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1 Einleitung

1.1  Philadelphia positive Leukamien

1.1.1 Das Philadelphia Chromosom

Die Philadelphia-Translokation war eine der ersten chromosomalen Aberrationen, die
mit dem VVorkommen einer bestimmten Neoplasie korreliert wurde. Schon 1960 wurde im
Falle der chronisch myeloischen Leukdmie (CML) ein verklrztes Chromosom 22
beschrieben (Nowell and Hungerford, 1960). Spater konnte mittels verbesserter
Bandentechnik gezeigt werden, dass dem verkiirzten Chromosom 22 eine balancierte,

reziproke Translokation zwischen dem Chromosom 9 und 22 (t(9;22)(g34;911) zugrunde

lag (Rowley, 1973) (siehe |JAbbildung 1), die nach ihrem Entdeckungsort Philadelphia-
Translokation genannt wurde.

A B

Q22
RN 3 q11)

22
reciprocal
trarslocation
BCR-A81
gene D:l

BCR-ABL
fuzion protein

Abbildung 1: Die beteiligten Chromosomen bei der Philadelphia-Translokation. (A)
Chromosomen mittels Bandentechnik angefarbt (lilbernommen von Heisterkamp and Groffen,
2002). (B) Schematische Darstellung der Philadelphia-Translokation mit dem resultierenden
Genprodukt und dem Bcr-Abl Fusionsprotein (lilbernommen aus Genes and Disease, NCBI)
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Weitere Untersuchungen zeigten, dass durch diese Translokation die ,,Breakpoint-
Cluster-Region“ (BCR) auf Chromosom 22 mit dem c-abl Gen von Chromosom 9
fusioniert wurde (de Klein et al., 1982). Dieses Hybrid-Gen wurde nach den beteiligten
Gen-Loci bcr-abl genannt. Sowohl im bcr-Locus als auch im abl-Locus kann die
Translokation durch verschiedene Bruchpunkte entstehen. Dabei ist immer ein fester
Anteil des abl-Gens involviert, wahrend der Anteil des bcr-Gens variabel ist und so
unterschiedliche bcr-abl-Hybride erzeugt. Interessanterweise fiihren diese im gewissem
Umfang auch zu unterschiedlichen leukdmischen Phanotypen. Die Fusion von c-abl an bcr
fuhrt jedoch in allen Féllen zu einer konstitutiven Aktivierung der Abl-Tyrosinkinase.
Zahlreiche Experimente in Zellkultur und in Tiermodellen konnten die Wichtigkeit dieser
Aktivierung von c-Abl fur die transformierende und leukdmogene Potenz von Bcr-Abl

belegen.

1.1.2  Klinisches Erscheinungsbild und Epidemiologie Ph-positiver Leukamien

Die Fusion von bcr an das abl Proto-Onkogen kann je nach Bruchpunkt drei
verschiedene bcr-abl Isoformen erzeugen, die mit unterschiedlichen Typen von Leuk&mien
assoziiert sind: p185, p210 und p230. Die Isoform p185 ist assoziiert mit 20-30% der
akuten lymphatischen Leuk&mie (ALL), p210 mit 90% der Falle einer chronisch
myeloischen Leukdmie (CML), und p230 mit einem Teil der Patienten mit chronischer
neutrophiler Leukdmie (CNL).

1.1.2.1 CML

Die CML betrifft meist altere Menschen. Das mittlere Alter fur eine Erstdiagnose
betragt 45-55 Jahre. Die Inzidenz der Erkrankung liegt bei 1-2 Fallen pro 100 000

Einwohner.

Vom biologischen Gesichtspunkt kann man die CML als eine klonale,
myeloproliferative Erkrankung definieren, die von hamatopoetischen Stammzellen
ausgeht. Charakteristisch fur die Erkrankung ist eine erhOhte Zahl an weiRen
Blutkorperchen (normalerweise 50.000-300.000/ul) mit einer hohen Anzahl an reifen
Neutrophilen mit Metamyelocyten und Myelozyten und wenig Blasten. Ein weiteres

Charakteristikum ist der stadienhafte Verlauf der Erkrankung. Sie beginnt mit einer
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chronischen Phase, die eine uncharakteristische Symptomatik aufweist, und geht nach 2-3
Jahren Uber eine Akzelerationsphase in die terminale Blastenkrise tber. Wéhrend dieses
aggressiven Stadiums zeigt die Erkrankung ein polysymptomatisches Krankheitsbild, dass
durch Fieber, Nachtschweil}, Gewichtsverlust und Schwellungen von Milz und Leber
gekennzeichnet ist. Eine Kontrolle der peripheren Leukozyten- und Thrombozytenzahl
kann durch Chemotherapeutika nicht mehr ausreichend erfolgen. Die reguldre
Hé&matopoese im Knochenmark wird zunehmend durch den malignen Zellklon verdréngt,

was Andmien und Thrombozytopenien zur Folge hat.

Dieses finale Stadium der Blastenkrise zeichnet sich durch eine Blockierung der
Differenzierung der malignen Zellen aus. Im peripheren Blut finden sich dadurch meist
mehr als 30% undifferenzierter, blastérer Zellen, wobei diese meist myeloischen (ca. 60%)
oder B-lymphoiden Ursprungs (ca. 30%) sind. Bei einem B-lymphoiden Ursprung der
Blasten entspricht das Krankheitsbild weitgehend einer ALL, wahrend die malignen Zellen
bei einem myeloischen Ursprung denen einer akuten myeloischen Leuk&mie gleichen. Des
weiteren treten extramedulldre, leukdmische Infiltrate auf. Die Blastenkrise fihrt, trotz
Behandlung, meist innerhalb von wenigen Monaten zum Tod, hdufig durch Infektionen,

Blutungen oder einen terminalen Blastenschub mit Multiorganversagen.

1.1.2.2 ALL

Die ALL wird definiert als eine maligne Erkrankung der Lymphopoese, die durch die
klonale Proliferation undifferenzierter lymphatischer Zellen charakterisiert ist. Die
Inzidenz der ALL betrégt 1:100 000.

Ca. 20-30% der Félle einer ALL sind mit einer Philadelphia-Translokation assoziiert. In
diesen Patienten spielt das Bcr-Abl Fusionsgen eine ursachliche Rolle in der
Leukdmogenese und ist essentiell fir die leuk&mische Transformation. Die klinischen
Symptome der Philadelphia-positiven (Ph-positiven) ALL entsprechen grofitenteils denen
der lymphatischen Blastenkrise (z.B. Schwéchegefiihl, Blutungen, Infektanfalligkeit und
Knochenschmerzen). Die Ursache dafir ist vor allem in der Verdrangung der normalen

Hé&matopoese, insbesondere der Erythropoese, durch den malignen Zellklon zu sehen.
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GemaR zytochemischen und immunzytologischen Kriterien handelt es sich bei der Ph-
positiven ALL um eine B-Vorlaufer-ALL, verursacht durch einen tiefgreifenden
Differenzierungsstop in der B-Zell-Reihe. Die Frage, ob es sich bei der Ph-positiven ALL
um eine eigenstandige Krankheit handelt oder um eine erst zum Zeitpunkt der Blastenkrise

diagnostizierte CML, wird in der Literatur kontrovers diskutiert (Radich, 2001).

1.1.2.3 CNL

Die CNL ist eine sehr seltene myeloproliferative Erkrankung, charakterisiert durch eine
Vermehrung tUberwiegend ausgereifter neutrophiler Granulozyten. Die CNL verlauft meist
weit weniger aggressiv als die CML oder Ph-positive ALL. Pane et al. (1996) konnten bei
einigen Patienten eine Philadelphia-Translokation und die Expression von p2305¢®

nachweisen.

1.1.3 Therapie Philadelphia-positiver Leuk&amien

1.1.3.1 Konventionelle Therapieansatze bei CML und ALL

Als konventionelle Therapien werden vor allem einerseits die allogene Knochen-
markstransplantation (KMT) mit méglichst weitgehend HLA-kompatiblem Knochenmark
von verwandten oder nichtverwandten Spendern und zum anderen der Einsatz von
verschiedenen Chemotherapeutika (Hydroxyharnstoff, Cytosinarabinosid) verwendet. Des
weiteren wird bei der CML h&ufig Interferon-o eingesetzt.

Fur den Patienten ist jede der oben genannten Therapien problematisch. Eine KMT
bedarf geeigneter Spender und ist mit hoher Toxizitat verbunden. Sie wird deshalb vor
allem bei jlngeren Patienten (<50 Jahre) durchgefuhrt, bei denen die Erfolgsaussichten
weitaus groRer sind als bei &lteren Patienten (>50 Jahre). Die Verwendung von
Chemotherapeutika und Interferon-a kann den Patienten nicht dauerhaft heilen und fiihrt
zudem meist zu erheblichen Nebenwirkungen. Bei der ALL wird wegen der schlechten
Ansprech- und Remissionsraten der Chemotherapie wann immer moglich nur die allogene
KMT durchgefiihrt.
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1.1.3.2 ,,Small molecule drugs*: Der Tyrosinkinase-Inhibitor ST1571

Als eine neue, innovative Therapiemdglichkeit sind in den letzten Jahren immer mehr
sogenannte ,,small molecule drugs* entwickelt worden. ,,Small molecule drugs“ sind
niedermolekulare Substanzen, die ein fir die Krankheit relevantes Protein blockieren. Sie
stellen also ein Mechanismus-basiertes Medikament dar. Die Ph-positiven Leukdmien
gelten als ein Paradebeispiel fiir die erfolgreiche Anwendung solcher Medikamente.

Fur die Induktion der Leuk&mie durch Bcr-Abl ist eine konstitutive Aktivierung der
Abl-Tyrosinkinase im Bcr-Abl Fusionsprotein essentiell. Eine Blockierung der ATP-
Bindestelle durch einen kompetitiven Inhibitor und die damit verbundene Inaktivierung der
Tyrosinkinase in Bcr-Abl galt daher schon seit ldngerem als ein vielversprechender
Therapieansatz (Warmuth et al., 1999). 1996 wurde von Druker und Kollegen im
Tiermodell die therapeutische Wirksamkeit einer Substanz mit dem Namen STI571
(,,Imatinib®, CGP57148) berichtet, die nach dem oben genannten Prinzip zu funktionieren
schien. STI571 ist ein Phenylaminopyrimidin-Derivat, welches spezifisch die Abl-Kinase,
Stammzellfaktor-Rezeptor-Kinase (c-Kit) und PDGF-Rezeptor-Kinase inhibiert.

Wie die Kristallstruktur der Abl-Kinase-Domane mit einem STI571-Derivat zeigte,
bindet der Inhibitor in eine ,, Tasche“, die benachbart zur ATP-Bindungsstelle liegt
(Schindler et al., 2000) (siehe [Abbildung 2). Eine wesentliche Vorraussetzung dafiir
scheint eine inaktive Kinase-Domane zu sein, die zu einer geschlossenen Konformation der
Aktivierungsschleife flhrt (Schindler et al., 2000). In aktiven Kinasen stabilisiert eine
offene Konformation die Aktivierungsschleife und bildet eine Plattform flr die Bindung
von Substraten aus. Diese aktive Konformation der Schleife ist in allen bekannten
Strukturen von aktiven Kinasen sehr &hnlich. Die Konformation der Aktivierungsschleife
in inaktiven Kinasen weist dagegen hdufig groRe Unterschiede auf. Die Bindung von
STI571 an die inaktive Kinase konnte daher eine Erklarung fur die hohe Spezifitat der

Substanz sein.
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Abbildung 2: Bindungsmodus des STI1571-Derivats an die Abl-Kinase. Ein STI571-Derivat
(blau) bindet in eine definierte Tasche (Aminosduren, gelb dargestellt) der Abl-Kinase. Das
Computermodell wurde mittels WebLab ViewerPro Software (Cambridge, England) erstellt und
basiert auf den verdffentlichten Koordinaten des AbI/STI571 Kristallstruktur-Komplexes
(Schindler et al., 2000).

In Zellkultur-Experimenten sowie an Patientenmaterial konnte gezeigt werden, dass
STI571 tatsachlich das Uberleben Ber-Abl-positiver, nicht aber negativer Zellen hemmte
(Carroll et al., 1997; Deininger et al., 1997; Druker et al., 1996). Langzeit-Kulturen von
Knochenmark, die mit STT571 in vitro kultiviert wurden, zeigten eine reduzierte Anzahl
an CML-Vorlauferzellen, aber nur wenig Toxizitat auf normale Zellen (Kasper et al.,
1999). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass STI571 auch in einem Mausmodell die

Expansion humaner Ph-positiver- Zelllinien verminderte (le Coutre et al., 1999).

Auch in der Klinik ist STI571 inzwischen als Therapiemdglichkeit bei Ph-positiven
Leuk&mien etabliert. Zahlreiche klinische Studien konnten die Wirksamkeit des Inhibitors
belegen. Bei CML Patienten in der spateren chronischen Phase, die eine Kklinische
Interferon-a-Resistenz  aufwiesen, fiihrte STI571 in 98% der Falle zu einer
héamatologischen Remission mit Normalisierung des peripheren Blutbildes. Diese
Remissionen waren unter kontinuierlicher Verabreichung von STI571 stabil (Druker et al.,
2001b).

Weniger erfolgversprechend sind die Ergebnisse der Studien bei CML-Patienten in der
Blastenkrise oder bei Ph-positiven B-ALL-Patienten. Diese Patienten sprachen meist

ebenfalls gut auf STI571 an, jedoch war dieser Effekt im Patienten nicht stabil (Druker et
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al., 2001a). In einer Phase-I-Studie entwickelten Gber 90% der Patienten mit Ph-positiven
B-ALL und 82% der Patienten in der Blastenkrise ein Rezidiv, die Leukdmie wurde

gegenuber STI571 resistent.

1.1.3.3 Mechanismen der Resistenzentstehung gegen STI571

Grundsatzlich muss man zwei Mechanismen fir die Entstehung eines Rezidivs trotz
kontinuierlicher STI571 Verabreichung unterscheiden. Zum einen kann Resistenz durch
eine Reaktivierung der Abl-Kinase in Bcr-Abl verursacht werden. Eine solche
Reaktivierung kann durch eine Punktmutation in Bcr-Abl an einer fir die STI571-Bindung
wichtigen Position erfolgen. Eine weitere Moglichkeit ist die Amplifikation oder die
Uberexpression des Bcr-Abl Gens. Der damit verbundene Anstieg von Kinase-Aktivitat
kann so von STI571 nicht mehr ausreichend blockiert werden (le Coutre et al., 2000). Eine
Reaktivierung der Abl-Kinase kann auch Bcr-Abl unabhéngig erfolgen, zum Beispiel
(z.B.) durch eine Uberexpression des MDR-Gens (,,multiple drug resistance®) und dem
aktiven Transport des Inhibitors aus der Zelle (Mahon et al., 2000).

2001 fand Gorre et al. in Patienten eine Punktmutation, die im Bcr-Abl Protein an der
Position 315 ein Threonin statt eines Isoleucins aufwies und dadurch die Bindung des
Inhibitors verhinderte. Inzwischen wurden zahlreiche weitere Punktmutationen in
Patienten gefunden, welche die Bindung von STI571 an Bcr-Abl negativ beeinflussen
(Roumiantsev et al., 2002; Shah et al., 2002; von Bubnoff et al., 2002). Die darin berichtete
Hé&ufigkeit solcher Mutationen in resistenten Patienten liegt zwischen 30-90%, wobei
davon am haufigsten (ca. 60%) die Aminosauren an den Positionen 253, 255, 315 und 351
betroffen waren. Auch eine Amplifikation des Bcr-Abl-Gens wurde in STI571-resistenten
Patienten gefunden (Gorre et al., 2001).

Die zweite Mdglichkeit, eine Resistenz gegeniiber STI571 zu entwickeln, besteht in
dem Auftreten von sekundaren Mutationen. Bcr-Abl greift in eine Vielzahl von
Signalkaskaden ein, die das Uberleben der Zelle oder das Fortschreiten des Zellzyklus
positiv beeinflussen. Dazu gehort z.B. der Ras-Signalweg, die Signalwege von PI3/AKT,
Jak/STAT und die Signalwege ausgehend von der Src-Kinasen-Familie. Durch sekundére
Mutationen kdnnten Proteine aus diesen Signalwegen in die Lage versetzt werden, die

transformierende Funktion von Bcr-Abl zu Gbernehmen. Dabei wird die Kinase-Aktivitat
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von Bcr-Abl weiterhin durch STI571 inhibiert, doch die konstitutive Aktivierung der
Signalkaskaden, die fir das Fortschreiten der Leuk&mie wichtig sind, findet immer noch

durch die sekundar mutierten Proteine statt.

Das haufige Auftreten von Mutationen und daraus resultierenden Resistenzen, vor allem
in der Blastenkrise und der B-ALL, wird oft mit einer besonderen genomischen Instabilitat
bei Ph-positiven Patienten erklart. Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass in einem
Mausmodell die Expression von Bcr-Abl eine genetische Instabilitat induzierte (Salloukh
and Laneuville, 2000). Eine mogliche Erklarung kénnte in der negativen Regulierung von
DNA-Reparaturproteinen liegen. CD34-positive Zellen von CML Patienten exprimieren
im Vergleich zu Neuroblastoma-Patienten deutlich weniger PKcs (,,DNA-dependent
protein kinases”), die Teil eines der wichtigsten Reparatursysteme fiir DNA-
Doppelstrangbriiche und V(d)J-Rekombinationen ist. Weiterhin konnte in einem
induzierbaren Zellkultur-System gezeigt werden, dass Bcr-Abl die Expression dieser PKcs
herunterregulierte (Deutsch et al., 2001).

Aufgrund der auftretenden Resistenzen gegenliber dem Inhibitor STI571 ist eine
Heilung Ph-positiver Leukdmien nur eingeschrankt moglich. Wegen des komplexen
Spektrums an Mutationen, die im Bcr-Abl Gen die Bindung des Inhibitors verhindern
konnen, ist eine zweite Generation von Abl-Inhibitoren mit Aktivitat gegentber allen Bcr-
Abl Mutanten nur schwer vorstellbar. Ein alternativer Angriffspunkt fiir Inhibitoren konnte
jedoch eine Blockierung von Proteinen innerhalb der Signalkaskaden sein, die von Bcr-Abl
induziert werden und wichtig fur den Transformationsprozess sind. Die Induktion der
Leuk@mie konnte so durch Inhibition eines zweiten Proteins, unabhéngig von der Kinase-

Aktivitat von Bcer-Abl, gestoppt werden.

1.1.4  Aktivierung verschiedener Signalkaskaden durch Bcr-Abl

Die zellulare Proteinkinase c-Abl gehort zur Familie der Nicht-Rezeptor Tyrosin-
Kinasen. Ihre Kinase-Aktivitat und ihre Lokalisation sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern wird vom zellularen Kontext (Pendergast et al., 1991; Van Etten et al., 1989) und
extrazellularen Stimuli (Lewis et al., 1996), wie z.B. vom Kontakt zur extrazellularen
Matrix, streng kontrolliert. Im Gegensatz dazu besitzt Bcr-Abl eine deregulierte,

konstitutiv aktive Tyrosinkinase-Aktivitat (Konopka et al., 1984) und ist ausschlieBlich im
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Zytoplasma lokalisiert, wo es mit einer Vielzahl an Proteinen des Zytoskeletts assoziiert ist
(McWhirter and Wang, 1991; McWhirter and Wang, 1993). Dadurch kann Bcr-Abl eine
Vielzahl von Signalmolekiilen des Zytoplasmas und des Zytoskeletts konstitutiv aktivieren,
was fur die Bcr-Abl induzierte Leukdmogenese wichtig zu sein scheint. Durch
verschiedene experimentelle Ansdtze wurde bisher die transformierende Potenz des Ras-
Signalwegs, des Jun-Kinase Signalwegs und des PI3-Kinase belegt (Raitano et al., 1995;
Sawyers et al., 1995; Skorski et al., 1997).

1.1.4.1 Aktivierung des Ras-Signalwegs

Ras-Proteine gehdren zu der Superfamilie der monomeren GTPasen. Sie sind aktiv,
wenn sie GTP (Guanintriphosphat) gebunden haben, und inaktiv bei gebundenen GDP
(Guanindiphosphat). Durch die Hydrolyse von GTP durch GAP-Proteine (GTPase
activating proteins), aber auch durch die Freisetzung des gebundenen GDPs, vermittelt
durch GEF-Proteine (Guanin nucleotide Exchange Factors), kann die Aktivitat der Ras-
Proteine genau reguliert werden. lhre Hauptaufgabe besteht in der Weiterleitung von
Signalen der Zelloberflache zu anderen Teilen der Zelle. Ras- Proteine geben z.B. Signale
von Rezeptor-Tyrosinkinasen zum Zellkern weiter, um dort Zellproliferation und
Differenzierung zu stimulieren. Der Kontakt zwischen Rezeptor und den Ras-Proteinen
wird durch Adaptermolekiile vermittelt. Daflr bildet sich ein membrannaher Komplex aus,
der aus den Adapterproteinen wie Shc, Grb2 und CRKL, sowie dem GEF-Protein Sos
besteht. Bindet der Rezeptor seinen Liganden und wird so aktiviert, kann er Sos
phosphorylieren, welches durch die Adaptermolekdile in raumlicher Nahe gehalten wird.
Die Aktivierung von Sos vermittelt nun die Abspaltung des GDPs in Ras. Daraufhin kann
Ras ein GTP binden und in seiner aktiven Form verschiedene Signalwege anschalten. Eine
der prominentesten Signalkaskaden, die aktives Ras initiieren kann, ist die Serin/Threonin

Phosphorylierungs-Kaskade der MAP-Kinasen (mitogen-activated protein kinases).

Mandanas et al. konnten in verschiedenen Bcr-Abl-positiven Zellen eine Aktivierung
von Ras zeigen (Mandanas et al., 1993). Der genaue Mechanismus der Aktivierung von
Ras durch Bcr-Abl ist jedoch noch unklar. Alles deutet darauf hin, dass verschiedene
Signalwege von verschiedenen Stellen innerhalb des Bcr-Abl-Proteins induziert werden
konnen. Die Aktivierung von Ras setzt die Bildung eines Bcr-Abl/Adaptermolekiil/Sos-
Protein-Komplexes voraus. Zum einen kann dieser Komplex durch die Bindung der SH2-
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Domane von Grb2 an das Tyrl77 von Bcr-Abl zustande kommen. Ber-Abl Mutanten an
Tyrl77 verhindern die Grb2-Bindung und sind nicht mehr in der Lage, primére
Knochenmarkskulturen oder Ratl-Fibroblasten zu transformieren (Pendergast et al., 1993).
Ber-Abl kann aber auch Shc direkt phosphorylieren und so die Bildung eines Shc-Grb2-
Sos-Komplexes vermitteln (Matsuguchi et al., 1994), oder es rekrutiert und phosphoryliert
CKRL uber seine CRKL-Bindestelle (Sattler and Salgia, 1998). Die effiziente Aktivierung
des Ras-Signalweges erfolgt wahrscheinlich im Zusammenspiel aller drei Adaptermolekiile
(Grb2, Shc und CRKL).

Die Bedeutung des Ras-Signalweges fur die transformierende Wirkung von Bcr-Abl ist
in zahlreichen Arbeiten beschrieben worden. Dominant-negative Mutanten von Ras, Grb2
und Raf (einer MAP-Kinase-Kinase-Kinase) konnten die Transformation hdmatopoetischer
Zellen durch Bcr-Abl blockieren (Cortez et al., 1996; Gishizky et al., 1995; Salomoni et
al., 1998; Sawyers et al., 1995). Weiterhin induziert Ber-Abl Uber den Ras-Signalweg die
Expression von Bcl-2, eines anti-apoptotischen Proteins der Bcl-2 Familie (Sanchez-Garcia
and Martin-Zanca, 1997).

1.1.4.2 Aktivierung des PI13/Akt-Signalwegs

Einer der wichtigsten intrazellularen Signalwege, der zu Zellwachstum fuhrt, wird von
der Phosphatidylinositol-3-kinase (P13-Kinase) initiiert. Die PI3-Kinase wird von
Rezeptoren aktiviert und phosphoryliert keine Proteine, sondern Inositol-Phospholipide.
Dadurch entstehen Phosphatidylinositol (P1) 3,4-bisphosphat und PI-3,4,5-trisphosphat.
Diese dienen als Plattformen fur Signalmolekdle, die so in Signalkomplexen zusammen-
gebracht werden und fur eine Weiterleitung des Signals von der Zelloberflache in die
einzelnen Kompartemente der Zelle sorgen. Die Bindung an diese Plattform erfolgt vor
allem durch die PH-Doméne (,,Pleckstrin-homology domain®) der Signalmolekiile.
Beispiele fiir Proteine mit einer PH-Domaéne sind Akt (auch Proteinkinase B genannt) und
PDK1 (,,Phosphatidylinositol-dependent kinase*). Beide werden mit Aktivierung der P13-
Kinase an der Membran lokalisiert. Akt andert dadurch seine Konformation und kann von
PDKZ1 phosphoryliert werden. Fur eine Aktivierung von Akt missen sowohl Threonin 308
als auch Serin 473 phosphoryliert werden. Dies wird von PDK1 zusammen mit PDK2
vermittelt (Datta et al., 1999).
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Die PI3-Kinase-Aktivitat kann durch Bcr-Abl reguliert werden und ist notwendig fur
das Wachstum Ph-positiver Zellen. Mit spezifischen Antisense-Oligonukleotiden fir die
p85-Untereinheit der PI3-Kinase konnte die Koloniebildung von CD34+ CML Zellen
blockiert werden (Skorski et al., 1995). Auch die Aktivierung von Akt scheint fir die
transformierende Funktion von Bcr-Abl wichtig zu sein. Die Expression einer dominant
negativen Mutante von Akt, zusammen mit Bcr-Abl, verringerte stark die Induktion eines

leuk&mischen Phanotyps in der Maus (Skorski et al., 1997).

