ebenfalls bei 37 °C und 5% CO, im
Inkubator kultiviert und nach 5-7 Tagen passagiert. Beide GIST-Zelllinien wurden vor
dem Passagieren mit PBS gewaschen und GIST48 mit ,TrypLE™ Express Stable
Trypsin“(Gibco) bzw. GIST882 mit 0,5 % Trypsin-EDTA (Gibco) von der Zellkulturflasche

abgelost.

2.3.3 Transiente Plasmid-Transfektion

Zur Proteinexpression in groRerem Malistab wurden einen Tag vor der Transfektion
2,8 x10° HEK293T-Zellen in einer 10 cm Zellkulturschale in 8 ml DMEM-Medium
ausgesat; fir eine 6-well Platte waren es 6 x 10° HEK293T-Zellen pro well. Fur die 10 cm
Zellkulturschale wurde der Transfektionsansatz wie folgt gewahlt: 12 ug Plasmid-DNA
verdinnt in 1,2 ml DMEM-Medium (ohne FCS, ohne Antibiotika) und 22 pl , Turbofect”
Transfektionsreagenz (Fermentas). Fir die 6-well Platte: 4 ug Plasmid-DNA verdiinnt in
0,4 ml DMEM-Medium (ohne FCS, ohne Antibiotika) und 6 ul ,Turbofect”
Transfektionsreagenz. Das verwendete Transfektionsreagenz ist ein kationisches
Polymer, welches mit der DNA stabile, positiv geladene Komplexe bildet. Diese
Komplexe verhindern die Degradierung der DNA und ermoglichen die Aufnahme der
DNA in die eukaryotische Zelle. Die Durchfiihrung der Transfektion erfolgte nach dem
Protokoll des Herstellers. Bei der Transfektion der schwer exprimierbaren TAP-c-Kit

Mutanten wurde nach ca. 4-6 h das Medium gewechselt.

2.3.4 Expression rekombinanter Proteine

Zundachst wurde eine Testexpression der einzelnen rekombinanten Proteine in HEK293T-
Zellen im 6-well-Format durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen 24 h, 48 h und 72 h nach
der Plasmid-Transfektion (2.3.3) geerntet, lysiert und mittels Western Blot Analyse auf

deren Expression hin untersucht. Die Proteinexpression der TAP-c-Kit Mutanten und des
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TAP-c-Kit Wildtyps in groRerem Malistab, sowie die Koexpression der TAP-c-Kit
Mutanten/Wildtyp und GST-Cdc37 betrug 48 h.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Zellernte von HEK293T-Zellen und GIST-Zellen

Das Kulturmedium wurde restlos von den Zellen entfernt, anschlieBend einmal mit
eiskaltem PBS (PAA) gewaschen und mit einem Zellschaber in PBS geerntet. Die
Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenrohrchen tberfiihrt und die Zellen bei 4 °C und
500 x g fiir 5 min sedimentiert. Die Sedimente wurden entweder bei -80 °C eingefroren

oder direkt fiur das jeweilige Experiment verwendet.

Herstellung eines Gesamtzelllysats von HEK293T-Zellen

Die Herstellung der Gesamtzelllysate aus HEK293T-Zellen zur Durchfihrung der
expressions-entkoppelten Tandem-Affinitatsreinigung und zur verkirzten Tandem-
Affinitatsreinigung wurde wie folgt durchgefiihrt: pro Experiment wurde das Zellpellet
von 10-14 Zellschalen aufgetaut oder frisch geerntet und in 10-14 ml eiskalten
Lysepuffer (25 mM TrisHCl pH 7,4, 50 mM NaCl; 0,5mM EDTA; 0,1 % NP40)
resuspendiert. Der Lysepuffer enthielt zusatzlich Proteaseinhibitor-Mix (Roche) und
Phosphataseinibitor (Roche). Der Zellaufschluss erfolgte durch drei Zyklen zu je
30 Pulsen Ultraschall (Branson, Sonifier) auf Eis. Die Zelltrimmer/Zelldebris wurden
durch Ultrazentrifugation bei 45 000 rpm (50.2Ti Rotor) und 4 °C fiir 45-60 min entfernt.

Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt.

Fir die Immunoprazipitation und fiir den GST Pull-down-Assay, sowie fir die semi-
guantitative Proteinbestimmungen mittels Western Blot wurden die entsprechenden
Mengen an Zellpellets auf Eis aufgetaut und in 1-2 ml Lysepuffer (25 mM Tris-HCl pH 7,4;
50 mM NaCl; 0,5 mM EDTA; 0,5 % NP40) resuspendiert. Der Lysepuffer enthielt ebenfalls
Proteaseinhibitor und ggf. auch Phosphataseinhibitor. Nach 20-miniitiger Inkubation bei

4 °C unter Rotation wurden die Zelltrimmer durch Zentrifugation (14 000 rpm, 4 °C,
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15 min) entfernt und der Uberstand fiir den jeweiligen Versuch eingesetzt. Die

Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bradford-Assay (Biorad).

Herstellung eines Gesamtzelllysats von GIST-Zellen

Die GIST-Zellen wurden wie oben beschrieben geerntet und das Zellsediment in
0,5-2,0 ml eiskaltem Lysepuffer (1% NP40, 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM
Natriumfluorid, 30 mM Natriumpyrophosphat, 2 mM Natriummolybdat, 5 mM EDTA)
resuspendiert. Der Lysepuffer enthielt Proteaseinhibitor und ggf. auch
Phosphataseinhibitor (beide von Roche). Die Zelllyse erfolgte bei 4 °C fir 30 min auf dem
Rotationsschiittler. Durch Zentrifugation (14 000 rpm, 4°C, 20 min) wurden die
Zelltrimmer entfernt und der Uberstand fiir den jeweiligen Versuch eingesetzt. Die

Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bradford-Assay (Biorad).

Herstellung eines Gesamtzelllysats von HelLa-Zellen

Die Untersuchung von c-Kit Interaktionspartner mittels expressions-entkoppelter
Tandem-Affinitatsreinigung erfolgte in Hela-Zelllysaten. Pro Experiment wurden das
Lysat von 1,25 x 10° Hela-Zellen (Cilbiotech) eingesetzt. Die bei -80 °C gelagerten Hela-
Zellen wurden bis zum moéglichen Herausldsen in der Hand erwarmt und anschlieRend in
40-50 ml eiskalten Lysepuffer (25 mM Tris-HCI pH 7,4; 50 mM NaCl; 10 mM EDTA; 0,1 %
NP40; Proteaseinhibitor-Mix; Phosphataseinibitor) vollstandig geldst. Die Zellen wurden
auf Eis durch 3 Zyklen zu je 50 Pulsen Ultraschall (Branson, Sonifier) aufgeschlossen.
Zelltrimmer/Zelldebris, sowie Membranlipide wurden durch Ultrazentrifugation bei
45 000 rpm (50.2Ti Rotor) und 4 °C fir 45-60 min entfernt. Die klare, mittlere Fraktion
wurde vorsichtig mit der Pipette herausgezogen und fiir die expressions-entkoppelte
Tandem-Affinitatsreinigung eingesetzt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration

erfolgte mittels Bradford-Assay (Biorad).

2.4.2 Aufreinigung der TAP-c-Kit Kéderproteine

Die TAP-c-Kit Proteine wurden durch Bindung ihrer IgG-Bindedomane an eine IgG-Matrix
vom Zelllysat isoliert und aufgereinigt. Im Rahmen dieser Arbeit fand die
chromatographische Reinigung bei der Initiierung der in vitro

Autophosphorylierungsreaktion von TAP-c-Kit Wildtyp (2.4.3), bei der Bestimmung der
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c-Kit Kinaseaktivitdat (2.4.4), bei der verkiirzten Tandem-Affinitatsreinigung von c-Kit
Mutanten (2.4.6) und bei der expressions-entkoppelten Tandem-Affinitatsreinigung
(2.4.7) Anwendung. Dazu wurden die TAP-c-Kit Mutanten oder der TAP-c-Kit Wildtyp in
HEK293T-Zellen exprimiert (2.3.4) und lysiert (2.4.1). Das IgG-Saulenmaterial ,1gG-6-
Fast-Flow-Sepharose” (Amersham) wurde zur Abtrennung ungebundener Antikorper
zunachst 4 x mit TBS und 3 x mit Lysepuffer gewaschen. Je nach AnsatzgréRe wurden
250-400 pl aquilibrierte 1gG-6-Fast-Flow-Sepharose dem Zelllysat zugesetzt und fir 1 h
bei 4 °C auf dem Rotationsschiittler inkubiert. Durch Packen der PolyPrep-Saule (Biorad)
wurde das Zelllysat wieder vom Saulenmaterial abgetrennt und die Matrix 6-8 x mit je
einem Sadulenvolumen Waschpuffer gewaschen. Die Puffer zum Waschen des
IgG-Sdulenmaterials waren je nach Experiment unterschiedlich stringent. Folgende
Puffer wurden verwendet: TEV20-Puffer (20 mM Tris-HCI pH 7,4); TEV40-Puffer (40 mM
Tris-HCl pH 7,4); TMN50 (50 mM Tris-HCI pH 7,4; 50 mM NaCl; 2 mM MgCl,). Das
aufgereinigte TAP-c-Kit Koderprotein wurde fiir das jeweils gewiinschte Experiment

eingesetzt.

2.4.3 Initiierung der Autophosphorylierungsreaktion von TAP-c-Kit
Wildtyp

TAP-c-Kit Wildtyp war nach der Expression in HEK239T-Zellen und Aufreinigung Gber den
TAP-tag nicht phosphoryliert, konnte aber in vitro phosphoryliert werden. Dazu wurde
TAP-c-Kit Wildtyp enthaltendes Zelllysat (2.4.1) durch Bindung an die IgG-Matrix
aufgereinigt (2.4.2). Das lgG-Sdaulenmaterial wurde je zwei Mal mit TMN50-Puffer,
TEV20-Puffer und TEV40-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde das Saulenmaterial in
TEV40-Puffer resuspendiert und die Phosphorylierungsreaktion durch Zugabe von 5 mM
ATP (in TEV20-Puffer) und 10 mM MgCl, gestartet. Die Reaktion erfolgte bei
Raumtemperatur auf dem Rotationsschiittler, wobei die Inkubationsdauer je nach
Versuch zwischen 10 min und 200 min lag. Durch Packen der Saule und anschlieBendem
zweimaligem Waschen mit TEV20-Puffer wurde die Autophosphorylierungsreaktion
gestoppt. Das phosphorylierte, an das Saulenmaterial gebundene c-Kit Kéderprotein

wurde in TEV20-Puffer resuspendiert und fiir den jeweiligen Versuch eingesetzt.
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2.4.4 Bestimmung der c-Kit Kinaseaktivitat

Die Bestimmung der Kinaseaktivitat von c-Kit Wildtyp wurde durch Zugabe eines
Tyrosin-enthaltenden Substrates unter Anwesenheit von MgCl, und ATP durchgefihrt.
Die  Proben wurde mittels nanoESI-MS  analysiert (2.5.2) und die
Tyrosinphosphorylierung des Substrats Uber den phospho-spezifischen
Molekulargewichts-Shift bestimmt. Fir den Kinase-Assay wurde sowohl aktiviertes
TAP-c-Kit (2.4.3) als auch nicht aktiviertes TAP-c-Kit eingesetzt. Als Substrat wurde das
»KDR (Tyr966) Biotinylated Peptide” (Cell Signaling) verwendet. Es besteht aus der
Kernsequenz des kinase insert domain receptors (KDR) und enthélt einen Tyrosinrest
(Tyr966). KDR diente als Modell-Substrat flr die intrinsisch vorkommende

Autophosphorylierung des c-Kit Rezeptors.

Das Zelllysat von 8-9 Zellschalen TAP-c-Kit Wildtyp exprimierender HEK293T-Zellen
(2.4.1) wurde {(iber die lgG-Bindedomadne des TAP-tags aufgereinigt (2.4.2). Die
IgG-Matrix wurde nach Inkubation mit dem Zelllysat je 3 x mit TMN50-Puffer und TEV20-
Puffer gewaschen und dann in 800 ul TEV20-Puffer resuspendiert. Die IgG-
Bindedomanen von TAP-c-Kit wurden durch Zugabe von 80 U TEV-Protease (Invitrogen)
abgespalten (60 min, 16 °C). Das eluierte Flag-c-Kit wurde bis auf ca. 120l
einkonzentriert (Microcon YM-10, Millipore) und fir den Kinase-Assay eingesetzt.
Aquivalente Mengen in vitro autophosphoryliertes Flag-c-Kit Wildtyp Kdderprotein
(2.4.3) wurde ebenfalls auf dessen Kinaseaktivitdt hin untersucht. Darliber hinaus
wurden die Reaktionen unter Anwesenheit der Tyrosinkinase-Inhibitoren Imatinib
(Biaffin) und Sunitinib (Biaffin) durchgefiihrt. Pro Ansatz wurden ,HTScan® Tyrosine
Kinase Buffer (4 x)“ (Cell Signaling), 5 mM ATP, 3 uM KDR (Tyr966) Substrat-Peptid und
gef. 1 ul Imatinib (16,95 mM) oder 1 ul Sunitinib (25,09 mM) vorgelegt und mit Wasser
auf ein Endvolumen von 50 pl (einschlielRlich dem Volumen der Kinase) aufgefullt. Der
Reaktionsstart erfolgte durch Zugabe von 5-10 pl Flag-c-Kit Protein bzw. Wasser
(Negativkontrolle). Die Ansatze wurden bei 30 °C fir 60 min auf dem Thermomixer

inkubiert und anschiefend mittels nanoESI-MS analysiert.
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2.4.5 Tandem-Affinitatsreinigung

Die Tandem-Affinitatsreinigung erlaubt eine Reinigung von Proteinkomplexen unter
nativen Bedingungen. Das Koderprotein wird dazu als Fusionsprotein mit dem TAP-tag in
Zellen exprimiert und mit seinen assoziierten Bindepartnern anschlieend sequentiell
durch Affinitatschromatographie lber den TAP-tag isoliert. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde der TAP-tag von Knuesel et al. als Fusionsprotein mit dem intrazelluldren Teil des
c-Kit Rezeptors eingesetzt (Knuesel 2003). Dieser TAP-tag besteht aus zwei IgG-
Bindedomanen des Protein A aus Staphylococcus aureus, zwei Spaltstellen fiir die TEV-
Protease und einem Flag-Peptid. Das Prinzip der Reinigung ist wie folgt: Im ersten
Affinitatsschritt erfolgt die Bindung des rekombinanten Fusionsproteins an die IgG-
Sepharose (iber die beiden 1gG-Bindedomanen des TAP-tags. AnschlieRend werden die
IgG-Bindedomanen mittels TEV-Protease abgespalten und das Eluat in einem zweiten
Affinitatsschritt an die anti-Flag-Matrix (ber das Flag-Peptid des TAP-tags gebunden.
AbschlieBend erfolgt eine kompetitive Elution des Koderproteins durch freies Flag-
Peptid. Fiir die Reinigung der mutierten TAP-c-Kit Kdderproteine wurde aufgrund ihrer
niedrigen Expressionsrate in HEK293T-Zellen die verkirzte Tandem-Affinitatsreinigung
zur Ildentifizierung von Bindepartnern angewandt (2.4.6). Die expressions-entkoppelte
Tandem-Affinitatsreinigung wurde im  Rahmen dieser Arbeit flir die

Rezeptortyrosinkinase c-Kit Wildtyp etabliert (3.3.1).

2.4.6 Verkiirzte Tandem-Affinitatsreinigung von c-Kit Mutanten

Es wurden verschiedene GIST-assoziierte primdare und sekundadre c-Kit Mutationen
ausgewahlt, die besonders haufig bei GIST-Patienten auftreten und/oder differentielle
Wirkungen auf verschiedene Inhibitoren zeigen. Diese rekombinanten c-Kit Proteine
waren ebenfalls TAP-fusioniert. Da sich die c-Kit Mutanten allerdings deutlich schlechter
in HEK293T-Zellen exprimieren lieRen als der Wildtyp, wurde eine verkiirzte Form der
Tandem-Affinitatsreinigung angewandt. Hierbei wurden die c-Kit Mutanten Uber die 1gG-

Matrix aufgereinigt und mittels TEV-Spaltung eluiert.

Fiir jeden Versuchsansatz wurden 12-14 Zellschalen (10 cm Durchmesser) TAP-c-Kit

exprimierender HEK293T-Zellen lysiert (2.4.1). Die Isolierung der c-Kit Mutanten erfolgte
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durch Inkubation mit 250-350 ul IgG-Matrix (2.4.2). Gewaschen wurde die Matrix mit 2 x
TMNS50-Puffer und 5 x TEV20-Puffer. Das Saulenmaterial wurde nun in 800 ul TEV20-
Puffer resuspendiert. Die IgG-Bindedomane des TAP-tags wurde durch Inkubation mit
100 U TEV-Protease (Invitrogen) fiir 1 h bei 16 °C im Thermomixer bei 950 rpm
abgespalten. Durch Packen der Saule konnte das von der IgG-Matrix abgespaltene
Flag-c-Kit mit seinen gebundenen Interaktionspartnern eluiert werden. Das Eluat wurde
mit Microcon YM-10 (Millipore) einkonzentriert, mit 4 x LDS-Probenpuffer und DTT
versehen und fiir 7 min bei 70 °C denaturiert. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE

aufgetrennt und mit kolloidalem Coomassie visualisiert (2.4.10).

2.4.7 Expressions-entkoppelte Tandem-Affinitatsreinigung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die expressions-entkoppelte Tandem-Affinitatsreinigung
(u-TAP) fir die Rezeptortyrosinkinase c-Kit etabliert. Hierzu wurde das TAP-c-Kit
Koderprotein zunachst heterolog in HEK293T-Zellen exprimiert, Uber die IgG-
Bindedomanen gereinigt (2.4.2) und ggf. in vitro phosphoryliert (2.4.3). Das TAP-c-Kit
Koderprotein wurde anschlieend dem zu untersuchendem Zelllysat zugesetzt und die
Tandem-Affinitatschromatographie wie nachfolgend beschrieben durchgefihrt. Als
Kontrollprotein diente das TAP-tag Protein, welches von A. Erlbruch zur Verfliigung

gestellt wurde.

Fiir die expressions-entkoppelte Tandem-Affinitatsreinigung wurde fiir jedes Experiment
das TAP-c-Kit Wildtyp Koderprotein aus 10-14 Zellschalen HEK293T-Zellen durch Bindung
an die IgG-Matrix isoliert (2.4.2). Die IgG-Matrix wurde je 2 x mit TMN50-Puffer, TEV20-
Puffer und TEV40-Puffer gewaschen. Das nun gereinigte, an die IgG-Matrix gebundene
Koderprotein wurde entweder mit 800 ul TEV40-Puffer resuspendiert und wie in 2.4.3
beschrieben fir 120 min mit MgCl, und ATP in vitro phosphoryliert, anschliefend
gewaschen und in 1000 pul TEV20-Puffer resuspendiert; oder direkt in 1000 ul
TEV20-Puffer resuspendiert. Die jeweiligen Ansdtze wurden (ber Nacht auf dem
Rotationsschittler stehen gelassen. Am zweiten Versuchstag kam das zu untersuchende
Modell-Zellystem Hela zum Einsatz. Dazu wurde pro Experiment das Zelllysat von
1,25 x 10° Hela-Zellen eingesetzt (2.4.1). Nach der Zentrifugation wurde die mittlere,

klare Zellfraktion fiir die expressions-entkoppelte Tandem-Affinitatsreinigung eingesetzt.
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Hierzu wurde das IgG-gebundene TAP-c-Kit Koderprotein bzw. die Negativkontrolle zum
Zelllysat gegeben und fir 60 min bei 4 °C auf dem Rotationsschittler inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde entweder das TAP-tag Protein eingesetzt oder 300-400 pl
aquilibrierte 1gG-Matrix. Zur Abtrennung des IgG-Sdaulenmaterials wurde der Ansatz in
eine 10 ml PolyPrep-Saule (Biorad) lberfiihrt. Die Matrix wurde 8 x mit TEV20-Puffer
gewaschen und anschlieRend in 800 pl TEV20-Puffer resuspendiert. Zur Abspaltung des
ersten Teils des Affinitats-tags wurde der Ansatz mit 100-120 U TEV-Protease
(Invitrogen) versetzt und 60 min bei 16 °C und 950 rpm im Thermomixer inkubiert.
AnschlieBend wurde die IgG-Matrix wieder liber eine Saule abgetrennt und das Eluat
(Saulendurchlauf) fir die zweite chromatographische Trennung verwendet. Die dazu
notige anti-Flag-M2-Agarose (Sigma-Aldrich) wurde 2 x mit TBS und 3 x mit TEV20-Puffer
aquilibriert. 150-200 pl dieser aquilibrierten anti-Flag-Matrix wurde mit dem IgG-Eluat
fur 60 min bei 4 °C auf dem Rotationsschiittler inkubiert. Der Ansatz wurde wieder in
eine Saule Uberfuhrt und die anti-Flag-Matrix 6 x mit einem Saulenvolumen TMN50-
Puffer gewaschen. Das Kdderprotein mit seinen assoziierten Interaktionspartnern wurde
durch zweimalige Zugabe von 250 pl Flag-Peptid (R. Pipkorn, DKFZ) (1 mg/ml in TMN50-
Puffer) von der anti-Flag-Matrix eluiert. Die Konzentrierung der Elutionsfraktionen
erfolgte mit Microcon YM-10 (Millipore) bei 4 °C. Die einkonzentrierten Proben wurden
mit 4 x LDS-Probenpuffer und DTT versehen und fir 7 min bei 70 °C denaturiert. Die
Proben wurden mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Farbung mit
kolloidalem Coomassie visualisiert (2.4.10). Die Analyse der Proteinbanden erfolgte

mittels einem nanoUPLC-QTOF-2 oder einem nanoUPLC-Orbitrap LC-MS System.

2.4.8 Immunoprazipitation

Die Immunoprazipitation (IP) ermoglicht den Nachweis eines bestimmten Proteins durch
dessen Interaktion mit einem spezifischen Antikorper. Dabei nutzt man sowohl die sehr
spezifische Antigen-Antikorper Bindung, als auch die spezifische Bindung des Antikorper
an Protein A oder Protein G. Protein A bzw. Protein G wird an Mikropartikel (beads)
gekoppelt, die dann in der Lage sind, sowohl den Antikorper als auch das spezifisch
daran gebundene Protein mit samt seinen Interaktionspartnern aus dem Lysat zu

isolieren. Die IP wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Identifizierung/Verifizierung von
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c-Kit Interaktionspartnern in den GIST-Zelllinien (GIST882, GIST48) sowie zur

Untersuchung der mit TAP-c-Kit exprimierenden HEK293T-Zellen angewandt.

Fir die IP wurde das Zelllysat von GIST-Zellen oder c-Kit exprimierenden HEK293T-Zellen
eingesetzt (2.4.1). Dazu wurden die Proteinkonzentrationen der I8slichen Uberstande
bestimmt (Bradford-Assay) und gleiche Proteinmengen (3,5-4 mg) fir den Versuch
eingesetzt. Zusatzlich wurde je ein Aliguot vom Gesamtzelllysat fir dessen Analyse
entnommen. Zunachst wurden die I6slichen Zelliberstande zur Vorreinigung mit 40 pl
Protein A-Agarose (Roche) fir 20 min bei 4°C unter Rotation inkubiert. Durch
Zentrifugation (12 000 rpm, 20s, 4 °C) wurde die Protein A-Agarose wieder aus den
Proben entfernt. 12-14 pg anti-c-Kit Antikorper (C-19, Santa Cruz) wurde nun zum Lysat
gegeben und fir 60 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 50 ul Protein A-Agarose
zugegeben und fir weitere 3 h bei 4 °C auf dem Rotationsschittler inkubiert. Darauf-
folgend wurde der Uberstand abzentrifugiert (12 000 rpm, 20 s, 4 °C) und die beads 4 x
flr je 20 min gewaschen (1 x mit Lysepuffer, 2 x mit Waschpuffer 1 (50 mM Tris-HCI
pH 7,5; 70 mM NacCl, 0,1 % NP40), 1 x mit Waschpuffer 2 (50 mM Tris-HCl pH 7,5; 0,1 %
NP40)). Die Elution von c-Kit erfolgte durch Zugabe von 2 x Probenpuffer (incl.
100 mM DTT) zur sedimentierten Protein A-Agarose und 7 -minitigem Erhitzen bei 70 °C
auf dem Thermomixer. Der Uberstand (Eluat) wurde vorsichtig abgenommen und in ein
neues Gefall pipettiert. Die Analyse der an c-Kit gebundenen Interaktionspartner
erfolgte mittels Western Blot. Als Negativkontrollen wurden HEK293T-Zellen, sowie
HEK293T-Zellen transfiziert mit dem TAP-tag-Konstrukt eingesetzt und die IP wie oben
beschrieben durchgefiihrt. Als weitere Kontrolle wurden TAP-c-Kit transfizierte Zellen

und GIST-Zellen verwendet und der Versuch ohne Antikorper durchgefiihrt.

2.4.9 GST Pull-down-Assay

Der GST Pull-down-Assay beruht auf der Affinitdt des Fusionsanteils, der Glutathion-S-
Transferase, zu seinem Substrat Glutathion. Durch Glutathion-gebundene Sepharose
kann das GST-Fusionsprotein und seine assoziierten Bindepartner selektiv isoliert
werden. Die Elution des Kéderproteins mit den gebundenen Interaktionspartnern erfolgt

mit reduziertem Glutathion. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der GST Pull-down-Assay
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zur Verifizierung der Interaktionen der rekombinanten c-Kit Mutanten mit Cdc37 bzw.

zur Verifizierung der Abwesenheit einer solchen mit c-Kit Wildtyp eingesetzt.

HEK293T-Zellen wurden zu gleichen Teilen mit dem GST-Cdc37 und dem jeweiligen
TAP-c-Kit Konstrukt transfiziert (2.3.3). Nach 48 h wurden die Zellen geerntet und in
RIPA-Puffer (Sigma-Aldrich) lysiert (2.4.1). Fir das Pull-down-Experiment wurde die
|6sliche Fraktion (3,5-4 mg Gesamtprotein) zusammen mit 50 ul GST-Sepharose-4B
(Amersham) fiur 60 min auf dem Rotationsschiittler bei 4 °C inkubiert. Das
Saulenmaterial wurde Uiber eine Saule (Biorad) abgetrennt und 4 x mit 500 pl kaltem PBS
gewaschen. Die Elution erfolgte fraktionsweise durch Zugabe von 70 ul und 100 pl
reduziertem Glutathion (in 50 mM Tris pH 8,0). Als Kontrolle dienten nicht-transfizierte
HEK293T-Zellen und Zellen, die mit GST-Cdc37 und dem TAP-tag kotransfiziert wurden.
Der Nachweis der Interaktionspartner erfolgte durch Western Blot Analyse unter

Verwendung geeigneter Antikorper.

2.4.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Eluate der Affinitatschromatographie oder gleiche Proteinmengen der Zelllysate wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Dazu wurden die Proben mit 4 x LDS-Probenpuffer
(Invitrogen) und 100 mM DTT versetzt und fir 7 min bei 70 °C erhitzt. Die nun
vollstandig denaturierten Proben wurden auf ein 4-12 %iges ,NuPAGE"“ Bis-Tris-Gel
(Invitrogen) geladen und unter Verwendung von MES-Laufpuffer und 500 pl Antioxidant
(Invitrogen) bei 200 V gemall ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Als GroRenstandard
wurde ,Mark12” (Invitrogen) verwendet; fiir SDS-Gele, die fir Western Blots verwendet
wurden, wurden die Molekulargewichtsmarker ,SeeBlue Plus2“ oder ,MagicMark XP“
verwendet (Beides sogenannte pre-stained Marker, Invitrogen). Letztere ermdoglichen
die Visualisierung der Auftrennung der Proteine wahrend der Elektrophorese, sowie die

Uberpriifung des Proteintransfers nach dem Blotten.

Farben von Polyacrylamidgelen

Die Visualisierung der mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine erfolgte je nach

anschliefendem Verwendungszweck durch verschiedene Farbetechniken. RoutinemaRig
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fand die klassische Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung Anwendung. Zur Detektion

schwacherer Banden wurde die sensitivere Kolloidal-Coomassie-Farbung verwendet.

Bei der klassischen Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung wurde das Gel 30 min mit der
Coomassie-Brilliant-Blau-Losung (450 ml Methanol; 100 ml Eisessig, 2,5g Coomassie-
Brilliant Blau R250, 450 ml Wasser) inkubiert und anschliefend fiir mehrere Stunden mit

einer Losung (5 % Isopropanol, 7 % Eisessig) entférbt.

Die angewandte kolloidal-Coomassie-Farbung nach Neuhoff wird als BlueSilver
Farbelosung bezeichnet (Candiano 2004) und hat eine Nachweisgrenze von 3 ng BSA. Die
Gele wurden zundchst 4-14 h mit 40 %iger Essigsdure fixiert, anschlieend mit Wasser
abgesplilt und dann fiir 24-48 h mit der kolloidal-Coomassie Losung (0,12 % Coomassie-
Brilliant Blau G250; 10 % Ammoniumsulfat; 10 % Phosphorsaure; 20 % Methanol)

gefarbt. Entfarbt wurde fir mehrere Stunden mit Wasser.

Phosphoprotein-Detektion in Polyacrylamidgelen

Die Detektion von Phosphoproteinen in Polyacrylamidgelen erfolgte mit der auf
Fluoreszenz-basierenden Losung ,Pro-Q Diamond” (Invitrogen) und wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Diese Farbung erlaubt die in-Gel Detektion von

phosphorylierten Tyrosin-, Serin- und Threonin-Resten.

2.4.11 Immunologischer Nachweis von Proteinen (Western Blot)

Um die Menge spezifischer Proteine, bzw. Interaktionspartner nachzuweisen wurden die
in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine zundchst im tank blot-Verfahren unter
Verwendung von Transferpuffer auf eine PVDF-Membran tbertragen (200 mA, 60 min).
Nach dem Blot-Vorgang wurde dessen Qualitat durch kurzes Anfarben mit Ponceau-Rot
Uberprift. Der Blot wurde dann mit Wasser und TBS/T gewaschen und mit einer
Blockierlésung (3 % Milchpulver in TBS/T) zur Absattigung der freien Bindungsstellen fir
60 min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS/T wurde der primare Antikorper,
verdiinnt mit 5% BSA in TBS/T, Giber Nacht bei 4 °C auf dem Schittler inkubiert. Im
Anschluss daran wurde die Membran 3 x fir 10 min mit TBS/T gewaschen und 1 h mit
dem Meerrettichperoxidase-gekoppelten sekundaren Antikérper inkubiert. Nach

dreimaligem Waschen mit TBS/T (je 15 min) wurde die Membran fiir 1 min im ,Western
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Lightning” Chemolumineszenz-Reagenz (Perkin Elmer) inkubiert. Das darin enthaltene
Substrat Luminol wird von der Peroxidase unter Lichtemission umgesetzt. Die

Lichtsignale wurden mit dem ,,Lumi-Imager” (Roche) detektiert.

Entfernen spezifischer Antikérper (Stripping) von Blot-Membranen

Das Entfernen von auf der PVDF-Membran gebundenen primaren Antikoérpern, flr die
anschlieende erneute Inkubation mit einem weiteren primaren Antikérper (Stripping)
erfolgte mittels dem sog. Stripping-Puffer (0,2 M Glyzin, 0,1 % SDS, 1% Tween20,
pH 2,2). Dazu wurde der Western Blot mit Stripping-Puffer versetzt, in der Mikrowelle
erwarmt und anschlieBend fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurde
der Western Blot 3 x mit TBS/T fiir je 10-15 min gewaschen und dann erneut mit
Blockierlésung fur 30-60 min inkubiert. Nach Waschen mit TBS/T erfolgte die erneute

Inkubation mit dem gewtinschten primaren Antikorper.

