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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Akute myeloische Leukdmie (AML)

Bosartige Neubildungen korpereigenen Gewebes, deren Wachstum sich
weitestgehend der kérpereigenen Wachstums- und Lokalisationskontrolle entzogen
hat, bezeichnet man als Krebs [1]. Mit 25,5% aller Todesfalle stellt Krebs nach den
Herz-Kreislauf-Erkrankungen eine der Haupttodesursachen dar [2]. In Deutschland
wird es Schatzungen des Robert-Koch-Instituts zufolge im Jahr 2014 550.900
Neuerkrankungen geben, davon 3% Leuk&mie-Erkrankungen. Bei Leukdmie handelt
es sich um eine neoplastische Erkrankung des blutbildenden Systems, bei der es zu
einer unkontrollierten  Vermehrung hamatopoetischer  Vorlauferzellen  und
Stammzellen kommt [3]. Diese Zellen siedeln sich vermehrt im Knochenmark, im
peripheren Blut, in lymphatischen Organen wie der Milz und anderen Organsystemen
an. Die unreifen Zellen sind nicht mehr dazu in der Lage, sich in funktionsfahige
Blutzellen zu differenzieren. Sie verbleiben stattdessen in einem unreifen Zustand
und verdrangen die normal ausgebildete Hamatopoese des Kdrpers zunehmend. Die
Folge ist eine Armut an funktionsfahigen Blutzellen, je nach Zellreihe die sogenannte
Anamie, die Thrombozytopenie und die Granulozytopenie. Man unterscheidet schnell
fortschreitende (akute) und langsam fortschreitende (chronische) Formen der
Leukamie. Wahrend chronische Formen Uber Jahre relativ symptomarm verlaufen
kénnen, sind akute Leukdmien von Beginn an sehr lebensbedrohlich und erfordern
eine sofortige Diagnostik und Behandlung. Weiterhin unterscheidet man je nach
betroffener Zellreihe myeloische und lymphatische Leukd&mien. Die am haufigsten
vorkommende Leukamie ist die chronische lymphatische Leukdmie (CLL) mit einem
Anteil von 34-40% aller Leukamie-Erkrankungen, gefolgt von der akuten
myeloischen Leukdmie (AML) mit einem Anteil von 24-30% [2]. Neben der AML
unterscheidet die WHO (world health organization)-Klassifikation von 2008 zudem
weitere myeloische Neoplasien [4]. Darunter fallen das myelodysplastische Syndrom,
die myeloproliferative Neoplasie sowie myeloische Neoplasien, die verbunden sind
mit einer Eosinophilie oder mit Anormalitaten in den Rezeptoren ,plateled-derived
growth factor receptor* (PDGFR) sowie fibroblast-growth factor receptor-1 (FGFR-1).
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Die Diagnose der AML wird auf der Basis von mehreren Diagnoseverfahren gestellt.
Dazu z&hlen die Zytomorphologie-Analyse von Knochenmark und peripherem Blut
und die Immunphanotypisierung der Zellen, Uber die unter anderem eine Aussage
Uber die Zugehdrigkeit der Tumorzelle zu der entsprechenden Zellreihe getroffen
wird. Auf Basis der Morphologie erfolgt die weitere Unterteilung in die jeweiligen
FAB-(French-American-British)-Subgruppen (M0-M7) [5]. Ebenso wichtig sind die
Chromosomenanalyse, die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)-Analyse und
die Untersuchung somatischer Mutationen mittels molekulargenetischer Verfahren.
Laut ,European Leukemia Net' (ELN)-Klassifikation werden die prognostischen
Gruppen ,glnstig“, ,intermediar-1“, intermediar-11“ und ,unginstig“ unterschieden
(Tabelle 1-1) [6].

Tabelle 1-1 Einteilung der prognostischen Risikogruppen nach der ELN-Klassifikation. Es
werden vier prognostische Gruppen aufgrund der Zytogenetik und Molekulargenetik unterschieden [6]

Prognostische

Risikogruppe Charakteristika der Risikogruppe

1(8;21)(922;022)

inv(16)(p13.1922) bzw. t(16;16)(p13.1;922)
NPM1-Mutation ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
CEBPA-Mutation (normaler Karyotyp)

NPM1-Mutation mit FLT3-ITD (normaler Karyotyp)

Intermediér-I NPM1-Wildtyp mit FLT3-ITD (normaler Karyotyp)

NPM1-Wildtyp ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
1(9;11)(p22;023)

Intermediar-Il Zytogenetische Aberrationen, die nicht als glinstig bzw. unginstig
klassifiziert werden

inv(3)(g21926.2) oder 1(3;3)(g21;926.2)

1(6;9)(p23;934)

t(v;11)(v;023)

-5 oder del(5q);-7; abnl(17p); komplexer Karyotyp

Ginstig

Ungiinstig

abnl: abnormal, del: Deletion, inv: Inversion, ITD: interne Tandemduplikation, t: Translokationen,

v: variabel

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten zehn Jahre nach Diagnosestellung
unterscheidet sich je nach Gruppe und liegt zwischen 68-72% flr die Patienten der
,gunstigen“ Gruppe und 2-11% fir die der ,unginstigen“ Gruppe. Die Erhebung
einer Prognose wird in der AML Uberwiegend auf Basis des vorliegenden Karyotyps
getroffen. Dieser ist der starkste prognostische Faktor flr das Ansprechen auf eine
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Induktionstherapie und das Uberleben [7, 8]. Gehért der Patient zur ,unginstigen*
Prognosegruppe, so ist die allogene Knochenmark-Transplantation die Therapie der
Wahl, da die Wahrscheinlichkeit eines Ruckfalls der Erkrankung nach
Standardchemotherapie sehr groB3 ist [9-12]. Gehért er zur ,glnstigen®
Prognosegruppe, so spricht er in den meisten Fallen sehr gut auf die
Standardchemotherapie an. Da 45% der Patienten einen normalen Karyotyp
aufweisen und damit auf Basis der Zytogenetik Uberwiegend zur intermediaren
Gruppe gehdren [6], wird diese Einteilung zunehmend durch molekulargenetische
Marker erganzt, um eine genauere Einteilung vornehmen zu kénnen. Nicht alle
Genmutationen, die in der AML haufig sind, sagen jedoch etwas Uber die Prognose
des Patienten aus. Fir die meisten betroffenen Gene gibt es keinen nachgewiesenen
Zusammenhang zwischen Parametern wie Therapieansprechen oder Uberleben und
dem Mutationsstatus. Im Rahmen der Routinediagnostik werden Mutationen in der
Rezeptortyrosinkinase ,fibroblast-macrophage stimulating factor receptor (FMS)-like
tyrosine  kinase 3 (FLT3) [13-16], dem nukledren Transportprotein
»hucleophosmin 1 (NPM1) [17-21], dem Transkriptionsfaktor ,CCAAT/enhancer-
binding protein alpha* (CEBPA) [22, 23] und der Histon-Methyltransferase ,mixed
lineage leukemia“ (MLL) analysiert. Diese haben sich bereits in vielen Studien als
prognostisch bedeutsam erwiesen und erganzen die Einteilung zu den
Risikogruppen [24].

1.2. Mixed lineage leukemia (MLL) und seine Bedeutung in der
Leukamie

Patienten, die chromosomale Aberrationen im MLL-Gen tragen, weisen eine hohe
Rickfallquote ihrer Erkrankung auf und haben eine Uberlebenswahrscheinlichkeit
von nur 2-11% [6]. Diese Patienten werden daher wenn mdéglich einer
Knochenmarks-  oder  Stammzelltransplantation unterzogen, um ihre
Uberlebenschancen zu erhéhen [12]. Entsprechend der ELN-Klassifikation gehéren

sie je nach Aberration der ,ungiinstigen“ bzw. ,intermediaren“ Gruppe an.
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1.2.1. MLL-Aberrationen

Das Gen, das fir MLL kodiert, ist auf dem langen Arm des Chromosoms 11
lokalisiert (11923). Dieser Bereich ist sowohl in lymphatischen als auch in
myeloischen  akuten Leukdmien von chromosomalen Aberrationen wie
Translokationen, Amplifikationen und partiellen Duplikationen betroffen [25-27]. Bei
Sauglings-Leukdmien machen Translokationen unter Beteiligung des 11923-
Bereichs sogar mehr als 90%, bei Erwachsenen ca. 10% aller Falle aus [28]. Im Fall
der reziproken MLL-Translokationen kommt es zu einer Fusion des 5™-MLL-Bereichs
mit im 3"-Bereich liegenden Exonen anderer Fusionspartner. Hierbei rearrangiert das
MLL-Gen immer an einer &hnlichen Stelle, einem 9 kb groBBen Bereich zwischen den
Exonen 8 und 14, der sogenannten ,breakpoint cluster region“ (BCR). Die Folge sind
chimare Transkripte, die zur Bildung eines chimédren Fusionproteins fiihren
(Abbildung 1-1).

N C
MLL MLL

[TRLAI

ATH 1-3  SNL1 SNL2  CxxC RD2 PHD 1-4 FYRN I TA  FYRC SET

Bromo-Domane

BCR
Proteolytische
Schnittstelle

ﬂll:l:l] Fusionspartner MLL Fusionen

Abbildung 1-1 Schematische Darstellung des wildtypischen MLL-Proteins, der MLL-
Fusionsproteine und der partiellen MLL-Duplikation (MLL-PTD). Die einzelnen Doménen des
Proteins und ihre Funktion werden im Abschnitt 1.2.2. erklart, nach [29].
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Es sind Uber 121 verschiedene MLL-Translokationen mit mehr als 79 molekular
charakterisierten Translokationspartnern bekannt [30, 31]. Klinisch am Bedeu-
tendsten sind die Translokationen t(4;11), t(9;11), t(10;11) und t(11;19), die
insgesamt mehr als 80% der MLL-rearrangierten Leukamien ausmachen [31]. Da
diese Translokationen abhangig von ihrem Fusionspartner sowohl in lymphatischen
als auch in myeloischen Leukadmien zu finden sind, wurde das betroffene Gen ,mixed
lineage leukemia® (MLL) genannt. Neben den Translokationen sind weiterhin auch
MLL-Amplifikationen [32, 33] und interne partielle Tandemduplikationen (MLL-PTD)
bekannt [34]. Bei letzteren kommt es zu einer Verdopplung des Bereichs zwischen
Exon 5 und Exon 12 und zu einer Insertion dieses Bereichs zwischen Exon 11 und
Exon 12 [35].

1.2.2. Aufbau und Funktionen des Proteins MLL

Das MLL-Gen kodiert flr eine Histon-Methyltransferase, die in den meisten Geweben
des Koérpers, wie auch in hdmatopoetischen Stamm-und Vorlauferzellen exprimiert
wird [36, 37]. Es bildet das menschliche Homolog zum Drosophila-Protein Trithorax
und ist Mitglied der sogenannten Trithorax-Proteingruppe. Wichtigste Funktion dieser
Proteingruppe ist die Regulation der Genexpression durch Histon-Modifikationen,
Chromatin-remodellierende Funktionen und durch Binden von DNA [38]. Dabei wird
die Genexpression von Genen der Homeobox (Hox)-Gruppe reguliert, die eine
wichtige Rolle bei der Kérpersegmentierung, der Entwicklung des skeletalen und
neuronalen Gewebes und beim Aufbau des blutbildenden Systems spielen [39-41].
Trithorax-Proteine Uben Uberwiegend eine Transkription-aktivierende Funktion aus.
Im Gegensatz dazu stehen die Mitglieder der Polycomb-Proteine, die Uberwiegend
hemmende Funktionen auf die Hox-Genexpression austiben [38].

Bei MLL handelt es sich um ein sehr gro3es Protein mit einem Molekulargewicht von
ca. 500 kD (Abbildung 1-2). Posttranslational wird MLL von dem Enzym Taspase-1
proteolytisch in einen N-Terminus (320 kD) und in einen C-Terminus (180 kD)
gespalten [42, 43]. Die beiden Abschnitte interagieren jedoch weiterhin Gber die
Domanen FYRN bzw. FYRC nichtkovalent miteinander. MLL (bt wie auch die
anderen Trithorax- bzw. Polycomb-Proteine seine Funktion nicht alleine, sondern in

einem groBen Makroproteinkomplex aus und besitzt daftr viele DNA- und
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Proteinbindestellen. Der N-Terminus beinhaltet wichtige Bindungsstellen zu den
Proteinen Menin und ,lens-epithelium-derived growth factor” (LEDGF), beide sind
wichtig fir die Spezifitdt von MLL [44-46]. Darauf folgen drei kurze AT-Hook (AT-H)
Domanen, die mit der kleinen Schleife AT-reicher genomischer DNA interagieren.
Auf die beiden nukledren Transportsignale (SNL1 und SNL2) folgt ein CxxC
Zinkfinger Motif zur DNA-Bindung. Hiermit bindet MLL an unmethylierte CpG-Inseln
und verhindert deren Methylierung und damit auch den Stop der Transkription [47-
50]. Desweiteren stellt dieser Bereich die Interaktionsstelle mit dem ,human
Polymerase-Associated Factor complex” (PAFc)-Komplex dar, ein Komplex, an dem
auch die RNA Polymerase |l beteiligt ist [51, 52]. Uber die RD2 Doméane werden
Histon-Deacetylasen (HDACs) rekrutiert, die sich antagonistisch zum MLL verhalten
kénnen. Die folgenden vier PHD-Doméanen binden Cyclophilin 33 (Cyp33) und
weitere Proteine [51, 53-55].

N C
MLL MLL

BMI1

HDAC1/2

| INE Bl

ATH1-3  SNL1 SNL2 CxxC RD2 PHD 1-4 FYRN I TA  FYRC SET

Bromo-Doméne

Proteolytische
BCR
Schnittstelle

Abbildung 1-2 Aufbau der Histonmethyltransferase MLL und ihre Interaktion mit DNA und
Proteinen. Postiranslational wird das 500 kD groBBe MLL Protein durch Taspase-1 in zwei Bereiche
geteilt (MLLN und MLLC). Neben DNA-Bindestellen (ATH1-3, CxxC) besitzt MLL eine Vielzahl an
Proteinbindestellen fiir Proteine, die seine Funktion unterstitzen (z.B. MOF, ASHXL2, WDR5, RbBP5;
PAFc) oder sich antagonistisch dazu verhalten (Cyp33, BMI1, HDACs), nach [29].

Am Beginn des C-Terminus ist die sogenannte Transaktivator (TA)-Doméne
lokalisiert, die wichtig fur die Bindung des Transkriptions-Co-Aktivators ,CREB-
binding protein“ (CBP) ist [56]. Allen Trithorax-Proteinen gemeinsam ist die hoch-
konservierte ,Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax“ (SET)-Domaéane, welche
die Methylierung von Histon H3 an Lysin 4 (H3K4me) katalysiert [36, 37]. Dazu ist die

Interaktion zwischen MLL und den Kernkomplexproteinen wie z.B. ASHXL2 wichtig,
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denn durch diese erlangt es seine volle enzymatische Aktivitat [57]. Die Rekrutierung
der H4K16-Histon-Acetyltransferase ,males absent on the first* (MOF) verstarkt die
Transkriptions-aktivierende Funktion von MLL durch Histon-Acetylierung im Bereich
des Hox-Promotors [58].

1.2.3. Transformation durch MLL-Aberrationen

Kommt es zu einer MLL-Translokation, gehen viele wichtige Bereiche des MLL-
Proteins verloren und werden durch andere ersetzt. Trotzdem handelt es sich nicht
um eine ,loss-of-function“-Aberration, denn das Vorhandensein eines Fusions-
partners ist essentiell zur Leukdmogenese [59-61]. Die Translokation verhindert in
der Zelle, dass die Genexpression der Hox-Gene gestoppt wird und die Zellen

endgultig differenzieren (Abbildung 1-3).

Abbildung 1-3 Transformation durch MLL-Translokationen in der Leukdmie. MLL interagiert in
einem Makroproteinkomplex und fihrt durch Methylierung und durch Rekrutierung acetylierender
Proteine zum Fortbestand der Hox-Genexpression. Ldst sich dieser Komplex vom Hox-
Genpromotorbereich, so kann die Zelle differenzieren. Im Fall der MLL-Fusionsproteine kommt es zur
andauernden Hox-Genexpression und Entstehung von Leukdmie, nach [29].

Dazu tragen einerseits bestimmte Fusionspartner bei, die am Transkriptions-

Elongations-Vorgang beteiligt sind [62] und andererseits der Verlust repressorischer
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Domanen wie der Interaktion mit HDACs Uber Cyp33 [63]. Zudem werden weitere
Histon-Methyltransferasen wie ,DOT1-like* (DOT1L) Uber die Translationsproteine
rekrutiert und flhren zu einem Fortbestand der Hox-Genexpression [64-66]. Wie
genau die partielle Duplikation MLL-PTD zur Entstehung von Leukamie beitragt, ist
bisher nicht bekannt. Es wird vermutet, dass die Duplikation der DNA-bindenden

Doménen zur Leukdamogenese beitragen kdnnte [67, 68].

1.3. Zielgerichtete Therapien in der AML

Trotz der sehr groBen Heterogenitdt der AML, ist die Standardtherapie flr die
meisten Patienten, unabhangig ihres genetischen Hintergrundes, gleich.
Therapeutisch hat sich in den letzten Jahrzehnten wenig verédndert, die
Standardbehandlung besteht aus Therapieblécken beginnend mit Anthracyclinen.
Bei jungen Erwachsenen flhrt diese in 60—-80% zu kompletter Remission [69, 70]. Da
die AML jedoch eine Erkrankung ist, die besonders altere Menschen betrifft, bereitet
die hochdosierte Chemotherapie groBe Probleme, denn éltere Menschen tolerieren
die intensiven Therapiestrategien haufig nicht [71]. Eine Méglichkeit, Therapien zu
individualisieren, ist die gezielte Adressierung bestimmter fehlregulierter Signalwege
in der Zelle. Welcher Signalweg oder welche Signalwege das sind, kann je nach
genetischem Hintergrund sehr unterschiedlich sein. Zielgerichtete Therapien richten
sich direkt gegen die biologischen Eigenschaften der Tumorzelle und sind in vielen
Fallen weniger toxisch als eine klassische Chemotherapie. Ein vielversprechendes
Beispiel ist die Entwicklung des Medikaments Gleevec® in der BCR-ABL* CML
[72, 73]. Dieses Medikament richtet sich spezifisch gegen Zellen, die eine BCR-ABL
Translokation und daher eine konstitutiv aktive ABL-Kinase aufweisen. In der CML
wird Gleevec® inzwischen als Erstlinientherapie verwendet und hat die

konventionelle Chemotherapie komplett ersetzt.
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1.3.1. Fehlregulierte Sighalwege in der AML

Auch in der AML sind fehlregulierte Signalwege bekannt und kénnten ein geeignetes
Ziel fUr spezifischere Therapien darstellen. Darunter fallen insbesondere Signalwege,
die die Proliferation und das Uberleben der Zellen beeinflussen und von denen die
Tumorzelle aufgrund vorliegender Aberrationen abhangig ist. Ein Beispiel sind AML-
Patienten, die eine aktivierende FLT3-Mutation tragen. Inzwischen gibt es viele
klinische Studien zu spezifischen FLT3-Inhibitoren, deren Einsatz fir Patienten mit
FLT3-Mutation geeignet sein kdnnte [74], zum Beispiel AC220 (Quizartinib) [75-79].
Unterhalb fehlregulierter Rezeptortyrosinkinasen liegen wichtige Signalwege wie z.B.
der PIBK/AKT/mTOR-Signalweg, der NF-kB-Signalweg [80] und der ERK-Signalweg.
Desweiteren kdénnen in der AML auch Signalwege betroffen sein, die weniger
Einfluss auf die Proliferation und mehr auf die Differenzierungsfahigkeit oder das
Selbsterneuerungspotenzial der Zellen haben, wie z.B. der B-Catenin/Wnt [81-83]
oder der Sonic Hedgehog-Signalweg [84, 85].

1.3.2. Die PI3BK/AKT/mTOR-Signalkaskade

In vielen Krebsarten, besonders in soliden Tumoren wie Brustkrebs, liegt eine
Fehlregulation des PIBK/AKT/mTOR-Signalwegs vor [86-89]. In vorherigen Studien
konnte eine konstitutive Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs anhand der
Phosphorylierung von AKT und mTOR in 50-80% aller untersuchten AML-Patienten
gezeigt werden. Der Signalweg stellt somit ein potenzielles Ziel fiir spezifische
Therapien dar. Unklar ist, welche Patienten besonders von einer PIBK/AKT/mTOR-
gerichteten Therapie profitieren kénnen und welche Patienten kein Ansprechen
zeigen. Molekulare Marker wéaren von groBem Interesse. Phosphatidyl-Inositol-3-
Kinasen (PI3Ks) sind Lipidkinasen und wichtige Regulatoren des Zellwachstums, des
Uberlebens und der Zellmotalitdt. Man unterscheidet drei Klassen (PI3K I-Ill), wobei
nur die Klasse | eine nachgewiesene Bedeutung in der Krebsentwicklung hat [90-92].
Die PI3K besteht aus zwei Untereinheiten, einer katalytischen p110 und einer
regulatorischen Untereinheit p85 [93]. Sie kann Uber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren und Uber Rezeptortyrosinkinasen (RTK) aktiviert werden (Abbildung 1-4).
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Abbildung 1-4 Schematische Darstellung des PI3SK/AKT/mTOR-Signalwegs und des
RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwegs, nach [94, 95].

Die RTK wird durch Bindung an ihren jeweiligen Liganden in ihrer Konformation

verandert und an Tyrosinen im intrazellularen Bereich phosphoryliert. Die PI3K kann

entweder direkt Uber ihre ,src-homology*“(SH2)-Domanen an die phosphorylierten

Tyrosine binden [96, 97] oder dies Uber Adaptorproteine wie ,growth factor receptor-
bound protein 2 (GRB2) tun [97] und dadurch aktiviert werden. Die aktivierte PISK

phosphoryliert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-

3,4,5-triphosphat (PIP3). Uber die Bindung ihrer Pleckstrin-Homologie-(PH)-Doméane

an PIP3; wird die Kinase AKT an die Membran rekrutiert und phosphoryliert [98, 99].

FOr die vollstandige Aktivierung bendtigt AKT eine zweifache Phosphorylierung.
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Dabei wird das Threonin®® von der ,3-Phosphatidyl-abhdngigen Kinase 1“ (PDK1),

das Serin*®

von der ,mammalian target of rapamycin kinase* (mTOR-Kinase)
phosphoryliert. Bisher sind weit Uber 100 Substrate der AKT-Kinase identifiziert
[100], jedes von ihnen mit einer wichtigen Funktion im Zusammenhang mit
Wachstum und Apoptose der Zelle [101, 102]. Darunter sind z.B. die pro-
apoptotischen Gene der Bcl-2-Familie BAD und BAX [103, 104], die durch die
Phosphorylierung  durch  AKT inhibiert werden oder die ,Forkhead™*
Transkriptionsfaktoren [105]. Zudem reguliert AKT das NF-kB Signaling [106] und
erhdht die Transkriptionsrate anti-apoptotischer Gene. AKT phosphoryliert die E3
Ubiquitin-Protein-Ligase ,Mouse double minute 2 homolog”“ (Mdm2) und wirkt
antagonistisch zur p53-vermittelten Apoptose [107]. Ein weiterer wichtiger
Proteinkomplex innerhalb dieses Signalweges ist die mTOR-Kinase. Sie besteht aus
zwei Komplexen (mMTORC1 und mTORC2), die beide eine wichtige Rolle bei der
RNA-Translation in Abhangigkeit auBerer Wachstumsfaktoren spielen. Unter den
Zielsubstraten sind die p70S6Kinase (p70S6K), das ribosomale Protein S6 (S6rp)
und der eukaryotische Initiationsfaktor 4E (elF4E). Antagonistisch zu der PI3K
verhalten sich die Phosphatasen ,Phosphatase and tensin homolog“ (PTEN) oder
~oH2 Domain-Containing Inositol-5-Phosphatase 1* (SHIP1, exprimiert in hdmato-
logischen Geweben). Beide dephosphorylieren PIP; zu PIP, und wirken somit
inhibitorisch auf den Signalweg.