1.1.4.3 Aktivierung des Jak/STAT-Signalwegs

Der Jak/STAT-Signalweg stellt der Zelle einen der direktesten Wege zur Verfligung,
Signale von der Zelloberflache in den Zellkern zu leiten. Bisher wurden 4 Janus Kinasen
(Jak) isoliert: Jakl, Jak2, Jak3 und Tyk2. Jede von ihnen ist mit einem bestimmten
Zytokin-Rezeptor assoziiert. Mit Dimerisierung des Rezeptors nach Ligandenbindung
konnen sie sich gegenseitig phosphorylieren und aktivieren. AnschlieRend phosphorylieren
sie spezifische Tyrosinreste im Rezeptor, die als Andockstelle fiir STAT-Faktoren (,,signal
transducers and activators of transcription®) benutzt werden koénnen. Die gebundenen
STAT-Proteine werden ebenfalls von den Jaks phosphoryliert und dissoziieren vom
Rezeptor. Insgesamt sind 7 STAT-Proteine bekannt: STAT1 — 4, STAT 5A, STAT5B und
STATG6. Die Phosphorylierung der STAT-Proteine fuhrt schlieBlich zu der Bildung von
stabilen Homo- oder Heterodimeren, die in den Zellkern wandern und dort als

Transkriptionsfaktoren spezifisch wirken kénnen.

Auch Bcr-Abl kann den Jak/STAT-Signalweg initiieren. In hdmatopoetischen Zelllinien
fuhrt Ber-Abl zu einer konstitutiven Aktivierung von STAT5, STAT1 und STAT3, wobei
STAT5 am prominentesten aktiviert zu sein scheint (llaria and Van Etten, 1996). Da
dominant negative Mutanten von Jak diese Aktivierung nicht blockieren konnten, scheint
sie in diesem System Jak-unabhangig zu verlaufen. Auch in Patientenmaterial konnte eine
konstitutive Aktivierung von STAT-Proteinen nachgewiesen werden (Chai et al., 1997).
Dabei wurde teilweise auch eine erhdhte Jak-Aktivitat festgestellt. Noch ist also unklar,

welche Rolle die Jak-Proteine in der Ber-Abl induzierten STAT-Aktivierung spielen.

Die Aktivierung von STATS5 durch Bcer-Abl scheint auf jeden Fall wichtig fir die

Transformation h&matopoetischer Zellen zu sein. Die Expression von dominant negativen
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STATS5 reduzierte das Uberleben und Wachstum von K562-Zellen, 32Dger-aniwt Oder
Ba/F3gcr-asmt IM Wachstumsfaktor-freien Kulturbedingungen (de Groot et al., 1999;
Nieborowska-Skorska et al., 1999) sowie Resistenz gegenuber Strahlung und Zytostatika
(Sillaber et al., 2000). Eines der Gene, die in Bcr-Abl-positiven Zellen durch STAT-
Faktoren induziert werden, ist das anti-apoptotische Gen Bcl-xL (Gesbert and Griffin,
2000). In CD34 positiven CML-Patientenzellen kann ein Inhibitor der Kinase-Aktivitat
von Bcr-Abl die Expression von Bcl-xL vermindern (Horita et al., 2000).
Interessanterweise erfolgte dabei die Reduktion der Bcl-xL Expression in CML-Zellen von
Patienten der chronischen Phase schneller als in den CML-Zellen von Patienten der
Blastenkrise. Auch CyclinD1 wird in Bcr-Abl-positiven Zellen STAT-abhéngig reguliert
(de Groot et al., 2000).

Die Rolle von STAT5 in der Pathogenese Bcr-Abl-positiver Leukdmien in vivo ist
dagegen immer noch ungeklart. Sexl et al. konnte in STAT5a/b-Knockout-Mdausen immer
noch durch Transplantation von Bcr-Abl infizierten Knochenmark eine letale Leukamie
ohne Veranderung der Uberlebenskurven erzeugen (Sexl et al., 2000). Jedoch scheint der
induzierte Phénotyp in den Méausen zur B-lymphatischen akuten Leuk&mie verschoben zu
sein. Moglicherweise kompensieren redundante Signalwege das Fehlen von STATS5, wobei
aber der experimentelle Beweis daflir noch fehit.

1.1.4.4 Aktivierung der Src-Kinasen-Familie

Auch Mitglieder der Familie der Src-Kinasen kénnen von Bcr-Abl aktiviert werden.
Danhauser-Riedl et al. konnte in hdmatopoetischen, Bcr-Abl exprimierenden Zelllinien
zeigen, dass Bcr-Abl die Kinase-Aktivitat der Src-Kinasen Lyn und Hck erhohte
(Danhauser-Riedl et al., 1996). Weiterhin fand man beide Kinasen im Komplex mit Bcr-
Abl vorliegen, sowohl in Bcr-Abl-positiven Zelllinien als auch nach Uberexpression von
Ber-Abl und verschiedener Src-Kinasen in Cos7-Zellen und Insektenzellen (Danhauser-
Riedl et al., 1996; Lionberger et al., 2000; Stanglmaier et al., 2003;Warmuth et al., 1997).
Interessanterweise scheint Ber-Abl vor allem inaktives Hck zu binden und seine Affinitat
zu Hck nach dessen Aktivierung zu verlieren. Die Komplexbildung kann von mehrere
Doménen in Bcr-Abl ausgehen (Lionberger et al., 2000; Stanglmaier et al., 2003). Bei
einer Bindung kénnen die SH3 und SH2 Doménen von Hck sowie der Ber-Teil, die SH3-
Doméne wund der C-terminale Teil von Bcr-Abl potentiell beteiligt sein.
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Uberraschenderweise kommt die Bindung von Hck und Ber-Abl auch dann zustande, wenn
die Kinase-Domane mittels einer Punktmutation in der ATP-Bindestelle inaktiv gehalten
wird (Warmuth et al., 1997). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Hck die Grb2-
Bindestelle von Bcr-Abl an der Position Tyrl77 phosphoryliert (Warmuth et al., 1997).
Eine Aktivierung des Ras-Signalweges uber das Adaptermolekul Grb2 ist also denkbar.
Auch die Bcr-Abl abhéngige STATS5 Aktivierung kann durch Hck vermittelt werden
(Klejman et al., 2002). Mit Hilfe Kinase-inaktiver, dominant negativer Hck-Mutanten
konnte die Bcr-Abl induzierte STATS Aktivierung blockiert werden.

Einen Hinweis auf die biologische Relevanz der Aktivierung von Hck durch Bcr-Abl
konnte Lionberger et al. liefern. Die Expression Kinase-inaktiver, dominant negativer
Mutanten von Hck in der myeloischen Zelllinie DAGM unterdriickte Bcr-Abl induziertes
Wachstum (Lionberger et al., 2000). In STI571-resistenten Zelllinien und Blasten von
STI571-resistenten CML- und ALL-Patienten konnte des weiteren eine Hochregulation
von Lyn und Hck beobachtet werden (Donato et al., 2003). Src-Kinasen kdénnten also als
wichtige Mediatoren fur STI571-Resistenz und damit als eine relevante Zielstruktur fur
eine neue Klasse dualspezifischer Src/Abl-Inhibitoren in Frage kommen. Interessanter-
weise zeigt ein Vergleich der Abl- und Src-Kinase eine hohe Homologie der ATP-
Bindetasche und der direkt benachbarten STI571-Bindetasche, was die Blockierung beider
Kinasen mit denselben Inhibitoren moglich macht. Ob Src-Kinasen aber tatsachlich in Ber-

Abl induzierten Leuk&dmien eine Rolle spielen, bleibt noch zu klaren.

1.2 Die Familie der Src-Kinasen

Die Familie der Src-Kinasen besteht aus neun Mitgliedern: Src, Blk, Fgr, Fyn, Hck,
Lck, Lyn, Yes und Yrk. Jedes dieser Signalmolekiile katalysiert die Ubertragung eines y-
Phosphats von ATP auf einen spezifischen Tyrosin-Rest eines Proteinsubstrats. Dies fuhrt
zu einer Modulation von Protein-Protein-Interaktionen oder enzymatischen Reaktionen.
Aktivierte Src-Kinasen spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der Zellproliferation
und Differenzierung, weswegen strenge Kontrollmechanismen die katalytische Aktivitat

genau regulieren.
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1.2.1 Die Struktur von Src-Kinasen

Der strukturelle Aufbau von Src-Kinasen ahnelt sich innerhalb der Familie sehr (siehe
[Abbildung 3). Jedes Mitglied besitzt einen myristolierten N-Terminus. Daran schlieft sich
eine nicht-konservierte Domane, die ,Unique region“ an, die als einzige Doméne
essentielle Unterschiede innerhalb der Familie aufweist. Dem folgt eine SH3- (,,Src-
homology 3“) Doméne, eine SH2-Doméne, die Tyrosin-Kinase-Domane (SH1-Doméne)
und ein kurzer C-terminaler Schwanz. Die SH2- und SH3-Doménen finden sich auch in
einer Vielzahl anderer Signalmolekiile wieder und stellen einen grundlegenden
Mechanismus dar, Protein-Protein-Interaktionen zu vermitteln. Die SH2-Domane erkennt
und bindet phosphorylierte Tyrosinreste in einem spezifischen Kontext, wéahrend die SH3-
Doméne an spezifische Sequenzen in Proteinen bindet, die Polyproline enthalten. Die SH1-
Domadne besteht aus einer N-terminalen und einer C-terminalen Schleife und ist der
katalytische Teil des Proteins. Sie bindet ATP und Katalysiert die Ubertragung eines -
Phosphat von ATP auf einen spezifischen Tyrosin-Rest eines Proteinsubstrats. In der
Aktivierungsschleife der Kinase-Doméne befindet sich eine kurze a-Helix, welche die
Autophosphorylierungsstelle (Tyr416) enthélt. Diese Helix ist zwischen der N-terminalen
und der C-terminalen Schleife der Kinase-Doméne eingebettet. Die N-terminale
Myristolierungsstelle dient als Membrananker und sorgt fir eine Lokalisierung der Src-
Kinasen auf der zytosolischen Seite der Zellmembran.
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Abbildung 3: Schematische (A) und strukturelle (B) Darstellung von Src-Kinasen
(ibernommen aus Hubbard et al., 1998). CT: C-terminal, NT: N-terminal, PP: Polyprolin

1.2.2 Die Regulation von Src-Kinasen

Da Src-Kinasen eine essentielle Rolle fiir das Uberleben und korrekte Funktionieren der
Zelle spielen, ist ihre Regulation vielfaltigen Mechanismen unterworfen (Hubbard et al.,
1998). Es gibt zwei wichtige, regulatorische Tyrosin-Phosphorylierungsstellen.
Autophosphorylierung des Tyrosins 416 (Nummerierung flr c-Src), das sich in der
Aktivierungsschleife der SH1-Domaéne befindet, fuhrt zu einer Stimulation der Kinase-
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Aktivitat. Eine Phosphorylierung des Tyrosins 527 im C-terminalen Schwanz, z.B. von der
Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase Csk (C-terminale Src-Kinasen), fuhrt dagegen zu einer
Hemmung der Kinase-Aktivitat. Tyr416 ist also eine aktivierende, Tyr527 eine
inhibierende Phosphorylierungsstelle. Mit Hilfe der Kristallstruktur von Src (Williams et
al., 1997; Xu et al., 1999; Xu et al., 1997) und Hck (Schindler et al., 1999; Sicheri et al.,
1997) konnte gezeigt werden, dass die negative Regulation von Tyr527 durch eine
intramolekulare Bindung der SH2-Domane mit seinem eigenen Tyrosin-phosphorylierten
C-terminalen Schwanz zustande kommt. Weiterhin wurde eine Interaktion der SH3-
Doméne mit einer Polyprolin-Helix zwischen der Kinase-Doméne und der SH2-Domane
gefunden. Dieser Bereich, auch ,,SH2-Kinase-Linker* genannt, beinhaltet die fur eine
SH3-Bindung notwendige Polyprolin-Konsensussequenz. Er wird von einem konservierten
Leucin (Leu255) stabilisiert, das in einen hydrophoben Spalt der Aminosauren Trp286 und
Tyr326 ragt. Mutationen des Leu255 fuhrten zu einer konstitutiven Aktivierung der Src-

Kinase und zeigten dessen Wichtigkeit auf (Gonfloni et al., 1999).

Diese  Dbeiden intramolekularen Interaktionen  schaffen die  strukturellen
Vorraussetzungen fur eine effiziente Inhibition der Kinase-Aktivitat. Sie fuhren zu einer
sogenannten ,,geschlossenen Konformation des Proteins, welche die Bindung von ATP an
das katalytische Zentrum blockiert und so die Aktivierung der Kinase-Doméne verhindert.
In dieser ,,geschlossenen* Konformation kommt eine fir die ATP-Bindung wichtige Salz-
Briicke zwischen Lys295 und Glu310 nicht mehr zustande, sodass die Koordination der
Phosphat-Gruppen des ATP"s nicht mehr erfolgen kann. Des weiteren sind die Seitenketten
der Autophosphorylierungsstelle Tyr416 in eine hydrophobe Tasche (Phe278, lle411,
Phe424 und Pro425) eingebettet und so vor Phosphorylierung geschiitzt. Auch dient die
Aktivierungsschleife in dieser ,,geschlossenen* Konformation wahrscheinlich nicht als eine
geeignete Plattform fir die Bindung potentieller Substrate, wie ein Vergleich mit der
Kristallstruktur der Tyrosin-Kinase-Doméne des Insulin-Rezeptors mit gebundenem
Substrat (Hubbard, 1997) zeigt.

Es gibt verschiedene Madglichkeiten, Src-Kinasen zu aktivieren. Ein wichtiger
Mechanismus besteht in der Verdrangung der SH2-Domane bzw. SH3-Domanen von ihren
intramolekularen Interaktionspartnern. Aufgrund des Sequenz-Zusammenhangs der
Phosphotyrosinreste bzw. des Polyprolin-Bereichs ist die Affinitat dieser intramolekularen
Bindungen suboptimal, und fremde Proteine, die Phosphotyrosinreste bzw. Polyproline
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enthalten, konnen die SH2- bzw. SH3-Doménen von Src-Kinasen mit einer hoheren
Affinitat binden. Zum Beispiel wird durch PDGF (,,platelet derived growth factor®) der
PDGF-Rezeptor aktiviert und kann durch Dimerisierung Tyr-Reste phosphorylieren. Eines
der phosphorylierten Tyrosine ist Tyr579 in der membrannahen Region (,,Juxtamembrane
Region®) des Rezeptors, das mit hoher Affinitat die SH2-Doméne von Src binden kann.
Wenn erst einmal die reprimierende Konformation der Src-Kinasen aufgebrochen ist,
erfolgt rasch eine Autophosphorylierung von Tyr416, was die Rekonfigurierung der
Aktivierungsschleife erlaubt und zu einer vollstandigen Aktivierung der Kinase fuhrt. Ein
weitere Mdoglichkeit, die ,,geschlossene” Konformation des Proteins zu destabilisieren,
besteht in der Dephosphorylierung des C-terminalen Tyrosin-Restes (Tyr527) durch

verschiedene Phosphatasen (z.B. Csk).

1.2.3 Gewebeverteilung der Expression von Src-Kinasen

Manche Mitglieder der Familie der Src-Kinasen, wie z.B. Lck, Fgr, Blk oder Hck,
werden grundsétzlich in hdmatopoetischen Zellen exprimiert, wéhrend andere wie z.B.
c-Src, c-Yes oder Lyn ein breiteres Expressionsspektrum zeigen und in vielen

verschiedenen Gewebstypen exprimiert werden (Bolen et al., 1991).

Lck wird normalerweise in Zellen lymphoiden Ursprungs exprimiert. Eine starke
Expression von Lck findet man in reifen peripheren CD4*/CD8" T-Lymphozyten wie auch
in unreifen CD4"/CD8" T-Zellen im Thymus. Auch periphere NK-Zellen (,,natural killer

cells*) zeigen einen signifikanten Lck Level (Bolen et al., 1991).

Normalerweise findet man c-Fgr vor allem in differenzierten myeloischen Zellen des
Knochenmarks, in zirkulierenden Granulozyten, Monozyten und Makrophagen. Aber auch
durch den Epstein-Barr-Virus (EBV) transformierte B-Zellen kdnnen c-Fgr exprimieren,
selbst wenn nicht-transformierte B-Zellen das nicht tun (Bolen et al., 1991). Die
Expression von c-Fgr scheint wéhrend der Proliferation, Differenzierung und Aktivierung
von monozytischen Zellen einem komplexen Regulationsmechanismus unterworfen zu
sein. Monozyten des Knochenmarks exprimieren nur wenig c-Fgr mRNA, koénnen jedoch
durch Stimulation mit CSF-1 (,,Colony-stimulating factor*) zu Differenzierung angeregt
werden, was mit einer ca. 20-fachen Zunahme an c-Fgr mRNA einhergeht (Bolen et al.,
1991).



1 Einleitung 26

Hck wird ausschlieBlich im hamatopoetischen System der myeloischen Linie
exprimiert, vor allem in Monozyten und Granulozyten. Aullerdem findet man Hck in
einigen Zelllinien leukdmischen Ursprungs wie HL-60 (Granulozyten) oder U937
(Monozyten). Grundsétzlich scheint Hck sowohl in unreifen wie auch in reifen
myeloischen Zellen exprimiert zu werden, jedoch steigt mit zunehmender Reifung der
Zelle auch der Level an Hck mRNA (Bolen et al., 1991).

Blk mRNA wurde bei Méusen in Milzgewebe, aber nicht im Thymus, Gehirn, Herz,
Lunge, Leber, Niere und Verdauungstrakt gefunden. Blk wird in B-lymphoiden Zelllinien
exprimiert, aber nicht in Zelllininen T-lymphoiden, myeloischen, erythroiden,
fibroblastoiden, neuronalen oder hepatozelluldren Ursprungs (Bolen et al., 1991).

C-Src findet man fast in jedem Zelltyp, auch wenn das Expressionsniveau stark variiert.
Besonders hohe c-Src-Protein-Spiegel und Tyrosinkinase-Aktivitdt findet man in
neuronalen Gewebe und in den Blutplattchen. c-Src ist sowohl in undifferenzierten als
auch in differenzierten myelo-monozytischen Leukdmien zu finden, weniger aber in

normalen myeloischen Zellen (Bolen et al., 1991).

c-Yes mRNA wurde in kultivierten humanen embryonalen Fibroblasten, der Plazenta,
humanen embryonalen Lungen-, Milz- und Nierengewebe sowie in einigen Zelllinien (KB,
K562, A431) gefunden. Weiterhin konnte eine relative hohe Kinase-Aktivitat von c-Yes in
Blutplattchen, NK-Zellen und normalen peripheren T-Zellen festgestellt werden, eine

relativ geringe Kinase-Aktivitat dagegen in Monozyten und B-Zellen (Bolen et al., 1991).

Lyn wird in vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert. Lyn mRNA wurde in humaner
Plazenta, fotalem Gehirn, Lunge, Leber und Niere detektiert. Innerhalb des
hamatopoetischen Systems wird Lyn bevorzugt in Makrophagen, Monozyten,
Blutplattchen und B-Zellen exprimiert. In normalen T-Zellen findet man keine Lyn
MRNA, jedoch in T-Zelllinien, die mit HTLV-I (,,human T-cell lymphotrophic virus®)
infiziert wurden. Auch in B-Zelllinien (z.B. Raji) oder myeloischen Zelllinien (HL-60,
K562) wird Lyn mRNA exprimiert. AuRerdem scheinen reife B-Zelllinien mehr Lyn zu

exprimieren als pra-B-Zelllinien (Bolen et al., 1991).

Fyn wird in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert. Humane Monozyten (aber nicht

polymorphonukledre Zellen), Blutplattchen, aufgereinigte T-Zellen und NK-Zellen
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exprimieren Fyn. Fyn-Expression kann uber eine Stimulation des T-Zell-Rezeptors mit
CD3-Antikorpern oder Concanavalin A induziert werden. Allerdings konnte keine
gesteigerte Fyn-Expression in irgendeinem Differenzierungsstadium normaler murinen T-

Zellen festgestellt werden (Bolen et al., 1991).

1.2.4 Die Rolle von Src-Kinasen in der Hamatopoese

Die Rolle von Src-Kinasen in der Hamatopoese ist mit Hilfe von ,,Knockouts” (KO)
einzelner oder mehrerer Src-Kinasen in M&usen untersucht worden. Dabei hat sich die
hohe funktionelle Redundanz innerhalb der Familie als ein besonderes Problem erwiesen.
Eine gezielte homozygote Deletion einer einzelnen Src-Kinase fiihrte in Mausen oft zu
keinem oder nur geringen Phanotyp, weswegen ,,double” oder sogar ,.triple“ KO-Mdause

flr einen tieferen Einblick in die Funktion von Src-Kinasen notig waren.

Src’/-Mause haben eine dhnlich hohe Lebenserwartung wie Wildtyp-Mause und fallen
im allgemeinen nur durch eine Verhartung der Knochen (Osteopetrose) auf. Fyn'/-Mé&use
zeigen neuronale Entwicklungsschéaden. ,,Single* KO von Hck, Fgr und Blk haben
dagegen keinen erkennbaren Phanotyp, wéhrend die Deletion von zwei oder drei dieser
Src-Kinasen zu Defekten in der Embryonalentwicklung und perinataler Letalitat flihrte
(Lowell und Soriano, 1996).

Eine fehlerhafte Hamatopoese konnte in Lck’/ - und Fyn/-Mé&usen festgestellt werden.
Sie wiesen eine gestorte T-Zell-Entwicklung auf (Lowell and Soriano, 1996). Lyn/-M&use
zeigten dagegen einen Defekt in der B-Zell-Entwicklung, der durch eine reduzierte Anzahl
an reifen peripheren B-Zellen und eine gesteigerte Anzahl an lymphoblastoiden Zellen
gekennzeichnet ist. Des weiteren wurde eine verlangerte Hyperaktivierung des B-Zell-
Rezeptors nach Stimulation entdeckt. In vitro Versuche mit aufgereinigten B-Zellen aus
der Milz von Lyn/-Mausen zeigten eine verzdgerte Tyrosin-Phosphorylierung sowohl von
Ig-a, 1g-B und Syk, die an den ersten Schritten der B-Zell-Rezeptor (BCR)-Aktivierung
beteiligt sind als auch von spéteren Signalmolekiilen wie Vav oder Shc (Chan et al., 1997).
Lyn scheint also fir die initiale BCR-Aktivierung von Bedeutung zu sein, wie z.B. die
Phosphorylierung der ITAM's (,,immunoreceptor tyrosine-based activation motif*) im B-
Zell-Rezeptorkomplex. Aber auch in der negativen Regulation des B-Zell-

Rezeptorkomplexes spielt Lyn eine Rolle. Die Aktivierung des B-Zell-Rezeptorkomplexes
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rekrutiert inhibitorische Rezeptoren, wie FcyRIIb1 und CD22. Diese inhibitorischen
Rezeptoren werden an spezifischen Tyrosin-Resten phosphoryliert, vor allem durch Lyn,
und rekrutieren ihrerseits bestimmte Phosphatasen (SHIP-1 oder SHP-1) (Ono et al., 1996),
welche die Proliferation der B-Zellpopulation durch Blockierung des Ras-Signalweges und
des intrazelluldren Calciums-Level verhindern kénnen (Chan et al., 1997). Diese negative
Regulierung der Immunantwort durch Lyn kdnnte auch das Auftreten einer lupus-artigen
Autoimmunerkrankung in &lteren Lyn/-Mausen erkléren. Allerdings scheint dabei auch
Fyn eine wesentliche Rolle zu spielen, da eine zusétzliche Deletion von Fyn den Phanotyp
der Krankheit erheblich verstarkt (Yu et al., 2001). In Bezug auf die Myelopoese zeigen
Src'/'Hck"'-DoppeI-KO-Mause einen Anstieg in der extramedullaren Hamatopoese (Lowell
et al., 1996), die aber auch mit der schwerwiegenden Osteopetrose dieser Mause, die zu
einem Riickgang intramedullarer Hamatopoese fihrte, erklart werden kann. Hck” Fgr'-
Doppel-KO-Mé&use zeigen dagegen einen Defekt in der Funktion von polymorpho-
nuclearen Neutrophilen (Mocsai et al., 1999). Bei Lyn’Hck”Fgr”-Mausen konnte in
Makrophagen ein Defekt in der Induktion des Integrin-Signalwegs und in der
Makrophagen-Aktivierung durch Lipopolysaccharide festgestellt werden (Meng and
Lowell, 1997).