2.4.12 Quantifizierung der Proteinbanden

Die Quantifizierung von Proteinbanden im Western Blot erfolgte mit der Software
,Quantity One-4.6.1“ (BioRad). Um die Menge eines bestimmten Proteins in
verschiedenen Proben vergleichen zu kénnen, wurden die spezifischen Signale auf
B-Aktin als Ladekontrolle normalisiert. Bei der semi-Quantifizierung der TAP-c-Kit
Proteine beziiglich ihrer Affinitaten zu Hsp90 und Cdc37 wurde das Verhaltnis von
TAP-c-Kit zu Hsp90 oder Cdc37 mit einem anti-Hsp90 bzw. einem anti-Cdc37 Antikorper
bestimmt. Dieser visualisierte neben dem spezifischen Antigen auch das TAP-c-Kit
Protein, das aufgrund seiner IgG-Bindedomadnen jeglichen AntikGrper bindet. Die

statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software ,,GraphPad Prism4“.
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2.5 Massenspektrometrie

Die massenspektrometrischen Analysen wurden von Jorg Seidler, DKFZ Heidelberg,

durchgefiihrt.

2.5.1 Identifizierung von Proteinen und Protein-Phosphorylierungsstellen
und Bestimmung des Phosphorylierungsgrades

In-Gel Verdau

Coomassie-gefarbte Protein-Gelbanden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und in
Stlicke von ungefahr 1 mm? zerteilt. Zur Entfarbung wurden die Gelstiicke mit 1 ml 30 %
Acetonitril, 0,7 M Ammoniumhydrogencarbonat fiir 15 min inkubiert. Die Lésung wurde
entfernt, 1 ml 50 % Acetoniril, 0,1 %Trifluoressigsdure hinzugegeben und fir weitere
15 min inkubiert. Im Anschluss wurde diese Lésung entfernt und die Proben in einer
Vakuumzentrifuge (Speedvac, Thermo) eingetrocknet. Die getrockneten Gelstlicke
wurden mit 300 ul 0,01 M DTT (gelost in 0,1 M Ammoniumcarbonat) bei 56 °C fir
30 min, zur kompletten Reduktion der Disulfidbriicken, inkubiert. Nach Entfernen des
Puffers wurden 300 ul 0,055 M Isoamylalkohol, gelost in 0,1M
Ammoniumhydrogencarbonat, zugegeben und im Dunklen fiir 30min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Gelstiicke mit 1 ml 0,1 M
Ammoniumcarbonat unter Schiitteln gewaschen und durch nachfolgende Zugabe von
reinem Acetonitril dehydriert und in der Vakuumzentrifuge vollstindig eingetrocknet.
Die getrockneten Gelstlicke wurden dann mit einer Enzym-Puffer-Lésung (Trypsin in
0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat) fiir 16 h bei 37 °C inkubiert. Im Folgenden wurden
die Uberstande abgenommen, gesammelt und die getrockneten Gelstiicke durch Zugabe
von 100 pl Acetonitril dehydriert. Das Acetonitril wurde entfernt und die dehydrierten
Gelstiicke in 100 ul 5 %iger Ameisensiure aufgequollen. Die Uberstiande wurden erneut
abgenommen, gesammelt und die Gelstiicke wiederholt in 100 ul Acetonitril dehydriert.
Bei allen beschriebenen Schritten wurden die Proben fiir 15 min mit der jeweiligen
Losung unter Schitteln inkubiert. Zum Schluss wurden die Fraktionen vereint und in der

Vakuumzentrifuge bis zu einem Volumen von 4 ul einkonzentriert.
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Phosphopeptid-Anreicherung

Die Anreicherung von Phosphopeptiden zur Bestimmung der Phosphorylierungsstellen
innerhalb  von c-Kit  erfolgte  durch Ga(lll)-immobilisierte Metallionen
Affinitatschromatographie (IMAC). Dazu wurde das Phosphopeptide Isolation Kit (Pierce)
verwendet. Die Ga(lll)-Sdulen wurden 2 x mit dem 50 pl Aquilibrierungspuffer (200 mM
Essigsdaure, 40 % Acetonitril) gewaschen und die zu untersuchende Peptidmischung auf
ein Volumen < 20 pl einkonzentriert und anschlieBend mit dem Aquilibrierungspuffer auf
65 ul aufgefillt. Die Mischung wurde auf die Sdule geladen und mit dieser fiir 5 min
inkubiert, sodass die Phosphopeptide die Moéglichkeit hatten, an die Matrix zu binden.
Im Anschluss daran wurde die Sdule mit 4 x mit 50 pl Aquilibrierungspuffer sowie 4 x mit
50 ul 200 mM Essigsaure, 95 % Acetonitril gewaschen und kurz mit Wasser gespiilt. Die
Elution der Phosphopeptide erfolgte mit 20 ul 0,35 M Ammoniumhydroxid (pH 11,5).
Das Ammoniumhydroxid Eluat wurde mit 3 pl 15 %iger Ameisensdure gesduert und in

der Vakuumzentrifuge auf ein Endvolumen von 4 pl reduziert.

LC-MS/MS-Messungen

Die LC-MS/MS-Messungen wurden soweit nicht anders angegeben mit dem
nanoACQUITY UPLC System” (Waters) in Kombination mit einem QTOF2-
Massenspektrometer (Waters, Micromass) durchgefiihrt. Die verwendete analytische
Saule war eine C18-Sdule (150 mm x 75 um BEH), gepackt mit 1,7 uM groRen Partikeln
und einer PorengréRe von 130 A. Die LC-MS-Kopplung erfolgte mittels ,Pico Tip sprayer”
(New Objective) mit einem inneren Durchmesser von 10 um. Die UPLC-MS/MS-
Messungen wurden bei einer FluBrate von 400 nl/min und einer Sdulentemperatur von
35 °C durchgefiihrt. Wurden die Proben direkt auf die analytische Saule geladen, so
erfolgte eine konstante Elution mit 99 % Losung A (Wasser, 0,1 % Ameisensaure) und
1% Losung B (Acetonitril, 0,1 % Ameisensaure) fir 24 min. Danach wurde ein linearer
Gradient von 99-70 % Losung A innerhalb von 30 min gefahren. Bei der Verwendung
einer Vorsdule (C18-Sdule; Symmetrie C18, 5um, 280 pum x 20 mm; Waters) wurden die
Proben mit einer FluRrate von 10 pl/min geladen und fir 11 min mit 1 % B-Losung
entsalzt. AnschlieBend wurden die Proben wie oben beschrieben auf einer ananlytischen
Saule aufgetrennt und eluiert. Beide Massenspektrometer wurden im positiven lonen-

Modus mit einer Kapillarspannung von 2400V und einer Konusspannung von 35V
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eingesetzt. Die Datenaufnahme erfolgte entweder im MS-Modus oder im DDA-Modus
(data dependent acquisition), was eine zyklische Umschaltung vom MS-Modus in den
MS/MS-Modus bedeutete. Dabei wurde in beiden Fillen ein Spektrum pro Sekunde
aufgenommen. Im DDA-Modus wurden die drei intensivsten lonen eines bestimmten
Zeitpunktes mit unterschiedlicher Ladung fiir die automatische Fragmentierung
ausgewahlt. Je zwei MS/MS-Spektren wurden bei einer massenabhingigen

Kollisionsenergie zwischen 20 V und 45 V aufgenommen.

Spezielle LC-MS-Analyse (u-TAP-Assay in Anwesenheit der Inhibitoren)

Fur die MS/MS-Analysen standen im Verlauf der Arbeit sensitivere Gerate als das oben
beschriebene QTOF2-Massenspektrometer (Waters Micromass) zur Verfligung. Zur
Identifizierung von c-Kit Bindepartner im Rahmen der expressions-entkoppelten
Tandem-Affinitatsreinigung unter Anwesenheit des Hsp90 Inhibitors 17AAG, sowie fir
vergleichende Untersuchungen mit aktiviertem wund nicht-aktiviertem TAP-c-Kit
Koderprotein wurde das QTOF Massenspektrometer von der Firma Agilent (QTOF 6530)
verwendet. Dieser war an ein 1200 Agilent nano-flow-System durch eine HPLC-Chip ESI-
Schnittstelle gekoppelt. Die Peptide wurden auf einer analytischen Sdule von 75 um
Durchmesser und 150 mm Lange, sowie einer 40 nl Vorsaule aufgetrennt. Beide Saulen
waren mit Zorbax 300SB C18 (5 um PartikelgroRe) gepackt. Die Elution der Peptide
erfolgte mit einem linearen Acetonitril-Gradienten mit 1 % Acetonitril pro Minute, bei
einer FluRrate von 300 nl/min (Beginn bei 3 % Acetonitril). Das QTOF-MS wurde im
ausgedehnten dynamischen Bereich des 2 GHz-Modus betrieben. Die interne

Kalibrierung erfolgte durch eine Ein-Punkt-Kalibrierung.

Die Analysen der Eluate aus dem u-TAP-Assay in An- und Abwesenheit von Imatinib
erfolgten mit einem UPLC-LTQ-Orbitrap-Massenspektrometer. Die Kopplung zwischen
MS und UPLC, sowie die angewendeten Gradienten wurden, wie bereits fir das Waters
UPLC-QTOF2-System beschrieben, ausgewahlt. Die Datanaufnahme erfolgte mit
,X-Calibur 2.2.1“ im DDA-Modus, wobei die sechs intensivsten MS-Signale fragmentiert
wurden. Die sogenannten MS-Scans wurden bei einer Auflésung von 10 000

durchgefiihrt.
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Protein Identifizierung/Datenbanksuche

Die MS/MS-Rohdaten wurden gegen die Swiss-prot Datenbank (Version 13.08.2008)
gesucht. Suchparameter waren fiir die sog. survey-Spektren: 10 ppm Abweichung
(Oribtrap, Chip/MS) oder 0,5 Da (QTOF2 Daten) und eine MS/MS Toleranz von 0,5 Da.
Als Standardmodifizierungen wurden folgende gewahlt: Carbamidomethyl C fixiert,
Deamidierungen (Asn, GIn), Glu zu Pyro-Glu (Peptid N-terminal Glu), GIn zu Pyro-Glu
(Peptid N-terminal Glu), Oxidierung an Met wurden als variable Modifikationen gewahlt.
Ebenso wurden fiir Phosphopeptidstudien Phosphorylierungen an Ser, Thr und Tyr als
variable Modifikation ausgewahlt. Flr verpasste proteolytische Schnittstellen (missed

cleavages) wurde in allen Fallen 2 ausgewahlt.

2.5.2 Bestimmung der Phosphorylierung mittels nanoESI-MS

Mittels nanoESI-MS wurden die Phosphorylierungsstellen des KDR-Substrat-Peptids im
Rahmen des c-Kit Kinase-Assays (2.4.4) bestimmt. Die Phosphotyrosinreste von c-Kit
wurden in allen weiteren Fallen durch Phosphopeptidanreicherung (IMAC) und
anschlieBender MS/MS-Analyse bestimmt (2.5.1). Die zu untersuchenden Proben
mussten vor der Messung mittels nanoESI-MS entsalzt werden, was mit den
sogenannten reversed phase puCi;g Mikropipettenspitzen ,ZipTips“ (Millipore) erfolgte.
Dazu wurden die Proben zunachst in 10 pl 2 % Ameisensaure gelost und durch ,ZipTips®,
wie nachfolgend beschrieben, entsalzt. Die ZipTips wurden zunachst 3 x mit 10 ul 2%
Ameisensdure, 50 % Acetonitril vorkonditioniert und anschlieBend 3 x mit 10 ul 2%
Ameisensaure daquilibriert. Die Proben wurden in die ZipTip-Spitze geladen und
anschlieffend 3 x mit 10 pul 2 % Ameisensdure gewaschen, um das Salz und weitere
storende Substanzen von der Probe zu entfernen. Die Elution der Peptide erfolgte mit je
3x 10 pl 2% Ameisensaure, 50 % Acetonitril. Das Eluat konnte nun fiir die nanoESlI-

MS/MS Analyse direkt eingesetzt werden.

Die nanoESI-Nadeln wurden im DKFZ mittels eines Kapillarziehers gezogen und mit
einem sog. Sputter mit Gold beschichtet. Die MS-Spektren wurden mit einem QTOF-
Massenspektrometer, welcher mit einer nanoESI-Quelle ausgestattet war,
aufgenommen. Zur Generierung von collision-offset-plots (Kolissionsenergie-abhingige

Fragmentspektren) wurden Kollisionsenergien zwischen 10V und 50V (QTOF2)
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angelegt, dabei wurde die Kollisionsenergie um 1 V pro Spektrum erhoht. Zur Aufnahme
von Spektren im MS-Modus wurden jede 5s ein Spektrum aufgenommen. Im DDA-
Modus wurden MS-Spektren mit flinf massenspezifischen Kollisionsenergien von
gesamten Peptid-Proben im Wechsel mit MS/MS-Spektrum von spezifischen lonen
aufgenommen. Die Bestimmung des Phosphorylierungsgrades erfolgte direkt durch den
Intensitatsvergleich der Signale von zusammengehdérenden Peptid/Phosphopeptid-
Paaren. Dabei wurden alle auftretenden Ladungszustiande und eventuell auftretende
unvollstandig gespaltenen Peptide mit der entsprechenden Phosphorylierungsstelle
bericksichtigt. Gleichzeitig wurde durch einen Komplexbildnerzusatz zur Probe (Citrat)
sichergestellt, dass Phosphopeptide keine unspezifische Adsorption auf dem LC-System

erfahren (Seidler 2010).
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3 Ergebnisse

3.1 Expression und Charakterisierung von TAP-c-Kit Wildtyp

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten und verwendeten TAP-fusionierten c-Kit
Proteine bestanden aus dem intrazelluldaren Teil des c-Kit Rezeptors (aa544-977) sowie
aus dem N-terminalen TAP-tag (Abbildung4) (Knuesel 2003). Sie werden als TAP-c-Kit
Wildtyp bzw. TAP-c-Kit ,Mutation” bezeichnet. Die jeweilige Mutation bezieht sich
numerisch auf die Aminosauren des gesamten c-Kit-Rezeptors. Die Bezeichnung , TAP
schlieBt den gesamten TAP-tag, bestehend aus zwei IgG-Bindedomanen, zwei
Spaltstellen fiir die TEV-Protease und dem Flag-Peptid, ein. Nach der proteolytischen
Abspaltung der IgG-Bindedomanen werden die verkirzten Fusionsproteine als Flag-c-Kit

Wildtyp bzw. Flag-c-Kit ,,Mutation” bezeichnet.

c-Kit (aa544-977)

M ) TKL u )2

Binde-
21gG
[ & [ domdanen

Abbildung 1: Schematische Darstellung des TAP-c-Kit Kdderproteins

Das verwendete TAP-c-Kit Koderprotein  bestehend aus dem  TAP-tag
(2 1gG-Bindedomanen, 2 TEV-Schnittstellen, Flag-Peptid) und der intrazelluldaren Doméane
von c-Kit (aa544-977). Diese besteht aus der: JM =Juxtamembran-Domane;
TK1/2 = Tyrosinkinase-Domane | und Il; KI = Kinase insert-Doméne; CT = C-Terminus.

3.1.1 Expression von TAP-c-Kit Wildtyp

Die Expression des TAP-fusionierten intrazellularen Anteils des humanen c-Kit Rezeptors
(TAP-c-Kit) erfolgte in Sdugerzellen. Auf eine Expression in Bakterien wurde wegen der
besonderen Gefahr der Bildung von Einschlusskérpern (inclusion bodies) bei humanen
Proteinen verzichtet. Des Weiteren sollte das rekombinante Protein moglichst dem
natirlich vorkommenden Protein mit all seinen Eigenschaften

(Phosphorylierungsstellen, Kinaseaktivitat, etc.) entsprechen, wozu ein eukaryotisches

49



Dissertation Jutta Panke

Expressionssystem eher geeignet ist als ein prokaryotisches. Als Sdugerzelllinie wurden
humane embryonale Nierenfibroblasten (HEK293T-Zellen) verwendet, da sich diese
leicht transfizieren und handhaben lassen. Die HEK293T-Zellen wurden, wie in Abschnitt
2.3.3 beschrieben, transient mit dem TAP-c-Kit Plasmid transfiziert. Das rekombinante
Protein wurde dabei unter der Kontrolle des Cytomegalovirus (CMV)-Promotors
exprimiert. Das TAP-c-Kit Fusionsprotein hat ein errechnetes Molekulargewicht von
69,5 kDa, wobei der intrazellulare Teil des c-Kit Rezeptors ein Molekulargewicht von

47,6 kDa und der TAP-tag eines von 22,9 kDa besitzt.

Um sicherzustellen, dass sich das rekombinante TAP-c-Kit Protein in HEK293T-Zellen
exprimieren lasst und beispielsweise keiner proteolytischen Degradierung unterliegt,
wurde die Expression zunachst in kleinem Malstab liberpriift. Dazu wurden die Zellen
24 h, 48 h und 72 h nach der Transfektion geerntet und lysiert (2.4.1). Aquivalente
Proteinmengen der Zelllysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch
Western Blot Analyse mittels anti-c-Kit Antikorper detektiert (Abbildung 5). Bei der
Detektion der TAP-c-Kit Proteine (Wildtyp und Mutanten) im Western Blot traten
Doppelbanden mit einem Massenunterschied von etwa 5 kDa auf (in Abbildung 5 nur
schwach zu sehen). Dabei entsprach die untere, stirkere Bande dem errechneten
Molekulargewicht von 69,5 kDa. Das Auftreten dieser Doppelbanden bei der Expression
von TAP-fusionierten katalytischen Untereinheiten der PKA wurde in der Dissertation
von A. Erlbruch erstmals beobachtet. Untersuchungen diesbeziiglich ergaben, dass das
Auftreten der Doppelbande wahrscheinlich auf die im TAP-tag enthaltene(n) IgG-
Bindedomane(n) zuriickzufihren war. Die Anzahl dieser Domadnen spielte allerdings
keine Rolle, da Untersuchungen mit nur einer IgG-Bindedomane im TAP-tag ebenfalls
diese Doppelbanden im Western Blot zeigten. Im Rahmen dieser Arbeit konnte analog
zur Arbeit von A. Erlbruch gezeigt werden, dass nach Abspaltung der IgG-Bindedomanen
von TAP-c-Kit mittels TEV-Protease nur eine Bande (Flag-c-Kit) im Western Blot
detektierbar war (Daten nicht gezeigt). Diese Tatsache fihrte zu dem Befund, dass die
IgG-Bindedomanen fir die Doppelbanden verantwortlich waren, der verwendete
TAP-tag aber dennoch in seiner Funktion nicht eingeschrankt war. Im Western Blot
waren auch bei langerer Expressionsdauer keine Degradationsprodukte zu sehen. Alle

Proteinbanden waren unabhéngig von der Expressionsdauer (24 h, 48 h, 72 h) auf
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gleicher Molekulargewichtshohe. Das Protein erwies sich somit auch Uber einen
Zeitraum von mindestens 72 h als exprimierbar und stabil. Die Proteinmenge an
TAP-c-Kit Wildtyp nahm erwartungsgemall mit der Dauer der Expression zu. Da die
HEK293T-Zellen jedoch 72 h nach der Transfektion morphologisch verdandert aussahen,
wurde das Koderprotein in allen folgenden Versuchen Uber einen Zeitraum von 48 h

exprimiert.

188
98

62 +«—TAP-c-Kit

49
38

28

16

kDa

Abbildung 5: Western Blot Analyse der TAP-c-Kit Wildtyp Testexpression in
HEK293T-Zellen.

Die Durchfiihrung der Testexpression des TAP-c-Kit Wildtyps sowie die sich daran
anschlieRende Western Blot Analyse erfolgte entsprechend den Angaben in Material
und Methoden (2.3.4 und 2.4.11). Aquivalente Gesamtproteinmengen wurden pro Spur
aufgetragen. Der Western Blot wurde mit anti-c-Kit Antikorper gefarbt. Der Ausschnitt
zeigt die TAP-c-Kit-Banden: Spur 1: 24h Expression, Spur 2: 48 h Expression und Spur 3:
72 h Expression.

Mittels LC-MS/MS-Analyse wurde sowohl das erste, als auch das letzte Peptid von
Flag-c-Kit gefunden, weshalb davon auszugehen war, dass das verwendete
Fusionsprotein vollstindig exprimiert wurde (Abbildung 6). Die Sequenzabdeckung
betrug zwischen 60 und 80 % und die Anzahl der proteotypischen Peptide lag zwischen

20-30, was beides als hoch anzusehen ist.
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TVDAGADAGK
EINGNNYVYI
IKSDAAMTVA
IGGPTLVITE
SSCSDSTNEY
LAILDLEDLLS
GLARDIKNDS
LF5LGSSPYP
LKRPTFKQIV

PRHMNSRIDT
DPTQLPYDHK
VEKMLKPSAHL
YCCYGDLLNF
MDMKPGVSYV
FSYQVAKGMEA
NYVVKGNARL
GMPVDSKEYK
QLIEKQISES

MDYKDDDDKG
WEFPRNRLSF
TEREALMSEL
LRREKERDSFIC
VPTKADKRERS
FLASKNCIHR
PVEKWMAPEST
MIKEGFRMLS
TNHIYSNLAN

RQTkKYLQKP
GKTLGAGAFG
KVL5YLGNHM
SKQEDHAEAA
VRIGSYIERD
DLAARNILLT
FNCVYTFESD
PEHAPAEMYD

MYEVOWKVVE
KVVEATAYGL
NIVNLLGACT
LYKNLLHSKE
VITPAIMEDDE
HGRITKICDF
VWSYGIFLWE
IMKTCWDADP
DHSVRINSVG

CSPNROKPVV

STASSSQPLL VHDDV'OKH38544@77

Abbildung 6: Sequenzabdeckung von Flag-c-Kit Wildtyp mittels LC-MS/MS-Analyse.

Die Identifizierung von Flag-c-Kit mittels LC-MS/MS-Analyse wurde wie in 2.5.1
beschrieben durchgefiihrt. Die rot-markierten Peptide konnten massenspektrometrisch
identifiziert werden. Die schwarze Umrahmung stellt den intrazellularen Teil des c-Kit
Rezeptors dar (aa544-977).

3.1.2 Charakterisierung von TAP-c-Kit Wildtyp

Die expressions-entkoppelte Tandem-Affinitatsreinigung (u-TAP) wurde im Rahmen
dieser Arbeit fur die Rezeptortyrosinkinase c-Kit Wildtyp etabliert (3.3.1). Bei der
u-TAP-Methode wird das Kdderprotein exprimiert, aufgereinigt und anschlieRend zum
zu untersuchenden Zelllysat gegeben. Ein Vorteil dieser Form der Tandem-
Affinitatsreinigung ist die genaue Charakterisierbarkeit des Kdderproteins. Zundchst
wurde die Funktionalitat des TAP-tags im TAP-c-Kit Wildtyp Koderprotein vollstandig
Uberpruft (3.1.3). Im Weiteren wurden die Phosphorylierungsstellen in TAP-c-Kit
massenspektrometrisch bestimmt. Da TAP-c-Kit Wildtyp nicht phosphoryliert vorlag
wurde die Kinase mit ATP und MgCl, in vitro phosphoryliert (3.1.5). Die Kinaseaktivitat
von c-Kit und deren Hemmung mit Inhibitoren konnte ebenfalls bestimmt werden

(3.1.6). mit GIST-assoziierten TAP-c-Kit

Des Weiteren wurden die mutierten,

Koderproteine charakterisiert, siehe Abschnittt 3.2.3.

3.1.3 Funktionalitat des TAP-tags

Der TAP-tag muss im Verlauf der Tandem-Affinitatsreinigung vier Anforderungen
genligen. Die Bindung an die IgG-Matrix Uber die beiden IgG-Bindedomanen muss

gewadhrleistet sein. Zur Abspaltung der IgG-Bindedomanen und damit zur Elution des
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Koderproteins muss das Fusionsprotein mittels TEV-Protease spaltbar sein. Die
TEV-Spaltung erfolgt an der fir die TEV-Protease definierten Konsensussequenz
(E-X-X-Y-X-Q-(G/S)) (Carrington und Dougherty, 1987 und 1988) zwischen den IgG-
Bindedomadnen und dem Flag-Peptid. Innerhalb der Konsensussequenz findet die
Proteolyse zwischen GIn und Gly bzw. zwischen GIn und Ser statt. Im weiteren Verlauf
muss das Flag-Peptid fir die zweite Affinitatsreinigung an die anti-Flag-Matrix binden

und letztendlich durch Zugabe von freiem Flag-Peptid, wieder von dieser eluierbar sein.

Um zu Uberprifen, ob TAP-c-Kit Wildtyp die oben genannten Anforderungen erfiillt,
wurde die Tandem-Affinitatsreinigung (2.4.5) durchgefiihrt (Abbildung 7). Die Qualitat
dieser Reinigungsmethode ist in Abschnitt 3.1.4 beschrieben. Zunachst wurden die
Bindung von TAP-c-Kit an die IgG-Matrix und die Eluierbarkeit von Flag-c-Kit nach TEV-
Spaltung mittels Western Blot Analyse mit einem anti-Flag-tag Antikérper nachgewiesen
(Abbildung 7 A). Im HEK293T-Zelllysat liegt TAP-c-Kit Wildtyp als rund 70 kDa grofes
Protein vor (Spur 1). Nach Inkubation des Lysats mit der IgG-Matrix (60 min, 4 °C) und
anschlielender TEV-Protease-Behandlung (16 °C, 60 min) konnte ein Protein im Eluat
(Spur 2) detektiert werden, dessen GroRe gut mit dem berechneten Molekulargewicht
von Flag-c-Kit (47,6 kDa) Ubereinstimmt. Der beobachtete Massenunterschied ldsst sich
mit der Abspaltung der 18,3 kDa grofien IgG-Bindedomanen erkldaren. Dass es sich bei
dem eluierten Protein um Flag-c-Kit handelt, wurde zusatzlich durch eine MS/MS-
Analyse bestatigt, in der das erste Peptid von Flag-c-Kit identifiziert wurde
(TVDAGADAGKPR). Anhand der Aminosauresequenz wird auBerdem deutlich, dass die
TEV-Spaltung spezifisch an der Konsensussequenz stattgefunden hat. Die weiteren
Anforderungen des TAP-tags, namlich die Bindung von Flag-c-Kit an die anti-Flag-Matrix
und die anschlieende kompetitve Elution mit freiem Flag-Peptid konnten ebenfalls
gezeigt werden (Abbildung 7 B). Hierzu wurde das Eluat der IgG-Matrix nach TEV-
Protease-Behandlung mit der anti-Flag-Matrix inkubiert und nach dem Waschen der
Matrix mit freiem Flag-Peptid eluiert. Die Proteinzusammensetzung des Eluats wurde
per SDS-PAGE analysiert. Nach der Reinigung Uber die anti-Flag-Matrix war keinerlei
Hintergrund mehr zu erkennen, Flag-c-Kit war demnach hoch rein. Es konnte somit
gezeigt werden, dass der verwendete TAP-tag im TAP-c-Kit Wildtyp Fusionsprotein voll

funktionsfahig war. Rekombinantes TAP-c-Kit kann somit als Kdderprotein in der
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Tandem-Affinitatsreinigung eingesetzt werden, um Bindepartner von c-Kit zu

identifizieren.

A B 200,0 [—"
116,3 —
98,0 97,4 ==
66,3
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Abbildung 7: Funktionalitdt des TAP-tags von c-Kit Wildtyp

A: Western Blot Analyse mit einem anti-Flag-tag Antikorper. Spur 1: Gesamtzelllysat von
TAP-c-Kit Wildtyp transfizierten Zellen. Zu sehen ist die Bande von TAP-c-Kit, Spur 2:
Eluat nach Inkubation mit der IgG-Matrix und der TEV-Protease. Zu sehen ist die Bande
von Flag-c-Kit. B: SDS-PAGE; Spur 3: Elutionsfraktion nach der Aufreinigung mit der
anti-Flag-Matrix und kompetitiver Elution mit freiem Flag-Peptid. Die starkste Bande
stellt das Flag-c-Kit Protein dar.

3.1.4 Reinheit der Tandem-Affinitatsreinigung

Die  Tandem-Affinitatsreinigung ist eine  zweistufige  chromatographische
Reinigungsmethode und hat im Vergleich zu einstufigen Reinigungsmethoden den
Vorteil einer deutlichen Hintergrundreduzierung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
klassische TAP-Reinigung fir c-Kit Wildtyp angewandt, vorwiegend als Qualitatskontrolle
und damit als Vorversuch zur Etablierung der expressions-entkoppelten TAP-Methode
(3.3.1). Fir das TAP-fusionierte c-Kit Wildtyp-Protein wurde diese Reinigung, wie in 2.4.5
beschrieben, durchgefiihrt. Die hohe Qualitdit der angewandten Tandem-

Affinitatsreinigung war durch eine deutliche Reduktion des Hintergrundes im Verlauf der
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beiden chromatographischen Schritte und der TEV-Spaltung gegeben (Abbildung 8). Der
erste chromatographische Schritt erfolgte durch die Bindung des Koderproteins an die
IgG-Matrix. In Abbildung 8 A sind die Waschfraktionen (Spur 1-8) nach Inkubation des
Kéderproteins mit der IgG-Matrix dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich der
Hintergrund im Verlauf der Waschschritte reduziert und die letzte Waschfraktion
(Spur 8) nahezu rein ist. Nach der anschlieBenden TEV-Spaltung (Abbildung 8 B) war
Flag-c-Kit Wildtyp die prominenteste Bande im Eluat, jedoch waren die TEV-Protease,
die IgG-Ketten des Saulenmaterials, sowie Hsp70 und Albumin an das Protein gebunden.
Die nachfolgende zweite chromatographische Reinigung tiber die anti-Flag-Matrix flihrte
zu einer deutlichen Reduktion des Hintergrundes, die Waschfraktionen zeigten nahezu
kein Signal mehr (Abbildung 8 C, Banden 1-6). Durch Elution mit freiem Flag-Peptid

konnte hochreines Flag-c-Kit Wildtyp isoliert werden (Banden 7 und 8).
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Abbildung 8: Tandem-Affinitatsreinigung von TAP-c-Kit Wildtyp

Die Tandem-Affinitatsreinigung wurde mit dem TAP-c-Kit Wildtyp Ko&derprotein aus
HEK293T-Zellen durchgefiihrt. Zunachst erfolgte die Bindung an die IgG-Matrix, dann die
Abspaltung der IgG-Bindedomdnen mit der TEV-Protease und anschlieBend die
Reinigung Uber die anti-Flag-Matrix. A: Reinigung von TAP-c-Kit Wildtyp lber die IgG-
Matrix; Spuren 1-8: Waschfraktionen 1-8 (TEV20-Puffer). B: Flag-c-Kit Wildtyp nach der
TEV-Spaltung C: Reinigung von Flag-c-Kit Wildtyp (ber die anti-Flag-Matrix. Spuren 1-6:
Waschfraktionen 1-6 (TMN50-Puffer).

3.1.5 Autophosphorylierung von c-Kit Wildtyp

Die Signallbertragung von endogenem c-Kit wird maRBgeblich durch dessen
Phosphorylierungsstatus bestimmt. Aktivierung und Autophosphorylierung der
Rezeptortyrosinkinase erfolgen intrinsisch durch Stimulation des extrazellularen Teils.

Dabei bindet der Ligand SCF an die IgG-Domane im extrazelluldren Teil, dies fiihrt zur
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Rezeptor-Dimerisierung und trans-Autophosphorylierung von c-Kit. Das im Rahmen
dieser Arbeit verwendete TAP-c-Kit Koderprotein umfasste jedoch lediglich den
intrazellularen Teil des Rezeptors. Wie erwartet lag TAP-c-Kit nach der Expression in
HEK293T-Zellen nicht Tyrosin-phosphoryliert vor. Durch Phosphoprotein-Farbung mit
,Pro-Q Diamond“-Lésung  (2.4.10) konnte zwar ein Signal auf der
Molekulargewichtshohe von Flag-c-Kit detektiert werden, jedoch ergab die MS-Analyse,
dass es sich hierbei lediglich um ein phosphoryliertes Serin (Ser959) handelte. TAP-c-Kit
Wildtyp sollte als Koderprotein im u-TAP-Assay eingesetzt werden, um
Interaktionspartner von c-Kit und im Besonderen auch Signalproteine zu identifizieren.
Da phosphorylierte Tyrosinreste wichtige Andockstellen fiir die Bindung von

Signalproteinen an c-Kit sind, wurde das Kéderprotein in vitro phosphoryliert.

