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Einleitung

1. Einleitung
1.1 AML

Der Begriff Leukdmie entstammt dem Griechischen und bedeutet weilles Blut, was sich auf
die verbreiterte Leukozytenmanschette auf der Erythrozytensdule nach Zentrifugation bei
Patienten mit sehr hohen Leukozytenzahlen bezieht.

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist eine maligne Neoplasie von hamatopoetischen
Vorlauferzellen. Die in AML-Zellen nachweisbaren genetischen Veranderungen beeinflussen
sowohl Wachstum als auch Differenzierung der Zellen. Die Zellen sind zwar noch zur Teilung
sowie zur Proliferation befahigt, jedoch nicht mehr zur Differenzierung. Es kommt zur
Akkumulation von leukdmischen, unreifen Zellformen im Knochenmark und anderen
Geweben sowie zu einer Ausschwemmung dieser Zellen ins Blut. Als Folge der Suppression
der funktionstuchtigen, reifen hamatopoetischen Vorlauferzellen resultiert eine Verminderung
von Erythrozyten, Neutrophilen und Thrombozyten.

Dies fuhrt zu einer Vielfalt an Symptomen, unter anderem kommt es zur Anamie, zu
verstarkten Blutungen und auch zu einem erhdhten Infektionsrisiko. Patienten stellen sich mit
unterschiedlichen Symptomen vor, haufig sind Schwachegefiihl und leichte Ermidbarkeit,
Infektionen verschiedener Intensitat sowie eine hamorrhagische Diathese, die sich in Form

von Zahnfleischbluten, Ecchymosen oder Epistaxis manifestiert (Schiffer, 2005).

Die Inzidenz der AML betragt in den westlichen Landern ungefahr 3,4/100.000/Jahr, wobei
1,2/100.000/Jahr bei einem Alter von 30 Jahren auftreten, wahrend ab einem Alter von 80
Jahren > 70/100.000 beobachtet werden koénnen. Die AML macht 80% aller akuten

Leukadmien im Erwachsenenalter aus (Schiffer, 2005; Tallman et al., 2005).

1.1.2 Diagnosestellung

Die Diagnosestellung besteht aus drei Komponenten: Zum einen muss eine Infiltration des
Knochenmarks mit Blasten nachgewiesen werden. Nach dem derzeitigen FAB-Standard wird
eine AML durch das Vorhandensein von mindestens 30% Blasten definiert. Von der WHO
wurde vorgeschlagen, diesen Wert auf 20% zu senken.

Neben der Infiltration des Knochenmarks muss die Abstammung der Blasten von der
myeloischen Zellreihe bestatigt werden. Dies kann durch zytochemische sowie durch
immunologische Studien durchgeflihrt werden.

Als letzter diagnostischer Schritt sollte die Klassifikation der AML nach den aktuellen FAB-
und WHO- Schemata erfolgen (Schiffer, 2005).
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1.1.3 Klassifikationen

Es existieren verschiedene Klassifikationen der AML: zum einen gibt es die FAB-
Klassifikation (Erench-American-British-Group) (siehe Tabelle 1), die eine Einteilung nach
morphologischen Kriterien vornimmt. Zum anderen existiert eine Klassifikation der WHO, die
die morphologischen Kriterien der FAB-Klassifikation zwar berucksichtigt, aber zusatzlich die

Wichtigkeit der zytogenetischen Befunde unterstreicht (siehe Tabelle 2).

FAB % von AML Zytochemie

MO Akute undifferenzierte L. 5

M1 AML ohne Ausreifung 15 POX

M2 AML mit Ausreifung 25 POX

M3 Akute Promyelozyten-L. (APL) 10 POX

M3v Variante mikrogranulozytare APL POX

M4 Akute myelomonozytare L. 25 POX + Esterase
M4Eo Mit Eosinophilie POX + Esterase
M5 Akute monozytére Leukamie 10 Esterase

M6 Akute Erythroleukamie 5

M7 Akute megakaryozytare L. 5

Tabelle 1: FAB-Klassifikation (Larson & Le Beau, 2005) L.: Leukamie; POX: Myeloper-

oxidasereaktion; Esterase: a-Naphthylacetatesterasereaktion

AML mit definierten Chromosomenanomalien
e AML mit £(8;21)(922;922)
e AML mit abnormen Eosinophilen und inv(16)(p13922) oder 1(16;16)(p13;922),
(CBFB/MYH11)
e Akute promyelozytische Leukdmie mit t(15;17)(922;912), PML/RAR-a und Varianten
e AML mit 11923 (MLL) Abnormalitaten

AML mit multilinearer Dysplasie
e Folgend auf ein MDS oder MDS/MPD
e Ohne vorangehendes MDS oder MDS/MPD, aber mit einer Dysplasie in mind. 50%

der Zellen oder in zwei bzw. mehr myeloischen Zellinien

AML und MDS (therapiebedingt)
e Durch Alkylantien/Bestrahlung bedingt

e Durch Topoisomerase Il Inhibitoren bedingt

e Andere




Einleitung

AML, nicht anderweitig kategorisiert
e AML, minimal differenziert
e AML ohne Reifung
e AML mit Reifung
e Akute myelomonozytére Leukamie
¢ Akute monoblastische/akute monozytische Leukamie
e Akute erythrozytare Leukamie (erythrozytare/myeloische und reine
erythroleukdmische Varianten)
e Akute megakaryoblastische Leukdmie
e Akute basophile Leukamie

e Akute Panmyelose mit Myelofibrose

e Myeloisches Sarkom

Tabelle 2: WHO-Klassifikation (Schiffer, 2005)

1.1.3 Pathogenese

Ahnlich der Pathogenese von anderen Malignomen entsteht auch die AML durch genetische
Veranderungen, die neben Mutationen von Onkogenen auch den Verlust von
Tumorsupressorgenen  beinhalten. Wie bei vielen soliden Tumoren gilt die
Mehrschrittpathogenese, wonach flir die Entstehung einer Leukdmie mehrere Mutationen
auftreten mussen.

Evidenzen aus experimentellen Modellsystemen sprechen fiir die Hypothese, dass die akute
myeloische Leukdmie aus einer transformierten hamatopoetischen Vorlauferzelle entsteht.
Nach diesem Konzept ist jeder Zelltyp innerhalb dieser Vorlauferzellen empfanglich fir eine
solche Transformation, was in abnormen Zellen unterschiedlichster Differenzierungsstadien
resultiert. Diesem Model wird in der FAB-Klassifikation Rechnung getragen (siehe Tabelle 1)
(Stock & Thirman, 2005).

Die AML kann sowohl durch verschiedene Chemotherapeutika als auch durch Strahlung
induziert werden. Eine therapieinduzierte AML ftritt typischerweise nach einer Schadigung
durch Alkylantien mit einer Latenz von drei bis finf Jahren auf. Zumeist ist die Leukamie mit
einer vorangehenden myelodysplastischen Stérung assoziiert. Die Latenzperiode spricht fur
die These, dass multiple Mutationen notwendig sind (Stock & Thirman, 2005). Daneben kann
eine AML auch durch Topoisomerase |l Inhibitoren induziert werden. Die Latenzzeit betragt

hier nur Monate (Rowley, 1994).
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Die ionisierende Strahlung hat wie die Alkylantien einen schadigenden Effekt auf die DNA.
Dieser Effekt entsteht vor allem durch die Induktion von Doppelstrangbrichen, die zu
Mutationen, Deletionen oder Translokationen filhren konnen. So wurde eine erhdhte
Inzidenz an Leukamien sowohl bei den Hiroshima- und Nagasaki-Uberlebenden, als auch
bei Radiologen festgestellt. Aber auch die Strahlen- und/oder Chemotherapie, wie z.B. bei
der Therapie eines M.Hodgkin wurde mit einem erhéhten Auftreten von Leukdmien in

Verbindung gebracht. Eine zusatzliche Chemotherapie erhdht das Risiko weiter.

Auch die Exposition gegenuber organischen Substanzen wie Benzol ist mit einem erhdhten
Leukdmierisiko verbunden. Allerdings konnten neuere Studien zeigen, dass die
Risikoerhéhung nur minimal ist. Es gibt jedoch genetische Veranderungen, die zusammen

mit einer chemischen Exposition ein groeres Risiko darstellen.

Zusatzlich konnte in Tiermodellen eine Assoziation zwischen Retroviren (z.B.: HTLV-I) und
der Entstehung einer Leukamie festgestellt werden. Diese Verbindung konnte allerdings fur

die AML bisher nicht gezeigt werden.

Aullerdem sind verschiedene genetische Erkrankungen mit einem erhdhten Leukamierisiko
assoziiert. Zu diesen Erkrankungen gehdren das Down-Syndrom, eine Trisomie 8, sowie
Erkrankungen mit einem Defekt in der DNA-Reparatur, wie das Bloom’s Syndrom oder die
Fanconi-Anamie (Stock & Thirman, 2005).

1.2 Regulation der Hamatopoese durch hé&matopoetische

Wachstumsfaktoren

Die Hamatopoese ist ein komplexer Vorgang, bei der primitive Vorlauferzellen zunehmend
differenzierte Zellen mit unterschiedlichsten Fahigkeiten hervorbringen. Dies kann nur Gber
eine gut entwickelte Steuerung funktionieren. Die Kontrolle erfolgt Giber Wachstumsfaktoren
und Zytokine, von denen einige an so genannten Rezeptortyrosinkinasen (RTK) binden
(Reilly, 2002).

1.2.1 RTK

Das menschliche Genom enthalt 90 Gene fir Tyrosinkinasen, davon kodieren 58 Gene fiir
transmembrandse Rezeptoren. Rezeptortyrosinkinasen (RTK) konnen in 20 Unterfamilien

unterteilt werden, je nach Struktur ihrer Kinasedomane sowie der extrazellularen Region.
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Rezeptortyrosinkinasen der Klasse Ill spielen in der Hamatopoese eine besonders wichtige
Rolle. Zu ihnen gehdéren sowohl FLT3 (fms-like tyrosine kinase 3) als auch andere
Rezeptoren fir Wachstumsfaktoren wie KIT, PDGFR A/B und der CSF1R.

Rezeptortyrosinkinasen der Klasse Il haben charakteristischerweise funf Immunglobulin-
ahnliche Domanen (IgD) in der extrazelluldaren Region, an die Liganden binden, eine
transmembrandse Region (TM), eine juxtamembrandése Domane (JM), zwei intrazellulare
Kinasedomanen (TK1 und TK2), die von einer Kinase-Insertionsdomane (KI) unterteilt

werden, sowie eine C-terminale Domane (siehe Abbildung 1).

Wenn ein Ligand an den Rezeptor bindet, kommt es zu einer Oligomerisierung und
nachfolgend zu einer Aktivierung der intrinsischen Tyrosinkinaseaktivitat, welche in einer
Phosphorylierung von verschiedenen Tyrosinresten resultiert (siehe Abbildung 2). An den
phosphorylierten Rezeptor binden dann spezielle intrazelluldre Signalmolekile, die aktiviert
werden und eine intrazellulare Kaskade bis hin zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in
Gang setzen (Reilly, 2002).

JM
Abbildung 1: FLT3: lg: Immunglobulin-Domane; T™: Transmembrandse Region;
JM: Juxtamembranése Domane; TK1, TK2: Tyrosinkinasedomanen 1 und 2

(Reilly, 2002)

10
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Abbildung 2:  Aktivierungsmechanismus von Rezeptortyrosinkinasen:
Linke  Seite: inaktive Konformation; Rechte Seite: Ligandeninduzierte
Dimerisierung des Rezeptors und Tyrosin-Autophosphorylierung (Blume-Jensen &
Hunter, 2001).

1.2.2 FLT3

FLT3 (CD135) wird auf pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen und Vorlauferzellen
exprimiert und spielt eine wichtige Rolle in der Stammzellentwicklung und Differenzierung
von Zellen. Dies wird vor allem durch Beobachtungen bei der Leukamieentstehung deutlich,

wo FLT3 den am haufigsten mutierten Rezeptor darstellt.

1.2.3 Mutationen im FLT3-Gen
FLT3 Langenmutationen (FLT3-ITD) kdénnen in ungefahr 20-25% aller Falle von AML

gefunden werden. FLT3-ITD sind mit einer schlechten Prognose assoziiert; sie scheinen
sogar den starksten prognostischen Faktor fir das Gesamtiiberleben in Patienten unter 60
Jahren unabhangig vom Karyotp darzustellen (Kiyoi et al., 1999).

Die Mutationen werden durch interne Tandemduplikationen (ITD) der juxtamembrandsen
Region (JM) verursacht (siehe Abbildung 1). Die Lokalisation bzw. Lange der Mutation kann
von Fall zu Fall variieren. Als Folge der Mutation treten trotz Abwesenheit eines Liganden

eine konstitutive Dimerisierung des Rezeptors sowie eine Autophosphorylierung von

11
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spezifischen Tyrosinresten auf. Diese Mutation fuhrt in vitro zu einer Aktivierung von
Zielproteinen wie STAT5 und Ras, im Mausmodell konnte ein Myeloproliferatives Syndrom
induziert werden (Kelly et al., 2002). In AML-Patienten wurde eine Assoziation zwischen
FLT3-ITD und erhéhten Leukozytenzahlen bei Diagnosestellung gefunden (Reilly, 2002;
Schnittger et al., 2000).