1.2.5 Src-Kinasen als Proto-Onkogen

1.2.5.1 Erhohte Src-Kinase-Aktivitat in humanen Neoplasien

C-Src wurde als Proto-Onkogen mit Entstehung, Wachstum, Progression und
Metastasierung einer Vielzahl an humanen Krebsarten (Colonkarzinom, Brustkrebs,
Gehirntumor, Pankreastumor) in Verbindung gebracht (Irby and Yeatman, 2000). Sowohl
eine erhohte Proteinexpression von Src-Kinasen als auch eine erh6hte Tyrosinkinase-

Aktivitat wird oft in humanen Neoplasien beobachtet.

Schon Vorstufen einiger Kolonkarzinome zeigen eine erhdhte Src-Aktivitat, die mit
fortschreitenden Krankheitsverlauf zunimmt, und in einer starken Expression und dem
Auftreten von konstitutiv aktivierenden Mutationen von Src in Metastasen resultiert (Irby
et al., 1999). Eine erhohte Src-Aktivitat flhrt aber weder in vitro noch in vivo zu einer

verstarkten Proliferation, sondern dereguliert die Ausbildung von E-Cadherin und Integrin
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abhangigen  Zell-Zellkontakten  (Avizienyte et al., 2002). Src scheint in
Kolonkarzinomzellen das Adhé&sionsverhaltens zu andern und so die Tumorprogression zu

unterstitzen.

In humanen Brustkrebsgewebe wurde eine 4-20fach hohere Src-Kinase-Aktivitat
gefunden (Egan et al., 1999; Jacobs and Rubsamen, 1983; Muthuswamy et al., 1994). Die
Bedeutung der konstitutiven Aktivierung von Src ist mit Hilfe von transgenen Madusen
untersucht worden. Die Expression des viralen ,,polyoma middle T antigen“ unter der
Kontrolle des MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) Promotors induzierte stark
metastasierenden Brustkrebs mit erhohter Src-Kinase-Aktivitat (Guy et al., 1994). Auch
Méuse, die das neu Proto-Onkogen (c-erbB2) (berexprimieren, entwickelten
Brustkrebstumore mit einer 6-8fach hoheren Src-Kinase Aktivitdt (Muthuswamy et al.,
1994).

Weiterhin ist eine erhéhte Tyrosinkinase-Aktivitat von Src in Pankreastumoren (Lutz et
al., 1998), Lungenkrebs (Mazurenko et al., 1992), Neuro- und Retinoblastomas (Bjelfman
et al., 1990) und einer Reihe anderen Neoplasien gefunden worden. Eine Aktivierung der
Src-Kinasen Lck, Lyn und Fgr konnte dagegen mit leukdmischen Wachstums korreliert
werden (Dai et al., 1998; Danhauser-Riedl et al., 1996). Jedoch fehlt bislang ein
experimenteller Nachweis, ob Src-Kinasen wirklich eine Rolle bei der Entstehung oder

Progression einer Leuk&mie spielen.

1.2.5.2 Die Bedeutung der Src-Kinasen Lyn, Hck und Fgr fiir die Induktion einer Ph-
positiven B-ALL

Fir die Untersuchung von Bcr-Abl-induzierten Leukdmien hat sich das retrovirale
Transduktions-Retransplantations-Modell in der Maus als besonders hilfreich erwiesen
(siehe [Abbildung 4). In diesem Model wird Knochenmark aus einer Spendermaus mit
einem Retrovirus infiziert, der fir Bcr-Abl codiert. Nach der Infektion wird das
Knochenmark intravends Empfangerméausen gespritzt, deren eigenes Knochenmark vorher
durch Bestrahlung abgetttet worden ist. Je nach Protokoll kénnen so zwei Formen von
Ber-Abl-positiven Leukdmien erzeugt werden. Zum einen kann eine Leukdmie induziert
werden, die der CML a&hnelt, wobei es in diesem Fall héaufig zu gemischten

Krankheitsphénotypen kommt (CML, B-ALL und Makrophagentumoren). Zum anderen
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kann auch eine Bcr-Abl-positive B-ALL induziert werden, die selten einen gemischten
Phénotyp aufweist.

pMSCVneo BCR/ABL

MPSV
LTRy BCRIABL . neo

DT HED]

PBSQ Spender
8o A/ 5
0
nv ‘y Ernte des
Knochenmarks Empfanger
Verpackungs- *& ‘K hy
zelllinie
~> 0697 —> £
ex vivo _ Transplantation des transduzierten
Transduktion Knochenmarks in bestrahlte

Empfangermause

Abbildung 4: Das retrovirale Transduktions Retransplantations-Modell fiir Bcr-Abl-positive
Leukamien. Bcr-Abl-codierender Retrovirus wird in 293T Zellen hergestellt. Ber-Abl wird ex vivo
Uber retrovirale Infektion in Knochenmark eingebracht. Das infizierte Knochenmark wird
anschlieBend in eine zuvor bestrahlte Empfangermaus (iber die Schwanzvene injiziert.

Mit Hilfe dieses Modells konnte Schaoguang Li im Labor von Rick van Etten am
Center for Blood Research in Boston einen ersten Hinweis auf eine potentielle Rolle von
Src-Kinasen bei der Ber-Abl induzierten Leuk&mie erbringen (S. Li, pers. Mitteilung). Er
setzte als Knochenmarksspender sowohl Wildtyp-Mause als auch Lyn”/Hck™/Fgr-
Knock-out-Mause ein und verglich die Uberlebenskurven der Empfangertiere. Bei der
Induktion einer myeloproliferativen Erkrankung konnte er keine signifikanten
Unterschiede in den Uberlebenskurven feststellen. Die Src-Kinasen Lyn, Hck und Fgr
scheinen also fur die Induktion einer Bcr-Abl-positiven myeloproliferativen Erkrankung
nicht von Bedeutung zu sein. Eine genauere Analyse der verstorbenen Tiere zeigte jedoch,
dass die Mause aus der Gruppe, die Knochenmark von Lyn”Hck’Fgr’-Knock-out

Mausen erhalten hatten, ausschlieBlich eine myeloproliferative Erkrankung entwickelt
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hatten. Die B-ALL- und Makrophagentumor-Komponenten des normalerweise gemischten
Phénotyps im CML-Modell fehlten.

Um die Bedeutung der Src-Kinasen flr die Entstehung einer B-ALL zu klaren, wurden
Wildtyp-Mause und Lyn”/Hck”/Fgr’-Knock-out-Mause als Knochenmarkspender in dem
beschrieben Modell zur Induktion einer B-ALL verwendet. 70% der Ma&use, die
Knochenmark von Wildtyp-Madusen erhalten hatten, entwickelten binnen 4-8 Wochen eine
letale B-ALL. Im Gegensatz dazu zeigten sich im gleichen Zeitraum keinerlei
Krankheitssymptome bei den Mausen, die mit Ber-Abl transduziertem Lyn™/Hck”/Fgr’-
Knochenmark retransplantiert wurden. Die Src-Kinasen Lyn, Hck und Fgr scheinen also
fir die Entstehung einer Bcr-Abl-positiven B-ALL von essentieller Bedeutung zu sein. Der
hier verwendete Ansatz birgt jedoch auch einige Nachteile. Zum Beispiel hangt die
Vergleichbarkeit der Uberlebenskurven wvon einer ahnlich effektiven Infektion des
Wildtyp-Knochenmarks und des Lyn”/Hck”/Fgr’-Knochenmarks ab. Der unterschied-
liche Phanotyp des Knochenmarks kénnte aber durchaus einen Einfluss auf die Effizienz
der Infektion austiben. Aus diesem Grund missen die hier beschriebenen Daten in weiteren

Experimenten bestéatigt werden.
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2 Ziele der Arbeit

In Vorarbeiten der Gruppe konnten Src-Kinasen als eine der Proteinfamilien
identifiziert werden, die in Bcr-Abl-positiven Zellen konstitutiv aktiviert sind. Es konnte
gezeigt werden, dass Bcr-Abl und Src-Kinasen intrazytosolisch in einem direkten,
physikalischem Komplex vorliegen, und Bcr-Abl die Src-Kinasen Lyn und Hck Uber einen

Kinase-unabhangigen Mechanismus aktiviert (Warmuth et al., 1997).

Um die Rolle der Src-Kinasen in Bcr-Abl-positiven Leukamien weiter zu untersuchen,

sollten im Rahmen dieser Arbeit folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Sind Src-Kinasen therapeutisch relevante Zielmolekile, und ist es moglich, durch
Inhibition von Src-Kinasen Uberleben und Wachstum Bcr-Abl-positiver Zellen

negativ zu beeinflussen?

2. Welche Aminosduren in Bcr-Abl vermitteln Resistenz gegenuber STI571, und sind
diese Aminosauren auch wichtig fur die Bindung der dualspezifischen Src/Abl-
Inhibitoren PP1 und CGP760307?

3. Stellt die Verwendung des dualspezifischen Src/Abl-Inhibitors CGP76030 einen
therapeutischen Ansatz dar, um eine Resistenz gegenuber STI571 in vivo zu

Uiberwinden?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Enzyme

3.1.1.1 Puffer und Lésungen

TAE 50x 2M Tris/HCI;
1M NaAcetat;
62,5 mM EDTA,; pH 8,5;
TE-Puffer 10 mM Tris
1 mM EDTA; pH 8,0;
Tris-Glycin-L6ésung 1,21% Tris base
0,75% Glycin
PBS (PAN, Aidenbach)
DNA-Auftragspuffer (10x) Tris/HCI pH 8 10 mM
EDTApH 8 50 mM
Glyzerin 50%

Bromphenolblau 0,01%

Ammonium-Chlorid (CellSystems, St. Katharinen)
(pH 7,4-7,6)

2-Mercaptoethanol (Sigma, St. Louis USA)

BSA (Sigma, St. Louis USA)
Dimethylsulfoxid (Sigma, St. Louis USA)
(DMSO)

Fotales Kalberserum (PAN, Aidenbach)

(FCS)

Ficoll (Immuno GmbH, Heidelberg)
Trypanblau 0,5% (Serva, Heidelberg)

Murines IL-3 (TEBU (Peprotech), Offenbach)
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Murines IL-6 (TEBU (Peprotech), Offenbach )
murines SCF (TEBU (Peprotech), Offenbach)
D(-)-Weinsdure (Roth, Karlsruhe)

3.1.1.2 Inhibitoren

Die Inhibitoren wurden in Pulverform zur Verfligung gestellt und fur die
Zellkulturexperimente in DMSO, fiir die Tierexperimente in Wasser (bei CGP76030 pH 4,

mit Weinsdure eingestellt) gelost.
PP1 (ALEXIS Biochemicals, San Diego, USA)

STI571 (Gleevec)  zur Verflgung gestellt von E. Buchdunger und D. Fabbro
(Novartis Pharmaceuticals, Basel, Schweiz)

CGP57030 zur Verfligung gestellt von E. Buchdunger und D. Fabbro

(Novartis Pharmaceuticals, Basel, Schweiz)

3.1.2 Bakterienstamm

E.coli XL1-Blue, Genotyp: endAl, supE44,thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac
[F'proAB, lacl® ZAM15, Tn10, (tet™)], (Stratagene, Heidelberg)

3.1.3 Nahrlésungen und Zuséatze fur Bakterien

LB-Medium 59/ NaCl
59/l Hefeextrakt
10 g/l Baktotrypton
LB-Plattenmedium  LB-Medium + 1,5% Agar
pH 7,5
SOC 10 mM NaCl
2,5mM KCL
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,4
0,5% Hefeextrakt
2% Baktotrypton

20mM Glucose
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TYM-Medium: Trypton 2%
Hefeextrakt 0,5%
NaCl 100 mM
MqgCl, 10 mM
Tfbl Puffer: KOAc 30 mM
MnCl, 50 mM
CaCl, 100 mM
Glycerin 15%
Tfbll Puffer: NaMOPS 10 mM
CaCl, 75 mM
KCI 10 mM
Glycerin 15%
Ampicillin 50 mg/ml in Wasser

3.1.4 Zelllinien und Zellkulturmedien

3.1.4.1 Zelllinien

Zellinie Kurzbeschreibung Referenzen
. DSMZ Nr.:ACC 59
NIH 3T3 Maus- Fibroblasten (Andersson et al, 1969)
(Copeland et al., 1979)
293 T-Zellen |humane Fibroblasten (Niere) mit large T DSMZ Nr.: ACC 305
transfiziert (Graham et al., 1977)
WEHI-3B murine myelomonozytische Leuk&miezellline,  DSMZ Nr.: ACC 26
IL-3 Produzent (Warner et al., 1969)
32D _— . - DMSZ Nr.:ACC 411
11-3 abhé&ngige murine Knochenmarkszelllinie (Greenberger et al., 1983)
Ba/F3 _— . - DMSZ Nr.:ACC 300
11-3 abhéngige murine pro-B-Zelllinie (Palacios et al., 1984)
Cos7 ; ini ; (Gluzman Y., 1981)
Nierenzelllinie von griiner Meerkatze L
U937 DMSZ Nr.:ACC 5

humane histiocytische Leuk&mie (AML)

(Sundstrém et al., 1976)
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HL-60 . - DMSZ Nr.:ACC 3
humane akute myeloische Leuk&dmie (AML) (Collins et al., 1977)

OCI-AML5 . i DMSZ Nr.:ACC 247
humane akut myeloische Leukdmie (AML) (Wang et al., 1991)

K562 humane myeloische Leuk&mie in Blastenkrise, = DMSZ Nr.:ACC 10
tragen Philadelphia-Chromosom (Lozzio etal., 1973)

LAMA-84 humane myeloische Leukamie in Blastenkrise, = DMSZ Nr.:ACC 168
tragen Philadelphia-Chromosom (Seigneurin et al., 1987)

3.1.4.2 Zellkulturmedien

Alle Zellkulturmedien wurden von PAN (Aidenbach) bezogen.

RPMI 1640 mit 2 mM L-Glutamin, 10% FCS
HL-60, U937, OCI-AMLS5, LAMA, K562, WEHI-3B

RPMI 1640 mit 2 mM L-Glutamin, 10% FCS, 10% WEHI-3B Uberstand
32D, Ba/F3

DMEM Medium (PAN: P04-03590, Aidenbach), 10% FCS
293T, NIH3T3, Cos7

Whittlock/Witte Media: RPMI 1640, 20% FCS, 0,5% Penicillin/Streptomycin, 50 uM
2-Mercaptoethanol, 1 uM Ciprobay

murine Knochenmarkszellen

3.1.5 Vektoren und Primer

3.1.5.1 Vektoren

pcDNA3.1 (Invitrogen, Groningen, Niederlande)
pApuro (Dr. Seth Corey, Pittsburgh, USA)

pMSCV-neo (Clontech, Palo Alto, USA)
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pMSCV-IRES EGFP (Rick Van Etten, Boston)

MCV-ecopac (Rick Van Etten, Boston)

3.1.5.2 Primer

Der Primer Lyn2 wurde von MWG (Ebersberg), alle anderen Primer wurden von

Metabion (Martinsried) synthetisiert.

Name Sequenz Funktion

Abl T338I 5’-Pho-ccqg ttc tat atc atc atc gag ttc atg acc-3° PCR-Mutagenese
Abl T338V 5’-Pho-ccqg ttc tat atc atc gtc gag ttc atg acc-3° PCR-Mutagenese
Hck T338lI 5’-Pho-ccc atc tac atc atc atc gag ttc atg gcc-3° PCR-Mutagenese
Hck T338V 5’-Pho-ccc atc tac atc atc gtc gag ttc atg gcc-3° PCR-Mutagenese
Hck T338 anti 5’-Pho-ctc ctt ggt gac cac cgc atg aag ttt gac-3° PCR-Mutagenese
Lyn T338I 5’-Pho-cca ttt aca tca tca tcg agt aca tg-3’ PCR-Mutagenese
Lyn T338V 5’-Pho-cca ttt aca tca tcg tcg agt aca tg-3’ PCR-Mutagenese
Lyn T338F 5’-Pho-cca ttt aca tca tct ttg agt aca tg-3’ PCR-Mutagenese
Lyn T338L 5’-Pho-cca ttt aca tca tcc tgg agt aca tg-3’ PCR-Mutagenese
Lyn T338M 5’-Pho-cca ttt aca tca tca tgg agt aca tg-3’ PCR-Mutagenese
Lyn T338N 5’-Pho-cca ttt aca tca tca atg agt aca tg-3’ PCR-Mutagenese
Lyn T338Q 5’-Pho-cca ttt aca tca tcc agg agt aca tg-3’ PCR-Mutagenese
Lyn T338 mut back 5’-Pho-gct cct ccc tgg tga cca c-3’ PCR-Mutagenese
Hck 2 5’-cag tga aga cga tga agc cag-3’ Sequenzierung
Lyn2 5’-cag gaa cta tgt ctg tgc-3’ Sequenzierung

ABLS 5’-gcc agt acg ggg agg tgt a-3’ Sequenzierung
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3.1.6  Antikorper

Spezifitat

Subtyp

Firma

CD11b/Mac-1

Gr-1 (Ly-6G)

CD45R/B220

Isotyp 1gG2a

Isotyp 1gG2b

Hck (M-28)

Hck (N-30)

c-src (N-16)

c-Fgr (C-1)

Blk (K-23)

Lyn (44)

Fyn (FYN3)

Ratte-anti-Maus 1gG2b,

PE-gekoppelt

Ratte-anti-Maus 1gG2b,

PE-gekoppelt

Ratte-anti-Maus 1gG2a,

PE-gekoppelt
Ratte-anti Maus,
Pe-gekoppelt
Ratte-anti Maus,
Pe-gekoppelt
Ziege-polyclonal,
nicht gekoppelt
Rabbit-polyclonal,
nicht gekoppelt
Rabbit-polyclonal,
nicht gekoppelt
Rabbit-polyclonal,
nicht gekoppelt
Rabbit-polyclonal,
nicht gekoppelt
Rabbit-polyclonal,
nicht gekoppelt

Rabbit-polyclonal,

Becton-Dickinson
(PharMingen)

Becton-Dickinson
(PharMingen)
Becton-Dickinson
(PharMingen)
Becton-Dickinson
(PharMingen)
Becton-Dickinson
(PharMingen)

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg
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c-abl (AB3)

Anti-Rabbit 1gG

Anti-Maus 1gG

Anti-Ziege 1gG

nicht gekoppelt
Maus-monoclonal,
nicht gekoppelt

Sekundarantikorper, HRP-
gekoppeltes F(ab’),

Sekundarantikorper, HRP-
gekoppeltes F(ab’),

Sekundarantikorper, HRP-
gekoppeltes F(ab’),

3.1.7 Protein-Analyse (Western Blot)

Ammoniumpersulfat  (Biomol, Hamburg)

(APS)
TEMED
Glycin

SDS
(Sodium Dodecy

Acrylamid 40%
Tris

See Blue® Plus2

Zell-Lysispuffer

(Roth, Karlsruhe)

(ICN, Aurora, Ohio, USA)

(ICN, Aurora, Ohio, USA)

| Sulfat)

(Serva, Heidelberg)

(Amersham, Freiburg)

(Invitrogen, Karlsruhe)

Tris pH8 20 mM

NaCl 150 mM
Glycerol 10%
NP40 1%
EDTA 10 mM

ad 100 ml Aqua dest.

Oncogene, Schwalbach

Amersham, Freiburg

Amersham, Braunschweig

Amersham, Braunschweig

+ 1mM Phenylmethylsulfonylfluorid

+ 10 pg/ml Aprotinin
+ 10 pg/ml Leupeptin

+ 2 mM Natriumorthovanadat (Sigma, St. Louis USA)
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3.1.8 Mausstamm

Fur alle Mausexperimente wurde der Mausstamm Black 6 (C57BL/6Ntac) der Firma

Taconic Farm verwendet.
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3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung von Bakterien

Plattenkultur

Zur Herstellung der Platten wurde das autoklavierte Medium nach dem Abkihlen auf 55°C
in sterile Petrischalen gegossen und die Platten bei 4°C invertiert gelagert. Fir die
Anlegung von Plattenkulturen wurden die Bakterien aus einer Flissigkultur mit einem
Drygalski-Spatel auf sterile LB/Amp-Agarplatten ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte
uber Nacht bei 37°C im Brutschrank.

Flassigkultur

Mittels einer sterilen Impfose wurden Einzelkolonien von Plattenkulturen oder aus Cryo-
Kulturen gepickt, in LB/Amp-Medium tberimpft und tber Nacht bei 200 rpm und 37°C
inkubiert. Aus diesen Kulturen wurde dann die Plasmid-DNA isoliert.

Cryo-Kulturen von Bakterien

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurde eine Ubernachtkultur abzentrifugiert und in LB-
Amp Medium aufgenommen, das zusatzlich 20% DMSO enthielt. Diese Suspension wurde

in 2 ml Rohrchen abgefillt und bei —80 °C gelagert.

Herstellung kompetenter Bakterien

Mit einer gepickten Einzelkolonie des Bakterienstammes XL-1 blue wurden 5 ml TYM-
Medium angeimpft und tiber Nacht bei 37°C und 200 rpm geschiittelt. Die Ubernachtkultur
wurde am ndchsten Morgen in 300 ml TYM-Medium tberimpft und unter den gleichen
Bedingungen bis zu einer OD 600 von 0.7 bis 0.8 vermehrt. Der 300 ml Ansatz wurde in
50 ml Falcon-Rohrchen aufgeteilt und abzentrifugiert (3000 rpm, 10 min, 4°C). Der
Uberstand wurde dekantiert und der Zellniederschlag sofort auf Eis gestellt. Alle folgenden
Arbeitsschritte  wurden im Kdihlraum (4°C) durchgefuhrt. Die Bakterien (alle
Mengenangaben beziehen sich auf einen 50 ml Ansatz) wurden vorsichtig in je 15 ml Tfbl-

Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis gestellt. Nach erneuter Zentrifugation (wie oben)
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wurde der Niederschlag in 2 ml Tfbll-Puffer aufgenommen, zligig zu 200 pl Aliquots
abgefullt und die Eppendorf-Gefalie sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
Lagerung der kompetenten Bakterien erfolgte bei —80°C. Die Transformations-effizienz

betrug zwischen 0.7 und 2.0-10® Kolonien pro pg DNA-Plasmid.

Transformation von Bakterien

Fur jeden Transformationsansatz wurden 50 pl kompetenter E. coli XL1 blue Zellen auf
Eis aufgetaut. Die zu transformierende DNA wurde zugegeben. Nach vorsichtigem
Mischen wurde der Ansatz fir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde im
Wasserbad der Hitzeschock bei 42°C fur 45 Sekunden durchgefuhrt. Dann wurden die
Bakterien sofort wieder fiir 2 Minuten auf Eis abgekihlt. Nach der Zugabe von 400 pl
warmen SOC-Medium wurde fir 60 min bei 37°C und 200 rpm geschuttelt. Etwa 100 pl
dieser Kultur wurden dann auf LB/Amp-Platten ausgestrichen. Die Platten wurden bei
37°C Uber Nacht inkubiert.

3.2.2 Transfektion und Lyse von Zellen

Transfektion von Cos7-Zellen

Zur Expression von Bcr-Abl in Cos7-Zellen wurden die Zellen 12-24 h von der
Transfektion in  TC75-Zellkulturflaschen ausgesat. Hierzu wurde eine konfluent
gewachsene Flasche 1:6 verdinnt. Die Zellen wurden spater mit 1,54g DNA unter
Verwendung des Effekten-Transfektions-Kits der Firma Quiagen transfiziert. Hierzu
wurde die DNA in 150 pl/pug Transfektions-Puffer resuspendiert und nach Zugabe von
8 ul/ug  Enhancer fir 5 Minuten inkubiert. Nach Zugabe des Effekten-
Transfektionsreagenz (10 pl/ug DNA) wurde die Ldsung fur weitere 10 min inkubiert.
Danach wurde die Losung langsam auf die Zellen pipettiert, nachdem zuvor das Medium
komplett von den Zellen abgenommen worden war. SchlieBlich wurden 3 ml frisches
Medium zu den Zellen gegeben. 24 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium
inklusive des Transfektions-Reagenz entfernt, und die Zellen wurden zweimal mit
eiskaltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen erneut mit frischem Medium
flr weitere 24 Stunden inkubiert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit

Hilfe von Trypsin vom Boden der Flasche abgeldst und lysiert.
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Lyse von Cos7-Zellen

Zwei Tage nach der Transfektion wurde das Medium einer TC75 Flasche abgenommen
und mit 3ml Trypsin die Zellen abgeldst. AnschlieBend wurden die Zellen bei 200 x g
pelletiert. Das Zellpellet wurde in 250 pl Zell-Lysispuffer aufgenommen und 30 min bei
4°C fur 15min im Uberkopfschiittler inkubiert. Das unldsliche Zellmaterial wurde
anschlieBend durch Zentrifugation entfernt (15000 x g, 10min, 4°C) und der Uberstand in
ein neues Gefal Uberfuhrt. Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des BCA Protein

Assay Kits der Firma Pierce (Rockford, USA) gemal der Anleitung des Herstellers.