Ein indirekter Weg der PIBK/AKT/mTOR-Aktivierung durch RTKs ist der Weg Uber
die kleine GTPase RAS [108]. Alle drei Isoformen von RAS (H-, N- und K-RAS)
werden durch die Bindung von GTP in eine besondere Konformation versetzt und
dadurch aktiviert. Der PI3K-Signalweg wird durch direkte Interaktionen zwischen der
RAS-GTPase und der PI3K aktiviert [109, 110]. Die katalytischen PI3K-Untereinheiten
p110 besitzen eine ,RAS-binding-domain® (RBD). Mutationen in dieser Doméne
beeinflussten in murinen neutrophilen Granulozyten die PI3K-Aktivierung und die
Migration der Zellen [111]. Die Interaktionen zwischen den einzelnen Proteinen des
Signalwegs sind sehr komplex und noch nicht vollstandig geklart. Es existieren
innerhalb des Signalwegs auch negative Rlckkopplungsschleifen. Eine bereits gut
untersuchte ist die ,insulin-receptor-substrate-1“ (IRS-1) vermittelte Schleife
[112, 113]. Durch sie kommt es bei einer Hemmung des mTORC zu einer IGF-1-
stimulierten Phosphorylierung von AKT [112].
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1.3.2.1. RAS/RAF/MEK/ERK

Neben dem PIBK/AKT/mTOR-Signalweg aktiviert RAS den RAF/MEK/ERK-
Signalweg, ein weiterer bedeutender Signalweg in der Zelle. Bei allen drei Proteinen
.rapidly accelerated fibrosarcoma“ (RAF), ,mitogen-activated protein/extracellular
signal-regulated kinase kinase“ (MEK) und ,extracellular signal regulated kinase®
(ERK) handelte es sich um Kinasen, die sich in einer dreistufigen
Phosphorylierungskaskade nacheinander aktivieren. Die RAF-Proteinfamilie (Raf-1,
A-Raf, B-Raf) besteht aus Serin/Threonin-Kinasen, die an die Effektorregion der
aktiven RAS-GTPase binden und somit an die Plasmamambran rekrutiert werden
kénnen. An der Membran lokalisiert, phosphorylieren RAF-Kinasen weitere
Proteinkinasen wie z.B. MEK. Zu den wichtigsten Zielgenen von ERK zahlen
proliferationsaktivierende Gene, die durch ERK und seiner Rolle als Transkriptions-

faktor, aktiv transkribiert werden.

1.3.2.2. Interaktionen zwischen PISK/AKT/mTOR und RAS/RAF/MEK/ERK

Zwischen den beiden Signalkaskaden RAS/RAF/MEK/ERK und PISK/AKT/mTOR
existieren viele Interaktionsstellen, die zum GroBteil noch nicht im Einzelnen in ihrer
Funktion geklart sind (Abbildung 1-5). Beide Signalwege kénnen durch RAS aktiviert
werden, unklar ist, welcher Signalweg in einer speziellen physiologischen Bedingung
dominiert oder in wieweit die beiden parallel zueinander ablaufen. Interaktionen
zwischen den beiden Signalkaskaden sind vor allem auf Ebene von RAF
beschrieben. Beispielsweise kann RAF an Ser®®
inhibiert werden. Der PI3K-Inhibitor LY294002 hemmt die RAF-vermittelte
Proliferation in Zellen. Auch auf Ebene des mTORC1 sind Schnittstellen bekannt.
Durch die mTORC1-Inhibition Gber RAD001 kommt es zu einer Aktivierung des ERK-

Signalwegs. Die p70S6K kann neben mTOR auch von ERK aktiviert werden. Zudem

von AKT phosphoryliert und damit

wird das ribosomale Protein S6 sowohl von der p70S6K als auch von der p90RSK
aktiviert. Die Aktivierung der letzteren ist ERK-abhéngig [114].
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Abbildung 1-5 Darstellung der wichtigsten beschriebenen Interaktionen zwischen dem
PI3K/AKT/mTOR-Signalweg und dem RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg, nach [108, 115].

1.3.2.3. Signalweg-aktivierende Mutationen in der AML

In der AML ist die Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges das Ergebnis
mehrerer Faktoren. Unter diesen sind aktivierende RTK-Mutationen von z.B. FLT3
und cKIT, die in der AML mit einer Haufigkeit von 28% bzw. 4% vorliegen [116].
Weiterhin kénnen aktivierende Mutationen in der kleinen GTPase RAS zur
Aktivierung sowohl des PI3K- als auch des ERK Signalwegs fiihren. Auch diese sind
in der AML beschrieben, wenn auch insgesamt in geringerer Frequenz von 12%
[116]. Mutationen in Schliisselgenen des PI3K Signalwegs wie der Gene PI3K [87],
AKT [117] und PTEN/SHIP [118-120] selbst, sind in soliden Tumoren sehr haufig

13



Einleitung

[86, 87], in myeloischen Neoplasien hingegen nur in geringen Fallzahlen beschrieben
[121-123]. Weiterhin sind autokrine und parakrine Sekretion von Wachstumsfaktoren
wie ,insulin-growth factor 1* (IGF-1) [124-126] und ,vascular-endothelium-derived
growth factor* (VEGF) [127] als aktivierende Mechanismen in der AML mdglich.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Die akute myeloische Leukadmie (AML) ist eine lebensbedrohliche maligne
Erkrankung des blutbildenden Systems. Unbehandelt flhrt sie in kurzer Zeit zum Tod
des Patienten. Sie wird aufgrund der Zytogenetik und der Molekulargenetik in
verschiedene prognostische Gruppen unterteilt, die sich im Langzeitliberleben sehr
unterscheiden. Besonders Patienten, die komplexe chromosomale Aberrationen oder
eine bestimmte Translokation, z.B. unter Beteiligung des MLL-Gens, tragen, haben
ohne risikoreiche Knochenmark-Transplantationen nur eine geringe
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Trotz ihrer immensen Heterogenitat hat sich die
Standardbehandlung der AML in den letzten 40 Jahren kaum veréndert. Hochdosis-
Chemotherapien stellen jedoch vor allem die Hauptgruppe der Patienten, die der
Uber 60-jahrigen, vor eine groBe Herausforderung. Zielgerichtete Therapien sind in
der AML-Therapie, wie auch bei anderen Tumorarten, von immer gréBerem
Interesse. Eine Mdglichkeit bietet der Einsatz spezifischer Inhibitoren, die sich gegen
biologische Eigenschaften der Krebszelle richten. Als Ziele eignen sich hierfir in der
Tumorzelle fehlregulierte Signalwege, von denen diese Zellen, nicht aber gesunde
Zellen des Patienten, oft in hohem MaBe abhangig sind und die deren
Transformation bewirken oder aufrecht erhalten. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Signalweg-Abh&ngigkeit von primaren humanen AML-Blasten untersucht. Eine
essentielle Rolle des PISBK/AKT/mTOR-Signalwegs wurde Uber Apoptose-Versuche
in primdren AML-Blasten gezeigt. Da die Arbeit mit primarem Material gewisse
Limitationen aufweist, folgten weitere Analysen in Zelllinien. Hierbei wurde die
Wirkungsweise und Aktivitdt dreier PIBK/AKT/mTOR-adressierender Inhibitoren
weiter charakterisiert. Durch das sehr heterogene Ansprechen der Zellen auf die
Inhibitoren ergab sich zudem die Frage nach molekularen oder biochemischen
Markern flr ein Ansprechen der Zellen. Um das Wirkungsspekirum interessanter
Substanzen umfassender zu untersuchen, wurde ein in vivo-Mausmodell etabliert.
Inhibitoren gegen spezifische Signalwege sind bereits in klinischen Studien vertreten.
Ihre Wirkung als Monotherapie war in der Vergangenheit jedoch oft begrenzt. Daher
wurden mogliche ergénzende, synergistisch wirkende Mechanismen aufgezeigt.

Diese kdnnten die Wirkungsweise einzelner Inhibitoren verbessern.
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3. Material & Methoden

3.1. Material

3.1.1. Gerate

In der vorliegenden Arbeit wurde mit den folgenden Geraten gearbeitet.

Tabelle 3-1 Verwendete Geréte mit Herstellerangabe

Analysenwaage 2001 MP2
Bio-Photometer

Brutschrank fr Bakterien
Bakterienschuttler Excella E25
Drehroller Rollermix SRT6
Entwicklermaschine
Expositionskassetten
FACSCalibur

FACS Sorter Aria
Geldokumentationskammer E-BOX VX5
Gelelektrophoresekammer
Heizblock BT 130-1

IVIS Lumina Il Imaging System
Brutschrank CB 150 fur Zellkultur
Magnetrihrer MR301

Mikroskop Axiovert 200M
Mikrowelle HF24M241

Mérser aus Porzellan

Orion Microplate Luminometer
Pipetten

Prazisionswaage 440-45
Probenkdmme fir SDS-PAGE
SDS-Gelelektrophoresekammer
(Xcell Sure Lock Mini cell)

Spannungsgerat PowerPac300

Sartorius, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Osterode

Eppendorf, Hamburg

Stuart, Staffordshire, UK
Kodak, Stuttgart

Amersham Pharmacia, Freiburg
Beckton Dickinson, Heidelberg
Beckton Dickinson, Heidelberg
Vilber Lourmat, Eberhardzell
BioRad, Minchen

Heap Labor Consult, Bovenden
PerkinElmer, Waltham, USA
Binder, Tuttlingen

Heidolph, Schwabach

Carl Zeiss, Oberkochen
Siemens, Miinchen

Schubert & Weiss Omnilab, Miinchen
Berthold Detection Systems, Pforzheim
Gilson, Limburg

Kern & Sohn, Balingen
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt

BioRad, Miinchen
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Spektralphotometer (Nanodrop1000)
Sterilwerkbank

Thermocycler Pegstar
Thermoschittler Compact
Tischzentrifuge 5415D
Ultrazentrifuge Rotana 460R
Ultrazentrifuge 3K30

Vi-Cell XR Cell Analyzer
Vortexer

Wasserbad M1003

3.1.2. Verbrauchsmaterial

Peqglab, Erlangen

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH,

Sonnenbdihl

Peglab, Erlangen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen
LTF Labortechnik, Wasserburg
Beckman Coulter, Krefeld
Cenco, Breda, NL

GFL, Burgwedel

Tabelle 3-2 Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Filterpipettenspitzen

Fotofilme: Hyperfilm ECL

Gel Blotting-Filterpapier
Glaswaren

Nitrozellulose Transfermembran
Petrischalen

Pipettenspitzen

QIAshredder Saulen
Reaktionsgefal3e 1,5 ml
Reaktionsgefa3 2 ml
SDS-Gelkassetten

Skalpelle

Sterilfilter

Serologische Einmalpipetten
Vi-Cell 4 ml Sample Vials
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen (6 Vertiefungen)

18

VWR, Darmstadt

GE Healthcare, Miinchen
Schleicher & Schuell, Dassel
Schott Duran, Wertheim
Whatman, Dassel

Sarstedt, Nimbrecht
Gilson, Limburg

Qiagen, Hilden

Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Invitrogen, Darmstadt
Brandt, Wertheim

Millipore, Billerica, MA, USA

Corning Incorporated, NY, USA

Beckman Coulter, Krefeld
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
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Zellkulturschalen (12, 48, 96-Vertiefungen)

Zellsieb 45 pum
Zentrifugenrdéhrchen (5 ml)

Zentrifugenrdéhrchen (15 ml und 50 ml)

Nunc, Thermo Fisher Scientific,
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg

3.1.3. Chemikalien und gebrauchsfertige L6sungen

Tabelle 3-3 Verwendete Chemikalien und L6sungen mit Herstellerangaben

100 bp-Leiter

1 kb-Leiter
Acrylamid/Bisacrylamid 30%
Agarose, Broad Range
Ammoniumperoxidisulfat (APS)
Aprotinin

Protein Assay Reagenz
Bovines Serum-Albumin (BSA)
Coulter Clenz Cleaning Agent
Coulter Isoton Il Diluent
Dimethylsulfoxid (DMSO)
D-Luziferin

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM), Zellkulturmedium
ECL Plus Detection Reagenz
Ethanol 70%
FiColl-Histopaque-1077
Fotales Kalberserum (FKS)
G418 Sulfat

Glycerin
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-

stimulierender Faktor (GM-CSF), murin

HEPES
Hyroxypropyl-B-Cyclodextrin

Promega, Madison, WI, USA
Promega, Madison, WI, USA
Roth, Karslruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioRad, Minchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioRad, Minchen

Fluka, Buchs, Schweiz
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BIOMOL GmbH, Hamburg
Gibco/Invitrogen, Karslruhe

Amersham, Freiburg
Merck, Darmstadt

GE Healthcare, Miinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Immunotools, Friesoythe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Applichem
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Interleukin-3 (IL-3), murin
Interleukin-6 (IL-6), murin
Insulin-Transferin-Selen (IST)
Isopropanol

Leibovitz-15 (L-15) Zellkulturmedium
B-Mercaptoethanol

MEM-a, Zellkulturmedium

Methanol

Methocult® H4434

Methocult® M3534

Milchpulver

Natriumazid

N-Methyl-2-Pyrrolidon
Natriumfluorid

Natriumvanadat

Penicillin — Streptomycin Lésung
Proteinmarker VI
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

Ponceau

Polybren

Polyethylenglycol-300 (PEG-300)
Propidiumiodid-Lésung (1 mg/ml)
Roswell Park Memorial Institute
(RPMI-1640), Zellkulturmedium
Stammezellfaktor (SCF), murin
Sodiumdodeclysulfat (SDS)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Triton X-100
Trypanblau
Trypsin/EDTA

Tween-20
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Immunotools, Friesoythe
Immunotools, Friesoythe
Gibco/Invitrogen, Karslruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
StemCell Technologies, Grenoble, F
StemCell Technologies, Grenoble, F
Carl Roth, Karlsruhe

Roth, Karslruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Darmstadt
Peqglab, Erlangen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PAN Biotech, Aidenbach
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Applichem

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Immunotools, Friesoythe
BioRad, Minchen

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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SYBR Safe DNA gel stain Invitrogen, Darmstadt

3.1.4. Kitsysteme

Tabelle 3-4 Verwendete Kitsysteme mit Herstellerangaben

DNeasy Blood and Tissue Kit Qiagen, Hilden

Endofree Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

Endofree Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden

FIX & PERM® Cell Permeabilization Kit LifeTechnologies, Carlsbad, CA, USA
MycoAlert Mycoplasma Detection Kit Lonza, Rockland, ME, USA
RevertAid Premium First Strand Fermentas, St.Leon-Rot

cDNA Synthesis Kit

RNase free DNAse Set Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

3.1.5. Puffer und Lésungen

Tabelle 3-5 Verwendete Puffer und Lé6sungen mit Rezeptangaben

10x Blotpuffer Western Blot (5 ) 72,7 g Tris
6,6 g Glycin
0,5 g Natriumdodecylsulfat
ad HoOgest

1x Blotpuffer Western Blot mit Methanol 80 ml 10x Blotpuffer

200 ml Methanol
720 ml HQOdest
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10x Elektrophoresepuffer 151,5 g Tris
720 g Glycin
50 g Natriumdodelylsulfat
5 I HoOgest

HBS Puffer 5,7 g HEPES
8,2 g NaCl
0,1 g NazHPO3x2H,0O
50 ml HaOgest

5x KCM 5 ml 3 M KCI
4,5ml1 M CaCL,
7,5ml 1 M MgCl,

LB-Agar 32 g Agar
11 Hzodest
LBampicilin-Platten LB-Agar

100 pg/ml Ampicillin

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) PAN Biotech, Aidenbach

2x Proteinprobenpuffer (LAmmli-Puffer) 187,5 mM Tris
6% SDS
30% Glycin
Spatelspitze Bromphenolblau

Ponceau-Lésung (100 ml) 0,5 g Ponceau S

1 ml Eisessig
ad HaOgest
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Stripping-Puffer (1 1)

TAE-Puffer (51)

10x TBS (5 I)

TBS-T

Tris-HCI 1,5 M (5 )

Zelllysepuffer (500 ml)

7,59 Tris

70 ml Mercaptoethanol
20 g Natriumdodecylsulfat
ad HxOgest, pH 6.7

242,3 g Tris

57,1 ml 100% Essigsaure
18,6 g EDTA 2Na-2H.0
ad HoOgest

12,1 g Tris
87,6 g NaCl
ad HaOgest

100 ml 10x TBS
900 ml HQOdest
1% Tween-20

908,5 g Tris
ad HZOdest’ pH 68 bZW 88

25ml 1 M HEPES, pH 7.5
15 ml 5 M NaCl

2,5 ml 200 mM EGTA
100 ml 50% Glycerol

5 ml Triton X-100

2,1 g NaF

2,2 g NasP>,O,x10H,0

ad HzOpigest
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3.1.6. Plasmide

Tabelle 3-6 Verwendete Expressionvektoren

Bezeichnung GroBe | Eigenschaften Resistenz Herkunft
pMSCV-IRES- Retroviraler . Prof. Slany,
6,4 kb _ Ampicillin

neo (PMSCVneo) Expressionsvektor Erlangen

pMSCVneo-Flag- Retroviraler o Prof. Slany,
11,1 kb _ Ampicillin

MLL-ENL Expressionsvektor Erlangen

3.1.7. Oligonukleotide

Tabelle 3-7 Verwendete Oligonukleotide fiir die Sequenzierung und den Expressionsnachweis
von MLL-ENL

Bezeichnung Sequenz 523’ Verwendung
MLL-ENL_fwd1 | ACAGCTGTCGGTGGCGCTT Sequenzierung
MLL-ENL_fwd2 | CTTCTGCTACGTTTCAGCAAGCCA Sequenzierung

MLL-ENL_fwd3 | TCAGGCTTCTGAGGAGATTCAGGT Sequenzierung
MLL-ENL-fwd4 | GCCCTCTTCTGAGAGCTCCAAGATTT | Sequenzierung
MLL-ENL-fwd5 | AAAGCAACAGGGCGGAAGAAGT Sequenzierung
MLL-ENL-fwd6 | TGCCTGAGGACTGTGGTGTTTGTA Sequenzierung
MLL-ENL-fwd7 | GCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAA Sequenzierung

MLL-ENL-fwd8 | TTACCCACAATTCCACTCTCTGCC Sequenzierung
MLL-ENL-fwd9 | AGACTCCAGCTCAGACTCAGACTT Sequenzierung
Expressionsnachweis
MLL-ENL-fwd7x | AGGTCCAGAGCAGAGCAAACAGAA
MLL-ENL
Expressionsnachweis
MLL-ENL-rev9x | TGACATTGAAGTGGCCAGTCTCCT MLL-ENL

fwd: ,forward”, rev: ,reverse”
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3.1.8. Antikorper

Tabelle 3-8 Verwendete Primérantikorper fiir Durchflusszytometrie (F) und Western Blot (WB)

Primérantikérper Art Wirt Hersteller Verdiinnung
a-B-Aktin WB Maus Sigma-Aldrich 1:20000
a-AKT WB Kaninchen | Cell Signaling/NEB | 1:1000
a-B220-FITC Ratte BD Pharmingen™ | 1:100
a-CD11b-PerCP-Cy™5.5 Ratte BD Pharmingen™ | 1:100
a-CD45-APC Maus BD Pharmingen™ | 1:10
a-CD117-PE Ratte BD Pharmingen™ 1:100
a-GAPDH WB Maus Santa Cruz 1:10000
a-Gr-1-PE Ratte BD Pharmingen™ 1:100
IgG1-APC Isotyp Kontrolle | F Maus BD Pharmingen™ | 1:10
lgG2a-FITC Isotyp _

F Ratte BD Pharmingen™ | 1:100
Kontrolle
lgG2b-PE Isotyp Kontrolle | F Ratte BD Pharmingen™ | 1:100
lgG2b-PerCP™5 5 |sotyp _

F Ratte BD Pharmingen™ | 1:100
Kontrolle
lgG-Alexa647 Isotyp _ _ _

F Kaninchen | Cell Signaling/NEB | 1:50
Kontrolle
Kaninchen IgG Isotyp _ _ _

F Kaninchen | Cell Signaling/NEB | 1:400
Kontrolle
a-44/42 MAPK WB Kaninchen | Cell Signaling/NEB | 1:2000
a-pS6rp (Ser?2%) F Kaninchen | Cell Signaling/NEB | 1:50
a-pAKT (Ser*’®) WB Kaninchen | Cell Signaling/NEB | 1:1000
a-pMAPK Thr?%/Tyr?%% WB Kaninchen | Cell Signaling/NEB | 1:1000
a-pS6K Thri® WB Kaninchen | Cell Signaling/NEB | 1:1000
a-S6K WB Kaninchen | Cell Signaling/NEB | 1:1000
a-Tubulin WB Maus Sigma-Aldrich 1:2000
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Tabelle 3-9 Verwendete Sekundérantikérper fiir Durchflusszytometrie (F) und Western Blot
(WB)

Sekundarantikorper Art Wirt/Typ Hersteller Verdiinnung
a-Kaninchen-HRP WB Ziege Sigma-Aldrich 1:10000
a-Kaninchen-IgG  FAB.- | F Maus Cell Signaling/NEB | 1:1000
Fragment-Alexa647

a-Maus-HRP WB Ziege Sigma-Aldrich 1:10000

3.1.9. Inhibitoren

Alle verwendeten Inhibitoren wurden in Pulverform bezogen und vor ihrer
Verwendung in sterilem DMSO nach Herstellerangaben gelést. Die Ldsungen
wurden anschlieBend aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Tabelle 3-10 Verwendete Inhibitoren mit Wirkungsweise und Bezugsquelle

Bezeichnung Wirkungsweise Bezugsquelle

AC220 FLT3-Inhibitor SelleckChem, Housten, TX, USA
AZD-6244 MEK1/2-Inhibitor SelleckChem, Housten, TX, USA
BEZ-235 Dualer PIBK/mTOR-Inhibitor | SelleckChem, Housten, TX, USA
Cisplatin Zytostatikum SelleckChem, Housten, TX, USA
Cytarabin Zytostatikum Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Daunorubicin Zytostatikum Pfizer, Berlin

LDE-225 Smoothened-Inhibitor Active Biochemicals, HongKong, China
MK-2206 AKT-Inhibitor SelleckChem, Housten, TX, USA
PKF115-584 TCF/B-Catenin-Inhibitor Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Rapamycin mTORC1-Inhibitor SelleckChem, Housten, TX, USA
Sorafenib Multikinase-Inhibitor Biocat GmbH, Heidelberg
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3.1.10. Zellen und Nahrmedien

Die hier angegebenen Zelllinien wurden von der American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville) oder der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig) als gefrorene Kultur bezogen. Phoenix
Eco-Zellen wurden von der Firma Orbigen (San Diego, CA, USA) erworben.

Tabelle 3-11 Zelllinien mit Angabe der Herkunft und der Morpholgie

Name Organismus Tumor / Gewebe Morphologie
Murin )
Ba/F3 Pro-B Zellen suspensiv
aus BALB/C Mausen
HL-60 Human Akute myeloische Leukamie suspensiv
Chromische lymphoblastische )
K-562 Human . suspensiv
Leukamie
MDA-MB-453 Human Mamma-Karzinom Semi-adhérent
MOLM-13 Human Akute myeloische Leukédmie suspensiv
MV4-11 Human Akute myeloische Leukamie suspensiv
OCI-AML3 Human Akute myeloische Leukédmie suspensiv
Phoenix Eco Human Embryonales Nierenepithel adharent
THP-1 Human Akute myeloische Leukamie suspensiv
Murin )
WEHI-3B Myelomonozytére Leukamie adharent
aus BALB/C Mausen

3.1.11. Patientenproben

Im Falle aller verwendeten humanen AML-Patientenproben erfolgte auf eine
Aufklarung des Patienten eine Einverstédndniserklarung in schriftlicher Form. Die
Information zur Erkrankung des Patienten, zum Geschlecht und Alter des Patienten,
zur FAB-Klassifizierung, zum Prozentsatz an Blasten, zur Zytogenetik und zum
Mutationsstatus von FLT3, NPM1, MLL, CEBPA wurden im Rahmen der Routine-
diagnostik im Labor fir Leuk&miediagnostik der LMU Mulnchen erhoben und zur
Verflgung gestellt. Die Proben wurden flr die in vitro Kurzzeitversuche immer frisch
verwendet, fir die Genexpressionsanalysen und die Mutationsanalysen wurde auf

asservierte RNA bzw. DNA zurlckgegriffen.
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3.2. Methoden

3.2.1. Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1. Herstellung kompetenter Bakterien

FOr die Herstellung kompetenter Bakterien wurde der Escherechia coli-(E.coli-)
Stamm DH5a verwendet. Die Bakterien wurden auf einer LB-Platte ausgestrichen
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden 10-15 Kolonien
gepickt, als Vorkultur in 50 ml LB-Medium angeimpft und Gber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Bakterienkultur wurde bis zum Erreichen einer ODgyo von 0,5 im
Schittler bei 250 rpm und RT fir 5 h inkubiert. Nach anschlieBendem Abkulhlen auf
Eis wurde die Bakterienkultur bei 4°C flir 15 min bei 1000 g sedimentiert. Das Pellet
wurde in 64 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert, 10 min auf Eis inkubiert und
erneut bei 4°C und 1000 g fir 15 min sedimentiert. Nach erneuter Resuspension des
Zellpellets in 16 ml TB-Puffer, wurden 1,2 ml DMSO zugegeben und der Ansatz finf
bis sechsmal invertiert. Nach 10-minttiger Inkubation auf Eis wurden die Bakterien in
vorgeklhlten 1,5 ml ReaktionsgefaBen fir eine spatere Nutzung aliquotiert, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.2.1.2. Chemische Transformation kompetenter E.coli Bakterien

Ein Aliquot zu 50 pl kompetenter E.coli-Bakterien wurde auf Eis aufgetaut. Fir einen
Ansatz wurde 1 pl Plasmid-DNA mit 14 pl Wasser und 10 pl 5xKCM gemischt und
mit 25 pl kompetenten Bakterien versetzt. Die Zugabe von KCM bewirkt, dass die
Bakterienzellmembran durchléssig wird und die Zelle damit in der Lage ist, Fremd-
DNA wie z.B. Plasmidvektoren aufzunehmen. Nach griindlichem Mischen wurde der
Ansatz 20 min auf Eis und weitere 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden
250 ul LB-Medium zugegeben und der Ansatz bei 200 rpm und 37°C eine Stunde im
Bakterienschittler inkubiert. In dieser Zeit sind die Bakterien in der Lage, das Uber
den Plasmidvektor aufgenommende Resistenzgen zu exprimieren, welches die
spatere Selektion von transformierten Bakterien ermdglicht. Nach einer Stunde
Inkubation wurde der Ansatz kurz abzentrifugiert und 100-150 ul der Kultur auf einer
vorgewarmten, mit Ampicillin-versetzten LB-Platte (LBamp) ausplattiert. Nach Inkuba-

28



Material und Methoden

tion bei 37°C Uber Nacht war es mdglich, einzelne positive Bakterienkolonien flr
deren weitere Expandierung von der Platte zu picken.