Autophosphorylierungsstellen von c-Kit Wildtyp

Das rekombinante TAP-c-Kit Wildtyp-Protein wurde (iber die IgG-Matrix aufgereinigt und
matrixgebunden mit 10 mM MgCl, und 5 mM ATP in vitro phosphoryliert (2.4.3).
AnschlieBend wurden die IgG-Bindedomdnen von TAP-c-Kit mittels TEV-Protease
abgespalten und eluiertes Flag-c-Kit massenspektrometisch auf
Phosphorylierungsstellen hin untersucht (2.5.1). In Abbildung 9 sind die identifizierten
Phosphotyrosinreste von c-Kit Wildtyp schematisch dargestellt, die identifizierten
Phosphopeptide sind in Tabelle 6 aufgelistet. Ohne Zugabe von MgCl,/ATP lag c-Kit
Wildtyp nicht Tyrosin-phosphoryliert vor. Bereits nach einer 10-minttigen Inkubation
mit MgCl,/ATP konnten neun Phosphorylierungsstellen in c-Kit identifiziert werden.
Diese Phosphorylierungsstellen befanden sich in der Juxtamembran-Domane (pTyr-547,
pTyr-553, pTyr-568, pTyr-570), in der Kinase insert-Domane (pTyr-703, pTyr-721,
pTyr-730, pTyr-747) und im  C-Terminus (pTyr-936) von c-Kit. Die
Hauptautophosphorylierungsstellen sind Tyr-568 und Tyr-570 in der Juxtamembran-
Region von c-Kit. Liegen diese Stellen in phosphorylierter Form vor, nimmt die Kinase
ihre aktive Konformation an und die trans-Autophosphorylierungsreaktion beginnt (Mol
2004). Da diese Stellen bereits phosphoryliert vorlagen, war davon auszugehen, dass die
Kinase bereits ihre aktive Konformation angenommen hatte. Die
trans-Autophosphorylierungsreaktion  hatte  bereits begonnen, da  weitere

Phosphotyrosinreste vorlagen. Bei langerer Inkubationsdauer nahm der Grad der
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Phosphorylierung zu und ab einer 30-minttigen Inkubation mit MgCl,/ATP konnte eine
weitere pTyr-Stelle (pTyr-823) identifiziert werden. Dabei gilt pTyr-823 im activation
loop von c-Kit als das letzte Tyrosin, das in der Phosphorylierungskette phosphoryliert

wird (Mol 2003).

In vitro Phosphorylierung
10 mM MgCl, 5 mM ATP
Juxtamembran—{

Domane -

pTyr553

0“\'\\‘\ pTyr547

i - 5 Tyr568
Kinase-Domane I < p%’y¥570

M
I(inaseinsertf{ 10 min DP\/ 21 DT\/F747
Domane | pTyr731
< pTyr936

3
b30,,,.

h pTyr553
{\— pTyr547

\ 4

pTyr568

C-Terminus 0Tyr570

c-Kit zytosolische Doméne \ D‘P\/ \621 oTyr747
pTyr731

pTyr823
pTyro936

Abbildung 9: In vitro Phosphorylierung von c-Kit Wildtyp

Die in vitro Phospohorylierungsreaktion wurde mit aufgereinigtem, IgG-Matrix-
gebundenen c-Kit Wildtyp durch Inkubation mit 10 mM MgCl, und 5mM ATP
durchgefiihrt. Ohne Zugabe von ATP/MgCl, wies das Koderprotein keinerlei
Phosphotyrosinstellen auf. Bereits nach einer 10 minitigen Inkubationsdauer mit
ATP/MgCl, lagen neun der zehn identifizierbaren Tyrosinstellen phosphoryliert vor,
wenn auch teilweise mit einem niedrigen Phosphorylierungsgrad. Nach einer ATP/MgCl,
Inkubationsdauer von mehr als 30min  konnte  zusatzlich pTyr-823
massenspektrometrisch identifiziert werden.
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Tabelle 6: Identifizierte Phosphopeptide innerhalb von Flag-c-Kit Wildtyp

pTyr-Rest Identifiziertes Peptid
547 pYLQKPMYEVQWK
553 YLQKPMpYEVQWK
568 VVEEINGNNpYVYIDPTQLPYDHK
570 VVEEINGNNYVpYIDPTQLPYDHK
703 QEDHAEAALpPYK
721 ESSCSDSTNEpYMDMKPGVSYVVPTK
730 ESSCSDSTNEYMDMKPGVSpYVVPTK
747 IGSpYIER
823 DIKNDSNpYVVK
936 QISESTNHIpYSNLANCSPNR

Kinetik der in vitro Autophosphorylierung von c-Kit Wildtyp

Neben der Identifizierung der Phosphotyrosinstellen der c-Kit Kinase wurde die Kinetik
der einzelnen Phosphorylierungsstellen bestimmt, um Aufschluss Uber den zeitlichen
Verlauf der Phosphorylierungsstellen zu bekommen. Uber einen Zeitraum von 180 min
wurden wahrend einer Jin vitro Phosphorylierung die Verdanderungen der
Phosphorylierungsmuster jedes einzelnen Tyrosinrestes innerhalb der c-Kit Kinase
bestimmt. Dazu wurde TAP-c-Kit Wildtyp wie in 2.4.3 beschrieben Uber dessen
IgG-Bindedomane aufgereinigt und mit 10mM MgCl, und 5mM ATP bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 10 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min und 180 min
Inkubation wurden gleiche Volumina an TAP-c-Kit-gebundenem IgG-Material
entnommen, gewaschen und Flag-c-Kit wurde durch TEV-Spaltung (60 min, 16 °C)
eluiert. Um zu Uberprifen, ob sich die Kinase bei Raumtemperatur auch ohne Zugabe
von MgCl,/ATP autophosphoryliert, wurde eine Probe fiir 180 min ohne Zugabe von
MgCl,/ATP inkubiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung aller Proben wurden die
jeweiligen Phosphorylierungsgrade der einzelnen Tyrosinreste massenspektrometrisch
bestimmt (2.5.1). Die Phosphorylierungskinetik der einzelnen Tyrosinreste ist in
Abbildung 10, Gber einen Zeitraum von 180 min, gezeigt. Die Probe, die ohne MgCl,/ATP
inkubiert wurde, zeigte keinerlei Tyrosinphosphorylierung und ist deshalb nicht im

Diagramm dargestellt. Im Rahmen der zeitabhangigen in vitro Phosphorylierung von
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c-Kit Wildtyp konnten die bereits oben beschriebenen zehn
Tyrosinphosphorylierungsstellen und ein Phosphoserinrest gefunden werden. Alle zehn
Tyrosinreste zeigten einen zeitabhangigen Anstieg in ihrem Phosphorylierungsgrad,
wohingegen die Phosphorylierung des Serins mit der Zeit leicht abnahm. Die
Geschwindigkeiten der Phosphorylierungszunahme sowie die Endwerte nach 180 min
waren fir jeden Tyrosinrest unterschiedlich. Bereits nach 10-mindtiger Inkubation mit
MgCl,/ATP  waren die in der Juxtamembran liegenden Hauptauto-
phosphorylierungsstellen, pTyr-568 und pTyr-570 zu 50 % bzw. zu 20 % phosphoryliert.
Die Tyrosinreste Tyr-721, Tyr-703 und Tyr-730 zeigten ebenfalls eine starke
Phosphorylierung nach 10 min (57 %, 33 %, 23 %). Diese drei Tyrosinreste befinden sich
alle in der Kinase insert-Domane von c-Kit und sind Andockstellen fiir wichtige
Signalproteine, wie Grb2 (pTyr-703) und p85 (pTyr-721) und PLCy (pTyr-730). Grb2 ist
dabei wichtig fir die Regulation des MAP-Kinase Signalweges und p85 ist die
regulatorische Untereinheit der PI3-Kinase, die wiederum weitere Signalproteine wie Akt
aktivieren kann. Die weiteren Tyrosinreste Tyr-553, Tyr-747 und Tyr-936 waren nach
10 min nur zu 5-10 % phosphoryliert. pTyr-936 ist ebenfalls eine Andockstelle fiir das
Signalprotein Grb2. Tyr-823 lag nach 10 min nahezu gar nicht phosphoryliert (2 %) vor.
Tyr-823 befindet sich im activation loop von c-Kit und wird als letzter Rest in der trans-
Autophosphorylierungsreaktion von c-Kit phosphoryliert (Mol 2004). Nach etwa 90 min
verlangsamte sich die Phosphorylierungsreaktion, die jeweiligen Phosphorylierunsgrade
stiegen nur noch leicht an, manche zeigten eine schwache Abnahme. Die Endwerte des
Phosphorylierungsgrades der einzelnen Tyrosine waren deutlich unterschiedlich, sie
lagen zwischen 92% und 12 %. Dabei zeigten pTyr-568 und pTyr-703 einen
Phosphorylierungsgrad von mehr als 90 %, wohingegen pTyr-823 nur zu 12%
phosphoryliert vorlag. Die Ubrigen Tyrosinreste waren zwischen 34 % und 76 %

phosphoryliert.
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Abbildung 10: In vitro Autophosphorylierungskinetik von c-Kit Wildtyp

TAP-c-Kit Wildtyp wurde durch Bindung an die 1gG-Matrix aufgereinigt (2.4.3) und durch
Inkubation mit 10 mM MgCl, und 5 mM ATP in vitro phosphoryliert. Zur Bestimmung der
Kinetik der einzelnen Phosphorylierungsstellen wurden Proben im Zeitraum bis 180 min
entnommen, die Reaktion durch Waschen mit TEV20-Puffer gestoppt und das Protein
durch Abspaltung der IgG-Bindedomane mittels TEV-Protease eluiert. Die
Phosphorylierungsstellen wurden massenspektrometrisch bestimmt (2.5.1) und der
Grad der Phosphorylierung ermittelt. Es konnten zehn Tyrosin- und eine
Serinphosphorylierungsstelle identifiziert werden. Die Phosphorylierung der einzelnen
Reste erfolgte mit verschiedenen Geschwindigkeiten und resultierte in unterschiedlichen
Phosphorylierungsgraden nach 180 min.

3.1.6 Kinaseaktivitat von c-Kit Wildtyp

Fir die spatere umfassende Identifikation von c-Kit Bindepartnern mag es von
Bedeutung sein, dass die rekombinant exprimierte Kinase dhnliche Eigenschaften wie
das endogene Enzym aufweist. Zur Bestimmung, ob das rekombinante c-Kit enzymatisch
aktiv vorliegt und neben der trans-Autophosphorylierung weitere Substrate
phosphorylieren kann, wurde ein Kinase-Assay durchgefiihrt. Die Bestimmung der
Kinaseaktivitdt von unphosphoryliertem und in vitro phosphoryliertem Flag-c-Kit Wildtyp
erfolgte in Anwesenheit von MgCl, und ATP (2.4.4). Als Kinase Substrat wurde ein Peptid

aus der Kinase-Domaéane des kinase insert domain receptors (KDR) eingesetzt. Dieses
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Peptid enthdlt einen Tyrosinrest (Tyr-966), der durch c-Kit phosphoryliert werden kann
(Angaben des Herstellers, Cell Signaling). Sowohl c-Kit als auch KDR gehoéren zur Klasse I
der Rezeptortyrosinkinasen, weshalb davon auszugehen war, dass das KDR-Peptid als
Modell-Substrat flir die intrinsisch vorkommende Rezeptor-Dimerisierung und
Autophosphorylierung diente. Die Analyse der Substratphosphorylierung erfolgte mittels
nanoESI-MS (2.5.2). Im Weiteren sollte im Rahmen dieser Untersuchungen die Wirkung
der beiden Kinase-Inhibitoren Imatinib und Sunitinib auf die Kinaseaktivitat von c-Kit
getestet werden. Die Ergebnisse der Aktivitaitsmessungen sind in Tabelle 7 dargestellt.
Beim Einsatz von in vitro phosphoryliertem Flag-c-Kit (120 min, vgl. 2.4.3), welches das
bereits beschriebene Phosphorylierungsmuster aufwies (3.1.5), wurde keine
Substratphosphorylierung beobachtet. Eine Phosphorylierung von Tyr-966 innerhalb des
KDR-Peptids konnte nur dann gemessen werden, wenn Flag-c-Kit Wildtyp im
unphosphorylierten Zustand zum Reaktionsansatz gegeben wurde. Bei einer zuvor
durchgefiihrten Initiierung der in vitro Phosphorylierung kommt es zur
Autophosphorylierung und Flag-c-Kit ist daher vermutlich dann nicht mehr in der Lage,
das Substrat zu phosphorylieren. Die Zugabe von Imatinib und Sunitinib wirkt
inhibitorisch auf die Kinaseaktivitdt von Flag-c-Kit, das KDR-Peptid blieb
unphosphoryliert. Da in Abwesenheit von Flag-c-Kit keine Substratphosphorylierung
auftrat, war davon auszugehen, dass Flag-c-Kit mit hoher Wahrscheinlichkeit die
phosphorylierende Kinase war. Beim Einsatz von aktiviertem c-Kit Wildtyp fir
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit war also nicht davon auszugehen, dass

weitere Kinasen durch c-Kit posphoryliert werden.
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Tabelle 7: Bestimmung der Kinaseaktivitat von Flag-c-Kit Wildtyp

.. Substrat-
in vitro

Protein . Inhibitor phosphorylierung
Phosphorylierung (KDR pTyr-966)

Flag-c-Kit Wildtyp JA - NEIN
Flag-c-Kit Wildtyp JA Imatinib NEIN
Flag-c-Kit Wildtyp JA Sunitinib NEIN
Flag-c-Kit Wildtyp NEIN - JA

Flag-c-Kit Wildtyp NEIN Imatinib NEIN
Flag-c-Kit Wildtyp NEIN Sunitinib NEIN
- - - NEIN

3.2 Expression und Charakterisierung von c-Kit Mutanten

3.2.1 Auswahl der c-Kit Mutationen

Bei 88 % der GIS-Tumore ist eine aktivierende Mutation im c-Kit Rezeptor die Ursache
fir deren Entstehung (Hirota 1998). Primdre Mutationen koénnen sowohl im
extrazelluldren Bereich (5-13 %), in der Juxtamembran-Domane (75-85 %) oder sehr
selten in der Kinase-Domane | oder Il (jeweils 1-4 %) von c-Kit auftreten. Sekundare
Mutationen im activation loop (Kinase-Domane Il) von c-Kit treten bei Imatinib-Resistenz
auf und gelten als deren Ursache (Antonescu 2005) (Abbildung11). Fir die
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden die klinisch relevantesten, mit GIST-
assoziierten, c-Kit Mutationen ausgewadhlt und als TAP-fusionierte K&derproteine
exprimiert. Ferner sollte auch der molekulare Mechanismus der Imatinib-Resistenz
ndaher untersucht werden, weshalb nachfolgende c-Kit Mutanten ausgewahlt wurden:
V560D _D820A; del557,558 Y823D; D820A. Des Weiteren ist bekannt, dass sich Zellen
mit verschiedenen primadren c-Kit Mutationen in ihrer Antwort auf bestimmte
Tyrosinkinase-Inhibitoren unterscheiden, indem sie zum Beispiel eine schnelle Resistenz
entwickeln oder gar keine Reaktion auf den jeweiligen Inhibitor zeigen. Zum
molekularen Verstandnis dieses Phdanomens wurden auch hier die prominentesten c-Kit
Mutationen ausgewahlt: del557,558; V560D; V559D; del559; K642E. Zusatzlich wurde

die mit Melanomen assoziierte c-Kit Mutation L576P untersucht. Sie ist die haufigste
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c-Kit Mutation in Melanomen (30-40 %) und zeigt bei der Behandlung mit Imatinib
in vitro (Zelllinie) keine Sensitivitdt (Woodman 2009). Im Rahmen dieser Arbeit wurden
die genannten TAP-c-Kit Mutanten mittels verkiirzter Tandem-Affinitatsreinigung und

Immunoprazipitation auf deren Bindepartner hin untersucht.

51gG-dhnliche
Domanen

Mutationshaufigkeiten
bei GIST
TAP-c-Kit (aa544-977)

Exon 9:5-1 3%

7 Transmembran-

J Segment V560D; V559D;
Juxtamembran- _ gyon 11:75 -85 % del557,558; del559; L576P

N Domaéne

) _ s 1
«—tKinase-Domdnel  Exon13:1-4 % K642E

j Kinase insert-Domane

D820A;
Kinase-Dominell Exonl17:1-2% _
* Sehr hiufig: Sekundire V560D_D820A;
p utlg: >eku del557,558_Y823D

] Mutation
C-Terminus

Abbildung 11: Mutationshaufigkeit in der Rezeptortyrosinkinase c-Kit bei GIS-Tumoren

Schematische Darstellung eines Monomers der Rezeptortyrosinkinase c-Kit, bestehend
aus der extrazelluldren Domane, der Tansmembran-Domane und dem intrazelluldren
Bereich. GIST-assoziierte primare Mutationen treten zu 5-13 % in der extrazelluldren
Domadne (Exon 9), zu 75-85 % in der Juxtamembran-Domane, zu 1-4 % in der Kinase-
Domane | und zu 1-2 % im activation loop der Kinase-Domane Il. Sekundare Mutationen
treten vorwiegend in diesem Bereich auf. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der
intrazelluldre Teil von c-Kit (aa544-977) mit einem TAP-tag versehen und direkt als
Wildtyp eingesetzt, auBerdem wurden die TAP-fusionierten c-Kit Mutanten del557,558;
del559; V559; V560D; L576P,K642E; V560D _D820A; del557,888 und D820A generiert.

3.2.2 Expression von mutierten TAP-c-Kit Proteinen

Die TAP-fusionierten c-Kit Mutanten wurden, wie in 2.2.8 beschrieben, durch
ortsgerichtete Mutagenese mit der Matrize TAP-c-Kit Wildtyp generiert. Die mutierten

c-Kit Proteine bestanden, entsprechend dem Wildtyp, aus dem intrazelluldaren Teil des
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c-Kit Rezeptors (aa544-977) sowie dem TAP-tag und wurden unter der Kontrolle des
Cytomegalovirus (CMV)-Promotors in Saugerzellen (HEK293T-Zellen) exprimiert. Die
Expression der mutierten Proteine erfolgte ebenfalls zunachst in kleinem Malstab, um
geeignete Expressionsbedingungen zu finden und Proteindegradation auszuschlieRen.
Hierzu wurden Zelllysate aus TAP-c-Kit Mutanten exprimierenden HEK293T-Zellen
hergestellt, dquivalente Mengen gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.4.1, 2.4.10) und im
Western Blot mit einem anti-B-Aktin Antikdrper analysiert (2.4.11). Aufgrund der
IgG-Bindedomanen der TAP-tags, die vom Zweitantikorper erkannt werden, waren
sowohl die TAP-c-Kit Mutanten als auch B-Aktin im Western Blot zu sehen. Abbildung 12
zeigt einen Western Blot mit den TAP-c-Kit Mutanten K642E, V560D, V560D _D820A und
D820A, sowie dem TAP-tag, welches im u-TAP-Assay als Kontrollprotein diente. Nicht
abgebildet sind die c-Kit Mutanten V559D, del557,558, del559, L576P und
del557,558 Y823D, diese zeigten dasselbe Expressionsprofil wie die in Abbildung 12
dargestellten Mutanten. Wie auch schon bei der Analyse von c-Kit Wildtyp im Western
Blot beobachtet, traten auch bei der Expression der c-Kit Mutanten Doppelbanden auf.
Auch hier entsprachen die unteren Proteinbanden der TAP-c-Kit Mutanten dem
errechneten Molekulargewicht von 69,5 kDa. Es war wie beim Wildtyp wieder davon
auszugehen, dass die 1gG-Bindedomanen im TAP-tag ursachlich fir die Doppelbanden
sind, da nach deren Abspaltung jeweils nur eine Flag-c-Kit Bande im Western Blot
detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Bei der Analyse des TAP-tag
Kontrollproteins im Western Blot zeigte sich ebenfalls eine Doppelbande mit einem
Massenunterschied der Einzelbanden von ~5 kDa (Abbildung 12). Allerdings wich das
beobachtete Molekulargewicht von ~ 28 kDa fiir die starkere Bande und ~ 33 kDa fir die
schwachere Bande von dem fiir das Kontrollprotein errechneten Molekulargewicht von
21 kDa ab. Durch MS/MS-Analyse konnten die mutationsspezifischen Peptide innerhalb
der rekombinanten Flag-c-Kit Mutanten identifiziert werden (Tabelle 8). Des Weiteren
wurde eine hohe Anzahl an Peptiden (Sequenzabdeckung 65-80 %) und zusatzlich das
erste und letzte Peptid in der Sequenz von Flag-c-Kit gefunden, was fiir eine vollstandige
Expression der c-Kit Mutanten spricht. Zusatzlich konnte durch Western Blot Analyse
eine Degradierung von c-Kit ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass alle mutierten TAP-c-Kit Proteine in
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HEK293T-Zellen exprimierbar waren, allerdings waren die Proteinausbeuten etwa

20-30-fach geringer als die des Wildtyps.

TAP-c-Kit —

B-AKLIN ——> s e S S —

___—
TAP-tag — 5

K642E V560D V560D_ D820A
D820A

Abbildung 12: Western Blot der Expression von TAP-c-Kit Mutanten in HEK293T-Zellen.

HEK293T-Zellen wurden transient mit Plasmiden kodierend fiir die TAP-c-Kit Mutanten
bzw. dem TAP-tag Plasmid transfiziert (2.3.3) und 48 h spater geerntet und lysiert
(2.4.1). Aquivalente Proteinmengen wurden im Western Blot analysiert. Die Detektion
erfolgte mit einem anti-B-Aktin Antikorper, dieser farbte neben B-Aktin auch TAP-c-Kit
aufgrund dessen IgG-Bindedomanen an. In der Abbildung sind das TAP-Kontrollprotein
und die TAP-c-Kit Mutanten K642E, V560D, V560D_D820A sowie D820A exemplarisch
dargestellt. Das Molekulargewicht der TAP-c-Kit Mutanten betrug 69,5 kDa, das des
TAP-tags 28 kDa fir die starkere Bande und ~ 33 kDa fiir die schwachere Bande.

Tabelle 8: MS/MS-Identifizierung der mutationsspezifischen Peptide der c-Kit Mutanten

Mutation in Mittels MS/MS identifiziertes tryptisches Peptid

Flag-c-Kit

V560D VDEEINGNNYVYIDPTQLPYDHK

D820A NASNYVVK

V559D DVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHK

del557,558 deI5$8 f[]hltt zZu einem nicht detektierba'ren tryptischen
Peptid. Indirekter Nachweis durch Peptidverlust.

K642E K642E fiihrt zu einem nicht detektierbaren tryptischen

V560D_D820A

del557,558_Y823D

L576P

Peptid. Indirekter Nachweis durch Peptidverlust.
VDEEINGNNYVYIDPTQLPYDHK // NASNYVVK

del558 fihrt zu einem nicht detektierbaren tryptischen
Peptid. Indirekter Nachweis durch Peptidverlust. //
NDSNDVVK

VVEEINGNNYVYIDPTQPPYDHK
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3.2.3 Charakterisierung von c-Kit Mutanten

Die neun ausgewadhlten c-Kit Mutanten wurden beziglich der Funktionalitat des
TAP-tags und ihres Phosphorylierungsstatus charakterisiert. Aufgrund der niedrigen
Expressionsrate der Mutanten konnte zum Aufreinigen nur eine verkirzte Form des
TAP-Assays angewandt werden — namlich die ersten beiden Schritte — der Tandem-
Affinitatsreinigung (2.4.6). Dabei wurden die Mutanten Uber die IgG-Matrix aufgereinigt
und mittels TEV-Protease unter Abspaltung ihrer IgG-Bindedomanen eluiert. Die
Funktionalitdt der mutierten TAP-c-Kit Proteine bezlglicher dieser beiden genannten
Schritte wurde im Rahmen der Anwendung der verkiirzten TAP-Methode Uberprift. Alle
untersuchten Mutanten konnten Uber die 1gG-Bindedomanen aufgereinigt und mittels
TEV-Protease von diesen abgespalten werden. Die Bestimmung der
Phosphorylierungsstellen erfolgte an den aufgereinigten Flag-c--Kit Proteinen, diese sind
im nachfolgenden Abschnitt (3.2.4) in Abbildung 13 im Western Blot zu sehen; ein
SDS-Gel ist in Abschnitt 3.4.1, Abbildung 18 abgebildet. Die Bestimmung der
Phosphorylierungsstellen erfolgte ebenfalls fir alle oben angegeben c-Kit Mutanten.
Diese wurden mit phospho-spezifischen c-Kit Antikdrpern im Western Blot sowie

massenspektrometisch bestimmt.

3.2.4 Bestimmung von Phosphorylierungsstellen in c-Kit Mutanten

Uberblick

Von mutierten c-Kit Proteinen ist bekannt, dass sie im Gegensatz zum Wildtyp nicht
durch Stimulation der extrazelluliren Domane (Bindung von SCF) aktiviert werden,
sondern aufgrund ihrer Mutation konstitutiv aktiv und folglich dauerhaft Tyrosin-
phosphoryliert vorliegen. Das Phosphorylierungsmuster der c-Kit Mutanten koénnte
moglicherweise vom Genotyp abhangig und demgemald differentiell sein, was sich
wiederum auf die Bindung von Signalproteinen an c-Kit auswirken kénnte. Aus diesem
Grund wurde untersucht, ob die mutierten rekombinanten TAP-c-Kit Proteine bereits
nach ihrer Expression in HEK293T-Zellen phosphoryliert vorliegen. Die Bestimmung der
Tyrosinphosphorylierung erfolgte unter dem Einsatz mehrerer Methoden. Zunachst

wurde eine Phosphoprotein-Farbung mit der ,Pro-Q Diamond“-Lésung durchgefiihrt.
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Diese Methode Vvisualisiert neben Phosphotyrosin auch Phosphoserin und
Phosphothreonin. Bei Anwendung dieser Methode fiir die mutierten Flag-c-Kit Proteine
zeigten sich Signale auf deren Molekulargewichtshohe (Daten nicht gezeigt). Eine
MS/MS-Analyse mit dem QTOF2 Massenspektrometer (2.5.1) konnte nur ein
phosphoryliertes Serin (Ser959) nachweisen, welches auch beim Wildtyp identifiziert
wurde. Die Bestimmung der Phosphorylierungsgrade mittels MS/MS war erschwert, da
aufgrund der schlechten Exprimierbarkeit der Mutanten nur geringe Proteinmengen fir
die Analyse zu Verfligung standen. Um dieses Problem zu umgehen, wurden die
Phosphorylierungsstellen zunachst immunologisch im Western Blot nachgewiesen, unter
Verwendung Phosphotyrosin-spezifischer c-Kit Antikorper. Zusatzlich stand im weiteren
Verlauf dieser Arbeit ein deutlich sensitiveres UPLC-Orbitrap-Massenspektrometer-
System zur Verfligung, das den Nachweis der Phosphorylierungsstellen auch bei

geringen Mengen an Ausgangsmaterial ermoglichte.

Immundetektion

Eine Moglichkeit der Bestimmung von Phosphorylierungsstellen ist der Einsatz von
phospho-spezifischen Antikérpern im Immunoblot. So konnte durch Detektion mit zwei
verschiedenen Phosphotyrosin-spezifischen anti-c-Kit Antikérpern die relative
Phosphorylierungsstarke an Tyr-568 und/oder Tyr570 sowie an Tyr-721 bestimmt
werden. Es war dabei zu beachten, dass die IgG-Bindedomanen der TAP-tags
abgespalten sein mussten, da diese jeden Antikorper binden und somit eine spezifische
Antikorper-Detektion unmoglich machen. Daher wurden fir diesen Versuch eine
Auswahl der, durch verkirzte Affinitatsreinigung (2.4.6) aufgereinigten, c-Kit Mutanten
eingesetzt. Als Negativkontrolle diente das TAP-tag Protein. Die Eluate wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran geblottet (2.4.11), dann
erfolgte eine Immundetektion mit einem anti-c-Kit pTyr-568/570 oder einem anti-c-Kit
pTyr-721 Antikorper (Abbildung 13 A und C). Nach dem Herunterwaschen der Antikorper
(stripping) wurde der Blot mit einem anti-Flag-tag Antikorper inkubiert. Mit dem
anti-Flag-tag Antikorper wurde die Gesamtmenge an Flag-c-Kit visualisiert, sie diente zur
Normalisierung der phospho-spezifischen c-Kit Signale. Das Verhaltnis der
Signalintensitat der pTyr-568/570- bzw. pTyr-721-spezifischen c-Kit-Bande zur Flag-c-Kit-
Bande gibt die relative Phosphorylierungsstarke an. In Abbildung 13 B sind die
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Mittelwerte der Verhéltnisse von c-Kit pTyr-721 zu Flag-c-Kit dargestellt
(n =2). Abbildung13 D zeigt die Verhaltnisse von pTyr-568/570-c-Kit zu Flag-c-Kit. c-Kit
K642E zeigte an allen drei untersuchten Tyrosinresten kaum Phosphorylierung,
wohingegen die Mutanten V560D, D820A und V560D_D820A sowohl an Tyr-568/570 als
auch an Tyr-721 deutlich phosphoryliert vorlagen. An Tyr-568/570 waren die Mutanten
ahnlich stark phosphoryliert. Die Phosphorylierung an Tyr-721 lag bei der c-Kit Mutante
V560D _D820A um den Faktor zwei hoher als bei den Mutanten V560D und D820A.
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Abbildung 13: Immunologische Bestimmung der Tyrosinphosphorylierung der c-Kit
Mutanten

Zur Bestimmung der Phosphotyrosinreste wurden c-Kit Wildtyp und Mutanten zunachst
mit einem anti-c-Kit pTyr-721 bzw. einem anti-c-Kit pTyr-568/570 Antikorper und
anschlielend mit einem anti-Flag-tag Antikorper im Western Blot detektiert. Die
Signalintensitdten der einzelnen Banden wurden quantifiziert. A: Western Blot
Ergebnisse der pTyr-721-c-Kit- und Flag-c-Kit-Detektion fir den Wildtyp und
ausgewahlte Mutanten. B: Gezeigt ist die relative Starke der Phosphorylierung an
Tyr-721 beim Wildtyp und ausgewahlten Mutanten. Diese entspricht dem Verhaltnis der
pTyr-721-c-Kit zur Flag-c-Kit-Signalintensitdt (Mittelwerte aus je n =2 Experimenten).
C: Western Blot Ergebnisse der pTyr-568/570-c-Kit- und Flag-c-Kit-Detektion fiir den
Wildtyp und ausgewdhlte Mutanten. D: Gezeigt ist die relative Starke der
Phosphorylierung an Tyr-568/570 beim Wildtyp und ausgewahlten Mutanten. Diese
entspricht dem Verhaltnis der pTyr-568/570-c-Kit- zur Flag-c-Kit-Signalintensitat.
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Massenspektrometrie

Fir die Bestimmung der Phosphorylierungsstellen mit dem UPLC-Orbitrap-
Massenspektrometer-System wurden die TAP-c-Kit Proteine lediglich Uber die
IgG-Matrix aufgereinigt und mittels LDS-Probenpuffer von dieser eluiert. So wurde zwar
keine saubere Reinigung der Proteine erzielt, jedoch konnten wesentlich geringere
Mengen an Zelllysat eingesetzt werden. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der
Proben wurden die Phosphotyrosinreste wie in 2.5.1 beschrieben bestimmt (Tabelle 9).
Die Bestimmung der Phosphorylierungsgrade erfolgte label-free (Seidler 2009). Dabei
konnten in c-Kit Wildtyp sowie c-Kit K642E keinerlei Tyrosinphosphorylierungensstellen
identifiziert werden. Die Mutanten V560D und D820A wiesen eine Phosphorylierung an
pTyr-568, der Hauptautophosphorylierungsstelle von c-Kit (40 % bzw. 42 %) auf. Eine
deutlich starkere Phosphorylierung von Tyr-568 konnte bei der c-Kit Mutante L576P
sowie der Imatinib-Resistenz-Mutante V560D _D820A (70 % bzw. 73 %) gemessen
werden. Weitere Phosphorylierungsstellen konnten bei keinem untersuchten c-Kit
Proteine gefunden werden. Bei den Mutanten del557,558 und del557,558 Y823D fiihrte
deren Deletionsmutation zu einem nicht detektierbaren tryptischen Peptid im Bereich

der Phosphorylierungsstelle (Tyr-568), sodass diese nicht bestimmt werden konnte.