Lyse von 32 D Zellen

1x10" Zellen/100pl Lysispuffer wurden wéhrend des exponentiellem Wachstums geerntet
und 2 mal mit eiskaltem PBS gewaschen. Fir die Bestimmung der Aktivitat der Inhibitoren
wurden die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren oder DMSO bei
einer Zelldichte von 5x10° /ml fir 2 Stunden inkubiert. 1x10” Zellen wurden in 100 pl
Lysispuffer lysiert. Nach dem Resuspendieren der Zellen mit Lysispuffer wurden die
Zellen flr 25 min auf Eis inkubiert und anschliefend bei 15 000 x g zentrifugiert, um
unldsliches Material zu entfernen. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des BCA
Protein Assay Kits der Firma Pierce (Rockford, USA) gemaR der Anleitung des Herstellers

bestimmt.

3.2.3  Apoptosemessung mittels FACS-Analyse

Um die Induktion der Apoptose durch die Inhibitoren zu bestimmen, wurden 5x10*
Zellen/ml mit den jeweiligen Konzentrationen der Inhibitoren oder DMSO inkubiert. Die
Apoptose wurde anhand der Bindung von FITC-konjugiertem Annexin-V an die Membran
der apoptotischen Zellen gemessen. 5x10 Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
entnommen und einmal mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde anschlieBend in 100ul
Annexin-V-Bindungspuffer, 2-4 ul Annexin-V-FITC und 2-4 ul Propidiumiodid resuspen-
diert und fur 20 min bei Zimmertemperatur unter Lichtausschluf} inkubiert. Danach wurden
die Zellen wieder pelletiert, einmal mit PBS gewaschen und in 200 pl Annexin-V-

Bindungspuffer aufgenommen. Die Zahl der Annexin-V-positiven Zellen im Vergleich zu
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den Annexin-V-negativen Zellen wurde per FACS-Analyse an einem Coulter EPICS XL-4

Farben Cytometer bestimmt.

3.2.4 Retrovirale Infektion

Die retrovirale Infektion von 32D oder Baf/3 Zellen erfolgte in 24-Well-Platten. Dazu
wurden 5x10* Zellen mit jeweils gleichen Mengen an Retrovirus in einem Gesamtvolumen
von 500 pl mit 8 pg/ml Polybren fir 4-5 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde
1,5 ml Medium auf die Zellen gegeben. Nach Inkubation der Zellen fiir 48 Stunden bei
37°C wurde mit der Selektion begonnen. Entweder wurde den infizierten Zellen 1 mg/ml
G418 zugegeben und 4 Tage nach Infektion auf IL-3 unabhé&ngiges Wachstum selektiert,
oder nach 48 h sofort auf IL-3 unabhéangiges Wachstum selektiert.

Die retrovirale Infektion von frisch prapariertem murinen Knochenmarkszellen erfolgte in
6-Well-Platten. Die Zellen wurden in DMEM Medium (4,5 g/L Glucose) mit 10% WEHY -
Uberstand, 10% FCS und 0,5% Penicillin/Streptomycin isoliert. Fiir die Infektion wurden
1x10% Zellen/ml mit jeweils gleichen MOIs der retroviralen Stocks in einem
Gesamtvolumen von 4 ml mit 2 pg/ml Polybren, 5 pg/ml IL-7 und 10 mM HEPES
inkubiert. Es wurde eine Spininfektion durchgefiihrt. Dazu wurden der Ansatz bei 1530 x g
fir 90 min bei 30°C zentrifugiert. Dem folgte eine Inkubation fiir 4 Stunden bei 37°C. Die
infizierten Zellen wurden anschlieBend 2 mal mit PBS gewaschen und im Whitlock/Witte
Medium aufgenommen. Nach 5 Tagen wurden die toten Zellen mittels Zentrifugation

entfernt.

Fiir die retrovirale Infektion von NIH3T3 Zellen wurden ein Tag vor Infektion 2x10°
Zellen in ein 6-Well ausgesat. Die Infektion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 1ml
DMEM Medium mit 10%FCS, 8ug/ml Polybren und Virus. 24 Stunden nach Infektion
wurde das Medium gegen 2ml frisches Medium gewechselt. 48 Stunden spéter erfolgte die
GFP Messung mittels FACS-Analyse.

Fiir retrovirale Infektion von Rat-1 Fibroblasten wurden ein Tag vorher 1,5x10° Zellen in
6cm-Schalen ausgesdt. Die Zellen wurden mit den jeweiligen Verdinnungen des
Virusstocks (10, 10°, 10, 107), 8 pg/ml Polybren in DMEM mit 10%FCS in einem

Gesamtvolumen von 2ml infiziert.
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3.25 Bestimmung des Retrovirus-Titers

Die Titerbestimmung des pMSCV-b/a IRES GFP-Virus wurde uber GFP-Messung per
FACS-Analyse durchgefiihrt. Dazu wurden NIH3T3 Zellen mit 250 ul, 125 ul, 62,5 pl,
31,25 pul, 15,6 pl und 7,8 ul Viruspréparation infiziert. Zwei Tage nach Infektion wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin abgel6st. Danach wurde die Zellzahl pro
Well und der Prozentsatz der GFP-positiven Zellen mittels FACS-Analyse bestimmt. Der
Titer berechnete sich aus der Gesamtzellzahl pro 6-well x Anteil der GFP-positiver Zellen

+ Ml Virus-Praparation x 1000 = CFU/m.

Der Titer des pMSCV-Bcr-Abl-Neomycin Virus wurde in Rat-1 Zellen bestimmt. Rat-1
Zellen wurden mit verschiedenen Viruskonzentrationen infiziert (siehe Abschnitt 6.2.4)
und unter G418-Selektion gesetzt. 24 Stunden nach Infektion wurde das Medium mit Virus
und Polybren abgenommen und frisches Medium mit 800 pg/ml G418 zu den Zellen
gegeben. Alle 2 Tage wurden die infizierten Zellen gewaschen und das Medium mit G418
ausgetauscht. Ungefahr am Tag 9 nach Infektion wurden die Zellen mit 0,5% Crystal
Violet (Sigma Ca. CO775, St. Louis, USA) und 20% Methanol fur 10 min auf dem
Schuttler gefarbt. Die angefarbten Kolonien wurden gezahlt und der Titer bestimmit.

3.2.6  Knochenmarks-Transplantation: Induktion von B-ALL in M&usen

Spendertiere

Es wurden 8-12 Wochen alte weibliche C57BL/6 Méause als Knochenmarksspender

verwendet.

Ernte der Knochenmarkszellen

Die Spenderméuse wurden durch CO,-Begasung geopfert. AnschlieBend wurden Tibia und
Femur freiprépariert und die Knochen ohne Verztgerung in einen Zellkultur-Arbeitsplatz
uberfuhrt. Dort wurden die Knochen durch Abschneiden der Enden gedffnet und Gber einer
50 ml Réhre das Knochenmark ausgespult. Dazu wurde eine 10 ml Spritze mit DMEM-
Medium (+ 10% WEHY, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin) gefillt und mit einer
27Ga % Nadel bestuckt. Dann wurde die Nadel in die Markhohle eingefiihrt und das
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Knochenmark mit Medium ausgespult. Die Prozedur wurde vom anderen Ende des
Knochens wiederholt. Um Klumpen zu vermeiden wurde, das Knochenmark anschlieRend
kraftig auf und ab pipettiert und anschlieRend fiir 10 min stehen gelassen, um zellfremde
Bestandteile der Praparation absetzen zu lassen. Der Uberstand wurde danach in eine

frische Rohre Gberfihrt und fiir die Infektion eingesetzt.

Lyse der Erythrozyten

Die Erythrozyten wurden nur lysiert, wenn das infizierte Knochenmark ausschlie3lich fur
Zellkultur-Experimente diente, oder zur Bestimmung der Zellzahl. Fir die Transplantation
wurde infiziertes Knochenmark mit Erythrozyten verwendet. Die Lyse erfolgte mit
Ammoniumchlorid-Lésung (150 mM NHCl,, 10 mM KHCOs, 0,1 mM EDTA, pH 7,4).
Dazu wurden die Zellen pelletiert, das Pellet dann in 2-3 ml Ammoniumchlorid-Lésung
resuspendiert und fur 5 min auf Eis inkubiert. Anschlielend wurde die Ammoniumchlorid-
Loésung mit 10-15 ml DMEM-Medium (+ 10% WEHY, 10% FCS, 1%
Penicillin/Streptomycin) verdlinnt, abzentrifugiert und dann noch einmal mit dem Medium

gewaschen.

Infektion der Knochenmarkszellen

Fur die Induktion einer Bcr-Abl-positiven B-ALL wurde das Bcr-Abl-Gen durch
retrovirale Infektion in die Knochenmarkszellen eingebracht. Die in dieser Arbeit
verwendeten Titer lagen je nach Experiment zwischen 1x10” und 5x10’ CFU/ml. Die
Infektion ist im Abschnitt ,,retrovirale Infektion* beschrieben. Nach der Infektion wurden

die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in DMEM (mit 10% FCS) aufgenommen.

Transplantation

Als Empfangerméause wurden 8-10 Wochen alte weibliche C57BL/6 Mduse verwendet. 2-5
Stunden vor dem Transplantat wurden die Mause einmalig mit einer Dosis von 870GCy
bestrahlt. Pro Tier wurden 1x10° infizierte Knochenmarkszellen in 300ul intravenos
gespritzt. Dazu wurde die Schwanzvene der Maus fur 1-2min in warmes Wasser gehalten,
um die Vene deutlicher hervortreten zu lassen. AnschlieBend wurden 300ul der

Zellsuspension in die Schwanzvene injiziert.
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Analysen der Mause

Um den Krankheitsverlauf zu dokumentieren, wurden in regelmaRigen Intervallen die
Mause gewogen, auf physische und motorische Auffalligkeiten hin untersucht und
peripheres Blut aus der Schwanzvene entnommen. Dazu wurde die Vene mit einem
Skalpell leicht angeritzt und das hervorquellende Blut mittels einer Kapillare (Microvette
CB 300, Sarstedt, Nimbrecht), die mit Kalium-EDTA beschichtet war, aufgefangen. Die
Blutanalysen wurden von Dr. Diem aus der Physikalischen Chemie am Klinikum
GroRhadern durchgefuhrt. Dort wurden Leukozytenzahlen bestimmt und die Blutausstriche

per Pappenheim-Farbung gefarbt.

Von den geopferten Mé&usen wurde Lunge, Milz und Leber auf Krankheitssymptome
untersucht und anschlieBend in Formalin aufbewahrt. Das Knochenmark wurde isoliert und
per FACS-Analyse die Zahl der Zellen bestimmt, die sowohl CD45R/B220 als auch GFP
exprimierten. Im Vergleich dazu wurden die Zellen auch auf die Expression von Mac-
1/GFP und GR-1/GFP hin untersucht. Auch die jeweiligen Isotypen wurden bei der
Farbung als Kontrollen mit verwendet. Die Farbung erfolgte nach der Lyse der Erytrozyten
mit 1 ul Antikérper in 150 pl PBS. Die Proben wurden 30 min unter Lichtausschluss bei
4°C inkubiert, danach einmal mit PBS gewaschen und das Pellet in 1% Paraformaldehyd
/PBS resuspendiert. Die gefarbten Zellen wurden dadurch fixiert und konnten in den
folgenden 7 Tagen analysiert werden. Dies wurde mittels FACS-Analyse im Klinikum

GroRhadern unter Aufsicht von Tatjana Heller durchgefiihrt.

3.2.7 Protein Analyse

Lyse von Zellen

Die Zusammensetzung des Lysispuffers und die Konzentration seiner Komponenten sind
von entscheidender Bedeutung und sollten je nach Fragestellung immer optimiert werden.
Ein wichtiger Faktor fir die Stringenz eines Lysispuffers ist die Starke des verwendeten
Detergens. NP40 ist ein etwas stdrkeres Detergens, kann aber in geringeren
Konzentrationen verwendet werden und macht auch Membranproteine gut l6slich. Die
Funktionen der anderen Komponenten sind: Glycerin — Gefrierschutz, EDTA —

Komplexierung von Mg®* und Mn* und damit Inhibierung von Kinasen, NaCl —
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Osmolaritét, Tris-Cl — pH-Puffer, Natriumfluorid — Serin- und Threonin-Phosphatase-
inhibitor, und Phenylphosphat — Phosphataseninhibitor. Zusatzlich wurden dem Lysis-
puffer folgende Inhibitoren zugefuigt: PMSF, Leupeptin, Aprotinin (Protease-Inhibitoren),
sowie Na-Orthovanadat (Tyrosinphosphatase-Inhibitor). Alle Zelllysate mussen auf Eis

gehalten werden, um Proteine und Proteinkomplexe zu schiitzen (Proteolyse, Dissoziation).

SDS-PAGE und Westernblot

Durch die Zugabe von SDS erfolgt die Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld
nicht nach ihrer Ladung, sondern nach ihrem Molekulargewicht tber Gelfiltrationseffekte
(verschieden konzentrierte Gele). SDS bindet dabei mit seinem hydrophoben Alkylrest in
einem konstanten Verhaltnis (1 SDS/2 Aminoséduren) so an Proteine, dass die intrinsische

Proteinladung durch die Sulfatgruppe des SDS maskiert wird.

Zusétzlich wurde die Technik der disc-Elektrophorese (discontinuous pH) angewandt.
Hierbei wird mit zwei unterschiedlichen Gelen bei unterschiedlichen pH-Werten
gearbeitet. Nach der Beschleunigung und Konzentrierung der Proteine im Sammelgel
erfolgt ein ,,Auflaufen” an der Grenzschicht Sammelgel-Trenngel. Dies hat zur Folge, dass

die Banden schérfer begrenzt sind und besser aufgetrennt werden.

Herstellen der Polyacrylamidgele

Zwei Glasplatten (fir 8 x 10 cm grofRe Gele) wurden mit 70% Ethanol gereinigt und mit
Spacern und Klammern versehen im Gelstdnder fixiert. Die Reagenzien wurden in der
oben angegebenen Reihenfolge blasenfrei vermischt und vorsichtig zwischen die zwei fast
waagerecht gehaltenen Glasplatten laufen gelassen. Der Zwischenraum wurde bis etwa 2
cm unter den Rand der kleineren Platte gefillt. SchlieRlich wurde alles auf dieselbe Weise
mit etwas Wasser Uberschichtet und fur mindestens eine Stunde zum Polymerisieren stehen
gelassen. Die Wasserschicht Uber dem auspolymerisierten Trenngel wurde abgegossen.
Nach zweimaligem Ausspilen mit Wasser wurde der Zwischenraum bis zur Oberkante der

kleineren Glasplatte blasenfrei mit Sammelgel geflit.

APS 10%: Trenngel 10%:

10%-ige Losung von APS in dd H20, die Acrylamid/Bis.(40%) 1,25 ml
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aliquotiert und bei -20 °C gelagert wird 4x Tris-CI/SDSpH 8,8 1,25 ml
dd H20 2,5ml
TEMED 17 pl
APS 10% 7l

4x Tris-CI/SDS pH 8,8: Sammelgel:

dd H20 300 ml Acrylamid/Bis. (40%) 150 pl

Tris 91¢ 4x Tris-CI/SDSpH 6,8 0,4 ml

SDS 29 dd H20 1ml

dd H20 ad. 500 ml TEMED 2 ul

mit HCI pH 8,8/6,8 einstellen APS 10% 8,5 ul

— mit 0,45 um Filter filtrieren

Trenngel 7%:

Acrylamid/Bis. (40%) 875 ul
4xTris-Cl/SDSpH 8,8 1,25 ml

dd H20 2,7ml
TEMED 17 pl
APS 10% 7ul

Dann wurde ein vorher mit 70% Ethanol gereinigter Kamm (10 Z&hne) so eingesteckt, dass
keine Blasen entstanden. Nach etwa 20 min wurde der Kamm entfernt, die Taschen mit
Elektrophorese-Puffer ausgespult und das Gel in der Elektrophoresekammer befestigt.

Laden und Starten des Gels

2x Probenpuffer:

4x Tris-CI/SDSpH 6,8 12,5 ml

SDS 10% 20 ml
B-ME 2ml
Glycerin 20 ml
Bromphenolblau 1 mg
dd H20 45,5 ml

5x Elektrophoresepuffer:

Tris 15,1¢g
Glycin 729
SDS 5¢g
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dd H20 ad. 1000 ml

Rainbow-Marker (Mix aus angeférbten, rekombinanten Proteinen):

250 kD blau
160 kD rot
105 kD grin
75 kD gelb
50 kD violett
35kD blau
30 kD orange
25 kD grin
15 kD blau
10 kD rot

Die Lysate oder IPs wurden 1:1 mit Probenpuffer versetzt und zur vollstandigen Reduktion
fir 5 min auf 100°C erhitzt. Parallel wurde immer eine Bahn mit 5 pl Proteinmarker
beladen. Das Laden des Gels und der Gellauf fanden bei 4 °C im Kdihlraum statt. Der
Gellauf erfolgte bei 100-125 V.

Transfer (Westernblot)

Transferpuffer:

Tris 24,22 g
Glycin 115,3 ¢
Methanol 1600 ml

dd H20 ad. 8000 ml

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese zur weiteren
Handhabung auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Dazu wurde zunéchst eine
Nitrocellulose-Membran auf die Grofle des Gels zugeschnitten, kurz in dd H20
geschwenkt und dann in Transferpuffer gelagert. Ebenso wurden zwei Schwamme und
zwei Whatman 3 MM-Papiersticke der GroRe des Gels in Transferpuffer eingeweicht.
Wenn die blaue Farbmarker-Bande am unteren Rand der Glasplatte angelangt war, wurde
der Gellauf beendet und das Sammelgel abgeschnitten. In einer Transferkassette wurden
die Komponenten in folgender Reihenfolge blasenfrei (ausrollen mit Pipette)
aufeinandergelegt: Schwamm, Whatman, Gel, Nitrocellulose, Whatman, Schwamm. Die

Kassette wurde geschlossen und in der mit Puffer geflllten Transferkammer so befestigt,
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dass die Membran auf der Seite der Anode war. Der Transfer lief unter Rihren bei 4°C
(Kdhlraum) und 100 V fir etwa eine Stunde.

Da Antikorper auch unspezifisch an verschiedene Materialien binden konnen, ist es
notwendig, alle Stellen der Membran, an denen keine Zellproteine gebunden haben, mit
einem ,.inerten” Protein zu blockieren. Nach der Transferlaufzeit wurde die Membran aus
der Kammer genommen und bei Raumtemperatur fir 2 h in einer Plastikschale mit
Blocking-Solution (5% Magermilchpulver oder 5% BSA in TBST) geschuttelt. Danach
wurde sie einmal mit 1x TBST gespult und einmal fir 5 min in 1x TBST geschittelt, um
uberschissige  Blocking-Solution  wegzuwaschen.  Wenn eine Inkubation mit
unterschiedlichen Antikorpern durchgefiihrt werden sollte, wurde die Membran an den

entsprechenden Stellen mit einem Skalpell geschnitten.

AntikOrper-Inkubation

Die meisten der verwendeten primadren Antikorper wurden in einer 1:1000 Verdunnung,
die sekundéren Antikérper in 1:5000 Verdinnungen jeweils in Blocking-Solution

eingesetzt.

Die Membran wurde in ein Falconréhrchen eingerollt, so dass die Proteinseite nach innen
zeigte. Die Inkubation erfolgte in dem Rohrchen mit 3 ml der Antikdrperlosung fir 1-2
Stunden auf einem Taumelrolleninkubator. Dann wurde die Membran zundchst viermal
mit TBST gewaschen, bevor der zweite Antikorper ebenfalls in dem Rohrchen fur 30 min

inkubiert wurde. Die Detektion der Proteine erfolgte nach erneutem dreimaligen Waschen.

Detektion der Proteine

Die Detektion der Proteine erfolgte mittels Chemilumineszenz. Dabei wird durch die an
die sekundaren Antikorper gebundene Peroxidase die Oxidation eines Diacylhydrazids
katalysiert. Bei dieser Reaktion entstehen Stickstoff und Licht, dass Schwérzungen auf

einem aufgelegten Film erzeugt.

Die ECL-Lo6sungen wurden 1:1 gemischt (2 + 2 ml fir eine etwa 8 x 10 cm
grolle Membran). Die Membran wurde mit einem Papiertuch gut getrocknet und in einer
Plastikschale mit der Detektionslosung bergossen. Nach einer Minute wurde der Blot

entnommen, auf einem Papiertuch getrocknet und mit der Proteinseite nach oben auf ein
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mit Kunststoff beschichtetes Papier gelegt. Das Ganze wurde mit einer Frischhaltefolie
blasenfrei abgedeckt und in einer Filmkassette fur 2-60 Sekunden mit einem Film
exponiert. Nach der Entwicklung des Films erscheinen Antikorper-Bindungsstellen als
schwarze Banden. Die Markerpositionen wurden von der Membran auf den entwickelten

Film mit einem Folienstift Gbertragen.

Strippen der ECL-Blots

Stripping-Solution:

Tris-Cl pH 6,7 3,78 ¢
SDS 10g
B-ME 3,5 ml

dd H,0O ad. 500 ml

Bei der ECL-Methode ist es mdglich, die Membran mehrfach (bis zu dreimal) einer
Immundetektion zu unterziehen. Bei dem sogenannten ,,Strippen* werden zunéchst sowohl
die sekunddren als auch die primaren Antikorper von der Membran entfernt. Danach ist die

Inkubation mit weiteren Antikérpern moglich.

Die Membran wurde im Wasserbad bei 50 °C fir 30 min in Stripping-Solution geschttelt,
dann mit 1x TBS einmal gespult und zweimal fir 10 min gewaschen. Schliel3lich wurde

erneut geblockt und mit Antikorpern inkubiert wie oben angegeben.



4 Ergebnisse 53

4 Ergebnisse

4.1  Charakterisierung des Bindungsmechanismus des
Abl-spezifischen Kinase-Inhibitors STI1571

4.1.1 Die Positionen 315 und 380 in der Kinase-Doméane von Abl sind wichtig far
die ST1571-Bindung

Laut Computermodellen des Abl/STI571Komplexes mit Mutationen an den Positionen
Thr315M und Ala380Thr wirden Aminosauren mit sperrigeren Seitenketten den Zugang
zu der Inhibitor-Bindetasche stark einschrénken (siehe [Abbildung 5JA). Die Positionen
Thr315 und Ala380 kdnnten also eine Spezifitatsdeterminante flr die Bindung von STI571
darstellen. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden folgende Punktmutationen in Bcr-
Abl mittels PCR-Mutagenese eingebracht: Thr315 wurde mutiert zu Valin (Val), Leucin
(Leu), Isoleucin (lle), Methionin (Met), Glutamin (GIn) oder Phenylalanin (Phe). Ala380
wurde mutiert zu Cystein (Cys) oder Threonin (Thr). Die Expression in Cos7-Zellen zeigte
bei allen Mutanten der Position 315 eine dem Bcr-Abl-Wildtyp vergleichbare, teilweise

leicht erhohte, spontane Kinase-Aktivitat (siehe [Abbildung 5B). Im Gegensatz dazu
fihrten die Mutationen Ala380Cys und Ala380Thr zu einer ca. 50% niedrigeren Kinase-

Aktivitat (siehe JAbbildung 5B).

Substrat- und Autophosphorylierung (pTyr245-Abl) von Bcr-Abl Wildtyp konnte mit
STI571 in einer konzentrationsabhangigen Weise gehemmt werden (Daten nicht gezeigt).
Die Mutanten Thr315Val, Thr315Leu, Thr315lle, Thr315Met, Thr315GIn und Thr315Phe,
sowie Ala380Thr zeigten dagegen bis zu einer Konzentration von 10 uM STI571 keinen

Riickgang der Autophosphorylierung von Bcer-Abl (siehe Abbildung 5B).