3.2.1.3. Plasmid-DNA Préaparation

Um die Plasmid-DNA aus den Bakterien zu isolieren, wurde das Prinzip der
alkalischen Lyse angewendet.

Plasmid-Miniprdparation mittels Qiagen Endofree Plasmid Mini Kit

Zur Isolation kleiner Mengen an Plasmid-DNA wurde eine einzelne Kolonie am
Abend von der Platte gepickt und tber Nacht in 2 ml LBamp-Medium bei 37°C und
200 rpm auf dem Bakterienschutler inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die
Plasmid-DNA mit Hilfe des Qiagen Endofree Plasmid Mini Kit aus den Bakterien

isoliert und geldst in EB-Puffer bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Plasmid-Maxiprdparation mittels Qiagen Endofree Plasmid Maxi Kit

Um gréBere Mengen an Plasmid-DNA zu gewinnen, wurde eine einzelne
Bakterienkolonie von der Platte gepickt und mit 2 ml LB-Medium als Vorkultur far ca.
8 h bei 37°C im Schittler inkubiert. Die gesamte Vorkultur wurde anschlieBend in
einen Glaskolben mit 100 ml LB-Medium unter Zugabe des Selektionsantibiotikum
Ampicillin Gberfihrt und Gber Nacht bei 37°C und 200 rpm im Schttler inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA aus den expandierten
Bakterien. Hierzu wurde das Qiagen Endofree Plasmid Maxi Kit nach
Herstellerangaben verwendet. Die isolierte Plasmid-DNA wurde anschlieBend in
200 pl  TE-Puffer aufgenommen und die Konzentration und Reinheit im
Spektralphotometer Nanodrop1000 bestimmt. Bis zu ihrer Verwendung wurde die
Plasmid-DNA bei -20°C zu je 20 ul Aliquots gelagert.

3.2.1.4. Analytischer Restriktionsverdau

Alle Plasmid-DNA Konstrukte wurden auf ihre Vektor- und InsertgréBBe sowie auf
korrekte Orientierung des Inserts Uberprift. Hierzu erfolgte ein analytischer Verdau
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bei dem die Plasmid-DNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen geschnitten und die
entstehenden Produkte anschlieBend auf einem Agarosegel aufgetrennt wurden. Ein
Ansatz bestand aus folgenden Komponenten und wurde fir mindestens 2 h bei 37°C

inkubiert.
Isolierte Plasmid-DNA [1ug] X
Restriktionspuffer [10x] 1 ul
Restriktionsenzym [20000 U] 1 ul
ad steriles Wasser 20 pl

3.2.1.5. Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GréBe erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Hierbei ist es durch Anlegen einer Spannung mdglich,
unterschiedliche DNA-Fragmente nach ihrer GréBe bzw. der damit korrelierenden
Ladung im elektrischen Feld aufzutrennen. Es wurden 1,5-2%-ige Agarosegele
verwendet. Die Agarose wurde durch Aufkochen in 1xTAE-Puffer gelést, kurz
abgekuhlt, mit SybrSafe versetzt (1:10.000) und in einen Gelschlitten mit
eingesetztem Probenkamm gegossen. Nach Abkihlen und Erhérten der Agarose
wurde der Gelschlitten in die Elektrophoresekammer gelegt und vollstandig mit 1x
TAE-Puffer bedeckt. Die DNA-Proben wurden 1:6 mit DNA-Probenpuffer versetzt
und anschlieBend in die durch den Probenkamm geformten Taschen pipettiert. Zur
GroBenorientierung wurden die zu analysierenden Proben von einem DNA-
GréBenmarker flankiert. Die Auftrennung erfolgte bei einer angelegten Spannung von
100 V. Das dem Agarosegel zugegebene SybrSafe interkaliert zwischen den
Basenpaaren der DNA und macht die aufgetrennten DNA-Fragmente dadurch
sichtbar. Das Agarosegel wurde nach der Gelelektrophorese auf einem UV-Tisch mit

einer Digitalkamera abfotografiert.

3.2.1.6. Extraktion genomischer DNA aus Zellen

Zur Extraktion genomischer DNA aus Zellen wurde das Qiagen Blood & Tissue Kit
verwendet. Pro Ansatz wurden gemaB den Herstellerangaben maximal 2*10° Zellen
eingesetzt und lysiert. Die isolierte DNA wurde in TE-Puffer aufgenommen und die
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Konzentration und Reinheit im Spektralphotometer Nanodrop1000 bestimmt. Bis zu
ihrer Verwendung wurde die genomische DNA bei -20°C bzw. -80°C bei Zeitrdumen

von Uber drei Monaten gelagert.

3.2.1.7. Extraktion von messenger RNA (mRNA) aus Zellen

Um mRNA aus Zellen zu gewinnen, wurde das RNeasy Mini Kit unter vorherigem
Zellaufschluss mit Hilfe von QIAShredder S&ulen verwendet. Pro Ansatz wurden
gemaB den Herstellerangaben maximal 1*10” Zellen eingesetzt und lysiert. Die
isolierte RNA wurde bis zur ihrer Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.1.8. Reverse Transkription von mRNA in copy DNA (cDNA)

Zur Durchfihrung von Expressionsanalysen wurde die zuvor isolierte mRNA mit Hilfe
des RevertAid Premium-First-Strand c¢DNA  Synthesis Kit gemaB den

Herstellerangeben in cDNA umgeschrieben.

Ein Ansatz bestand aus folgenden Komponenten:

Isolierte mRNA [1pg] x ul
dNTPs Mix [10mM] 1 ul
Oligo(dT)g Primer 1 pl
ad RNase freies Wasser 15 pl

Nach grindlichem Mischen des Ansatzes wurde dieser fir 5 min bei 65°C inkubiert

und anschlieBend die reverse Transkriptase mit dem geeigneten Enzympuffer

zugegeben:
Vorheriger Ansatz 15 pl
RevertAid™ Premium Enzyme Mix 1 pl
5x RT Puffer 4 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Der gesamte Ansatz wurde fiir 30 min bei 50°C inkubiert. In diesem Schritt wird die

cDNA synthetisiert. AnschlieBend wurde die reverse Transkriptase durch 5 min
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Inkubation bei 85°C denaturiert und die reverse Transkription dadurch beendet. Die
hergestellte cDNA wurde bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.1.9. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Polymerase-Kette-Reaktion amplifiziert. Alle

bendtigten Reagenzien wurden von der Firma Peglab (Erlangen) bezogen.

Folgender Standard-Ansatz wurde auf Eis vorbereitet und in PCR-Reaktionsgefal3e
uberflhrt:

Template DNA [20-100ng] X ul
dNTP Mix [10 mM] 2ul
Forward Primer [10uM] 0,5 pl
Reverse Primer [10uM] 0,5 pl
10x Reaktionspuffer S 2,5ul
MgCl, [25 mM] 0,75 ul
Taqg-Polymerase 0,2 pl
ad Nuklease-freies Wasser 25 ul

Nach Mischen des Ansatzes durch Pipettieren wurden die ReaktionsgefaB3e in den

Thermocycler Uberfihrt

und die DNA mit folgendem Temperaturprogramm

amplifiziert:
Vorgang Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 95°C 5 min einmalig
Denaturierung 95°C 45s 40 Zyklen
Anlagerun
g, 9 50-62°C *' 45's

der Primer
Elongation 72°C 30 s - 2 min *°
AbschlieBende , . .

. 72°C 5 min einmalig
Elongation
Abkulhlung 4°C o0

*T abhangig von der Schmelztemperatur der verwendeten Primer

*2 abhangig von der Lange des zu amplifizierenden Fragments (30 s pro 500 bp)
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3.2.1.10. Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Jede verwendete Plasmid-DNA wurde zur Qualitdtskontrolle sequenziert, um die
Richtigkeit des Konstrukts vor und wahrend der experimentellen Arbeiten zu
garantieren. Hierzu wurde die Plasmid-DNA mit entsprechenden Sequenzier-Primern
zur Firma Sequiserv (Vaterstetten) geschickt. Nach Erhalt der dort ermittelten
Sequenzen wurden diese auf eventuelle Sequenzabweichungen zur NCBI-Sequenz

des Gens gepruft.

3.2.1.11. Erhebung der molekulargenetischen Daten

Von allen verwendeten humanen AML-Patientenproben lag die Information zur
Zytogenetik und zum Mutationsstatus von FLT3, NPM1, MLL, CEBPA im Rahmen
der Routinediagnostik im Labor fur Leukdmiediagnostik der LMU Minchen vor. Der
Mutationsstatus aller anderen Gene wurde im Rahmen einer Kooperation mit Dr.
med. Klaus Metzeler (Medizinische Klinik Ill, Universitatsklinikum der LMU, Minchen)
ermittelt. Eine zuséatzliche Validierung der RAS-Mutationen erfolgte in Kooperation
mit Dipl.-Ing. Tanja Hinrichsen und Oliver Wachter vom Zentrum fir Humangenetik
und Laboratoriumsmedizin Klein & Rost (Martinsried). Bei der hierflr verwendeten
Methode handelte es sich um eine gerichtete Sequenzierung vorgegebener und
zuvor amplifizierter DNA-Abschnitte eines Gens, sogenannter Amplikons. Da bei
dieser Sequenzierung nicht das ganze Gen sequenziert wird, sondern nur
vorgegebene Teilbereiche, ist es mdglich, eine sehr hohe Lesetiefe zu erreichen und
auch kleinere Zellklone (mit Allelfrequenzen von bis zu 2%) zu detektieren. Weiterhin
kénnen mehrere Amplikons einer Probe parallel sequenziert werden. Die
vorgegebenen Amplikons umfassen bereits bekannte Hotspots der jeweiligen Gene,

d.h. Regionen des Gens, die haufig oder praferentiell von Mutationen betroffen sind.

Tabelle 3-12 Alphabetische Liste der Gene, die mittels Amplicon-Sequenzierung auf Mutationen
untersucht wurden.

ASXL2 CBL FLT3 GATA2
IDH1 IDH2 KRAS NPM1
NRAS P53 RUNX1 SF3B1
SRSF2 TET2 U2AF1 WT1
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3.2.1.12. Erhebung der Genexpressionsanalysen

Die Genexpressionsanalysen zu den Genen Ki-67 und Evi-1 erfolgten mittels
Microarrays (Affymetrix HG-U133 A/B und 2.0 plus oligonucleotide microarray) und
wurden in Kooperation mit Dr. med. Tobias Herold (Medizinische Klinik |lI,
Universitatsklinikum der LMU Mduinchen) durchgefihrt und ausgewertet. Alle
Hybridisierungsschritte wurden gemaf den Affymetrix Protokollen durchgefihrt.

3.2.2. Zellbiologische Methoden

Alle Zelllinien wurden in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO- kultiviert und in

regelmaBigen Abstédnden auf eine Kontamination durch Mykoplasmen untersucht.

3.2.2.1. Kultur adharenter Zellen

Phoenix eco

Die humane Nierenepithel-Zelllinie Phoenix Eco wurde in DMEM-Medium unter
Zugabe von 10% FKS und 0,5% Penicillin/Streptomycin kultiviert.

Um die Zellen zu ernten, wurde das Zellkulturmedium aus der Kulturflasche entfernt
und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 2,5 ml
Trypsin/EDTA gleichmaBig auf die Zellen gegeben und fir ca. 5 min bei 37°C
inkubiert. Der Ablésevorgang wurde durch Zusetzen von 7,5 ml Zellkulturmedium in
der Kulturflasche beendet. Ein Teil der erhaltenen Zellsuspension wurde zur
Bestimmung der Zellzahl zurlickbehalten, die restlichen Zellen wurden in ein 15 ml
Falcon-Réhrchen Uberfihrt und fir 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Anschlieend
wurden die Zellen in frischem Zellkulturmedium aufgenommen und flr Experimente

oder fur die weitere Kultivierung erneut ausgesat.

Wehi-3B und Herstellung von Wehi-3B-konditioniertem Medium

Die murine myelomonozytare Leukédmie-Zelllinie WEHI-3B ist eine Interleukin-3 (IL-3)
sekretierende Zelllinie und wurde in DMEM-Medium unter Zugabe von 10% FKS und
0,5% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Alle drei Tage wurden die Zellen im Verhaltnis
1:5 gesplittet. Um die Zellen zu ernten, wurde das Medium abgenommen und flr die
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Gewinnung von konditioniertem Medium weiterverwendet. Die Zellen wurden nach
einmaligem Waschen mit PBS ohne Ca** und Mg® mit einem Zellschaber
mechanisch von ihrem Untergrund abgeldst. Das zuvor abgenommene Medium

wurde steril filtriert und diente als IL-3 Quelle fur die Kultivierung der Ba/F3 Zelllinie.

Kultur von MDA-MB-453

Die humane Brustkrebszelllinie MDA-MB-453 wurde in L-15 Medium unter Zugabe
von 10% FKS und 0,5% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Zellen wurden geman
der empfohlenen Angaben der DSMZ in einer Zellzahl von 4*10° Zellen pro 80 cm?
Flache ausgesat und alle vier bis funf Tage gesplittet. Dazu wurde das Medium
abgenommen und die Zellen einmal mit PBS ohne Ca®** und Mg?* gewaschen. Mit
einem Zellschaber konnten die Zellen anschlieBend mechanisch von ihrem
Untergrund abgeldst und flr Experimente bzw. flr eine erneute Aussaat verwendet
werden. Die verwendeten Zellkulturflaschen besaBen gemaB den empfohlenen
Angaben der DSMZ einen komplett verschlieBbaren Deckel, um die CO,-Exposition

zu reduzieren.

3.2.2.2. Kultur von Suspensionszellen

Primdre humane AML-Blasten

Die primaren Leukdmiezellen stammten aus dem Knochenmark von Patienten, die
erstmalig an einer akuten myeloischen Leukamie erkrankt waren und zum Zeitpunkt
der Abnahme mehr als 75% Blasten im Knochenmark aufwiesen. Die Patienten
waren weder vorbehandelt noch aktuell in einer Behandlungsphase ihrer Erkrankung.
Die primaren Proben wurden im Labor fir Leukdmie-Diagnostik der LMU Minchen
aufbereitet. Mittels Dichtegradienten-Zentrifugation wurden die mononukledren
Zellen aus der Probe isoliert und anschlieBend in Suspension an unser Labor
tbergeben. In einzelnen Fallen wurden die mononuklearen Zellen in unserem Labor
selbst isoliert. Im ViCell Zellzahlgerat wurde die Zahl viabler Zellen bestimmt und
mittels Durchflusszytometrie der Prozentsatz viabler Zellen. Die Zellen wurden nur
bei einer Viabilitat von mindestens 90% fur Experimente verwendet. Die Kultivierung
erfolgte in RPMI-1640 GlutaMAX™ unter Zugabe von 20% FKS, 1 mM Natrium-
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pyruvat, 6 pg/ml Insulin, 3 ug/ml Transferin, 4 ng/ml Selen, 50 uM Thioglycerol, 1%
Penicillin/Streptomycin und 1% Gentamycin. Fir die Experimente wurden die Zellen
in einer Dichte von 1*10° Zellen pro 100 pl Medium in einer 96-Loch Mikrotiterplatte

ausgesat.

Humane Leukdmie-Zelllinien

Die verwendeten humanen Leukamie-Zelllinien wurden in RPMI-1640 GlutaMAX™
bzw. a-MEM (nur OCI-AML3) unter Zugabe von 20% FKS und 0,5%
Penicillin/Streptomycin  kultiviert. Die Zellen wurden gemaB der empfohlenen
Angaben der DSMZ in einer Zellzahl von 0,1-1*10° Zellen pro ml Medium ausgesét
und alle 2-3 Tage gesplittet.

Murine Ba/F3 Zelllinie

Die murine pro-B Zelllinie Ba/F3 ist eine IL-3 abhangige Zelllinie und wurde in RPMI-
1640 GlutaMAX™ unter Zugabe von 10% FKS, 10% Wehi-3B-konditioniertem
Medium und 0,5% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Zellen wurden geman den
empfohlenen Angaben in einer Zelldichte von 0,04*10° Zellen pro ml Medium ausge-
sat und alle zwei bis drei Tage gesplittet.

Murine MLL-ENL*-immortalisierte Zelllinie

Die murinen MLL-ENL*-immortalisierten Zellen wurde in RPM1-1640 GlutaMAX™
unter Zugabe von 20% FKS, 5 ng/ml IL-3 und 0,5% Penicillin/Streptomycin kultiviert.
Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 0,04*10° Zellen pro ml Medium ausgesat
und alle zwei bis drei Tage gesplittet.

3.2.2.3. Test auf Mykoplasmen

Bei Mykoplasmen handelt es sich um zellwandlose Bakterien, die mit bloBem Auge
unter dem Mikroskop nicht sichtbar sind. Laufende Zellkulturen wurden in
regelmaBigen Abstanden von etwa vier Wochen auf eine Kontamination mit
Mykoplasmen untersucht. Hierzu wurde der MycoAlert®-Assay verwendet. Dieser

Test ist in der Lage, die Aktivitdt von Mykoplasmen-Enzymen zu messen, deren
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Aktivitat zu einem Anstieg der ATP-Konzentration fihrt. Das entstehende ATP wird
von dem Enzym Luziferase unter Emission von Licht verbraucht. In einem
Luminometer wird die Lichtemission vor und nach Zugabe der Reagenzien
gemessen. 25 pl des zu testenden Zellliiberstandes wurden in eine weiBe 96-Loch
Platte pipettiert und 25 pl Reagenz R (Lysereagenz) zugegeben. Nach funfmindtiger
Inkubation bei RT wurde die erste Messung im Luminometer (Messung A)
durchgefihrt und die Werte fir jeden Ansatz notiert. Im zweiten Schritt wurden dem
Ansatz jeweils 25 ul Reagenz S (Substratreagenz) zugegeben, bei RT fir 10 Minuten
inkubiert und anschlieBend die zweite Messung (Messung B) im Luminometer
durchgefuhrt. Fir die Auswertung wird der Wert von Messung B durch den Wert der
Messung A geteilt. Laut Herstellerangaben liegt bei einem Wert von >1 eine
Kontamination mit Mykoplasmen vor. Liegt der Wert <1, ist eine Kontamination
auszuschlieBen. Zellen, die mit Mykoplasmen kontaminiert waren, wurden nicht ftr
weitere Versuche verwendet sondern sofort im Anschluss an die Messung entsorgt.

3.2.2.4. Transiente Transfektion von Zellen zur Herstellung retroviraler
Partikel

Zur Herstellung retroviraler Partikel wurde die adharente Verpackungszelllinie
Phoenix Eco verwendet. Die transiente Transfektion erfolgte Uber Caz(PO4)2.-DNA-
Kopréazipitation. Einen Tag vor der Transfektion wurden 4,5 *10° Zellen in einer
10 cm Zellkulturschale ausgesat. Das Zellkulturmedium wurde vier Stunden vor der
Transfektion durch neues vorgewarmtes Medium ersetzt. Pro Ansatz wurden 15 ug
Plasmid-DNA mit sterilem Wasser auf ein Volumen von 450 ul aufgeftllt und 50 pl
sterile 2 M CaCl,-Lésung zugegeben. Diese DNA-Lésung wurde gemischt und
tropfenweise mit 500 ul 2X HBS Puffer, pH 7,05 gemischt. Nach Vortexen des
Ansatzes und einer Inkubation von 5 min bei RT wurde die entstandenen DNA-
Kalziumphosphat-Komplexe langsam auf die Zellen getropft und die Zellkulturschale
anschlieBend leicht geschwenkt. Nach 12 Stunden Inkubation im Brutschrank wurde
das Medium durch frisches vorgewarmtes Medium ersetzt und die Zellen weiter im
Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und
durch 8 ml frisches Medium ersetzt. Der abgenommene Uberstand wurde steril

filtriert und zur Transduktion weiterverwendet (,24 h Viren). Nach weiteren
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24 Stunden wurde erneut der Uberstand von den Zellen abgenommen (,48 h Viren®),
steril filtriert und flr die zweite Transduktionsrunde verwendet.

3.2.2.5. Stabile Transduktion von murinen hamatopoietischen Vorlauferzellen

Isolation muriner Knochenmarkszellen

Vier Tage vor der Knochenmarkisolation wurde den C57BL/6 M&use intraperitonal
150 mg 5-Fluorouracil (5-FU) pro kg Kdérpergewicht verabreicht. Die 5-FU Injektion
bewirkt eine Anreicherung von hamatopoetischen Vorlauferzellen im Knochenmark
der Mause. Die Mause wurden durch CO. narkotisiert und anschlieBend durch
Genickbruch getétet. Alle Eingriffe wurden geman den ethischen und gesetzlichen
Richtlinien des Tierschutzgesetzes und nach schriftlicher Genehmigung der
Regierung von Oberbayern durchgefihrt (Nummer 55.2.-1-54-2531-95-10). Zur
Isolierung des Knochenmarks wurden Femur, Sternum und Tibia der Mause steril
prapariert und in PBS/2%FKS auf Eis bis zur Isolierung aufbewahrt. Unter Zugabe
von sterilem, eiskaltem PBS/2%FKS wurden die Knochen gemodrsert, bis sie
durchsichtig erschienen und das Knochenmark vollstandig aus den Knochen in die
Lésung Ubergegangen war. Das gemdrserte Gewebe wurde anschlieBend steril
durch ein Zellsieb filtriert, um grébere Gewebestlicke zu entfernen. Das sterile Filtrat
wurde 10 Minuten bei 4°C und 1000 rpm zentrifugiert und das entstandene Pellet in
20 ml sterilem Ammoniumchlorid aufgenommen, um die Erythrozyten aus dem
Knochenmarksfiltrat zu entfernen. Nach zehnminttiger Inkubation auf Eis wurden
30 ml PBS zugegeben und das Filtrat erneut bei 1000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde zweimal mit kaltem PBS gewaschen und anschlieBend in
10 ml RPMI-1640 GlutaMAX™ unter Zugabe von 20% FKS aufgenommen. Im ViCell
wurde die Zellzahl bestimmt und je 5*10° Zellen wurden in 1 ml Aktivierungsmedium

aufgenommen.
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Aktivierungsmedium:
RPMI-1640 Glutamax
20% FKS
1% Penicillin/Streptomycin
100 puM B-Mercaptoethanol
100 ng/ml murines SCF
10 ng/ml murines IL-3
10 ng/ml murines IL-6

Pro Aussparung einer 96-Loch Spitzbodenplatte wurden je 200 ul Zellsuspension
(entspricht 1*10° Zellen) Uber Nacht inkubiert.

Retrovirale Transduktion

Je Transduktionsansatz wurden 1,8ml der ,24h Viren® in einem 15 ml
ReaktionsgefaB mit 1 pl Polybren (Stock: 8 mg/ml) gemischt und 1*10° Zellen in
200 ul Aktivierungsmedium zugegeben. Dieser Ansatz wurde fir 2,5 Stunden bei
2500 rpm und 35°C spinokuliert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in frischem
Aktivierungsmedium aufgenommen und erneut Uber Nacht in einer 96-Loch
Spitzbodenplatte inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen auf gleiche
Weise mit den ,48 h Viren® spinokuliert. Im Anschluss an die zweite Spinokulierung
wurden die Zellen ein weiteres Mal Uber Nacht in Aktivierungsmedium kultiviert.

Test auf Transformation der Zellen

Um die Transformation der Zellen durch die eingebrachte DNA zu zeigen, wurde ein
sogenannter Colony-forming Assay durchgefiihrt. Fir jedes Konstrukt (Leervektor
pMSCVneo bzw. pMSCVneo-flag-MLL-ENL) wurden in je zwei Zellkulturschalen
40.000 Zellen in 1 ml Methylzellulose-Medium (Methocult M3534) unter Zugabe von
10 ng/ml GM-CSF und 0,75 mg/ml Selektionsantibiotikum G418 ausplattiert und
unter Standardkulturbedingungen bei 37°C kultiviert. Sobald sich das Medium gelb
anfarbte (als Zeichen des pH-Wert Anstiegs), wurde die Anzahl der gebildeten
Kolonien am Mikroskop ausgezahlt und exemplarische Aufnahmen von den Kolonien

gemacht. Um die Zellen aus dem Methylzellulose-Medium zu reisolieren, wurde die
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Methyzellulose durch Zugabe von PBS verflissigt und die entstandene Suspension
wurde einmal mit RPMI-1640 GlutaMAX™ gewaschen. Nach Bestimmen der Zellzahl
wurden je Ansatz erneut 20.000 Zellen in Methylzellulose-Medium ohne
Selektionsmedium ausplattiert (zweite Runde der Replattierung). Das Replattieren
wurde solange wiederholt, bis sich das Selbsterneuerungspotenzial der mit
Leervektor transduzierten Zellen erschopft hatte, d.h. bis diese Zellen nicht mehr in
der Lage waren, Kolonien auszubilden. Die transformierten Zellen wurden nach drei
Replattierungsrunden erneut aus der Methylzellulose isoliert und als Suspension in

Kultur genommen.