Tabelle 9: Identifizierte Phosphotyrosinstellen in den TAP- c-Kit Proteinen

. Phosphotyrosinstellen
Untersuchtes Protein .
(Grad der Phosphorylierung)

TAP-c-Kit Wildtyp nicht phosphoryliert
TAP-c-Kit del557,558 nicht detektierbar
TAP-c-Kit V559D nicht untersucht
TAP-c-Kit V560D pTyr-568 (40 %)
TAP-c-Kit L576P pTyr-568 (70 %)
TAP-c-Kit K642E nicht phosphoryliert
TAP-c-Kit V560D_D820A pTyr-568 (73 %)
TAP-c-Kit D820A pTyr-568 (42 %)
TAP-c-Kit del557,558-Y823D nicht detektierbar

70



Ergebnisse

Anhand der Immunoblots und der Massenspektrometriedaten konnte gezeigt werden,
dass alle untersuchten c-Kit Mutanten, mit der Ausnahme von K642E, im Gegensatz zum
Wildtyp-Protein eine Tyrosinphosphorylierung aufweisen. Da es sich dabei um die
Hauptautophosphorylierungsstelle von c-Kit (pTyr-568) handelt, ist wahrscheinlich
davon auszugehen, dass diese Mutanten konstitutiv aktiviert sind. Insofern spiegeln
diese Mutanten die klinische Situation wieder und stellen ein geeignetes

Ausgangsmaterial flr Interaktionspartner-Analysen dar.

3.3 Interaktionspartner-Analyse von c-Kit Wildtyp

3.3.1 Etablierung der expressions-entkoppelten Tandem-
Affinitatsreinigung fir c-Kit Wildtyp

In vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass c-Kit Wildtyp in sehr
reiner Form Uber die klassische zweistufige Tandem-Affinitatsreinigung isoliert werden
kann (3.1.4). Zur Identifikation von c-Kit Bindepartnern wurde die expressions-
entkoppelte Tandem-Affinitatsreinigung (kurz: u-TAP) eingesetzt — eine Kombination aus
der klassischen TAP-Reinigung und einer Pull-down-Methode (Erlbruch 2010). Das
Prinzip besteht darin, dass das TAP-fusionierte Koderprotein zunachst aufgereinigt und
anschliefend zum zu untersuchenden Zelllysat gegeben wird. Die bereits beschriebe
Form des u-TAP-Assays wurde mit den katalytischen Untereinheiten der PKA als
Koderprotein durchgefiihrt (Erlbruch 2010). Die Aufreinigung der TAP-fusionierten
katalytischen Untereinheiten der PKA erfolgte durch deren hoch spezifische Bindung an
das synthetische Peptid (Aminosduren 5-24) des physiologischen Proteinkinaseinhibitor
(PKI), welches an ein Sdulenmaterial gekoppelt vorlag (PKI(5-24)) (Girod 1996). Diese
Reinigungsmethode war fiir TAP-c-Kit nicht anwendbar, weshalb eine neue
Reinigungsstrategie zur Aufreinigung des Koderproteins etabliert werden musste. Wie
bereits beschrieben hatte sich auRerdem herausgestellt, dass c-Kit Wildtyp nach der
Expression nicht phosphoryliert vorlag. Phosphoryliertes TAP-c-Kit Koderprotein sollte
jedoch im u-TAP-Assay als Modell fur den intrinsisch vorkommenden, dimerisierten und
ebenfalls aktivierten c-Kit Rezeptor eingesetzt werden. Folglich musste eine Methode

entwickelt werden, um das Kéderprotein in vitro zu phosphorylieren (3.1.5).
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Ziel war es, den intrazelluldren Teil der Rezeptortyrosinkinase c-Kit zusammen mit dem
TAP-tag als Fusionsprotein in HEK293T-Zellen zu exprimieren und als Koderprotein fiir
die expressions-entkoppelte Tandem-Affinitatsreinigung einzusetzen. Der Ablauf der in
dieser Arbeit gewadhlten Strategie fir die expressions-entkoppelte Tandem-
Affinitatsreinigung von c-Kit ist in Abbildung 15 dargestellt. Die genaue Durchfiihrung ist
in 2.4.7 beschrieben. Um die Anwendbarkeit der Strategie zu beurteilen, wurde zunachst
die Reinigungseffizienz Uberprift. Dazu wurde die expressions-entkoppelte Tandem-
Affinitatsreinigung von c-Kit unter Verwendung von Hela-Zelllysat durchgefiihrt und das
Reinigungsergebnis mittels SDS-PAGE dokumentiert (Abbildung 14,). Zunachst musste
das in HEK293T-Zellen exprimierte TAP-c-Kit Koderprotein aufgereinigt werden. Dazu
wurde die Bindung der IgG-Bindedomdnen im TAP-tag an die IgG-Matrix ausgenutzt.
Nach Inkubation des Zelllysates mit der IgG-Matrix wurde stringent gewaschen, um alle
unspezifisch gebundenen Proteine von TAP-c-Kit zu entfernen. Wahrend in der ersten
Waschfraktion noch viele Proteine enthalten waren, konnten in der letzten
Waschfraktion keine Proteine mehr detektiert werden (Abbildung 14, Spuren 2 und 3).
Es konnte daher davon ausgegangen werden, dass TAP-c-Kit nahezu rein vorlag. Zur
Uberpriifung der Reinheit wurde in einem parallelen Ansatz das Kéderprotein durch
TEV-Spaltung eluiert und massenspektrometrisch untersucht; dabei konnten als
Bindepartner lediglich die TEV-Protease, Proteine der Hsp70-Familie, sowie die IgG-
Ketten der Matrix identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Das aufgereinigte, an die
IgG-Matrix gebundene c-Kit Kéderprotein wurde in TEV20-Puffer resuspendiert und tber
Nacht bei 4 °C gelagert. Gegebenenfalls wurde das aufgereinigte Kéderprotein zuvor in
vitro phosphoryliert, um die Kinase in eine aktive Form zu bringen (2.4.3). An die in vitro
Phosphorylierungsreaktion von c-Kit wurden zwei Anforderungen gestellt: Zum einen
musste die in vitro Phosphorylierung trotz dessen Bindung an die IgG-Matrix erfolgen
und zum anderen sollten die Phosphorylierungen auch am zweiten Versuchstag noch
vorhanden sein. Die in vitro Phosphorylierung von matrixgebundenem TAP-c-Kit
Koderprotein mit MgCl, und ATP ist — wie bereits in 3.1.5 gezeigt — erfolgreich
durchfiuhrbar. Alle zehn fir c-Kit beschriebenen Phosphorylierungsstellen konnten am
zweiten Versuchstag detektiert werden, jedoch mit verringerten
Phosphorylierungsgraden fiir acht Tyrosinreste und erhdhte Phosphorylierung fir zwei

Tyrosinereste (3.3.2, Tabelle 10). Am zweiten Versuchstag wurde das IgG-gebundene
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TAP-c-Kit Koderprotein zum zu untersuchenden Hela-Zelllysat gegeben. Nach Inkubation
mit diesem sollte das IgG-Material zwar unter moglichst milden Bedingungen gewaschen
werden, aber dennoch unspezifisch bindende Proteine entfernt werden. Hierzu wurde
ein Puffer mit geringer Salzkonzentration gewahlt (TEV20-Puffer). Die Waschfraktionen
(Abbildung 14, Spuren 4 und 5) zeigen, dass unter diesen Bedingungen eine effiziente
Reinigung moglich war, da die erste Waschfraktion (Spur 4) viele und die letzte nahezu
gar keine Proteine mehr enthielt. Im Anschluss daran erfolgten TEV-Spaltung und die
Reinigung Uber die anti-Flag-Matrix. Die Anforderung an die TEV-Spaltung war, dass sie
moglichst vollstandig sein sollte, um einen Proteinverlust zu vermeiden. Nach der
Abspaltung der IgG-Bindedomanen wurde das Eluat, Flag-c-Kit, mit der anti-Flag-Matrix
inkubiert und diese unter stringenteren Bedingungen (TMN50-Puffer) gewaschen. Mit
der ersten Waschfraktion (Spur 6) konnte noch eine geringe Menge an unspezifisch
gebundenen Proteinen entfernt werden, wohingegen in der letzten Waschfraktion
(Spur 7) keine Proteine mehr sichtbar waren. Die Elution von Flag-c-Kit mit samt seinen
gebundenen Interaktionspartner erfolgte mit freiem Flag-Peptid. Die Identifikation der
Bindepartner erfolgte mittels Massenspektrometrie und wird in den folgenden

Abschnitten behandelt.
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Abbildung 14: Etablierung des u-TAP-Assays; Wasch-fraktionen-

Spur 1: HEK293T-Zelllysat; Spur 2: 1gG-Saule Waschfraktion 1 (TMN50-Puffer); Spur 3:
IgG-Sadule letzte Waschfraktion (TEV40-Puffer); Spur 4: IgG-Sdule Waschfraktion 1
(TEV20-Puffer) nach Zugabe des Hela-Zelllysates zu nicht-aktiviertem TAP-c-Kit; Spur 5:
IgG-Sdule Waschfraktion 8 (TEV20-Puffer); Spur 6: Flag-Sdule Waschfraktion 1 (TMN50-
Puffer); Spur 7: Flag-Sdule Waschfraktion 8 (TMN50-Puffer).
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Das TAP-c-Kit Wildtyp Koderprotein wurde zunachst in HEK293T-Zellen exprimiert. Durch
Bindung an die IgG-Matrix (1) und anschlieRendem stringenten Waschen (2) wurde das
Koderprotein aufgereinigt und dann ggf. in vitro phosphoryliert (3). Das Koderprotein
wurde zum zu untersuchenden Zelllysat gegeben (4) und mit diesem inkubiert. Im
Anschluss wurde der IgG-gebundene c-Kit Komplex gewaschen und die Abspaltung der
IgG-Bindedomanen mittels TEV-Protease durchgefihrt (5). Nach Bindung an die
anti-Flag-Matrix (6) und anschlieRendem stringenten Waschen wurde das Kéderprotein
durch Zugabe des Flag-Peptids spezifisch mit seinen Bindepartnern eluiert (7). Die
Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch MS/MS-Analyse identifiziert.
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3.3.2 Analyse von Phosphorylierungs-spezifischen Interaktionen von c-Kit
Wildtyp

Zur Bestimmung des Einflusses der Tyrosinphosphorylierungen auf das Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerk von c-Kit wurde die u-TAP-Methode unter Verwendung von nicht-
aktiviertem und aktiviertem c-Kit Wildtyp Kdderprotein durchgefihrt (2.4.7). Die
vergleichenden Untersuchungen sollen Aufschluss (ber den Einfluss der
Tyrosinphosphorylierungen von c-Kit auf die Bindung von Interaktionspartnern geben.
Als zu untersuchendes System wurde Gesamtzelllysat von Hela-Zellen (1x10° pro
Versuch) gewadhlt. Als Negativkontrollen wurden — analog zum TAP-c-Kit Wildtyp
Koderprotein — das TAP-tag-Protein oder IgG-Matrix zum Hela-Zelllysat gegeben. In
Abbildung 16 sind die finalen Eluate eines u-TAP-Assays auf einem SDS-Gel aufgetragen,
unter Verwendung folgender Kéderproteine: TAP-tag (Spur 1), nicht-aktiviertes TAP-c-Kit
Wildtyp (Spur 2) und aktiviertes TAP-c-Kit Wildtyp (Spur 3). In Spur 1 ist das freie Flag-
Peptid (Bande 1) nach der Abspaltung seiner IgG-Bindedomadne zu sehen. In den
Spuren 2 und 3 sind die Flag-c-Kit Koderproteine (Banden 2 und 3) die deutlich starksten
Banden. Anhand dieser Banden wurden die Phosphorylierungsstellen von aktiviertem
und nicht-aktiviertem c-Kit Wildtyp sowie deren Phosphorylierungsgrade mittels
MS/MS-Analyse bestimmt (2.5.1) und sind in Tabelle 10 aufgelistet. Das c-Kit
Koderprotein wurde bereits am Vortag in vitro phosphoryliert und dann zusammen mit
dem untersuchenden Zelllysat inkubiert. Auch ca. 18 h nach der in vitro
Phosphorylierung lagen alle zehn fiir c-Kit identifizierten Tyrosinstellen phosphoryliert
vor. Verglichen mit der Phosphotyrosin-Analyse direkt nach der in Vvitro
Phosphorylierung war bei gleicher Inkubationsdauer (120 min) eine Reduktion der
Phosphorylierungsgrade deutlich zu erkennen. Dabei variierte die Abnahme der
Phosphorylierungsgrade unter den einzelnen Tyrosinstellen. Nur Tyr-747 und Tyr-823
zeigten eine deutliche Zunahme der Phosphorylierung. Anzumerken ist, dass Tyr-823 im
activation loop von c-Kit als letztes in der trans-Autophosphorylierungsreaktion

phosphoryliert wird (Mol 2003).
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Tabelle 10: Abnahme der Phosphorylierungsgrade von TAP-c-Kit Wildtyp

Tyrosinrest

Phosphorylierungs-  Phosphorylierungs-
grade direkt nach grade 18 h nach

Anderung des
Phosphorylierungs-

in c-Kit in vitro in vitro

Phosphorylierung Phosphorylierung grades
547 54 % 41 % -24%
553 36 % 7% -81%
568 92 % 45 % -51%
570 71 % 8% -89 %
703 88 % 14 % -84 %
721 76 % 45 % -41%
730 53 % 12 % -77%
747 20% 42 % +110 %
823 9% 21% +133 %
936 35% 15% -57%
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Abbildung 16: Expressions-entkoppelte Tandem-
Affinitatsreinigung mit nicht-aktiviertem und
aktiviertem TAP-c-Kit Wildtyp Koderprotein

Spur 1: Elutionsfraktion unter Verwendung des
TAP-tag Koderproteins (Negativkontrolle), Bande 1
zeigt das Flag-Peptid; Spur 2: Elutionsfraktion
unter Verwendung des nicht-aktivierten TAP-c-Kit
Wildtyp Koderproteins, Bande 2 zeigt Flag-c-Kit;
Spur 3: Elutionsfraktion unter Verwendung des
aktivierten TAP-c-Kit Wildtyp Koderproteins,
Bande 3 zeigt Flag-c-Kit.
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Es konnten insgesamt mehr als 40 Bindepartner von c-Kit mittels MS/MS-Analyse
identifiziert werden. Zu den identifizierten Interaktionspartnern von c-Kit Wildtyp
gehorten Signalproteine, Proteine, die mit GTPasen assoziiert sind und
proliferationsrelevante Proteine. Ferner konnten Proteine, die eine Funktion im
Stoffwechsel einnehmen, sowie Chaperone und Proteine des Zytoskeletts als potentielle
Interaktionspartner von c-Kit Wildtyp identifiziert werden. Die wichtigsten Bindepartner
sind in Tabelle 11 aufgelistet, weitere Interaktionspartner sind im Anhang dieser Arbeit
aufgefiihrt (9.1). Sofern nichts anderes angegeben, konnten alle Proteine
massenspektrometrisch in mindestens zwei unabhdngigen Versuchen eindeutig
identifiziert werden. Unter den identifizierten Proteinen sind sowohl bereits in der
Literatur beschriebene als auch unbekannte, neue potentielle Interaktionspartner von

c-Kit.

Die vergleichenden Untersuchungen mit phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem
Koderprotein ergaben, dass Signalproteine nur an aktiviertes, phosphoryliertes c-Kit,
jedoch nicht an unphosphoryliertes c-Kit binden. In diesem Zusammenhang konnten die
katalytische und die beiden regulatorischen Untereinheiten der PI3-Kinase, die bereits in
der Literatur als c-Kit-Interaktionspartner beschrieben ist, identifiziert werden (Serve
1994). Zusatzlich wurden als bekannte c-Kit Bindepartner die Kinase JAK1 und die
Transkriptionsfaktoren STAT3, STAT2 und STAT1 sowie das Adapterprotein Grb2,
welches den Ras-MAP-Kinase Signalweg aktiviert, nachgewiesen (Thommes 1999, Brizzi
1994). Signalproteine, deren Interaktion mit c-Kit bislang noch nicht beschrieben ist,
waren die PKC-related kinase 2 (PKN2) und Cortactin, ein Substrat der Src-Kinase (SRC8).
PKN2 ist eine mit PKC verwandte Proteinkinase. Sie ist bislang kaum beschrieben, wird
aber mit den Rho-GTPasen in Verbindung gebracht (Schmidt 2007).Cortactin ist nach
Tyrosinphosphorylierung in malignen Zellen an der Regulation des Zellwachstums und
der strukturellen Umgestaltungen beteiligt. Einige Stoffwechselenzyme konnten nur als
Interaktionspartner von phosphoryliertem c-Kit identifiziert werden, wie beispielsweise.
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase  (G3P) und Protein-L-isoaspartate(D-
aspartate) O-methyltransferase (PIMT). Andere Stoffwechselenzyme hingegen
interagierten mit c-Kit unabhdngig von dessen Phosphorylierungsstatus, z.B. die

Methionin-Adenosyltransferase lla (METK2). Proliferationsrelevante Proteine wie z.B.
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Proliferating  cell  nuclear  antigen (PCNA) interagierten Uberwiegend
phosphorylierungsunabhdngig mit dem c-Kit Koderprotein, lediglich Peroxiredoxin

(PRDX1) band selektiv an phosphoryliertes c-Kit.

Tabelle 11: Die wichtigsten Interaktionspartner aus dem u-TAP-Assay mit nicht-
aktiviertem und aktiviertem TAP-c-Kit Wildtyp Kdderprotein

. . TAP-cKit; — pp_ckit
Protein Bezeichnung nicht -
.. aktiviert
aktiviert

SIGNALPROTEINE

PK3CB_Human PI3-Kinase katalytische UE 8 NEIN JA

P85A/P85B_Human PI3-Kinase regulatorische UE a und B NEIN JA

STAT1,2,3 Human  Signal transducer and activator of NEIN JA
transcription 1, 2, 3

JAK1_Human Janus-Kinase 1 NEIN JA!

GRB2_Human Growth factor receptor-bound protein 2 NEIN JA

PKN2_Human Serine/Threonin Proteinkinase N2 NEIN JA

SRC8 Human Src Substrat Cortactin NEIN JA!

GTPasen ASSOZIIERTE PROTEINE

IQGA1_Human IQ-Motif beinhaltendes GAP, bindet an JA JA
CDC42

IMB3_Human; Importin 5 und 7, Ran-GTP bindende JA JA

IPO7_Human Proteine

GBB1_Human GTP-bindendes Protein B-polypeptide 1 JA JA

RAP2_Human Ras-related protein Rap-2a JA JA

STOFFWECHSELENZYME

METK2_Human Methionin-Adenosyltransferase Il a JA JA

G3P-Human Glycerinaldehyd-3-Phosphat- NEIN JA
Dehydrogenase

PIMT_Human Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O- NEIN JA
methyltransferase

ECHA _Human 3-oxoacyl-CoA Thiolase NEIN JA

PROLIFERATIONSRELEVANTE PROTEINE

PCNA Proliferating cell nuclear antigen JA JA

PRDX1_Human Peroxiredoxin 1 NEIN JA

PHB_Human Prohibitin JA JA
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TAP-c-Kit;

Protein Bezeichnung nicht TAP:C-_KIt
- aktiviert
aktiviert
CHAPERONE
Hsp90_Human Heat shock protein 90 JA JA
Cdc37_Human Hsp90 Cochaperon NEIN * JA*
TCPE_Human Chaperonin containing TCP1 NEIN JA
SONSTIGE PROTEINE
MYPT1 _Huamn Proteinphosphatase 1, regulatorische NEIN JA
Einheit
IFAB_Human Eukaryotic translation initiation factor NEIN JA
4B
TCTP_Human Tumor protein, translationally- NEIN * JA*
controlled 1
EFTU_Human Elongationsfaktor Tu NEIN * JA*
PHAR3_Human Phosphatase and actin regulator 3 NEIN * JA*

Abkirzungen: * = diese Proteine wurden nur einmal identifiziert. Es wurde bei diesem
Versuch keine vergleichenden Untersuchungen mit nicht-aktiviertem TAP-c-Kit Wildtyp
Koderprotein durchgefiihrt. 1= Proteine konnten nur einmal identifiziert werden.

Alle hier aufgelisteten Proteine konnten in der Negativkontrolle nicht identifiziert
werden.

3.3.3 Interaktionspartner-Analyse von c-Kit Wildtyp unter Inhibitor-
Zugabe

Imatinib ist der Inhibitor erster Wahl zur Behandlung von GIST. Der Hsp90 Inhibitor
17AAG (17-Dimethylaminoethylamino-17-demethoxy-geldanamycin) gilt als potentielles
alternatives Medikament insbesondere zur Behandlung von Imatinib-resistenten GIST.
Diese Inhibitoren sollten moglichst selektiv auf das mutierte c-Kit wirken und c-Kit
Wildtyp nicht beeinflussen. Um dies zu untersuchen wurde das Protein-
Interaktionsnetzwerks von c-Kit Wildtyp unter Anwesenheit der Inhibitoren mit der
u-TAP-Methode untersucht. Hierzu wurde in vitro phosphoryliertes TAP-c-Kit Wildtyp
Koderprotein zur Untersuchung von Bindepartnern aus dem Hela-Zelllysat eingesetzt
und vergleichende Untersuchungen in An- und Abwesenheit des jeweiligen Inhibitors

durchgefiihrt. Dazu wurden 8 uM Imatinib bzw. 6 uM 17AAG zum Hela-Zelllysat
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gegeben und 15 min prainkubiert. Anschlielfend wurde das aktiviertes TAP-c-Kit Wildtyp
hinzugegeben und der u-TAP-Assay wie in 2.4.7 beschrieben durchgefiihrt. Abbildung 17
zeigt das SDS-Gel der ersten beiden Elutionsfraktionen des u-TAP-Assays ohne Imatinib-
Zugabe (Spuren 1 und 2) sowie in Gegenwart von Imatinib (Spuren 3 und 4). Die
prominentesten Banden (1-4) der einzelnen Fraktionen sind die des Flag-c-Kit
Koderproteins. Das SDS-Gel der expression-entkoppelten Tandem-Affinitatsreinigung
unter der Behandlung mit dem Hsp90 Inhibitor wies das gleiche Bandenmuster auf,

daher wurde auf die Abbildung verzichtet.
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des Zelllysats mit Imatinib.
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Die Analyse der Phosphotyrosinstellen in den Flag-c-Kit Proteinen der verschiedenen
Fraktionen  erfolgte  mittels MS/MS-Analyse  (2.5.1). Die identifizierten
Phosphorylierungsstellen und -grade entsprachen den in Abschnitt 3.1.5 gezeigten
Ergebnissen. Der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib zeigte im u-TAP-Assay nahezu keinen
Einfluss auf das Protein-Interaktionsnetzwerk von aktiviertem c-Kit Wildtyp (Daten nicht
gezeigt). Es konnte lediglich Glucosidase Il B (GLU2B) als zusatzliches Protein unter
Anwesenheit von Imatinib identifiziert werden. Dieses Protein ist ein Phosphoprotein

und als Substrat der Protein-Kinase C (PKC) bekannt. Im Weiteren konnten in allen der
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massenspektrometrisch untersuchten Banden nach Imatinib-Behandlung die identischen

Proteine wie im unbehandelten Ansatz identifiziert werden.

Der Hsp90 Inhibitor 17AAG zeigte moglicherweise eine geringe Wirkung auf das Protein-
Interaktionsnetzwerk von c-Kit, da vier differentiell bindende Interaktionspartner
gefunden wurden (Tabelle 12). Das CD55-Antigen des Komplementsystems (DAF) sowie
die Acyl-CoA-Dehydrogenase (ACADV) wurden als zusatzliche Bindepartner beim
u-TAP-Assay unter 17AAG-Behandlung gefunden werden. Der Rezeptor fir
Hyaluronsdure (CD44) sowie die Aldehyd-Dehydrogenase (P5CS) konnten hingegen nur
in Abwesenheit von 17AAG identifiziert werden. Alle in Tabelle 12 aufgefihrten Proteine
konnten nicht in der Negativkontrolle (TAP-tag) gefunden werden. Die wichtigsten mit
c-Kit interagierenden Proteine, die in An- und Abwesenheit von 17AAG nachgewiesen
werden konnten, sind in Tabelle 11 sowie im Anhang 9.1 (Spalte aktiviertes TAP-c-Kit

Kéderprotein) zu finden.

Tabelle 12: Differentiell bindende Interaktionspartner von c-Kit Wildtyp im u-TAP-Assay
unter Behandlung von 6 uM 17AAG

. Identifiziert im Identifiziert im
. Protein .
PROTEIN Bezeichnung Score u-TAP-Assay ohne u-TAP-Assay mit
17AAG 17AAG
P5CS_Human Aldehyd-Dehydrogenase 95 JA NEIN
Familie 18, Mitglied A1l
CD44_Human Rezeptor flr 40 JA NEIN
Hyaloronsaure
DAF_Human CD55-Antigen, 50 NEIN JA
Komplementsystem
ACADV_Human Acyl-CoA-Dehydrogenase 89 NEIN JA

3.4 Interaktionspartner-Analyse von c-Kit Mutanten

Ursachlich flir die Entstehung von GIST ist in der Uberwiegenden Mehrheit eine
aktivierende Mutation in c-Kit. Das unkontrollierte Zellwachstum wird durch eine
Aktivitatssteigerung von c-Kit und damit durch Veranderungen in Signalwegen ausgelost.
In diesem Zusammenhang ist es von grolRem Interesse, die Interaktionspartner der

verschiedenen c-Kit Mutanten zu analysieren.
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3.4.1 Interaktionspartner-Analyse der c-Kit Mutanten durch verkiirzte
TAP-Reinigung

Das Protein-Interaktionsnetzwerk der mutierten, mit GIST-assoziierten c-Kit Proteine
wurden mithilfe der verkirzten Tandem-Affinitatsreinigung und anschlieRender MS/MS-
Analyse untersucht. Dabei wurde das TAP-c-Kit Protein liber die IgG-Bindedomanen aus
dem Zelllysat aufgereinigt und anschlieRend von diesen mittels TEV-Protease
abgespalten (2.4.6). Die Anwendung des u-TAP-Assays war aufgrund der geringen
Proteinausbeute der c-Kit Mutanten bei Expression in HEK293T-Zellen nicht
durchfihrbar. Die verkiirzte Tandem-Affinitatsreinigung wurde mit den TAP-c-Kit
Mutanten del 557,558; V559D; del559; V560D; K642E und V560D_D820A, sowie mit
dem TAP-c-Kit Wildtyp durchgefiihrt. Als Negativkontrolle wurden nicht-transfizierte
HEK293T-Zellen bzw. das TAP-tag Protein eingesetzt. Die Identifizierung der
Interaktionspartner  erfolgte  mittels  MS/MS-Analyse mit dem  QTOF2-
Massenspektrometer (2.5.1). Die potentiellen Bindepartner der c-Kit Mutanten und des
c-Kit Wildtyps sind in Tabellel3 aufgelistet. Neben diesen Interaktionspartnern wurden
Aktin, Albumin, TEV-Protease und IgG (leichte und schwere Kette) in allen Proben
gefunden. Das Koderprotein Flag-c-Kit konnte ebenfalls in allen untersuchten Gel-Spuren
identifiziert werden. Ein Grof3teil der identifizierten Bindepartner der c-Kit Mutanten
gehoren der Hsp70-Chaperon-Familie an, darunter Hsp70 Protein 1, 8, 4 und 9. Diese
genannten Hsp70 Proteine konnten als Bindepartner von allen Mutanten und vom
Wildtyp gefunden werden, mit Ausnahme von Hsp70 Protein 4. Dieses konnte weder als
Bindepartner von TAP-c-Kit V560D noch vom Wildtyp identifiziert werden. Das Protein
EF2 (eukaryotic translation elongation factor 2) ist ein Elongationsfaktor bei der
Translation und wurde als Bindepartner von c-Kit Wildtyp und den untersuchten c-Kit
Mutanten mit Ausnahme von V560D und del557,558 gefunden. Das Chaperon Hsp90
sowie sein Cochaperon Cdc37 wurden nur als Bindepartner der TAP-c-Kit Mutanten

identifiziert, nicht aber vom Wildtyp.

Diese Beobachtung war von besonderem Interesse und wurde im Rahmen dieser Arbeit
ndher untersucht (Abschnitt 3.4.2 bis 3.4.5). Hsp90 hat neben seiner Chaperonfunktion
bei der Faltung von neu synthetisierten Proteinen auch eine dauerhaft stabilisierende

Funktion von fehlgefalteten, onkogenen Proteinen und schiitzt sie somit vor
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proteasomaler Degradierung. Hsp90 ist ein potentielles Medikamenten-Zielmolekil bei
der Behandlung von Krebs, unter anderem von GIST (Bauer 2006). Cdc37 ist ein
Cochaperon von Hsp90 und steht oftmals mit der Faltung von Kinasen in Verbindung.
Eine Interaktion von onkogenen c-Kit Proteinen mit Cdc37 ist bislang noch nicht
beschrieben. Wie Hsp90 ist auch Cdc37 ein potentielles Medikamenten-Zielmolekiil, da

es ebenfalls zur Stabilisierung onkogener Proteine beitragt.

Tabelle 13: Interaktionspartner der TAP-c-Kit Mutanten

Identifiziertes

R WT V560D V559D del559 del557,558 K642E V560D D820A
Protein

Cdc37 - v v v v v
Hsp70 Protein 1
Hsp70 Protein 9

ANERNERN

Hsp70 Protein 8

AN N NN

Hsp90 -

AN NN

Hsp70 Protein4 - -

D N NI NI N NN
D N NI NI N NN
D N NI N N NN
AN N N N NN

EF2 v -

3.4.2 Charakterisierung der wichtigsten Interaktionspartner der c-Kit
Mutanten

Die Interaktion von Hsp90 und Cdc37 mit den TAP-fusionierten c-Kit Mutanten und das
Fehlen der Interaktion fiir c-Kit Wildtyp wurden, wie bereits in Abschnitt 3.4.1
beschrieben, durch den verkirzten TAP-Assay und nachfolgender MS/MS-Analyse
beobachtet. Da sowohl Hsp90 als auch Cdc37 potentielle Medikamenten-Zielmolekiile
fir die GIST-Therapie sind, wurden diese Interaktionen wie nachfolgend beschrieben
detaillierter untersucht. Die MS/MS-Ergebnisse mit den jeweiligen
Sequenzabdeckungen, sowie das SDS-Gel mit den Eluaten aus dem verkiirzten
TAP-Assay sind in Abbildung 18 dargestellt. Im SDS-Gel wurden die Proteinbanden auf
der Molekulargewichtshohe von Hsp90 (Banden A-E) und Cdc37 (Banden F-J)
ausgeschnitten (Abbildung 18, rote Markierungen) und massenspektrometrisch
analysiert. Dabei konnten bei den Eluationsfraktionen der c-Kit Mutanten

Sequenzabdeckungen zwischen 9-29 % fir Hsp90 und 21-36 % fir Cdc37 gemessen
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werden. In der Elutionsfraktion des c-Kit Wildtyps hingegen konnten keine Hsp90- oder
Cdc37-spezifischen Peptide identifiziert werden. Demnach bestétigte sich, dass Cdc37
und auch Hsp90 potentielle Interaktionspartner der c-Kit Mutanten sind, jedoch nicht
c-Kit Wildtyp. Des Weiteren zeigten die c-Kit Mutanten V559D, del559 und D820A
ebenfalls eine Interaktion mit Cdc37 und Hsp90 (Daten nicht gezeigt).