Weiterhin sollte der biologische Effekt von STI571 auf die hergestellten Mutanten von
Ber-Abl untersucht werden. Dazu wurden Ber-Abl Wildtyp und die oben genannten Bcr-
Abl-Mutanten in die hamatopoetische, IL-3-abhéngige Zelllinie 32D mittels retroviraler
Infektion eingebracht. Da die Kinase-Aktivitdt von Bcr-Abl diese Zelllinie zu II-3-
unabhé&ngigen Wachstum transformiert, konnten positive Mischklone durch 1I-3 Entzug

selektiert werden. Dosis-Wirkungskurven zeigten, dass in 32Dgcr-apmt Z€llen mit 1 pM —
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2,5 UM STI571 ein kompletter Proliferationsstop und Apoptose von ca. 90% der Zellen
innerhalb von zwei Tagen induziert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Dieser Effekt
korrelierte sowohl mit einer kompletten Herunterregulierung der Bcr-Abl Autophosphory-
lierung als auch mit einer Inhibition der Phosphorylierung von STAT5 und Jnk (Daten
nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu konnte mit 1 M und 2,5 uM STI571 in 32D-Zellen,
welche die Mutanten von Bcr-Abl exprimierten, keine Blockierung der Proliferation und
keine Apoptose induziert werden (siehe [Abbildung 5C). Vergleichbare Ergebnisse wurden
mit allen Mutanten erzielt, mit Ausnahme der Mutation Ala380Cys, die in 32D-Zellen
keine Resistenz vermitteln konnte (siehe [Abbildung 5C). Die Mutation Ala380Thr konnte
in 32D-Zellen keine vollstdndige Resistenz gegentiber STI571 erzeugen, da 2,5 UM
STI571 eine deutliche Inhibition der Zellproliferation und ca. 20% bis 25% apoptotischer
Zellen zur Folge hatte (siehe [Abbildung 5C). Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse
die Bedeutung der Positionen 315 und 380 als Spezifitdtsdeterminanten auf, die den
Zugang zur Inhibitor-Bindetasche kontrollieren.
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Abbildung 5: Der Effekt des Austausches der Aminosduren an den Positionen 315 und 380
auf die Inhibition von Bcr-Abl durch STI1571. (A) Computer-Modelle von STI571 in Komplex
mit Abl oder einem Mutanten von Abl an der Position 315 zu Methionin und 380 zu Threonin. Die
Mutationen wurden in die Abl Struktur mit Hilfe der Swiss Prot Structure Viewers software
eingebracht und basieren auf bereits vertffentlichten Koordinaten des Abl/STI571-Analogon
Komplexes (Schindler et al., 2000). (B) Cos7-Zellen wurden entweder mit pApuro, Ber-Ablwt oder
den angegebenen Mutanten von Bcr-Abl an den Positionen 315 und 380 transfiziert. Die Zellen
wurden entweder unbehandelt lysiert oder vorher fir 4h mit 10 pM STI571 inkubiert.
Phosphorylierung von Bcr-Abl wurde durch einen anti-phospho-Abl-Antikorper ermittelt.
Expression wurde durch einen anti-Abl-Antikorper kontrolliert. (C) Uberleben und Proliferation
von 32D-Zellen, die Bcr-Ablwt oder einen der beschriebenen Ber-Abl Mutanten an Position 315
und 380 exprimieren. 5x10* Zellen/ml wurden jeweils ausgesit und mit DMSO, 1 oder 2,5 pM
STI571 behandelt. Uberleben und Proliferation wurden 48h spater mittels FACS-Analyse ermittelt.
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4.1.2 Die Konformation der katalytischen Schleife in Abl beeinflusst die Bindung
von STI571 an Abl

GemaR der Kristallstruktur des Abl/STI571-Komplexes schien die Ausbildung einer
inaktiven Konformation der katalytischen Schleife (,,Activation-(A)-Loops*) von Abl eine
weitere Vorraussetzung fur die Bindung von STI571 an Abl zu sein (Schindler et al.,
2000). Fir eine genetische Validierung dieser Hypothese wurden nach intramolekularen
Interaktionen der Aktivierungsschleife von inhibierten Abl mit anderen Regionen des
Molekiils gesucht. Eine Stérung dieser Interaktionen konnte zu einer Destabilisierung der
A-Schleife fihren, was Abl hyperaktivieren und zu einer Desensibilisierung gegentiber
STI571 fihren konnte. Es gelang uns, eine Wasserstoff-Bricken-Bindung zwischen
Arg386 (auf der A-Schleife) und Asp276/Glu279 (auf dem B3-aC-Loop) zu identifizieren
(siehe [Abbildung 6JA), die innerhalb STI571-sensitiver Kinasen hoch konserviert war.
Weiterhin stand keine dieser Aminoséuren in direktem Kontakt mit STI571.

Um die Bedeutung dieser Interaktion flr die Regulation der Kinase-Aktivitat und fir
die Bindung von STI571 zu beweisen, wurden die beiden Aminosduren Asp276 und
Glu279 zu Serin mutiert. Die Expression von Bcr-Abl Asp276Ser/Glu279Ser in Cos7-
Zellen zeigte eine geringflgige, aber reproduzierbare Erhdhung der Kinase-Aktivitét (siehe
[Abbildung 6B) und eine deutlich reduzierte Sensibilitat der Mutante gegeniiber STI571
(siehe [Abbildung 6[C). Dariiber hinaus fiihrte die Expression diese Mutante in 32D-Zellen
zu einer Zunahme der IC50 (Inhibitorischen Konzentration 50%) etwa um das 10fache,
von ca. 0,069uM in 32Dgcr-abiwt Zellen auf ca. 0,71uM in 32Dgcr-abl Asp276ser/Gluzzaser (Siehe
[Abbildung 6D). Im Vergleich zu Ber-Ablwt wurde die Zahl der apoptotischen Zellen bei

2uM STI571 von 90% auf 30% reduziert (siehe JAbbildung 6D).

Kristallstruktur-Analysen zeigten, dass die Aminosédure Arg386 mit konservierten
Autophosphorylierungs-Tyrosinen auf der A-Schleife in aktiven Kinasen interagiert, wie
z.B. Lck (,,lymphoid T-cell protein tyrosine kinase*) oder dem Insulin-Rezeptor (IRK)
(Hubbard, 1997; Yamaguchi and Hendrickson, 1996). Diese Beobachtung fiihrte zu der
Hypothese, dass die Dephosphorylierung von Tyr393, einer der wichtigsten Autophospho-
rylierungsstellen von Abl, eine Vorraussetzung fir die STI571-Bindung sein kénnte. Eine
Mutante dieser Autophosphorylierungsstelle zu Phenylalanin sollte demnach nicht mehr
dephosphoryliert werden konnen und dadurch eine gesteigerte Sensitivitat gegenuber
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STI571 besitzen. Uberraschenderweise hatte jedoch die Mutation von Tyr393 in Ber-Abl
zu Phenylalanin (Bcr-Abltysgspne) kaum einen Effekt auf die Sensitivitat von Bcr-Abl
gegenuber STI571 in Cos7-Zellen und auch nur einen geringfugigen biologischen Effekt in
32D-Zellen (siehe [Abbildung 6C-D). Diese Daten belegen, dass die Ausbildung einer
inaktiven Konformation der A-Schleife von Abl eine wichtige VVorraussetzung fiir STI571-
Bindung darstellt, wahrend die Dephosphorylierung von Tyr393 durch endogene

Phosphatasen kein limitierender Faktor fiir die ST1571 Bindung an Abl zu sein scheint.
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Abbildung 6: Bedeutung von Phe382 und der katalytischen Schleife von Abl fir die STI571-
Bindung. (A) Schematische Darstellung der Wechselwirkung des A-Loop mit dem B3-aC-Loop
Uber die Wasserstoff-Bruckenbindungen zwischen Arg386 (R386) und Asp276/Glu279
(D276/E279). (B) Cos7-Zellen wurden mit 1 pg pApuro, Ber-Ablwt, Ber-AblTyr393Phe oder Bcer-
ADblAsp276Ser/Glu279Ser transfiziert. Die Aktivitat der verschiedenen Bcr-Abl Mutanten wurde
tiber einen Phospho-Abl-Antikérper und einen Phosphotyrosin-Antikérper bestimmt. (C) Phospho-
Abl- und Abl-Immunoblots von Lysaten von Cos7-Zellen, die mit pApuro, Bcr-Ablwt oder den
angebenen Bcr-Abl Mutanten transfiziert waren. Die Zellen waren entweder unbehandelt oder
wurden mit den angegebenen Mengen an STI571 inkubiert. (D) Proliferation und Uberleben von
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32D-Zellen, die entweder Ber-Ablwt oder einen der angegebenen Bcr-Abl Mutanten exprimierten
und mit verschiedenen Konzentrationen von STI571 inkubiert wurden.

4.2  Dualspezifische Src/Abl-Inhibitoren

4.2.1 PP1 und CGP76030 fuhren in Bcr-Abl-positiven Zellen zu Wachstumsstop
und Apoptose

Das rasche Auftreten von direkten STI-Resistenzen wahrend der Therapie in Patienten
mit fortgeschrittenen Bcr-Abl-positiven Leukédmien konnte die Inhibition von zusétzlichen
Signalmolekiilen notwendig machen, um Bcr-Abl-positiven B-ALL und CML in der
Blastenkrise zu therapieren. Wie in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, aktiviert
Ber-Abl Uber einen Kinase-unabhangigen Mechanismus Src-Kinasen (Warmuth et al.,
1997), die durch STI571 nicht direkt inhibiert werden koénnen. Die unterschiedliche
Sensitivitdt von Abl und Src-Kinasen auf STI571 konnte auf die unterschiedliche
Konformation der A-Schleife und die Orientierung von Phe382 zurlickzufiihren sein.
Jedoch sind die Aminoséauren, welche die STI571-Bindetasche bilden, hoch homolog. Aus
diesem Grunde kann man bei vielen Src-Kinase-Inhibitoren eine Kreuzreaktivitat auf die

Abl-Kinase feststellen.

Mit Hilfe der in Abschnitt 3.1 vorgestellten Bcr-Abl Mutanten konnte der
Bindungsmodus und die biologische Aktivitdt von zwei dualspezifischen Src/Abl-
Inhibitoren, PP1 und CGP76030, charakterisiert werden (siehe [Abbildung 7JA-B). Beide
Substanzen hemmten Bcr-Ablwt konzentrationsabhéngig. Etwa 25-50 uM PP1 und 5-10
MM CGP76030 waren notig, um die Autophosphorylierung und die Substratphosphory-
lierung von Ber-Ablwt in Cos7-Zellen zu hemmen (siehe [Abbildung 7[C). Die Hemmung
der Substratphosphorylierung durch STI571 korrelierte stark mit der Hemmung der
Autophosphorylierung. Interessanterweise blieb im Gegensatz dazu bei der Inhibition mit
PP1 oder CGP76030 in Bcr-Ablwt ein gewisser Restanteil an Autophosphorylierung
zuriick, selbst wenn die Substratphosphorylierung vollstdndig blockiert werden konnte
(siehe [Abbildung 7IC-D). Sowohl PP1 als auch CGP76030 induzierten einen Wachstums-
stop und Apoptose in 32Dgcr-apimt Zllen. Dabei waren in Bezug auf den erzielten Effekt in
32Dgcr-abiwt Zellen 50uM PP1 und 5puM CGP76030 mit 2,5uM STI571 vergleichbar (siehe
[Abbildung 7E-F). Dieser biologische Effekt korrelierte gut mit den Konzentrationen,
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welche flr eine Inhibition der Autophosphorylierung von Bcer-Abl und Src-Kinasen in

32Dgcrabmt Zellen notig waren (siehe |Abbildung 11C). Im Gegensatz zu STI571
beeinflussten sowohl PP1 als auch CGP76030 das Uberleben und Wachstum parentaler

32D-Zellen negativ (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 7: Hemmung der Kinaseaktivitit von Bcr-Abl Wildtyp durch PP1 und
CGP76030. PP1 und CGP76030 inhibieren Bcr-Ablwt konzentrationsabhangig und induzieren
Apoptose in 32Dger-abimt Zellen. (A-B) Strukturformeln der Kinase-Inhibitoren PP1 und CGP76030.
(C-D) Cos7-Zellen wurden mit pApuro oder Bcr-Ablwt transfiziert und entweder unbehandelt
belassen oder mit den angegebenen Konzentrationen von PP1 und CGP76030 4h vor Lyse
inkubiert. Phosphorylierung von Bcr-Abl und von zelluléren Proteinen wurden mit einem anti-
phospho-Abl- und einem anti-poshpho-Tyrosin-Antikérper ermittelt. Die gleichmaRige Expression
von Bcr-Abl wurde (iber einen anti-Abl-Antikorper kontrolliert. (E-F) Uberleben (durchgezogene
Linie) und Proliferation (gestrichelte Linie) von 32Dgc.apmt Zellen in der Anwesenheit der
angegebenen Konzentrationen von PP1 (E) und CGP76030 (F).
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Dieser Effekt spiegelt moglicherweise die Bedeutung von Src-Kinasen innerhalb der IL3-
abhdngigen Signaltransduktion wieder, die von verschiedenen Forschergruppen belegt
wurde (Reddy et al., 2000).

Um den Effekt von CGP76030 auf Wachstum und Uberleben von Bcr-Abl-positiven
Zellen weiter zu untersuchen, wurden zwei Ber-Abl*-Zelllinien (K562 und LAMABS4) und
eine Reihe von Bcr-Abl’-Zelllinien (U937, HL-60, OCI-AML5) mit unterschiedlichen
Konzentrationen von STI571 oder CGP76030 inkubiert. Der biologische Effekt beider
Inhibitoren war vergleichbar. CGP76030 inhibierte bei den angegebenen Konzentrationen
Wachstum und Uberleben der Ber-Abl™ Zellen, nicht aber der Ber-Abl™-Zelllinien (siehe
A-B). Dies deutet darauf hin, dass CGP76030 nicht generell toxisch ist,
sondern Gber einen spezifischen Mechanismus wirkt. Ahnliche Ergebnisse wurden mit PP1

erhalten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 8: Effekt von CGP76030 auf Wachstum und Uberleben von Bcr-Abl+-Zelllinien
und AML-Zelllinien. Die verwendeten Bcr-Abl+ und AML-Zelllinien wurden mit den
angegebenen Mengen an CGP76030 inkubiert. DMSO wurde als Vehikel-Kontrolle verwendet.
Der Anteil Annexin-V-positiver Zellen (A) und Lebendzellzahlen (B) wurden nach drei Tagen
bestimmt.

4.2.2 STI571, PP1 und CGP76030 hemmen Bcr-Abl tber einen Uberlappenden

Bindungsmechanismus

Mit Hilfe der beschriebenen Punktmutanten von Bcr-Abl wurde der Bindungsmodus
von PP1 und CGP76030 genauer charakterisiert. Genau wie STI571 konnten PP1 (100
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MM) und CGP76030 (25 pM) in Cos7-Zellen die Bcr-Abl-Mutanten Thr315Leu,
Thr315lle, Thr315Met, Thr315GIn und Thr315Phe nicht hemmen (siehe [Abbildung 9). Die
Mutante Bcr-AblThr315Val zeigte jedoch noch eine dem Wildtyp vergleichbare PP1-
Sensitivitat, obwohl diese Mutation gegenuber STI571 eine komplette Resistenz erzeugte.
Die Inhibition von Bcr-AblThr315Val durch 25 uM CGP76030 war deutlich reduziert
(siche [Abbildung 9). Zusammengefasst zeigen diese Daten eine unterschiedliche
Bedeutung der H-Briicken zwischen Thr315 und PP1 bzw. Thr315 und CGP76030 fir die
Inhibitorbindung.

Im Gegensatz zu der Position 315 in Bcr-Abl, die fur die Bindung von PP1 und
CGP76030 von elementarer Bedeutung war, spielte die Position 380 keine Rolle. Die
beiden untersuchten Mutanten an dieser Position (Ala380Cys und Ala380Thr) zeigten eine
dem Wildtyp vergleichbare Sensitivitit gegeniiber PP1 und CGP76030 (siehe
E). Bei Expression der Mutante Bcr-AblAsp276Ser/Glu279Ser in Cos7-Zellen konnte auch
hier eine Inhibition durch PP1 und CGP76030 mit einer dem Bcr-Ablwt vergleichbaren

Kinetik festgestellt werden (siehe |Abbildung 10/A-B). Zusammengefasst deuten diese
Ergebnisse darauf hin, das STI571, PP1 und CGP76030 in die gleiche, der ATP-
Bindestelle benachbarten Inhibitor-Bindetasche binden und dabei Uberlappende

Bindungsmodi besitzen. Jedoch scheint die Bindung von PP1 und CGP76030 unabhangig
von der Konformation der A-Schleife zu sein, da die Bcr-Abl Mutanten
ADblAsp276Ser/Glu279Ser keine Resistenz erzeugten. Weiterhin kénnte die fehlende oder
inkomplette Resistenz der Bcr-Abl Mutanten Thr315Val, Ala380Cys und Ala380Thr ein
Zeichen dafur sein, dass PP1 und CGP76030 den Eingang zur Inhibitor-Bindetasche nicht
so perfekt ausfullen wie STI571, was Uber eine Kristallstruktur aber noch zu beweisen
ware. Diese Uberlegung ist jedoch vereinbar mit der Tatsache, dass PP1 und CGP76030
zusétzlich zu Ber-Abl die Familie der Src-Kinasen und andere Zielmolekiile inhibieren

kdnnen.
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Abbildung 9: Charakterisierung des Bindungsmodus der dualspezifischen Src/Abl-
Inhibitoren PP1 und CGP76030. Phospho-Abl und Abl Immunoblots aus Lysaten von Cos7-
Zellen, die mit pApuro, Ber-Ablwt oder einem der angegebenen Bcer-Abl Mutanten transfiziert
waren. Die Zellen verblieben entweder unbehandelt oder wurden mit 100 uM PP1 oder 25 uM
CGP76030 inkubiert.

4.2.3 STI571-Resistenz vermittelnde Bcr-Abl Mutationen bewirken keine voll-
standige biologische Resistenz gegentiber PP1 und CGP76030

Die Charakterisierung des Bindungsmodus von STI571, PP1 und CGP76030 mit Hilfe
der untersuchten Bcr-Abl Punktmutanten, fihrte zu der Identifikation von Bcr-Abl
Mutanten (Thr315Leu, Thr315lle, Thr315Met, Thr315GIn und Thr315Phe) mit einer
vergleichbaren Resistenz gegeniber jedem der drei Inhibitoren. Mit Hilfe dieser Mutanten
war es moglich, Bcr-Abl abhdngige Effekte von Bcr-Abl unabhéngigen Effekten zu
trennen. Dafur wurde Bcer-Abl mit jeweils einer Mutation an den Positionen 315 oder 380
in 32D-Zellen exprimiert und mit ST1571, PP1 und CGP76030 inkubiert. Die Expression
der Ber-Abl Mutanten Thr315Leu, Thr315lle, Thr315Met, Thr315GIn und Thr315Phe und
Ala380Thr flhrte zu einer kompletten oder teilweisen (Ala380Thr) Resistenz gegeniber
STI571 in Bezug auf Zellproliferation und Uberleben (siehe |Abbildung 11)A-B). Im
Gegensatz dazu konnten PP1 und CGP76030 das Wachstum und Uberleben von solchen
32D-Zellen, die PP1- und CGP76030-resistente Mutanten von Bcr-Abl (Thr315Leu,
Thr315lle, Thr315Met, Thr315GIn und Thr315Phe) exprimierten noch zu einem gewissen
Grad negativ beeinflussen (siehe [Abbildung 11JA-B). Interessanterweise wurde in diesen
Zellen deutlich mehr Apoptose durch CGP76030 als durch PP1 induziert, wahrend die
Hemmwirkung der Inhibitoren auf die Zellproliferation vergleichbar war. Wie aufgrund
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der Ergebnisse in Cos7-Zellen erwartet, zeigten 32D-Zellen, welche die Ber-Abl Mutanten
Thr315Val, Ala380Thr und Ala380Cys exprimierten, eine dem Bcr-Ablwt vergleichbare
Reduktion der Zellproliferation und Induktion der Apoptose gegenlber PP1 und
CGP76030 (siehe |Abbildung 11jA-B). Darliber hinaus konnte keinerlei Resistenz
gegenliber PP1 und CGP76030 in 32D-Zellen beobachtet werden, welche die Mutation
Asp276Ser/Glu279Ser exprimierten (siehe [Abbildung 10-D). Da diese Mutante von Bcr-
Abl noch sensitiv gegenuber PP1 und CGP76030 ist, kann der beobachtete Effekt sowohl

auf eine direkte Inhibition der Kinase-Aktivitat von Bcr-Abl zurtickzufihren als auch Abl-

unabhangig verursacht worden sein.

Weiterhin sollte der Effekt von PP1 und CGP76030 auf Bcr-Abl-Aktivitat in 32D-
Zellen untersucht werden, die entweder Bcr-Ablwt oder eine der resistenten Mutanten, wie
z.B. Thr315GIn, exprimierten. Wie [Abbildung 11)C mit Hilfe phospho-spezifischer
Antikorper zeigt, reduzierten alle drei Inhibitoren die Aktivitdt von Bcr-Ablwt. Im
Gegensatz dazu konnte kein Effekt der Inhibitoren auf die Aktivitat von Ber-Abl in 32Dgg-

abl Thratscin Zellen festgestellt werden. Ahnliche Ergebnisse wurden mit 32D-Zellen
erhalten, die andere inhibitor-resistente Mutanten von Bcr-Abl, wie z.B. Thr315Leu,
Thr315lle, Thr315Met und Thr315Phe, exprimierten. Zusammengefasst bedeutet dies, dass
PP1 und CGP76030 unabhédngig von einer Abl-Hemmung einen Wachstumsstop und
Apoptose induzieren kdnnen.
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Abbildung 10: Die Bedeutung der Konformation der A-Schleife fiir die Bindung der
Inhibitoren PP1 und CGP76030 an Bcr-Abl. (A-B) Phospho-Abl und Abl Immunoblots aus
Lysaten von Cos7-Zellen, die mit pApuro, Bcr-Ablwt oder Asp276Ser/Glu279Ser transfiziert
wurden. Die Zellen waren entweder unbehandelt, oder wurden mit den angegebenen
Konzentrationen von PP1 (A) oder CGP76030 (B) inkubiert. (C-D) Proliferation (linke Halfte) und
Uberleben (rechte Halfte) von 32Dgeapmt 0der 32Dger-api aspzresericluizreser Z€llen, die mit den
angegebenen Konzentrationen von PP1 (C) oder CGP76030 (D) inkubiert wurden.

4.2.4 Differenzielle Effekte von PP1, CGP76030 und STI571 auf die Aktivitat von
Src-Kinasen

Als néchstes sollte untersucht werden, ob die Abl-unabhangigen biologischen Effekte
von PP1 und CGP76030 mit der zusatzlichen Inhibition von Src-Kinasen korrelierten. In
Abwesenheit der Inhibitoren konnte tber einen phospho-spezifischen pan-Src-Antikorper
eine starke Autophosphorylierung detektiert werden (siehe [Abbildung 11IC). In 32Dgcr-apiwt
Zellen konnten PP1 und CGP76030, jedoch nicht STI571, die Autophosphorylierung der
Src-Kinasen vollstdndig blockieren, was die von der Abl-Kinase-Aktivitdt unabhéngige
Aktivierung der Src-Kinasen veranschaulicht (Warmuth et al., 1997). Die Inhibition der
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Src-Kinasen durch PP1 und CGP76030 konnte sowohl in 32Dgcr-anwt Zellen als auch in
32D-Zellen festgestellt werden, die eine Inhibitor-resistente Mutante von Bcr-Abl
exprimierten. Auflerdem flhrte in 32Dgcr-abithraiscin Zellen PP1 und CGP76030 zu einer
geringen, jedoch reproduzierbaren Reduktion der zytosolischen Tyrosin-Phosphorylierung,
wogegen man mit STI571 diesen Effekt nicht beobachten konnte (siehe [Abbildung 11F).

Auch der Einfluss der verschiedenen Inhibitoren auf die Aktivitdt potentieller
Signaltransduktions-Partner sollte untersucht werden. Alle drei Inhibitoren blockierten die
Autophosphorylierung von STAT5, Jnk und Akt in 32D-Zellen, die Bcr-Ablwt
exprimierten. Inhibition von STAT5 und Jnk konnte nicht in 32D-Zellen festgestellt
werden, welche die Inhibitor-resistente Mutante Thr315GIn von Bcr-Abl exprimierten.
Diese Beobachtung weist darauf hin, dass die Signalwege, die zu einer Aktivierung von
STATS5 und Jnk flhren, direkt von der Kinase-Aktivitdt von Bcr-Abl abhéngen (siehe
[Abbildung 11[). Auch die Blockierung der Autophosphorylierung von Akt durch STI571
konnte in den Inhibitor-resistenten 32Dgcr-abithraiscin - Zellen  aufgehoben werden.
Uberraschenderweise konnte in diesen Zellen die Aktivitat von Akt immer noch durch PP1
und CGP76030 negativ beeinflusst werden (siehe [Abbildung 11D). Diese filhrte zu der
Hypothese, dass sowohl Bcr-Abl als auch Src-Kinasen zu der Regulation von Akt in Ber-
Abl-positiven Zellen beitragen.

Zusammengefasst weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die von STI571
abweichende biologische Wirkung von PP1 und CGP76030 auf 32Dgr-apwt Und 32Dgq;-
abithratsein Zellen zumindest teilweise durch die zusatzliche Hemmung von Lyn und
anderen Src-Kinasen erklart werden konnen. Jedoch kann zu diesem Zeitpunkt nicht
ausgeschlossen werden, dass PP1 und CGP76030 den beobachteten biologischen Effekt

Uber die Inhibition zusatzlicher, noch unbekannter, Kinasen erzielen.