Bestimmung des Immunphénotyps der Zellen mittels Durchflusszytometrie

Die hergestellten MLL-ENL*-immortalisierten Zellen wurden zur Analyse ihrer
Oberflachenmarker einer durchflusszytometrischen Untersuchung unterzogen.
Hierbei wurden die Marker fir cKit, Mac1 und B220 untersucht. Die
Antikérperfarbungen erfolgten gemaB des beschriebenen Protokolls fir die
Farbungen von Oberflachenantigenen (3.2.2.9).

3.2.2.6. Messung viabler Zeller zur Ermittlung des Zellwachstums

Um das Zellwachstum von Zellen nach einem bestimmten Zeitraum bzw. nach
Inkubation mit verschiedenen Substanzen festzustellen, wurden die Zellen in einer
definierten Zellzahl in einer 24-Loch Platte ausgesat. Die murinen Suspensionszellen
wurden in einer Zelldichte von 0,04*10° Zellen pro ml ausgesat, humane AML
Zellinien in einer Dichte von 0,5*10° Zellen pro ml und die adhéarenten
Brustkrebszellen MDA-MB-453 in einer Dichte von 2,5*10° pro cm?® Nach der
Aussaat wurden die Zellen entweder unbehandelt oder mit Substanzen behandelt far
72 Stunden kultiviert. Nach Ablauf des Zeitraums wurde die Zahl viabler Zellen
mittels ViCell Zellz&hlung ermittelt. Hierbei wurden die Zellen fir ca. 30 Sekunden mit
Trypanblau inkubiert. Tote Zellen erschienen anschlieBend durch die Farbung blau,
viable Zellen blieben ungefarbt, da der Farbstoff nur bei nicht intakter Zellmembran in
das Zellinnere gelangt. So konnte der Prozentsatz an viablen Zellen und die genaue
Zellzahl viabler Zellen eines Ansatzes bestimmt werden. Die Zellzahl in den
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unbehandelten Kontrollen wurde bei der Auswertung als 100% dargestellt und die
Zellzahl in den behandelten Anséatzen jeweils im Vergleich dazu angegeben.

3.2.2.7. Kurzzeit-Apoptose Assay mit primaren Patientenproben und

Zelllinien

Um die Apoptose und den Zelltod von primaren AML Patientenproben oder Zelllinien
nach Inkubation mit Inhibitoren zu bestimmen, wurden die Zellen in einer Dichte von
1*10° Zellen pro ml in einer 96-Loch Spitzbodenplatte ausgeséat. Die Viabiliat der
Zellen wurde vor der Aussaat Uber eine Farbung der toten Zellen mit Propidium lodid
(PI) und des jeweiligen Forward Scatter / Side Scatter-Profils ermittelt. Pl ist ein
Farbstoff, der in die Nukleinsduren der DNA interkaliert. Dies ist jedoch nur méglich,
wenn die Zellmembran der Zellen nicht mehr intakt ist, die Zellen also nicht mehr
viabel sind. Das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter) korreliert mit der Zellgré3e und
das Seitwartsstreulicht (Side Scatter) mit der Granularitat der Zellen. Zellen, die sich
in Apoptose befinden, sind kleiner und stark granular und kénnen dadurch mittels
Durchflusszytometrie von viablen Zellen gut unterschieden werden. Die Zellen
wurden nach dem einmaligem Waschen in PBS fir mindestens 15 Minuten in einer
Pl-Lésung (1 pg/ml in PBS) im Dunkeln auf Eis inkubiert und anschlieBend mittels
Durchflusszytometrie die toten PI™ Zellen bestimmt. Eine primare Probe bzw. Zelllinie
wurde nur fir ein Experiment verwendet, wenn mindestens 90% der Zellen zum
Zeitpunkt der Aussaat viabel waren. Alle Inhibitoren (siehe Tabelle) waren zu
Aliquots bei -80°C eingefroren und wurden kurz vor dem Ansetzen des Assays bei
RT aufgetaut. Eventuell erforderliche Vorverdinnungen wurden in Medium oder PBS
durchgefihrt. Zur Minimierung der Toxizitdt betrug die maximale DMSO-
Konzentration bei Substanzverdinnungen 0,1%. Direkt nach der Aussaat wurden die
Zellen mit verschiedenen Substanzen behandelt und 24—-72 Stunden kultiviert. Von
jeder Substanz und jeder Konzentration wurden Duplikate angesetzt und die Werte
gemittelt. Der Prozentsatz an toten Zellen wurde in den unbehandelten
Kontrollansatzen alle 24 Stunden gemessen. Sobald die Kontrollansatze mehr als
50% tote Zellen beinhalteten, wurde die Kultivierung beendet und alle Ansatze
(Behandlungen und Kontrollen) einer Pl-Farbung und anschlieBenden durchfluss-

zytometrischen Messung im FACS Calibur unterzogen.
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Die spezifische Apoptoserate wurde mit Hilfe folgender Formel berechnet und als
Wert fir die jeweiligen Behandlungen angegeben:

Spezifische Apoptose [%)] = Apoptose der Behandlung [%] — Apoptose der Kontrollen [%] 100
pestfische Apoptose %] = Apoptose der Kontrollen [%] X

3.2.2.8. Nachweis des klonogenen Potenzials nach Inhibition in
Methylzellulose

Die Fahigkeit, in Methylzellulose-Medium unter Inhibition mit BEZ-235 Kolonien
auszubilden, wurde in der Anwesenheit von DMSO (Vehikel) bzw. BEZ-235 in
unterschiedlichen Konzentrationen getestet. Hierzu wurden die humanen AML-
Zelllinien bzw. die MLL-ENL"-immortalisierte murine Zelllinie in einer Zellzahl von
1*10* in Methylzelluose-Medium in Duplikaten ausplattiert und im Brutschrank bei
37°C und 5% CO: kultiviert. Die entstandenen Kolonien wurden finf bis sieben Tage
spater unter dem Mikroskop ausgezahlt.

3.2.2.9. Detektion von Oberflachenantigenen mittels Durchflusszytometrie

Die Expression membrangebundener Proteine wurde mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Hierfiir wurden pro Farbeansatz 1*10° Zellen verwendet und vor Beginn
der Farbung einmal mit PBS gewaschen. Der spezifische Fluoreszenz-markierte
Antikérper wurde gemal den Herstellerangaben in PBS oder speziellem Reagenz
verdinnt. Bei jeder Farbung wurde zum Ausschluss unspezifischer Antikdrper-
alibindungen eine Isotypkontrolle des entsprechenden Antikérpers mitgefihrt. Die
Zellen wurden im Farbeansatz bzw. Isotypansatz resuspendiert und ca. 30 Minuten
auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit
0,1% Natriumazid in PBS gewaschen und in 200 ml PBS aufgenommen. Die
Messung der Fluoreszenz erfolgte im FACS Calibur. Bei Antikérper-Farbungen
wurden nur lebende Zellen in die Auswertung eingeschlossen. Diese wurden durch
ihr Forward Scatter / Side Scatter- Profil von toten und apoptotischen Zellen
unterschieden. Die Quantifizierung positiver Zellen und die Intensitat der Fluoreszenz
erfolgte mit der Software FlowdJo 7.6.5. Zur Berechnung der Mean fluorescence
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intensity (MFI) wurde der geometrische Mittelwert der Probe durch den

geometrischen Mittelwert der Isotypkontrolle geteilt und die Differenz angegeben.

3.2.2.10. Detektion von intrazellularen Proteinen mittels Durchflusszytometrie

Um intrazellulare Proteine in Zellen mittels Durchflusszytometrie nachweisen zu
kénnen, ist es erforderlich, die Zellmembran vor der Exposition mit dem Antikérper zu
fixieren und flr den Antikérper zu permeabilisieren. Dies erfolgte unter Verwendung
des Fix&Perm Kits von Invitrogen. Pro Ansatz wurden 1*10° Zellen verwendet und
vor Beginn der Farbung einmal mit PBS gewaschen. Der Uberstand wurde
anschlieBend so vollstandig wie méglich durch Pipettieren abgenommen und das
Zellpellet in 100 pl Fixation Medium A aufgenommen. Nach 15-min(tiger Inkubation
bei RT wurde der Ansatz in 95%PBS/5%FKS gewaschen und das entstandene Pellet
in 100 pl Permeabilization Medium B aufgenommen. Der spezifische Antikérper bzw.
der jeweilige Isotyp wurde in einer Verdinnung von 1:50 zugegeben und der Ansatz
gut gevortext. Nach 20-mindtiger Inkubation im Dunklen bei RT wurde der Ansatz
insgesamt zwei Mal in 95%PBS/5%FKS gewaschen und abschlieBend in 200 pl PBS
aufgenommen. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte im FACS Calibur. Es wurden
nur lebende Zellen in die Auswertung eingeschlossen. Diese wurden durch ihr
Forward Scatter / Side Scatter- Profil von toten und apoptotischen Zellen
unterschieden. Die Quantifizierung positiver Zellen und die Intensitat der Fluoreszenz
erfolgte mit der Software FlowJo 7.6.5. Die Berechnung der Mean fluorescence
intensity (MFI) erfolgte wie beschrieben.

3.2.3. Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1. Herstellung von Zelllysaten

Fur die Herstellung von Ganzzelllysaten wurden je Ansatz mindestens 1*10” Zellen
verwendet. Adhdrente Zellen wurden vor der Lyse mit Trypsin/EDTA von ihrem
Untergrund abgelést. Die Zellen wurden einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und
anschlieBend in 500 pl Lysepuffer je 1*10” Zellen aufgenommen. Nach Resus-
pension der Zellen im Puffer wurden diese in einem 2 ml Reaktionsgefal3 30 Minuten
bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert, um eine ausreichende Lyse der Zellen zu

43



Material & Methoden

gewahrleisten. Zur Entfernung des Zelldebris wurde der Ansatz anschlieBend bei
13.000 rpm und 4°C 30 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in ein
neues vorgeklUhltes Reaktionsgefa3 Gberflhrt. Bis zu ihrer Verwendung wurden die
Lysate bei -80°C gelagert und nicht o&fter als dreimal verwendet, um eine

Degradierung der Proteine durch haufiges Auftauen und Einfrieren zu verhindern.

3.23.2. Bradford-Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-Methode ermittelt. Die saure Lésung
des Farbstoffs Coomassie® Brilliant Blue G-250 besitzt ein Absorptionsmaxiumum
von 465 nm. Nach Bindung an basische und aromatische Gruppen eines Proteins
erhodht sich dieses Absorptionsmaximun auf 595 nm. Die Intensitat des Farbstoffs
korreliert hierbei direkt mit der Proteinkonzentration in einem Lysat.

Das BioRad-Dye-Reagenz wurde 1:5 mit Wasser verdinnt. Je 980 ul dieser Lésung
wurden in eine Klvette zu je 20 ul Lysatlésung (2 pl Lysat + 18 pl Wasser) bzw. 20 pl
BSA-Proteinstandard (Standardlésungen von 200 pg/ml bis 1000 pg/ml) oder 20 pl
Wasser (Blank) gegeben. Die Ansatze wurden nach finfminttiger Inkubation in RT
im Spektralphotometer gemessen und die absolute Proteinkonzentration durch
Abgleich mit dem Blank und der Standardreihe ermittelt.

3.2.3.3. SDS-PAGE

Bei der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden
Proteine nach ihrer GréBe durch eine polymerisierte Gelmatrix aus Acrylamid und
Bisacrylamid getrennt. Durch das im Probenpuffer und im Gel enthaltene SDS
werden die Proteine denaturiert, mit negativen Ladungen besetzt und somit deren
Eigenladung Uberdeckt. Nach Anlegen einer Spannung wandern die Proteine in
Richtung Anode und werden dabei ausschlieBlich nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Die Gele wurden hierzu in Gelkassetten gegossen. Durch
Ammoniumpersulfat (APS) wurde die Polymerisation der Gele initiiert und
Tetramethylethylendiamin (TEMED) diente als Katalysator dieser Reaktion. Zunachst
wurde eine 7.5%-18%-ige Trenngellésung in die Gelkassette gegossen und mit
Isopropanol (berschichtet. Nach dessen Polymerisation wurde das Isopropanol
wieder entfernt, das 4%-ige Sammelgel auf das Trenngel gegossen und ein
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Probenkamm eingesetzt. Wenn das Gel auspolymerisiert war, wurde es entweder
direkt im Anschluss verwendet oder bis zu seiner Verwendung feucht fir wenige
Tage im Kihlschrank bei 4°C gelagert.

Die verwendeten Gellésungen waren wir folgt zusammengesetzt:

Trenngel (am Beispiel 12,5%)

HoOgest 1,52 ml
1,5 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,8 3 ml
30% Acrylamid/Bisacrylamid 3,33 ml
10% SDS 100 pl
10% APS 50 pl
TEMED 5 ul

Sammelgel (4%)

HzOgest 3ml
1,5 M Tris-HCI-Puffer, pH 6,8 1,25 ml
30% Acrylamid/Bisacrylamid 0,65 ml
10% SDS 50 pl
10% APS 25 ul
TEMED 5 ul

Vor dem Auftragen wurden alle Proben auf die gleiche Proteinkonzentration
eingestellt, im Verhaltnis 1:2 mit LAmmli-Puffer gemischt und fir 5 Minuten bei 95°C
aufgekocht. Die Proben wurden anschlieBend in die vom Kamm geformten
Geltaschen geflllt und von einem GréBenmarker flankiert. Die Elektrophorese wurde
in 1x Laufpuffer bei 40 mA im Sammelgel und bei 60 mA im Trenngel durchgefuhrt.

3.2.3.4. Western Blot

Beim Western Blot werden Proteine nach der SDS-PAGE im elektrischen Feld vom
Gel auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Diese weist eine hohe
Proteinaffinitat auf. Das Gel wurde luftblasenfrei auf die Membran gelegt, jeweils mit
drei angefeuchteten Filterpapieren flankiert und in die Blot-Apparatur gelegt. Der
Transfer erfolgte nach der semi-dry-Methode fiir 90 Minuten bei 250 mA.
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3.2.3.5. Spezifischer Proteinnachweis durch Antikérper

Mit Hilfe von spezifischen Antikérpern kénnen die auf die Nitrozellulosemembran
Ubertragenen Proteine nachgewiesen werden. Die entstehenden Antigen-Antikdrper
Komplexe wurden Ober das Peroxidase-System durch die Umsetzung eines
Chemilumineszenz-Substrates  detektiert.  Zunachst  wurden  unspezifische
Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran durch die Inkubation mit 5%
Milchpulver in TBS-T fir 60 Minuten bei RT blockiert. Die Membran wurde
anschlieBend Uber Nacht bei 4°C mit dem jeweiligen Erstantikdrper in 5%
Milchpulver bzw. 5% BSA (je nach Herstellerangaben) in TBS-T inkubiert. Auf
dreimaliges Waschen fur je 15 Minuten mit TBS-T, folgte eine 60-minttige Inkubation
mit dem Zweitantikdrper. Dieser wurde ebenfalls in 5% Milchpulver bzw. 5% BSA in
TBS-T verdinnt und war mit Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP)
gekoppelt. Nach erneutem dreimaligem Waschen fir je 15 Minuten mit TBS-T,
konnte die Detektion mit Hilfe der ECL-Lésung (enhanced chemiluminescence)
erfolgen. Hierzu wurde die Nitrozellulosemembran 5 min mit der ECL-L&ésung
inkubiert und anschlieBend luftblasenfrei in eine Rdntgenfilmkassette gelegt. Die
Exposition erfolgte bei geschlossener Réntgenfilmkassette je nach Sensitivitat des
Antikdrpers fir 5 Sekunden bis 2 Minuten. Die Peroxidase katalysierte die Oxidation
des in der ECL-Lésung enthaltenen Luminols und léste die Chemilumineszenz aus.
Die Auswertung der Bandendicke erfolgte mit dem Programm Image J.

3.2.3.6. Strippen der Nitrocellulose-Membran

Um die Nitrocellulose-Membran mehrmals mit Antikérpern gegen unterschiedliche
Proteine zu inkubieren, missen zuvor entstandene Protein-Antikérper-Interaktionen
wieder aufgeldst werden. Hierzu wurde die Membran fir 45 Minuten bei 56°C mit
Stripping-Puffer auf dem Drehrad inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran
dreimal fir je 20 Minuten mit TBS-T gewaschen und erneut far 1 Stunde mit 5%
Milchpulver bzw. 5% BSA in TBS-T blockiert. AnschlieBend konnte die Membran mit

einem neuen Primarantikérper inkubiert werden.
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3.2.4. In vivo-Behandlungsmodell

Um die in vivo-Aktivitdt ausgewahlter Substanzen darzulegen, wurde ein
Behandlungsmodell mit Xenograft-Mausen etabliert. Alle Tierversuche wurden
gemal den ethischen und gesetzlichen Richtlinien des Tierschutzgesetzes und nach
schriftlicher Genehmigung der Regierung von Oberbayern durchgefiihrt
(Nummer 55.2-1-54-2532-95-10).

Hierbei wurden M&use des immundefizienten Stamm NOD.Cg-Prdkc®® l12rg™"/Sz,
bekannt als NOD scid gamma (NSG), verwendet. Diesem Mausstamm fehlen
ausgereifte B- und T-Zellen und die zytotoxische Aktivitat der nattrlichen Killerzellen
ist deutlich vermindert. Die Tiere wurden in einem 12 h-Tag/Nacht-Rhythmus
gehalten. Die Euthanasie der Tiere erfolgte durch CO»-Begasung. Um in den Tieren
eine Leukamie hervorzurufen, wurde die humane AML Zelllinie MOLM-13 in die
Schwanzvenen von insgesamt 24 Mausen injiziert. Die Zellen wurden vor der
Injektion mit einem Lentivirus transduziert, um eine Expression des green fluorescent
protein (GFP) und der enhanced firefly Luziferase (eFF) in den Zellen zu induzieren.
Durch die Expression dieser beiden Proteine ist es mdglich, die Zellen in vivo im
lebenden Tier tber Bildgebungsverfahren sichtbar zu machen und die Zellen ex vivo

von murinen Zellen zu unterscheiden.

3.2.4.1. Herstellung transgener Xenograftzellen

Die verwendeten transgenen MOLM-13 Zellen wurden von Dr. Michela Carlet aus
der Arbeitsgruppe von Prof. Irmela Jeremias unter S2-Bedingungen Uber lentivirale
Transduktion hergestellt. Die Lentiviren wurden in HEK293T-Zellen produziert und
die Zellen mit Virus und unter Zugabe von 8 pug/ml Polybren inkubiert. Nach
mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in einer Zellsortiermaschine nach
GFP-Expression sortiert und fir den Versuch zur Verfigung gestellt.

3.2.4.2. Injektion der transgenen Zellen

Die transgenen MOLM-13 Zellen wurden aus einer laufenden Kultur enthommen und
am Tag vor der Injektion noch einmal per Durchflusszytometrie auf ihre GFP-
Expression untersucht. Flr die Injektion wurden die Zellen zweimal mit PBS

gewaschen, anschlieBend in einer Zellzahl von 1*10* Zellen in 200 pl steril filtriertem
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PBS resuspendiert und je Maus 1*10* Zellen intravends in die Schwanzvene der
Mé&use injiziert.

3.2.4.3. Invivo-Bildgebung

Die in vivo-Bilderhebung erfolgte im IVIS Lumina Il Imaging System. Vor Aufnahme
der Bilder wurden die Mause mit Isofluran andsthesiert und in Rlckenlage an den
Hinterextremitaten und Uber einen Inhalationsschlauch in der Apparatur fixiert. Als
Substrat fir die in den humanen Zellen exprimierte Luziferase wurde D-Luziferin
(150 mg/kg Gewicht) intraperitoneal verabreicht. Die Aufnahme der Bilder erfolgte
8 Minuten nach der Injektion fir die Dauer von 30 Sekunden. Die Bilder wurden
anschlieBend mit der Living Image Software 4.X ausgewertet. Dabei wurde fir die
genaue Quantifizierung des Lichtsignales eine sogenannte region of interest (ROI)
festgelegt. Wahrend des laufenden Behandlungsversuchs wurde die in vivo Bild-
gebung zweimal wéchentlich durchgefihrt.

3.2.4.4. Invivo-Behandlung

Die Behandlung mit den spezifischen Inhibitoren wurde ab dem dritten Tag nach
Injektion der Zellen taglich fir einen Zeitraum von 21 Tagen durchgeflhrt. Zuvor
wurde durch in vivo Bildgebung sichergestellt, dass die Verteilung des Biolumines-
zenz-Signals in allen Gruppen vergleichbar war.

Ansetzen der Lésungen

Die Substanzen wurden taglich frisch und unmittelbar vor der Verabreichung
angesetzt. Die Konzentrationen der Ansatze wurden so gewahlt, dass das Verab-
reichungsvolumen zwischen 150-220 pl pro Tier betrug. Der spezifische PISK/mTOR
Inhibitor BEZ-235 wurde steril zu je 10 mg Pulver in 200 pl des Lésemittels N-Methyl-
2-Pyrrolidon (NMP) aufgenommen und durch dreimalige Sonifikation far je
15 Minuten im Ultraschallbad geldst. AnschlieBend wurde durch Zugabe von 1,8 ml
Polyethylenglycol-300 (PEG-300) und mehrmaligem Invertieren des Reaktions-
gefaBes eine homogene Ldsung mit einer Konzentration von 5 mg/ml hergestellt. Als
Vehikelkontrolle wurde 10%NMP /90%PEG-300 ohne BEZ-235 verwendet. Der
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spezifische FLT3-Inhibitor AC220 wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml in einer
22% Hydroxypropyl-B-cyclodextrin-Lésung (in sterilem Wasser) angesetzt. Hierzu
wurden 10 ml der alle zwei Tage frisch angesetzten Lésung zu 10 mg AC200 Pulver

zugegeben. Durch mehrmaliges Invertieren entstand eine homogene Lésung.

Orale Verabreichung der Substanzen

Vor jeder Verabreichung wurden alle Tiere gewogen und das jeweilige
Verabreichungsvolumen berechnet. Die Dosis fur BEZ-235 lag bei 45 mg/kg
Kérpergewicht und fir AC220 bei 10 mg/kg Korpergewicht der Maus. Die
Verabreichung erfolgte jeden Tag zur gleichen Uhrzeit oral unter Verwendung einer

stumpfen Knopfkanle.

3.2.4.5. Nachweis humaner Zellen mittels Durchflusszytometrie

Um den prozentualen Anteil humaner Zellen im Kérper der Maus zu bestimmen und
die Behandlungen mit der Vehikel-Gruppe zu vergleichen, wurden 15 Tage nach
Injektion aus allen drei Versuchsgruppen zwei Tiere abgetétet und Knochenmark,
Milz, Leber und peripheres Blut enthommen. Die Zellen aus dem Knochenmark
wurden wie in 3.2.2.5 beschrieben isoliert. Zellen aus Milz und Leber wurden nach
Homogensierung des entnommenen Organs durch ein Zellsieb (45 um) vereinzelt,
zweimal mit PBS gewaschen und in Zellkulturmedium aufgenommen. Peripheres
Blut wurde unmittelbar nach der Euthanasie mit einer Spritze direkt aus dem Herz
der Mause entnommen. Nach Isolierung und Aufbereitung der Zellen aus den
jeweiligen Organen wurden die Zellen gezahlt und mit je 1*10° Zellen eine
Antikdrperfarbung gegen humanes CD45 durchgefiihrt. Der prozentuale Anteil an

humanen Zellen zu der Gesamtheit humaner und muriner Zellen wurde ermittelt.

3.2.4.6. Nachweis der Signalweginhibition in vivo

Die Fahigkeit der Substanz, die humanen Zellen in der Maus zu erreichen und den
adressierten Signalweg zu inhibieren, wurde in einem gesonderten Tierexperiment
durchgefihrt. In diesem Versuch wurden insgesamt sechs NSG-Mausen erneut
1*10* transgene MOLM-13 Zellen injiziert. 14 Tage nach Injektion, ein Zeitpunkt, an
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dem ein deutliches Bildsignal in den Mausen nachweisbar war, wurden vier der
sechs Mause einmalig mit BEZ-235 behandelt wahrend zwei M&use unbehandelt
blieben. Ohne Behandlung und 6 Stunden bzw. 24 Stunden nach Behandlung
wurden je zwei Tiere abgetbtet, das Knochenmark der Tiere isoliert und eine
Antikérper-Farbung gegen P-S6rp durchgeflihrt. Im Durchflusszytometer konnten die
humanen Zellen im Knochenmark der Maus durch ihr GFP-Signal identifiziert werden
und deren Fluoreszenzsignal durch P-S6rp Farbung ermittelt werden. Die errechnete
MFI der behandelten Tiere wurde anteilig an dem MFI der unbehandelten Tiere

angegeben.