A
[ (e | ST, (SRR | T
A B & D E
e e W
—— ' — <«—— Flag-c-Kit
L R (RS, NN s
F G H | J
1 2 3 4 5
B
Heat shock protein 90 (Hsp90)
A B C D E
Sequenz-
abdeckung - 29% 29% 9% 18 %

Cell division cycle 37 (Cdc37)

F G H I J

Sequenz-
abdeckung - 26 % 36 % 30% 21%

Abbildung 18: MS-Analyse zur Interaktion von Hsp90 und Cdc37 mit den TAP-
fusionierten c-Kit Mutanten und dem c-Kit Wildtyp

Die Interaktionen wurden mittels verkiirztem TAP-Assay und anschlieRender MS-Analyse
gemessen. A: SDS-PAGE der Flag-c-Kit Eluate unter Verwendung folgender
TAP-KOderproteine: Spur 1: c-Kit Wildtyp, Spur 2: c-Kit V560D, Spur 3: c-Kit K642E,
Spur 4: V560D _D820A, Spur 5: c-Kit del557,558. Markierungen A bis E zeigen die
ausgeschnittene Gelbande auf der Molekulargewichtshohe von Hsp90; Markierungen F
bis J zeigen die ausgeschnittene Gelbande auf der Molekulargewichtshéhe von Cdc37.
B: Identifizierungen von Hsp90 und Cdc37 mittels MS/MS sowie die jeweilige
Sequenzabdeckung

Zusatzlich zu den durch MS/MS-Analyse erzielten Ergebnissen wurden die Eluate des
verklirzten TAP-Assays im Western Blot durch Immundetektion mit einem anti-Hsp90
und einem anti-Cdc37 Antikorper untersucht. Als Negativkontrolle wurde das TAP-tag
Kontrollprotein eingesetzt; dieses interagierte weder mit Hsp90 noch mit Cdc37. Es

bestatigten sich die durch MS/MS-Analyse bestimmten Befunde: c-Kit Wildtyp
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interagierte weder mit Hsp90 noch mit Cdc37 wohingegen alle untersuchten Mutanten
eine Interaktion mit diesen Proteinen zeigten. Darliber hinaus deutete sich an, dass die
Bindung der Mutanten mit Hsp90 und Cdc37 nicht in gleichem Malie stattfand, sondern
mutationsabhangig vorlag. Dies konnte durch Quantifizierung der Hsp90 bzw. der Cdc37
Banden und der jeweiligen Intensitaten von Flag-c-Kit bestimmt werden. In
Abbildung 19 B und C sind die relativen Bindungsaffinitaten von Hsp90 bzw. Cdc37 zu
Flag-c-Kit dargestellt. Es ergab sich, dass die c-Kit Mutante D820A deutlich weniger
Hsp90 und Cdc37 gebunden hatte als die Gbrigen untersuchten Mutanten. Die Mutante
V560D interagierte weniger mit Hsp90 und Cdc37 als die c-Kit K642E Mutante. Die
starkste Interaktion mit Hsp90 und Cdc37 zeigte die Imatinib-Resistenz-Mutante c-Kit
V560D_D820A. Die statistisch signifikanten Unterschiede bezliglich der Interaktionen

von Hsp90 mit c-Kit sind in Tabelle 14 aufgefihrt.
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Abbildung 19: Interaktion von Hsp90 und Cdc37 mit c-Kit Mutanten und c-Kit Wildtyp

Die Interaktionen der c-Kit Mutanten und dem Wildtyp wurde aus Eluaten des
verkilirzten TAP-Assay im Western Blot mit einem anti-Hsp90 bzw. anti-Cdc37 Antikorper
untersucht. Durch Quantifizierung der Signalintensitdten im Western Blot wurde das
Bindeverhalten von Hsp90 bzw. Cdc37 relativ zu c-Kit berechnet (B und C) A: Western
Blot Ausschnitte B: Quantifizierung der Hsp90 zu c-Kit Intensitaten C: Quantifizierung der
Cdc37 zu c-Kit Intensitaten.
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Tabelle 14: Statistisch signifikante Unterschiede der Affinitdten der c-Kit Mutanten mit
Hsp90 (Hsp90 zu c-Kit).

c-Kit Wildtyp V560D K642E D820A
V560D *

K642E * -

V560D_D820A * % * * * %
D820A p =0,06 p =0,08 -

Abkilrzungen fiir den p-Wert (p): * = p <0,05; ** = p < 0,01, *** =p < 0,001

3.4.3 Interaktion von Cdc37 und Hsp90 mit c-Kit Rezeptoren aus humanen
GIST-Zelllinien

Zwei humane GIST-Zelllinien mit unterschiedlichen  Mutationen in der
Rezeptortyrosinkinase c-Kit sollten auf deren Interaktion mit Hsp90 und Cdc37
untersucht werden. Diese GIST-Zelllinien entstammen humanen GIST und sind damit der
klinischen Situation naher als die rekombinanten TAP-c-Kit Proteine. Die GIST-Zelllinie
GIST882 hatte eine c-Kit Mutation in Exon 13 (K642E) und gilt als Imatinib-sensitiv. Die
GIST-Zelllinie GIST48 hatte eine Mutation in Exon 11 (V560D) und eine Mutation in
Exon 17 (D820A) von c-Kit und gilt als Imatinib-resistent. Die Mutationen der c-Kit
Rezeptoren in den Zelllinien entsprachen damit den ebenfalls untersuchten
rekombinanten TAP-c-Kit Proteinen (K642E und V560D-D820A). Die Isolierung der c-Kit
Rezeptoren erfolgte durch Immunoprazipitation mit einem anti-c-Kit Antikérper, der
gegen den C-Terminus von c-Kit gerichtet war (2.4.8). Die Detektion der Proteinbanden
im Western Blot erfolgte mit einem anti-Hsp90, einem anti-Cdc37 und dem anti-c-Kit
(Ab 81, Santa Cruz) Antikorper. Die Signalintensitdten der c-Kit Rezeptoren und von

Hsp90 bzw. Cdc37 wurden relativ zueinander quantifiziert (2.5).

Bei der Isolierung der c-Kit Rezeptoren war zu erkennen, dass c-Kit K642E (GIST882) im
Western Blot ein ca. 20 kDa geringeres Molekulargewicht aufwies, als c-Kit
V560D _D820A (GIST48) (Abbildung20A). Dies wurde bereits von anderen
Arbeitsgruppen  berichtet. Der Grund hierflir konnten  unterschiedliche

Glykosylierungsmuster sein; Untersuchungen diesbezliglich wurden jedoch nicht
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durchgefiihrt. Des Weiteren zeigten beide c-Kit Rezeptoren eine Interaktion mit Hsp90
sowie mit Cdc37. Analog zu den Beobachtungen fiir die rekombinanten c-Kit Mutanten,
traten auch hier differentielle Bindungsaffinititen zu Hsp90 und Cdc37 auf
(Abbildung 20 B). Dabei ergab sich, dass Hsp90, wie auch Cdc37, signifikant weniger an
c-Kit V560D_D820A gebunden hatte, als dies bei der c-Kit Mutante K642E der Fall war.
Bemerkenswert dazu ist auch, dass die Bindungsaffinitaten von Hsp90 jeweils anlog zu

denen von Cdc37 waren.

2.0+
A
HSPO0 o s i‘.,

2

2
- § 7] * %
S — — @

GISTEE2 GIST48

GIST 882 (K642E) GIST 48 (VSEOD_DSZUA}
(n=7) (n=7)

B 2.0+
w 1.54
:

Cdc37 - 2
~ 1.0+
2

" — = ok

c-Kit - (8] 0.5+

GIST882 GIST48

GIST 882 (K642E)  GIST 48 (V560D_D820A)
(n=3) (n=3)

Abbildung 20: Interaktionen endogener c-Kit-Rezeptoren aus GIST-Zelllinien mit Hsp90
und Cdc37

Durch Immunoprazipitation wurden die c-Kit Rezeptoren aus den Zelllinien GIST48 und
GIST882 isoliert und die Menge an gebundenem Hsp90 und Cdc37 im Western Blot mit
geeigneten Antikdrpern untersucht (2.4.8). Die Signale von c-Kit und Hsp90 bzw. Cdc37
wurden relativ zueinander quantifiziert. A: Immundetektion von Hsp90 und c-Kit im
Western Blot und die statistische Auswertung der relativen Signalintensitaten (Hsp90 zu
c-Kit). B: Immundetektion von Cdc37 und c-Kit im Western Blot und die statistische
Auswertung der relativen Signalintensitdten (Cdc37 zu c-Kit).
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3.4.4 Mutationsspezifische Interaktionsanalysen von c-Kit Mutanten mit
Hsp90

Eine mutationsspezifische Interaktion der c-Kit Mutanten mit Hsp90 und Cdc37 deutete
sich bereits durch Western Blot Analyse der Eluate aus dem verkirzten TAP-Assay an
(3.4.1). Die Untersuchungen der GIST-Zelllinien ergaben ebenfalls eine
mutationsabhadngige Interaktionen von c-Kit mit Hsp90 und Cdc37 (3.4.3). Da die
verkiirzte TAP-Reinigung nur eine einstufige Reinigungsmethode ist und dariiber hinaus
weitere c-Kit Mutanten auf deren Interaktion mit Hsp90 und Cdc37 untersucht werden
sollten, wurde die im Folgenden beschriebene Co-Immunoprazipitationsstudie
durchgefiihrt. Dabei wurden die TAP-c-Kit Proteine mittels einem, gegen den C-Terminus
von c-Kit gerichteten Antikorper, aus dem Zelllysat isoliert. Neben der Bindung des
Antikorpers an c-Kit erfolgte eine zusatzliche Bindung an die IgG-Bindedomdne des
TAP-tags. Aus diesem Grund konnte zwar keine Epitop-spezifische Immunoprazipitation
durchgefiihrt werden, jedoch erwies sich die Methode zur Aufreinigung von TAP-c-Kit
und anschlieRender relativer Quantifizierung als sehr gut geeignet. In erster Linie, weil
die relative Quantifizierung von z.B. Hsp90 zu TAP-c-Kit im Western Blot mit nur einem
Antikorper durchgefihrt und somit unspezifische Verluste durch stripping vermieden
werden konnten (2.4.12). Dies ermoglichten die IgG-Bindedoméanen des TAP-tag, die in
der Lage sind jeden beliebigen Antikérper zu binden. Zur Negativkontrolle wurde die
Immunoprazipitation mit untransfizierten HEK293T-Zellen sowie mit TAP-tag
transfizierten Zellen durchgefiihrt. Zusatzlich wurde die Immunoprazipitation mit
TAP-c-Kit transfizierten Zellen in Abwesenheit des c-Kit Antikorpers durchgefiihrt
(Abbildung 21 A). Bei der mit dem TAP-tag Protein durchgefiihrten Immunoprazipitation
konnte erwartungsgemall ein leichtes Signal auf dessen Molekulargewichtshdhe
gesehen werden (nicht in Abbildung 21 A zu sehen). In allen Kontrollen konnte weder
Hsp90 noch TAP-c-Kit detektiert werden. Folglich war davon auszugehen, dass die im
Western Blot gesehenen Signale spezifisch waren. Zur relativen Quantifizierung wurden
die Bandenintensitdten von Hsp90 und TAP-c-Kit gemessen und deren Verhaltnisse
berechnet (Hsp90 zu TAP-c-Kit). Fir diese Untersuchungen wurde TAP-c-Kit Wildtyp
sowie folgende TAP-c-Kit Mutanten eingesetzt: del557,558; V559D; V560D; L576P;
K642E; D820A; V560D_D820A und del557,558_Y823D.
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Wie bereits im verkiirzten TAP-Assay gesehen werden konnte (3.4.2), zeigte sich auch in
diesen Untersuchungen, dass TAP-c-Kit Wildtyp nahezu gar nicht mit Hsp90 interagierte.
Alle untersuchten c-Kit Mutanten hingegen wiesen eine Interaktion mit Hsp90 auf. Was
sich bereits in der Western Blot Analyse der TAP-Reinigung andeutete, konnte in diesen
Untersuchungen bestatigt werden: Die c-Kit Mutanten zeigten signifikant differentielle
Bindungsaffinitditen zu Hsp90 (Abbildung21B,C und Tabelle 15). Da sich die
Versuchsansatze nur durch die jeweilige Mutation in c-Kit unterschieden, war davon
auszugehen, dass die differentiellen Bindungsaffinitaten zu Hsp90 lediglich vom c-Kit
Genotyp abhdngig waren. Die Mutante D820A im activation loop von c-Kit zeigte die
geringste Affinitat zu Hsp90 und unterschied sich nicht signifikant vom c-Kit Wildtyp. Da
in 75-85 % der Falle GIST-Mutationen in der Juxtamembran auftreten, wurden vier
verschiedene c-Kit Mutationen aus dieser Region ausgewahlt und die Proteine analysiert
(del557,558; V559D; V560D und L576P). Die Analysen ergaben, dass sich auch diese c-Kit
Mutanten in ihren Affinitaten zu Hsp90 signifikant voneinander unterschieden. Dabei
zeigte die Mutante del557,558 die geringste Affinitdt zu Hsp90 und die L576P die
hoéchste. Die c-Kit Mutation in der Kinase-Domdne K642E wies ebenfalls eine starke
Affinitat zu Hsp90 auf. Die beiden untersuchten Imatinib-resistenten Mutanten, welche
sowohl eine primare, als auch eine sekundare Mutation in c-Kit haben (V560D_D820A
und del557,558 Y823D) unterschieden sich nicht signifikant in ihren Interaktionen zu

Hsp90.

Die Hsp90-Uberexpression gilt bereits als prognostischer Marker fiir den Schweregrad
und die Aggressivitat von GIS-Tumoren (Li 2008). Diese Beobachtung ist auch fir die, mit
Brustkrebs assoziierten, EGF-Rezeptoren beschrieben (Ciocca 2005, Xu 2007). Zusatzlich
konnen die differentiellen Affinitaten zu Hsp90 sowohl Riickschliisse auf die Stabilitaten
der Mutanten geben, als auch auf deren Sensitivitat zu Hsp90 Inhibitoren erlauben.

Letzteres wurde in Abschnitt 3.5 untersucht.

Die Interaktion von Cdc37 mit den c-Kit Mutanten wurde aufgrund der geringen Menge
an Cdc37 nicht durchgangig quantifiziert. Es konnte jedoch generell ein dhnliches
Interaktionsverhalten wie bei Hsp90 gesehen werden. Im Abschnitt 3.5.4, Abbildung 26
ist die Interaktion von Cdc37 mit c-Kit Wildtyp sowie mit den c-Kit Mutanten V560D,
K642E und D820A abgebildet.
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Abbildung 21: Bindungsaffinitaten der TAP-fusionierten c-Kit Mutanten zu Hsp90

Die Interaktion der mutierten TAP-c-Kit Proteine und Wildtyp mit Hsp90 wurde durch
Immunoprazipitation mit einem anti-c-Kit Antikérper und anschlielender
Immundetektion mit einem anti-Hsp90 Antikorper bestimmt (2.4.8). Anschliefend
wurden die Signale quantifiziert (2.4.12) und das relative Bindungsverhaltnis berechnet
(Hsp90 zu c-Kit). A: Zeigt den Western Blot Ausschnitt der Negativkontrollen:
Immunoprazipitation mit dem TAP-tag und TAP-c-Kit Wildtyp transfizierten Zellen und
untransfizierten HEK293T-Zellen, jeweils mit (+) und ohne (-) Einsatz des IP anti-c-Kit
Antikorpers durchgefiihrt. B: Western Blot mit einem anti-Hsp90 Antikorper;
aufgetragen wurden die IP-Eluate folgender TAP-c-Kit Mutanten: Spur 1: V560D, Spur 2:
V559D, Spur3: K642E, Spur4: D820A und Spur5: V560D _D820A. C: Relative
Quantifizierung der Signalintensitaten von Hsp90 und den TAP-c-Kit Mutanten/ Wildtyp.
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Tabelle 15: Statistisch signifikante Unterschiede der Affinitdten der TAP-fusionierten
c-Kit Mutanten mit Hsp90 (Hsp90 zu c-Kit)

. . del557, V560D _
c-Kit Wildtyp 558 V559D V560D L576P K642E D820A D820A
del557,558 -

V559D * %k *

V560D * ok ok * % *

L576P * % % %k % %k % *

K642E $k % * % % * % % _ _

D820A p =0,051 _ %k % * %k % * % % * K %

V560D_ * % - - p=0,055  *% * 5k ok * ok K

D820A

del557,558_  **x* * - - * * * % -
Y823D

Abkulrzungen fiir den p-Wert (p): * = p < 0,05; ** = p< 0,01, *** = p < 0,001

3.4.5 Verifizierung der Interaktion von Cdc37 mit den c-Kit Mutanten

Cdc37 ist ein Cochaperon von Hsp90 und spielt eine zentrale Rolle bei der Faltung und
Stabilitat von onkogenen Kinasen. c-Kit gilt bislang noch nicht als Klientenprotein von
Cdc37, konnte aber im Rahmen dieser Arbeit als potentieller Interaktionspartner
identifiziert werden (3.4.1 — 3.4.3). Die Interaktion von Cdc37 mit den c-Kit Mutanten
und ggf. mit dem c-Kit Wildtyp wurde im reversen Ansatz mittels GST Pull-down-Assay
verifiziert. Dazu wurde GST-Cdc37 und die TAP-c-Kit Mutanten bzw. dem TAP-c-Kit
Wildtyp zu gleichen Teilen in HEK293T-Zellen transfiziert und lber den GST-tag von
Cdc37 aufgereinigt (2.4.9). GST-Cdc37 wurde samt Interaktionspartnern eluiert, auf
einem SDS-Gel aufgetrennt und die Interaktionen im Western Blot zuerst mit einem anti-
Flag Antikorper und anschlieBend mit einem anti-Cdc37 Antikérper nachgewiesen. Die
Detektion mit dem anti-Flag-tag Antikorper visualisierte das gebundene TAP-c-Kit
Protein und der anti-Cdc37 Antikoérper das GST-Cdc37 Fusionsprotein (Abbildung 22). Als
Negativkontrollen wurden untransfizierte HEK293T-Zellen (Daten nicht gezeigt) sowie
nur GST-Cdc37 und GST-Cdc37 koexprimiert mit dem TAP-tag im GST Pull-down-Assay
eingesetzt. Letzteres um unspezifische Interaktionen von GST-Cdc37 mit dem TAP-tag

auszuschlieBen. Die Kontrollen zeigten kein Signal im Falle von untransfizieren HEK293T-
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Zellen. Das GST-Cdc37 Fusionsprotein konnte erwartungsgemall bei den anderen
Kontrollen gesehen werden, jedoch keine Interaktion mit dem TAP-tag (Abbildung 22).
Deshalb sind die im Folgenden beschreibenen Signale als spezifisch einzuordnen. Die
untersuchten c-Kit Mutanten del557,558; V559D; V560D; K642E (Abbildung 22), sowie
D820A und V560D_D820A (nicht in der Abbildung gezeigt), interagierten mit GST-Cdc37.
Auch TAP-c-Kit Wildtyp interagierte mit GST-Cdc37, jedoch in deutlich geringem Malie.
Da zusatzlich die Gesamtmenge an c-Kit Wildtyp im Zelllysat etwa 20-30-fach héher war,
als bei den Mutanten, ist die Interaktion zwischen Cdc37 und dem c-Kit Wildtyp als sehr

gering einzustufen.

AbschlieRend ist festzuhalten, dass anhand dieses reversen Versuchsansatzes die bereits
beobachtete Interaktion zwischen den mutierten c-Kit Proteinen und Cdc37 bestatigt
werden konnte. Folglich gelten c-Kit Proteine, im Besonderen c-Kit Mutanten, als neu

identifizierte Klientenproteine von Cdc37.

TAP-c-Kit ——

GST-Cdc37 m).-"‘

GST-Cdc37 TAP- WT V559D del557, K642EV 560D
tag 558
T
koexprimiert mit GST-Cdc37

\ )

Abbildung 22: GST Pull-down-Assay mit GST-Cdc37

Das Fusionsprotein GST-Cdc37 wurde zusammen mit den TAP-c-Kit Proteinen in
HEK293T-Zellen exprimiert und anschlieBend Gber GST aufgereinigt (2.4.9). Die
Interaktion von GST-Cdc37 mit den c-Kit Mutanten wurde mit einem anti-Flag-tag
Antikorper (obere Banden) und einem anti-Cdc37 Antikérper (untere Banden) im
Western Blot visualisiert.
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3.5 Inhibitorstudien zu Interaktionspartnern von c-Kit Wildtyp
und c-Kit Mutanten

Der Hsp90 Inhibitor 17-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17AAG), auch
Tanespimycin genannt, ist ein Geldanamycin-Derivat. 17AAG bindet an die ATP-
Bindetasche von Hsp90 und inhibiert dessen zytosolische Funktion. Fiir viele onkogene
Proteine, wie auch c-Kit, hat Hsp90 eine stabilisierende Funktion und verhindert damit
deren proteasomle Degradierung. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bereits gezeigt
werden, dass c-Kit Wildtyp nur in sehr geringem Malle an Hsp90 bindet und die GIST-
assoziierten c-Kit Mutanten dies unterschiedlich stark tun (3.4.3, 3.4.4). Nun sollte
untersucht werden, ob 17AAG auch eine unterschiedliche Wirkung auf die c-Kit
Mutanten hat. Dazu wurden vergleichende Studien in Gesamtzelllysaten von TAP-c-Kit
Mutanten /-Wildtyp exprimierenden HEK293T-Zellen in An- und Abwesenheit von
17AAG durchgefiihrt (3.5.1 bis 3.5.3). Im Weiteren wurde untersucht, ob die relative
Bindung von Hsp90 und Cdc37 an c-Kit unter Zugabe von 17AAG reduziert wird (3.5.4).

3.5.1 Dosis-Wirkungskurven von 17AAG

Die rekombinanten c-Kit Mutanten und der c-Kit Wildtyp zeigten differentielle
Affinitdten zu Hsp90 und Cdc37 (3.4.4). Es wurde vermutet, dass diese Affinitaten
sowohl mit der Proteinstabilitat als auch mit der Sensitivitat fir Hsp90 Inhibitoren
einhergehen. Deshalb sollten, wie im Folgenden beschrieben, die Hsp90
Inhibitorwirkungen auf die c-Kit Mutanten und den c-Kit Wildtyp untersucht werden.
Dazu wurde zunachst Uberprift, ob der Hsp90 Inhibitor 17AAG eine Wirkung auf die
rekombinanten c-Kit Proteine hat und bei welcher Dosis eine solche Wirkung zu sehen
ist. Hierzu wurden HEK293T-Zellen transient mit den TAP-c-Kit Konstrukten (Wildtyp und
Mutanten) transfiziert und nach 42 h Uber einen Zeitraum von 6 h mit unterschiedlichen
17AAG-Konzentrationen behandelt. Es wurden 17AAG-Konzentrationen zwischen
1,5-9 uM ausgewahlt, als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen verwendet. 48 h nach
der Transfektion wurden die Zellen geerntet und lysiert (2.4.1). Die Proteinmengen
wurden mittels Bradford-Assay bestimmt und dquivalente Gesamtmengen an Zelllysat
im Western Blot mit einem anti-B-Aktin Antikérper analysiert. Aufgrund der

IgG-Bindedomane in den TAP-c-Kit Proteinen waren auch diese sichtbar, weshalb eine
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relative Quantifizierung von TAP-c-Kit zu B-Aktin in einem Blot durchgefiihrt werden
konnte. Die Dosis-Wirkungskurve wurde mit c-Kit Wildtyp, sowie den c-Kit Mutanten
V560D und D820A durchgefihrt (Abbildung 23 A und B). Es zeigte sich bereits bei einer
Dosis von 1,5uM 17AAG eine deutliche Reduzierung der Proteinmengen von c-Kit
V560D und c-Kit D820A, wobei c-Kit V560D einen etwas starkeren Effekt zeigte. Hohere
17AAG-Konzentrationen bewirkten eine weitere, wenn auch deutlich geringere,
Degradierung der Mutanten. c-Kit Wildtyp hingegen degradierte nur minimal bei
Behandlung mit 1,5 uM 17AAG. Erhohte 17AAG-Konzentrationen von bis zu 9 uM
bewirkten ebenfalls nur eine geringe Degradierung des Wildtyp-Proteins. Fir die
weiteren Untersuchungen der Inhibitorwirkung auf die c-Kit Mutanten und den Wildtyp

wurden 17AAG-Konzentrationen von 1,5 uM und 3 uM ausgewahlt.

A

TAP-c-Kit Wildtyp TAP-c-Kit V560D TAP-c-Kit D820A
TAP-c-Kit D D G G [ R — [ - —

B-Al(tin T e — e T v— — —— — — — — — —

OpM1,5uM 3 pM 6puM SuM OpM 1,5 UM 3 pM 6uM SuM OuM 1,5 UM 3 M 6uM 9uM
17AAG 17AAG 17AAG

TAP-c-Kit : Aktin
w

OpM 1,5uM 3uM  6uM  9uM ‘Opl\/l 1,5uM 3pM  6uM  9uM ‘Oul\/l 1,5uM 3pM  6uM  9uM

TAP c-Kit WT ‘ TAP c-Kit V560D ‘ TAP c-Kit D820A

Abbildung 23: Dosis-Wirkungskurven von 17AAG auf TAP-c-Kit Wildtyp, V560D, D820A

HEK293T-Zellen wurden transient mit den TAP-c-Kit Konstrukten transfiziert und fiir 6 h
mit unterschiedlichen Mengen (1,5-9 uM) 17AAG behandelt; als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen. Nach 48 h wurden alle Zellen geerntet und lysiert. Aquvivalente
Proteinmengen wurden im Western Blot durch einen anti-B-Aktin Antikorper analysiert
und diese Signalintensitdten zur Normalisierung von TAP-c-Kit verwendet. A: Zeigt
Ausschnitte von Western Blots von c-Kit Wildtyp, V560D und D820A B: Quantifizierung
der Mengen an c-Kit unter Behandlung von 1,5-9 uM 17AAG relativ zu B-Aktin.
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3.5.2 Zeitabhangige Wirkung von 17AAG

Die Wirkung von 17AAG auf die TAP-c-Kit Mutanten und dem Wildtyp wurde im Hinblick
auf dessen Inkubationsdauer wuntersucht. Dabei sollte die Inhibitor-bedingte
Degradierung von c-Kit bestimmen werden. Dazu wurden c-Kit Wildtyp sowie c-Kit
V560D, K642E, D820A und V560D_D820A exprimierende HEK293T-Zellen fur 0-24 h mit
1,5 uM 17AAG behandelt. Die Zellen wurden unabhangig von der Dauer der Inhibitor-
Behandlung nach 48 h geerntet und lysiert (2.4.1). Die Proteinkonzentrationen wurden
bestimmt und dquivalente Proteinmengen im Western Blot analysiert. Als Ladekontrolle
zur relativen Quantifizierung von TAP-c-Kit diente das Signal eines anti-B-Aktin
Antikorpers. In Abbildung 24 B-F sind die Signalintensitaten der untersuchten c-Kit
Mutanten und des Wildtyps normalisiert mit B-Aktin (iber einen Behandlungszeitraum
von 0-24h dargestellt. Da die Proteinexpression und die Inhibitor-bedingte
Proteindegradierung gleichzeitig abliefen, wurden als Kontrolle HEK293T-Zellen mit dem
c-Kit V560D Konstrukt transfiziert und jeweils zum Zeitpunkt der Inhibitor-Behandlung
geerntet. Das Kontrollexperiment ergab, dass sich die Proteinexpression innerhalb von
0-6 h kaum erhohte, eine Expressionsdauer von 24 h zeigte eine sichtbar hohere
Proteinexpression (Abbildung 24 A). Die behandelten c-Kit Mutanten V560D, K642E und
V560D _D820A zeigten bereits nach einer Stunde eine 17AAG-bedingte Degradierung
von ca. 15-20 % (Abbildung 24 B, D, F). Bei langerer Inkubationsdauer degradierten die
genannten c-Kit Mutanten weiterhin, jedoch sichtlich weniger. Die c-Kit Mutante D820A
hingegen zeigte bei einer einstlindigen 17AAG-Inkubation nahezu keinen Effekt,
degradierte aber mit zunehmender Inkubationsdauer leicht (Abbildung 24 E). c-Kit
Wildtyp zeigte einen geringeren Inhibitor-Effekt, sowohl nach einer Stunde als auch mit

zunehmender Inkubationsdauer (Abbildung 24 C).

Die Inhibitor-Effekte auf die einzelnen c-Kit Mutanten und c-Kit Wildtyp wurden genauer

untersucht und werden im folgenden Abschnitt (3.5.3) beschrieben.

95



Dissertation Jutta Panke

A B C
TAP-c-Kit V560D Kontrolle TAP- c-Kit V560D TAP- c-Kit Wildtyp
3 4 25
35
2,5 2
3
£ £ £
g 2 = 25 E:
< < < <15
g 15 : 2
=) ? a
o 1 a 15 <
= & ;
0,5
0,5 s
05
0 0 0
Oh 1h 2h 4h 6h 24h 0Oh 1h 2h 4h 6h 24h Oh 1h 2h 4h 6h 24h
D E F
TAP-c-Kit K642E TAP- c-Kit D820A TAP- c-Kit V560D_D820A
1.4 35 2
1,8
1,2 3 16
1 £ 14
£ :2'5 =
= = < 12
< 08 E o =
= = § 1
x = 0
% 06 g15 s 08
. : £ 06
= 0,4 & 9 Lalih e
Pl 0.4
0.2 05 0.2
0 0 0
Oh 1h 2h 4h 6h 24h oh 1h 2h 4h 6h 24h Ch 1h 2h 4h 6h 24h

Abbildung 24: Zeitabhangige 17AAG-Behandlung von c-Kit Mutanten

HEK293T-Zellen wurden mit den TAP-c-Kit Konstrukten: Wildtyp, V560D, K642E, D820A,
sowie V560D _D820A transient transfiziert und fir 1-24 h mit 1,5uM 17AAG behandelt
und anschlieBend lysiert. (2.4.1). Gleiche Proteinmengen wurden im Western Blot mit
einem anti-B-Aktin Antikdrper analysiert, womit die Bandenintensitaten von TAP-c-Kit
normalisiert wurden. A: Relative Quantifizierung von TAP-c-Kit V560D zu B-Aktin ohne
17AAG-Behandlung (Kontrollexperiment). B-F: Relative Quantifizierung des TAP-c-Kit
Wildtyps (B) und der TAP-c-Kit Mutanten (C-F) unter 17AAG-Behandlung von 1-24 h.

3.5.3 17AAG Wirkung auf c-Kit Mutanten und c-Kit Wildtyp

Die degradierende Wirkung von 17AAG auf die c-Kit Proteine wurde, wie im Folgenden
beschrieben, genauer untersucht. Dazu wurden die Zelllysate von TAP-c-Kit Mutanten
und TAP-c-Kit Wildtyp exprimierenden HEK293T-Zellen entweder mit 1,5 uM oder mit
3 uM 17AAG fir 6 h behandelt. Nach 48 h wurden diese geerntet, lysiert und gleiche
Proteinmengen im Western Blot mit einem anti-B-Aktin Antikdrper analysiert. Die
rekombinanten c-Kit Proteine, sichtbar aufgrund ihrer IgG-Bindedomdnen, wurden
qguantifiziert und mit den Signalen von B-Aktin normalisiert. Fiir die Untersuchungen

wurden Mutanten aus den unterschiedlichen c-Kit Domanen ausgewahlt: V560D (n = 7),
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K642E (n=4), V560D D820A (n=4), D820A (n=6), sowie c-Kit Wildtyp (n=6). Zur
Bestimmung der Degradierung wurde fiir jedes Experiment je eine Probe unbehandelter
und 17AAG-behandelter c-Kit exprimierender Zellen eingesetzt. Die Berechnung der
Degradierung erfolgte durch Quantifizierung der c-Kit Signale von 17AAG-behandelten
und unbehandelten Zellen im Western Blot. Die Degradierung von c-Kit Wildtyp betrug
durchschnittlich 1,2 % und war damit signifikant geringer als die 17AAG-bedingte
Degradierung der c-Kit Mutanten (Abbildung 25). c-Kit D820A wies mit einer
durchschnittlichen Degradierung von 20,9 % einen signifikant geringeren Inhibitor-Effekt
auf als die Ubrigen untersuchten Mutanten. V560D und K642E degradierten zu
durchschnittlich 30,4 % und 26,8 %. Die Imatinib-resistente c-Kit Mutante V560D _D820A
degradierte mit durchschnittlich 36,2 % etwas starker. Es zeichneten sich somit
mutationsspezifische Inhibitor-Sensitivitaten fur die untersuchten c-Kit Mutanten sowie
fir c-Kit Wildtyp ab. Die statistisch ermittelten signifikanten Unterschiede sind in und

Tabelle 16 dargestellt.
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Abbildung 25: Degradierung von TAP-c-Kit unter 17AAG-Behandlung

Aquivalente Mengen an, unbehandelten und mit 17AAG behandelten Zelllysaten,
wurden im Western Blot analysiert. Die Signalintensitaten der TAP-c-Kit Proteine wurden
mit denen von B-Aktin normalisiert. A: Western Blots Ausschnitt von TAP-c-Kit Wildtyp,
V560D, K642E, V560D _D820A sowie D820A jeweils unter 17AAG-Behandlung (+) und
unbehandelt (-) B: 17AAG-bedingten Degradierung in %; berechnet aus dem Quotienten
der TAP-c-Kit Proteinmengen von unbehandelten und behandelten Zellen.