In ungeféhr 7% aller Falle von AML wird eine Mutation in der Aktivierungsschleife des
Rezeptors gefunden (FLT3-TKD [Tyrosinkinasedomane]). Die Mehrheit dieser Mutationen
resultiert aus einer Substitution von Aspartat durch Histidin oder Tyrosin. Wie die ITD
Mutationen flihrt auch die FLT3-TKD Mutation zu einer Aktivierung und Phosphorylierung
des Rezeptors. Die Mutation tritt meist unabhangig von FLT3-ITD auf und hat keine
signifikante Relation zur Leukozytenzahl. Beziiglich des Einflusses auf das rezidivfreie

Uberleben sind die Daten widerspriichlich (Schnittger et al., 2001; Yamamoto et al., 2001).

Obwohl immer angenommen wurde, dass sich die beiden Mutationsformen FLT3-ITD und
FLT3-TKD gegenseitig ausschlieRen, tragen 1-2% der Patienten beide Mutationen. In ersten
Studien konnte gezeigt werden, dass dies eine schlechtere Prognose zur Folge hat, als

beide Mutationen fir sich genommen (Karali et al., 2002; Moreno et al., 2003).

1.3 Therapiemoglichkeiten der AML

Unbehandelt fuhrt die AML innerhalb von Wochen durch Infektionen oder Blutungen zum
Tod der Patienten. Ziel ist daher, eine mdglichst schnelle Wiederherstellung einer normalen

Knochenmarkfunktion zu erreichen.

Mittels einer Induktionstherapie wird versucht, eine Reduktion der leukdmischen Zellen unter
ihre Nachweisgrenze zu erreichen. Es wird jedoch angenommen, dass es persistierende
Zellen gibt, die als so genannte ,minimal residual disease“ unentdeckt bleiben, aber zu

einem Rezidiv fuhren konnen.

Die Postinduktions- oder Konsolidierungstherapie soll diese restlichen Zellen mit Hilfe von
einem oder mehreren Zyklen Chemotherapie oder mit Hilfe einer Knochenmark-
transplantation eradizieren (Larson, 2005).

In verschiedenen Therapieansatzen, wie dem einer intensiven Konsolidierungstherapie,

einer Hochdosischemotherapie oder einer Radiochemotherapie mit nachfolgender

12
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Knochenmarktransplantation wurde versucht, die Zellen der minimal residual disease zu
eliminieren. Es konnte gezeigt werden, dass dies zwar einen Vorteil fur jungere Patienten,

nicht jedoch fir altere darstellt (Tallman et al., 2005).

Abhangig vom Alter und vom Patientengut erreichen ungefahr 60% — 80% eine komplette
Remission. Die Gesamtuberlebensrate betragt allerdings nur 20-30%, bei alteren Patienten
weniger als 10%, was gerade in Hinblick auf die am haufigsten betroffenen alteren Patienten
eine Herausforderung an die Entwicklung neuer Therapiestrategien darstellt (Tallman et al.,
2005).

Die Prognose der AML hangt von einer Reihe Faktoren ab: Zu diesen zahlen das Alter, die
Intensitat der Postremissionstherapie und biologische Charakteristika, wie zytogenetische
Merkmale, sowie Mutationen und Uberexpression von verschiedenen Genen wie WT1, KIT
und FLT3.

1.3.1 Konventionelle Chemotherapie

Zur Induktionstherapie wird ein Schema bestehend aus dem phasenspezifischen
Zytostatikum Cytarabin (AraC) und dem nicht phasenspezifischen Daunorubicin benutzt.
Daunorubicin gehort in die Familie der Anthracycline und wirkt Uber eine Interkalierung in die
DNA. Cytarabin ist ein Pyrimidinantagonist, welcher Uber einen Einbau in Nukleinsduren
phasenspezifisch wirkt.

Zur Konsolidierung werden ein bis drei Blocke einer Hochdosis-AraC enthaltenden Therapie
eingesetzt, gefolgt von einer zyklischen Erhaltungstherapie. Alternativ wird bei ausgewahlten
Patienten eine allogene oder autologe Knochenmarktransplantation als Postremisions-

therapie durchgeflhrt.

1.3.2 RTK-Inhibitoren

Durch die immer genaueren Kenntnisse Uber molekulare Vorgange in der AML wurde eine
neue Ara der Therapie der Leukadmie eingeleitet, die zur Entwicklung spezifischer Agenzien
wie z.B. Apoptose-Inhibitoren und Resistenz-Inhibitoren fiihrte. Da FLT3 der Rezeptor ist,
der in der AML am haufigsten Mutationen aufweist, wurde nach spezifischen Wirkstoffen zur

seiner Inhibition gesucht: die FLT3-Inhibitoren.

13
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Es gibt vier kleinmolekulare FLT3-Inhibitoren, die in klinischen Studien getestet werden:
PKC-412, CEP-701, MLN518 und SU11248. Diese Inhibitoren wirken selektiv, jedoch nicht
spezifisch auf FLT3-Rezeptoren, werden aber in der Regel gut toleriert. Erste Resultate
zeigen ein hamatologisches Ansprechen bei 30-50% der Patienten. Die Wirkung besteht
meist in einer transienten Reduktion von peripheren Blasten. Weniger haufig werden Blasten
im Knochenmark reduziert. Patienten mit Mutationen von FLT3 scheinen besser auf die
Therapie anzusprechen, als Patienten mit unverandertem (Wildttyp) Rezeptor. Ein grofies
Problem stellt allerdings die Entwicklung von primaren und sekundaren Resistenzen dar
(Fiedler et al., 2005; Stone et al., 2005; Tallman et al., 2005).

1.3.4 Mechanismen der Zytostatika-Resistenz

Die klinische Resistenz gegeniber Zytostatika ist ein Hauptgrund sowohl fir ein primares
Therapieversagen als auch fiir Rezidive in der AML. Unterschiedliche Mechanismen kénnen
hierflr verantwortlich sein: zum einen eine verminderte Bereitschaft der Zellen, als Antwort
auf eine Noxe in Apoptose zu gehen, zum anderen Probleme der Substanzen, die Zellen zu
erreichen, wie es z.B. bei Resistenzen durch fehlerhaften intrazellularen Transport der
Medikamente der Fall ist. Ein anderer Faktor ist das Vorhandensein von transmembrandsen
Transportproteinen, welche Wirkstoffe aus der Zelle entfernen kénnen und so zur
Resistenzbildung fihren (Ross, 2000). Resistenzen kdnnen durch die Expression von
verschiedenen Genen entstehen, wie z.B. WT1, BCL-2, KIT und FLT3 (Tallman et al., 2005).
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Zielsetzung der Arbeit

2. Zielsetzung der Arbeit

FLT3 (fms-like tyrosine kinase 3) ist der am haufigsten mit Mutationen assoziierte Rezeptor
in der akuten myeloischen Leukamie. Langenmutationen, die durch ITD Mutationen (internal
tandem duplication) im Bereich der juxtamembrandsen Region verursacht werden, kommen
bei ungefahr 20% der Patienten vor. Mutationen im Bereich der Tyrosinkinasedomane (TKD)
kdnnen bei bis zu 8% der Patienten nachgewiesen werden. Vor allem die ITD Mutationen
scheinen einen starken prognostischen Faktor darzustellen. Es wurde bisher davon
ausgegangen, dass die beiden Mutationstypen exklusiv vorkommen. Allerdings tragen
ungefahr 1-2% der Patienten beide Mutationen (FLT3-ITD-TKD). Die klinische Bedeutung
dieser Beobachtung ist noch unklar. Erste Studien haben jedoch gezeigt, dass diese dualen

Mutationen mit einer besonders schlechten Prognose verknipft sind.

Die Hypothese dieser Arbeit war, dass die schlechte Prognose, die mit diesen Mutationen
assoziiert ist, nicht nur durch Resistenzen gegenitber PTK Inhibitoren bedingt ist, sondern
dariber hinaus auch durch Resistenzen gegenlber konventionellen Chemotherapeutika.
Somit war es das Ziel dieser Arbeit, diese Resistenzentwicklungen gegenuber Zytostatika in

vitro nachzuweisen.
Zum anderen sollten Mechanismen der Resistenzentstehung gegenuber PTK Inhibitoren und

Zytostatika untersucht werden. Wenn moglich, sollten Mdglichkeiten gefunden werden, um

diese Resistenzen zu Uberwinden.
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3. Material und Methoden

3.1 Reagentien und Zellinien

3.1.1 Materialien fur die Zellkultur

Material Bezugsquelle

Dulbecco’s modified Eagle Medium PAN oder Gibco, Deutschland
(DMEM)

EDTA Gibco BRL, Deutschland
Fotales bovines Serum (FBS) Sigma-Aldrich, Deutschland

Phospat-gepufferte Salzlésung (PBS) PAN, Deutschland

Plastikverbrauchsmaterial Costar, Sarstedt, Nunc oder Becton Dickinson,
Deutschland

RPMI-1640 + GlutaMAX Medium PAN oder Gibco, Deutschland

Sterilfilter Filtropur S02, 0,2 um Sarstedt, Deutschland

Streptomycin Gibco, Deutschland

Trypanblau Gibco, Deutschland

Trypsin Gibco, Deutschland

Zellkulturplatten /-flaschen Greiner oder Sarstedt, Deutschland

3.1.2 Lésungen, Puffer und Gele

Material Beschreibung Bezugsquelle

2 % Agarosegel |2 g Agarose, 100 ml 1x TBE Chemikalien von Sigma,
Deutschland

2x BBS 280 mM NaCl; 1,5 mM Chemikalien von Sigma,

Na,HPO4x2H,0; 50 mM BES; H,O Deutschland
(bidest)ad 500 ml

1x Bio-Rad-Dye |Bio-Rad-Dye-Reagenz 1:5 mit H,O Bio-Rad, Deutschland

verdunnt
DMSO Dimethylsulfoxid Sigma, Deutschland
10x 30 g Tris; 144 g Glycin; 800 ml H,0; Chemikalien von Sigma,
Elektrophorese- |10 g SDS (Natriumdodecylsulfat) Deutschland

Puffer
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1x G-NET

2,5 g Gelatine in 100 ml 10x NET
geldst und aufgekocht und H,O ad 1 |

Chemikalien von Sigma,
Deutschland

HEPES-Puffer

50 mM HEPES pH 7,5; 150 mM NaCl;
0.1 % Triton X-100; 10 % Glycerol

Chemikalien von Sigma,
Deutschland

4x HNTG-Puffer

200 mM HEPES pH 7,5; 600 mM
NaCl; 0,4 % Triton X-100; 40 %
Glycerol

Chemikalien von Sigma,
Deutschland

Lammli-Puffer

187,5 mM Tris; 6 % SDS; 30 %
Glyzerin; Bromphenolblau

Chemikalien von Sigma,
Deutschland

LAmmIi-DTT- 2,5 ml Lammli-Puffer; 0,6 g DTT Chemikalien von Sigma,
Puffer (Dithiothreitol) Deutschland
10x NET 1,5 M NaCl; 0,05 M EDTA pH 8; Chemikalien von Sigma,

0,5 M Tris pH 7,5; 0,5 % Triton X-100

Deutschland

Ponceau-Rot

1 g Ponceau S in 500ml 2 %
Trichloressigsaure geldst

Chemikalien von Sigma,
Deutschland

RIPA-Puffer

0,5 M Tris-HCI pH 7,4; 2,5 %
Deoxycholat; 1,5 M NaCl; 10 mM
EGTA pH 7; 1 ml NP-40; 100 mM
PMSF; 100 mM Orthovanadat
(NazVOy,); 1 mg/ml Aprotinin; 1 mg/ml
Leupeptin; 0,1 mg/ml Pepstatin; 100
mM NaF; H,O

Chemikalien von Sigma und Fluka,
Deutschland

4% Sammelgel

6,1 ml H,O; 2,5 ml 0,5 M Tris-HCI pH
6,8 ohne SDS; 1,3 ml Acrylamid
(Mischung aus Acrylamid und
Bisacrylamid im Verhaltnis 30:0,8) 100
pl 10 % SDS; 50 pl 10 % APS
(Ammoniumpersulfat); 10 yl TEMED
(N’,N’,N’,N’-Tetramethylendiamin)

Chemikalien von Sigma und Roth,
Deutschland

Strippinglosung 800 ml 3xTBS-T; 20 ml Chemikalien von Sigma,
Mercapthoethanol; 200 ml 10 % SDS | Deutschland
(Natriumdodecylsulfat)

5x TBE 54 g Tris; 27,5 g Borsaure; 20 ml Chemikalien von Sigma,
0,5 M EDTA pH 8,0; H,O (Millipore) ad | Deutschland
11

10x TBS 10 mM Tris pH 8; 150 mM NaCl Chemikalien von Sigma,

Deutschland

1x TBS-T 100ml 10x TBS; 15ml Tween 20; H,O | Chemikalien von Sigma,
ad 1| Deutschland

3x TBS-T 300ml 10x TBS; 15ml Tween 20; H,O | Chemikalien von Sigma,

ad 1l

Deutschland
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Transfektionsmix

300 ul 2xBBS; 30 ul CaCl, 2,5M; 6 pl
DNA (1ug/ul); H2O ad 600 pl

Chemikalien von Sigma,
Deutschland

10x Transblot

72,75 g Tris; 36,63 g Glycin; 0,475 g
SDS

Chemikalien von Sigma,
Deutschland

1x Transblot

10x Transblot 1:10 mit Methanol 20%

Chemikalien von Sigma,
Deutschland

15% Trenngel

2 g Saccharose; 3,3 ml H,O; 11,3 ml
Tris pH 8,8 ohne SDS; 15 ml
Acrylamid; 150 ul 20 % SDS; 100 pl 10
% APS und 3 pl TEMED

Chemikalien von Sigma,
Deutschland

12,5% Trenngel

2 g Saccharose; 2,9 ml H,O; 5,65 ml
Tris pH 8,8 ohne SDS; 6,25 ml
Acrylamid; 75 ul 20 % SDS,

50 pl 10 % APS und 1,5 ul TEMED

Chemikalien von Sigma,
Deutschland

7,5% Trenngel

5,4 ml H,O; 5,65 ml Tris pH 8,8 ohne
SDS; 3,75ml Acrylamid; 75 ul 20 %
SDS, 50 ul 10 % APS und 1,5 ul
TEMED

Chemikalien von Sigma,
Deutschland

Tris-HCI pH 8,8 1,5 M Tris; mit HCI auf pH 8,8 Chemikalien von Sigma,
eingestellt Deutschland

Tris-HCI pH 6,8 1,5 M Tris; mit HCI auf pH 6,8 Chemikalien von Sigma,
eingestellt Deutschland

3.1.3 Zellinien

Samtliche Zellinien wurden von der DSMZ (deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) erworben. Ba/F3 Zellen sind murine Pro-B-

Zellen, entnommen aus dem peripheren Blut, die IL3 abhangig sind und in Suspension

wachsen.