3.3. Software

Folgende Programme kamen bei der Erhebung, Verarbeitung und Darstellung

numerischer und graphischer Daten zum Einsatz:

Tabelle 3-13 Verwendete Software

Programm Anwendung

Adobe lllustrator CS Bildverarbeitung
CalcuSyn Datenverarbeitung
CellQuest 3.3 Durchflusszytometrie
EndNote X6 Bibliographieerstellung
Flowdo 7.6.5 Durchflusszytometrie
ImageJ Bildverarbeitung

Living Image Software 4.x
Microsoft Excel

Microsoft Power Point
Microsoft Word
SigmaPlot 12.5

Zeiss Axiovision 4.8
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3.4. Statistik

Die statistischen Erhebungen erfolgten je nach Hypothese mittels One way ANOVA,
Wilcoxon-Test, Log-Rank-Sum-Test, ChP-Test oder ungepaartem t-Test.

Der p-Wert ist als zweiseitiger p-Wert angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardfehler (SEM) aus mindestens drei unabhangigen Versuchen. Eine statis-
tische Signifikanz wurde bei p<0,05 angenommen, eine marginale statistische
Signifikanz bei p<0,1.
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4. Ergebnisse

4.1. Sensitivitat primarer AML-Patientenproben

In AML-Zellen wird haufig eine Deregulation von Signalwegen beobachtet, die sich
im Fall von Wachstumsfaktorsignalwegen durch eine konstitutive Aktivierung des
jeweiligen Signalwegs auBert. Als Folge zeigen sich die malignen Zellen haufig
abhangig von diesem Signalweg hinsichtlich inres Wachstums und ihres Uberlebens.
Um die Relevanz unterschiedlicher Signalwege zu untersuchen, wurden primare
Patientenproben von AML-Patienten mit spezifischen Inhibitoren und klassischen
Zytostatika behandelt. AnschlieBend wurde die daraus resultierende Apoptoserate
ermittelt. Als Schwellenwert fir eine Induktion der Apoptose wurden 20% spezifische
Apoptose flr alle folgenden Experimente festgesetzt. Ziel war es, AML-Proben zu
identifizieren, die sensitiv gegenlber spezifischen Inhibitoren und damit gegentber

zielgerichteter Therapie sind.

4.1.1. Heterogener genetischer Hintergrund verwendeter AML-Patientenproben

Die fur die in vitro Versuche verwendeten Patientenproben wurden vom Labor flr
Leukamiediagnostik nach schriftichem Einverstandnis des Patienten zur Verfligung
gestellt. Es handelte sich bei den Proben um frische Zellen aus dem Knochenmark
oder dem peripheren Blut mit mindestens 70% Blasten. In der nachfolgenden Tabelle
werden die flr in vitro Apoptoseversuche verwendeten Proben dargestellt. Das Alter
der Patienten lag bei 63 Jahren im Median (Spanne 18-79 Jahre) und 13 von 18
Patienten waren weiblich. Uber Zellausstriche und anschlieBende Pappenheim-
Farbung wurde die Morphologie der Zellen beurteilt und von einem Arzt des Labors
fur Leukamiediagnostik dem entsprechenden FAB-Typen zugeordnet. Finf zu
unterscheidende FAB-Typen (M0-M5) waren in dieser Kohorte repréasentiert. Der
Anteil der Blasten wurde ebenfalls auf Basis der Morphologie bestimmt. Die
Ermittlung von Genmutationen in den Genen MLL, FLT3, NPM1 und CEBPA wurde
auf cDNA-Ebene durchgefiihrt. Sechs aller analysierten Patientenproben wiesen eine
chromosomale Aberration im MLL-Gen auf. Hierbei handelte es sich um drei
Translokationen des MLL-Gens und um drei MLL-PTDs. Im FLT3-Gen zeigten acht

der Patienten eine ITD-Mutation und weitere drei Patienten eine TKD-Mutation.
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NPM1-Mutationen vom Typ A wurden in funf Patienten gefunden, eine Mutation im
CEBPA wurde in keiner der analysierten Proben nachgewiesen. Die Mutationen im
RAS-Gen wurden Uber eine spezielle Sequenziermethode, dem sogenannten
Ltargeted amplicon sequencing” erhoben. Hierbei wurden nur die Hotspot-Regionen
mit den Exonen 2 und 3 untersucht. Finf der analysierten 13 Proben trugen eine
oder mehrere Mutationen im NRAS und KRAS Gen, alle betrafen die bekannten
Regionen der Codons 12, 13 und 61.

Tabelle 4-1 Patientencharakteristika; n=18

# Alter G Blasten | FAB MLL FLT3 RAS NPM1 CEBPA | Art
[Jahre]
1 68 M 80% M1 WT WT NA WT WT KM
2 45 W 83% M4 | MLL-PTD | ITD NA WT NA KM
3 53 W 88% Mo WT ITD WT NPM1ic WT PB
4 20 W 95% M5a MLL-t WT WT WT NA KM
5 77 W 76% M2 WT WT NRASG12D NPM1c NA KM
6 60 W 80% M2 WT ITD WT NPM1ic NA KM
7 58 W 77% M1 MLL-PTD | ITD WT WT WT KM
8 65 W 87% M1 WT TKD NRASG12C NPM1c WT KM
9 79 W 83% M1 WT WT NRAS Q61R WT WT KM
KRAS G12D
10 73 W 80% M5 MLL-t WT WT WT NA KM
11 75 W 85% NA WT ITD WT WT WT KM
12 61 M 88% M1 WT TKD NRASG12S WT NA KM
13 78 W 84% M4 WT TKD NA NPM1ic WT KM
14 76 W 71% M2 WT ITD WT WT WT PB
15 57 M 100% M4 MLL-t WT KRASG13D WT WT KM
KRAS Q61H
16 32 W 80% M1 WT WT WT WT WT KM
17 72 M 74% M2 | MLL-PTD | ITD NA WT WT KM
18 18 M 77% M3 WT ITD NA WT WT KM

G: Geschlecht, ITD: internal tandem duplication KM: Knochenmark, M: mannlich, MLL-t: MLL-Translokation,
MLL-PTD: MLL partial tandem duplication, NA: nicht analysiert, PB: peripheres Blut, TKD: tyrosine kinase
domain, W: weiblich, WT: wildtypisch
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4.1.2. Apoptose-Sensitivitat primarer AML-Patientenproben

Die AML-Patientenproben wurden in einer Platte ausgesat und fir 48-72 Stunden
mit verschiedenen Inhibitoren und Zytostatika behandelt. AnschlieBend wurde ihre
Apoptose-Induktion mittels Durchflusszytometrie gemessen. Tabelle 4-2 zeigt eine
alphabetische Auflistung aller Inhibitoren und der verwendeten Konzentrationen.
Diese wurden nach Literaturangaben ausgewahlt und die entsprechende Quelle
ebenfalls in der Tabelle angegeben.

Tabelle 4-2 Auflistung der Substanzen, die im in vitro Apoptoseversuch verwendet wurden.

Bezeichnung Wirkungsweise Konzentrationen Quelle
BEZ-235 Dualer PI3K/mTORC1/2-Inhibitor 0,25 UM, 1 uM, 4 uM [128, 129]
Cisplatin Zytostatikum 0,1 uM, 1 uM [130]
Cytarabin Zytostatikum 1 uM, 25 uM [131, 132]
Daunorubicin Zytostatikum 0,1 uM, 1 uM [132-134]
LDE-225 Smoothened-Antagonist 0,2 uM, 1 uM, 5 uM [135]
MK-2206 AKT-Inhibitor 0,25 uM, 1 uM, 4 uM [136-138]
PKF115-584 TCF/B-Catenin-Inhibitor 0,33 uM, 1 uM, 3,3 uM | [139, 140]
Rapamycin mTORC1-Inhibitor 1 uM [141]
Sorafenib Multikinase-Inhibitor 10 uM, 20 pM [131, 142]

Zur Kontrolle wurden die Proben nicht nur mit den spezifischen Inhibitoren
verschiedener Signalwege behandelt, sondern auch in jedem Experiment mit
klassischen Zytostatika. Bei Daunorubicin (DNR) und Cytarabin (AraC) handelte es
sich hierbei um Zytostatika, die in der AML-Therapie groBe Anwendung finden.
Cisplatin ist ein Zytostatikum, das vor allem in der Therapie solider Tumore
verwendet wird (Abbildung 4-1). DNR und AraC zeigten eine Apoptose-Induktion mit
einem Median von 23,3% und 19,2% fUr die jeweils niedrigste Konzentration von
0,1 uM bzw. 1 uM. Die Wahl einer héheren Konzentration erhdhte die spezifische
Apoptose auf bis zu 67,6% (fir 1 uM DNR) bzw. 50,8% (fir 25 uM AraC). Das
Spektrum der spezifischen Apoptose war fir beide Substanzen sehr gro3. Fiir DNR
umfasste die spezifische Apoptose bei 1 uM Werte von -4,5% bis zu 97,7%, bei einer
gewahlten AraC-Konzentration von 25 uM Werte von -7,5 bis zu 97,6%. Wahrend
manche Proben sehr sensitiv waren, zeigten sich andere komplett resistent. Cisplatin

zeigte in den getesteten Proben nur eine sehr geringe Apoptose-Induktion. Lediglich
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bei einer Probe kam es bei einer Konzentration von 1 uM zu einem Wert spezifischer
Apoptose, der den gewahlten Schwellenwert von 20% Uberschritt. Sorafenib, ein
Multikinase-Inhibitor der u.a. fir die Therapie der AML zugelassen ist, inhibiert neben
der RAF Kinase weiterhin vor allem die RTK FLT3. Fir beide gewahlten
Konzentrationen (10 uM und 20 uM) wurde eine starke Apoptose-Induktion von bis
zu 95% beobachtet. Die Patientenproben, die eine Mutation im FLT3-Gen trugen,
zeigten sich gegenlber Sorafenib marginal sensitiver mit einem Median von 50,5%
vs. 22,6% spezifischer Apoptose bei einer Konzentration von 20 uM (p=0,10; nicht

gezeigte Daten).
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Abbildung 4-1 Apoptose-Sensitivitédt primdrer AML-Proben in vitro. Induktion spezifischer Apop-
tose in primdren AML-Proben durch klassische Zytostatika und den Multikinase-Inhibitor Sorafenib.
Die Apoptose der Blasten wurde mittels FSC/SSC-Analyse und PI-Fdrbung nach 48-72 Stunden
Inkubation ermittelt. In rot sind alle Proben, deren spezifische Apoptose mehr als 20% betrdgt. Der
rote Balken zeigt den jeweiligen Median der spezifischen Apoptose an (n=4-18).
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4.1.3. Apoptose-Sensitivitat primarer AML-Patientenproben gegeniiber
spezifischen Inhibitoren in vitro

Uber die Verwendung der in der AML-Therapie gebrduchlichen Substanzen im

Apoptoseversuch konnte dieser validiert werden. Von weiterem Interesse waren die

Effekte, die Inhibitoren spezifischer Signalwege in den AML-Blasten auslésen

konnten (Abbildung 4-2).
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Abbildung 4-2 Apoptose-Sensitivitédt primdrer AML-Proben gegenliber spezifischen Inhibitoren.
Induktion von spezifischer Apoptose in primdren AML-Proben durch fiinf verschiedene Inhibitoren. Die
Apoptose der Proben wurde mittels FSC/SSC-Analyse und PI-Farbung nach 48-72 Stunden
Inkubation ermittelt. In rot sind alle Proben, deren spezifische Apoptose mehr als 20% betrdgt. Der
schwarze Balken zeigt den jeweiligen Median der spezifischen Apoptose an (n=8-16).
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Die duale Inhibition der PI3-Kinase (PI3K) und der mTOR-Komplexe 1 und 2
(mTORC1/2) durch BEZ-235 zeigte in den Konzentrationen 1 pM und 4 pM eine
nachweisbare Apoptose-Induktion in den primaren AML-Blasten. Der Median lag hier
bei 29,6% bzw. 32,2% fur die jeweilige Konzentration. Die niedrigste gewahlte
Konzentration (0,25 puM) erreichte eine spezifische Apoptose von 4,2% im Median.
Dieser Wert lag unter der festgesetzten Schwelle und nach zehn Proben wurde keine
weitere Probe unter Verwendung einer Konzentration von 0,25 uM untersucht. Der
AKT-Inhibitor MK-2206 und der mTORC1-Inhibitor Rapamycin erreichten mit nur
wenigen Proben in den gewahlten Konzentrationen die 20%-Schwelle. LDE-225 ist
ein Inhibitor des Smoothened-Rezeptors, der eine wichtige Rolle im Sonic
Hedgehog-Signalweg spielt. Eine Inhibition dieses Rezeptors bewirkte in diesem
Versuch in keiner der gewahlten Konzentrationen eine Apoptose-Induktion. Der
TCF/B-Catenin-Antagonist PKF115-584 induzierte spezifische Apoptose bis zu 70%
in 5/14 primaren Blasten in der héchsten gewahlten Konzentration von 3,3 uM,
wahrend bei niedrigeren Konzentrationen keine Apoptose-induzierende Wirkung zu
beobachten war. Zusammenfassend zeigte der duale PISK/mTOR-Inhibitor BEZ-235
in primaren AML-Blasten die starkste Apoptose-Induktion und seine Wirkungsweise

und sein Wirkungsspektrum wurde im Folgenden naher charakterisiert.

4.1.4. Spontanapoptose unbehandelter AML-Patientenproben

Die Durchfiihrung funktioneller Versuche mit primaren AML-Blasten ist schwierig, da
die Zellen in Kultur innerhalb weniger Tage sterben. Primare Blasten kdnnen ohne
Behandlung bereits nach 72 Stunden eine Spontanapoptose von bis zu 80%
aufweisen. Fir die Auswertungen wurden daher nur Proben verwendet, deren
Spontanapoptose nach der Behandlungszeit unterhalb von 50% lag. Wenn Zellen
sich bereits ohne Behandlung im Zustand des Zelltodes befinden, kénnte dies deren
Empfindlichkeit gegentber Inhibitoren erhéhen. Um eine erhdhte Sensitivitat
aufgrund hoher Spontanapoptose flir die Behandlung mit BEZ-235 auszuschlieBBen,
wurde die Spontanapoptose mit der spezifischen Apoptose nach Behandlung mit
4 uM BEZ-235 Kkorreliert (Abbildung 4-3 A). Die Hbhe der spezifischen Apoptose
durch die Behandlung war nicht abhangig von der Spontanapoptose der Zellen durch
die ex vivo-Kultivierung. Auch zwischen den Proben, die BEZ-235 resistent waren,
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d.h. weniger als 20% spezifische Apoptose aufwiesen, und den BEZ-235 sensitiven
Proben lie3 sich kein Unterschied feststellen (43,9% vs. 35,8%; Abbildung 4-3 B).
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Abbildung 4-3 Zusammenhang zwischen Spontanapoptose und Apoptose-Induktion nach
Behandlung mit BEZ-235. A) Die Apoptose-Induktion in primdren AML Proben nach der Behandlung
mit 4 uM BEZ-235 im Vergleich zur jeweiligen Spontanapoptose der unbehandelten Kontrollproben. In
rot sind die BEZ-235 sensitiven Proben hervorgehoben. Es lie3 sich keine signifikante Korrelation
feststellen (R2= 0,00474). B) Die Spontanapoptose der BEZ-235 resistenten (in grau) und der BEZ-235
sensitiven Proben (in rot) im Vergleich. Es zeigte sich kein signifikanter Unterscheid zwischen den
beiden Gruppen bzgl. der Apoptose unbehandelter Zellen (p=0,78).

4.1.5. Sensitivitat und genetischer Hintergrund

Die Sensitivitat gegentiber BEZ-235 wurde an insgesamt 16 AML-Proben untersucht.
Eine Sensitivitadtsschwelle von 20% wurde flir alle Apoptoseversuche festgelegt und
gemal dieser Schwelle sensitive und resistente Proben definiert. Es konnten 16
Proben in elf sensitive und finf resistente Proben unterteilt werden. Von diesen
wurde der Mutationsstatus fir Wachstumsfaktor-relevante Gene wie FLT3 und RAS
sowie fir die Gene MLL und NPM1 untersucht und mit deren Sensitivitdt gegentber
BEZ-235 verglichen. Ein

genetischem Hintergrund und Sensitivitdt zum Treffen einer Sensitivitatsvorhersage

eventuell bestehender Zusammenhang zwischen
fir AML-Patienten sollte so ermittelt werden. Uber den Vergleich von Sensitivitat
gegentber BEZ-235 und dem genetischen Hintergrund der Proben bezogen auf
Mutationen in den Genen MLL, FLT3, RAS und NPM1 konnte kein eindeutiger
Zusammenhang festgestellt werden (Abbildung 4-4). Auffallend war, dass sich alle
finf Proben, die eine Mutation bzw. eine Translokation im MLL-Gen aufwiesen,

sensitiv gegentber BEZ-235 zeigten. RAS-mutierte Patientenproben waren ebenso
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haufiger in der sensitiven Kohorte vertreten (45% vs. 20%). Fir die NPM1-mutierten
Proben verhielt sich dies gegenteilig. Hier trugen aus den elf BEZ-235 sensitiven
Patienten nur 15% (2/11) eine NPM1-Mutation wahrend es in der resistenten Kohorte
60% (3/5) Patienten waren. Fir Mutationen im FLT3-Gen zeigte sich keine tenden-
zielle Zugehorigkeit zu einer der beiden Kohorten (65% vs. 60%). Aufgrund der

geringen Probenzahl lie3 sich keine statistische Signifikanz berechnen.
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Abbildung 4-4 Zusammenhang zwischen genetischem Hintergrund und Sensitivitédt gegentiber
BEZ-235. Die BEZ-235-Sensitivitdt der 16 AML Patientenproben wurde mit ihrem genetischen
Hintergrund korreliert. Hierbei reprdsentiert jede Spalte einen Patienten mit seinem jeweiligen
Mutationsstatus in den vier Genen MLL, RAS, FLT3 und NPM1. A) Darstellung der elf BEZ-235
sensitiven Proben B) Darstellung der fiinf BEZ-235 resistenten Proben (mu: mutiert).

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die Sensitivitat der MLL-mutierten Proben
héher war, als die der MLL-Wildtyp (MLL-WT) Proben. Dazu wurde die spezifische
Apoptose der MLL-mutierten Proben nach dualer PIBK/mTOR-Inhibition sowie nach
Einzelinhibition von AKT und mTORC1 den MLL-WT Proben gegenlber gestellt
(Abbildung 4-5). Im Median zeigte sich durch Behandlung mit allen drei Inhibitoren
eine hbhere spezifische Apoptoserate in MLL-mutierten Patientenproben (BEZ-235
17,1% vs. 34,8%; MK-2206 8,2% vs. 17,3%, Rapamycin 4,5% vs. 12,8%).
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Diese war fur die Einzelinhibition von AKT durch MK-2206 signifikant mit einem p-
Wert von 0,009 fUr die gewéahlte Konzentration von 1 uM. Im Fall von Rapamycin

zeigte sich eine marginale Signifikanz mit einem p-Wert von 0,07.
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Abbildung 4-5 Apoptoserate in MLL-mutierten AML Patientenproben. Dargestellt ist die
spezifische Apoptoserate [%] nach Inhibition mit dem dualen Inhibitor BEZ-235 [1 uM] und den beiden
Einzelinhibitoren MK-2206 [1 uM] und Rapamycin [1 uM]. Verglichen wurden elf MLL-mutierte (in blau)
mit finf MLL-WT Patientenproben (in grau). Die roten Balken zeigen den Median an. ** p<0,01.

Eine Inhibition des PIBK/AKT/mTOR-Signalwegs beeinflusst neben der Apoptose-
Induktion  vor allem die Proliferation der Zellen. Unterschiedliche
Proliferationsaktivitat zwischen MLL-mutierten und MLL-WT Proben kénnte auch
erklaren, dass Proben sensitiver auf die Behandlung mit Signalweginhibitoren
reagieren. Die MLL-mutierte AML ist als eine aggressive und schnell proliferierende
Leukédmie beschrieben. Daher wurde die Expression von Ki-67, einem Marker fir
Proliferation, in 514 AML-Patientenproben mit bzw. ohne MLL-Mutation analysiert
und verglichen. In Abbildung 4-6 ist die Expression in Log2-Intensitaten dargestellt.
Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kohorten festgestellt
werden (p=0,28). Daher ist davon auszugehen, dass die hohe Sensitivitat der MLL-

mutierten Proben nicht auf eine hohere Proliferationsaktivitat zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 4-6 Ki-67-Expression in AML-Patientenproben. In 514 AML-Patientenproben wurde
mittels Microarray die KI-67-Expression gemessen und ein Vergleich von MLL-Wildtyp (grau) zu MLL-
mutierten Proben (blau) dargestellt. Es konnte kein Unterschied festgestellt werden (p=0,28). MLL-
PTD: MLL-partial tandem duplication, MLL-t: MLL-Translokation, MLL-WT: MLL-Wildtyp.

Weiterhin wurde die Spontanapoptoserate von MLL-mutierten mit MLL-WT
Patientenproben verglichen. Die Spontanapoptose der jeweiligen Proben kdénnte sich
ebenso auf die spezifische Apoptose auswirken. Je héher die Spontanapoptose ist,
desto geringer erscheint der Effekt des Inhibitors oder je hdher die Spontanapoptose
ist, desto sensibler reagieren die Zellen auf zusatzliche Inhibition und gehen verstarkt
in Apoptose. Es konnte kein signifikanter Unterschied der Spontanpoptose von MLL-
WT zu MLL-mutierten Proben festgestellt werden (Abbildung 4-7). Sie betrug durch-
schnittlich 40,1% far MLL-WT und 36,7% far MLL-mutierte Patientenproben (p=0,65).
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Abbildung 4-7 Spontanapoptose von MLL-mutierten und MLL-WT Patientenproben. Die
Spontanapoptose der unbehandelten Zellen wurde zum Endzeitpunkt nach 48 h bis 72 h mittels FACS
ermittelt und zwischen MLL-WT und MLL-mutierten Patientenproben verglichen. Es konnte kein
signifikanter Unterscheid festgestellt werden. WT: Wildtyp, MLL-t: MLL-Translokation, MLL-PTD: MLL-
partial tandem duplication.

Es wurde flir alle weiteren verwendeten Inhibitoren untersucht, ob sich die
spezifische Apoptose zwischen den beiden Kohorten MLL-WT bzw. MLL-mutierte
Proben voneinander unterscheidet (Abbildung 4-8). Dabei wurde geprift, ob es sich
um einen Effekt handelt, der spezifisch auf der Inhibition des PISK/AKT/mTOR-
Signalwegs beruht oder um eine generelle Hypersensitivitdt MLL-mutierter Proben.
Fir keine der gewéahlten Substanzen war ein Unterschied in der Sensitivitat zwischen
den MLL-WT und den MLL-mutierten Proben ersichtlich. Diese Analyse wurde fir
alle gewahlten Konzentrationen durchgefihrt und die jeweiligen p-Werte ermittelt.
Die p-Werte sind in Tabelle 4-3 angegeben.
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Abbildung 4-8 Vergleich von MLL-WT und MLL-mutierten AML-Patientenproben hinsichtlich
ihrer Sensitivitédt gegeniiber verschiedener Inhibitoren und Zytostatika. Die spezifische Apoptose
nach Behandlung mit den beiden Zytostatika DNR und AraC und spezifischen Inhibitoren ist fir die
héchste gewdhlte Konzentration je Substanz dargestellt. Verglichen wurden MLL-WT (in grau) mit
MLL-mutierten AML Patientenproben (in blau). MLL-PTD: MLL-partial tandem duplication, MLL-t: MLL-
Translokation, MLL-WT: MLL-Wildtyp.
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Tabelle 4-3 Statistischer Vergleich zwischen der spezifischen Apoptose von MLL-WT und MLL-
mutierten Proben nach Behandlung mit Inhibitoren verschiedener Signalwege und in
verschiedenen Konzentrationen.

Substanz Konzentration p-Wert MLL" vs. MLL™ Signifikanz
0,25 0,301 n.s.
MK-2206 [uM] 1 0,009 1 **
4 0,005 1 **
Rapamycin [uM] 1 0,070 n.s.
0,25 0,667 n.s.
BEZ-235 [uM] 1 0,229 n.s.
4 0,310 n.s.
0,1 0,336 n.s.
DNR [M] 1 0,809 n.s.
1 0,584 n.s.
AraC [uM] 25 0,741 n.s.
10 0,484 n.s.

feni M :

Sorafenib [uM] 20 0,431 n.s.
0,33 0,214 n.s.
PKF115-584 [uM] 1 0,128 n.s.
3,3 0,733 n.s.
0,2 0,712 n.s.
LDE-225 [uM] 1 0,218 n.s.
5 0,491 n.s.