Tabelle 16: Signifikante Unterschiede bei der 17AAG-bedingte Degradierung

c-Kit Wildtyp c-Kit V560D c-Kit K642E vseogl_(li)tszm
c-Kit V560D hoxk
c-Kit K642E ko -
c-Kit * % _ -
V560D_D820A
c-Kit D820A * * * i

Abkirzungen fur den p-Wert (p): * = p <0,05; ** =p < 0,01, *** =p < 0,001
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3.5.4 Wirkung von 17AAG auf die Bindung zwischen c-Kit und
Hsp90/Cdc37

Die Untersuchungen der Effekte des Hsp90 Inhibitors 17AAG auf die (TAP-fusionierten)
c-Kit Mutanten und den c-Kit Wildtyp in Gesamtzelllysaten zeigten eine deutliche
Degradierung von bis zu 36 % im Falle der c-Kit Mutanten. c-Kit Wildtyp hingegen
degradierte bei identischer Inhibitor-Behandlung nur minimal (3.5.3). Des Weiteren
sollte untersucht werden, inwiefern die Bindungsaffinitdten von Hsp90 bzw. Cdc37 mit
den c-Kit Mutanten oder dem c-Kit Wildtyp durch 17AAG-Behandlung beeinflusst
werden. 17AAG besetzt kompetitiv die ATP-Bindestelle von Hsp90 und inhibiert damit
die ATPase-Aktivitdit von Hsp90 (Prodromou 1997; Stebbins 1997; Pearl 2005).
Vergleichende Immunoprazipitationsstudien mit unbehandelten und mit 17AAG-
behandelten c-Kit Mutanten oder c-Kit Wildtyp exprimierenden HEK293T-Zellen, wurden
durchgefiihrt (2.4.8). Dabei wurden die Zellen mit 3 uM 17AAG fiir 6 h behandelt und
das Zelllysat von 3-4 mg Gesamtprotein zur Immunoprazipitation eingesetzt. Die Analyse
der Eluate erfolgte im Western Blot mit einem anti-Hsp90 Antikérper und nach
Herauswaschen des Antikdrpers (stripping) mit einem anti-Cdc37 Antikorper. Die
Bandenintensitaten von Hsp90 und Cdc37 wurden relativ zu denen der c-Kit Mutanten
bzw. dem Wildtyp, quantifiziert (2.4.12). Die Untersuchungen wurden mit c-Kit Wildtyp,
V560D, K642E sowie D820A (jeweils n=4) durchgefiihrt.

Die gemessenen Bindungsaffinitaten von Hsp90 und Cdc37 zu den c-Kit Proteinen in An-
und Abwesenheit von 17AAG sind in Abbildung 26 dargestellt. Die c-Kit Mutanten V560D
und K642E zeigten deutlich reduzierte Bindungsaffinitdten zu Hsp90 und Cdc37 bei
Behandlung mit 17AAG. c-Kit Wildtyp wies ohnehin eine sehr geringe Affinitdt zu Hsp90
und Cdc37 auf, die 17AAG-Behandlung bewirkte daher kaum einen Effekt. Unter 17AAG-
Einfluss zeigte die c-Kit Mutante D820A hingegen eine tendenziell leicht erhohte
Affinitat zu Hsp90 und Cdc37. Anzumerken ist auch, dass die Interaktionen der c-Kit
Proteine mit Hsp90 analog zu denen mit Cdc37 waren. Auch die 17AAG-bedingte
Reduzierung der Bindungsaffinitaten waren fir Hsp90 und Cdc37 jeweils analog. Anhand
dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass 17AAG einen Effekt auf die

Bindungsaffinitaten zwischen den c-Kit Mutanten und Hsp90 sowie Cdc37 hat. Die
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mutationsspezifischen Bindungsaffinitdten von Hsp90 zu den c-Kit Mutanten/Wildtyp

entsprechen denen in Abschnitt 3.4.4 ausfiihrlich beschriebenen.
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Abbildung 26: Wirkung des 17AAG-Inhibitors auf die Bindungsaffinititen der c-Kit
Mutanten zu Hsp90 und Cdc37

Die Immunoprazipitation wurde parallel mit 17AAG-behandelten und unbehandelten
TAP-c-Kit enthaltende Zellysaten durchgefiihrt (2.4.8). Im Western Blot wurden die
Bandenintensitaten von Hsp90 bzw. Cdc37 relativ zu denen der TAP-c-Kit Proteine
bestimmt (2.4.12). A: Quantifizierten Signale von Hsp90 zu den c-Kit Proteinen aus je
n=4 unbehandelten und 17AAG-behandelten immunoprazipitierten Zelllysaten.
B: Quantifizierten Signale von Cdc37 zu den c-Kit Proteinen aus je n =4 unbehandelten
und 17AAG-behandelten immunoprazipitierten Zelllysaten.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, Protein-Interaktionen von c-Kit Wildtyp und den klinisch
relevantesten GIST-assoziierten c-Kit Mutanten zu identifizieren. Durch vergleichende
Untersuchungen mit verschiedenen primaren und Imatinib-resistenten, sekundaren c-Kit
Mutanten und dem c-Kit Wildtyp sollten bereits bekannte Medikamenten-Zielmolekiile
bezlglich ihrer Genotyp-spezifischen Bindung charakterisiert werden. Dariliber hinaus
sollten neue, potentielle Zielmolekile fir die GIST-Therapie identifiziert und ebenfalls
charakterisiert werden. Des Weiteren sollten die Wirkungen von Inhibitoren auf das
Interaktionsnetzwerk von c-Kit untersucht werden. Als dafiir geeignete Methode wurde
die expressions-entkoppelte Tandem-Affinitatsreinigung (u-TAP), kombiniert mit
massenspektrometrischer Analyse ausgewadhlt. Die u-TAP-Methode ist eine neuartige
Form der TAP-Methode, die bislang nur fir die katalytischen Untereinheiten der
Proteinkinase A (PKA) etabliert wurde (Erlbruch 2010). Der Transfer dieser Methode auf
eine Rezeptortyrosinkinase erfolgte im Rahmen dieser Arbeit mit c-Kit Wildtyp des
Weiteren wurde eine davon abgewandelte Methode wurde fiir die c-Kit Mutanten

etabliert.

4.1 Methodenetablierung und Charakterisierung der
rekombinanten c-Kit Proteine

4.1.1 Kriterien fiir die Auswahl der expressions-entkoppelten TAP-
Methode

Die expressions-entkoppelte TAP-Methode (u-TAP) ist im Wesentlichen eine
Kombination aus dem klassischen TAP-Assay und einem Pull-down-Ansatz. Dabei wird
das Koderprotein getrennt vom zu untersuchenden Zellsystem exprimiert. Zur
Untersuchung der c-Kit Protein-Interaktionsnetzwerke eignete sich die u-TAP-Methode,
kombiniert mit massenspektrometrischer Analyse, aus verschiedensten Griinden, die im

Folgenden naher erldutert werden.

Die Identifizierung ganzer zellularer Signalnetzwerke gelang in der Vergangenheit bereits
mit der klassischen TAP-Methode (Bouwmeester 2004, Gavin 2002). Ein groRRer Vorteil

ist der dabei zum Einsatz kommende Tandem-Affintatstag und die daraus resultierende
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zweistufige  Affinitatsreinigung. Diese fiihrt im Vergleich zur einstufigen
Affinitatsreinigung zu einer deutliche Reduzierung falsch-positiver Interaktionspartner.
Die Limitierung der klassischen TAP-Methode ist vor allem die durch Expression des
Koderproteins induzierte, zellulare SOS-Antwort. Diese erfordert eine Koderprotein
Expression auf moglichst endogenem Niveau. Insbesondere bei der Ubertragung der
Methode auf eukaryotische Zellen stellt dies ein Problem dar, da sehr groRe Zellmengen
notig sind, um die Interaktionspartner massenspektrometrisch identifizieren zu kénnen.
Zur Umgehung dieser Problematik wurde die u-TAP-Methode entwickelt (Erlbruch
2010). Die Untersuchungen der Protein-Interaktionsnetzwerke von c-Kit sollten ebenfalls
im eukaryotischen Zellsystem erfolgen, da dieses humanen GIST ndher steht. Aus diesem
Grund erschien der u-TAP-Assay als sehr geeignet und wurde im Rahmen dieser Arbeit
flr c-Kit etabliert. Des Weiteren hat die u-TAP-Methode die Vorteile der zweistufigen
Reinigung Uber den TAP-tag, umgeht aber die Induktion einer zellularen SOS-Antwort
durch die heterologe Expression des Koderproteins. Zusatzlich kann eine relativ groRe
Menge an Kdderprotein zum Zelllysat gegeben und somit eine hohe Kompetitionskraft
erzielt werden. Ferner erlaubt die Expression des Kdderproteins in einem vom zu
untersuchenden getrennten Zellsystem dessen vollstandige Charakterisierung. Diese
kann hinsichtlich der Funktionalitdit des TAP-tags sowie der Kinaseaktivitat, der
Phoshphorylierung und des Phosphorylierungsgrads erfolgen. Da das Muster, sowie der
Grad der Tyrosinphosphorylierung starke Auswirkungen auf die Interaktion mit
Signalproteinen haben, hatte dieser Aspekt fiir die Fragestellung dieser Arbeit
besondere Bedeutung. Ferner ermoglicht die u-TAP-Methode einen sehr guten A/B
Vergleich. So konnen definierte Mengen gut charakterisierter, unterschiedlicher
Koderproteine zu Aliquots desselben Zelllysats gegeben oder Inhibitoren beigefiigt
werden. Dies ermoglichte sowohl vergleichende Untersuchungen zwischen den c-Kit
Mutanten, z.B. zur Untersuchung der Imatinib-Resitenz, als auch zur Betrachtung von
Inhibitor-Effekten. Ein weiterer Vorteil der Methode ist die freie Wahl des zu
untersuchenden Zellsystems. So kdnnen neben Zelllinien auch Gewebe, Organe oder
Zellkompartimente untersucht werden. Im konkreten Falle, kdnnten nach den
Interaktionsstudien in Zelllinien auch GIS-Tumore untersucht werden. Ein theoretischer
Nachteil der u-TAP-Methode besteht darin, dass sich das Koderprotein nachtraglich in

vitro in die Proteinkomplexe integrieren muss. Dazu wurden bislang noch keine
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Untersuchungen durchgefiihrt. Des Weiteren Bedarf der u-TAP-Assay sowohl groRe
Koderproteinmengen als auch grofle Mengen an Zelllysaten. Letzteres kann auch

durchaus von Vorteil sein, da es die Analyse von Geweben und Tumoren ermdoglicht.

4.1.2 Auswahl und Expression der c-Kit Koderproteine

Derzeit gibt es eine Reihe von verschiedenen TAP-tags, die sich sowohl in ihren
Affinitatsmarkierungen, als auch in der Art der proteolytischen Spaltstellen
unterscheiden. Fir diese Arbeit wurde der TAP-tag von Knuesel ausgewahlt (Knuesel
2003). Hierbei handelt es sich um eine modifizierte Form des urspriinglich entwickelten
TAP-tags (Rigaut, 1999). Bei dem verwendeten TAP-tag wurde das Calmodulin-
Bindeprotein (CBP) gegen das Flag-Peptid ausgetauscht. Das Flag-Peptid (DYKDDDDK) ist
hydrophil, in vivo nicht weit verbreitet und deshalb sehr spezifisch. Es bindet deshalb im
Vergleich zum CBP kaum unspezifische Proteine. Der verwendete TAP-tag hatte eine
zweite Konsensussequenz fur die TEV-Protease, die eine um 15-fach effizientere TEV-
Spaltung ermoglicht (Knuesel 2003, Mayer 2005). Die im Rahmen dieser Arbeit
eingesetzten Koderproteine, c-Kit Wildtyp und c-Kit Mutanten, wurden ausschlieBlich
mit diesem TAP-tag fusioniert. Nach der Auswahl des geeigneten TAP-tags musste
entschieden werden, welcher Teil des c-Kit Rezeptors fiir die TAP-Fusionsproteine
verwendet werden sollte. Die Verwendung des gesamten 145 kDa groRen c-Kit
Rezeptors kam nicht in Betracht, da Membranproteine unldslich und daher nur schwer
zu exprimieren sind. Die Beschrankung auf den zytosolischen Teil von c-Kit (aa544-977)
umgeht die schwere Exprimierbarkeit von Membranproteinen und ist ausreichend, um

die mit Signalwegen assoziierten Protein- Interaktionen von c-Kit zu untersuchen.

Die Protein-Interaktionsstudien zielten darauf ab, sowohl neue Medikamenten-
Zielmolekiile fiir die GIST-Therapie zu identifizieren, als auch bereits bekannte besser zu
charakterisieren. Generell bei diesen Untersuchungen standen die c-Kit Genotyp-
spezifischen Bindungseigenschaften im Mittelpunkt. Dazu wurden neben TAP-c-Kit
Wildtyp die klinisch relevantesten GIST-assoziierten c-Kit Mutationen ausgewahlt und als
TAP-Fusionsproteine exprimiert (3.2.1). Bei der Auswahl der c-Kit Mutanten wurden
folgenden Kriterien beriicksichtigt: die klinische Relevanz, die Haufigkeit des Auftretens

bei GIST und die Antwort auf Inhibitoren. In der Juxtamembran von c-Kit treten am
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hadufigsten primare Mutationen auf, aus dieser Region wurden die zwei haufigsten
Mutationen (V560D und V559D) ausgewahlt, beide sprechen sehr gut auf Imatinib an
(Tarn 2005). Im Weiteren wurden zwei haufig auftretende Deletionen aus dieser c-Kit
Region ausgewahlt, del559 und del557,558, letztere ist fiir ein erhohtes
Metastasenrisiko bekannt (Wardelmann 2003, Martin 2005). Die Mutation L576P ist
eine selten auftretende c-Kit Mutation und wird oft mit anderen Krebsarten als GIST-
assoziiert, meist mit Melanomen. Diese Mutation wurde ausgewahlt, da sie in in vitro
Studien kaum Imatinib-Sensitivitat zeigte (Woodman 2009, Conca 2009). Die c-Kit
Mutation K642E ist die haufigste Mutation in der Kinase-Domanen | bei GIST und auch
deshalb fir die Untersuchungen interessant, da die GIST-Zelllinie GIST882 dieselbe c-Kit
Mutation besitzt. Zur Untersuchung der Imatinib-Resistenz wurden die beiden
prominentesten Imatinib-Resistenz-Mutationen ausgewahlt (V560D_D820A und
del557,558 Y823D). Diese Mutanten haben neben der Juxtamembran-Mutation auch
eine Mutation im activation loop von c-Kit. Sehr selten bei GIST treten primare
Mutationen im activation loop auf, zur Untersuchung wurde die D820A Mutation

eingesetzt.

Bei der Auswahl des Expressionssystems fiir die TAP-c-Kit Koéderproteine wurden
folgende Kriterien berlcksichtigt: Zum einen musste ein Expressionssystem gefunden
werden, um eine fir den u-TAP-Assay ausreichend grofe Menge an TAP-c-Kit
Koderproteine zu erzielen. Zum anderen sollten die Koderproteine moglichst die
natirlich vorkommenden Modifikationen, wie Phosphorylierungen und
Glykosylierungen, enthalten. Aus diesem Grund und wegen der Gefahr der Bildung von
Einschlusskorpern (inclusion bodies) wurde von einer Expression in E. coli abgesehen.
Eine leicht zu handhabende Sadugerzelllinie sollte diese Bedingungen erfiillen, weshalb
fir die Expression der TAP-c-Kit Koéderproteine die humane embryonale
Nierenfibroblasten (HEK293T) ausgewahlt wurden. Die dabei erzielten Mengen an
Koderproteinen unterschieden sich deutlich, so zeigte das TAP-c-Kit Wildtyp-Protein eine
schatzungsweise 20-30-fach hoéhere Expressionsrate verglichen mit den mutierten
TAP-c-Kit Proteinen (3.1.1 und 3.2.2). Dies ist vermutlich auf die mangelnde Stabilitat der
mutierten Proteine und einem damit verbundenen verstarkten intrazellularen Abbau

zurlickzufiihren. Dennoch lieRen sich alle verwendeten TAP-c-Kit Kdderproteine
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vollstdndig exprimieren. Dies konnte durch Immundetektion mit einem anti-Flag
Antikorper nachgewiesen werden. Dieser zeigte ein spezifisches Signal auf der Hohe des
fir TAP-c-Kit errechneten Molekulargewichtes von 69,5 kDa. Ferner konnte mittels
LC-MS/MS-Analyse hohe Sequenzabdeckungen sowie die ersten und letzten Peptide
aller TAP-c-Kit Fusionsproteine identifiziert werden. Dies spricht ebenfalls fir eine
vollstandige Expression der TAP-c-Kit Proteine. Des Weiteren konnten die
mutationsspezifischen Peptide von TAP-c-Kit- V560D, V559D, L576P, V560D _D820A,
D820A sowie Y823D massenspektrometrisch identifiziert werden (3.2.2). Damit konnte
die Mutation der jeweiligen c-Kit Proteine neben der DNA-Sequenzierung auch auf
Protein-Ebene eindeutig nachgewiesen werden. Die Mutationen del557,558 und K642E
flihrten zu nicht detektierbaren tryptischen Peptiden. Ein indirekter Mutationsnachweis
war jedoch durch den spezifischen Peptidverlust (verglichen mit dem Wildtyp) gegeben.
Es konnte somit sichergestellt werden, dass alle eingesetzten TAP-c-Kit Fusionsproteine

vollstandig exprimierbar waren und die gewlinschte Mutation enthielten.

4.1.3 Charakterisierung der TAP-c-Kit Koderproteine

Ein Vorteil der u-TAP-Methode st die Moglichkeit der vollstandigen
Charakterisierbarkeit der eingesetzten Koderproteine. Zundchst wurden der TAP-tag der
TAP-c-Kit Proteine auf dessen Funktionalitdt hin Uberprift. Fir den Einsatz im
u-TAP-Assay musste dieser vier Anforderungen geniligen: Die Bindung zwischen IgG-
Bindedomanen und IgG-Matrix, die daraufhin folgende proteolytische Abspaltung der
IgG-Bindedomanen mittels TEV-Protease und im Folgenden die Bindung des Flag-tags an
die anti-Flag-Matrix. Zuletzt musste das Koderprotein mit samt seinen gebundenen
Interaktionspartnern kompetitv eluierbar sein. Zur Uberprifung dieser vier
beschriebenen Anforderungen wurde fir TAP-c-Kit Wildtyp eine TAP-Reinigung
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass TAP-c-Kit Wildtyp, wie in Abschnitt 3.1.3
beschrieben, diese Anforderungen erfiillte und somit im u-TAP-Assay eingesetzt werden
konnte. Weiterhin sollte die Reinheit des TAP-Assays beurteilt werden, was durch eine
Untersuchung der Waschfraktionen und anschlieBender Dokumentation im SDS-Gel
erfolgte (3.1.4). Der Verlauf der TAP-Reinigung von c-Kit Wildtyp zeigt die deutliche

Reduzierung von unspezifischen Bindungen, welche durch die proteolytische Spaltung
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und die zweite Affinitatsreinigung gegeben waren. Der Vorteil der zweistufigen
Reinigung zeigte sich durch die hohe Reinheit des Flag-c-Kit Koderproteins, die nach
Aufreinigung Uber die Flag-Matrix vorlag. Nachteilig war der deutlich groéRere
Koderproteinverlust, verglichen mit einer einstufigen Aufreinigungsmethode. Fiir die
Interaktionspartneranalysen der TAP-c-Kit Mutanten stellte dies ein grofReres Problem
dar, da sich die TAP-c-Kit Mutanten deutlich schlechter exprimieren lieen und zu einer
20-30-fach geringeren Proteinausbeute flihrten. Zur Aufreinigung der Mutanten wurde
eine verkirzte Tandem-Affinitatsreinigung etabliert (3.4.1). Diese erforderte von den
Koderproteinen die Bindung der IgG-Bindedomdnen an die IgG-Matrix und deren
Abspaltung durch die TEV-Protease. Alle eingesetzten, mutierten c-Kit Koderproteine
waren bezliglich dieser Anforderungen voll funktionsfahig und somit fiir den Assay

einsetzbar (3.2.3).

4.1.4 Phosphorylierungsstatus von c-Kit Wildtyp und c-Kit Mutanten

Fir die Ubertragung von in vitro Protein-Interaktionsstudien auf intrinsische zelluldre
Geschehnisse ist es von grolRer Bedeutung, dass das zu untersuchende Protein dem
intrinsisch vorkommenden in seinen Eigenschaften moglichst nahe kommt. In diesem
Zusammenhang spielen neben der Proteinstruktur und -Faltung die posttranslationalen
Modifikationen eine wichtige Rolle. Dabei sind Phosphorylierungsmuster und der
Phosphorylierungsgard bei Protein-Interaktionsstudien von hoher Wichtigkeit,
insbesondere fir die Bindung von Signalproteinen. Im Falle der Rezeptortyrosinkinase
(RTK) c-Kit sind dies die Tyrosinphosphorylierungen, weshalb alle eingesetzten c-Kit

Koderproteine auf Phosphorylierungsstellen hin untersucht wurden.

Phosphorylierungsstatus von c-Kit Wildtyp

Das c-Kit Wildtyp-Protein lag nach Expression in HEK293T-Zellen erwartungsgemal in
unphosphoryliertem Zustand vor (3.2.4). Intrinsisch erfolgt die Aktivierung durch
Stimulation mit dem Liganden SCF, der an die extrazellulare Domane von c-Kit bindet.
Diese Bindung flihrt zur Rezeptor-Dimerisierung und trans-Autophosphorylierung (Zhang
2000). Ohne Liganden-Bindung liegt c-Kit als nicht-phoshoryliertes Monomer vor. Das
verwendete TAP-c-Kit Wildtyp Kéderprotein bestand nur aus dem intrazelluldaren Teil des

c-Kit Rezeptors, womit die Abwesenheit der Phosphorylierungsstellen zu erklaren ware.
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Das nicht-phosphorylierte c-Kit Wildtyp Kéderprotein kann daher als ein Modell fiir den
unstimulierten Zustand des intrinsischen c-Kit Rezeptors gesehen werden. Neben dem
Modell fir das unstimulierte c-Kit Protein sollte auch ein Modell fur die stimulierte,
phosphorylierte Form von c-Kit Wildtyp fiir die Untersuchungen der Protein-
Interaktionen eingesetzt werden. Dies erfolgte durch in vitro Phosphorylierung. Dabei
konnten abhangig von der Dauer der Inkubation mit MgCl, und ATP maximal zehn
Phosphotyrosinreste sowie ein Phosphoserinrest in TAP-c-Kit Wildtyp identifiziert
werden (3.1.5). Die einzelnen Phosphorylierungsstellen sind Andockstellen fir
Signalproteine und im Falle von c-Kit sehr genau beschrieben. Die zehn identifizierten
Tyrosinreste in c-Kit (pTyr-547, pTyr-553, pTyr-568, pTyr-570, pTyr-703, pTyr-721,
pTyr-730, pTyr-823 und pTyr-936) sind bereits in der Literatur beschriebene
Phosphorylierungsstellen ()(Roskoski 2005, DiNitto 2010). Lediglich die fir c-Kit
beschriebenen Stelle pTyr-900 konnte in TAP-c-Kit Wildtyp nicht gefunden werden
(Lennartsson 2003). In einer vergleichbaren Studie wurden insgesamt nur acht der
insgesamt elf Phosphotyrosinstellen in c-Kit Wildtyp identifiziert (DiNitto 2010). Da in
dieser Arbeit zehn der elf Phosphorylierungsstellen identifiziert werden konnten, ist
davon auszugehen, dass das in vitro phosphorylierte TAP-c-Kit Wildtyp-Protein dem
intrinsischen, Liganden-stimulierten c-Kit Rezeptor beziglich der
Phosphorylierungsstellen sehr nahe kommt. Des Weiteren ist anzunehmen, dass auch
beim rekombinanten TAP-c-Kit Protein, analog zum intrinsischen c-Kit, eine trans-
Autophosphorylierungsreaktion ablauft. Laut Literatur werden nach Bindung des
Liganden zunachst die Hauptautophosphorylierungsstellen Tyr-568 und Tyr-570
phosphoryliert (Mol 2003). Dadurch nimmt die Kinase ihre aktive Konformation an, ist
enzymatisch aktiv und die trans-Autophosphorylierungsreaktion beginnt durch die
gegenseitige Phosphorylierung weiterer Tyrosinreste (Mol 2004). Auch bei dem
rekombinanten c-Kit Wildtyp wurden zunachst nur die Stellen Tyr-568 und Tyr-570
phosphoryliert, dies zeigte sich in Vorversuchen zur in vitro Phosphorylierung (Daten
nicht gezeigt). Bei der Bestimmung der Aktivierungskinetik von TAP-c-Kit Wildtyp wurde
das Protein fir unterschiedliche Zeitraume in vitro phosphoryliert (3.1.5). Dabei lagen
die beiden Hauptautophosphorylierungsstellen in c-Kit ebenfalls phosphoryliert vor,
jedoch hatte zum ersten Messpunkt (nach 10 min) die Autophosphorylierungsreaktion

vermutlich bereits begonnen, da weitere spezifische Phosphorylierungsstellen
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identifiziert werden konnten. Im weiteren Verlauf der Aktivierungskinetik war ein
zeitlicher Anstieg der Phosphorylierungsgrade aller oben genannten Tyrosinreste zu
sehen, was ebenfalls fiir eine Autophosphorylierungsreaktion spricht. Das zusatzlich
identifizierte Phosphoserin zeigte keinen kinetischen Anstieg, weshalb es als
unspezifisch einzuordnen ist, was auch in der Literatur so beschrieben wurde (DiNitto
2010). In der durchgefiihrten Aktivierungskinetik wird das Tyr-823 im activation loop von

c-Kit zuletzt phosphoryliert, was mit der Literatur tibereinstimmt (Mol 2004).

Zusatzlich sollte untersucht werden, ob die rekombinante c-Kit Kinase neben der
vermuteten trans-Autophosphorylierung weitere Substrate phosphorylieren kann. Diese
Bestimmung erfolgte im Rahmen eines Kinase-Assays (3.1.6). Dazu wurde als Substrat
ein Peptid aus der Kinase-Domane des kinase insert domain receptors (KDR) ausgewahlt.
Das KDR-Peptid enthielt einen von c-Kit phosphorylierbaren Tyrosinrest (Tyr-966). Da
KDR wie c-Kit, ebenfalls der Klasse Ill der Rezeptortyrosinkinasen angehort, diente das
KDR-Peptid wahrscheinlich auch als Modell-Substrat fiir die intrinsisch vorkommende
Rezeptor-Dimerisierung und Autophosphorylierung. Dies bestatigte sich, da KDR nur
dann von c-Kit phosphoryliert werden konnte, wenn es zuvor nicht autophosphoryliert
wurde, also unphosphoryliert im Kinase-Assay eingesetzt wurde. Lag c-Kit bereits im
phosphoryliertem Zustand vor war es nicht in der Lage das Substrat zu phosphorylieren.
Dies legt nahe, dass c-Kit neben der trans-Autophosphorylierung keine weiteren
Substrate phosphorylieren kann. Im Rahmen des Kinase-Assays konnte zusatzlich gezeigt
werden, dass die Tyrosinkinase-Inhibitoren Imatinib und Sunitinib eine inhibitorische
Wirkung auf c-Kit haben, indem sie die Phosphorylierung des KDR-Peptids verhindert
hatten. Diese inhibitorische Wirkung unterstreicht die Giite des ,c-Kit-Modells” und ist

fiir die weiteren Protein-Interaktionsanalysen von grofRer Bedeutung.

Zusammenfassend ergaben diese Untersuchungen, dass TAP-c-Kit Wildtyp sowohl im
nicht-aktivierten, unphosphorylierten, als auch im phosphorylierten Zustand dem
intrinsisch vorkommenden Protein nahe steht und fiir die Bestimmung von Protein-
Interaktionen eingesetzt werden kann. Zusatzlich konnten die Hemmung der Kinase-

Aktivitat durch Imatinib und Sunitinib gezeigt werden.
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Phosphorylierungsstatus der c-Kit Mutanten

GIST-assoziierte c-Kit Mutanten haben eine aktivierende Mutation (gain of function),
deren Charakteristika die Liganden-unabhangige konstitutive Aktivitat ist (Hirota 1998).
DemgemaR wurde erwartet, dass die rekombinanten c-Kit Mutanten nach ihrer
Expression bereits phosphoryliert vorliegen, was bei den meisten c-Kit Mutanten der Fall
war. Die Phosphorylierungsstellen der c-Kit Mutanten wurden sowohl mittels eines sehr
sensitiven  Orbitrap-Massenspektrometers, als auch im Immunoblot mit
positionsspezifischen phospho-c-Kit  Antikoérpern untersucht (3.2.4). Fir die
Untersuchungen im Immunoblot wurden vier c-Kit Mutanten mit Mutationen aus
unterschiedlichen c-Kit Regionen (V560D, K642E, V560D_D820A, D820A) sowie c-Kit

Wildtyp als ,Negativkontrollprotein® ausgewahlt und mit positionsspezifischen

568,570 721
Y

Antikorpern (anti-c-Kit p und anti-c-Kit pY'“") untersucht. Erwartungsgemal war
c-Kit Wildtyp an den untersuchten Tyrosinresten nahezu nicht phosphoryliert,
Uberraschenderweise auch die Mutante K642E. Die lbrigen c-Kit Mutanten V560D,
V560D _D820A und D820A waren an Tyr-568,570 und Tyr-721 deutlich phosphoryliert.
Die Massenspektrometriedaten bestatigten die Abwesenheit einer
Tyrosinphosphorylierung in c-Kit K642E und dem Wildtyp. Bei den c-Kit Mutanten
V560D, V560D_D820A, D820A sowie L576P konnten auch massenspektrometrisch
deutliche Phosphorylierungen an Tyr568 (40-73 %) gesehen werden, dariiber hinaus
jedoch keine weiteren Phosphorylierungsstellen. Bei den c-Kit Mutanten del557,558 und
del557,558 Y823D entstand aufgrund ihrer Mutation (del557,558) ein nicht-
detektierbares tryptisches Peptid im Bereich von Tyr-568, weshalb die
Phosphorylierungsbestimmung dort nicht méglich war. Abgesehen von diesen beiden
Proteinen lagen alle untersuchten c-Kit Mutanten phosphoryliert vor; mit Ausnahme von
K642E. Der unphosphorylierte Zustand der c-Kit Kinase-Domane Mutante K642E wurde
bislang noch nicht in der Literatur beschrieben. Vergleichbare Untersuchungen gibt es
derzeit nicht. Da mit beiden angewandten Methoden dasselbe Ergebnis erzielt werden
konnte, ist dieser Befund als glaubhaft einzuordnen. Im Unterschied zu den
Untersuchungen im Immunoblot ergaben die massenspektrometrischen Analysen nur

die Phosphorylierung von Tyr-568. Die Signale von pTyr-721 im Immunoblot scheinen

eher auf die unspezifische Bindung der positionsspezifischen Antikorper zurickzufihren
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zu sein, da die massenspektrometrische Analyse im Allgemeinen als sensitiver gilt.
Nahere Untersuchungen dazu wurden jedoch nicht gemacht. Bei der Kristallstruktur von
aktivem c-Kit wurden pTyr-568 und pTyr-570 als phosphoryliert vorgefunden und gelten
daher als Hauptautophosphorylierungsstellen (Mol 2004). Die enzymatisch aktive c-Kit
Struktur besteht jedoch lediglich aus ADP und Mg2+ und der Seitenkette von pTyr-568,
die wiederum an die aktive Seite der Kinase gebunden ist (Mol 2003). pTyr-570 hingegen
befindet sich aullerhalb des aktiven Zentrums und verstarkt die Substratbindung durch
Bildung einer Salzbriicke mit dem activation loop Arg-830. Diese Beobachtung legt nahe,
dass eine Phosphorylierung an Tyr568 alleine ausreichen konnte, damit die Kinase ihre
aktive Konformation einnimmt. Demzufolge kann angenommen werden, dass die
rekombinanten c-Kit Mutanten konstitutiv aktiv vorliegen, somit die klinische Situation
widerspiegeln und folglich ein geeignetes Ausgangsmaterial fir Interaktionspartner-

Analysen darstellen.