293HEK-Zellen sind humane embryonale Fibroblasten der Niere, die adharent wachsen.

3.1.4 PTK Inhibitoren und konventionelle Chemotherapeutika

Der PTK Inhibitor SU5614 wurde von Calbiochem (Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden,

Deutschland) bezogen. Der PTK Inhibitor PKC412 wurde uns freundlicherweise von Novartis

Pharma AG (Basel, Schweiz) zur Verfigung gestellt. Daunorubicin und Rapamycin wurden

von Sigma (Deutschland) erworben.
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3.1.5 Antikorper

Antik6rper Bezugsquelle

Anti-phospho-STAT5-Tyr694 New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Anti-RAD51 New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Anti-STAT5 Sc-835, Santa Cruz

Anti-bcl-xL Sc-8392, Santa Cruz

Anti-B-actin A-5441, Sigma

3.1.6 Kits

Annexin V/Propidium lodide (PI) kit (Alexis, Lausen, Schweiz)

Bio-rad Protein estimation kit (Bio-rad, Minchen, Deutschland)

Detection system ECL® (enhanced chemiluminescence) (Amersham Pharmacia,
Freiburg, Deutschland)

OmniscriptTM Reverse Transcriptase Kit (Qiagen, Deutschland)

Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Deutschland)

QlAprep-spin Miniprep Kit (Qiagen, Deutschland)

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA)

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Deutschland)

3.2 Methoden in der Zellkultur

Samtliche Arbeiten in der Zellkultur wurden unter Laminar-Flow-Sterilbanken durchgefihrt.
Medien und Zusatze wurden gekuhlt aufbewahrt und vor Verwendung in einem Wasserbad

auf 37°C erwarmt.

3.2.1 Kultivierung

Alle Zellen wurden in einem Zellkultur-Inkubator bei 37°C, 5% CO,, Wasserdampfsattigung
sowie je nach experimentellem Ansatz in Gegenwart von IL3 kultiviert. Beim
Mediumwechsel, der in Abhangigkeit von der Zelldichte, in der Regel aber alle zwei bis drei
Tage durchgefihrt wurde, wurden in Suspension wachsende Zellen funf Minuten bei
1000rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in
neuem Kulturmedium aufgenommen und in Abhangigkeit von der Zelldichte in
verschiedenem Verhaltnis (1:2 — 1:10) gesplittet. Adharente Zellen wurden mit Trypsin

abgel6st, zentrifugiert und resuspendiert.
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Zur Kultivierung von IL3 abhangigen Zellinien wurde entweder ein mit WEHI versetztes
Medium oder im Rahmen von Experimenten rekombinates IL3 (Biosource International,
Camarillo, CA, USA) verwendet. Fiir die Gewinnung von WEHI-Uberstanden wurden WEHI-
Zellen kultiviert, das konditionierte Medium abgenommen und abzentrifugiert. Die

Uberstande wurden sterifiltriert und eingefroren.

3.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Nach Abzentrifugieren der Zellen und Aufnahme von je 107 in Einfriermedium (90% FBS und
10% DMSO) wurden die Zellen in einem Freezing-Container bei -80°C eingefroren und nach
ca. 24 Stunden in fliissigen Stickstoff Gberfluhrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen im Wasserbad auf 37°C erwarmt, in Medium resuspendiert,

abzentrifugiert, erneut resuspendiert und anschlieRend wie oben beschrieben kultiviert.

3.2.3 Proliferationsassays

Die Zellen wurden in einer Dichte von 4x10*/ml Wachstumsmedium RPMI 1640 mit 10% FBS
ausgesat. Je nach Experiment wurde IL3, ein Inhibitor oder Daunorubicin hinzugegeben.
Nach 24, 48 sowie 72 Stunden wurden die Zellen mit Trypanblau gefarbt und in einer
Standard-Neubauer-Zahlkammer unter einem Durchlichtmikroskop nach Ausschlufimethode

gezahlt.

3.2.4 FACS-DurchfluRzytometrie

Die FACS-DurchfluBzytometrie wurde unter anderem zur Uberpriifung des Verhaltnisses bei
Mischversuchen sowie zur Apoptosemessung und Zellzyklusanalyse durchgefthrt. Die
Zellen wurden hierfiir in FACS-Réhrchen (mind. 1x10° Zellen) abzentrifugiert, in PBS mit 2%
FCS resuspendiert und wiederum abzentrifugiert. Die Zellen konnten dann nach einmaliger
Wiederholung dieses Waschschrittes in 1ml PBS aufgenommen und in einem
Durchfluizytometer (FACSscan, Beckton Dickinson, Mountain Views, CA) gemessen

werden.
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3.2.5 Apoptosemessung mittels Annexin-V/7-AAD-Messung

Die Bestimmung von apoptotischen Zellen erfolgte durch die Farbung mit Annexin V sowie
7-Aminoactinomycin (7AAD), was eine Unterscheidung in vitale, frih- und spatapoptotische
Zellen zulasst. Die Zellen wurden nach Behandlung mit Daunorubicin bzw. SU5614 dem
Herstellerprotokoll entsprechend gefarbt. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen
und in einer Menge von 10%/ml Puffer resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen in
Portionen von 100ul aliquotiert, mit je 5ul der Annexin V-PE bzw. der 7AAD Praparationen
gefarbt, bei Raumtemperatur 15 Minuten mittels Vortex gemischt und anschlielRend mit 400l
Puffer versetzt. Danach konnte der Grad der Apoptose durchflulzytometrisch gemessen

werden.

3.2.6 Zellzyklusanalyse mittels Propidiumjodid-Kernfarbung

Bei der Zellzyklusanalyse wurde der DNA-Gehalt der Zellkerne mittels
Propidiumjodidfarbung nach dem Protokoll von Buske et al. bestimmt (Buske et al., 1997).
Die Zellen wurden den Proliferations- und Apoptoseassays entsprechend mit dem
angegebenen Inhibitor inkubiert, mit PBS gewaschen und anschlieend in einem speziellen
Pl-Lysispuffer (0.1% Natriumcitrat; 0,1%Triton X-100; 20ug/ml Propidiumjodid, pH 8)
resuspendiert. Nach einer Inkubation auf Eis flr ca. funf Minuten konnte der DNA-Gehalt

mittels DurchfluRzytometrie gemessen werden.

3.2.7 Transiente Transfektion von BOSC23-Zellen

Am Tag vor der Transfektion wurden die BOSC23-Zellen in einer Dichte von 1x10%ml in
Schalen mit einem Durchmesser von 10cm ausgesét. Die Transfektion wurde dann mit der
Calciumphosphat-Koprazipitationsmethode durchgefihrt. Es wurden 6ug DNA pro Schale
verwendet. 18 Stunden nach der Transfektion wurden 3ml neues Medium hinzugegeben und
nach weiteren 30 Stunden konnte der retrovirale Uberstand verwendet werden, um Ba/F3

Zellen zu transduzieren.

3.2.8 Transduktion von Ba/F3 Zellen
Ba/F3-Zellen wurden in einer Dichte von 2x10°/ml in 200ul Wachstumsmedium (RPMI 1640)

ausgesat und anschlieBend einmalig mit 200ul des retroviralen Uberstandes in Gegenwart
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von Polybrene (8ug/ml) transduziert. Um eine toxische Wirkung von Polybrene auf die Zellen
zu vermeiden, wurde nach vier bis zwdlf Stunden 1ml Medium hinzugefugt.
Nach 48-72 Stunden konnten die EGFP/EYFP (Expressionsvektor) positiven Zellen dann mit

Hilfe eines Zellsortiergerates isoliert werden.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Proteinisolation

Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in kaltem PBS gewaschen, in RIPA-Puffer
aufgenommen und fur 30 Minuten bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Die dadurch
gewonnenen Lysate wurden 20 Minuten bei 4°C bei 13200rpm in einer Eppendorf-Zentrifuge

abzentrifugiert, und die Uberstande wurden direkt verwendet bzw. bei -20°C gelagert.

3.3.2 Proteinbestimmung (nach Bradford)

Der Proteingehalt der Lysate wurde mit Hilfe eines Bradford-Reagenz (Bio-Rad-Dye, Bio-
Rad, Deutschland) photometrisch bestimmt. Hierfir wurde das Reagenz 1:5 mit H,O
verdinnt und filtriert. Dann wurden 20l der Proteinprobe zu 980ul des verdiinnten Reagenz
gegeben und fir zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend konnte die
Absorption bei 595nm bestimmt werden. Als Referenzwert diente hierbei das Reagenz. Die
Proteinkonzentration konnte dann mit Hilfe einer Standardkurve, die durch eine aus einer
BSA-Stammldsung erstellten Verdinnungsreihe ermittelt wurde, bestimmt werden. Fir die

Auswertung wurde die Absorption gegen die Proteinkonzentration aufgetragen.

3.3.3 SDS-PAGE

Im Western-Blot kénnen die durch eine SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) nach ihrer Grofie aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen werden. Die SDS-PAGE wurde in vertikalen Elektrophoresekammern
durchgefuhrt. Fur die Auftrennung der Proteine wurden 4%ige Sammelgele sowie 15%ige
Polyacrylamid-Trenngele und 7,5-12,5%ige Polyacrylamid-Gradienten-Trenngele verwendet.
Die Trenngele wurden nach dem GieRen mit destilliertem Wasser beschichtet. Nach der
Polymerisation konnte das Wasser abgenommen und das Sammelgel hinzugegeben

werden. Gleichzeitig wurde ein Gelkamm eingelegt. Von den zu untersuchenden Proteinen
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wurden Lysate mit gleichem Proteingehalt (15-100ug) mit gleichen Volumina von Lammli-
DDT-Puffer versetzt. Die Proben wurden fir finf Minuten bei 95°C denaturiert, in einer
Tischzentrifuge flur eine Minute bei 9000rpm abzentrifugiert und in die praparierten
Geltaschen pipettiert. Die Geltaschen wurden mit Elektrophoresepuffer aufgefllllt. Zwei
Molekulargewichtsmarker (LMW, low molecular weight calibration kit, Amersham, England;
high molecular weight standard broad range, Bio-Rad, Deutschland) wurden als
Grolienreferenz fir die Proteinbestimmung verwendet. Die Elektrophorese erfolgte nun bei
20 bis 32mA Uber 12 bis 18 Stunden, bis die Lauffront des im Lammli-DDT-Puffer

enthaltenen Bromphenolblaumarkers das Ende des Trenngels erreicht hatte.

3.3.4 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembran

Der Transfer der im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
erfolgte in einem semi-dry Verfahren (modifizierter Western-Blot nach Towbin). Eine
Nitrozellulosemembran (Protran, Porengrée 0,45um, Schleicher&Schiill, Deutschland)
sowie drei Blottingpapiere (Schleicher&Schiill, Deutschland) in GroRe des Gels wurden mit
Transblottpuffer getrankt und Ubereinander auf die Anode der Semi-Dry Elektrophorese
Tansferkammer platziert. Auf die Nitrozellulosemembran wurden dann das Gel und drei
weitere ebenfalls getrankte Blottingpapiere gelegt. Dartber wurde die Kathode angeordnet,
und der Proteintransfer aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf die Membran wurde bei 250mA
Uber drei Stunden durchgefihrt. Die Membran wurde anschlieRend mit destilliertem Wasser
gespult und die Proteine mittels Inkubation mit Ponceau-S-Lésung reversibel angefarbt. Die
Molekulargewichtstandards konnten so markiert werden. Hierauf wurde die reversible

Farbung durch eine Waschung in G-NET Uber 20 Minuten wieder entfernt.