Im Fall der AKT-Inhibition durch MK-2206 konnte fir die beiden Konzentrationen
1 UM und 4 pM eine signifikant héhere spezifische Apoptose in MLL-mutierten
Patientenproben nachgewiesen werden (p=0,009 bzw. p=0,005). Die Unterschiede
nach Behandlung mit 1 uM Rapamycin zeigten eine marginale Signifikanz mit einem
p-Wert von 0,07.
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4.2. Sensitivitat humaner Zelllinien

Die Arbeit mit primaren AML-Patientenproben ist durch mehrere Faktoren limitiert.
Das ist erstens die Limitation in der Verflgbarkeit der Proben, zweitens die schlechte
Kultivierbarkeit der meisten Proben Uber einen Zeitraum von drei Tagen und drittens
die Tatsache, dass diese Proben nur sehr wenig in Kultur proliferieren. Eine Aussage
Uber eine proliferationshemmende Wirkung einer Substanz ist daher nicht mdglich.
Im Folgenden wurden die Effekte der PISK/AKT/mTOR-Inhibition daher in humanen
myeloischen Leuk@mie-Zelllinien weiter untersucht. Hierzu wurden sechs Zelllinien
mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund ausgewahlt. Da der Zusammenhang
zwischen MLL-Mutationen und erhéhter Sensitivitat ndher untersucht werden sollte,
wurden drei Zelllinien mit einer MLL-Translokation, drei Zelllinien ohne MLL-Mutation
gegenlbergestellt. Der in der Literatur beschriebene genetische Hintergrund der
Zelllinien wurde Uber Sequenzierung validiert. Hierbei wurde der Mutationsstatus
folgender Gene analysiert: KRAS, NRAS, FLT3, CBL, RUNX1, ASXL1, TETZ2,
GATA2, U2AF1, SRSF2, SF3B1, WT1, NMP1, IDH1, IDH2 und TP53. In Tabelle 4-4

sind alle Gene dargestellt, die in mindestens einer der Zelllinien mutiert waren.

Tabelle 4-4 Genetischer Hintergrund der verwendeten myeloischen Zelllinien. Dargestellt sind
die verwendeten sechs Zelllinien mit ihrem FAB Subtyp und ihrem Mutationsstatus in den Genen MLL,
FLT3, CBL, NRAS, KRAS, p53, NPM1 und DNMT3A. MLL-mutierte Zelllinien sind blau, MLL-WT
Zelllinien sind grau hinterlegt.

FAB MLL FLT3 CBL NRAS p53 NPM1 DNMT3A

OCI-AML3 M4 WT WT WT WT WT NPM1c R882C
K-562 CML WT WT WT WT WT WT WT
HL-60 M2 WT WT WT Q61L 1182del WT WT

CML: chronic myeloid leukemia, del: Deletion, FAB: French-American-British classification,
ITD: internal tandem duplication, WT: wildtypisch
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4.2.1. Inhibition des PISK/AKT/mTOR-Signalwegs durch BEZ-235, MK-2206 und
Rapamycin

Anhand von Western Blot und Durchflusszytometrie wurden die Phosphorylierung

und damit die Aktivierung verschiedener Schllisselproteine des Signalwegs nach

Behandlung der Zellen mit dem jeweiligen Inhibitor untersucht.

4.2.1.1. Inhibition der Kinasen AKT und S6 im Western Blot
Repréasentativ sind in Abbildung 4-9 die Western Blot-Analysen in der Zelllinie THP-1

dargestellt. Die Zellen wiesen eine hohe basale Aktivierung des Signalwegs auf. Die
Kinasen AKT und S6 waren in unbehandelten Zellen deutlich phosphoryliert
(Abbildung 4-9).

A B
| - || BEZ-235 | MK-2206 || Rapamycin| | - || BEZ-235 | MK-2206 || Rapamycinl
PAKT | i - ——— PSEK | o o o
AKT o — ——— s - SEK | e v o w0 W W e
Tubulin | s nms s o s wrsoem Tubulin | eupemesenssme s o mme o wr

Abbildung 4-9 Inhibition des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs in THP-1 Zellen. THP-1 Zellen wurden
fir 6 Stunden mit den jeweiligen Inhibitoren inkubiert. Konzentrationen BEZ-235 und MK-2206:
15,6 nM, 62,5 nM, 250 nM und 1000 nM; Konzentrationen Rapamycin 0,1 uM, 1 uM und 10 uM. Aus
den Zellen wurden Ganzzelllysate hergestellt und die Aktivierung der Proteine S6K und AKT (iber
Immunblot-Analyse untersucht. Als Ladekontrolle wurden B-Aktin bzw. Tubulin verwendet. Gezeigt ist
ein reprdsentativer Western Blot.

Der duale PI3K/mTOR-Inhibitor bewirkte die konzentrationsabhangige Dephos-
phorylierung der beiden Kinasen AKT und S6. Die komplette Dephosphorylierung
von AKT wurde erst ab einer Konzentration von 0,25 uM BEZ-235 erreicht, wahrend
die vollstandige Hemmung der S6-Kinase bereits bei einer Konzentration von
62,5 nM beobachtet wurde. Der AKT-Inhibitor MK-2206 bewirkte die vollstandige
Dephosphorylierung ab einer Konzentration von 1 uM, wéahrend die S6-Kinase
weiterhin leicht phosphoryliert vorlag. Der mTORC1-Inhibitor Rapamycin verhinderte
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die Aktivierung und Phosphorylierung des direkten Zielproteins S6 Kinase, wahrend

er keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von AKT zeigte.

4.2.1.2. Messung der Phosphorylierung des ribosomalen Proteins S6 mittels
Durchflusszytometrie

Am Beispiel von MOLM-13 sind die Ergebnisse der Durchflusszytometrie-Messung
dargestellt (Abbildung 4-10). MOLM-13 Zellen wiesen ein hohes MaB an basaler
Phosphorylierung des S6 Proteins auf. Die Phosphorylierung lie3 sich durch BEZ-
235 als auch durch MK-2206 und Rapamycin deutlich reduzieren. Die
Phosphorylierung des S6 Proteins erfolgt unmittelbar nach der Aktivierung des
mTOR Komplexes und kann auch Gber AKT-unabhangige Signalwege stattfinden.
Daher ist die Reduktion nach mTORC1-Inhibition durch Rapamycin und nach dualer
Inhibition der PI3K und des mTORC1/2 durch BEZ-235 am Starksten.

Nach 3 h Behandlung

Unbehandelt 1 pM BEZ-235 1 uM MK-2206 1 UM Rapamycin
)
(72}
)
=
% 0 04 0 0
LTJ 10 HJ1 102 103 10 IUu H:l1 102 103 10‘ 10 ‘H]‘ 10 10 10 HJn m‘ IO2 m3 10
—
P-Sérp Alexa647
= |SoOtyp === behandelte Zellen
P-S6rp Alexat47 =mmm unbehandelte Zellen

Abbildung 4-10 Durchflusszytometrie-Messung nach P-S6rp Antikérper-Féarbung in MOLM-13
Zellen. Die Zellen wurden unbehandelt oder nach 3 h Behandlung mit dem jeweiligen Inhibitor fixiert
und mit einem P-S6rp-Antikérper gefarbt. Mittels Durchflusszytoemtrie konnte der jeweilige MFI Ratio
ermittelt werden. Links sind in grau die Isotypkontrolle und in schwarz die gefdrbten unbehandelten
Zellen dargestellt. In den weiteren drei Spalten sind in schwarz erneut die unbehandelten Zellen und
in blau die jeweiligen Inhibitor-Behandlungen im Vergleich zu sehen.
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4.2.1.3. Die basale Aktivitat des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs in humanen
Zelllinien

Mit Hilfe von Western Blot und Durchflusszytometrie-Analysen wurde die basale
Aktivitat des PIBK/AKT/mTOR-Signalwegs in den Zelllinien miteinander verglichen,
um eventuelle Unterschiede in der Aktivitat des Signalwegs zu detektieren.

Basale AKT-Phosphorylierung

Die basale Signalwegaktivierung wurde anhand des Phosphorylierungslevels von
AKT zwischen den Zelllinien miteinander verglichen (Abbildung 4-11). Als Maf3 fir
die Aktivierung des Signalwegs wurden die Ratios von phosphoryliertem zu
gesamten AKT mittels der Software Image J ermittelt. Die basale AKT-Phospho-
rylierung war in drei MLL-rearrangierten Zelllinien signifikant héher als in drei MLL-
WT Zelllinien. Als Positivkontrolle flir eine starke Signalwegaktivierung wurden
Lysate der Brustkrebszelllinie MDA-MB-453 verwendet. Diese Zelllinie tragt eine
aktivierende PIK3CA-Mutation und wies die h6chste AKT-Phosphorylierung auf.
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Abbildung 4-11 Basale Signalwegaktivierung in humanen Zelllinien. Die Bandenintensitdt wurde
mittels Image J quantifiziert und der Ratio zwischen Phospho-Protein und Gesamtprotein gebildet.
Gezeigt ist der Mittelwert £ Standardfehler von drei unabhdngigen Experimenten. *p<0,5.
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Basale Phosphorylierung des ribosomalen Proteins S6

In allen sechs verwendeten Zelllinien lie3 sich ein basaler Level an P-S6rp nach-

weisen (Abbildung 4-12).
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Abbildung 4-12 Durchflusszytometrie-Messung nach P-S6rp Antikérper-Farbung in humanen
Leukdmie-Zelllinien nach Behandlung mit Inhibitoren. Die Zellen wurden unbehandelt oder nach
3 h Behandlung mit dem jeweiligen Inhibitor fixiert und mit einem P-S6rp-Antikérper gefarbt. Mittels
FACS konnte der jeweilige MFI Ratio ermittelt werden. Dargestellt sind die Mittelwerte *
Standardfehler des MFI Ratio von mindestens drei unabhdngigen Experimenten. *p<0,05, **p<0,01,
“**p<0,001.

Dieser war unterschiedlich hoch in den einzelnen Zelllinien. Ein Unterschied
zwischen MLL-WT und MLL-mutierten Zelllinien konnte nicht festgestellt werden. Die

Zelllinie K-562, eine MLL-WT Zelllinie wies neben der MLL-mutierten Zelllinie
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MOLM-13 die hochste basale Phosphorylierung des Proteins auf. In den beiden
Zelllinien OCI-AML3 und HL-60, die die niedrigste basale Aktivitat aufwiesen, konnte
durch die Behandlung mit den Inhibitoren zwar eine tendenzielle aber keine

signifikante Reduktion der Aktivierung nachgewiesen werden.

4.2.2. Apoptose-Induktion nach Inhibition des PI3K/AKT/mTOR Signalwegs

Zur Bestimmung der spezifischen Apoptose wurden die humanen Zelllinien mit
aufsteigenden Inhibitor-Konzentrationen inkubiert. Nach 72 Stunden wurde die
spezifische Apoptose der Zellen mittels FSC/SSC und Pl-Farbung im FACS ermittelt.
Es wurden sowohl drei Konzentrationen des dualen Inhibitors BEZ-235 als auch drei
bis vier Konzentrationen der Einzelinhibitoren ausgewahlt und miteinander

verglichen.

4.2.2.1. Apoptose-Induktion nach dualer PI3BK/mTORC-Inhibition

Der duale PIBK/mTORC1/2-Inhibitor BEZ-235 zeigte ab einer Konzentration von
1 UM spezifische Apoptose in MLL-rearrangierten Zelllinien (Abbildung 4-13). Durch
Wabhl einer héheren Konzentration konnte die Apoptose weiter gesteigert werden.
Hier wurde in der Konzentration von 4 uM ein Wert von 55,6% spezifischer Apoptose
in MOLM-13 Zellen erreicht. Die gleiche Behandlung bewirkte in den MLL-WT
Zelllinien eine deutlich geringere Induktion von Apoptose. In OCI-AML3 und K-562
konnte nur in der hdchsten Konzentration von 4 uM eine statistisch signifikante
Apoptose-Induktion beobachtet werden. Diese betrug jedoch maximal 16,1%. HL-60
Zellen hingegen waren gegeniber der BEZ-235-Behandlung resistent und zeigten
auch bei 4 uM keine signifikante Induktion von Apoptose.
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Abbildung 4-13 Apoptose in sechs myeloischen Leukdmie-Zelllinien nach Inkubation mit dem
PI3K/mTORC1/2-Inhibitor BEZ-235. Die Zelllinien wurden (ber einen Zeitraum von 72 Stunden mit
dem dualen PISBK/mTORC1/2-Inhibitor BEZ-235 behandelt. Ihre spezifische Apoptose wurde nach
diesem Zeitraum mittels Durchflusszytometrie-Analyse bestimmt und deren statistische Signifikanz im
Vergleich zu unbehandelten Zellen ermittelt. In der linken Spalte sind drei MLL-mutierte Zelllinien zu
sehen, in der rechten drei Zelllinien mit MLL-WT Expression. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardfehler von mindestens drei unabhdngigen Versuchen. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.

4.2.2.2. Apoptose-Induktion nach alleiniger AKT-Inhibition

Behandelte man die Zellen mit MK-2206, einem Einzelinhibitor von AKT, wurde nur
in zwei der drei MLL-mutierten Zelllinien MOLM-13 und THP-1, und dies nur bei der
héchsten gewahlten Konzentration von 8 pM, Apoptose induziert (Abbildung 4-14).
Der Anstieg auf 61,3% spezifische Apoptose bei der Konzentration 8 uM in MOLM-
13 Zellen war sehr sprunghaft. Fir THP-1 Zellen hingegen konnte eine gleich-

maBigere Dosis-Wirkungskurve beobachtet werden.
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Abbildung 4-14 Apoptose in sechs myeloischen Leukdmie-Zelllinien nach Inkubation mit dem
AKT-Inhibitor MK-2206. Die Zelllinien wurden (ber einen Zeitraum von 72 Stunden mit dem AKT
Inhibitor MK-2206 behandelt. Ihre spezifische Apoptose wurde nach diesem Zeitraum mittels Durch-
flusszytometrie-Analyse bestimmt und deren statistische Signifikanz im Vergleich zu unbehandelten
Zellen ermittelt. In der linken Spalte sind drei MLL-mutierte Zelllinien zu sehen, in der rechten drei
Zelllinien mit MLL-WT Expression. Dargestellt sind die Mittelwerte £ Standardfehler von mindestens
drei unabhédngigen Versuchen. *p<0,05

4.2.2.3. Apoptose-Induktion nach alleiniger mTORC1-Inhibition

Die Behandlung mit dem Einzelinhibitor des mTORC1, Rapamycin, zeigte in keiner
der drei gewahlten Konzentrationen eine Induktion von Apoptose. Dies galt sowohl
fir die MLL-mutierten als auch fir die MLL-WT Zelllinien. In drei Zelllinien (MOLM-13,
THP-1 und HL-60) konnte sogar eine verringerte Apoptose, also ein Viabilitatsvorteil
in den behandelten Zellen beobachtet werden. Dieser war statistisch signifikant und
konnte fUr die beiden Konzentrationen 0,1 uM und 1 uM beobachtet werden.
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Abbildung 4-15 Apoptose in sechs myeloischen Leukdmie-Zelllinien nach Inkubation mit dem
mTORC1-Inhibitor Rapamycin. Die Zelllinien wurden (iber einen Zeitraum von 72 Stunden mit dem
mTORCT1 Inhibitor Rapamycin behandelt. lhre spezifische Apoptose wurde nach diesem Zeitraum
mittels FACS Analyse bestimmt und deren statistische Signifikanz im Vergleich zu unbehandelten
Zellen ermittelt. In der linken Spalte sind drei MLL-mutierte Zelllinien zu sehen, in der rechten drei
Zelllinien mit MLL-WT Expression. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von mindestens
drei unabhédngigen Versuchen. “p<0,05

4.2.3. Proliferationsinhibition nach Inhibition des PI3K/AKT/mTOR Signalwegs

Neben der Induktion von Apoptose wurde auch die Inhibition des Zellwachstums
untersucht. Dies ist wie bereits in Absatz 4.2 beschrieben mit primaren AML-
Patientenproben nicht mdglich, da sich diese in Kultur ex vivo nur sehr selten teilen.

Um die Proliferation verschiedener Zelllinien miteinander vergleichen zu kénnen, ist
es wichtig, dass sich diese ungefahr gleich schnell teilen, d.h. &hnliche
Verdopplungsraten haben. Daher wurden alle sechs verwendeten Zelllinien ausgesat
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und nach 72 Stunden ihre Zellzahl ermittelt. So konnten Unterschiede in den Ver-
dopplungsraten erfasst werden.
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Abbildung 4-16 Ermittelte Zahl viabler Zellen nach 72 h fiir alle sechs verwendeten humanen
Zelllinien. Am Tag 0 wurden je Zelllinie 0,5*10° Zellen/ml ausgesat und nach 72 Stunden wurde (iber
den Ausschluss toter Zellen nach Trypanblau-Farbung die Zahl viabler Zellen ermittelt. In blau sind die
drei MLL-mutierten Zelllinien, in grau die MLL-WT Zelllinien hervorgehoben. Dargestellt sind die
jeweiligen Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei unabhdngigen Versuchen. Mittels ANOVA
wurden signifikante Unterschiede in der Zellzahl ermittelt. ***p<0,001.

Nach einer Wachstumszeit von 72 Stunden hatte sich die Zellzahl bei vier der sechs
ausgewahlten Zelllinien um das 4,2- bis 5,4-fache des Ausgangswertes erhdht. Bei
THP-1 und K-562 war die Proliferationsrate signifikant reduziert (p<0,001). Die
Zellzahl dieser Zellen erreichte nach 72 Stunden das 2,8- bzw. das 3,2-fache der
Ausgangszellzahl. In den folgenden Analysen zur Proliferationsinhibition wurden die
beiden Zelllinien von der Ermittlung des Konzentrationswertes, der zur
halbmaximalen Inhibition fihrt (ICsp), daher ausgeschlossen.

Um den Einfluss einer dualen PISK/mMTORC1/2-Inhibition in den Zelllinien zu
Uberprifen, wurden vier Zelllinien mit der Substanz BEZ-235 behandelt und deren
Zellzahl vor und nach der Behandlung bestimmt. Das Wachstum der unbehandelten
Zellen wurde als 100% angegeben und die Zellzahl der behandelten Zellen dazu in
Relation gesetzt. Abbildung 4-17 zeigt die Abnahme der Zellzahl mit steigender BEZ-
235-Behandlung in allen vier Zelllinien. Mittelte man die Werte der beiden MLL-
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mutierten und die Werte der beiden MLL-WT Zelllinien, so ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die erreichte Zellzahl war in MLL-
mutierten Zelllinien in allen gewahlten Konzentrationen geringer. Bei der niedrigsten
Konzentration von 62,5nM war eine signifikante Reduktion der Zellzahl zu
vermerken. Auch der ermittelte 1Cso-Wert, der Wert, bei der der halbmaximale
Inhibitionseffekt der Substanz vorliegt, lag in diesen Zelllinien um ein 6- bis 20-faches
niedriger (155,4 nM und 161,1 nM vs. 462,5 nM und 2237,4 nM).
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Abbildung 4-17 Proliferationsinhibition durch Behandlung mit BEZ-235. Die Zelllinien wurden an
Tag 0 ausgesét und (ber einen Zeitraum von 72 Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen BEZ-235
inkubiert. Die Zahl viabler Zellen wurde (ber automatisierte Zellzdhlung unter Ausschluss von toten
Zellen mittels Trypanblaufdrbung bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von
mindestens drei unabhdngigen Versuchen. Statistische Signifikanzen wurden zwischen den beiden
Kohorten MLL-mutiert und MLL-WT errechnet und angegeben. **p<0,01, **p<0,001. Unter
Verwendung des Programms Calcusyn wurde der ICs-Wert fiir BEZ-235 in den Zelllinien ermittelt. In
blau sind Zelllinien dargestellt, die eine MLL-Translokation tragen, in grau MLL-WT Zelllinien. mu:
mutiert, wt: wildtypisch.

Im Vergleich zu einer dualen PISBK/mTORC1/2-Inhibition wurde die Proliferation bei
Einzelinhibitoren von AKT und mTORC1 betrachtet. Eine Reduktion der Proliferation
konnte hier erst durch Behandlung mit deutlich hdheren Konzentrationen
(Konzentrationen im puM-Bereich) erzielt werden (Abbildung 4-18). Die fir BEZ-235
beobachteten Unterschiede zwischen MLL-mutierten und MLL-WT Zelllinien waren
auch for MK-2206 zu beobachten. Insgesamt bewirkte eine AKT-Inhibition mittels
MK-2206 jedoch nur eine moderate Abnahme des Zellwachstums. Die Einzel-
inhibition des mTORC1 mittels Rapamycin erzielte in keiner der verwendeten Konzen-
trationen eine deutliche Proliferationsreduktion, ein 1Cso-Wert konnte daher nicht
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ermittelt werden. Trotzdem zeigten sich auch fir diese Substanz signifikante
Unterschiede zwischen MLL-mutierten und MLL-WT Zelllinien.
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Abbildung 4-18 Proliferationsinhibition durch Behandlung mit MK-2206 bzw. Rapamycin. Die
Zelllinien wurden an Tag 0 ausgesédt und (ber einen Zeitraum von 72 Stunden mit aufsteigenden
Konzentrationen MK-2206 bzw. Rapamycin inkubiert. A)+B) Die Zahl viabler Zellen wurde (ber
automatisierte Zellzdhlung unter Ausschluss von toten Zellen mittels Trypanblaufdrbung bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei unabhdngigen Versuchen. Die
unbehandelten Kontrollen wurden als 100% angegeben. C)+D) Die Werte der Zelllinien MOLM-13 und
MV4-11 bzw. OCI-AML und HL-60 wurden gemittelt. Statistische Signifikanzen wurden zwischen den
beiden Kohorten MLL-mutiert und MLL-WT errechnet und angegeben. *p<0,05, **p<0,01.
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4.2.4. Korrelation zwischen Signalwegs- und Proliferationsinhibition in der
PI3K-mutierten Brustkrebszelllinie MDA-MB-453

Die Brustkrebszelllinie MDA-MB-453 tragt die PIKBCA H1047R Mutation, die einen

konstitutiv aktivierten PISK/AKT/mTOR-Signalweg zur Folge hat. Die Zelllinie wurde

mit dem jeweiligen Inhibitor flr einen Zeitraum von 6 Stunden Kkultiviert und

anschlieBend die Aktivierung von AKT und der S6K Uber Ganzzelllysate und

Immunblot-Analyse untersucht (Abbildung 4-19).
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Abbildung 4-19 Konzentrationsabhédngige Inhibition des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs in der
humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-453 und deren Korrelation mit einem funktionellen
Proliferationsversuch. A)+B) Die Zellen wurden fir 6 Stunden mit dem jeweiligen Inhibitor inkubiert
Konzentrationen BEZ-235 und MK-2206: 15,6 nM, 62,5 nM, 250 nM und 1000 nM; Konzentrationen
Rapamycin 0,1 uM, 1 uM und 10 uM. Aus den Zellen wurden Ganzzelllysate hergestellt und die
Aktivierung der Proteine AKT und S6K uber Immunblot-Analyse untersucht. Als Ladekontrolle wurde
B-Aktin bzw. Tubulin verwendet. C)+D)+E) Flir den Proliferationversuch wurden die Zellen ausgesét
und nach Adhérenz am darauffolgenden Tag fir 5 Tage mit den Inhibitoren inkubiert. Die Zahl viabler
Zellen wurde (ber automatisierte Zellzdhlung unter Ausschluss von toten Zellen mittels
Trypanblaufdrbung bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei
unabhéngigen Versuchen. Die unbehandelten Kontrollen wurden als 100% angegeben.