4.1.5 Expressions-entkoppelte Tandem-Affinitatsreinigung mit c-Kit
Wildtyp

Mit der Ubertragung der u-TAP-Methode auf c-Kit Wildtyp wurde die Methode erstmals
an einer Rezeptortyrosinkinase angewandt. Bei der Etablierung des u-TAP-Assays flr
c-Kit mussten die chromatographischen Affinitatsreinigungsschritte fiir die Anwendung
auf c-Kit abgestimmt und optimiert werden. Dies beinhaltete vor allem die Auswahl der
Waschpuffer und die Anzahl der Waschschritte. Dariiber hinaus mussten zwei Punkte
des urspringlichen Protokolls, das bislang nur fir die katalytischen Untereinheiten der
PKA etabliert wurde, fur die Anwendung auf c-Kit vollig neu entwickelt werden (Erlbruch
2010). Dazu zahlte zum einen die Aufreinigung des Koderproteins aus dem Zelllysat und
zum anderen dessen in vitro Phosphorylierung. Nach der Aufreinigung aus dem Zelllysat
sollte das Koderprotein bereits moglichst sauber vorliegen, da es galt, die
Interaktionspartner ausschlieBlich aus dem zu untersuchenden, externen Zellsystem zu
identifizieren. Die Aufreinigung von TAP-c-Kit Wildtyp aus dem Zelllysat erfolgte durch
die Bindung der IgG-Bindedomanen an die IgG-Matrix und anschlieRendem stringenten
Waschen. Die Giite dieser Aufreinigung wurde im Rahmen des klassischen TAP-Assays,
durch Dokumentation der jeweils ersten und letzten Waschfraktionen auf einem SDS-

Gel Uberprift (3.1.4). Des Weiteren wurde das Eluat-das aufgereinigte Flag-c-Kit
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Koderprotein - im SDS-Gel auf dessen Interaktionspartner hin untersucht. Dabei zeigte
sich, dass neben der prominentesten Bande des Koderproteins noch schwache
Gelbanden von Proteinen der Hsp70 Familie, sowie starkere Banden der TEV-Protease
und der IgG-Ketten massenspektrometrisch identifiziert werden konnten (3.1.4
Abbildung 8 B). Da die Proteine der Hsp70 Familie nicht untersucht werden sollten, die
TEV-Protease und die IgG-Ketten eindeutig zuzuordnen und sowieso fir die
Identifizierung neuer Bindepartner irrelevant waren, wurde diese Form der
Koderprotein Reinigung als ausreichend befunden. Eine weitere Mdglichkeit ware
gewesen, einen zusatzlichen His-tag anzubringen und das Koderprotein auf diesem
Wege zu reinigen. Die in vitro Phosphorylierung des Kéderproteins erfolgte nach dessen
Aufreinigung in IgG-Matrix-gebundenem Zustand durch Inkubation mit MgCl, und ATP.
Dabei konnten zehn fiir c-Kit spezifische Phosphotyrosinreste identifiziert werden
(3.1.5). Das Koderprotein war nach der Aktivierung weiterhin voll funktionsfahig und die
Tyrosinphosphorylierungsstellen auch nach 12-stiindiger Lagerung (4 °C) stabil (3.3.1).
Dies war von groRer Bedeutung, da das Koderprotein erst am zweiten Versuchstag im
u-TAPAssay eingesetzt wurde. Hierbei ist anzumerken, dass die jeweiligen
Phosphorylierungsgrade durch die Lagerung (iber Nacht abnahmen (3.3.2, Tabelle 10).
Obwohl das Protein aufgereinigt und IgG-Matrix-gebunden gelagert wurde, kénnten

moglicherweise geringe Mengen an Phosphatase ursachlich dafir sein.

Die Gite und Reinheit des u-TAP-Assays wurde durch die Untersuchung der
Waschfraktionen im SDS-Gel kontrolliert. Im Besonderen spiegelten die ersten und
letzten Waschfraktionen nach der IgG-Reinigung und der Flag-Reinigung den Verlauf und
die Spezifitit des gesamten Assays wieder (3.3.1). Da die jeweils letzten
Waschfraktionen sauber waren und nur wenige unspezifische Proteine aufwiesen,
konnte von der richtigen Wahl der Waschpuffer in der Art und Stringenz ausgegangen
werden. Unvermeidlich ist das Auftreten von unspezifischen Bindepartnern, die an den
TAP-tag binden. Durch den Einsatz des TAP-tag Kontrollproteins im u-TAP-Assay konnten
diese als sog. falsch-positive Interaktionspartner identifiziert werden. Es handelte sich
dabei vorwiegend um Zytoskelettproteine. AbschlieRend kann man sagen, dass sich die
Spezifitat und Gite der u-TAP-Methode auch bei der Anwendung auf c-Kit Wildtyp

sicher gestellt wurde. Folglich ist der etablierte u-TAP-Assay fiir Protein-
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Interaktionsstudien von c-Kit Wildtyp einsetzbar. Das etablierte Protokoll ist schematisch

in Abschnitt 3.3.1, Abbildung 15 dargestellt

4.1.6 Verkiirzte TAP-Methode zur Aufreinigung der c-Kit Mutanten

Die mutierten c-Kit Proteine wurden mit einer verkiirzten TAP-Methode aufgereinigt, da
deren Proteinausbeuten nach Expression in HEK293T-Zellen zu gering flir den Einsatz im
u-TAP-Assay gewesen waren (3.4.1). Die verkiirzte Tandem-Affinitatsreinigung umfasst
die Aufreinigung des Kdderproteins Uber die IgG-Matrix aus dem Zelllysat und die
anschlieende proteolytische Abspaltung mittels TEV-Protease. Im Vergleich zur
einstufigen Reinigung Uber die IgG-Bindedomanen fiihrte die proteolytische Abspaltung
der IgG-Bindedomanen zu einer deutlich besseren Aufreinigung (Daten nicht gezeigt).
Bei dieser Reinigungsmethode kdnnte von Vorteil sein, dass sich das Kéderprotein in
vivo an die Proteinkomplexe anlagert und nicht wie beim u-TAP-Assay in vitro. Nachteilig
kénnte zum einen die mégliche Induktion einer zelluldren SOS-Antwort durch Expression
des Koderproteins sein. Zum anderen handelt es sich bei der verkiirzten TAPMethode
lediglich um eine einstufige chromatographische Aufreinigung, die eine geringere
Spezifitdit mit sich bringt. Aufgrund dieser Nachteile wurden die wichtigsten
Beobachtungen nochmals mit weiteren Methoden verifiziert. Die Verifizierung der
Interaktionen von Cdc37 mit den c-Kit Mutanten erfolgte durch Immunoprazipitation
und zusatzlich in einem reversen Ansatz - im GST Pull-down-Assay unter Einsatz des
GST-Cdc37 Fusionsproteins. Die beobachteten differentiellen Interaktionen der c-Kit
Mutanten mit Hsp90 wurden durch quantitative Immunoprazipitation mit einem anti-

c-Kit Antikorper verifiziert.

4.2 Interaktionspartner Analyse von c-Kit Wildtyp

4.2.1 Identifizierung phosphorylierungsspezifischer Interaktionspartnern
von c-Kit Wildtyp

Das Phosphorylierungsmuster sowie der Phosphorylierungsgrad von Kinasen spielen
eine entscheidende Rolle bei der Bindung von Interaktionspartnern und haben somit
einen starken Einfluss auf das Protein-Interaktionsnetzwerk. Der Einfluss der

Tyrosinphosphorylierung von c-Kit Wildtyp auf das Protein-Interaktionsnetzwerk sollte
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deshalb im u-TAP-Assay durch den Einsatz von phosphoryliertem und
unphosphoryliertem TAP-c-Kit Koderprotein naher untersucht werden. Dabei diente das
nicht-phosphorylierte TAP-c-Kit Koderprotein als Modell fiir den intrinsisch
vorkommenden unstimulierten, monomeren und damit unphosphorylierten c-Kit
Rezeptor. Das in vitro phosphorylierte c-Kit Koderprotein hingegen simulierte den
intrinsisch vorkommenden dimerisierten, trans-autophosphorylierten und damit
aktivierten Zustand des c-Kit Rezeptors (vgl. Abschnitt 4.1.4). Der Einsatz dieser
Kéderproteine im u-TAP-Assay erlaubt einen direkten A/B-Vergleich, da gleiche Mengen
an eluiertem Koderprotein, mit identischem zelluldren Hintergrund, eingesetzt werden

kbnnen.

Unabhangig vom Phosphorylierungsstatus des c-Kit Wildtyp Kéderproteins konnten im
Gesamtzelllysat von Hela-Zellen mehr als 40 Bindepartner, abziglich der identifizierten
Proteine aus der Negativkontrolle, gefunden werden (3.3.2). Als c-Kit Bindepartner
wurden sowohl bereits beschriebene, als auch potentielle, neue Bindepartner
identifiziert. Dazu gehorten Proteine aus dem  Zytoskelett, Chaperone,
Stoffwechselenzyme und proliferationsrelevante Proteine. Bei den
proliferationsrelevanten Proteinen wurde das Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
und Prohibitin als mit c-Kit Wildtyp interagierend gefunden. PCNA kontrolliert die DNA-
Replikation und gilt als Proliferationsmarker, Prohibitin gilt als negativer Regulator der
Zellproliferation und ist moglicherweise ein Tumor-Suppressor. Uber die Interaktion von
c-Kit mit Prohibitin ist bislang nichts in der Literatur bekannt, PCNA hingegen ist auch fir

GIST-Zellen ein wichtiger Proliferationsmarker (Duensing 2003).

Der Vergleich der identifizierten Bindepartner im u-TAP-Assay mit phosphoryliertem und
unphosphoryliertem c-Kit Kéderprotein ergab, dass neben einigen Stoffwechselenzymen
und wenigen anderen Proteinen vorwiegend Signalproteine spezifisch mit
phosphoryliertem  c-Kit interagierten. Daher liegt es nahe, dass die
Tyrosinphosphorylierung von c-Kit essentiell fiir die Bindung von Signalproteinen ist.
Unter den identifizierten Signalproteinen waren sowohl bereits in der Literatur
Beschriebene, als auch potentielle Neue. Dabei wurde die katalytische Untereinheit B,
sowie die regulatorischen Untereinheiten p85 der PI3-Kinase als Bindepartner von

aktiviertem c-Kit identifiziert. In der Literatur ist die Interaktion zwischen der PI3-Kinase
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und c-Kit durch die Bindung von p85 an pTyr-721 sowie pTyr-900 von c-Kit beschrieben
(Lev 1992, Serve 1994, Lennartsson 2003). Das verwendete c-Kit Koderprotein lag
ebenfalls an Tyr-721 phosphoryliert vor, was die Spezifitat der Interaktion von c-Kit mit
der PI3-Kinase unterstreicht. Der PI3-Kinase Signalweg fihrt zur Aktivierung von Akt und
spielt eine fundamentale Rolle bei dem Uberleben von GIST-Zellen (Bauer 2007). Im
Weiteren wurde das Adaptermolekil Grb2 als Interaktionspartner von ausschlieflich
phosphoryliertem c-Kit Identifiziert. Grb2 aktiviert die Ras-MAP-Kinasen Signalwege und
interagiert mit pTyr-703 und pTyr-936 von c-Kit (Thémmes 1999). Beide Tyrosinreste
lagen im rekombinanten c-Kit Koderprotein phosphoryliert vor, weshalb auch diese
Interaktion als flr c-Kit spezifisch einzuordnen ist. Zusatzlich konnten die Janus Kinase
(JAK) sowie die STATs (1-3) als potentielle Interaktionspartner von phosphoryliertem
c-Kit Koderprotein identifiziert werden. Die Interaktion von JAK mit c-Kit ist bereits
bekannt, jedoch nicht dessen spezifische Bindungsstelle an c-Kit (Brizzi 1994 und 1999).
Dariiber hinaus ist sowohl beschrieben, dass JAK konstitutiv an c-Kit bindet, als auch,
dass es erst durch Liganden-Stimulation an c-Kit assoziiert (Radosevic 1996, Brizzi 1994).
Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie kann in Abhdngigkeit von
JAK oder unabhangig davon, direkt durch c-Kit erfolgen (Bauer 2007). Anhand der
durchgefiihrten Experimente kann keine Aussage dariber getroffen werden, ob die
STATs direkt an c-Kit binden oder Interaktionspartner zweiter Ordnung sind und somit
an JAK binden. Man kann spekulieren, dass Letzteres wahrscheinlicher ist, weil JAK1 nur
einmal im u-TAP-Assay identifiziert werden konnte, wohingegen die STAT-Proteine
konsistent identifiziert werden konnten. Noch nicht in der Literatur beschrieben, und
damit potentielle neue c-Kit Interaktionspartner waren die Signalproteine PKN2 (PKC-
related kinase 2) und SRC8, dem Src Substrat Cortactin. PKN2 ist eine mit PKC verwandte
Proteinkinase, liber sie ist bislang wenig bekannt; sie scheint aber mit den Rho-GTPasen
in Verbindung zu stehen (Schmidt 2007). Die mogliche Interaktion von PKN2 mit
aktiviertem c-Kit wurde lediglich ein Mal im u-TAP-Assay beobachtet. Aus diesem Grund,
und weil PKN2 relativ wenig beschrieben ist, wurde die Interaktion nicht verifiziert. Es
bleibt somit offen, ob es sich hierbei um eine spezifische Interaktion mit c-Kit handelt
oder nicht. Das Src-Substrat Cortactin wurde ebenfalls nur einmalig im u-TAP-Assay als
potentieller Interaktionspartner von aktiviertem c-Kit identifiziert. Cortactin ist nach

Tyrosinphosphorylierung in verdanderten Zellen an der Regulation des Zellwachstums
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und der strukturellen Umgestaltungen beteiligt. Die Interaktion von c-Kit mit Src-Kinasen
ist bereits in der Literatur beschrieben (Linnekin 1997, Timokhina 1998). Die Interaktion
mit dem Src-Kinase Substrat Cortactin ist nicht beschrieben, wurde aber aufgrund der
einmaligen Identifizierung im u-TAP-Assay nicht naher untersucht. Ferner konnten einige
Stoffwechselenzyme als Interaktionspartner von ausschlielich phosphoryliertem c-Kit
Wildtyp identifiziert werden. Dazu gehoérten z.B. die Protein-L-isoaspartate(D-aspartate)
O-methyltransferase (PIMT), 3-Oxoacyl-CoA thiolase (ECHA), Protein-disulfid-Isomerase
(PDIA4), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (G3P) und Aldehydehydrogenase
(P5CS). Im Weiteren konnte das proliferationsrelevante und mit der Krebsentstehung in
Verbindung stehende Peroxiredoxin (PRDX1) als selektiv mit phosphoryliertem c-Kit
interagierend gefunden werden. Der Grund, weshalb diese Interaktionspartner
phospho-spezifisch mit c-Kit interagierten, konnte anhand von Literaturdaten nicht
erklart werden. Es liegt nahe, dass entweder ein spezifischer Phosphotyrosinrest direkt
fir die Interaktionen verantwortlich ist, oder dass die Interaktion aufgrund der
wahrscheinlich auftretenden strukturellen Verdanderungen von c-Kit (Dimerisierung) zu
Stande kommt. Im Weiteren bleibt die Moglichkeit offen, dass es sich um

Interaktionspartner zweiter oder sogar dritter Ordnung handelt.

Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der u-TAP-Assay die
Identifizierung von bereits bekannten und unbekannten, potentiellen c-Kit
Interaktionspartnern  ermoglicht. Darliber hinaus war eine vergleichbare
Interaktionsanalyse von aktiviertem und nicht-aktiviertem c-Kit durch den Einsatz der
jeweiligen Koderproteine moglich. Dabei konnten bereits beschriebene Signalproteine
aus den drei wichtigsten Signalkaskaden von c-Kit, spezifisch fiir dessen phosphorylierte
Form, als Bindepartner identifiziert werden. Dies umfasst den Signalweg der MAP-
Kinasen, den PI3-Kinase Signalweg und den JAK-STAT Signalweg. Lediglich der PLCy-
Signalweg wurde nicht im Rahmen dieser Untersuchungen mit c-Kit in Verbindung
gebracht, dieser wurde bislang vorwiegend im Maus-Modell gesehen (Gommermann
2000). Diese vergleichenden u-TAP-Untersuchungen stellen damit ein gutes Modell fir
den intrinsisch  vorkommenden Liganden-stimulierten und damit trans-
autophosphorylierten Zustand von c-Kit dar, sowie fir den nicht-stimulierten und damit

unphosphorylierten Zustand.
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4.2.2 Der Einfluss von Imatinib und 17AAG auf das Protein-
Interaktionsnetzwerk von c-Kit Wildtyp

Imatinib gilt als das Medikament erster Wahl zur Behandlung progredienter GIST. Der
Hsp90 Inhibitor 17AAG befindet sich derzeit noch in der klinischen Testphase, ist jedoch
speziell fur die Behandlung von Imatinib-resistenten und Imatinib-intoleranten GIST ein
potentielles Medikament. Bei der Krebsbehandlung werden an Inhibitoren die
Anforderungen gestellt, moglichst spezifisch flir Krebszellen bzw. fiir die onkogenen
Zielmolekiilen zu sein und die gesunden Zellen nahezu nicht zu beeinflussen. Der Einfluss
der Inhibitoren Imatinib und 17AAG auf das Protein-Interaktionsnetzwerk von c-Kit
Wildtyp sollte deshalb im u-TAP-Assay untersucht werden. Dabei wurde in vitro
phosphoryliertes c-Kit Wildtyp Kéderprotein als Modell fiir den gesunden Zellzustand
verwendet (vgl. Abschnitt 4.1.4). Vergleichbare Untersuchungen in An- und Abwesenheit
des jeweiligen Inhibitors wurden durch den Einsatz von &dquivalenten Mengen an
Koderprotein sowie aquivalenten Mengen des zu untersuchenden Hela-Zelllysates im
u-TAP-Assay ermoglicht. Imatinib hatte im Rahmen dieser Untersuchungen nahezu
keinen Einfluss auf das Protein-Interaktionsnetzwerk von phosphoryliertem c-Kit (3.3.3).
Unter Anwesenheit von Imatinib konnte lediglich die Glucosidase Il § (GLU2B) als
zusatzliches Protein identifiziert werden. GLU2B ist ein saures Phosphoprotein und als
Substrat der Protein-Kinase C (PKC) bekannt. In der Literatur konnten keine Hinweise auf
eine Interaktion mit c-Kit oder einen Zusammenhang mit Imatinib gefunden werden,
weshalb dieser Befund nicht interpretiert werden kann. Imatinib zeigte folglich nahezu
keinen Einfluss auf das Interaktionsnetzwerk von c-Kit. Dies entsprach den Erwartungen,
da das verwendete c-Kit Koderprotein in phosphoryliertem Zustand vorlag und
wahrscheinlich auch eine aktive Konformation eingenommen hatte. In dieser aktiven
Konformation kann Imatinib nicht an c-Kit binden (Mol 2004). Es ist somit davon
auszugehen, dass Imatinib auch in diesem Versuchsansatz nicht an das aktivierte c-Kit
gebunden hatte, was wiederum das nahezu identische c-Kit Interaktionsnetzwerk
erklart. Wie bereits erwdhnt, konnte die inhibitorische Wirkung von Imatinib selektiv auf
das nicht-aktivierte, rekombinante c-Kit Protein durch Substratphosphorylierung im

Rahmen des Kinase-Assays gezeigt werden (3.1.6). Aufgrund der hohen Qualitat des
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u-TAP-Assays kann also davon ausgegangen werden, dass Imatinib keinen oder nur

einen sehr geringen Einfluss auf das Protein-Interaktionsnetzwerk von c-Kit hat.

Welchen Einfluss der Hsp90 Inhibitor 17AAG auf das Protein-Interaktionsnetzwerk von
phosphoryliertem c-Kit hat, war aufgrund kontroverser Literaturangaben zuvor nicht
abschatzbar. Ein wichtiger Aspekt dabei scheint die Aktivitat der Kinase zu sein. So
wurde in einer c-Kit Wildtyp exprimierenden Zelllinie nach Behandlung mit 17AAG und
SCF-Stimulation, ein inhibitorischen Effekt auf aktiviertes c-Kit beobachtet. Da sich
derselbe Effekt auch bei der SCF-Stimulation alleine einstellte, wurde dieser als Ursache
der Degradierung vermutet (Fumo 2003, Bauer 2006). Es blieb jedoch die Frage offen, ob
17AAG eine Wirkung auf aktiviertes, phosphoryliertes c-Kit Wildtyp hat und dartber
hinaus ob der Inhibitor Einfluss auf das Protein-Interaktionsnetzwerk hat. Die
diesbeziglichen Untersuchungen im Rahmen der Interaktionsstudien mit Hsp90 und
Cdc37 erfolgten mit unphosphoryliertem c-Kit (Abschnitt 3.5). Dort bewirkte 17AAG eine
minimale Degradierung von c-Kit, das Interaktionsnetzwerk wurde jedoch nicht
untersucht (vgl. Abschnitt 4.3.3). Bei der Untersuchung der 17AAG-Wirkung auf das
Protein-Interaktionsnetzwerk von aktiviertem c-Kit im u-TAP-Assay zeigten sich geringe
Effekte. Dabei konnten vier differentielle Bindepartner identifiziert werden (Abschnitt
3.3.3, Tabelle 12). Das CD55-Antigen aus dem Komplementsytstem (DAF), sowie die
Acyl-CoA-Dehydrogenase (ACADV) konnten als zusatzliche Bindepartner in Anwesenheit
von 17AAG identifiziert werden. Der Rezeptor fiir Hyaluronsdure (CD44_Human) sowie
die Aldehyd-Dehydrogenase (P5CS_Human) konnten hingegen nur in Abwesenheit von
17AAG identifiziert  werden. Alle  vier genannten Proteine  wurden
massenspektrometrisch eindeutig identifiziert. Anhand der Literatur konnte keines
dieser Proteine mit Hsp90, c-Kit oder 17AAG in Verbindung gebracht werden, was eine
Interpretation der Daten erschwert. Auch wenn die u-TAP-Experimente parallel und
nahezu identisch durchgefihrt wurden und sich nur durch die Anwesenheit des
Inhibitors unterschieden, kann ein experimentell bedingter Unterschied nicht
ausgeschlossen werden. So konnten z.B. unterschiedliche Proteinmengen auf das
SDS-Gel aufgetragen worden sein, oder differentielle Verluste beim Aufarbeiten der Gele
fiir die massenspektrometrische Analyse aufgetreten sein. Anzumerken ist auch, dass

17AAG keinen Einfluss auf die mit c-Kit interagierenden Signalproteine hatte, diese
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hatten wahrscheinlich einen sehr starken Einfluss auf das zelluldre Geschehen gehabt.
AbschlieBend kann man sagen, dass 17AAG im Rahmen dieser Untersuchungen keinen
oder einen eher geringen Einfluss auf die Protein-Interaktionen von aktiviertem c-Kit
Wildtyp hat. Dies kann man bezlglich des klinischen Einsatzes als positiv bewerten, da

es gilt, gesunde Zellen, bzw. Wildtyp-Proteine moglichst nicht zu beeinflussen.

4.3 Interaktionspartner Analyse von c-Kit Mutanten

Bei Uber 80 % der Falle gilt eine Mutation in c-Kit ursachlich fiir die Entstehung von GIST.
Die Mutation bewirkt eine Liganden-unabhdngige c-Kit Aktivierung und fiihrt zu einer
Veranderung des gesamten Signalnetzwerkes. In diesem Zusammenhang war es von
groRem Interesse, die Interaktionspartner der verschiedenen c-Kit Mutanten zu

analysieren.

4.3.1 Cochaperon Cdc37, ein neuer Interaktionspartner von c-Kit
Mutanten

Durch Aufreinigung der c-Kit Mutanten und des c-Kit Wildtyps mit verkirzter Tandem-
Affinitatsreinigung konnten Hsp90 auch Cdc37 als Interaktionspartner ausschlieflich von
mutierten c-Kit Proteinen identifiziert werden (3.4.1 und 3.4.2). Zusatzlich wurden
Proteine der Hsp70 Familie und der eucaryotic translation and elongation factor 2 (EF2)
identifiziert. Da diese Proteine jedoch bei allen untersuchten c-Kit Mutanten und dem
Wildtyp auftraten und als ziemlich abundant gelten wurden sie nicht naher untersucht.
Hsp90 ist ebenfalls ein abundantes Protein, erschien aber aufgrund der gesehenen
Spezifitat fiir mutierte c-Kit Proteine und den nachfolgend genannten Literaturhinweisen

zusammen mit Cdc37 als interessante, naher zu charakterisierende Bindepartner.

Im Allgemeinen sind onkogene Proteine instabiler als ihr Wildtyp-Protein, weshalb sie
haufig eine dauerhafte Stabilisierung durch Hsp90 — und dies oftmals auch in Beteiligung
von dessen Cochaperonen - bendtigen (Kamal 2004, Pearl 2005, Calderwood 2006). Des
Weiteren war bekannt, dass die Chaperonfunktion von Hsp90 auch fiir die Expression
und Aktivitat von c-Kit Onkoproteinen entscheidend ist, und zwar hauptsachlich durch
Verhinderung der proteasomal-vermittelten Degradierung (Bauer 2006). Cdc37 ist ein

Kinase-spezifisches Cochaperon von Hsp90; c-Kit galt bislang noch nicht als
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Klientenprotein (Reed 1980, Pearl 2005). Die Interaktion der Klientenproteine von
Cdc37, ist liber das Erkennungsmotiv GXFG im glycine loop der Kinase reguliert
(Terasawa 2006). Dieses Motif ist ebenfalls im glycine loop von c-Kit zu finden. Cdc37 gilt
wie auch Hsp90 als Medikamenten-Zielmolekil zur Behandlung von Krebs. Aus diesen
Grinden erschien die genauere Untersuchung der Interaktion von Cdc37 mit den c-Kit

Onkoproteinen als durchaus sinnvoll.

Deshalb wurden, zusatzlich zur bereits erwahnten MS-Analyse, die Eluate aus dem
verkirzten TAP-Assay immunologisch im Western Blot mit einem anti-Cdc37 Antikdrper
untersucht (3.4.2). Dabei bestatigte sich der Befund, dass ausschlielllich die c-Kit
Mutanten mit Cdc37 interagieren, jedoch nicht c-Kit Wildtyp. Zur Verifizierung der
Interaktion wurde ein reverser Ansatz gewahlt. Im GST Pull-down-Assay unter Einsatz
des GST-Cdc37 Fusionsproteins sollte die Spezifitdt der Interaktion durch Bindung an die
c-Kit Mutanten und/oder den c-Kit Wildtyp nachgewiesen werden (3.4.5). Dabei ergab
sich, dass GST-Cdc37 erwartungsgemaR eine Interaktion mit allen untersuchten c-Kit
Mutanten aufwies. Im Weiteren zeigte auch c-Kit Wildtyp eine, wenn auch deutlich
geringere, Interaktion mit Cdc37. Diese ist zum einen mit der starkeren Expression von
c-Kit Wildtyp und der damit verbundenen héheren Proteinkonzentration, verglichen mit
denen der c-Kit Mutanten, zu erkldaren. Zum anderen ist davon auszugehen, dass Cdc37
auch an c-Kit Wildtyp bindet, vorwiegend jedoch im Chaperonzyklus bei der
Klientenbeladung zu Hsp90. Nicht aber um die Kinase dauerhaft zu stabilisieren, wie dies
vermutlich bei den mutierten c-Kit Proteinen der Fall ist. In einem weiteren
Versuchsansatz erwies sich die Interaktion zwischen Cdc37 und den rekombinanten c-Kit
Mutanten als Genotyp-spezifisch. Dies wird im nachfolgenden Abschnitt diskutiert

(4.3.2).

Als ein weiteres Modell zur Untersuchung der Interaktion von Cdc37 mit c-Kit, wurden
die GIST-Zelllinien GIST882 (c-Kit Mutation: K642E) und GIST48 (c-Kit Mutation:
V560D _D820A) eingesetzt (3.4.3). Durch Immunoprézipitation wurden die c-Kit
Rezeptoren aus dem Zelllysat isoliert und im Western Blot auf deren Interaktion mit
Cdc37 untersucht. Die c-Kit Rezeptoren zeigten ebenfalls eine Interaktion mit Cdc37, die

analog zu den rekombinanten c-Kit Proteinen mutationsspezifisch war (vgl. 4.3.2).
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Zusammenfassend ist anzumerken, dass sowohl die rekombinanten c-Kit Mutanten als
auch die mutierten c-Kit Rezeptoren aus den GIST-Zellen mit Cdc37 interagierten. Im
Falle der rekombinanten c-Kit Onkoproteine wurde die Interaktion durch einen reversen
Ansatz verifiziert. Daher ist davon auszugehen, dass c-Kit ein neu identifiziertes
Klientenprotein von Cdc37 ist. Cdc37 kann aufgrund seiner stabilisierenden Wirkung fir
onkogene Proteine als ein potentiell neuer molekularer Angriffspunkt fiir die GIST-
Therapie gesehen werden. Die gesehene Spezifitdit fiir mutierte c-Kit Proteine
unterstreicht die Eignung von Cdc37 als Medikamenten-Zielmolekll. Fir andere
onkogene Cdc37-Klientenproteine konnte die proteasomal-vermittelte Degradierung bei

Inhibierung von Cdc37 bereits nachgewiesen werden (Zhang 2008, Smith 2009)

4.3.2 c-Kit mutationsspezifische Interaktionsanalysen von Hsp90 und
Cdc37

Die Protein-Interaktionsanalysen der klinisch relevantesten GIST-assoziierten c-Kit
Mutanten und dem c-Kit Wildtyp erfolgten zunadchst mittels verkiirzten TAP-Assay
(3.4.1). Neben dem bereits im oberen Abschnitt diskutierten und neu identifizierten
Cochaperon Cdc37 wurde auch Hsp90 als Interaktionspartner von ausschlieBlich
mutierten c-Kit Proteinen massenspektrometrisch identifiziert. Hsp90 hat eine
stabilisierende und vor proteasomaler Degradierung schiitzende Funktion fiir viele
Onkoproteine, so auch fiir onkogene c-Kit Proteine (Bauer 2006). Da mutierte Proteine
auf die Chaperonfunktion von Hsp90 angewiesen sind, der Wildtyp hingegen nicht, war
die im verkiirzten TAP-Assay spezifisch fur c-Kit Mutanten identifizierte Interaktion mit
Hsp90 - sowie deren Abwesenheit fiir c-Kit Wildtyp - in die Literatur einzuordnen. Cdc37
ist ein Cochaperon von Hsp90 und ebenfalls an der Stabilisierung von Onkoproteinen
beteiligt (Pearl 2005, Caplan 2007). Dies begriindet die in den Untersuchungen gesehene
Mutanten-spezifische Interaktion von Cdc37. Die Western Blot Analysen der Eluate aus
dem verkirzten TAP-Assay bestatigten die selektive Interaktion von Hsp90 und Cdc37
mit den c-Kit Mutanten (3.4.2).