4 Ergebnisse 67

ODMSO ODMSO
02,5 umol/l STI571 02,5 umoll STI571
M50 pmol/l PP1 _ m50 umllcl)lllPPl
__ E5umoll CGP76030 S W 5umol/l CGP76030
S 120 P 120 -
= 100 - T 100 -
8 © g0l f
o 807 2
§ 60 2 60
S 40 < 40+
E 20 4 E 20 4
g 0+ g 0
R I AT\ W o S N G <
&’b\/ &’b\/ &rb'» «rb\io «rb\io &’b\/ ?(3’@ &@
wt__ T3150 wt  T3150 wt  T3150
STI571 2,5 umol/l) - + - - - + - - STI571 2,5umol/l) - +- - - + - - - - - -
PP1 (50umol/l) - - +- - - + - PP1 (50umol/l) - - + - - - + - - -
CGP76030 (5umol/l) - - - + - - - + CGP76030 (5umol/l) - - - + - - - + R e
- - S ——
- =" — 0-pSA473 Akt
—— - —— — .‘,_,._“-.._
a-pY-245Abl/ o-Abl a-pY-STATS/a-STATS ™, 17308 Akt
- -
oL HMEee o-Akt
0-pY-416Src o-pY-JInk/o-dnk
— o . -
o-Fyn
o-Src
e b B e e e e
a-Lyn
o —— - —
o Rk ]
E“ b | ]
- Seuw
o-pY99

Abbildung 11: Unvollstandige Resistenz von 32Dg..an Zellen, die CGP76030- und PP1-
resistente Mutanten exprimieren. (A-B) Der Effekt von STI571, PP1 und CGP76030 nach 48h
auf Proliferation (A) und Uberleben (B) von 32D-Zellen, die Bcr-Ablwt oder eine der untersuchten
Mutanten an den Positionen 315 und 380 von Bcr-Abl exprimieren. (C-D) Phospho-Abl-, phospho-
Src-, panphospho-Tyrosin-, phospho-STATS5-, phospho-Jnk- und phospho-Akt-Western-Blots von
32Dg¢r-apwt-Zellen und 32Dgr-animhrzisein-Zellen, die mit den angegebenen Konzentrationen von
STI571, PP1 und CGP76030 2h vor Lyse inkubiert wurden. Als Expressionskontrolle dient jeweils
die Detektion mittels Abl-, Src-, Fyn-, Lyn-, STAT5-, Jnk- und Akt-Antikdrpern.
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4.3  Der Effekt des dualspezifischen Src/Abl Inhibitors CGP76030 in
einem Tiermodell fiir die Philadelphia-(Bcr-Abl) positive B-ALL

43.1 CGP76030 inhibiert Wachstum von Bcr-Abl-transformierten murinen

Knochenmarkszellen

Die bisherigen Untersuchungen des biologischen Effekts von CGP76030 wurden
ausschlieBlich in Zelllinien durchgefihrt. Fir einen Einsatz des Inhibitors CGP76030 in
einem in vivo Mausmodell wie dem retroviralen Knochenmarks-Transduktions-
[Transplations-Modell (siehe und Methoden) musste sichergestellt werden,
dass CGP76030 auch das Wachstum von murinen, Bcr-Abl-positiven Knochenmarkszellen
negativ beeinflusst. Dazu wurde Knochenmark von C57BL/6 Mé&usen aus Tibia und Femur
gewonnen und mit einem Retrovirus infiziert, das entweder Bcr-Ablwt oder die resistente
Mutante Bcr-AblThr315lle codierte. Nicht-infiziertes Knochenmark starb nach etwa 5-6
Tagen ohne Zytokine wie IL-7 ab. Im Gegensatz dazu transformierte Bcr-Abl infiziertes

Knochenmark zu Zytokin-freiem Wachstum.

Zundchst wurden die  Bcr-Abl-transformierten  Knochenmarkszellen  ndher
charakterisiert. Eine FACS-Analyse mit myeloischen (GR-1 und Mac-1) und
lymphatischen (CD19 und CD38) Oberflaichenmarkern ergab einen B-lymphatischen
Phénotyp (Daten nicht gezeigt). Weiterhin wurde die Expression von Bcr-Abl im Western-

Blot Uberpruft und ein Expressionsprofil verschiedener Src-Kinasen erstellt (siehe

Abbildung 12).
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Abbildung 12: Expression verschiedener Src-Kinasen in Knochenmarkszellen. Lyn, Src, Fyn,
Blk, Fgr und phospho-Src Western Blots von Lysaten aus Knochenmarkszellen, die mit Ber-Ablwt
transformiert wurden oder mit einem Zytokincocktail (IL-3, IL-6, SCF) expandiert wurden, sowie
von Cos7-Zellen, die entweder mit Lyn, Fyn oder Src transfiziert wurde. IL: Interleukin, SCF:

Stammzellfaktor

Um die biologische Aktivitdst von CGP76030 in Bcr-Abl-transformierten murinen
Knochenmarkszellen zu untersuchen, wurden Knochenmarkszellen, die entweder Bcr-
Ablwt und die Inhibitor-resistenten Mutante Bcr-AblThr315lle exprimierten, mit
verschiedenen Konzentrationen von ST1571 oder CGP76030 inkubiert. Sowohl ST1571 als
auch CGP76030 inhibierten konzentrationsabhangig das Wachstum von Bcr-Ablwt

transformierten Knochenmarkszellen (siehe JAbbildung 13A-B). Im Gegensatz dazu konnte
das Wachstum von Bcr-AblThr315lle transformierten Knochenmarkszellen durch bis zu 5

UM STI571 nur geringfiigig gehemmt werden (siehe JAbbildung 13K). CGP76030

blockierte dagegen das Wachstum von Bcr-AblTrh3151le transformierten Knochenmarks-
zellen mit einer &hnlichen Dosisabhangigkeit, wie sie bei der Inhibition von Bcr-Ablwt

transformierten Knochenmarkszellen festgestellt wurde (siehe Abbildung 13B).
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Abbildung 13: Der biologische Effekt von STI1571 und CGP76030 auf Bcr-Abl-transformierte
murine Knochenmarkszellen. Wachstum von Bcr-Ablwt und Ber-AbIThr3151le transformierten
Knochenmarkszellen in der Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von STI571 (A) und
CGP76030 (B). Die Daten stellen Mittelwerte aus 2 (A) bzw. 3 (B) unabhangig durchgefiihrten
Experimenten dar.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass CGP76030 das Wachstum von Bcr-
Abl-transformierten murinen Knochenmarkszellen unabhé&ngig von der Aktivitat der Bcr-
Abl Kinase hemmen kann. Diese in vivo Daten stehen mit den Ergebnissen im Einklang,
die mit der Zelllinie 32D erhalten wurden (siehe Abschnitt 3.2.3). Die Src-Kinasen Src,
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Lyn, Fyn, BIk, und Fgr werden in Bcr-Abl-transformierten Knochenmark exprimiert; des
weiteren konnte eine hohe Kinase-Aktivitat der Src-Kinasen-Familie mit Hilfe eines
phosphospezifischen pan-Src-Antikorpers detektiert werden. Die Inhibition der Zellprolife-
ration durch CGP76030 in Bcr-AblThr315lle transformierten Knochenmarkszellen kénnte
also tber die Blockierung von Src-Kinasen erklart werden. Nichtsdestotrotz besteht die
Maoglichkeit, dass die inhibitorische Wirkung von CGP76030 tber die Blockierung

zusétzlicher, noch unbekannter Kinasen zustande kommt.

4.3.2 Charakterisierung des induzierten Krankheitsphanotyps im Tiermodell

Mit Hilfe des retroviralen Transduktions-Retransplantations-Modell fir Bcr-Abl-
positive Leukdmien (siehe wurde eine Philadelphia-positive B-ALL in
C57BL/6 Méusen induziert. Dazu wurde Bcr-Ablwt und Bcr-AblThr315lle in den
retroviralen Vektor pMSCV-IRES-EGFP kloniert. Die Produktion retroviraler Stocks
erfolgte mit Hilfe transienter, CaCl,-vermittelter Co-Transfektion von 293T Zellen mit
retroviraler Vektor-DNA (pMSCV-Bcr/Ablwt bzw. pMSCV-Bcr/AbIThr3151le), sowie
eines ekotropen Verpackungsplasmids (MCV-ecopac). 48 h nach der Transfektion wurde
der Uberstand geerntet und in Aliquots bei —80°C gelagert. Virustiter wurden mittels
FACS-Analyse infizierter NIH3T3 Zellen ermittelt.

Die transplantierten Mause wurden im tdglichen Verlauf auf Krankheitszeichen
untersucht. Dabei konnten bei manchen Tieren Gewichtsverlust, L&hmungserscheinungen
(siehe [Abbildung 14B), Apathie, Atemnot, Tumore oder ein Erguss ins Peritoneum als ein
Hinweis auf eine Erkrankung beobachtet werden. Um den Krankheitsverlauf genauer zu
verfolgen, wurde 1-2mal wdchentlich peripheres Blut analysiert. Dabei wurde ein
Blutausstrich angefertigt, die Zahl der leukdmischen Zellen im peripheren Blut mittels
GFP-Expression per FACS-Analyse ermittelt sowie die Leukozytenzahlen bestimmt. Die
Pappenheim-Farbung der Blutausstriche sowie die Bestimmung der Leukozytenzahlen
wurde in der klinischen Chemie des Klinikums Grof3hadern (Minchen) unter der Leitung
von Dr. Diem vorgenommen. Terminal erkrankte Mause wurden geopfert und pathologisch
untersucht, insbesondere auf Infiltration von Lunge, Milz und Leber mit leukdmischen

Zellen. Weiterhin wurde eine Differenzierung der leukamischen Zellen im Knochenmark
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anhand von Oberflachenmarkern vorgenommen (Mac-1 und Gr-1 fur myeloische Zellen,
B220 fur lymphatische Zellen der B-Zellreihe).

Die beobachteten Krankheitszeichen der durch Bcr-Abl induzierten Erkrankung waren
heterogen. Der Krankheitszustand korrelierte nicht in allen Féllen mit der Anzahl
leuk&mischer Zellen im peripheren Blut. Obwohl viele Tiere mit physischen
Krankheitsmerkmalen (z.B. L&hmungen oder Apathie) im peripheren Blut bis zu 80%
leukédmischer Zellen besallen, konnten bei einigen dieser Méausen nur eine geringe Anzahl

leuk&mischer Zellen im peripheren Blut festgestellt werden.

Ebenso erwies sich die Anzahl der Leukozyten im peripherem Blut als ein
unzureichender Marker fiir eine Erkrankung. In gesunden, nicht-transplantierten C57BL/6
Mausen wurden zwischen 4000-7000 Leukozyten pro ul gemessen. Durch die Bestrahlung
der Spenderméuse wird das eigene Knochenmark abgetétet und muss von dem
transplantierten Knochenmark wieder rekonstituiert werden. Dadurch sank der Leuko-
zytenwert eine Woche nach der Transplantation auf ca. 100-200 Leukozyten pro uL ab und
brauchte 2-3 Wochen, um wieder in den Normalbereich zu gelangen. Zudem wurde
anschlieBend aufgrund der Transplantation eine UberschieBende Leukozytenproduktion
beobachtet, die auch bei den gesunden, GFP-transplantierten Kontrolltieren 46 Tage nach
der Transplantation einen Leukozytenwert von ber 10000 Leukozyten pro pl verursachte

(siehe|Abbildung 16E).
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Abbildung 14: Einige Charakteristika des induzierten Krankheitsphanotyps. (A) Infiltrierte
(links, schwarzer Pfeil) und gesunde Milz (rechts). (B) Maus mit L&hmungserscheinungen an den
Hinterbeinen. (C-D) Pappenheim-Farbung eines Blutausstriches einer gesunden (C) und einer
kranken (D) Maus. In (D) ist im peripheren Blut ein Lymphoblast zu sehen, was auf eine B-ALL
hindeutet.

Eine Infiltration der Leber und Milz (siehe [Abbildung 14]A) mit leukamischen Zellen
konnte haufig beobachtet werden, wobei der Umfang der Infiltration stark variierte. Beli
vielen Tieren waren beide oder zumindest eines der Organe vergrofert. Bei der Milz
konnte oft eine Gewichtszunahme von 100 mg auf 200 mg festgestellt werden. Die Lunge
wies bei manchen Tieren eine maligne pleurale Infusion auf, die entweder blutig oder
nicht-blutig war. Bei zwei Mdausen konnte eine Tumorbildung an der Schulter beobachtet

werden.

Eine Analyse des Knochenmarks zeigte bei vielen Tieren eine hohe Anzahl
leuké&mischer, GFP-positiver Zellen, teilweise auch bei Mausen mit aleukamischen
peripheren Blutbild. Andererseits war das Knochenmark von Tieren mit einem hohen
Prozentsatz an leuk&mischen, GFP-positiven Zellen im peripheren Blut manchmal GFP-
negativ. Dabei handelte es sich meist um Tiere mit stark infiltrierter Milz und Leber, wo
wahrscheinlich die leukdmischen Zellen ihren Ursprung hatten, da bei M&usen auch in
diesen Organen Hamatopoese stattfinden kann. Die verwendeten Protokolle sollten in den

Mausen zu der Induktion einer Bcr-Abl-positiven B-ALL fiihren. Um diese Tatsache zu
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uberprifen, wurde leukdmisches Knochenmark mit Antikorpern fiir myeloischen
Oberflachenmarker (Mac-1 und Gr-1) und einem Oberflaichenmarker flr lymphatische
Zellen der B-Zellreihe (B220) angefarbt. zeigt Knochenmarkszellen einer
Maus 54 Tage nach der Transplantation mit Bcr-AblThr315lle infiziertem Knochenmark.
Nach 11 Tagen erhielt dieses Tier zweimal taglich 50 mg/kg CGP76030. Da im
retroviralen Vektor pMSCV Bcr-Abl Uber eine IRES-Sequenz an GFP koppelt war, konnte
die Expression von GFP in 38% der Zellen mit der Expression von Bcr-Abl korreliert

werden. Die gesamte GFP-positive Population war fur den lymphatischen Marker B220
positiv (siehe |Abbildung 15), jedoch negativ fiir die myeloischen Marker Mac-1 (siehe
Abbildung 15B) und Gr-1 (siehe |[Abbildung 15C). Bei allen getesteten Tieren mit Bcr-Abl-

positiven Knochenmark konnte so die Induktion einer B-ALL sichergestellt werden.
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Abbildung 15: Charakterisierung von Knochenmarkszellen aus einer terminal erkrankten
Maus mit verschiedenen Oberflachenmarkern. Knochenmark wurde am Tag 54 nach
Transplantation aus einer terminal erkrankten Maus aus der CGP76030-Therapiegruppe isoliert.
Nach der Lyse der Erythrozyten wurden die Knochenmarkszellen entweder mit PE-gekoppelten
Primarantikérpern gegen CD45R/B220 (A), Mac-1 (B), Gr-1 (C) oder den passenden Isotypen (D
und E) angefarbt. UL: oben links, UR: oben rechts, LL: unten links, LR: unten rechts.

Auch die mittels Pappenheim-Farbung angefertigten Blutausstriche sollten tber die

Zell-Morphologie des peripheren Blutes eine Aussage Uber die Art der induzierten
Leukdmie treffen. In einigen Tieren konnten unreife Lymphoblasten (siehe JAbbildung
14C) identifiziert werden, die ebenfalls auf die Induktion einer B-ALL hindeuteten. Jedoch
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erwies sich die Analyse der Ausstriche oft als schwierig, da in vielen Fallen keine
eindeutige leukdmische Morphologie zu sehen war und zudem die Analyse solcher
Blutausstriche eines speziellen Trainings und Erfahrung bedarf. Aus diesem Grunde waren

die Blutausstriche nur selten hilfreich ich bei der Identifikation der induzierten Leukamie.

Aufgrund der Analyse der geopferten Tiere kann davon ausgegangen werden, dass die
Tiere an einer Bcr-Abl-positiven B-ALL erkrankt waren.

4.3.3 Der Einfluss von STI571 und CGP76030 auf das Uberleben in einem
Tiermodell fir Ber-Ablwt-positive B-ALL

Terminal erkrankte Tiere wurden durch CO,-Aspiration geopfert. Die Einschatzung des
Gesundheitszustandes der Tiere wurde erheblich erschwert durch die heterogenen
Krankheitszeichen, da dadurch kein einheitliches Kriterium fiir eine Opferung der Mause
herangezogen werden konnte. Zudem Kkorrelierte das nach auBen sichtbare
Allgemeinbefinden der Tiere oft nicht mit dem Krankheitsverlauf der Leuk&mie. Einige
Méuse zeigten im lebendigen Zustand nur geringe physische Beeintrachtigungen, obwohl
sich bei der Sektion herausstellte, dass die Funktion von Milz/Leber (Infiltrate) und Lunge
(carnifizierte Lunge, maligne pleurale Infusionen) stark beeintréchtigt war. Diese Tatsache
konnte dazu fuhren, dass sich der Krankheitszustand einer Maus innerhalb von 24 Stunden
rapide verschlechterte und sie nachts unerwartet verstarb, ohne sofort analysiert zu werden.
Aufgrund der autolytischen Prozesse nach dem Tod eines Tieres konnten in diesen Fallen
am nachsten Morgen weder die Knochenmarkszellen noch die Organe analysiert werden.

Aus diesem Grund fehlen in der JAbbildung 16|und der |Abbildung 18| bei einigen Mausen

die Analyse der Organe und des Knochenmarks. Die Mause eins und zwei aus der
CGP76030-Therapiegruppe des Ber-Ablwt-Transplantats in zeigten schon
zu Therapiebeginn schwerwiegende Symptome einer Erkrankung, wurden jedoch nicht
geopfert, um einen mdglichen Therapie-Effekt beobachten zu kénnen. Aus diesem Grund
verstarben diese beiden Tiere unerwartet. Demnach konnte keine Sektion und keine
Analyse des Knochenmarks und der Organe durchgefihrt werden.

Um das retrovirale Knochenmarks-Transduktions-/Retransplantations-Modell fiir Bcr-
Abl-positive Leukamien (siehe |Abbildung 4) im Labor zu etablieren, wurde zunéchst ein
Experiment mit nur 4 Mé&usen pro Gruppe durchgefuhrt. Dabei wurde Knochenmark
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isoliert, mit einem Bcr-Ablwt codierenden Retrovirus infiziert und anschlielend in Mause
transplantiert. Die Tiere wurden in zwei Therapiegruppen (STI571, CGP76030, zweimal
taglich 50 mg/kg) und eine Nicht-Therapiegruppe eingeteilt. Die Therapie wurde am Tag
25 nach Transplantation begonnen und endete, sobald alle Tiere aus der Nicht-
Therapiegruppe terminal erkrankten, spatestens jedoch mit Tag 100 nach der
Transplantation. Danach richtete sich auch der Beobachtungszeitraum, dessen Ende
ebenfalls auf Tag 100 nach Transplantation festgelegt wurde. Tiere, die nach Tag 100
verstarben, wurden nicht mehr analysiert und sind in den Sektionsdaten in [Abbildung 168,
C und D nicht aufgefiihrt.

Abbildung 16] zeigt die Uberlebenskurve (siehe [Abbildung 16]A) und die Ergebnisse der
Blutanalyse und der Sektion der geopferten Mause aus der Nicht-Therapiegruppe (siehe
Abbildung 16B), der STI571-Therapiegruppe (siehe |Abbildung 16) und der CGP76030-

Therapiegruppe (siehe Abbildung 16D). Der Kurvenverlauf der Nicht-Therapiegruppe
entspricht den Daten von anderen Gruppen fir dieses Modell (Dr. van Etten, persoénliche

Mitteilung). Wie erwartet zeigte die Therapie mit STI571 einen positiven Effekt auf das
Uberleben der Tiere. Bis Tag 87 nach Transplantation (Ende der Therapie) erkrankte nur
eine Maus der Gruppe terminal, alle Gbrigen Tiere dagegen erkrankten erst nach dem Ende
der Therapie. Die Tatsache, dass Mé&use in diesem Modell trotz einer STI1571-Behandlung
nach dem Ende der Therapie einen Rickfall erleiden, wurde auch von einer anderen

Forschungsgruppe berichtet (Miething et al., 2001).

Anders verhielt es sich mit der Gruppe, die mit CGP76030 behandelt wurde. Hier
erkrankten zwei Mduse sehr friih (Tag 27 und 32). Da der Inhibitor nur fiir 2 Tage bzw. 7
Tage verabreicht wurde, konnte die Therapiezeit in diesen Tieren zu kurz flr eine
erfolgreiche Therapie gewesen sein. Interessanterweise verstarben die tbrigen zwei Méuse
erst am Tag 239 bzw. 250 nach Transplantation und berlebten damit langer als die Tiere
der STI571-Therapiegruppe. Da diese Tiere aullerhalb des Beobachtungszeitraumes
starben und nicht analysiert wurden, bleibt die eigentliche Todesursache unklar. Es ist
jedoch anzunehmen, dass der Tod dieser Mé&use auf die Expression von Bcr-Abl
zurlckzufihren ist, da keine der Kontrollmduse, die zu dem gleichen Zeitpunkt mit GFP-
infiziertem Knochenmark transplantiert wurden, bis Tag 290 (Versuchsende) irgendein
Krankheitssymptom zeigten.
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Tage nach Transplantation
B Ergebnisse der Blutanalysen (oben) und der Sektion (unten) von Mausen aus der
Nicht-Therapiegruppe
Tag der 19 Tage nach 62 Tage nach letzter gemessener Wert
Opferung Transplantation Transplantation vor Opferung
GFP-positive GFP-positive GFP-positive
Transplan- | Leukozyten ZeIIer? impp | Leukozyten ZeIIer? impp | Leukozyten Zeller?im PB
tation) pro pl [%] pro pl [%] pro pl [9%6]
1 46 2400 46 T t 8000 15
2 53 1800 5 T t 17800 4
3 78 1000 8 6600 14,9 83500 70
4 78 1000 4,5 9800 15,3 16600 38
GFP-positive ; . . . Maligne
Maus | Zellen in KM Vergroertes Infllt_ratlonen n pleurale Besonderheiten
Organ Milz/Leber -
[%0] Infusionen
1 50 Milz, Leber nein nein nein
2 6,6 Milz ja (Milz) nein nein
3 91 Milz, Leber ja nein peritonealer Erguss
4 63 Milz, Leber nein nein nein
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C Ergebnisse der Blutanalysen (oben) und der Sektion (unten) von Mausen aus
der STI571-Therapiegruppe
19 Tage nach 62 Tage nach
Tag der Transplantation Transplantation letzter gemessener Wert
Opferung L ) vor Opferung
(vor Therapiebeginn) (35 Tage Therapie)
Maus (nach
Transplan- GFP-positive GFP-positive GFP-positive
tation) | Leukozyten ZeIIerE) im pg | L-eukozyten ZeIIer? im pg | Leukozyten Zeller?im PB
pro pl [%] pro pl [%] pro pl [%]
1 75 1100 1,9 10800 0,4 11600 0,7
2 105 3100 8,6 10600 1 7800 0,6
3 160 2500 22,4 15100 3 19600* 0,9*
4 170 1500 33 13700 1 30200* 0,9*
GFP-positive . . . . Maligne
Maus | Zellen in KM Vergrofiertes Infllt_ratlonen n pleurale Besonderheiten
Organ Milz/Leber .
[%%6] Infusionen
: : : Gewichtsverlust 33%,
1 14 nein nein nein atrophe Milz/Leber
2 6 nein nein nein nein
D Ergebnisse der Blutanalysen (oben) und der Sektion (unten) von Mausen aus
der Mause aus der CGP76030-Therapiegruppe
19 Tage nach 62 Tage nach
Tag der Transplantation Transplantation letzter gege?sener Wert
vor Opferun
Opferung (vor Therapiebeginn) (35 Tage Therapie) P J
Transplan- GFP-positive GFP-positive GFP-positive
tation) Leul:gzylten Zellen im PB Leul:gzylten Zellenim PB Leul:gzylten Zellenim PB
1 27 2200 69 t t 12900 82
2 32 1600 14 t t 8400 41
3 239 1100 4 9200 1,3 24900* 1,8*
4 250 600 4 9800 0,6 15800* 0,5*
GFP-positive . . . Maligne
Maus| Zellenim KM VergroRertes _Inf||t_rat|onen pleurale Besonderheiten
Organ in Milz/Leber .
[90] Infusionen
1 ) ) ) ) Lahmung der Hinterbeine,
unerwartet verstorben
2 - - - - unerwartet verstorben




4 Ergebnisse 80

E Blutanalyse der Kontrollmause, die mit GFP-infiziertem Knochenmark
transplantiert wurden
25 Tage nach 46 Tage nach 77 Tage nach
Transplantation Transplantation Transplantation
Maus GFP-positive GFP-positive GFP-positive
Leukozyten Zellenim PB Leukozyten Zellenim PB Leukozyten Zellen im PB
pro pl [%] pro pl [%] pro pl [%]
1 2400 3 10700 1 24500 0,14
2 4000 4 15100 1 23700 0,52
3 4000 38 16000 1,7 26500 0,32
4 3500 4,5 13900 1,7 27300 0,28
5 4600 1,8 17400 0,5 t t

Abbildung 16: Die Uberlebenskurve (A) und der jeweilige Phanotyp (B, C, D) der geopferten
Mause des Ber-Ablwt infizierten Transplantats. Die Uberlebenskurve (A) zeigt das Uberleben
[%] von Mausen aus der CGP76030- (griine Linie), der STI571- (rote Linie) oder der Nicht-
Therapiegruppe (schwarze Linie). Der Therapiezeitraum erstreckte sich von Tag 25 bis Tag 87
nach Transplantation. Die Ergebnisse der Blutanalyse (oben) und der Sektion (unten) der einzelnen
Mause der Nicht-Therapiegruppe sind in (B), der STI571-Therapiegruppe in (C) und der
CGP76030-Therapiegruppe in (D) dargestellt. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich bis Tag
100 nach der Transplantation, danach verstorbene Mause wurden nicht mehr analysiert und sind in
den Sektionsdaten nicht aufgefiihrt. Blutwerte der letzten durchgefiihrten Messung am Tag 123
wurden mit * gekennzeichnet. In (E) sind die Ergebnisse der Blutanalyse von gesunden
Kontrollmiusen dargestellt, die mit GFP-infiziertem Knochenmark transplantiert wurden. Fir die
Darstellung der Uberlebenskurve wurde SigmaPlot 2000 verwendet. PB: peripheres Blut, KM:
Knochenmark, t: verstorben/geopfert

Fur die Etablierung des Modells musste des weiteren sichergestellt werden, dass die
Leukdmie durch die Expression von Bcr-Abl induziert wurde und kein Nebeneffekt der
Transplantation oder der Expression von GFP war. Dazu wurden 5 Kontrolltiere
mitgeflhrt, die mit GFP-infiziertem Knochenmark transplantiert wurden. Keine dieser
Maéuse zeigte eines der im Abschnitt 3.3.2 beschriebenen Krankheitszeichen. Die
Leukozytenwerte waren dagegen deutlich erhoht (siehe [Abbildung 16D). Diese Tatsache
lasst sich jedoch mit einer (Gberschieenden Leukozytenproduktion aufgrund der
Transplantation erklaren (siehe Abschnitt 3.3.2). An Tag 43 nach Transplantation wurde
eines der Tiere (Maus 5) geopfert, um Organe und Knochenmark auf Zeichen von
Leukdmie zu untersuchen. Weder im peripheren Blut (0,5%) noch im Knochenmark
(4,2%) konnte eine dominierende GFP-positive Zellpopulation festgestellt werden. Auch

Organe wie Milz, Leber und Lunge zeigten keine Krankheitszeichen.
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Eine Aussage Uber die Wirkung von CGP76030 versus STI571 in einem Tiermodell fir
Ber-Ablwt-positive B-ALL konnte nicht getroffen werden, da die Fallzahl der verwendeten
Gruppen zu klein war. Aus diesem Grund war der Unterschied in den Uberlebenskurven
der einzelnen Gruppen nicht signifikant: Der errechnete P-Wert zwischen der Nicht-
Therapiegruppe und der STI571-Therapiegruppe betrug 0,28, zwischen der Nicht-
Therapiegruppe und der CGP76030-Therapiegruppe 0,68 und zwischen der STI571- und
der CGP76030-Therapiegruppe 0,32. Bestenfalls kann man eine gewisse Tendenz
feststellen, dass nach Therapie-Ende Mause aus der CGP76030-Therapiegruppe langer
Uberlebten als Maduse aus der STI571 Therapiegruppe. Diese Tatsache konnte
maoglicherweise ein geringeres Ruckfallrisiko von CGP76030 im Vergleich zu STI571

wiederspiegeln.