AKT war ab einer BEZ-235-Konzentration von 62,5 nM sichtbar und ab 250 nM voll-
stéandig dephosphoryliert. Der AKT-Inhibitor MK-2206 erreichte die vollstandige AKT-

Hemmung erst bei einer Konzentration von 1 uM. Rapamycin fihrte zu keiner
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Dephosphorylierung von AKT, sondern erhdhte den Level an phosphorylierter AKT
im Vergleich zu unbehandelten Zellen zusatzlich (Abbildung 4-19A). Die S6K konnte
bereits bei BEZ-235-Konzentrationen von 62,5 nM vollstandig dephosphoryliert und
inaktiviert werden. MK-2206 bewirkte eine geringe aber keine vollstandige
Hemmung, auch nicht bei einer Konzentration von 1 uM. Rapamycin, der mTORC1-
Inhibitor, hemmte die Phosphorylierung der S6K bereits bei einer Konzentration von
1 nM vollstandig (Abbildung 4-19B). Um die Korrelation zwischen der Hemmung auf
biochemischer Ebene und den phanotypischen Auswirkungen im Zellkontext zu
untersuchen, wurden anschlieBend Proliferationsversuche mit gleichen Konzen-
trationen durchgefihrt (Abbildung 4-19C-E). Hierbei wurde keine direkte Korrelation
zwischen der Hemmung von AKT und der Zellproliferation beobachtet. AKT zeigte
sich bei einer BEZ-235-Konzentration von 15,6 nM noch immer deutlich stark
phosphoryliert, die Proliferation der Zellen hingegen war jedoch schon um die Hélfte
reduziert (Abbildung 4-19C). Weiterhin fliihrte Rapamycin in keiner der gewahlten
Konzentrationen zu einer Dephosphorylierung von AKT, die Proliferation war jedoch
trotzdem stark inhibiert. Eine Korrelation zwischen biochemischer Inhibition des
Proteins und dem direkten zellphanotypischen Korrelat konnte im Fall der S6K
beobachtet werden. BEZ-235 dephosphorylierte die S6K in allen Konzentrationen
vollstdndig, auch die Proliferation reduzierte sich bereits nach Inkubation mit der
niedrigsten Konzentration von 15,6 nM um 50%. Eine Hemmung der S6K erfolgte
erst bei einer MK-2206-Konzentration von 62,5 nM und auch die Proliferation war
erst ab dieser Konzentration signifikant reduziert. Rapamycin erreichte mit einer
Konzentration von 1 nM eine komplette Dephosphorylierung, auch die Proliferation
war bei dieser Konzentration bereits um ca. 75% gehemmt.
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4.3. Wirkung der PISK/mTOR-Inhibition auf eine MLL-ENL"-
immortalisierte Zelllinie (MLL-ENL ICs)

4.3.1. Etablierung der Zelllinie

Vorlauferzellen aus dem murinen Knochenmark kénnen Gber retrovirale Transduktion
von MLL-ENL cDNA in eine immortalisierte Zelllinie transfomiert werden. Die Zellen
stammten aus dem 5-FU mobilisierten Knochenmark von C57BL/6 Mausen und
wurden retroviral infiziert. AnschlieBend wurde ein Transformationstest mittels
Replattierung durchgefihrt. Zellen, die durch das eingebrachte Fusionsgen
transformiert sind, werden migrationsdefizient, behalten ihr Selbsterneuerungs-
potenzial und bilden in semisolidem Methylzellulose-Medium Kolonien aus. Nicht
transformierte Zellen verlieren diese Fahigkeit und beginnen, sich auszu-
differenzieren und zu sterben. Diese Selektion erfolgt gewdhnlich bereits nach drei
Replattierungen in Methylzellulose-Medium.

4.3.1.1. Transformation der Zellen

In Abbildung 4-20 ist gezeigt, dass die murinen hamatopoetischen Vorlauferzellen,
die das Konstrukt MLL-ENL aufgenommen hatten, erfolgreich transformiert wurden.
Ihr Selbsterneuerungspotenzial blieb Uber drei Replattierungen erhalten und die
Anzahl an Kolonien erhéhte sich wahrend der Replattierungsrunden. Zellen, die
hingegen den Leervektor ohne Fusionsgen integrierten, verloren ihre Fahigkeit, sich
selbst zu erneuern und bildeten nach drei Runden keine Kolonien in der Methyl-
zellulose mehr aus. Die Anzahl an Kolonien nahm Uber die Replattierungsrunden
hinweg ab. In der ersten Plattierung wurde dem Methylzellulose-Medium G418
zugesetzt. Die positiv infizierten Zellen verloren durch das integrierte Neomycin-
Resistenzgen ihre Empfindlichkeit und die uninfizierten Zellen starben durch G418-
Zugabe. Die Kolonienanzahl der mit Leervektor infizierten Zellen war in der ersten
Ausplattierung deutlich héher als die der Zellen mit Fusionsgen. Die Transfektions-
effizienz lag hier um ein sechsfaches héher (298 Kolonien vs. 47 Kolonien), war aber
mit ca. 1,5% positiven Zellen insgesamt sehr niedrig.
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Abbildung 4-20 Transformierendes Potenzial von MLL-ENL in murinen hdmatopoetischen
Vorléduferzellen. A) Je 20.000 Zellen wurden nach der Transfektion mit dem Leervektor (grau) bzw.
der MLL-ENL cDNA (blau) in Methylzellulose ausplattiert. Nach 5 Tagen wurden die Anzahl an
Kolonien gezéhlt, die Zellen isoliert und erneut 20.000 Zellen ausplattiert. B) In der ersten
Ausplattierung wurde dem Medium G418 als Selektionsmedium zugegeben. Zur Kontrolle wurden je
Konstrukt auch Zellen ohne G418 ausplattiert. Gezeigt sind Mikroskopieaufnahmen von Platten mit
und ohne G418 im Vergleich. VergréBerung 10x.

4.3.1.2. MLL-ENL-Expressionsnachweis

Zum Nachweis der MLL-ENL-Expression in den immortalisierten Zellen wurden
Primer so ausgewahlt, dass sie die Bruchpunkt-Region der beiden Gene MLL und
ENL umspannen. Nur im Fall einer vorliegenden Translokation kann in einer PCR ein
Amplifikationsprodukt entstehen. Als Positivkontrolle wurde die Plasmid-DNA
PMSCV,eo -MLL-ENL amplifiziert und im Gel aufgetragen (Abbildung 4-21).

1000 cDNA Plasmid DNA Wasserkontrolle

800
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Abbildung 4-21 Expressionsnachweis MLL-ENL in transduzierten Zellen. Aus transduzierten
Zellen wurde die mRNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Nach Amplifikation durch PCR mit MLL-
ENL spezifischen Primern wurde das Amplifikat in einem Agarosegel aufgetragen und nach
Auftrennung fotographiert. Als Positivkontrolle diente die Plasmid-DNA des pMSCV,e.-MLL-ENL.
Spalte 1: 100 bp DNA-GréBenmarker, Spalte 2: cDNA der MLL-ENL Zellen, Spalte 3: Plasmid DNA,
Spalte 4: Wasserkontrolle der PCR.
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4.3.1.3. Expression der beschriebenen Oberflachenmarker

Murine ha@matopoetische Vorlauferzellen, die mit MLL-ENL transfomiert werden,
zeichnen sich durch die Expression von Oberflachenmarker wie cKIT aus. Um zu
Uberprifen, ob es sich um erfolgreich transformierte Zellen handelt, wurde die
Expression der Oberflachenmarker cKIT, Mac1 und B220 mittels FACS Uberpruft.
Hierzu wurden sowohl die eigens transduzierten Zellen gemessen (Abbildung 4-22A)
als auch Zellen, die im Labor von Prof. Slany (Lehrstuhl fir Genetik, Universitat
Erlangen) hergestellt und als Positivkontrolle zur Verfligung gestellt wurden
(Abbildung 4-22B). In beiden Zelllinien war sowohl die beschriebene Expression von
Mac1, einem Marker fir myeloische Zellen (besonders Monozyten) als auch die
Expression von cKIT, einem Marker far primitive Zellen, auf der Zelloberflache
nachweisbar. Die Expression von B220, einem Marker fir B-Zellen ist nicht

beschrieben und konnte in diesem Versuch nicht beobachtet werden.
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Abbildung 4-22 Expression der Oberflichenmarker cKIT, Mac1 und B220 auf MLL-ENL
transduzierten Zellen. A) Expression auf eigens transduzierten Zellen B) Expression auf Zellen, die
im Labor von Prof. Slany transduziert und zum Vergleich zur Verfligung gestellt wurden. In grau
dargestellt ist die Isotypkontrolle. Gezeigt ist eine reprdsentative Messung von drei unabhdngigen
Messungen.
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4.3.2. Sensitivitat der MLL-ENL*-immortalisierten Zelllinie gegeniiber der
PI3BK/AKT/mTOR-Inhibition

Als zusatzliches Zellmodell wurde eine murine Zelllinie generiert, die durch die
Expression des Onkogens MLL-ENL transformiert und immortalisiert wurde. Dadurch
sollte die Wirkung einer PIBK/AKT/mTOR-Inhibition isolierter auf die MLL-ENL
transformierten AML-Zelllinien untersucht werden. Die humanen MLL-mutierten
Zelllinien wiesen alle noch zusatzliche Mutationen im RTK-Signalweg auf und eine
Trennung war daher schwer mdglich. Die Behandlung mit den drei ausgewahlten
Inhibitoren wurde durch einen Test auf Selbsterneuerungspotenzial in
Methylzellulose-Medium, in einem Apoptose-Assay und einem Proliferations-Assay

untersucht.

4.3.2.1. Analyse des Selbsterneuerungspotenzials

Um das Selbsterneuerungspotenzial von Zellen zu testen, wurde ein sogenannter
ACFC(colony-forming cells)-Test durchgefihrt (Abbildung 4-23). Es ist bei diesem
Versuch mdglich, die Substanzen homogen im Medium zu lI6sen und mit den Zellen
auszuplattieren. Nach finf Tagen wurde gezahlt, wie viele Kolonien sich aus den
ausplattierten Zellen ausgebildet hatten. Von 10.000 Zellen, die ohne Behandlung
kultiviert wurden, bildeten 1.270 Zellen neue Kolonien aus. War dem Medium
zusatzlich BEZ-235 zugesetzt, kam es zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion
der Kolonienzahl. Diese war bereits ab einer Konzentration von 62,5 nM signifikant.
Bei einer Konzentration von 1 pM bildete sich keine Kolonie aus. Wurde dem
Medium und den Zellen der AKT-Inhibitor MK-2206 zugesetzt, bildeten sich bei allen
gewahlten Konzentrationen noch immer Kolonien aus den Zellen aus. Lediglich bei
der hochsten Konzentration von 1 uM war eine signifikante Reduktion auf 822
Kolonien zu beobachten. Der mTORC1-Inhibitor Rapamycin reduzierte das
Selbsterneuerungspotenzial der Zellen konzentrationsabhangig. Eine Konzentration
von 100 nM reduzierte die Anzahl der Kolonien von 1.270 auf 792 Kolonien. Eine
weitere Konzentrationserh6hung reduzierte die Zahl zunehmend auf 296 Kolonien
bei einer Konzentration von 10 pM.
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Abbildung 4-23 Reduziertes Selbsterneuerunsgpotenzial in  murinen  MLL-ENL-
immmortalisierten Zellen durch PISK/AKT/mTOR-Inhibition. Pro Ansatz wurden 10.000 Zellen in
Zytokin-haltigem Methylzellulose-Medium ausplattiert und die Anzahl der Kolonien nach 5 d unter dem
Mikroskop gezéhlt. Dem Medium war entweder DMSO (Kontrollen: -) oder die jeweilige Substanz in
aufsteigenden Konzentrationen zugesetzt. Es wurden pro Versuch immer Dupletts angesetzt und der
Mittelwert aus diesen gebildet. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler aus mindestens drei
unabhéngigen Experimenten.

4.3.2.2. Apoptose-Induktion und Wachstumsinhibition

Analog zu den Versuchen mit humanen myeloischen Zelllinien wurden die Apoptose-
Induktion und die Proliferationsinhibition durch BEZ-235-Behandlung auch in den
murinen Zelllinien untersucht (Abbildung 4-24). Zur Induktion von Apoptose waren in
den murinen Zelllinien weitaus geringere Konzentrationen nétig. Ab 31,2 nM BEZ-
235 zeigte sich ein signifikanter Anstieg der spezifischen Apoptose. Das Wachstum
war auch hier in einer geringeren Konzentration inhibiert, signifikant war die Inhibition
bereits in einer Konzentration von 7,8 nM. Die hergestellten murinen MLL-ENL*-ICs
wachsen nur in Anwesenheit von Interleukin-3 (IL-3). Da der Rezeptor fur IL-3
ebenfalls die PIBK-Signalkaskade aktiviert, kdnnten diese Effekte nicht ausschlieBlich
auf die MLL-Rearrangement'-Leukdmie zurlckzuflhren sein, sondern auch auf
deren IL-3-Abhéangigkeit. Daher wurden die Proliferations- und die Apoptoseversuche

mit nativen Ba/F3-Zellen wiederholt. Bei dieser Zelllinie handelte es sich ebenfalls
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um eine murine Zelllinie hamatopoetischen Ursprungs, die in Abhangigkeit von IL-3
wachst. Die Ergebnisse wurden untereinander verglichen, um mégliche Effekte der
IL-3-Rezeptor-Hemmung zu identifizieren (Abbildung 4-24).
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Abbildung 4-24 Wachstumsinhibition und Apoptose-Iinduktion durch BEZ-235 in MLL-ENL ICs
im Vergleich zu nativen Ba/F3-Zellen. Die Zelllinien wurden an Tag 0 ausgeséat und (ber einen
Zeitraum von 72 h mit aufsteigenden Konzentrationen BEZ-235 inkubiert. A) lhre spezifische
Apoptose wurde nach diesem Zeitraum mittels FACS Analyse bestimmt und deren statistische
Signifikanz im Vergleich zu unbehandelten Zellen ermittelt. B) Die Zahl viabler Zellen wurde (ber
automatisierte Zellzdhlung unter Ausschluss von toten Zellen mittels Trypanblaufdrbung bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei unabhdngigen Versuchen. Die
unbehandelten Kontrollen wurden als 100% angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standard-
fehler aus mindestens drei unabhdngigen Experimenten. **p<0,01, ***p<0,001.
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Wahrend die Proliferation in beiden Zelllinien ahnlich stark durch BEZ-235 inhibiert
wurde, konnten erhebliche Unterschiede in der Apoptose-Induktion festgestellt
werden (Abbildung 4-24). BEZ-235 flhrte in nativen Ba/F3 Zellen erst ab einer
Konzentration von 1000 nM zu einer signifikanten Apoptose-Induktion. Die MLL-
ENL*-ICs hingegen zeigten eine deutlich konzentrationsabhéngige Induktion von
Apoptose, die bei 31,2 nM signifikant héher lag als in den unbehandelten Zellen.

4.4. In vivo-Therapiemodell

Die duale Inhibition der PIBK und des mTORC1/2 zeigte in primaren AML-
Patientenproben und in murinen sowie humanen myeloischen Leukamiezelllinien
eine Apoptose-induzierende und Proliferations-inhibierende Wirkungsweise. Daher
sollte die Effizienz dieser Substanz auch in vivo getestet werden. Hierzu wurde ein
AML-Xenograft-Mausmodell verwendet. Bei diesem Modell wurden
immunsupprimierten NSG-Mausen humane Leukdmiezellen (MOLM-13; MLL-
AF9'/FLT3-ITD") intravends appliziert. Diese wuchsen im Knochenmark an und
verbreiteten sich bei zunehmender Erkrankung auch im peripheren Blut und Organen
wie der Milz und der Leber analog zur Leukédmie im Menschen. Die folgenden in vivo
Arbeiten fanden in enger Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Irmela
Jeremias (Helmholtz Zentrum Muinchen) statt. Das Mausmodell wurde in ihrer

Arbeitsgruppe etabliert und als Therapiemodell zur Verflgung gestellt.

4.4.1. Modelletablierung und Versuchsplan

Um die Zellen im lebenden Tier beobachten und ex vivo von murinen Zellen unter-
scheiden zu kénnen, wurden diese Uber lentivirale Transduktion mit einem Konstrukt
transfiziert, das die cDNA zur Kodierung flr green fluorescent protein (GFP) und
enhanced firefly luciferase (eFF Luc) tragt. Dadurch ist sowohl der Nachweis ex vivo
tber GFP mittels Durchflusszytometrie durchfiihrbar als auch der Nachweis der
Zellen im lebenden Tier Gber Biolumineszenz-Bildgebungsverfahren. Abbildung 4-25
zeigt den Nachweis der GFP-Expression in den transgenen MOLM-13 Zellen vor der
Injektion in die Mause. Trotz zweimaliger Sortierung waren nicht 100% der Zellen
GFP*, jedoch mit (iber 87% der GroBteil der Zellen.
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Abbildung 4-25 GFP-Expression in MOLM-13 Zellen. Nach lentiviraler Transduktion wurde die
Expression von GFP mittels Durchflusszytometrie (berprift. Gezeigt ist die Messung am Tag der
Zellinjektion in NSG-Méuse.

Unter Verwendung dieses Modells wurde ein Therapieversuch erarbeitet. Insgesamt
wurden 24 Mause verwendet, die zu je acht Tieren in drei Versuchsgruppen (Vehikel,
BEZ-235 und Kontrollsubstanz AC220) unterteilt wurden. Abbildung 4-26 zeigt ein
Schema des in vivo Versuches mit Hervorhebung der wichtigsten Zeitpunkte.
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Abbildung 4-26 Schema des in vivo Therapieversuchs. Am Tag 0 wurden die Zellen in insgesamt
24 Méuse injiziert. Nach drei Tagen wurden die Mduse zum ersten Mal einer Messung ihres
Biolumineszenzsignals unterzogen, dem sogenannten ,Imagen® (englisch; 1). An Tag drei nach
Injektion der Zellen begann die 21-tdgige Therapie mit den Inhibitoren bzw. Vehikelsubstanz (T). Zehn
Tage nach Injektion wurden aus jeder Gruppe zwei Tiere getétet und ex vivo im FACS die Infiltration
mit humanen Zellen im Knochenmark gemessen.

Waéhrend des gesamten Versuches wurde der Zustand jedes einzelnen Tieres nach
den aufgefihrten Kriterien beurteilt (Tabelle 4-5). Die Tiere wurden im Fall von
Schmerzen oder besonderen Auffélligkeiten unter Narkose getétet, um das Leid fur

die Tiere zu minimieren.

Tabelle 4-5 Abbruchkriterien Fiir jedes Kriterium gab es entsprechend dessen Ausprdgung Punkte.
Bei Erreichen von 2 Punkten wurde der Versuch fir das Tier abgebrochen. P:Punkt

Kriterium/Auspragung Nicht vorhanden Mittel Hoch
Gewichtsverlust <10%: 0 P. 10%< x <15%: 0,5 P. >15%:2 P.
Allgemeinzustand Normal: 0 P. Beeintrachtigt:0,5 P. Deutlich beeintrachtigt: 2 P.
Futter- bzw. ) )
Normal: 0 P. Normal: 0 P. Beeintrachtigt: 2 P.
Wasseraufnahme
Infektion Keine: 0 P. Keine: 0 P. Vorhanden: 1 P.
Konjunktivitis Keine: 0 P. Gering: 0,5 P. Deutlich: 1 P.
Fell Normal: 0 P. Struppig: 1 P. entfallt
Neurologische ) ) )
. Keine: 0 P. Gering: 0,5 P. Deutlich: 2 P.
Auffalligkeiten
Bauchumfang Normal: 0 P. Gering vergroBert 1 P. Stark vergroBert 2 P.
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4.4.2. Leukamie-Entwicklung in Xenograft-Mausen

Um die Aussagekraft der Unterschiede in der Biolumineszenz und der Penetration
durch humane Zellen zu validieren, war es wichtig, dass die Ausgangssignale und
die Ausgangsverfassung der Tiere zwischen den Gruppen vergleichbar waren.
Hierzu wurden drei Tage nach Injektion der Zellen das Gewicht der Tiere sowie das
Biolumineszenz-Signal verglichen. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Therapiegruppen (Abbildung 4-27).

Vehikel

BEZ-235

cwpoos
..*.
-}

Gewicht [g]
NS

Biolumineszenz
[Photonen/sec]
L]

Vehikel BEZ-235 AC220 Vehikel BEZ-235 AC220

Abbildung 4-27 Biolumineszenzsignal und Gewicht in den Therapiegruppen zum Start der
Therapie an Tag drei nach Injektion (3 dpi). A) Biolumineszenzaufnahmen aller 24 Tiere drei Tage
nach Injektion. B) Quantifizierung des Biolumineszenzsignals und Vergleich zwischen den drei
Therapiegruppen. Der rote Balken stellt den Median der jeweiligen Gruppe dar. C) Das Gewicht aller
24 Tiere mit Anzeigen des Medians durch einen roten Balken.
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4.4.3. Leukamieausbreitung wahrend der Therapie

Am dritten Tag nach Injektion der Zellen begann die Therapie der Mause. Die
Substanzen wurden einmal taglich direkt nach Lésen der Substanzen oral tber eine
Knopfsonde verabreicht. Dies geschah Uber einen Zeitraum von 21 Tagen ohne
Unterbrechung.

4.4.3.1. In vivo-Monitoring

Um die Ausbreitung der humanen Zellen in der Maus zu beobachten, wurden die
Tiere in regelmaBigen Abstanden (siehe Abbildung 4-26) einer Messung ihres
Biolumineszenz-Signals unterzogen. In Abbildung 4-28 sind die Aufnahmen eines
reprasentativen Tieres je Gruppe gezeigt.

dpi 3 6 10 15 20

Vehikel

BEZ-235

dpi

AC-220

Abbildung 4-28 Leukédmieausbreitung in behandelten Mdusen. Das Biolumineszenzsignal der
Tiere wurde in regelmaBigen Abstdnden abgebildet. Dargestellt sind die Aufnahmen von je einem
reprdsentativen Tier aus jeder Gruppe an verschiedenen Zeitpunkten nach Injektion der Zellen. Zu
beachten sind die Skalen, die sich in der Vehikel- und BEZ235-behandelten Gruppe &dndern, nicht
jedoch in der AC220-Gruppe. dpi: Tage nach Injektion (englisch: days post injection).
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In der Vehikelgruppe war eine deutlich schnellere Ausbreitung der Leukamiezellen in
den Mausen zu beobachten. Die Therapie mit BEZ-235 verlangsamte das Wachstum
der Zellen, war jedoch nicht in der Lage, dieses komplett aufzuhalten oder die
entstandene Tumorlast zu reduzieren. In den Anfangsphasen der Therapie war der
Unterschied im Biolumineszenzsignal signifikant (Abbildung 4-29 A). Im weiteren
Verlauf glichen sich die Signale jedoch an. Die Kontrollsubstanz dieses Versuchs war
der FLT3-Inhibitor AC220. Von diesem war bereits eine hohe in vivo Aktivitat fir die
gewahlte Konzentration von 10 mg/kg Koérpergewicht in diesem Modell beschrie-
ben [79]. Die Substanz diente hier als wichtige Positivkontrolle flr die Verab-
reichungsmethode. AC220 hatte wie erwartet in diesem Modell eine sehr hohe
Effizienz. Das Tumorwachstum zeigte sich deutlich verlangsamt, wenn auch fiir diese

Substanz keine komplette Stabilisation oder eine Regression zu verzeichnen war.

4.4.3.2. Quantifizierung der Tumorlast

Eine weitere Moglichkeit die Tumorlast der Mause zu quantifizieren, stellte die
Ermittlung der humanen Zellen im murinen Knochenmark dar. Diese konnten durch
ihre GFP-Expression und durch ihre Expression von humanem CD45 (huCD45) von
murinen Zellen unterschieden werden (Abbildung 4-29). Flinfzehn Tage nach
Injektion der Zellen wurden aus jeder Gruppe zwei Mause abgetdtet, deren
Knochenmark isoliert und die Zellen mit einem CD45-Antikérper markiert. Im FACS
konnte gezeigt werden, dass der Prozentsatz humaner Zellen im Knochenmark von
Vehikel-behandelten Mausen am Hdéchsten war. Eine der beiden Mause verflgte zu
dem Zeitpunkt schon Uber 24,8% huCD45" Zellen im Knochenmark. Die beiden BEZ-
235-behandelten Tiere zeigten eine deutlich niedrigere Infiltration mit Werten von
3,5% und 4,7% humanen Zellen. Die Infiltrationsraten der AC220-behandelten
Méause betrugen lediglich 0,3% und 1,3%.
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Abbildung 4-29 Infiltration des murinen Knochenmark durch humane Zellen. A) Quantifizierung
der Biolumineszenzsignale am sechsten Tag nach Injektion (6 dpi) in der Vehikel-behandelten und in
der BEZ-235-behandelten Gruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aller
Tiere. ***p<0,001 B)+C) 15 Tage nach Injektion (15 dpi) wurden je Gruppe zwei Tiere ex vivo auf den
Prozentsatz humaner Zellen untersucht. Hierzu wurde das Knochenmark mit einem Antikdrper gegen
humanes CD45 gefarbt und im FACS analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je zwei Tieren (B)
bzw. die FACS-Profile jedes analysierten Tieres (C).

Aufgrund der reduzierten Tumorlast und der verzdégerten Ausbreitung der humanen
Zellen, lebten die mit BEZ-235- und AC220-behandelten Tiere signifikant langer als
die Tiere, die nur die Vehikelsubstanz erhielten. Dies ist dem Kaplan-Meier-Plot in
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Abbildung 4-30 zu entnehmen. Dargestellt sind nur die Tiere, die an den Folgen der
Leukamie erkrankten und daraufhin nach den in Tabelle 4-5 dargelegten Kriterien ab-

getdtet werden mussten.

*k*k

c - BEZ-235
2 ~— AC220
i)
Q50
3
X

0

0 10 20 30 40
Tage nach Injektion

Abbildung 4-30 Kaplan-Meier-Plot zur Uberlebenswahrscheinlichkeit der Tiere im
Therapieversuch. Dargestellt sind die Uberlebenskurven der drei Behandlungsgruppen. Tiere, die
nicht an den Folgen der Leukdmie gestorben sind, sind nicht dargestellt (n=20). Der graue Balken
weist auf die Behandlungszeit von 21 Tagen hin.