3.3.5 Detektion mit Antikdrpern

Mittels Inkubation der Nitrozellulosemembran in G-NET bei 4°C Uber zwdlf Stunden wurden
unspezifische Bindungsstellen blockiert. Fir die Detektion erfolgte eine Inkubation der
Nitrozellulosemembran auf einem Kippschittler flr zwolf Stunden mit einem zuvor mit G-
NET 1:1000 verdiinnten Kaninchen- oder Maus-Primarantikérper. Die Membran wurde dann
dreimal mit 1xTBE fiir je 15 Minuten gewaschen und anschliel3end flir eine Stunde mit einem
an HRPO (horse radish peroxidase) gekoppelten Anti-Kaninchen- oder Anti-Maus-
Sekundarantikorper inkubiert. Hierauf erfolgte ein dreimaliges Waschen mit TBS-T fur 15

Minuten sowie ein einmaliges Waschen mit PBS fir flinf Minuten.
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3.3.6 Detektion der Antikdrper mittels ECL-Verfahren

Ein ECL-Kit (enhanced chemiluminescence Kit, Amersham, England) wurde verwendet, um
die Antikdrper zu detektieren. Dieses Verfahren beruht auf der Fahigkeit dieser Reagenzien,
mit HRPO eine Chemolumineszenz zu erzeugen, die detektiert werden kann. Hierzu wurde
die Membran fir eine Minute mit den Reagenzien inkubiert und anschlieend in Klarsichtfolie
verpackt. Mit dieser Membran wurde dann ein Rontgenfilm bis zu 60 Minuten belichtet. Der

Film wurde automatisch in einer Entwicklungsmaschine entwickelt.

3.3.7 Stripping der Nitrozellulosemembran

Die Nitrozellulosemembran wurde anschlielend von den Antikdrpern gereinigt, indem sie
zweimal fur je 15 Minuten bei 65°C mit Strippinglosung inkubiert und 30 Minuten mit
3xTBS-T gewaschen wurde. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen konnte anschlielend

ein zweites Mal mit einem Anti-Tubulin-Antikdrper detektiert werden.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 DNA-Konstrukte und Vektoren

Das FLT3-ITD-W51 Konstrukt enthalt sieben Aminosduren als Duplikat (REYEYDL), die
zwischen Aminosaure 611 und 612 des humanen FLT3-Wildtyps inserieren. Das FLT3-ITD-
NPOS Konstrukt enthalt eine 28 Aminosauren lange Sequenz (CSSDNEYFYD
FREYEYDLKWEFPRENL), die als Duplikat zwischen Aminosaure 583 und 610 des
humanen FLT3-Wildtyps eingefligt wurde. Beide Konstrukte wurden uns freundlicherweise
von D.G. Gillland, Howard Hughes Medical Institute und Brigham and Women’s Hospital,

Harvard Institutes of Medicine, Harvard Medical School, Boston, MA zur Verfligung gestellt.

Das Umklonieren aller FLT3-Konstrukte wurde mit Hilfe des retroviralen MSCV-IRES-
EYFP/EGFP-Expressionsvektors durchgefiihrt (freundlicherweise zur Verfliigung gestellt von
R.K. Humphries, The Terry Fox Laboratory, Vancouver, University of British Columbia). Bei
diesem Vektor ist eine Translation des EYFP/EGFP und des Konstruktes vom selben
Trankskript moglich.

Das Bcl-x(L)- Konstrukt wurde uns freundlicherweise von S.J. Korsmeyer (Howard Hughes
Medical Institute, Dana Farber Cancer Institute, Harvard Medical School, Boston, MA) zur

Verfugung gestellt.
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3.4.2 Agarose-Gelelektrophorese

Eine definiete Menge an Agarose wurde zu einer abgemessenen Menge an
Elektrophoresepuffer (1XTBE) gegeben und in der Mikrowelle solange erhitzt, bis sich die
Agarose aufgeldst hatte. Dann wurde die Mischung auf ca. 50°C abgeklhlt und in die
Gelkammer gegossen. Nach 30-40 Minuten war das Gel fest und wurde mit
Elektrophoresepuffer bedeckt. Nun konnten die Proben in die vorgesehenen Taschen
gegeben werden. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel fir 15-20 Minuten in

Ethidiumbromid gefarbt und unter einer UV-Lampe detektiert.

3.4.3 RNA-Praparation und RNA-Quantifizierung

Die RNA-Praparation wurde mit Hilfe des RNeasy-Kits nach Protokoll des Herstellers
durchgefiihrt. 1x10” Zellen wurden mit PBS gewaschen, abzentrifugiert und in Lysispuffer
resuspendiert. Anschlielend wurde die so extrahierte RNA in 50ul RNAse freiem Wasser
aufgenommen.

Zur Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA wurden 10ul der zu messenden DNA zu
980ul RNAse freiem Wasser gegeben. Dann wurde die Absorption mittels Photometer bei

einer Wellenlange von 260nm bestimmt.

3.4.4 cDNA-Synthese

Die Synthese von cDNA wurde mittels reverser Transkriptase durchgeflhrt. 20ul praparierter
RNA wurden bei 70°C fiir zehn Minuten denaturiert und zu folgendem Ansatz gegeben: 8yl
5x Erststrangpuffer (Gibco Katalog-Nr.: 18064), 1,5yl Superscript RNase H Reverse
Transcriptase (Gibco Katalog-Nr.: 18064), 4ul 100mM DTT (Gibco Katalog-Nr.: 18064), 3,5ul
100mM dNTP mix (Gibco Katalog-Nr.: 10297-018), 2ul (3pg/pl) Random Primer (Gibco
Katalog-Nr.: 48190-011), 1ul rekombinanter Rnase Ribonuclease Inhibitor (Promega
Katalog-Nr.: N2511). Es folgte eine Inkubation des Ansatzes fur 70 Minuten bei 37°C sowie

fur finf Minuten bei 95°C. Die Proben konnten anschliel3end eingefroren werden.

3.4.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerasekettenreaktion wurde die zu untersuchende cDNA in einem PCR-

Thermocycler amplifiziert. Der PCR-Ansatz bestand aus der zu amplifizierenden DNA, den

25



Material und Methoden

spezifischen Primern, sowie 10xPCR-Puffer, 25mM MgCl, und dNTP. Das Standard-PCR-

Programm umfasste:

| 94°C 2 Minuten |

94°C 1 Minute 35-40 Zyklen
58°C 1 Minute
72°C 1 Minute

72°C 7 Minuten
4°C

Bei jeder PCR wurde ein PCR-Ansatz ohne cDNA als Negativkontrolle verwendet. Nach der
PCR wurden 5ul jedes Amplifikationsproduktes in einer Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt und zur Darstellung unter UV-Licht mit Ethidiumbromid gefarbt. Zum

Grolienvergleich wurde eine 100bp DNA Leiter mitgefiihrt.

3.4.6 In vitro-Mutagenese

Die In-Vitro-Mutagenese wurde mit Hilfe des QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
durchgefiihrt. Hierbei wurden in einem PCR-basierten Verfahren FLT3-D835Y/N und FLT3-
V592A Punktmutationen in FLT3-Wildtyp, FLT3-V592A, FLT3-ITD-W51 sowie in die FLT3-
ITD-NPOS Konstrukte eingefiigt.

Die Mutagenese-Reaktion umfasste die DNA, die jeweiligen Primer, 10xPCR-Puffer, dNTP
und die Quik-L6sung.

Die Mutagenese-Primer wurden so entwickelt, dass sie zwischen 25 und 40 Basen

umfassten und die gewunschte Mutation ungefahr in der Mitte lag:

FLT3 D835Y
5-GACTTTGGATTGGCTCGATATATCATGAGTGATTCCAACC -3’

FLT3 D835N
5'- GACTTTGGATTGGCTCGAAATATCATGAGTGATTCCAACC -3’
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Folgende Cycling-Parameter wurden benutzt:

94°C 2 Minuten

Hotstart

80°C 1 Minute

94°C 1 Minute

4 Zyklen

56°C 1 Minute

72°C 1 Minute

94°C 1 Minute

14 Zyklen

58°C 1 Minute

72°C 1 Minute

72°C 7 Minuten

4°C_

3.4.7 Nukleotidsequenzierung

Um die korrekte Sequenz der erhaltenen Konstrukte zu Uberprifen, wurden Nukleotid-

sequenzierungen gemacht. Diese Sequenzierungen wurden durch die Firma Sequi-Lab
(Deutschland) durchgeflhrt.

Primer zur Sequenzierung von FLT3

e pMSCV

e FLT3-2

e FLT3-3

e FLT3843F
e FLT35

e FLT36

e FLT3-7

e FLT32205F
e FLT3-9

5’- CCCTTGAACCTCCTCGTTCG-3’
5-AAGACCTCGGGTGTGCGTTG-3’
5-ACGCCCTGGTCTGCATATC-3’

5'- CGGGCTCACCTGGGAATTAG-3

5-TTTGCAATCATAAGCACCAGC- 3’

5-ATACAATTCCCTTGGCACATC-3’
5-AACGGAGTCTCAATCCAGG-3’
5-CAGCATGCCTGGTTCAAGAG-3
5-AGGCATCTACACCATTAAGAG-3’
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3.5 Elektronische Datenverarbeitung/Software

e Cellquest Software (Bekton Dickison, Mountain View, CA)
e Winmdi 3.2

e BioEdit

e Tina 2.09

e Microsoft Word, Excel, Powerpoint, Photoshop

e Adobe lllustrator

e Adobe Photoshop
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4. Ergebnisse

4.1 FLT3-ITD-TKD duale Mutanten haben eine erhdhte Resistenz
gegenltber dem FLT3-PTK Inhibitor SU5614

Mutationen in der Tyrosinkinasedomane von Rezeptortyrosinkinasen kdnnen zur Resistenz
gegenliber PTK-Inhibitoren fihren. Dies wurde vor allem fir Mutationen bei BCR-ABL
festgestellt (Gorre et al., 2001; von Bubnoff et al., 2002). Jedoch konnte dieses Phanomen
auch bei FLT3 beobachtet werden, unter anderem bei FLT3-ITD dualen Mutanten. Diese
Mutanten waren durch eine kontinuierliche Exposition von FLT3-ITD exprimierenden Ba/F3
Zellen gegenuber ansteigenden Konzentrationen des FLT3-PTK Inhibitors SU5614 generiert
worden (Bagrintseva et al., 2004).

FLT3-ITD-TKD duale Mutanten weisen eine erhdhte Resistenz gegeniiber dem FLT3-PTK
Inhibitor SU5614 auf (ICs ist >10-fach gegenulber der Mutterzellinie FLT3-ITD erhoht), was
sowohl in Proliferations- als auch in Apoptoseassays gezeigt werden konnte (Bagrintseva et
al., 2004).

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Resistenz gegeniiber FLT3-PTK Inhibitoren
auf Zellen beschrankt ist, bei denen die FLT3-ITD-TKD Mutation auf demselben ,Allel”
(Plasmid) lokalisiert ist. Im Rahmen dieser Untersuchung wurden Proliferationsassays mit
FLT3-ITD-D835N und FLT3-ITD-D835Y (beide Zellinien haben die Mutation auf demselben
LAllel) sowie mit FLT3-ITD/D835N und FLT3-ITD/WT (welche die Mutationen auf
verschiedenen ,Allelen” tragen) in Gegenwart verschiedener Konzentrationen des Inhibitors
SU5614 durchgefuhrt (Bagrintseva, 2005).

4.1.2 Der Einflul der Struktur der Langenmutationen auf die Sensitivitat

gegenuber PTK Inhibitoren

Um die Mechanismen der Resistenz gegenlber PTK Inhibitoren weiter zu analysieren,
wurde in einer friheren Arbeit (Bagrintseva, 2005) untersucht, ob strukturell unterschiedliche
Langenmutationen in der juxtamembrandsen Region zu unterschiedlicher Sensitivitat
gegeniiber dem PTK Inhibitor SU5614 flihren. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Ba/F3
Zellen generiert, zum einen transformiert mit V592A-D835N und zum anderen mit FLT3-
NPOS-D835N. V592A reprasentiert die erste aktivierende Punktmutation in der
juxtamembrandsen Region von FLT3 und wurde in zwei AML-Zellinien, MonoMac1 und
MonoMac6 nachgewiesen (Spiekermann et al., 2003b; Stirewalt et al., 2004). Die FLT3-ITD-
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NPOS Mutanten enthalten eine 28 Aminosauren lange Sequenz als Duplikat, die zwischen
Aminosaure 611 und 612 inseriert ist, im Gegensatz zu den FLT3-ITD-W51 Mutanten, die
nur eine sieben Aminosauren lange Sequenz als Duplikat zwischen Aminosaure 601 und
602 enthalten (Kelly et al., 2002).

Im Rahmen von Proliferationsassays konnte damals gezeigt werden, dass all diese dualen
Mutanten, also auch in Zusammenhang mit NPOS sowie V592A, eine partielle Resistenz
gegeniiber SU5614 zeigen, jedoch zu einem unterschiedlichen Grad (IC5,=0,3uM fiir V592-
D835N, 0,4uM fir NPOS und NPOS/W51 und 1uM fur NPOS-D835N).

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob FLT3-Langenmutationen eine Resistenz
gegeniiber FLT3 PTK Inhibitoren und zytotoxischen Substanzen induzieren konnen. In
Analogie zu BCR-ABL Genamplifikationen, die Imatinib-Resistenzen induzieren, sollte die
genomische Amplifikation von FLT3-ITD durch Transduktion mit 1x, 2x oder 3x ITD-
Konstrukten initiiert werden. Es wurden daher Zellen generiert, die neben einer NPOS-
Insertion noch eine bzw. zwei weitere NPOS-Insertionen haben. In Gegenwart von SU5614
wurden Apoptoseassays durchgefuhrt. Die Zellen mit nur einer NPOS-Insertion gingen im
Vergleich zu den Zellen mit zwei oder drei Insertionen schneller in Apoptose (siehe
Abbildung 3 und Tabelle 3).

o
o

-8 NPOS
-O— NPOS/NPOS
-¥— NPOS/NPOS/NPOS

% apoptotische Zellen [24h] _
8 3 3

N
o
1

0 0.1 0.25 0.5 1 6
SU5614 [uM]

Abbildung 3: Apoptoseassay nach Inkubation mit SU5614: Ba/F3 FLT3-NPOS, FLT3-NPOS-
NPOS sowie FLT3-NPOS-NPOS-NPOS Zellen wurden fir 24 Stunden verschiedenen
Konzentrationen von SU5614 ausgesetzt. AnschlieBend wurde die Apoptose nach
Farbung mit Annexin V-PE und 7-AAD durchfluRzytometrisch bestimmt. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

30



Ergebnisse

SU5614 (UM)

Zellinie I1Cs0 I1Csg
FLT3-NPOS 0,4 1,5
FLT3-NPOS-NPOS 0,5 n.m.
FLT3-NPOS-NPOS-NPOS 3 n.m.