Um einen moglichen Effekt von STI571 und CGP76030 auf die Leukozytenzahl im
peripheren Blut zu untersuchen, wurde innerhalb des Beobachtungszeitraumes wochentlich
Blut abgenommen und in der klinischen Chemie unter Aufsicht von Dr. Diem ein Blutbild
erstellt. zeigt die ermittelten Leukozytenzahlen der einzelnen Gruppen im
zeitlichen Verlauf. Dabei kennzeichnet jeweils die Linie mit der Nummer 5 den Verlauf
der GFP-Kontrollgruppe (n=5), die nur mit GFP- und nicht mit Bcr-Abl-infiziertem
Knochenmark transplantiert wurde. Da sich die Werte der einzelnen Mause dieser Gruppe
kaum unterschieden (siehe auch [Abbildung 16F), wurde fir die Kurve dieser Gruppe ein
Mittelwert gebildet, um eine bessere Ubersicht zu erhalten. Es stellte sich heraus, dass die
Méause 1, 2 und 4 aus der Nicht-Therapiegruppe eine ahnlichen Anstieg des
Leukozytenwertes zeigten wie die GFP-Kontrollgruppe. Der Mittelwert dieser M&use von
Tag 46 nach Transplantation betragt 15400 Leukozyten pro pl und stimmt in etwa mit dem
Mittelwert der GFP-Kontrollgruppe dieses Tages Uberein (14600 Leukozyten pro pl). Bei
Maus 3 konnte jedoch innerhalb von 10 Tagen eine erhebliche Zunahme der Leukozyten
von ca. 10 x 10 auf 83 x 10° Leukozyten pro pl (siehe [Abbildung 17]A) beobachtet
werden, die mit einer Zunahme von 17% auf 70% Bcr-Abl-exprimierende, GFP-positive
Zellen im Blut korreliert werden konnte. Einen Tag spater wurde das Tier aufgrund der
terminalen Krankheitszeichen geopfert. Die Sektion zeigte 91% GFP-positive Zellen im
Knochenmark, die sich als positiv fir den Marker B220 herausstellten und damit als
Lymphoblasten identifiziert werden konnten. Die M&use 1 und 4 zeigten jedoch im

Vergleich mit der GFP-Kontrollgruppe keinen Anstieg in den Leukozytenzahlen, obwohl
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im peripheren Blut 15% bzw. 38% und im Knochenmark 50% bzw. 63% GFP-positive
Zellen detektiert werden konnten. Daraus kann man schlussfolgern, dass die Zahl der
Leukozyten bei manchen Tieren mit dem Krankheitszustand korreliert, jedoch bei einem
GroRteil der Mause dies nicht der Fall ist. Die Zahl der Leukozyten im peripheren Blut
scheint damit kein zuverldssiges Kriterium zu sein, um den Verlauf einer Bcr-Abl-

positiven B-ALL in M&usen zu beobachten.

Die Mduse 1 und 2 der STI571-Therapiegruppe, die an den Tagen 75 und 105 aufgrund
des schlechten Allgemeinzustandes (Apathie, stumpfes Fell, Gewichtsverlust,
Dehydration) geopfert wurden, zeigten weder im peripheren Blut noch im Knochenmark
GFP-positive Zellen. Auch bei der Analyse der Organe (Milz, Leber, Lunge) konnten

keine Anzeichen einer Leuk&mie (Infiltrate, pleurale maligne Infusionen) identifiziert

werden (siehe |Abbildung 16(C). Da das Leukamie-auslosende Onkogen Bcr-Abl ein

direktes ,, Target” von STI571 darstellt, kann eine andere Todesursache als Leukdmie nicht

ausgeschlossen werden.

Die Mduse 1 und 2 der CGP76030-Therapiegruppe erkrankten schon an Tag 27 bzw. 32
terminal. Beide zeigten im Vergleich mit der GFP-Kontrollgruppe keinen Anstieg der
Leukozytenzahlen, jedoch 82% bzw. 41% GFP-positive Zellen im peripheren Blut. Des
weiteren konnte eine L&hmung der Hinterbeine bei Maus 1 festgestellt werden, die auch
bei anderen Mausen mit einer eindeutig identifizierten B-ALL auftrat (siehe
18B). Obwohl die Analyse der Organe bei diesen Méausen fehlt, liegt daher nahe, dass

beide Tiere an einer Leukdmie erkrankt waren.
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Abbildung 17: Leukozytenwerte der Nicht-Therapiegruppe (A), der STI1571-Therapiegruppe
(B) und der CGP76030-Therapiegruppe (C) im zeitlichen Verlauf. Die Mause der einzelnen
Gruppen sind mit 1, 2, 3 und 4 bezeichnet. Die Nummer 5 kennzeichnet den Mittelwert aus den
fiinf Mausen der GFP-Kontrollgruppe.

Bei einem Vergleich der Kurve der GFP-Kontrollgruppe und der Nicht-Therapiegruppe
mit den Kurven der STI571- oder der CGP76030-Therapiegruppe féllt eine niedrigere
Leukozytenzahl in den Kurven der Therapiegruppen auf (siehe[Abbildung 17B und C). Der
Mittelwert von Tag 46 nach Transplantation betrug bei beiden Therapie-Gruppen ca.
10000 Leukozyten pro ul und war damit um ca. 35% niedriger als bei der Nicht-
Therapiegruppe oder der GFP-Kontrollgruppe (ca. 15000 Leukozyten/ul). Da die
Leukozytenzahlen, wie oben beschrieben, nur in wenigen Fallen eine Aussagekraft
besalRen, ist eine Korrelation mit einem moglichen Therapie-Effekt nur schwer mdglich.
Unter Umstanden spiegelt diese Tatsache auch einen negativen Einfluss der Inhibitoren auf
die Leukozytenproduktion wieder. Eine Einschatzung der Leukdmie anhand der
Leukozytenzahl wurde damit zusétzlich erschwert.

Da beide Inhibitoren die Kinase-Aktivitdt von Bcr-Ablwt hemmen, l&sst sich mit der
Verwendung von Bcr-Ablwt in diesem System die Fragestellung, ob Src-Kinasen eine
therapeutische Zielstruktur bei Bcr-Abl-positiven Leuk&mien darstellen, nicht klaren. Das
soeben beschriebene Experiment diente demnach vor allem als Vorversuch, um das
Tiermodell zu etablieren. Aufgrund der Analyse der geopferten Madause kann davon
ausgegangen werden, dass eine Bcr-Abl-positive B-ALL erfolgreich induziert werden

konnte.

Um die Rolle der Src-Kinasen in Ber-Abl-positiven Leuk&mien genauer zu untersuchen,
wurde sich deshalb im weiteren Verlauf der Arbeit auf folgende Fragestellung
konzentriert: Stellt die Verwendung des dualspezifischen Src/Abl-Inhibitors CGP76030
einen therapeutischen Ansatz dar, um eine Resistenz gegenuber STI571 in vivo zu

Uiberwinden?
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434 In einem Mausmodell fur Bcr-Abl-positive, STI571-resistenter B-ALL
verlangert eine Behandlung mit 50 mg/kg CGP76030 das Uberleben nicht

Um einen Bcr-Abl unabhangigen Effekt von CGP76030 in dem Tiermodell fur Bcr-
Abl-positive B-ALL zu evaluieren, wurde Bcr-AblThr315lle infiziertes Knochenmark
transplantiert. Die Mutante Thr315lle von Bcr-Abl ist resistent gegeniiber CGP76030 und
STI571. Beide Substanzen koénnen damit die Kinase-Aktivitdt von Bcr-Abl nicht mehr
hemmen. Sollte ein therapeutischer Effekt der Inhibitoren dennoch auftreten, ist die
Hemmung von Bcr-Abl als Ursache auszuschlieen. Da CGP76030, im Gegensatz zu dem
sehr spezifischen Inhibitor ST1571, ein dualspezifischer Src/Abl-Inhibitor ist, kdnnte ein
therapeutischer Effekt Uber die Hemmung der Src-Kinasen-Familie oder anderer
Zielstrukturen zustande kommen. Als Kontrolle fir eine erfolgreiche Induktion der
Krankheit wurde jeweils eine Nicht-Therapiegruppe mitgefuhrt. Des weiteren wurde eine
Gruppe mit STI571 behandelt und diente als Kontrolle fir die Induktion einer STI571-
resistenten Bcr-Abl-positiven B-ALL. Die dritte Gruppe wurde mit CGP76030 behandelt.
Sowohl STI571 als auch CGP76030 wurden zweimal taglich 50 mg/kg mit Hilfe einer
»,Gavage* verabreicht, aufler an manchen Wochenenden, wo die Fitterung nur einmal
stattfand.

Insgesamt wurden zwei voneinander unabhéngige Tierversuche durchgefiihrt. Bei dem
ersten Versuch wurden vier Madause pro Gruppe verwendet und ab Tag 25 nach
Transplantation STI571 und CGP76030 gefuttert. Um auszuschlieRen, dass fir einen
eindeutigen Therapie-Effekt ein zu spéter Therapiebeginn gewahlt worden war, wurde in
einem zweiten Versuch, der mit 8 Madusen pro Gruppe durchgefiihrt wurde, schon an Tag
11 mit der Gabe der Inhibitoren begonnen. Bei beiden Versuchen wurden die ersten
Blutanalysen am Tag 22 nach Transplantation erhoben. Daraus folgt, dass im Tierversuch
mit dem Therapiebeginn an Tag 25 die ersten Messwerte vor der Therapie erhoben
wurden, wahrend sie im Tierversuch mit dem Therapiebeginn an Tag 11 nach dem Start
der Therapie ermittelt wurden. Bei dem Tierversuch mit Tag 11 als Therapiebeginn
konnten keine Werte vor der Therapie erhalten werden, da fiir eine zuverldssige Messung
eine Leukozytenzahl von ca. 500-1000 Leukozyten pro ul nétig waren und diese zu einem
so friihen Zeitpunkt noch nicht gegeben war. Da sich die Aussage der zwei Uberlebens-

kurven aus den beiden Tierexperimenten im Wesentlichen nicht unterschied, wurden die

Daten in [Abbildung 18A zu einer einzigen Uberlebenskurve zusammengefasst. Die
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Ergebnisse der Blutanalysen und der Sektion sind in der |Abbildung 18B, C und D
zusammengefasst. Dabei kennzeichnet * Mause aus dem Versuch mit dem Therapiebeginn

an Tag 25, wahrend Mause aus dem Versuch mit dem Therapiebeginn an Tag 11 durch °

gekennzeichnet sind.

Der Unterschied zwischen den Uberlebenskurven der Nicht-Therapiegruppe und der
STI571-Therapiegruppe erwies sich als nicht signifikant mit einem P-Wert von 0,08 (siehe
[Abbildung 18JA). Dies war zu erwarten, da fiir die Induktion der Leukamie eine Bcr-Abl
Mutante verwendet wurde, die resistent gegenuber STI571 war. Somit sollte STI571 die
Kinase-Aktivitadt und damit die Induktion der Leukdmie nicht mehr hemmen konnen. Der
Unterschied zwischen den Uberlebenskurven der Nicht-Therapiegruppe und der
CGP76030-Therapiegruppe war ebenfalls nicht signifikant (P-Wert: 0,06). Die Gabe von
50 mg/kg CGP76030 zweimal taglich hatte somit keinen positiven Einfluss auf das
Uberleben der Mause. Der berechnete P-Wert zwischen der STI571-Therapiegruppe und
der CGP76030-Therapiegruppe betrug 0,7 und war ebenfalls nicht signifikant.
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B Ergebnisse der Blutanalysen (oben) und der Sektion (unten) von Mausen aus der
Nicht-Therapiegruppe
Wert der ersten Messung
Tag der 22 Tage nach V\_llgrt 62 I'I'age nach letzter Wert
ransplantation
Opferung Transplantation p vor Opferung
Maus | (nach
Transplan- GFP-positive GFP-positive GFP-positive
; Leukozyten : Leukozyten : Leukozyten :
tation) oropl | Zellenim PB propl | Zellen im PB oropl | Zellenim PB
[%] [%] [%]
1 22 7000 13,2 T T 7000 13,3
2 23 7200 63,1 T T 7200 63
3 36 5500 10,4 T t 2400 44,6
4 43 3500 20 T t 10900 12,4
5 55 15200 25,4 T T 14300 12,3
6 69 3700 20,4 8800 2,3 8800 33
7 88 3000 75 21200 0,4 21200 0,4
8 89 6000 1,2 12900 0,4 37700 0,3
9 108 2200 7,2 24100 1,4 17400 2
10 111 4900 6,7 24500 0,5 20900 0,5
11 138 3300 31,7 16900 9,4 18700 10
12 140 1800 1,3 18700 1 15000 4.4
GFP-positive . . . . Maligne
Maus | Zellen in KM Vergrro[;irtes Im;\'/llti:?/tll_oegi? n pleurale Besonderheiten
[%%6] g Infusionen
1 63 ja (Milz) ja (Milz) nein L&hmung der Hinterbeinen
2 - - - unerwartet verstorben
3 72 nein nein (72%ngP+) nein
4 76 Milz, Leber nein nein Tumor an rechter Schulter
5 78 ja ja nein nein
6 51 Leber ja nein Lahmung der Hinterbeine
7 - - - - unerwartet verstorben
; ja maligne pleurale Infusion:
8 34 Leber ja (Leber) (25% GFP+) o eht-blutig
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C Ergebnisse der Blutanalysen (oben) und der Sektion (unten) von Mausen aus
der STI571-Therapiegruppe
Wert der ersten Messung Wert 62 Tage nach letzter Wert
i etz e
Ja}%rctenr 22 Tage nach Transplantation vor Opferung
P g Transplantation (wéhrend Therapie)
Maus | (nach
Transplan- GFP-positive GFP-positive GFP-positive
tation) Leukozyten Zellen im PB Leukozyten Zellen im PB Leukozyten Zellen im PB
pro pl [%] pro pl [%] pro pl [%]

1° 22 3200 13,2 T t 3200 13
2°2 40 7700 115 T T 4500 54
32 43 3200 0,5 T T 3500 1,6
4° 43 1700 18 T t 4500 25
5@ 65 38600 6,6 12800 2 12800 2,2
62 98 5500 20,3 12400 0,5 15000 5
7° 137 2000 19 22600 0,5 13400 0,5
8P 160 1000 10,5 17500 0,3 8400 0,3
9P 173 1500 6 20500 0,4 13400 0,4
10° 173 1500 9 19200 0,4 8200 0,4
11° 173 2200 15 26800 0,2 21400 0,2

a Therapiebeginn an Tag 25 nach Transplantation, erste Messung vor Therapiebeginn
b Therapiebeginn an Tag 11 nach Transplantation, erste Messung nach Therapiebeginn

GFP-positive | /o o rsRertes | Infiltrationenin |  MaHgne
Maus | Zellen in KM g . pleurale Besonderheiten
Organ Milz/Leber .
[%0] Infusionen
1 59 nein ja (Milz) nein nein
2 56 Milz, Leber ja ja nein
3 3,7 nein nein ja carnifzierte Lungen
4 61 nein ja (Milz) nein 1/3 der Milz dunkel gefarbt
5 3,7 Milz, Leber ja (21%ngP+) hé&morraghischer Darminfarkt
6 VleLulfér?er Leber ja (Leber) nein keine
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D  Ergebnisse der Blutanalysen (oben) und der Sektion (unten) von Mausen aus
der CGP76030-Therapiegruppe

Wert der ersten Messung Wert 62 Tage nach letzter Wert
Tag der Transplantation etzter We
Opf%rung 22 Tage nach ) . vor Opferung
Transplantation (wahrend Therapie)
Maus | (nach
Transplan- GFP-positive GFP-positive GFP-positive
tation) | Leukozyten| o005 pp | Leukozyten oo 0t | Leukozyten | oo 0 bR
pro pl [%] pro pl [%] pro pl [%]
1° 41 1400 24 T t 4900 31
2" 54 1500 15 t t 3800 3,4
3? 64 3100 10,5 35300 38,3 35300 38,3
4% 68 2700 0,3 8700 0,9 8700 1
5° 74 1200 60 7300 52 7300 5,2
6° 88 2500 10,2 6900 1,2 6900 1,2
78 98 1400 0,6 8800 0,4 8500 0,3
8° 116 800 2,5 10700 0,3 7400 0,3
9° 147 1600 75 10000 0,7 9300 0,6
10° 149 4200 23 7300 2,9 16800 0,3
11° 164 900 39 11000 1 7900 1
12° 195 500 19,1 12100 2,8 6900 2,8
a Therapiebeginn an Tag 25 nach Transplantation, erste Messung vor Therapiebeginn
b Therapiebeginn an Tag 11 nach Transplantation, erste Messung nach Therapiebeginn
GFP-positive v " : : . Maligne
Maus | Zellen in KM | VergroBertes | Infiltrationenin | i\, 5y Besonderheiten
[9%6] rgan Milz/Leber Infusionen
1 - - - - unerwartet verstorben
2 38 nein ja (Leber) ja carnifzierte Lunge
: ; : gallertartiger Erguss ins
3 65,3 Milz, Leber ja nein o
4 - - - - unerwartet verstorben
5 3 nein ja (Milz) nein nein
6 - - - - unerwartet verstorben
7 6 nein nein nein nein

Abbildung 18: Die Uberlebenskurve (A) und der jeweilige Phanotyp (B, C, D) der geopferten
Mause des Bcr-AblThr315lle infizierten Transplantats. Die Uberlebenskurve (A) zeigt das
Uberleben [%] von Méausen aus der CGP76030- (griine Linie), der STI571- (rote Linie) oder der
Nicht-Therapiegruppe (schwarze Linie). Die Ergebnisse der Blutanalyse (oben) und der Sektion
(unten) der einzelnen Mause aus der Nicht-Therapiegruppe sind in (B), der STI571-Therapiegruppe
in (C) und der CGP76030-Therapiegruppe in (D) dargestellt. Der Beobachtungszeitraum erstreckte
sich bis Tag 100 nach der Transplantation, danach verstorbene Mé&use wurden nicht mehr analysiert
und sind in den Sektionsdaten nicht aufgefiinrt. Fur die Darstellung der Uberlebenskurve wurde
SigmaPlot 2000 verwendet. PB: peripheres Blut, KM: Knochenmark, t: verstorben/geopfert
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Im Vergleich mit der STI571-Therapiegruppe bzw. der Nicht-Therapiegruppe fallt bei
der CGP76030-Therapiegruppe ein um etwa 20 Tage verzogerter Krankheitsbeginn auf.
Dieser verzogerte ,,Onset“ der Leukamie konnte jedoch nicht mit dem Auftreten

unterschiedlicher Symptome zwischen den Gruppen korreliert werden.

Es wurden wieder innerhalb des Beobachtungszeitraumes wdochentlich Blut
abgenommen, um einen mdoglichen Effekt von STI571 und CGP76030 auf die

Leukozytenzahl im peripheren Blut zu beobachten. JAbbildung 19 zeigt die

Leukozytenzahlen der Nicht-Therapiegruppe (A), der STI571-Therapiegruppe (B) und der
CGP76030-Therapiegruppe (C) im zeitlichen Verlauf. Wie im vorher beschriebenen
Experiment (siehe Abschnitt konnte eine Uberdurchschnittliche Zunahme der
Leukozytenzahl nur in einigen Fallen (ca. 2 von 12 Méusen pro Gruppe) beobachtet
werden. Die Zahl der GFP-positiven Zellen im peripheren Blut korrelierte bei manchen
Tieren mit der Zunahme an Leukozyten. So konnten z.B. bei Maus 3 aus der CGP76030-
Therapiegruppe mit 35000 Leukozyten pro ul (Mittelwert der Gruppe von diesem Tag: ca.
8000) 38% GFP-positive Zellen im peripheren Blut identifiziert werden. Andererseits war
dies bei einigen Méusen auch nicht der Fall, z.B. hatte Maus 6 aus der Nicht-
Therapiegruppe zwar 33% GFP-positive Zellen im peripheren Blut, jedoch eine eher
erniedrigte Leukozytenzahl (siehe [Abbildung 19]A). Insgesamt zeigten 3/9 Méausen der
Nicht-Therapiegruppe, 2/6 Mé&usen der STI571-Therapiegruppe und 2/7 Mausen innerhalb
des Beobachtungszeitraumes von 100 Tagen nach Transplantation eine erhéhte Zahl GFP-

positiver Zellen im peripheren Blut.
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A Leukozytenwerte der Nicht-Therapiegruppe
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C Leukozytenwerte der CGP76030-Therapiegruppe
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Abbildung 19: Die Leukozytenzahlen der Nicht-Therapiegruppe (A), der STI571-
Therapiegruppe (B) oder der CGP76030-Therapiegruppe des Bcr-AblThr315lle Transplan-
tats im zeitlichen Verlauf.

Auch in diesem Experiment war somit bei den meisten Madusen weder die Zahl der
Leukozyten noch die Zahl der GFP-positiven Zellen im peripheren Blut ein zuverlédssiges

Kriterium, um den Verlauf der Leukdmie zu beobachten.

Insgesamt reduzierte die Gabe von CGP76030 die Zahl der Leukozyten signifikant um
fast 50% im Vergleich mit der ST1571- (P=0,005) und der Nicht-Therapiegruppe (P=0,01).
Dies konnte wieder auf einen toxischen Effekt von CGP76030 auf Knochenmarkszellen
zurlckzufiihren sein.  Interessanterweise konnte diesmal keine Reduktion der
Leukozytenzahlen mit STI571 festgestellt werden, wie das in dem vorher beschriebenen

Experiment mit Ber-Ablwt infiziertem Knochenmark war der Fall war.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass CGP76030 bei der verwendeten
Konzentration von 50 mg/kg keinen signifikanten Bcr-Abl-unabhdngigen Effekt auf das
Uberleben von Mausen in einem Tiermodell fiir Ber-Abl-positive B-ALL besitzt.
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5 Diskussion

5.1 PP1 und CGP76030 hemmen Wachstum und Uberleben von

Zellen, die STI571-resistentes Bcr-Abl exprimieren

Mit der vorliegenden Arbeit konnte die in der Kristallstruktur-Analyse des Bcr-Abl-
STI571-Komplexes (Schindler et al., 2000) postulierte Rolle der Aminosaure-Positionen,
315 und 380 als Determinanten fiir den Zugang von STI571 in die Inhibitor-Bindetasche
von Abl funktionell bestétigt werden. Die Charakterisierung von Aminoséureaustauschen
an den Positionen 315 und 380 bestatigte auRerdem die VVorhersage, dass STI571 eher an
inaktives Abl-Protein, nicht aber an aktives Abl bindet, was wahrscheinlich stark zur hohen
Spezifitat von STI571 beitrdgt (Schindler et al., 2000). Es wurde eine Punktmutation in
Ber-Abl eingebracht, welche die Konformation der A-Schleife destabilisieren und so die
aktive Konformation wahrscheinlicher machen sollte. Diese Mutation verhinderte die
Ausbildung einer Wasserstoff-Briicken-Bindung zwischen Arg386 (auf der A-Schleife)
und Asp276/Glu279 (beide auf der B3-aC-Schleife). Diese Interaktion ist von besonderem
Interesse, weil in den Strukturen von IRK (Insulin Receptor Kinase) und Lck die zu
Arg386 homologen Aminoséuren als H-Spender fur Wasserstoff-Briicken-Bindungen zu
den Phosphatgruppen der autophosphorylierten Tyrosine auf der A-Schleife fungieren und
dadurch zur Stabilisierung der aktiven Konformation beitragen (Hubbard, 1997;
Yamaguchi and Hendrickson, 1996). In unseren Untersuchungen flhrte die Aufhebung
dieser Wasserstoff-Briicken-Bindung zu einer Ber-Abl Mutante, die im Vergleich zu Bcr-
Ablwt deutlich weniger sensitiv gegenuiber STI571 war.