Zusatzlich zeigte die relative Quantifizierung der Signalintensitaten von Hsp90 bzw.
Cdc37 zu den c-Kit Proteinen eine, vom c-Kit Genotyp abhangige, differentielle

Interaktion. Dabei verhielten sich die Interaktionen zwischen den c-Kit Mutanten und
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Hsp90 analog zu denen mit Cdc37, was vermutlich durch die Chaperon-und
Cochaperonfunktion zu erkldren ist. Die Western Blot Analyse wurde mit je einer
prominenten c-Kit Mutante aus der Juxtamembran-Region (V560D), der Kinase-
Domédne | (K642E), dem activation loop (D820A) sowie einer Imatinib-Resistenz-
Mutation (V560D_D820A) und dem c-Kit Wildtyp-Protein durchgefiihrt. Die Mutante
D820A zeigte eine signifikant geringere Affinitat zu Hsp90 und Cdc37 als die Ubrigen
untersuchten Mutanten. Die Imatinib-resistente c-Kit Mutante wies die signifikant

starkste Affinitat zu Hsp90 und Cdc37 auf (Abschnitt 3.4.2, Abbildung 19).

Wie bereits erwahnt sind onkogene Proteine instabiler und oftmals auf eine dauerhafte
Stabilisierung durch Hsp90 und ggf. dessen Cochaperone angewiesen (Da Roche Dias
2005, Caplan 2007). Es liegt nahe, dass die unterschiedlichen Bindungsaffinitaten von
Hsp90 und Cdc37 an die c-Kit Mutanten die Stabilitat der Kinase wiederspiegeln. Deshalb
war zu vermuten, dass die Mutanten mit hoher Affinitdat zu Hsp90 und Cdc37 instabiler
sind und moglicherweise eine hohere Sensitivitat gegeniiber Hsp90 oder Cdc37
Inhibitoren  aufweisen. Bekannt war ebenfalls, dass Hsp90 Inhibitoren
mutationsspezifische Sensitivitaten aufzeigen (Da Rocha Dias 2005, Caplan 2006, Sawai

2008).

Aufgrund der hohen klinischen Relevanz im Hinblick auf eine mogliche individuelle und
mutationsspezifische Behandlung mit Hsp90 oder Cdc37 Inhibitoren wurden weitere
Untersuchungen gemacht. Dazu wurden zusatzlich die c-Kit Mutanten del557,558;
V559D; L576P und del557,558_Y823D sowie die mutierten c-Kit Rezeptoren (K642E und
V560D_D820A) aus zwei GIST-Zelllinien (GIST882; GIST48) mittels
Co-Immunoprazipitation untersucht. Die mutierten c-Kit Proteine wurden dazu mit
einem anti-c-Kit Antikorper isoliert und auf deren Interaktionen mit Hsp90/Cdc37 im
Western Blot untersucht (3.4.3 und 3.4.4). Anzumerken ist, dass die eingesetzten
rekombinanten c-Kit Mutanten mit dem TAP-tag fusioniert waren. Dieser TAP-tag bindet
aufgrund seiner 1gG-Bindedomanen jeden beliebigen Antikdrper, weshalb keine Epitop-
spezifische Immunoprazipitation durchfiihrbar war. Fir die relative Quantifizierung der
TAP-c-Kit Proteine mit einem weiteren Protein, erwies sich dieser TAP-tag jedoch als
dulerst positiv. Es konnte durch Verwendung von nur einem Antikorper im Western Blot

das Epitop-spezifische Protein und darlber hinaus TAP-c-Kit, aufgrund der

121



Dissertation Jutta Panke

IgG-Bindedomanen, angefarbt werden (2.4.12). Im konkreten Fall erméglichte dies die
gleichzeitige Visualisierung von Hsp90 bzw. Cdc37 und den TAP-c-Kit Proteinen und
damit die parallele relative Quantifizierung. Dadurch konnten unspezifische
Proteinverluste durch das sog. stripping umgangen werden. Die Interaktionsstudien
wurden mindestens vier Mal reproduzierbar durchgefiihrt, sodass durch statistische
Auswertung (t-Test) signifikante Unterschiede zwischen den c-Kit Mutanten bezlglich
ihrer Interaktionen mit Hsp90 und Cdc37 ermittelt werden konnten. Der verwendete
c-Kit Antikorper fiir die Immunoprazipitation war gegen das C-terminale Ende von c-Kit
gerichtet und interferierte folglich nicht mit der jeweiligen Mutation in c-Kit. Da alle
rekombinanten c-Kit Proteine mit dem TAP-tag fusioniert waren, war davon auszugehen,
dass die Untersuchungen innerhalb der c-Kit Mutanten vergleichbar sind. Fir die
rekombinanten c-Kit Proteine wurden weitgehend nur die Interaktionen mit Hsp90
gemessen. Die Interaktionen mit Cdc37 verhielten sich analog zu denen von Hsp90,
wurden aber aufgrund der geringen Signalintensitaten nur im Falle weniger c-Kit

Mutanten quantifiziert (3.5.4).

Die Untersuchungen der GIST-Zelllinien zeigten, dass die Imatinib-resistente Zelllinie
GIST48 mit der c-Kit Mutation V560D_D820A eine signifikant geringere Affinitat zu
Hsp90 und Cdc37 aufwies, als die Imatinib-sensitive Zelllinie, GIST882 mit c-Kit Mutation
K642E (3.4.3). Die Aufreinigung der rekombinanten c-Kit Proteine V560D_D820A und
K642E im verkiirzten TAP-Assay zeigten ein gegensatzlicher Effekt. Dort wies die c-Kit
Mutante V560D _D820A eine starke Affinitdt zu Hsp90 und Cdc37 auf. Bei den
Co-Immunoprazipitationsstudien hingegen zeigten die rekombinanten c-Kit Mutanten
V560D _D820A und K642E dieselben Affinitaten zu Hsp90 wie die mutierten c-Kit
Rezeptoren der GIST-Zelllinien (3.4.4). Da bei dieser Versuchsreihe mehr Replikate
eingesetzt wurden ist davon auszugehen, dass die Ergebnisse der
Co-Immunoprézipitationsstudien eher den tatsachlichen Hsp90 Affinitdten entsprechen.
Fur alle weiteren untersuchten c-Kit Mutanten konnten mit beiden Methoden dieselben
Ergebnisse erzielt werden. Wie zu erwarten war zeigte c-Kit Wildtyp auch bei der
Immunoprazipitation nahezu keine Interaktion mit Cdc37 oder Hsp90. Dieses Resultat
entspricht den oben beschriebenen Literaturangaben und diente dariber hinaus als eine

Art interner Kontrolle fir die Spezifitdt der vorhandenen Interaktionen zwischen den
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c-Kit Mutanten und Hsp90 oder Cdc37. Die untersuchten c-Kit Mutanten zeigten,
weitgehend signifikant, unterschiedliche Bindungsaffinititen zu Hsp90 (3.4.4,
Abbildung 21). Es zeichneten sich keine unterschiedlichen Tendenzen zwischen den c-Kit
Mutanten aus verschiedenen c-Kit Domadnen ab. So zeigten die vier untersuchten c-Kit
Proteine mit einer Mutation in der Juxtamembran-Region differentielle Hsp90
Bindungsaffinitaten. Auffallig war, dass die Hsp90 Affinitditen der Mutanten aus der
Juxtamembran-Region in Richtung C-Terminus, also von del557,558 bis L576P,
zunahmen. Es gibt allerdings bislang keine Literaturhinweise dazu. Die Mutation in der
Kinase-Domane K642E wies ebenfalls eine starke Affinitdt zu Hsp90 auf. Die beiden
untersuchten Imatinib-resistenten c-Kit Mutanten (V560D_D820A und
del557,558 Y823D) unterschieden sich nicht signifikant voneinander in ihrer Bindung zu
Hsp90, weshalb diese charakteristisch flr eine Imatinib-Resistenz-Mutation sein kénnte.
Die Starke der Interaktion mit Hsp90 und damit vermutlich auch die Stabilitdt dieser
Mutanten lagen, verglichen mit den anderen untersuchten Mutanten, eher im mittleren
Bereich. Am auffalligsten in dieser Studie war die im activation loop liegende c-Kit
Mutante D820A. Sie zeigte nur eine sehr geringe Bindungsaffinitat zu Hsp90, nahe der
des Wildtyp-Proteins. Wie bereits oben beschrieben erlauben die Bindungsaffinitaten
von Hsp90 an die onkogenen c-Kit Proteine Riickschliisse auf deren Stabilitdt sowie
Sensitivitdat gegenliber Hsp90 Inhibitoren. Demgemal wiirde eine hohe Affinitdt zu
Hsp90 mit einer ebenfalls hohen Sensitivitat fir Hsp90 Inhibitoren einhergehen und
umgekehrt. Aus diesem Grund wurden die c-Kit Mutanten auf deren Sensitivitat

gegeniiber 17AAG untersucht. Dies wird im nachfolgenden Abschnitt diskutiert.

4.3.3 Wirkung von 17AAG auf die Interaktion von c-Kit Mutanten und
dem c-Kit Wildtyp

Nachdem die Untersuchungen ergaben, dass die c-Kit Mutanten differentiell mit Hsp90
und Cdc37 interagierten (3.4.3 und 3.4.4) und diese Interaktionen vermutlich mit den
Kinase Stabilitaten korrelierten, sollte nun die Wirkung des Hsp90 Inhibitors 17AAG
untersucht werden (Abschnitt 3.5.1 — 3.5.3). Im ersten Versuchsansatz wurden die c-Kit
Mutanten /Wildtyp exprimierenden Zellen mit unterschiedlichen 17AAG-
Konzentrationen (1,5-9 uM) behandelt (3.5.1). Im weiteren Versuchsansatz wurden die

Zellen Uber unterschiedliche Zeitraume mit 17AAG behandelt (1-24 h)(3.5.2). Diese
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Untersuchungen sollten Aufschliisse Uber die differentiellen Sensitivitdten der c-Kit
Mutanten und des c-Kit Wildtyp bezliglich der Inhibitor-Konzentrationen und der
Inkubationsdauer geben. Bereits bei der niedrigsten Inhibitor-Konzentration (1,5 uM)
verringerte sich die Proteinmenge der c-Kit Mutanten (V560D und D820A). Dabei
degradierte c-Kit D820A geringer als V560D. Zunehmende 17AAG-Konzentrationen
bewirkten eine weitere, geringfligigere Degradierung der beiden Mutanten. c-Kit
Wildtyp zeigte erwartungsgemdfR eine sehr geringe 17AAG-Wirkung, die sich mit
zunehmender Konzentration tendenziell leicht verstarkte. Untersuchungen beziiglich
des Inkubationszeitraums von 17AAG ergaben, dass die c-Kit Mutanten (V560D, K642E
und V560D_D820A) bereits nach einer einstiindigen 17AAG-Exposition (1,5 uM) zu ca.
18-23 % degradierten. Die c-Kit D820A Mutante und der c-Kit Wildtyp hingegen zeigten
keine, bzw. eine geringe Degradierung (ca. 0-5 %). Langere Expositionszeitraume (2-24 h)
fihrten zur weiteren geringfligigen Degradierung von der c-Kit Mutanten (V560D, K642E
und V560D_D820A). Die Wirkung von 17AAG auf c-Kit D820A blieb tber den gesamten
Expositionszeitraum (2-24 h) gering und war nur bei c-Kit Wildtyp noch geringer. Folglich
genligte eine geringe 17AAG-Konzentration (1,5 uM) und eine kurze Expositionsdauer
(1 h) um die degradierende Wirkung der c-Kit Mutanten (V560D, K642E, V560D _D820A)
zu sehen. Wohingegen die c-Kit Mutante D820A und dem c-Kit Wildtyp nur minimal

degradierten und demnach deutlich weniger 17AAG sensitiv waren.

Zur genaueren Bestimmung der durch 17AAG-bedingten Degradierung wurden
reproduzierbare Experimente durchgefiihrt und die Unterschiede statistisch ermittelt
(3.5.3). Die Mutanten aus jeweils unterschiedlichen c-Kit Domanen (V560D, K642E,
D820A) und eine Imatinib-resistente Mutante (V560D_D820A) sowie c-Kit Wildtyp
wurden fur diese Experimente ausgewahlt. Gemall den oben beschriebenen Tendenzen,
konnte bei c-Kit Wildtyp eine sehr geringe Degradierung (1,2 %) ermittelt werden.
Ebenfalls in Ubereinstimmung mit den oben beschriebenen Resultaten degradierte die
c-Kit Mutante D820A (20,9 %) signifikant geringer als c-Kit Mutanten V560D, K642E und
V560D _D820A. Mutationsspezifische Unterschiede zwischen den c-Kit Mutanten V560D,
K642E und V560D _D820A konnten tendenziell gesehen werden. Dabei war die 17AAG-
bedingte Degradierung von V560D im Durchschnitt 3,6 % starker als die von K642E. Die

Imatinib-resistente V560D _D820A c-Kit Mutante zeigte die starkste Degradierung.
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Die erhohte 17AAG-Sensitivitdt bei mutierten Proteinen und die deutlich geringere
Sensitivitat fur Wildtyp-Proteine ist bereits flir einige Hsp90 Klienten wie EGFR, B-Raf
und Bcr-Abl und c-Kit bekannt (Bauer 2006, da Rocha Dias, 2005, Grobvic 2006, Sawai
2008, Gorre 2002). Demzufolge ist die geringe Inhibitor-Sensitivitat fur c-Kit Wildtyp mit
Ergebnissen aus der Literatur konform. Mutationsspezifische Sensitivitaiten von Hsp90
Inhibitoren sind zwar deutlich weniger beschrieben, jedoch bei Mutanten der Kinase
B-Raf gut untersucht. Als Ursache fiir die mutationsspezifischen Sensitivitdten gilt die
strukturelle Stabilitdt der katalytischen Domane der Kinase und nicht die konstitutive
Aktivitat, sowie differentielle Kinaseaktivitdten (da Rocha Dias 2005, Caplan 2006). Die
katalytische Domane wiederum ist die Bindestelle von Hsp90 und Cdc37 (Prince 2004
und 2005). Folglich sind, wie bereits in Abschnitt 4.3.2 beschrieben, die Affinitaten von
Hsp90 und Cdc37 ein MakR fir die Stabilitat der jeweiligen c-Kit Mutante. Der Theorie zur
Folge wiirden c-Kit Mutanten einer geringen Hsp90/Cdc37-Affinitat ebenfalls eine
geringe 17AAG-Sensitivitat zeigen und umgekehrt. Dies bestatigte sich flr c-Kit Wildtyp,
sowie flr die D820A Mutante. Beide zeigten nahezu keine oder nur eine sehr geringe
Affinitat zu Hsp90 und gingen mit einer signifikant geringeren 17AAG-Sensitivitdt einher
als die Ubrigen untersuchten Mutanten. Die beobachteten hoéheren Inhibitor-
Sensitivitaten der c-Kit Mutanten V560D, K642E und V560D_D820A entsprachen auch
der Hypothese, da diese ebenfalls eine starkere Affinitdat zu Hsp90 (und Cdc37)
aufzeigten. Die Ubrigen drei Mutanten wiesen keine signifikant differentiellen 17AAG-
Sensitivitdten auf, obwohl deren Bindungsaffinitaiten zu Hsp90 durchaus verschieden
waren. Zur Messung von mutationsspezifischen Unterschieden hatten eventuell
niedrigere 17AAG-Konzentrationen eingesetzt oder eine kirzere Expositionsdauer

gewdhlt werden miissen.

Des Weiteren wurde der Einfluss von 17AAG auf die Bindungsaffinitdten von Hsp90 bzw.
Cdc37 und c-Kit durch vergleichende Co-Immunoprazipitationsstudien mit 17AAG-
behandelten und unbehandelten Zellen untersucht (3.5.4). 17AAG bindet kompetitiv zu
ATP an die ATP-Bindestelle von Hsp90. Dadurch kann es c-Kit nicht mehr stabilisieren,
was eine proteasomale Degradierung zur Folge hat. Es war zu vermuten, dass 17AAG die
Bindung von Hsp90 und ggf. von Cdc37 an c-Kit zerstort und c-Kit somit degradiert.

ErwartungsgemaRl verringerte die Anwesenheit von 17AAG die Bindung von c-Kit V560D
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und K642E an Hsp90 und parallel dazu auch an Cdc37. GemdaR der Hypothese war dies
bei c-Kit Wildtyp und dem onkogenen D820A Protein nicht der Fall. c-Kit Wildtyp
interagierte auch ohne Inhibitor nahezu nicht mit Hsp90 oder Cdc37, weshalb nahe lag,
dass der Inhibitor keinen Effekt zeigte. Bei der Mutante c-Kit D820A bewirkte 17AAG
Uberaschenderweise eine tendenziell hohere Affinitat zu Hsp90 und Cdc37. Da die
Unterschiede nicht signifikant waren und die oben beschrieben Untersuchungen des
Zelllysats eine erwartungsgemalle Degradierung aufzeigten, wurde dieser Befund nicht

weiter verfolgt.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Hsp90 jeweils eine analoge Affinitdt sowie
einen analogen Inhibitor-Effekt auf die jeweiligen c-Kit Mutanten zeigte, wie Cdc37.
Diese Tatsache bestatigt das bereits vermutete Zusammenspiel von Hsp90 und Cdc37
bei der Stabilisierung der onkogenen c-Kit Mutanten. Ferner konnte eine c-Kit Genotyp-
spezifische 17AAG-Wirkung nachgewiesen werden, wie dies bereits fiir B-Raf Mutanten
in der Literatur beschreiben wurde (Da Rocha Dias 2005). Zudem zeigte auch die schwer
zu therapierende Imatinib-Resistenz-Mutation eine 17AAG-Sensitivitat, was mit den in
vitro Befunden von Bauer et al ibereinstimmt (Bauer 2006). Deshalb kdonnte 17AAG
insbesondere fiir Imatinib-resistente GIST-Patienten eine aussichtsvolle neue
Therapiestrategie sein. Da zusatzlich gezeigt werden konnte, dass c-Kit Wildtyp deutlich
weniger 17AAG-sensitiv war, scheint mit dem Hsp90 Inhibitor eine selektive Behandlung
von onkogenen c-Kit Proteinen moglich zu sein. Die mutationsspezifische Hsp90 Inhibitor
Sensitivitat von c-Kit konnte daher eine Grundlage fiir eine individuelle therapeutische
Behandlung der GIST-Patienten darstellen. Zusatzlich kann Cdc37 als potentieller neuer
Angriffspunkt zur Behandlung von GIST betrachtet werden. In weiteren Versuchen
kdnnte man die Wirkung des Cdc37 Inhibitors Celastrol auf die mutierten c-Kit Proteine

sowie auf c-Kit Wildtyp untersuchen.

In einem weiteren Versuchsansatz kdonnte der im Rahmen dieser Arbeit fur c-Kit
etablierte u-TAP-Assay auch unter Einsatz von humanen GIS-Tumoren angewandt
werden. Dabei kdnnten die bereits identifizierten Interaktionspartner Hsp90 und Cdc37
naher untersucht werden und/oder weitere molekulare Zielmolekiile zur Behandlung

von GIST identifiziert werden.
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5 Zusammenfassung

Gastrointestinale Stromatumore (GIST) sind typischerweise auf eine aktivierende Mutation in
der Rezeptortyrosinkinase c-Kit zurilickzufiihren. Eine Behandlung mit dem Tyrosinkinase-
Inhibitor Imatinib fiihrt bei der groBen Mehrheit der Patienten zundchst zu einer
Tumorregression. Nach durchschnittlich zwei Jahren entwickeln viele Patienten eine Resistenz
gegen Imatinib, die sehr haufig mit einer sekundidren Mutation in c-Kit einhergeht. Als
Zweitlinientherapie stehen weitere Tyrosinkinase-Inhibitoren zur Verfligung, die jedoch bislang
nur maRige Wirkung zeigen. Erschwerend kommt hinzu, dass die Wirksamkeit der Inhibitoren
stark vom c-Kit Genotyp abhangt. Das Verstandnis der Protein-Interaktionsnetzwerke der c-Kit

Mutanten und des c-Kit Wildtyps ist in diesem Zusammenhang essentiell.

Zielsetzung dieser Arbeit war es, das Protein-Interaktionsnetzwerk von c-Kit Wildtyp und
ausgewahlten GIST-assoziierten c-Kit Mutanten genauer zu untersuchen. Dabei sollten bekannte
Medikamenten-Zielmolekiile, wie z.B. Hsp90, genauer charakterisiert und neue potentielle
Zielmolekiile gefunden werden. Die Identifizierung der Interaktionspartner erfolgte mit einer im
Rahmen dieser Arbeit fir c-Kit Wildtyp etablierten expressions-entkoppelten Tandem-
Affinitatsreinigung (u-TAP). Als Modell fir den stimulierten Zustand der Rezeptortyrosinkinase
wurde in vitro phosphoryliertes c-Kit Wildtyp Koderprotein im u-TAP Assay eingesetzt. Das
Interaktionsnetzwerk von c-Kit Wildtyp wurde in An- und Abwesenheit von Imatinib und des
Hsp90 Inhibitors 17AAG untersucht. Beide Wirkstoffe hatten nahezu keinen Einfluss auf das
Protein-Interaktionsnetzwerk von c-Kit Wildtyp. Interaktionsanalysen der GIST-assoziierten c-Kit
Mutanten wiesen eine Bindung von Hsp90 und dessen Cochaperon Cdc37 nach, die beim
Wildtyp nicht auftrat. Cdc37 gilt bereits als potentielles Medikamenten-Zielmolekil fur
verschiedene onkogene Proteine. Die Interaktion von Cdc37 mit c-Kit Mutanten wurde im
Rahmen dieser Arbeit erstmals identifiziert und verifiziert. Darliber hinaus konnte eine vom
Genotyp abhdngige Affinitdt von c-Kit zu Hsp90 und Cdc37 gemessen werden. Aufgrund der
bekannten stabilisierenden Funktion von Hsp90 und Cdc37 erlaubt die Affinitat Rickschliisse auf
die Stabilitat einer Mutante und deren Sensitivitdat gegentiber Hsp90 Inhibitoren. c-Kit Wildtyp
degradierte in Anwesenheit von 17AAG deutlich weniger als die mit Hsp90 und Cdc37
interagierenden c-Kit Mutanten. Die 17AAG-Sensitivitdt korrelierte fur die meisten c-Kit
Mutanten mit der Affinitdt zu Hsp90 und Cdc37. Diese Genotyp-spezifische Sensitivitat von c-Kit
gegenilber 17AAG konnte als Grundlage fiir eine individuelle GIST-Therapie dienen. Zusétzlich

kann Cdc37 als potentieller neuer Angriffspunkt zur Behandlung von GIST betrachtet werden.
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6 Abstract

Gastrointestinal stromal tumors (GIST) are typically caused by a gain of function mutation in the
receptor tyrosine kinase c-Kit. GISTs can be successfully treated with the small molecule kinase
inhibitor imatinib with response rates of up to 80-90 %. After approximately two years many
patients develop resistance against imatinib, mostly due to a secondary mutation within c-Kit.
For second-line therapies several tyrosine kinase inhibitors are available, but so far less effective.
Furthermore the response to kinase inhibitors is dependent on the c-Kit genotype, which
requires individual treatment. Essential in that context is an understanding of the protein-

interaction networks of the c-Kit mutants and of c-Kit wild-type.

This work aimed to analyze protein-interaction networks of c-Kit wild-type and selected GIST
associated c-Kit mutants. Established molecular drug targets like Hsp90 should be characterized
in detail and novel drug targets identified. For the identification of the c-Kit wildtype interaction-
network an expression-uncoupled tandem affinity purification (u-TAP) assay was established. In
vitro phosphorylated c-Kit wild-type bait protein was used as models for the ligand-stimulated
state of c-Kit. The effects of imatinib and of the Hsp90 inhibitor 17AAG on the c-Kit wild-type
interaction-network were analyzed in u-TAP assay, resulting in only moderate inhibitor effects.
Analyzing the interaction networks of GIST associated c-Kit mutants, a selective interaction with
Hsp90 and its cochaperone Cdc37 was found, which did not show up for c-Kit wild-type. Cdc37 is
already described as a potential drug target for other oncogenic proteins. The interaction of c-Kit
mutants with Cdc37 was identified for the first time and could be verified. Furthermore c-Kit
genotype-specific interactions with Hsp90 and Cdc37 could be observed. Both Hsp90 and Cdc37
are known for their essential role in stabilizing mutated proteins. It was hypothesized that the
c-Kit genotype-specific affinities correlate with the stability of the individual c-Kit mutant and
hence with its 17AAG sensitivity. This could be confirmed as c-Kit wild-type showed a
considerably lower 17AAG-caused degradation than the degradation of mutated c-Kit, which
also exhibited a higher affinity to Hsp90 and Cdc37. The differential Hsp90 and Cdc37 affinities
of most mutated c-Kit proteins correlate with their 17AAG sensitivities. The genotype-specific
Hsp90 inhibitor sensitivities for c-Kit imply the use of Hsp90 inhibitors for individual GIST
treatment. The newly identified interaction partner of mutated c-Kit, Cdc37, has the potential

for a therapeutic target in GIST treatment.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

aad

AGY

Ala,Gly,Tyr...

ADP
ATP
bp
BSA
C-Terminus
Cdc37
d

Da
DMEM
EGF
ESI

FCS
FDA
Flag

g

g mg, Hg
GFP

GIST
GST

h

HEK
Hela
HGF
Hsp

kb

kDa

[, ml, ul

144

Aminosaure (amino acid)

Alanin, Glycin, Tyrosin...; Abkirzung entsprechend dem
Einbuchstaben-Code flir Aminosauren und Peptide nach IUPAC

Alanin, Glycin, Tyrosin...;, Abkirzung entsprechend dem
Dreibuchstaben-Code fiir Aminosauren und Peptide nach IUPAC

Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat

Basenpaar(e)

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Carboxyterminus

cell division cycle 37

Tag(e)

Dalton

Dublecco’s Modified Eagles Medium
Epidermal growth factor
Elektrospray-lonisation

Fotales Kalberserum

Food and Drug Administration
Peptid (DYKDDDDK)
Erdbeschleunigung (9,81m/s?)
Gramm, Milligramm, Mikrogramm
green fluorescent protein
Gastrointestinaler Stromatumor
Glutathion-S-Transferase

Stunde(n)

Human embryonic kidney cells
Zervixkarzinomzelllinie, benannt nach Henriette Lacks
hepatocyte growth factor

Heat shock protein

Kilobasen

Kilodalton

Liter, Milliliter, Mikroliter
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M, mM, nM
mA

mAb

MAPK

MCS

min

mol, mmol, nmol,um
MW
nanoESI-MS
nt
N-Terminus
oD

ORF

pAb

PAGE

PBS
PCR
PDGFR
PKA
PI3K

pTyr

SCF
TAP
TEV
u-TAP

Molar, Millimolar, Nanomolar

Milliampere

Monoklonaler Antikérper

Mitogen activated protein kinases (MAP-Kinasen)
multiple cloning site

Minute(n)

Mol, Millimol, Nanomol, Mikromol
Molekulargewicht, (molecular weight)
Nano-electrospray-ionization mass-spectrometry
Nukleotid(e)

Aminoterminus

optische Dichte

open reading frame

Polyklonaler Antikorper

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (polyacrylamide gel
electrophoresis)

Phosphat gepufferte Salzlésung (phosphate bufferd solution)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Platelet-derived growth factor receptor

Proteinkinase A

Phosphatidylinositol-3-Kinase

Pospho-Tyrosin

Sekunde(n)

Stem cell factor

Tandem-Affinitatsreinigung (tandem affinity purification)
Tabacco etch virus Protease

Expressions-entkoppelte Tandem-Affinitdtsreinigung (expression
uncoupled tandem affinity purification)

Enzymeinheit (unit)

Volt
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9 Anhang

9.1 Interaktionspartner von c-Kit Wildtyp

. . TAP-c-Kit; TAP-c-Kit
Protein Bezeichnung nicht .o
. aktiviert
aktiviert

SIGNALPROTEINE

PK3CB_human PI3-Kinase katalytische UE 8 NEIN JA

P85A/B_Human PI3-Kinase regulatorische UE a und B NEIN JA

STAT1,2,3 Human Signal transducer and activator of NEIN JA
transcription 1, 2, 3

JAK1_Human Janus-Kinase 1 NEIN JA!

GRB2_Human Growth factor receptor-bound protein 2 NEIN JA

PKN2_Human Serine/threonin proteinkinase N2 NEIN JA!

SRC8_Human Src Substrat Cortactin NEIN JA!

GTPasen ASSOZIIERTE PROTEINE

IQGA1_Human IQ-Motif beinhaltendes GAP bindet an JA JA
CDC42

IMB3_Human Importin 5, Ran-GTP bindendes Protein  JA JA

IPO7_Human Importin 7, Ran-GTP bindendes Protein  JA JA

GBB1_Human GTP-bindendes Protein B-polypeptide 1 JA JA

RAP2_Human Ras-related protein Rap-2a JA JA

STOFFWECHSELENZYME

METK2_Human Methionin-Adenosyltransferase Il a JA JA

G3P-Human Glycerinaldehyd-3-Phosphat- NEIN JA
Dehydrogenase

PIMT_Human Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O- NEIN JA
methyltransferase

FASN Fettsduresynthetase JA JA

ECHA _Human 3-oxoacyl-CoA thiolase; NEIN JA

PDIA4_Human Protein-disulfid-lsomerase NEIN JA
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. . TAP-c-Kit; TAP-c-Kit
Protein Bezeichnung nicht -
. aktiviert
aktiviert

P5CS_Human Aldehyd-Dehydrogenase Familie 18, NEIN JA
Mitglied Al

XCT_Human solute carrier family 7, member 18 JA JA

PROLIVERATIONSRELEVANTE PROTEINE

PCNA Proliferating cell nuclear antigen JA JA

PRDX1_Human Peroxiredoxin 1 NEIN JA

PHB_Human Prohibitin JA JA

CHAPERONE

Hsp90 Human Chaperon JA JA

Cdc37_Human Hsp90 Cochaperon NEIN * JA*

TCPE_Human Chaperonin containing TCP1, subunit 5 NEIN JA
(Chaperon)

MYPT1_Huamn Proteinphosphatase 1, regulatorische NEIN JA
Einheit

TCTP_Human Tumor protein, translationally-controlled NEIN * JA*
1

SONSTIGE PROTEINE

UBE1_Human Ubiquitin E1 JA JA

FLII_Human Flightless | homolog JA JA

LEG3_Human Galektin-3 NEIN * JA*

TAGL2_Human Transgelin 2 JA JA

TMB3_Human Tropomyosin, Moesin (Zytoskelett) NEIN * JA*

MOES_Human

CSRP1-Human Cystein- und Glycinreiches Protein NEIN * JA*

IFAB_Human Eukaryotic translation initiation factor NEIN JA
4B

RCN1_Human Reticulocalbin 1, NEIN * JA*

EFTU_Human Elongationsfaktor Tu NEIN * JA*

ANO2_Human Anoctamin-2 NEIN * JA*

NEIN * JA*

PHAR3_Human

Phosphatase and actin regulator 3
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Zeichenerklarungen: * = diese Proteine wurden nur einmal identifiziert. Es wurde bei
diesem Versuch keine vergleichenden Untersuchungen mit nicht-aktiviertem c-Kit
Wildtyp Kéderprotein durchgefihrt. ! = proteine konnten nur einmal identifiziert werden

Alle hier aufgelisteten Proteine konnten in der Negativkontrolle nicht identifiziert
werden.

Folgende Proteine wurden als unspezifische Bindepartner in der Negativkontrolle
gefunden: Myosin, Spectrin, Filamin Plektin und Clathrin, sowie Hsp60 und Hsp70

wurden als unspezifische Bindepartner in der Negativkontrolle gefunden.

9.2 Plasmidkarten
Plasmid: TAP-c-Kit in pcDNA3.1 (+)

Notl
/

ff BGHreverse primer

f BGH pA
| @ﬂ origin
TAP-c-Kit \},_,}»\(swo early promoter

Neo(R)
BamFHI (5379)

T7 promoter \___ pcDNA 3.1 TAP-c-Kit
—t= 7300bp

T7 primer /? —_

CMV forward primer SV40 pA

CMV promoter

bla promoter pUC origin

Amp(R)

Plasmid: GST-Cdc37 in pDEST27

GST 6833...7611 Cdc37 23,1159

CMV promoter 6306...6832 T7 1236...1217

M13-fwd 1264...1247

SV40 late polyA 1798...1607

L\
»
GST- Cdc37 * LacZ alpha 1858...1926

|
Vektor
7611 bp V‘

ColEl origin 5182...5864 F1 ori 1945...2251

AMpR 4425...5084 SV40 early promoter 2663...2859

Kan/neoR 2913...3704

148