Tabelle 3: ICs0 und ICgo bei Apoptose nach Inkubation mit SU5614; n.m.: nicht messbar, d.h.
Wert wurde nicht erreicht.

4.2. FLT3-ITD-TKD duale Mutanten zeigen eine partielle Resistenz

gegeniuber Daunorubicin

4.2.1 Erhéhte Resistenz gegenuber Daunorubicin in Proliferations-
/Apoptoseassays

Wie in verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, definieren FLT3-ITD Mutationen eine
Gruppe von Patienten mit Hochrisiko (Abu-Duhier et al., 2000) und sind wie ein Verlust des
FLT3-WT Allels (Whitman et al., 2001) mit einer schlechten Prognose assoziiert. Nach der
heutigen Datenlage haben Patienten mit FLT3-ITD-TKD dualen Mutationen im Vergleich zu
anderen Mutationen des FLT3-Gens, wie ITD Mutationen, eine noch schlechtere Prognose
(Karali et al., 2002; Moreno et al., 2003).

Um festzustellen, ob Resistenzentwicklungen hierbei eine Rolle spielen konnten, wurde die
Sensitivitdt dieser Zellen gegenuber dem Zytostatikum Daunorubicin in vitro untersucht.
Hierfir wurden sowohl Proliferations- als auch Apoptoseassays in der Gegenwart von
Daunorubicin durchgefiihrt. Die Ergebnisse in den Proliferationsassays zeigen, dass Ba/F3
FLT3-ITD-D835Y/N eine flnffach erhdhte Resistenz im Vergleich zu FLT3-ITD gegeniber
Daunorubicin aufweisen (siehe Abbildung 4 und Tabelle 4). Dies konnte in Apoptoseassays

bestatigt werden (siehe Tabelle 4).
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Abbildung 4. Proliferationsassay in Gegenwart von Daunorubicin: Ba/F3 FLT3-ITD und FLT3-
ITD-D835Y wurden fir 30 Minuten mit verschiedenen Konzentrationen von
Daunorubicin inkubiert, zweimal gewaschen und in einer Dichte von 1x10%ml
ausgesat. Nach 20 Stunden wurden die lebenden vitalen Zellen mittels
Trypanblauausschlu® gezahlt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standard-
abweichungen.

ICso Proliferationsassay Apoptoseassay
Zellinie Daunorubicin (ug/ml) Daunorubicin (ug/ml)
FLT3-ITD 0,0035 0,1
FLT3-ITD-D835N/Y | 0,018 0,5

Tabelle 4: ICso von Daunorubicin in FLT3-ITD und FLT3 ITD-TKD Zellinien

4.2.2 FLT3-ITD-TKD duale Mutanten haben in Gegenwart von
Daunorubicin einen kompetitiven Wachstumsvorteil

Mittels Mischversuchen konnte gezeigt werden, dass die dualen Mutanten in der Gegenwart
von SU5614 einen klaren kompetitiven Uberlebensvorteil hatten (Bagrintseva et al., 2004).
Duale FLT3-ITD-D835N/Y (YFP+) und FLT3-ITD Mutanten (GFP+) wurden in einem
Verhaltnis von 1:10 in Gegenwart von 0,2uM SU5614 kultiviert. Durch die unterschiedliche
Fluoreszenzmarkierung der verwendeten Expressionsvektoren (GFP und YFP) war es
maoglich, das Verhaltnis durchfluRzytometrisch zu bestimmen. Interessanterweise zeigte sich

dieser Uberlebensvorteil in Gegenwart, nicht aber in Abwesenheit von SU5614.
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In dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob dieses Phanomen auch in Gegenwart von
Daunorubicin auftritt. Hierzu wurden den Mischversuchen mit SU5614 entsprechend FLT3-
ITD-TKD duale Mutanten und FLT3-ITD Mutanten im Verhaltnis 1:10 in der Gegenwart einer
subtoxischen Konzentration von Daunorubicin (0.01pg/ml) kultiviert. Das Verhaltnis von
GFP/YFP exprimierenden Zellen wurde alle drei bis vier Tage durchflulRzytometrisch
bestimmt. Auch hier zeigte sich bei den Messungen, dass FLT3-ITD-TKD duale Mutanten
gegeniiber FLT3-ITD Mutanten einen kompetitiven Uberlebensvorteil besitzen. Das

Verhaltnis hatte sich nach durchschnittlich 20 Tagen umgekehrt (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Mischversuch in Gegenwart von Daunorubicin: Ba/F3 FLT3-ITD-D835N (YFP) und
FLT3-ITD (GFP) wurden im Verhaltnis 1:10 gemischt und in Gegenwart von Dauno-
rubicin (0.01pg/ml) kultiviert. Alle 3-4 Tage wurde das Verhaltnis MIY/MIG durchflu®-
zytometrisch bestimmt.

4.2.3 Die genomische Amplifikation von FLT3-ITD zeigt nur geringen
Einfluss auf die Resistenz gegenltber Daunorubicin

Im Weiteren wurden in Anlehnung an die BCR-ABL Genamplifikationen, die Resistenzen
gegeniber Imatinib induzieren, auch die Amplifikationen von FLT3-ITD (1x, 2x und 3x
NPOS) auf ihre Empfindlichkeit gegentber Daunorubicin Uberprift. Hierzu wurden Zellen
generiert, die neben einer NPOS-Insertion noch eine bzw. zwei weitere NPOS-Insertionen
haben. Es zeigten sich sowohl in den Proliferationsassays (Daten ohne Abbildung) als auch
in den Apoptosemessungen (siehe Abbildung 6 und Tabelle 5) Unterschiede, die allerdings
nur zwischen FLT3-NPOS und jeweils FLT3-NPOS-NPOS bzw. FLT3-NPOS-NPOS-NPOS

erkennbar waren.
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Mischversuche, die analog zu den Mischversuchen der FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten mit

SU5614 sowie Daunorubicin durchgeflhrt wurden, konnten keinen Selektionsvorteil einer der

Zellinien zeigen (Daten ohne Abbildung).
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Abbildung 6: Apoptoseassay nach Inkubation mit Daunorubicin: Ba/F3 FLT3-NPOS, FLT3-

Tabelle 5:

NPOS-NPOS sowie FLT3-NPOS-NPOS-NPOS Zellen wurden fiir 48 Stunden
verschiedenen Konzentrationen von Daunorubicin ausgesetzt. Dann wurde die
Apoptose nach Farbung mit Annexin V-PE und 7-AAD durchfluBzytometrisch
gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

Daunorubicin (ng/ml)

Zellinie ICs0 [0
FLT3-NPOS 3,5 10
FLT3-NPOS-NPOS 75 50
FLT3-NPOS-NPOS-NPOS 7,5 50

ICs0 und ICgo von FLT3-NPOS exprimierenden Zellen nach Inkubation mit
Daunorubicin
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4.3 FLT3-ITD-TKD duale Mutanten haben einen Einfluss auf die
STATS5 Aktivierung und die Regulation seiner Zielproteine
Bcl-x(L) und RAD5S1 in Ba/F3-Zellen

4.3.1 Duale Mutanten induzieren eine verstarkte Aktivierung von STAT5

STATS spielt als Zielprotein des konstitutiv aktivierten FLT3-Rezeptors eine wichtige Rolle
und tragt entscheidend zu dessen transformierenden Potential bei (Mizuki et al., 2000;
Spiekermann et al., 2003a). STATS besitzt wichtige Funktionen in der Regulation von
Proliferation, Differenzierung und Apoptose hamatopoetischer Zellen (Nosaka et al., 1999).

In dieser Arbeit wurde nun untersucht, inwieweit die Aktivierung von STATS bei FLT3-ITD-
TKD dualen Mutanten von Bedeutung ist und zu Resistenzbildungen gegeniber SU5614 und
Daunorubicin fahrt. Hierfir wurde die Aktivierung von STATS mittels Westernblot ermittelt.
Wie in Abbildung 7 zu erkennen ist, flhren duale Mutationen von FLT3 im Vergleich zu

einfachen FLT3-ITD Mutationen zu einer starkeren Aktivierung von STAT5.

FLT3

Wt ITp ITD- ITD-
D835Y D835N

o pSTATS

o STATS

Abbildung 7: Westernblot: in Lysaten von Ba/F3 FLT3-WT, FLT3-ITD sowie FLT3-ITD-
D835N/D835Y exprimierenden Zellinien wurde mittels Westernblot der Status der
Phosphorylierung von STAT5 bestimmt. Es wurde ein polyklonaler Antikérper benutzt.
Anschliefend wurde die Membran gestrippt und mit polyklonalem anti-STAT5
Antikorper detektiert.
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4.3.2 Die konstitutive STATS Aktivierung fuhrt zu einer Hochregulation
seiner Zielproteine Bcl-x(L) und RAD51

Die weitere Arbeitshypothese war, dass STAT5 durch eine Hochregulierung seiner
Zielproteine Bcl-x(L) und RAD51 eine wichtige Rolle in der Entstehung von Resistenzen
spielt. Mittels Westernblot wurde untersucht, ob diese Zielproteine auch bei dualen Mutanten
erhohte Expressionslevel aufweisen. Die Resultate der Versuche (siehe Abbildung 8) zeigen
deutlich, dass duale Mutanten im Vergleich zu ITD Mutanten eine erhdhte Expression der
Proteine Bcl-x(L) und RAD51 in Ba/F3 Zellen induzieren.

ITD- bcl- |TD-
WT ITD pessy xL belxL

31- a bel-xL

- --—
45| M—— | O -actin

ITD-
MIY WT ITD pg3s

371 - o RAD51

451 S| . S-actin

Abbildung 8: Westernblot: die Expression von Bcl-x(L) und RAD51 wurde in Lysaten von
FLT3-WT, FLT3-ITD sowie FLT3-ITD-D835N/D835Y exprimierenden Ba/F3 Zellen im
Westernblot mittels monoklonalem Bcl-x(L) Antikérper und polyklonalem RADS51
Antikdrper bestimmt. Durch einen B-actin Antikérper wurden gleiche Proteinmengen
bestatigt. Als Positivkontrolle wurden Zellen, die nur bcl-xL (per Expressionsvektor)
exprimieren, sowie FLT3-ITD- Bcl-x(L) Zellen, welche sowohl ITD als auch Bcl-x(L)
exprimieren, verwendet.
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Um zu klaren, ob die Expression der FLT3 Mutante zur Hochregulation von Bcl-x(L) und
RAD51 fuhrt, wurde der Einfluss eines selektiven FLT3-PTK Inhibitors untersucht. Hierzu
wurden FLT3-ITD-D835Y sowie FLT3-ITD Zellen fir 72 Stunden mit dem FLT3 PTK Inhibitor
PKC412 inhibiert. AnschlieRend wurden die Expressionslevel der Zielproteine Bcl-x(L) und
RAD51 mittels Westernblot bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass sowohl Bcl-x(L) als auch
RAD51 durch die Inhibition in ihrer Expression stark unterdriickt werden kénnen (siehe

Abbildung 9).
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WT ITD D835Y
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Abbildung 9: Westernblot: in Lysaten von Ba/F3 FLT3-WT, FLT3-ITD und FLT3-ITD-
D835N/D835Y exprimierenden Zellen, die fur 72 Stunden mit PKC412 (100nM)
inhibiert wurden, sowie in unbehandelten Zellen wurde die Expression und
Phosphorylierung mittels Westernblot bestimmt. Es wurden polyklonale STAT5, anti-
STATS Antikérper und monoklonale anti-Bcl-x(L) und B-actin Antikbrper verwendet.
Als Positivkontrolle fur die Expression von Bcl-x(L) wurden Lysate von FLT3-ITD- Bcl-
x(L) Zellen, welche sowohl ITD als auch Bcl-x(L) exprimieren, verwendet.

37



Ergebnisse

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass duale Mutanten Uber eine starke STATS
Aktivierung eine Hochregulation der STAT5 Zielproteine Bcl-x(L) und RADS1 induzieren.
Dies legt die Hypothese nahe, dass diese Mechanismen in der Entwicklung von Resistenzen

gegeniber FLT3 PTK Inhibitoren eine wichtige Rolle spielen.

4.4 Die Koexpression von Bcl-x(L) und FLT3-ITD fuhrt in Ba/F3
Zellen zu einem den FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten sehr
ahnlichen Resistenzmuster gegentber FLT3 PTK Inhibitoren

und Daunorubicin

Die Hypothese, dass STATS die Bildung von Resistenzen Uber seine Zielproteine Bcl-x(L)
sowie RAD51 begulnstigt, wurde nun naher untersucht. Um die Rolle von Bcl-x(L) bei der
Resistenzentwicklung charakterisieren zu konnen, wurden Zellinien generiert, die eine
Koexpression von FLT3-ITD Mutanten und Bcl-x(L) aufweisen. Die Koexpression konnte im

Westernblot bestatigt werden.