AuRerdem wurde die Verwendung von Inhibitor-resistenten Mutanten zur Beurteilung
von Kinase-Inhibitoren erstmals an Bcr-Abl untersucht. Es wurden Inhibitor-resistente
Mutanten verwendet, um den Bindungsmodus von zwei Abl-Inhibitoren zu
charakterisieren - PP1 und CGP76030 - welche zusétzlich die Familie der Src-Kinasen
blockieren (Hanke et al., 1996; Liu et al., 1999; Missbach et al., 1999). Beide Inhibitoren
waren in der Lage, Wachstum und Uberleben von Bcr-Abl+ 32D-Zellen in einem
ahnlichen Ausmal} wie STI571 zu blockieren. Auch Bcr-Abl+ CML Patienten-Zelllinien
wurden durch beide Substanzen getOtet, nicht jedoch die getesteten AML-Zelllinien.

Nichtsdestotrotz beeinflussen beide Inhibitoren das Wachstum und Uberleben von
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parentalen 32D negativ, was mdoglicherweise die Rolle der Src-Kinasen in IL-3
abhangigem Wachstum und Uberleben einiger Leukamie-Zelllinien wiederspiegelt (Reddy
et al., 2000).

Ein Vergleich der Wirkung von PP1, CGP76030 und STI571 auf die Kinase-Aktivitat
der zahlreichen Mutanten von Bcr-Abl zeigte einen zum groRten Teil Uberlappenden
Bindungsmodus der drei Inhibitoren. Alle drei Substanzen waren sensitiv fir die
Aminosdureaustausche an der Position 315 in Abl, jedoch wurde die Bindung von
CGP76030 und PP1 nicht durch den Austausch von Asp276 oder Glu279 gegen Serin
beeinflusst. Dies legt nahe, dass die Konformation der A-Schleife von Abl fur die Bindung
von PPl und CGP76030 keine Rolle spielt. Obwohl dieses Konzept fur den
Bindungsmechanismus von PP1 und CGP76030 erst mittels Kiristallstruktur-Analyse
bewiesen werden muss, ist diese Hypothese im Einklang mit der kirzlich verdffentlichten
Kristallstruktur eines anderen Abl Kinase-Inhibitors, PD173955, in Komplex mit der
Kinase-Domaéne von Abl (Nagar et al., 2002). Die Autoren konnten zeigen, dass PD173955
an eine Konformation von Abl bindet, die der Konformation aktiver Tyrosin-Kinasen

ahnelt, insbesondere die Struktur der A-Schleife.

Die Mutation an der Position 380 hatte keine Auswirkungen auf die Inhibition von Bcr-
ADbl durch PP1 und CGP76030. Diese Beobachtung konnte darauf zurtickzufiihren sein,
dass die molekulare Entfernung zwischen der Position 380 und PP1/CGP76030 groRer als
bei STI571 ist. (Liu et al., 1999; Schindler et al., 1999), was aber wiederum erst durch eine

Kristallstruktur-Analyse bewiesen werden konnte.

In dieser Arbeit wurde die Bindung von PP1 und CGP76030 an Bcr-Abl mit Hilfe
Inhibitor-resistenter Mutanten charakterisiert. Dabei wurde ein etwas weniger komplexer
Bindungsmodus als bei STI571 festgestellt, was zu einem gewissen Teil das etwas breitere
Zielspektrum von PP1 und CGP76030 erklaren kdnnte (Hanke et al., 1996; Missbach et al.,
1999). Therapeutisch konnte die geringere Spezifitdt von PP1 und CGP76030 auch von
Vorteil sein, da die Inhibition zusétzlicher Zielmolekdle, insbesondere der Src-Kinasen
Familie, in ein therapeutisches Konzept passen konnte. Trotz des Erfolges von STI571 in
klinischen Studien erleiden Patienten in der Blastenkrise oder mit Bcr-Abl+ B-ALL mit
STI571 oft schnell einen Rickfall (Druker et al., 2001a). Eine kirzlich verdffentlichte
Publikation stellte die Hypothese auf, dass spezifische Punktmutationen die Bindung von
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STI571 an Ber-Abl verhindert und so zur Resistenz beitragen: eine Bcr-Abl Mutation an
Position 315 zu Isoleucin wurde in drei Patienten mit klinischer STI571-Resistenz
identifiziert (Gorre et al., 2001). Weitere Mutationen an anderen Positionen wurden in
Patienten gefunden, doch die klinische Relevanz bleibt noch zu zeigen (Hofmann et al.,
2002; Shah et al., 2001; von Bubnoff et al., 2002). Mit dieser Arbeit konnte bestatigt
werden, dass die Mutation der Position 315 zu Isoleucin, aber auch zu anderen
Aminosduren, zu einer kompletten Resistenz von 32Dgc.an Zellen gegenlber den
inhibitorischen Effekten von STI517 flhrt. Im Gegensatz dazu reduzierten PP1 und
CGP76030 immer noch signifikant das Wachstum und Uberleben von 32D-Zellen, welche
die Inhibitor-resistente Bcr-AblThr315 Mutanten exprimierten. Dieser Effekt konnte tber
die Inhibition zuséatzlicher Zielmolekiile zustande kommen, was mdglicherweise hilft, die
Selektion von Inhibitor-resistenten Punktmutationen, wie sie bei STI571 beobachtet
werden, zu vermeiden. Es konnte nicht bewiesen werden, dass die Inhibition der Src-
Kinasen der einzige oder Uberwiegende Grund fiir die beobachteten Abl-unabhdngigen
biologischen Effekte ist. Jedoch zeigte sich in den biochemischen Experimenten eine
starke Korrelation der Effekte von PP1 und CGP76030 auf Wachstum von Zellen, die
Inhibitor-resistente Bcr-Abl Mutanten exprimieren, und deren Fahigkeit, Src-Kinasen zu
inhibieren. Interessanterweise wurde kirzlich ein anderer Abl-Inhibitor publiziert,
PD180970, der ebenfalls zusatzlich Src-Kinasen blockiert (Dorsey et al., 2000). Die
Autoren behaupten, dass der Effekt dieser Substanz groRtenteils tber die Inhibition von
Abl zustande kommt. Jedoch wurden nur indirekte Beweise flr diese Hypothese geliefert,
und es waére interessant zu sehen, wie der Effekt von PD180970 auf Zellen, die Inhibitor-
resistente Mutanten exprimieren, im Vergleich zu PP1 und CGP76030 ausfallt.

Die Inhibition von Src-Kinasen in Zellen, die Bcr-AblThr315 Mutanten exprimieren,
ging mit einem Verlust der Proteinkinase-Aktivitat von Akt einher. Erst kirzlich konnte
gezeigt werden, dass Src-Kinasen die Aktivitdt von Akt beeinflussen, indem sie
Tyrosinreste in der A-Schleife von Akt phosphorylieren und PDK1 (3-Phosphoinositide-
dependent protein kinase-1), eine Serin/Threonin Kinase, die Akt an Serin- und
Threoninresten phosphorylieren kann, regulieren (Chen et al., 2001; Park et al., 2001). Fir
die Beurteilung der fehlenden Akt-Aktivitat nach Behandlung mit PP1 oder CGP76030 ist
es wichtig, dass fir beide Substanzen eine direkte Hemmung von Akt oder von PDK1

ausgeschlossen wurde (M. Warmuth, D. Fabro, nicht publizierte Beobachtungen 2001). Es
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ist moglich, dass Src-Kinasen Uber die Phosphorylierung von PDK1 und Akt diesen
Signalweg beeinflussen, der fiir die Regulierung von Zellwachstum und Uberleben in Ber-
Abl+ Zellen essentiell ist. Weitere Experimente sind jedoch notwendig, um diese

Hypothese zu belegen.

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf einen moglichen Nutzen von
dualspezifischen Scr/Abl-Inhibitoren, wie PP1 und CGP76030, bei der Therapie
fortgeschrittener oder STI571 resistenter Philadelphia Chromosome positiver (Ph+)
Leukdmien hin. Wegen ihres weniger komplexen Bindungsmodus und der zusétzlichen
Inhibition der Src-Kinasen (und eventuell anderer Kinasen) kdnnte eine Resistenzbildung
im Vergleich zu STI571 erschwert sein. Die hier zur Leukdmiebehandlung vorgeschlagene
Substanz CGP76030 wurde ohne gravierende Toxizitat in einem Ratten-Modell fir
Osteoporose verwendet (Missbach et al., 1999). Es bleibt jedoch nachzuweisen, ob diese
oder &hnliche Src-Kinase-Inhibitoren ausreichend spezifisch und sicher fiir eine klinische

Anwendung sind.

5.2 Der Effekt von CGP76030 in einem Tiermodell fir Ber-Abl-
positive B-ALL

Vorarbeiten, die wir gemeinsam mit Rick van Etten durchgefuhrt hatten, zeigten, dass
mit  Lyn”Hck”Fgr’-Spendermausen im retroviralen Knochenmark-Transduktions-
Retransplantation-Modell keine Bcr-Abl-positive B-ALL mehr induziert werden konnte.
Die Src-Kinasen Lyn, Hck und Fgr scheinen damit in M&usen eine entscheidende Rolle fur
die Induktion einer Ber-Abl-positiven B-ALL zu spielen. Substanzen, welche die Aktivitat
von Src-Kinasen inhibieren konnen, sind aufgrund dieser Resultate potentielle
Medikamente fur die Behandlung Bcr-Abl-positiver B-ALL.

Um die Wirksamkeit eines dualspezifischen Src/Abl-Inhibitors gegen Bcr-Abl-positive
B-ALL in vivo zu testen, wurde das retrovirale Knochenmark-Transduktions-
Retransplantation-Modell fur Bcr-Abl-positive B-ALL in unserem Labor etabliert. Der
Phénotyp der induzierten Erkrankung konnte, trotz der Heterogenitdt der einzelnen
Symptome, als eine Bcr-Abl-positive B-lymphatische Leuk&mie bestimmt werden. Das
Auftreten der ersten Krankheitszeichen wie z.B. Lahmungserscheinungen und ein hoher

Prozentsatz von Bcr-Abl-positiven Zellen im Knochenmark oder peripheren Blut, in einem
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Zeitraum von 20-40 Tagen nach der Transplantation deckt sich mit den Angaben aus Rick
van Etten’s Labor in Boston (Dr. van Etten, personliche Mitteilung). Die maximale
Lebensdauer der transplantierten Méuse dagegen war in unseren Experimenten mit Bcr-
AbIThr315lle durchschnittlich deutlich héher (ca. Tag 140) als bei den Versuchen aus Dr.
van Etten’s Labor (Tag 70-100). Diese unterschiedliche Uberlebensdauer kann auf
verschiedene Weise erklart werden. Die Qualitat der Viruspréparationen konnte sich
unterschieden haben und fiir das langere Uberleben verantwortlich sein, selbst wenn der
Titer immer ungefahr 1x10” Partikel/ml betrug. Auch kénnten schon geringe Unterschiede
in der Menge der injizierten Zellen bei der Transplantation einen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf austiben. Weiterhin wurde zwar der gleiche Mausstamm (C57BL/6)
verwendet, jedoch von unterschiedlichen Quellen bezogen. Die Tiere, die in Dr. van
Etten’s Labor verwendet wurden, kénnten sich also in ihrem genetischen Hintergrund
geringfugig wvon unseren Tieren unterschieden haben, was sich auch auf den
Krankheitsverlauf auswirken konnte. Eine hohere Wahrscheinlichkeit, sekundare oder
tertidre genetische Veranderungen anzuhdufen, wirde den Krankheitsverlauf mit groRer
Sicherheit beschleunigen. Nur bei der Verwendung von Bcr-Ablwt infiziertem
Knochenmark als Transplantat verlief die Erkrankung in einem dhnlichen zeitlichen
Rahmen ab wie in Dr. van Etten’s Labor. Alle Tiere aus der Nicht-Therapiegruppe
erkrankten bis Tag 78 terminal. Diese Tatsache konnte darauf hindeuten, dass der Ablauf
der Leukamie durch eine unterschiedliche transformierende Kapazitat von Wildtyp und
resistenter Mutante von Bcr-Abl beeinflusst wurde. In diesem Fall waére die langere
Uberlebensdauer von Tieren, denen Bcr-AblThr315lle infiziertes Knochenmark
transplantiert wurde, auf ein geringeres transformierendes Potenzial der resistenten
Mutante zurtckzufthren. In den Versuchen aus Dr. van Etten’s Labor wurde immer nur
Ber-Ablwt verwendet. Ein direkter Vergleich von unseren Ergebnissen aus den Bcr-

ADbIThr315lle Experimenten und den Versuchen aus Boston ist somit nicht moglich.

Die Transplantationen mit Ber-Ablwt infiziertem Knochenmark waren als VVorversuche
geplant und wurden deshalb mit GruppengroRen durchgefiihrt, die zu klein fiir signifikante
Aussagen waren. Fir eine Beantwortung der Frage, ob Src-Kinasen in Bcr-Abl-positiven
Leukdmien eine Rolle spielen, war die Induktion einer Leukdmie mit dem Wildtyp von
Ber-Abl nicht geeignet. Der dualspezifische Src/Abl-Inhibitor CGP76030 hemmte in 32D-

Zellen nicht nur die Kinase-Aktivitat der Src-Kinasen, sondern auch von Bcer-Ablwt (siehe
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[Abbildung 7P, F). Damit kann der Effekt von CGP76030 bei der Verwendung des Wild-
typs von Bcr-Abl in diesem Tiermodell nicht der Hemmung der Src-Kinasen
zugeschrieben werden. Aufgrund des direkten kausalen Zusammenhangs zwischen der
Kinase-Aktivitdt von Bcr-Abl Wildtyp und Leuk&mie-Induktion wird bei einer gleich-
zeitigen Hemmung beider Zielmolekile, Ber-Abl und Src-Kinasen, die Wirkung vor allem
uber die Hemmung der Kinase-Aktivitdt von Bcr-Abl zustande kommen, wéhrend die

Hemmung der Src-Kinasen-Familie dabei eine eher untergeordnete Rolle spielen durfte.

Es ist jedoch bemerkenswert, dass zwei Méuse aus der CGP76030-Therapiegruppe erst
am Tag 239 bzw. 250 nach Transplantation verstarben und damit langer tberlebten als die
Tiere der STI571-Therapiegruppe. Moglicherweise deutet das darauf hin, dass die
gleichzeitige Inhibition von Abl und Src-Kinasen zu einer vollstandigeren Elimination Bcr-
Abl-positiver Zellen fiihrte, als dies mit STI571 erfolgte. Damit kénnte die Selektion Bcr-
Abl-unabhdngiger, STI571-resistenter Klone, erschwert worden sein. Die Erkrankung der
anderen zwei Méause, die mit CGP76030 behandelt wurden, lasst sich durch das bereits
fortgeschrittene Krankheitsbild beider Mause erkldren. Eine Maus erkrankte terminal
bereits zwei Tage, die andere 7 Tage nach Therapiebeginn. Die Behandlung mit
CGP76030 konnte in beiden Féllen zu kurz gewesen sein, um einen positiven Effekt auf
das Uberleben zu zeigen. Weitere Experimente mit groReren Gruppen sind jedoch

notwendig, um diese Daten zu bestatigen.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde sich auf die Fragestellung konzentriert, welche
Ber-Abl unabhangigen Effekte CGP76030 auf das Uberleben von Mausen mit Ber-Abl-
positiver B-ALL auslbt. Dazu wurde wieder das Transduktions-/Transplantationsmodell
eingesetzt. Jedoch wurde Knochenmark transplantiert, das mit einer Bcr-Abl Mutante (Bcr-
ADbIThr315lle) infiziert worden war, die in 32D-Zellen weder von STI571 noch von
CGP76030 inhibiert werden konnte. Der Effekt von CGP76030 in diesem Modell sollte
damit nicht auf eine Hemmung von Bcr-Abl zurickzufiihren sein, sondern auf die
Hemmung der Src-Kinasen-Familie oder anderer, noch unbekannter Zielmolekile. Dazu
wurden zwei Tierversuche durchgefuhrt. Fur das erste Transplantat wurden 4 Mausen pro
Gruppe eingesetzt und die Therapie an Tag 25 nach Transplantation begonnen. In diesem
Fall wurde dem transplantiertem Knochenmark mehr Zeit fir die Rekonstitution des
hamatopoetischen Systems gegeben. In einem zweiten Versuch wurden 8 Mé&use pro

Gruppe transplantiert und an Tag 11 mit der Therapie begonnen. Hierbei sollte mdglichst
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frih mit der Therapie begonnen werden, um fiir einen eindeutigen Therapie-Effekt einen
zu spaten Therapiebeginn auszuschlielen. Es stellte sich heraus, dass die
Uberlebenskurven der beiden Experimente keine wesentlichen Unterschiede aufwiesen.
Aus diesem Grund wurden die beiden Versuche in einer einzigen Uberlebenskurve
zusammengefasst. Im Vergleich mit der Nicht-Therapiegruppe zeigten sowohl STI571 als
auch CGP76030 keinen signifikanten Effekt auf das Uberleben der Tiere. Eine mdgliche
Erklarung ist, dass auch der Therapiebeginn an Tag 11 zu spét war, um einen eindeutigen
Effekt zu erzielen. Mdoglicherweise musste schon ein oder zwei Tage nach der
Transplantation mit der Gabe der Inhibitoren begonnen werden. Dabei wirde allerdings
das Problem entstehen, dass die Mduse in den ersten 10 Tagen nach Transplantation
aufgrund der Bestrahlung extrem schwach und anféllig sind. Eine durchschnittliche
Sterberate von 10-20% in den ersten 10 Tagen belegt diesen Aspekt. Da die Fltterung der
Inhibitoren die Tiere zuséatzlich stressen wirde, konnte die Zahl der Todesfélle in den
Inhibitorgruppen in diesen ersten 10 Tagen hoher liegen als in der Nicht-Therapiegruppe,

ohne einen Zusammenhang mit der Leuk&mie aufzuzeigen.

Leider konnten aus technischen Griinden keine Messungen der Plasmakonzentrationen
der Inhibitoren durchgefiihrt werden. Es ist also nicht bekannt, welche Plasmaspiegel
STI571 oder CGP76030 bei der Gabe von 50 mg/kg in den M&usen in den durchgefihrten
Experimenten erreichte. Zu Beginn der Experimente war nur die Bioverfiigbarkeit von
CGP76030 in Ratten bekannt (bei 50mg/kg ca. 15uM maximale Plasmakonzentration,
stabil fiir 6 Stunden). AulRerdem wurde CGP76030 erfolgreich in einem Rattenmodell zur
Therapie von Osteoporose eingesetzt (Missbach et al., 1999). Nach neuesten Erkenntnissen
betragt jedoch in C57/BL6 Ma&usen, denen 2x téglich fur 3 Tage 50mg/kg verabreicht
wurden, die maximale Plasmakonzentration nur 4,5 uM mit einer Halbwertszeit von ca. 2
Stunden (M.Warmuth, personliche Mitteilung). Die Daten aus 32Dgc-ap Zellen deuten
aber darauf hin, dass die 1C50 von CGP76030 fur einen eindeutigen biologischen Effekt
bei ca. 2,5 UM liegt. Das bedeutet, dass nach ca. 3 Stunden die IC50 unterschritten wird,
und nach ca. 7 Stunden keine Inhibitorwirkung mehr im Blut nachweisbar ist. Um eine
gute in vivo-Wirkung zu erhalten, sollte jedoch die Plasmakonzentration von CGP76030
zumindest Uber der 1C80 liegen, also deutlich tber 2,5 uM. Damit ist die Pharmakokinetik
weitaus schlechter als in Ratten, die zu Beginn der Experimente als Richtwert fur die

Bioverfugbarkeit herangezogen wurde. Das Ausbleiben eines eindeutigen positiven
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Effektes von CGP76030 kann damit auch auf eine zu geringe Konzentration im Plasma

zurtickzuruckgefuhrt werden.

In beiden Versuchen mit Bcr-AblThr315lle infizierten Knochenmark erkrankten die
ersten Méuse in den CGP76030-Therapiegruppen 20-30 Tage spéter als in der STI571-
Therapiegruppe und der Nicht-Therapiegruppe. Dieser Umstand schl&gt sich in dem
Median des Uberlebens nieder, der zwischen der Nicht-Therapiegruppe und der
CGP76030-Therapiegruppe leicht signifikant ist (P=0,04), wahrend er hoch unsignifikant
(P=0,44) zwischen der Nicht-Therapiegruppe und der STI571-Therapiegruppe ausféllt.
Jedoch ist der Median des Uberlebens auch zwischen der STI1571- und der CGP76030-
Therapiegruppe nicht signifikant (P=0,33). Weitere Experimente mit grol3er Gruppenzahl
sind daher notwendig, um einen moglichen Effekt von CGP76030 auf den

Krankheitsbeginn zu veranschaulichen.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass CGP76030 bei der verwendeten
Konzentration von 50 mg/kg keinen signifikanten Bcr-Abl-unabhdngigen Effekt auf das
Uberleben von Mausen in einem Tiermodell fir Ber-Abl-positive B-ALL besitzt. Einzig
ein um ca. 20 Tage verzogerter Krankheitsbeginn konnte beobachtet werden. Auch bleibt
aufgrund der schlechten Bioverfligbarkeit unklar, ob CGP76030 als ein geeigneter
Kandidat fur die Therapie Bcr-Abl-positiver, STI571 resistenter B-ALL in Frage kommt.
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6  Zusammenfassung

Ber-Abl ist eine onkogene Tyrosinkinase, die mafRgeblich an der Entstehung der
chronisch myeloischen Leukamie und der Philadelphia-positiven B-ALL beteiligt ist. Die
Aktivitdt der Tyrosinkinase von Bcr-Abl kann (ber den Inhibitor STI571 (Imatinib)
effektiv blockiert werden, was in der Klinik zu grofRen therapeutischen Erfolgen fihrte.
Vor allem im fortgeschrittenen Stadium der CML, der Blastenkrise, und der Philadelphia-
positiven B-ALL flhrte die Behandlung mit STI571 jedoch rasch zur Ausbildung von

Resistenzen.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Familie der Src-Kinasen einen
potentiellen Angriffspunkt fur die Therapie Bcr-Abl-positiver Leukdmien darstellt.
Weiterhin sollte getestet werden, ob die dualspezifischen Src/Abl-Inhibitoren PP1 und
CGP76030 eine STI571-Resistenz berwinden konnten. Eine Charakterisierung des Bin-
dungsmechanismus von STI571, PP1 und CGP76030 an Abl zeigte die Position 315 in Abl
als eine gemeinsame wichtige Spezifitdtsdeterminante auf, wobei die Position 380 sowie
eine inaktive Konformation der Aktivierungsschleife-Schleife (A-Schleife) von Abl nur fur
die Bindung von STI571, nicht jedoch fir die Bindung von CGP76030 und PP1 wichtig zu
sein scheint. In Experimenten mit Bcr-Abl-positiven Zelllinien, die resistent gegenuber
STI571 waren, konnten PP1 und CGP76030 die STI571-Resistenz zu einem gewissen
Grad tiberwinden und immer noch Wachstum und Uberleben negativ beeinflussen. Jedoch
konnte die Rolle der Src-Kinasen bei Bcr-Abl-positiven Leukdmien nicht eindeutig
bewiesen werden, da der beobachtete biologische Effekt auch iber die Hemmung anderer,

noch unbekannter Zielmolekdile zustande gekommen sein kénnte.

Der dualspezifische Src/Abl Inhibitor CGP76030 sollte weiterhin in einem Tiermodell
fir Ber-Abl-positive, STI571-resistente B-ALL getestet werden. Ein Vorversuch mit Ber-
Ablwt-positiver B-ALL zeigte die erfolgreiche Etablierung des Tiermodells. Interessanter-
weise erlitten hierbei mit STI571-behandelte Tiere nach dem Ende der Therapie schneller
einen Ruckfall als mit CGP76030-behandelte Tiere. Bei der Induktion einer B-ALL mit
STI571-resistentem Bcr-Abl konnte jedoch bei 50mg/kg (zweimal téglich) kein
signifikanter Effekt von CGP76030 auf das Uberleben der Méause festgestellt werden.

Lediglich ein um ca. 20 Tage verzdgerter Beginn der Erkrankung wurde beobachtet.
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