ITD-
MIY WT ITD becl-xL bcl-xL

31 . . o bel-xL

45
N~ <y | o -actin

Abbildung 10: Westernblot: Die Bcl-x(L)-Expression in Ba/F3 FLT3-WT, FLT3-ITD und FLT3-ITD-
Bcl-x(L) Zellen wurde durch Westernblotanalyse bestimmt. Der leere Vektor MIY
sowie Bcl-x(L) exprimierende Zellen wurden als Kontrollen genutzt. Gleiche
Proteinmengen wurden durch Bestimmung der B-actin Expression bestatigt.

4.4.1 Resistenzentwicklung gegentiber SU5614

AnschlieRend wurden Proliferations- und Apoptoseassays in Gegenwart verschiedener

Konzentrationen von SU5614 durchgefihrt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die
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Uberexpression von Bcl-x(L) in FLT3-ITD Mutanten exprimierenden Ba/F3 Zellen zu einer
Resistenzentwicklung gegenuber SU5614 fluhrt (siehe Abbildung 11 und 12).
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Abbildung 11: Proliferationsassay in Gegenwart von SU5614: Ba/F3 FLT3-ITD , FLT3-ITD-D835Y
sowie FLT3-ITD-Bcl-x(L) exprimierende Ba/F3 Zellen wurden in einer Dichte von
4x10%/ml ausgesat und mit verschiedenen Konzentrationen von SU5614 inkubiert. Die
lebenden Zellen wurden nach 72 Stunden mittels Trypanblauausschluf® bestimmt.
Das Wachstum der Zellen ohne Inhibitor wurde als 100% definiert.
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Abbildung 12: Apoptoseassay nach Inkubation mit SU5614: Ba/F3 FLT3-ITD, sowie
FLT3-ITD-Bcl-x(L) exprimierende Ba/F3 Zellen wurden fur 24 Stunden mit
verschiedenen Konzentrationen von SU5614 inkubiert. AnschlieRend wurde die
Apoptose nach Farbung mit Annexin V-PE und 7-AAD durchfluRzytometrisch
bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

39



Ergebnisse

4.4.2 Resistenzmechanismen von FLT3 Mutanten gegentuber
Daunorubicin

Um die Bcl-x(L) und ITD koexprimierenden Zellen auf ihre Resistenz gegeniber
Daunorubicin zu testen, wurden ebenfalls Proliferations- (Daten ohne Abbildung) sowie

Apoptoseassays durchgefiihrt (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Apoptoseassay nach Inkubation mit Daunorubicin: Ba/F3 FLT3-ITD sowie FLT3-
ITD-Bcl-x(L) exprimierende Zellen wurden fir 48 Stunden mit verschiedenen
Konzentrationen von Daunorubicin inkubiert. AnschlieRend wurde die Apoptose nach
Farbung mit Annexin V-PE und 7-AAD durchfluBzytometrisch gemessen. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

Die Ergebnisse dieser Versuche lassen deutlich erkennen, dass neben der Resistenz
gegenuber SU5614 auch eine Resistenz gegenuber Daunorubicin induziert wird. Diese
Resultate legen den Schluss nahe, dass Bcl-x(L) eine entscheidende Rolle bei der

Resistenzentwicklung von FLT3 dualen Mutanten zukommt.
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4.5 Zellzyklusanalysen bei FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten zeigen
Verdnderungen in der Zellzyklusregulation nach Zytostatika-

Exposition

Der Effekt der Zytostatika wird durch die Antwort der Zelle auf den DNA-Schaden bestimmt:
Hierbei spielt die Funktion von p53 eine wichtige Rolle, indem nach einer Schadigung der
DNA ein Verbleib in der Phase G1 des Zellzyklus induziert wird. Falls die DNA-Synthese
fortschreitet, wird durch p53 die Apoptose eingeleitet. Neben verschiedenen Stérungen
dieses Kontrollmechanismus, wie z.B. ein Verlust der Aktivitdt von p53, kann eine Anhaufung
der Zellen in der G,M-Phase des Zellzyklus zu Resistenzen gegeniber Zytostatika flihren.
Dieser fehlende Ubergang in der G,M-Phase nach einer Schadigung der DNA, wie er z.B.
durch BCR-ABL vermittelt wird, gibt der Zelle die Moglichkeit, eine Reparatur oder
Replikation der DNA durchzufiihren (Bedi et al., 1995).

45.1 Zellzyklusanalyse nach Exposition mit Daunorubicin zeigt
vermehrte Akkumulation der FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten
in der G,M-Phase

In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit dieser Mechanismus fir
Resistenzen bei FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten verantwortlich gemacht werden kann. Um
dies ndher zu untersuchen, wurden Ba/F3 FLT3-WT, FLT3-ITD sowie FLT3-ITD-TKD Zellen
fur 24 Stunden geringen Konzentrationen von Daunorubicin (0.03ug/ml) ausgesetzt.
AnschlieBend wurde mittels Propidiumjodid-Farbung der Zellkerne eine Analyse des

Zellzyklus durchgefuhrt.
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Abbildung 14: Zellzyklusanalyse: Ba/F3 FLT3-ITD und FLT3-ITD-D835Y exprimierende Ba/F3
Zellen wurden mit 0,03ug Daunorubicin inkubiert. AnschlieBend wurden die
inkubierten Zellen sowie nicht inkubierte Zellen nach Farbung der DNA mit
Propidiumjodid durchfluBzytometrisch analysiert. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen.

Die transformierten Ba/F3-Zellen, sowohl FLT3-ITD als auch FLT3-ITD-TKD Zellen,
akkumulierten nach der Exposition mit Daunorubicin in der G,M-Phase, wobei dieses
Phanomen bei FLT3-ITD-TKD im Vergleich zu FLT3-ITD Zellen zu einem viel hdéheren
Prozentsatz der Fall war (57.4% bei FLT3-ITD-TKD vs. 40,0% bei FLT3-ITD Zellen). Im
Gegensatz hierzu waren 95% der FLT3-Ligand-stimulierten Ba/F3 FLT3-WT Zellen bei
dieser Konzentration von Daunorubicin hypodiploid und somit apoptotisch (Daten ohne
Abbildung).

4.5.2 FLT3-Expression ist verantwortlich fur G,M-Zellzyklusarrest

Um zu beweisen, dass die Expression von FLT3 fir diesen Effekt verantwortlich ist, wurden
die Zellen Daunorubicin (0,03pg) in Gegenwart bzw. Abwesenheit des PTK Inhibitors
SU5614 (5uM) ausgesetzt. Dabei zeigt sich, dass die Gegenwart des PTK Inhibitors den
Anteil der Zellen, der sich nach Exposition mit Daunorubicin in der G,M-Phase befand, von
57.4% auf 43,0% reduzieren konnte. Die Gegenwart des PTK Inhibitors flihrt dazu, dass
FLT3-ITD-TKD Zellen in der G¢/G+-Phase akkumulieren kénnen.
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Abbildung 15: Zellzyklusanalyse: Ba/F3 FLT3-ITD-D835Y exprimierende Zellen wurden fiir 24h mit
Daunorubicin behandelt, in Gegenwart oder Abwesenheit von SU5614(5uM).
Anschliefend wurden die Zellen nach Farbung der DNA mit Propidiumjodid
durchfluBzytometrisch analysiert. Dargestellt sind Mittelwerte und Standard-
abweichungen.

Diese Resultate zeigen, dass die Expression von FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten nach
Exposition mit Zytostatika zu einer Akkumulation der Zellen in der G,M-Phase fihrt, was
einen weiteren Mechanismus der Resistenzentstehung gegeniber Daunorubicin bzw. PTK

Inhibitoren bei diesen Zellen darstellt.

4.6 Rapamycin stellt die Sensitivitat der dualen Mutanten

gegenuber PTK Inhibitoren wieder her

Rapamycin ist ein Makrolid mit antibakteriellen, fungiziden, immunsuppressiven sowie
antiproliferativen Eigenschaften. Seine Wirkung besteht in einer Inhibition der Translation der
mRNA von Proteinen, die flir ein Fortschreiten des Zellzyklus von der G; zur S-Phase
notwendig sind. Rapamycin ist ein Inhibitor der Proteinkinase mTOR (mammalian target of
rapamycin) (Hidalgo & Rowinsky, 2000). Mohi et al. konnten zeigen, dass die Therapie mit
Imatinib in Kombination mit Rapamycin Imatinib-resistente Mutanten in vitro sowie in vivo
uberkommen konnte. Desweiteren fanden sie eine synergistische Wirkung von Rapamycin
und PKC412 bei FLT3-Mutanten (Mohi et al., 2004).
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In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Rapamycin auch bei FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten
einen Einfluss auf die Sensitivitdt gegenuber PTK Inhibitoren hat. Hierzu wurden
Proliferationsassays mit Ba/F3 FLT3-WT, FLT3-ITD sowie FLT3-ITD-TKD exprimierenden
Zellen in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen von SU5614 allein oder in
Kombination mit verschiedenen Konzentrationen von Rapamycin durchgefiihrt. Es konnte
gezeigt werden, dass in dualen Mutanten die Sensitivitdt gegentber SU5614 durch
Rapamycin wieder hergestellt werden konnte. Gleichzeitig wurde auch ein antiproliferativer
und pro-apoptotischer Effekt auf die FLT3-ITD Mutanten sichtbar.
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Abbildung 16: Proliferationsassay: Ba/F3 FLT3-ITD und FLT3-ITD-D835Y Zellen wurden in einer
Dichte von 4x10%/ml in Gegenwart oder Abwesenheit verschiedener Konzentrationen
von SU5614 sowie zum Teil kombiniert mit Rapamycin (R) (5ng/ml) ausgesat. Nach
72 Stunden wurden die lebenden Zellen mittels TrypanblauausschluR gezahlt. Das
Wachstum der Zellen ohne Inhibitor wurde als 100% definiert. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen.
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5. Diskussion
5.1 FLT3-ITD-TKD duale Mutanten in der AML

Aktivierende Mutationen von Tyrosinkinasen gehoren zu den haufigsten genetischen
Veranderungen bei Patienten mit AML. Mindestens 20% der Patienten weisen eine ITD
Mutation in der juxtamembrandsen Region von FLT3 auf, was sie zu einer der haufigsten
Mutationen innerhalb der AML macht. Mit FLT3-ITD Mutationen ist sowohl eine Leukozytose
als auch ein hoher Prozentsatz von Blasten im Knochenmark assoziiert. Die Mutation
korreliert negativ mit dem Rezidivrisiko sowie mit dem krankheitsfreien Uberleben. Es zeigt
sich, dass FLT3-ITD fur diese beiden Parameter einen signifikant prognostischen Faktor
darstellt. Bezuglich kompletter Remissionen oder Gesamtuberleben sind die Daten allerdings
widersprichlich (Kottaridis et al., 2001; Schnittger et al., 2002b).

Neben ITD Mutationen in der juxtamembrandsen Region wurden Punktmutationen in
Position D835 in der Tyrosinkinasedomane von FLT3 gefunden. Diese treten bei ungefahr
7% der Patienten auf - und entsprechend der gangigen Meinung - unabhangig von ITD
Mutationen. Bezliglich des Einflusses auf das rezidivfreie Uberleben ist die Datenlage nicht
ganz eindeutig (Schnittger et al., 2001; Yamamoto et al., 2001). Die Mutation fihrt zu einer
konstitutiven Aktivierung des FLT3 Rezeptors (Abu-Duhier et al., 2001).

Nahere Untersuchungen konnten zeigen, dass bei ungefahr 1-2% aller Patienten mit AML
sowohl eine ITD Mutation als auch eine Mutation innerhalb der Tyrosinkinasedomane
vorliegt. Aufgrund der geringen Anzahl an Patienten mit beiden Mutationen ist es jedoch
schwierig, deren Bedeutung fur das Krankheitsgeschehen herauszufinden (Schnittger et al.,
2002a; Thiede et al., 2002). Jedoch wird durch eine Studie der Verdacht nahegelegt, dass
Patienten mit beiden Mutationen im Vergleich zu ITD Mutationen allein eine nochmals

schlechtere Prognose aufweisen (Karali et al., 2002).

Bei einem gleichzeitigen Auftreten von beiden Mutationstypen bestehen zwei Moglichkeiten:
Zum einen kann es sein, dass die Mutationen auf verschiedenen Allelen des FLT3 Gens
auftreten. Zum anderen besteht aber die Moglichkeit, dass beide auf demselben Allel (FLT3-
ITD-TKD duale Mutanten) zu finden sind. Wie Bagrintseva et al. (Bagrintseva et al., 2004)
zeigen konnten, induzieren FLT3 duale Mutanten eine Resistenz gegeniber PTK Inhibitoren,
was an dem Beispiel SU5614 veranschaulicht wurde. Die Sensitivitat gegentiber SU5614
war bei FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten um bis zu einem Zehnfachen gegeniber der

einfachen FLT3-ITD Mutante herabgesetzt. Zudem fand sich ein kompetitiver
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Selektionsvorteil der FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten im Vergleich zu den FLT3-ITD
Mutanten nach Exposition gegentiber SU5614. Es stellte sich natlrlich die Frage, inwieweit
es fur diese Phanomene eine Rolle spielt, ob die Mutationen auf einem oder zwei Allelen
vorhanden sind. Wie es scheint, macht dies einen gro3en Unterschied. Es ist wohl fir die
Resistenzentwicklung gegentber PTK Inhibitoren nétig, dass sich beide Mutationen auf
demselben Allel befinden. Demgegeniber weisen Zellen mit Mutationen auf verschiedenen
Allelen eine Sensitivitdt gegenliber SU5614 auf, die FLT3-ITD Mutanten ahnlich ist. Es
besteht auch kein Wachstumsvorteil dieser Zellen. Die Hypothese dieser Arbeit war nun,
dass im Falle von beiden Mutationen auf demselben Allel ein Phanotyp induziert wird, der
sowohl zu einer verstarkten Kinaseaktivitat als auch zu einer vermehrten STAT5-Aktivierung
fuhrt - und so die beschriebene Resistenzbildung zur Folge hat.

Desweiteren wurde untersucht, ob die Grosse und Lokalisation der ITD Mutation bei FLT3-
ITD-TKD dualen Mutanten eine Bedeutung fiir die Entwicklung von Resistenzen aufweist.
Die vorliegenden Daten zeigen, dass die Grosse und Lokalisation der ITD Mutation dabei

wohl von untergeordneter Bedeutung ist (Bagrintseva, 2005).

In Analogie zu BCR-ABL Genamplifikationen, die Resistenzen gegenlUber Imatinib
induzieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, inwieweit die Amplifikation von FLT3-
ITD eine Rolle spielt. Die Versuche mit den verschiedenen FLT3-ITD Zellen (NPOS) konnten
zwar leichte Sensitivitdtsunterschiede zeigen, die aber im Vergleich zur Resistenz-
entwicklung der dualen Mutanten geringer ausgepragt sind. Es konnte kein
Wachstumsvorteil flr diese Zellinien ermittelt werden. Ein resistenter Phanotyp resultiert
wohl nur, wenn eine Kombination beider Mutationstypen, also sowohl FLT3-ITD als auch
FLT3-TKD auf einem Allel vorhanden sind.

Desweiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass FLT3 duale Mutanten nicht nur
Resistenzen gegenuber PTK Inhibitoren, sondern auch Resistenzen gegenuber dem
Zytostatikum Daunorubicin induzieren kénnen. Als molekularer Mechanismus konnte hier
eine starke STAT5-Aktivierung sowie eine Hochregulation seiner Zielproteine Bcl-x(L) sowie
RADS51 identifiziert werden. Dass die Uberexpression von Bcl-x(L) eine wichtige Rolle bei der
Resistenzentwicklung spielt, konnte dadurch bewiesen werden, dass Bcl-x(L) und ITD
koexprimierende Zellen das Resistenzbild der dualen Mutanten imitieren koénnen.
Interessanterweise konnte der selektive mTOR-Inhibitor Rapamycin die Sensitivitat der
dualen Mutanten wiederherstellen. Welche Implikationen dieser Befund fur kunftige

Therapiestrategien beinhaltet, werden weitere Versuche noch zeigen missen.
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5.2 FLT3-ITD-TKD duale Mutanten fihren zu PTK Inhibitor
Resistenzen — Mechanismen und Folgen far

Therapiestrategien

Resistenzverhalten gegeniber PTK Inhibitoren wurde bis jetzt vor allem bei der chronischen
myeloischen Leukamie (CML) unter Therapie mit dem PTK Inhibitor STI-571 (Imatinib)
untersucht. In Studien mit CML-Patienten war aufgefallen, dass viele Patienten mit
fortgeschrittener Erkrankung anfangs sehr gut auf eine Therapie mit STI-571 angesprochen
hatten, es jedoch schnell zu Rezidiven kam. In der weiteren Untersuchung dieser Patienten
wurden verschiedene Punktmutationen in der Tyrosinkinasedomane von BCR-ABL
gefunden. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese Mutationen zu
Konformationsanderungen der Kinaseregion fuhren und somit die Affinitdt der Kinase
gegeniiber dem Inhibitor vermindern (Gorre et al., 2001; von Bubnoff et al., 2002). Zudem
wurden Hinweise dafilir gefunden, dass mutierte Klone vielfach schon vor der Therapie
existieren, allerdings oft unter der Nachweisgrenze konventioneller Verfahren. Wahrend der
Therapie mit dem PTK Inhibitor kommt es zu einem Selektionsvorteil fiir diese Klone (Shah
et al., 2002).

Bei FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten koénnte es durch &hnliche Mechanismen zur
Resistenzentstehung gegentber SU5614 kommen. Es ist moglich, dass die Mutationen
Veranderungen der Proteintertiarstruktur induzieren, die das Bindungsverhalten von Inhibitor
und Rezeptor im Sinne einer Reduktion der Affinitat beeinflussen. Diese Hypothese wird vor
allem durch die Beobachtung gestitzt, dass Zellen, die Resistenzen gegentber SU5614
zeigen, sensitiv auf den strukturell unterschiedlichen PTK Inhibitor PKC412 reagieren
(Bagrintseva et al., 2004). Dieses Phanomen bietet naturlich die Mdglichkeit, beim Auftreten
von Resistenzen auf einen anderen Inhibitor zu wechseln bzw. durch eine

Kombinationstherapie die Selektion resistenter Klone zu verzégern bzw. zu verhindern.

FLT3 duale Mutanten kdénnen nur in einer Untergruppe von AML-Patienten gefunden
werden. Jedoch zeigen die Resultate deutlich, dass bei FLT3 dualen Mutanten in der
Gegenwart von SU5614 ein kompetitiver Wachstumsvorteil besteht. Dadurch kommt es,
ahnlich der CML, zu einer Selektion der Zellen. Leider proliferieren AML-Blasten im Vergleich
zu Zellen in der chronischen Phase der CML wesentlich schneller, wodurch es schnell zu
Resistenzentwicklungen kommen wird. Dies kdnnte auch der Grund fiir die Beobachtung

sein, dass es bei AML-Patienten initial zu einem guten Ansprechen auf PKC412 kommt,
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jedoch schon nach einigen Wochen Resistenzen auftreten (Stone et al., 2004). Daher sollte
schon im Vorfeld Uberlegt werden, ob es nicht Sinn macht, von Anfang an eine
Kombinationstherapie anzuwenden. Damit kdnnte man diesen Resistenzentwicklungen

vorbeugen.

5.3 FLT3-ITD-TKD duale Mutanten induzieren Resistenzen

gegentber dem Zytostatikum Daunorubicin

Neben der schon erwahnten Resistenzentwicklung gegeniber dem PTK Inhibitor SU5614
fanden sich im Rahmen dieser Arbeit Resistenzen gegenlber dem Zytostatikum
Daunorubicin. Diese Resistenz kann jedoch nicht durch eine Veranderung des
Bindungsverhaltens des Rezeptors erklart werden, zusatzliche Mechanismen missen hierfir
eine Rolle spielen. Auffalligerweise kommt es bei FLT3 dualen Mutanten zu einer
Hochregulierung von STAT5 sowie zu erhéhten Expressionsleveln seiner Zielproteine Bcl-
x(L) und RAD51. Weiterhin sind wahrscheinlich Veranderungen im Zellzyklus wie ein G,M-

Zellzyklus-Arrest von Bedeutung fiir die Entstehung von Resistenzen.

5.3.1 FLT3-ITD-TKD duale Mutanten fuhren zu einer gesteigerten
Aktivierung von STATS

STATSs (Signal transducers and activators of transcription) haben eine Schllisselrolle bei der
intrazellularen, Uber Wachstumsfaktoren regulierten, Signaltransduktion. STAT5 ist ein
wichtiges Signalprotein bei aktivierten FLT3-Rezeptoren. Es ist wahrscheinlich sowohl in
vitro als auch in vivo fir einen Grofdteil seines transformierenden Potentials verantwortlich.
Vor allem fir die FLT3-ITD Mutation und die daraus folgende konstitutive Phosphorylierung
von FLT3 wurde eine verstarkte Aktivierung von STAT5 nachgewiesen (Hayakawa et al.,
2000; Mizuki et al., 2000).

Nun konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass FLT3-ITD-TKD duale Mutanten im
Vergleich zu ITD Mutanten zu einer nochmals erhéhten Aktivitdt von FLT3 und daraus
resultierend zu einer weiteren Aktivierung von STATS5 flihren. Die konstitutive Aktivierung von
STATS hat zur Folge, dass verschiedene Gene, die regulierenden Einfluss auf den Zellzyklus

sowie auf Proliferation, Differenzierung und Apoptose haben, verandert exprimiert werden
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(Nosaka et al., 1999). Man weil3, dass eine verstarkte Aktivierung von STATS zur

Resistenzbildung fihren kann — tUber die vermehrte Expression von Bcl-x(L) und RADS1.

5.3.2 FLT3-ITD-TKD duale Mutanten filhren zu einer Uberexpression
von Bcl-x(L)

Bcl-x(L) gehort zur Familie der bcl-2 Gene, die fir die Regulation des Apoptoseprozesses
verantwortlich sind. Es gibt eine wachsende Anzahl an Daten, die zeigen, dass eine
veranderte Expression der Gene der Bcl-2 Familie einen Einfluss auf die
zytostatikainduzierte Apoptose hat und daraus folgend zu Resistenzen fihrt. Es hat sich
gezeigt, dass eine gesteigerte Expression von Bcl-x(L) ein unabhangiger prognostischer
Faktor flr ein Ansprechen auf Therapie ist. Ein schlechtes Ansprechen wurde vor allem in
der intermedidren zytogenetischen Risikogruppe gefunden (Schaich et al., 2001). Es konnten
bereits Mechanismen identifiziert werden, die erklaren, warum Bcl-x(L) zu einer erhdhten
Resistenz gegeniber Chemotherapeutika fuhrt: Durch Zytostatikatherapie ausgelOste
Zellschaden haben eine proteolytische Aktivierung von Caspasen zur Folge, was aber durch
Proteine wie Bcl-x(L) verhindert werden kann (Ibrado et al., 1996). Desweiteren kommt es im
Normalfall relativ friih in der Apoptose zu einer Stérung der Funktion der Mitochondrien. Die
Expression von Bcl-x(L) kann diesen Mechanismus durchbrechen und so die Fahigkeit zur

Apoptose empfindlich stéren (Heiden et al., 1997).

Diese Daten legten die Hypothese nahe, dass Bcl-x(L) auch bei FLT3-ITD-TKD dualen
Mutanten eine Rolle fir die Resistenzentwicklung spielen kénnte. Es zeigten sich in der Tat
stark erhéhte Expressionslevel im Vergleich zu FLT3-ITD Mutanten. Dass die Erhéhung von
Bcl-x(L) nicht nur ein Nebeneffekt ist, sondern eine grole Bedeutung flr die
Resistenzentwicklung der dualen Mutanten darstellt, konnte durch ITD und Bcl-x(L)
koexprimierende Zellen gezeigt werden, die eine Resistenz gegeniber Zytostatika sowie
gegeniber strukturell unterschiedlichen PTK Inhibitoren induzieren konnten. Wahrscheinlich
resultiert die Uberexpression von Bcl-x(L) in einer primdren Resistenz gegeniiber PTK

Inhibitoren.
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5.3.3 FLT3-ITD-TKD duale Mutanten fihren zu einer erhéhten Expression
von RADS51

Das Gen RAD51 und seine Genfamilie (RAD51B, RAD51C, XRCC2, XRCC3) stehen
momentan sehr im Focus der Forschung. RAD51 ist an vielen Interaktionen beteiligt, die die
Reparatur von DNA-Schaden sowie die Regulation von Zellzyklus und Apoptose beinhalten.
RAD51 spielt eine zentrale Rolle bei der homologen Rekombination, welche als eine
HauptmaBRnahme  zur Reparatur von  schweren DNA-Schaden, wie z.B.
Doppelstrangbriichen, dient (Richardson, 2005). Zusatzlich beeinflusst RAD51 die
Langenregulation von Telomeren, und zwar unabhangig von der Telomeraseaktivitat der
Zellen (Tarsounas et al., 2004). RAD51 scheint eine lebenswichtige Rolle fiir die Stabilitat
des Genoms zu spielen. Dies konnte durch Mause, die defizient fir RAD51 waren und
extrem sensitiv auf DNA-schadigende Substanzen reagierten, gezeigt werden (Smiraldo et
al., 2005).

Eine erhdhte Expression von RAD51 wurde sowohl in verschiedenen immortalisierten
Zellinien als auch in mehreren Primartumoren gefunden. Auch in BCR-ABL exprimierenden
Zellen konnten erhdhte Expressionslevel nachgewiesen werden, die, vermittelt durch BCR-
ABL, sowohl aus einer erhdhten STATS5-Aktivierung als auch aus einem verminderten Abbau
durch die Caspase 3 resultieren. Es wurde beobachtet, dass die Expression von RAD51 mit
Resistenzen gegenuber Zytostatika positiv korrelierte. Gleichzeitig konnte gezeigt werden,
dass die Erniedrigung der Expression von RADS51 verminderte Resistenzen zur Folge hatte
(Slupianek et al., 2001).

Inwieweit RAD51 bei der Resistenzbildung der FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten eine Rolle
spielt, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Bei FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten
konnte eine erhdhte Expression, welche durch STAT5 vermittelt wurde, nachgewiesen
werden. Auf der einen Seite werden durch Daunorubicin Doppelstrangbriiche erzeugt, auf
der anderen Seite spielt RAD51 eine entscheidende Rolle bei der Reparatur dieses DNA-
Schadens. Daher kann angenommen werden, dass RADS51 ein Glied in der Kette
veranderter Parameter ist, die bei FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten speziell zu Resistenzen

gegenlber Zytostatika wie Daunorubicin fihren.
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5.3.4 FLT3-ITD-TKD duale Mutanten fihren zu Veranderungen in der
Zellzykluskontrolle nach DNA-Schadigung

Die zellulare Antwort auf eine Schadigung der DNA ist vielseitig: Sie umfasst eine
Entfernung und Reparatur des Schadens, Checkpoints, die den Zellzyklus koordinieren,
Anderungen in der Transkription zum Vorteil der Zelle sowie die Apoptose. Einen sehr
wichtigen Baustein bilden die Checkpoints im Zellzyklus. Diese Checkpoints sollen
Verzégerungen im Zellzyklus induzieren, um so dessen Progression im Hinblick auf die
Erkennung von Schaden und deren Reparatur zu koordinieren. Zu den Schlisselstellen
gehort zum einen ein Checkpoint kurz vor der Replikation der DNA (G4/S) und zum anderen
ein Checkpoint kurz vor der Trennung der Chromosomen (G./M).

Die Funktion des G1/S-Checkpoints besteht darin, zu ermdglichen, dass Reparaturen vor
dem Eintritt in die S-Phase stattfinden. So soll verhindert werden, dass Mutationen repliziert
werden. Hierbei spielen p53 sowie die Inaktivierung von Cyclin-abhdngigen Kinasen eine
entscheidende Rolle. Falls es trotz Mutationen zu einer Progression im Zellzyklus kommt,
wird die Apoptose eingeleitet.

Der G,/M-Checkpoint kontrolliert, dass die DNA-Replikation komplett stattfindet und
induziert, im Falle von Schaden der DNA, einen Arrest in der Phase G, vor der Mitose (Latif
et al., 2001; Sancar et al., 2004).

Der korrekte Ablauf des Zellzyklus und seiner Checkpoints ist nicht nur flir eine gesunde
Zelle notwendig, sondern auch fir das Ansprechen von Tumorzellen auf zytotoxische
Therapien wichtig. Hier kommt es vor allem auf die Bereitschaft der Zelle an, bei DNA-
Schaden in Apoptose zu gehen. In BCR-ABL exprimierenden Zellen konnte eine
Verzdgerung im Ubergang von der G,- zur M-Phase nachgewiesen werden, was mit einer
Hemmung der Apoptose assoziiert war (Bedi et al., 1995). Dies wurde dadurch erklart, dass
dieser Arrest in der Go-Phase der Zelle genug Zeit gibt, Reparaturen durchzuflihren sowie
die Replikation der DNA und die Teilung der Chromosomen zu vollenden. Da Zytostatika das
Ziel haben, durch DNA-Schaden eine Apoptose zu induzieren, kann dieser Mechanismus zu

einem geringeren Ansprechen auf Zytostatika fiihren (Bedi et al., 1995).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass FLT3-ITD-TKD duale exprimierende Zellen
nach Behandlung mit Daunorubicin in der G,-Phase akkumulieren, und zwar zu einem
wesentlich grélReren Prozentsatz als FLT3-ITD exprimierende Zellen. Dieser G,/M Arrest
erlaubt auch hier, DNA-Schaden zu reparieren und eine Apoptose zu vermeiden. Durch die

Zugabe von PTK Inhibitoren konnte dieser Arrest verhindert werden, was seine Spezifitat
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beweist. Sicherlich spielen diese Stérungen im Zellzyklus neben der STAT5-Aktivierung
sowie der Hochregulation seiner Zielgene Bcl-x(L) und RAD51 eine entscheidende Rolle bei

der Entstehung von Zytostatika-Resistenzen bei FLT3-ITD-TKD dualen Mutanten.

5.4 Therapiestrategien, Moglichkeiten und Entwicklung

Zur Tumorbekampfung gibt es bereits eine Reihe unterschiedlichster Therapiestrategien.
Durch den rasanten Zuwachs an Wissen tber molekulare Vorgange in Tumorzellen wird es
mdglich, neue Ansatze fur Therapien zu entwickeln. Ziel ist hier vor allem, Therapeutika zu
finden, die moglichst selektiv wirken und dadurch eine geringe Toxizitat aufweisen (targeted
therapies). Eine solche Therapiestrategie ist der gezielte Einsatz von Inhibitoren von
Proteintyrosinkinasen. Hier ist im Bereich der Leukamien vor allem der ABL-Inhibitor Imatinib
(STI571) zu nennen, der bei CML-Patienten bereits sehr erfolgreich angewandt wird. Auch
FLT3-Inhibitoren wie z.B. PKC412 zeigen in ersten Studien vielversprechende Resultate.
Doch mit dem ersten Erfolg waren auch schnell die Schattenseiten dieser neuen
Medikamentgruppe, ahnlich den der konventionellen Therapeutika, erkennbar: die
Entwicklung von Resistenzen. Nun steht die Verhinderung der Resistenzentstehung bzw.

das Uberkommen von schon vorhandenen Resistenzen im Focus der Forschung.

5.4.1 Kombinationstherapien

Eine Moglichkeit, Resistenzentwicklungen zu vermindern, besteht in der Anwendung von
Kombinationstherapien. Dabei kdnnen sowohl verschiedene Inhibitoren untereinander als
auch konventionelle Zytostatika mit Inhibitoren kombiniert werden. Synergistische Effekte
wurden zum Beispiel bei der Kombination von Imatinib und Interferon Alpha, Hydroxyurea,
Ara-C sowie Daunorubicin in BCR-ABL-exprimierenden Zellen beobachtet (Thiesing et al.,
2000).

Rapamycin ist ein Inhibitor der Serin-Threonin Kinase mTOR (mammalian target of
Rapamycin), ein wichtiger Regulator mit antibakteriellen, fungiziden, immunsuppressiven
sowie antiproliferativen Eigenschaften (Hidalgo & Rowinsky, 2000). Fir Rapamycin konnte
gezeigt werden, dass es in Kombination mit PTK Inhibitoren Resistenzen tiberkommen kann.

Dies konnte sowohl flir Imatinib-resistente Mutanten von BCR-ABL gezeigt werden, als auch
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fur PKC412-resistente Mutanten von FLT3. Rapamycin wirkt dabei synergistisch mit dem
jeweiligen PTK Inhibitor (Imatinib oder PKC412) (Mohi et al., 2004).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Sensitivitdt von FLT3 dualen
Mutanten gegenuber SU5614 durch Rapamycin wiederhergestellt werden konnte. Die dabei
bendtigte Konzentration an Rapamycin lag in dem Bereich, der therapeutisch zur

Immunsuppression nach Organtransplantationen erreicht wird.

5.4.2 Angriff auf resistenzfoérdernde Gene

Da antiapoptotische Proteine, wie die der Bcl-2 Familie, in Tumorzellen oft berexprimiert
werden, sind sie ins Zentrum der Aufmerksamkeit gerlickt. Das Ziel neuer Therapeutika ist,
in Zellen durch die selektive Inhibition dieser Gene Apoptose zu induzieren. In einem
Therapieansatz wird versucht, die Proteinlevel durch Antisense-Molekile zu reduzieren. In
einem anderen Ansatz wurden spezielle kleinmolekulare Inhibitoren entwickelt. Zusatzlich
versucht man, Moleklle zu identifizieren, die die Proteine binden und kontrollieren konnen
(Gardner, 2004).

Fur Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereiches (HNSCC) konnte gezeigt werden,
dass die Kombination von Antisense-Molekilen und Chemotherapeutika (hier Cisplatin und
Etoposid) in vitro einen positiven Effekt hatte, indem sie zur vermehrten Apoptoseinduktion
fuhrte (Sharma et al., 2005).

Um dem resistenzférdernden Effekt einer erhdéhten Expression von RAD51
entgegenzuwirken, wurde ebenfalls versucht, diverse Therapiestrategien zu entwickeln.
Einer dieser Versuche besteht darin, eine siRNA (short interfering RNA) in den Tumor
einzuschleufRen, die dann die Expression von RAD51 durch einen Verdau von dessen
mRNA gezielt supprimieren soll. Erste Erfolge konnten in vivo und in vitro gezeigt werden.
Die Transkriptlevel von RADS51 konnten durch dieses Verfahren um ungefahr 25% gesenkt
werden, wahrend die Sensitivitat gegentiber einem Zytostatikum (hier Cisplatin) gesteigert

werden konnte (Ito et al., 2005).

Andere zielgerichtete Therapieansatze umfassen Modulatoren von Efflux-Pumpen (z.B.
gegen P-glycoprotein), die durch ihre Eigenschaft als Membranpumpen Chemotherapeutika
aus der Zelle schleusen und so zu Resistenzen filhren. Weitere Ansatze sind Therapeutika

gegen CD33, ein Oberflachenmolekiil, welches auf den meisten AML-Blasten exprimiert
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wird. Auch Agenzien mit Einfluss auf die Angiogenese werden in klinischen Studien
untersucht (Tallman et al., 2005).

Jedoch zeichnet sich schon jetzt in klinischen Studien ab, dass viele dieser neuen

Substanzen als Monotherapie keine ausreichende klinische Aktivitat haben. Die grolde

Chance dieser neuen Agenzien besteht in ihrer Kombination mit herkdmmlichen Therapien.
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6. Zusammenfassung

FLT3 (fms-like tyrosine kinase 3) ist bei ca. 30% aller Patienten mit akuter myeloischer
Leukdmie konstitutiv aktiviert und reprasentiert einen krankheitsspezifischen molekularen
Marker. Zwei verschiedene Arten von Mutationen sind hierbei vorherrschend: ITD (internal
tandem duplications) im Bereich der juxtamembrandsen Region sind bei ungefahr 20-25%
der Patienten nachweisbar sowie Mutationen im Bereich der Tyrosinkinasedomane (TKD),
die bei bis zu 8% der AML-Falle auftreten. Es wurde bisher davon ausgegangen, dass die
beiden Mutationstypen nicht im gleichen Patienten auftreten, da sie eine funktionelle
Redundanz aufweisen. Neuere Daten zeigen jedoch, dass 1-2% aller AML-Patienten beide
Mutationen (FLT3-ITD-TKD, duale Mutanten) tragen. Die Signifikanz dieser Beobachtung ist
noch unklar, erste Studien haben jedoch gezeigt, dass diese dualen Mutationen mit einer

besonders schlechten Prognose assoziiert sind.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass FLT3 duale Mutanten in in vitro
Modellsystemen nicht nur Resistenzen gegeniber PTK Inhibitoren, sondern auch gegeniber
dem Zytostatikum Daunorubicin induzieren kdénnen. Als molekularer Mechanismus hierfur
konnte eine verstarkte Aktivierung von STAT5 (signal transducer and activator of
transcription 5) sowie eine erhdhte Expression der STAT5-Zielproteine Bcl-x(L) und RAD51
identifiziert werden. DarlUber hinaus konnte ein Arrest in der Go/M Phase des Zellzyklus
beobachtet werden. Dieser Zellzyklusarrest erlaubt, DNA-Schaden zu reparieren und eine
Apoptose zu vermeiden.

Dass die Uberexpression von Bcl-x(L) den wohl kritschen Punkt bei der
Resistenzentstehung von FLT3-ITD-TKD Mutationen ausmacht, konnte dadurch bewiesen
werden, dass Bcl-x(L)- und ITD- koexprimierende Zellen das Resistenzbild der dualen
Mutanten imitieren koénnen. Interessanterweise konnte der selektive mTOR-Inhibitor
Rapamycin in Kombination mit PTK Inhibitoren die Sensitivitdt der dualen Mutanten

wiederherstellen.
Diese Arbeit beschreibt die molekularen Grundlagen von Resistenzbildungen gegeniber

FLT3 PTK Inhibitoren und zeigt gleichzeitig therapeutische Ansatze auf, um Resistenzen zu

verhindern oder zu Uberkommen.
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8.Anhang

8.1 Abktlrzungsverzeichnis

o AK: Antikérper

e AML: Akute Myeloische Leukamie

e Ara-C: Cytosin-Arabinosid

e Bcl-x(L): Mitglied der Bcl-2 family

e bp: base pairs

e BSA: Bovines Serumalbumin

e CML: Chronische myeloische Leukamie
e CSF: Colony Stimulating Factor

e CSFR: Colony Stimulating Factor Receptor
e DMSO: Dimethylsulfoxid

o DNA: Desoxyribonucleid Acid

e DSMZ: Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen
o FAB: French-American-British-Group

o FACS: DurchfluRzytometrie

e FCS: Fotales Kalberserum

e FLT3: fms-like tyrosine kinase-3

e GFP: Green Fluorescence Protein

e IgD: Immunglobulin-ahnliche Doméne

e |L: Interleukin

e |TD: Internal Tandem Duplication

e JM: Juxtamembrandse Domane

e kD: Kilodalton

e KIT: Receptor for stemm cell factor

e LM: Length Mutation

e MAP: Mitogen Activated Protein

¢ MDS: Myelodysplastische Syndrom

¢ MPD: Myeloproliferative Disease

¢ MPS: Myeloproliferatives Syndrom

o mRNA: Messenger Ribonucleic Acid

e MT: Mutation
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mTOR: mammalian Target Of Rapamycin
PBS: Phosphat Buffered Saline

PCR: Polymerase Chain Reation
PDGFR: Platelet Derived Growth Factor Receptor
PTK: Proteintyrosinkinase

PXase: Peroxidase

RNA: Ribonucleic Acid

Rpm: Rounds per minute

SBB: Sudan Black

SDS: Natriumdodecylsulfat

siRNA: short interfering RNA

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription

TK: Kinasedomane

TKD: Tyrosine Kinase Domain
TM. Transmembrandse Region
Wt: Wildtyp

YFP: Yellow Fluorescence Protein
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