4.4.4. Inhibition des Signalwegs in vivo

Um zu zeigen, dass die Substanz BEZ-235 in vivo die Proteine des
PIBK/AKT/mTOR-Signalwegs inhibiert, wurden sechs Mausen erneut Zellen injiziert
und nach angewachsener Leukamie mittels FACS-Farbung die MFI Ratio von P-
S6rp, einem Zielprotein von BEZ-235, ermittelt. Zwei Mause wurden nicht therapiert,
vier Mausen wurde je 6 Stunden bzw. 24 Stunden vor der Knochenmarkisolierung,
45 mg/kg BEZ-235 oral verabreicht (Abbildung 4-31). Der P-S6rp MFI Ratio der nicht
behandelten Tiere wurde als VergleichsmaBstab mit 100% angegeben, die Ratio der
behandelten Tiere wurden dazu in Prozent angegeben. Sechs Stunden nach der
Gabe von BEZ-235 reduzierte sich die Phosphorylierungsintensitat von S6rp um
ca. 50% der basalen Intensitat. Weitere 18 Stunden spater erreichte die Intensitat
jedoch sogar deutlich mehr als das Ausgangsniveau. Es scheint zu einem
kompensatorischen Mechanismus gegen die Inhibition der PI3K und des mTORC1/2
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gekommen zu sein. Eine Verabreichung der Substanz alle 24 Stunden war daher
minimal erforderlich. Die Therapieeffekte kdnnten durch haufigere Gaben eventuell
erhéht werden. Jedoch war die Art der Verabreichung fir die Tiere ein groBer
Stressfaktor und es wurde daher auf einen Wiederholungsversuch mit haufigeren

Verabreichungen verzichtet.
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Abbildung 4-31 Nachweis der inhibitorischen Aktivitdt von BEZ-235 im murinen Knochenmark.
A) Dargestellt ist das Versuchsschema. Hierbei wurden je vier Mduse mit angewachsener Leukdmie
mit BEZ-235 behandelt und 6 Stunden bzw. 24 Stunden nach Behandlung das Knochenmark isoliert
und eine Farbung gegen P-S6rp durchgefihrt. Zwei Kontrolltiere wurden nicht behandelt.
B) Dargestellt sind die Mittelwerte aus den beiden Tieren mit Standardabweichung. Die P-S6rp MFI-
Ratio der Kontrolltiere wurde 100% gesetzt und die MFI-Ratio der behandelten Tiere im Vergleich
dazu angegeben. h: Stunde, i.v.: intravends.
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4.4.5. Vetraglichkeit der Therapie

Substanzen, die als Therapeutikum entwickelt werden, dirfen Nebenwirkungen
haben. Diese sollten jedoch den Nutzen des Therapeutikums und dessen
Einsetzbarkeit nicht zu sehr beschranken. In der Medikamentenentwicklung wird
daher die maximal tolerierbare Dosis gesucht. Fir den Therapieversuch mit
Xenograft-Mausen wurden Konzentrationen gewahlt, die fir die jeweilige Substanz in
der Literatur bereits beschrieben wurden [79, 143-145]. In diesem Modell wurde die
Vertraglichkeit bzw. die Tolerierbarkeit der Dosis anhand des Gewichtes und des
Allgemeinzustandes der Tiere beobachtet. Ein Gewichtsverlust von weniger als 10%
des Gesamtgewichts wurde als tolerierbar eingestuft. In Abbildung 4-32 sind die
Gewichtsverlaufe der drei Therapiegruppen dargestellt. In keiner der Gruppen kam
es zu Gewichtsverlusten von mehr als 10% wahrend des Therapiezeitraumes.

26 . 26 26
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Abbildung 4-32 Gewichtsentwicklung der drei Therapiegruppen wéhrend des Versuchs. Das
Gewicht der Tiere wurde regelmdBig erhoben und lber den Zeitraum des Versuchs beobachtet.
Dargestellt dpi: Tage nach Injektion.

Waéhrend des Behandlungszeitraums verstarben insgesamt vier Mause an den
Folgen der Verabreichung bzw. an Nebenwirkungen der Substanzen. Hierbei
handelte es sich um ein Tier aus der Vehikelgruppe, das unmittelbar nach der ersten
Applikation aus unbekannter Ursache verstarb. Bei den anderen drei Tieren handelte
es sich um Tiere aus der AC220-Gruppe. Diese Tiere wiesen unmittelbar nach der
Luziferase-Verabreichung im Rahmen der in vivo-Bildgebung starke innere
Blutungen auf. Beim Offnen der Bauchdecke konnten groBe Blutmengen innerhalb
des Bauchraumes dieser Tiere festgestellt werden. Es ist anzunehmen, dass diese
Tiere durch die Nadel der Spritze im Bauchraum leicht verletzt wurden. Hierbei kam

es zu einer Blutung, die sich wahrscheinlich aufgrund mangelhafter Blutgerinnung
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nicht stoppen lie und zum Tod der Tiere flhrte. In einer klinischen Studie zu AC220
in der AML ist verminderte Blutplattchenbildung, die sogenannte Thrombozytopenie,
als eine Nebenwirkung dieser Substanz beschrieben. Die Thrombozytopenie kénnte
die gestdrte Blutgerinnung der Tiere erklaren und es wirde sich demzufolge um eine
Nebenwirkung der Substanz AC220 handeln. In der Gruppe der BEZ-235 behan-
delten Tiere verstarb kein Tier an Nebenwirkungen oder Folgen der Verabreichung.

4.5. Mogliche Erklarung fur die hohe Sensitivitat der MLL-mutierten
AML

Bisher konnte keine direkte Erklarung fur den Zusammenhang zwischen MLL-
Rearrangements und Empfindlichkeit gegenlber PI3K/mTOR-Inhibition dargelegt
werden. Daher sollten im Folgenden mégliche Mechanismen untersucht werden.

4.5.1. Expression des Transkriptionsfaktors Evi-1 in MLL-rearrangierten

Patientenproben

Der Chromosomenbereich, in dem der Transkriptionsfaktor Evi-1 liegt, kann von
chromosomalen Aberrationen betroffen sein. In diesem Bereich liegen haufig
Inversionen und Translokationen vor, die dazu fuhren, dass Evi-1 in hohem MaBe
exprimiert wird. Ein beschriebenes Zielgen von Evi-1 ist die Phosphatase PTEN und
dessen Promotorregion. Die Bindung von Evi-1 in diesem Bereich fuhrt zu einer
Repression der PTEN-Transkription und somit zur Aufhebung des negativ
regulatorischen Einflusses der Phosphatase auf den PIBK/AKT/mTOR-Signalweg.
Daher wurde dessen Expression in 350 AML-Patienten mit unterschiedlichem
zytogenetischem Hintergrund mittels Microarray analysiert. Dies erfolgte in
Kooperation mit Dr. med. Tobias Herold. Das Expressionsniveau MLL-rearrangierter
Patienten liegt signifikant héher als das der Patienten mit zytogenetisch normaler
AML (CN-AML) (p<0,001) oder mit haufigen Aberrationen wie z.B. 1(8;21), t(15;17),
inv(16)/t(16;16) oder einer 5g-Deletion. Lediglich die Patienten mit inv(3) oder t(3;3)
zeigten ein vergleichbar hohes Expressionsniveau (p=0,12 fur Vergleich mit
t(9;11)(p22;923). Bei diesen handelt es sich um Patienten, die auf Chromosom 3 im
Evi-Lokus Aberrationen aufweisen. Nicht alle MLL-rearrangierten Patienten wiesen
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eine erhdhte Expression auf. Stattdessen konnten zwei Gruppen mit jeweils basaler

und erhdhter Expression unterschieden werden.
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Abbildung 4-33 Expression des MECOM-Lokus in AML-Patientenproben. In insgesamt 350 AML-
Patientenproben wurde die Genexpression des MECOM-Lokus analysiert. Zu diesem Lokus gehért
auch Evi-1. Die Patienten wurden nach verschiedenem zytogenetischem Hintergrund unterteilt und die
Expression verglichen. In blau sind alle Patienten markiert, die eine MLL-Translokation tragen. CN:
zytogenetisch normal, del:Deletion, inv:Iinversion, t:Transloaktion. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

4.5.2. Mutationen in Wachstumsfaktor-Signalwegen

Da nicht alle MLL-rearrangierten Patienten eine hohe Evi-1 Expression aufweisen,
sollten noch weitere mégliche Mechanismen einer erh6hten Sensitivitat untersucht
werden. Dabei wurde das Augenmerk auf begleitende Mutationen gelegt, die in
dieser Kohorte eventuell gehaufter auftreten und eine Sensitivitdt beglnstigen
kénnten. In 38 MLL-rearrangierten AML-Patienten wurde untersucht, welche
begleitenden Mutationen diese aufwiesen. Der Mutationsstatus von 16 Leukamie-
relevanten Genen wurde Uber ,targeted amplicon sequencing” analysiert (Auswahl
der Gene siehe Tabelle 3-12 in Material & Methoden). In 15/38 Patienten wurde eine
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Mutation in KRAS und in weiteren 7/38 Patienten eine Mutation in NRAS detektiert,
was einer Mutationshaufigkeit von 39,5% fir KRAS bzw. 18,4% fiir NRAS entspricht.
Es wurden FLT3-Mutationen in sechs Patienten (15,7%) und CBL Mutationen in zwei
Patienten (5,2%) gefunden. Andere Leukdmie-relevante Genmutationen waren in
dieser AML-Kohorte selten. In 38 Patienten wurden drei ASXL1 Mutationen, zwei
Mutationen in RUNXT und jeweils eine Mutation in SF3B1, SRSF2, TET2 und U2AF1
detektiert. In den weiteren sechs untersuchten Genen wurde keine Mutation
detektiert.

MLL-AF9 Frequenz
KRAS 39.5%
NRAS 18.4%
FLT3 15.7%
CBL 5.2%

0,

RUNX1 I I 5.2%
0

e (TN
. 0

U2AF1 I 2.6%
SRSF2 I 2.6%
SF3B1 I 2.6%
WT1 0%
NPM1 0%
IDHA1 0%
IDH2 0%
GATA2 0%
P53 0%

mutiert
wildtypisch

Abbildung 4-34 Mutationsanalysen in AML Patienten mit MLL-AF9 Translokation (n=38). Mittels
targeted amplicon sequencing wurde der Mutationsstatus von 16 Leukdmie-assoziierten Genen von
AML Patientenproben untersucht (eine Spalte reprdsentiert einen Patienten). In der duBeren rechten
Spalte ist die jeweilige Mutationsfrequenz des Gens aufgezeigt. Die mutierten Proben sind rot
hervorgehoben (sonst grau).
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Um zu COberprifen, ob die hohe Mutationsrate fir RAS und weitere
Wachstumsfaktorsignal-relevanten Gene wie FLT3 und CBL ein Charakteristikum fir
MLL-rearrangierte AML ist, wurden diese Gene in einer Gruppe von 125 CN-AML
Patienten unter Verwendung der gleichen Methode sequenziert (Abbildung 4-35). Die
Mutationsfrequenz von RAS lag in dieser Gruppe signifikant niedriger mit 31/125
mutierten Proben (24,8%; p<0,001). Betrachtet man die Verteilung genau, so zeigt
sich eine vergleichbare Mutationsrate fur NRAS (18,4% vs. 19%), jedoch eine
weitaus niedrigere Mutationsrate fir KRAS (39,5% vs. 9%, p<0,001). FLT3-
Mutationen waren in der CN-AML Kohorte signifikant haufiger vertreten (37% vs.
15,7%, p<0,05), CBL-Mutationen vergleichbar haufig zu MLL-rearrangierten Proben
5,2% vs. 5%).

CN-AML Frequenz

0%
37%
19%

9%

5%

MLL
FLT3

NRAS
KRAS
CBL

Abbildung 4-35 Mutationsanalysen in zytogenetisch normaler AML (n=125). Mittels targeted
amplicon sequencing wurde der Mutationsstatus von FLT3, RAS und CBL untersucht (eine Spalte
reprédsentiert einen Patienten). In der duBeren rechten Spalte ist die jeweilige Mutationsfrequenz des
Gens aufgezeigt. Die mutierten Proben sind in rot hervorgehoben (sonst grau).CN: cytogenetically
normal.
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4.6. Kombination der PI3K/mTORC1/2-Inhibition mit einem MEK-
Inhibitor
Die duale PISBK/mMTORC1/2-Inhibition zeigte antiproliferative und Apoptose-

induzierende Effekte in AML-Patientenproben, in murinen sowie in humanen
myeloischen Leuk&miezelllinien. Die alleinige Wirkung dieser Inhibition wére im
Patienten jedoch nicht ausreichend, um eine bestehende Leukamielast zu redu-
zieren. Dazu scheint die Abhangigkeit der Zellen von diesem Signalweg nicht groi3
genug zu sein. In der Literatur sind Resistenzmechansimen beschrieben, die sich
nach Inhibition isolierter Signalwege in der Zelle ausbilden. Darunter zum Beispiel
auch der Wechsel der Zelle auf alternative Signalwege. Daher wurde in dieser Arbeit
auch die Kombination mit einem MEK1/2—Inhibitor untersucht. Der ERK-Signalweg
ist wie der PIBK/AKT/mTOR-Signalweg auch an der Proliferation von Zellen und der
Expression anti-apoptotischer Gene beteiligt. Besonders in Zellen, die eine RAS-

Mutation aufweisen, kénnte dieser Weg eine bedeutende Rolle spielen.

4.6.1. Kreuzaktivierung des PI3BK/AKT/mTOR bzw. des ERK-Signalwegs

Auf Proteinebene wurde analysiert, ob die AML-Zelllinien MOLM-13 und THP-1 bei
einer PI3K-Inhibition auf den ERK-Signalweg ,ausweichen”. Dazu wurden die Zellen
fir 24 Stunden mit BEZ-235 bzw. AZD-6244 inkubiert und anschlieBend die
Proteinphosphorylierung von AKT, S6K sowie von ERK im Western Blot untersucht.
Gleichzeitig wurden weitere Ansatze mit einer Kombination aus BEZ-235 und dem
MEK:-Inhibitor AZD-6244 behandelt.

In Abbildung 4-36 ist das Ergebnis des Western Blots fir die Zelllinie MOLM-13 zu
sehen. Die 24-stindige Inkubation mit BEZ-235 fuhrte in allen drei Konzentrationen
zu einer Dephosphorylierung der Proteine S6K und AKT. Gleichzeitig stieg die
Phosphorylierung von ERK durch diese Behandlung konzentrationsabhangig an.
Bereits in der geringsten BEZ-235-Konzentration von 62,5 nM war eine starkere
ERK-Phosphorylierung nachweisbar. Wurden die Zellen fur 24 Stunden mit dem
MEK-Inhibitor AZD-6244 behandelt, konnte keine reduzierte Phosphorylierung von
ERK beobachtet werden. Auch in diesem Fall konnte eine starkere Phosphorylierung
des alternativen Signalweges gezeigt werden. Die Phosphorylierung von AKT stieg
durch die ERK-Inhibition an, nicht jedoch die von S6K. Kombinierte man die beiden
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Inhibitoren BEZ-235 und AZD-6244 wurde die Phosphorylierung aller drei Proteine
konzentrationsabhangig gehemmt.
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Abbildung 4-36 Inhibition von S6K und AKT und stérkere Phosphorylierung von ERK in MOLM-
13 Zellen. MOLM-13 Zellen wurden fiir 24 Stunden mit BEZ-235 (blau), AZD-6244 (gelb) bzw. beiden
in Kombination (grau) inkubiert. Aus den Zellen wurden Ganzzelllysate hergestellt und die Aktivierung
der Proteine S6K, AKT und ERK (ber Immunblot-Analyse untersucht. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin
verwendet. AnschlieBend wurde die Bandenintensitidt mittels Image J quantifiziert und der Ratio
zwischen Phospho (p)-Protein und Gesamiprotein gebildet. Gezeigt ist ein reprédsentativer Western

Blot.
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Die gleiche Behandlung wurde in einer weiteren AML Zelllinie, den THP-1 Zellen,
durchgefihrt (Abbildung 4-37). Das Ergebnis konnte in diesen Zellen bestatigt
werden. Hier war der MEK-Inhibitor AZD-6244 jedoch dazu in der Lage, die

Dephosphorylierung von ERK Uber einen Zeitraum von 24 Stunden aufrecht-

zuerhalten.
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Abbildung 4-37 Inhibition von S6K und AKT und stérkere Phosphorylierung von ERK in THP-1
Zellen. THP-1 Zellen wurden fiir 24 Stunden mit BEZ-235 (blau), AZD-6244 (gelb) bzw. beiden in
Kombination (grau) inkubiert. Aus den Zellen wurden Ganzzelllysate hergestellt und die Aktivierung
der Proteine S6K, AKT und ERK lber Immunblot-Analyse untersucht. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin
verwendet.AnschlieBend wurde die Bandenintensitdt mittels Image J quantifiziert und der Ratio
zwischen Phospho (p)-Protein und Gesamiprotein gebildet. Gezeigt ist ein reprdsentativer Western
Blot.
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Um zu Uberprifen, ob der Effekt bereits nach 6 h oder erst nach 24 h auftritt, wurde
eine Zeitkurve fur die Kreuzaktivierung der beiden Signalwege durchgeflhrt.
Abbildung 4-38 zeigt die Ergebnisse fir eine ausgewéhlte Konzentration (1 uM)
beider Substanzen und der Kombination in THP-1 Zellen.
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Abbildung 4-38 Dephosphorylierung von AKT bzw. ERK durch Behandlung mit BEZ-235, AZD-
6244 bzw. beiden in Kombination.THP-1 Zellen wurden fir 0, 6, 12 bzw. 24 Stunden mit BEZ-235
(blau), AZD-6244 (gelb) bzw. beiden in Kombination (grau) inkubiert. Aus den Zellen wurden
Ganzzelllysate hergestellt und die Aktivierung der Proteine AKT und ERK (ber Immunblot-Analyse
untersucht. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin verwendet. AnschlieBend wurde die Bandenintensitét
mittels Imaged quantifiziert und der Ratio zwischen Phospho (p)-Protein und Gesamtprotein gebildet.
Gezeigt ist die Bandenquantifizierung eines reprdsentativen Western Blots. Die gestrichelte Linie hebt
den Phosphorylierungslevel der unbehandelten Zellen hervor.
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Durch die Einzelinhibition mit BEZ-235 bzw. AZD-6244 konnte nach allen drei
gewahlten Zeitpunkten eine Dephosphorylierung der Zielproteine nachgewiesen
werden (Abbildung 4-38 A links bzw. Abbildung 4-38 B rechts). Behandelte man die
Zellen nur mit BEZ-235 zeigte sich bereits nach 6 Stunden eine starkere Phospho-
rylierung von ERK. Behandelte man die Zellen nur mit dem MEK-Inhibitor AZD-6244,
konnte eine gesteigerte Phosphorylierung von AKT erst nach 24 Stunden
nachgewiesen werden. Die Kombination aus 1 uM BEZ-235 und 1 uM AZD-6244
fihrte zu allen Zeitpunkten zu einer deutlichen Dephosphorylierung von AKT und
ERK.

4.6.2. Synergistische Effekte durch PI3K/mTOR und MEK-Inhibition

Im Western Blot zeigte sich eine Kreuzaktivierung der beiden Signalwege
RAS/RAF/MEK/ERK und PISK/AKT/mTOR durch die Hemmung des jeweils
alternativen Signalwegs. Die Kreuzaktivierung wurde durch Kombination des
PIBK/mTOR- und des MEK-Inhibitors verhindert. In Folge dessen untersuchten wir
die Effekte einer Kombination auch in einem phanotypischen Kontext (Abbildung
4-39).

Sechs humane myeloische Zelllinien wurden 72 Stunden in einer Konzentrations-
reihe von BEZ-235, AZD-6244 oder in einer Kombination beider Kkultiviert.
AnschlieBend wurde die spezifische Apoptose mittels Durchflusszytometrie
gemessen. Der MEK-Inhibitor AZD-6244 induzierte in keiner Konzentration Apoptose
in den Zelllinien. Das Ansprechen auf die Kombination war sehr heterogen in den
Zelllinien. In der héchsten gewahlten Konzentrationskombination von jeweils 4 uM
BEZ-235 bzw. AZD-6244 zeigte sich in allen Zelllinien ein Synergismus der
Substanzen, die Apoptoserate war stark erhéht. In MOLM-13, THP-1 und HL-60
Zellen zeigten niedrigere Konzentrationskombinationen von jeweils 0,25 uM BEZ-235
bzw. AZD-6244 bereits synergistische Effekte.
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Abbildung 4-39 Kombination von BEZ-235 und AZD-6244 in humanen myeloischen Leukdmie-
Zelllinien. Die Zelllinien wurden (ber einen Zeitraum von 72 Stunden mit dem PI3K/mTOR-Inhibitor

BEZ-235, dem MEK-Inhibitor AZD-6244 bzw. einer Kombination aus beiden behandelt.

lhre

spezifische Apoptose wurde nach diesem Zeitraum mittels Durchflusszytometroe bestimmt.
Synergistische Effekte wurden mittels Calcusyn berechnet und entsprechend markiert (#). Dargestellt
sind die Mittelwerte £ Standardfehler von mindestens drei unabhdngigen Versuchen.
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Eine gleichzeitige Inhibition des PISK/AKT/mTOR- und des RAS/RAF/MEK/ERK-
Signalwegs mittels BEZ-235 und AZD-6244 konnte zudem einmalig in einer priméren
AML-Probe durchgefiihrt werden (Abbildung 4-40). Bei dieser AML-Probe handelte
es sich um eine Patientenprobe mit MLL-AF10-Rearrangement und einer
KRAS G12D-Mutation.
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Abbildung 4-40 Kombination von BEZ-235 und AZD-6244 in einer primdren AML-
Patientenprobe. Die Zellen wurden im Duplett Uber einen Zeitraum von 72 Stunden mit dem
PIBK/mTOR-Inhibitor BEZ-235, dem MEK-Inhibitor AZD-6244 bzw. einer Kombination aus beiden
behandelt. Ihre spezifische Apoptose wurde nach diesem Zeitraum mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert des Dupletts.

Die Zellen wurden 72 Stunden in einer Konzentrationsreihe von BEZ-235, AZD-6244
oder in einer Kombination beider kultiviert. AnschlieBend wurde die spezifische
Apoptose mittels Durchflusszytometrie gemessen. Der MEK-Inhibitor AZD-6244
induzierte ab einer Konzentration von 1 uM spezifische Apoptose von 25%, die sich
durch die Wahl einer héheren Konzentration von 4 uM leicht auf 33% erhdhen liel3.
BEZ-235 zeigte bereits ab einer Konzentration von 250 nM eine deutliche Apoptose-
Induktion von 51%, die durch Wahl héherer Konzentrationen noch deutlich zunahm
(bis zu 70% bei 4 uM). Das Ansprechen auf die Kombination war vergleichbar mit der
in THP-1 Zellen. Ab einer Konzentration von 250 nM BEZ-235 bzw. AZD-6244
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zeigten sich bereits deutliche Mehreffekte in der Apoptose-Induktion fir die
Kombination im Vergleich zu den Einzelinhibitionen (52% spezifische Apoptose vs.
jeweils 19%). Die Induktion spezifischer Apoptose konnte durch Wahl héherer
Konzentrationen weiter gesteigert werden (90% bei Kombination von je 1 uM BEZ-
235 und 1 uM AZD-6244 vs. 32% fur 1 uyM BEZ-235 bzw. 25% fur 1 uM AZD-6244).
Eine statistische Signifikanz bzw. ein Wert fir den sogenannten ,combination index*

konnte nicht ermittelt werden, da es sich um eine einzelne Messung handelte.
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5. Diskussion

5.1. In vitro-Sensitivitat primarer AML-Blasten gegenuber
spezifischen Signalwegsinhibitoren

Ziel unserer Studie war es, die Rolle verschiedener Signalwege in der AML
aufzuzeigen. Hierzu wurden Signalwege untersucht, die im Zusammenhang mit der
Entstehung von Leukadmie beschrieben sind. Dazu gehéren sowohl Signalwege, die
wichtig zum Erhalt des Selbsterneuerungspotenzials gesunder und maligner
hamatopoetischer Stamm- und Vorkduferzellen sind (B-Catenin/Wnt, Sonic-
Hedgehog), als auch Signalwege, die zur Proliferation und zum Uberleben maligner
Zellen beitragen (PIBK/AKT/mTOR, ERK). Weitere Analysen in humanen und
murinen myeloischen Leukamie-Zelllinien und in einem Xenograft-Mausmodell

erganzen die Arbeiten mit primarem Material.

5.1.1. Etablierung des in vitro Apoptose Readout-Systems

Die Analyse primarer AML-Blasten erlaubt die dem Patienten am né&chsten
stehenden Erkenntnisse. Haufig limitiert eine diskontinuierliche Materialverfliigbarkeit
die Arbeit mit diesen Proben. Trotzdem ist es im Rahmen dieser Arbeit gelungen,
Analysen zur Ermittlung der Sensitivitdt mit 18 frischen primaren AML-
Patientenproben unterschiedlichen genetischen Hintergrunds durchzufihren. Um zu
Uberprifen, wie valide der Apoptosenachweis in diesen Analysen ist, wurden alle
Proben mit den klassischen Zytostatika Daunorubicin und AraC und dem
Multikinase-Inhibitor Sorafenib behandelt, die in der AML-Therapie zum
Standardregime gehéren. Die verwendeten Konzentrationen orientierten sich an
bereits publizierten in vitro-Daten und an Plasmalevel-Konzentrationen, die im
Rahmen klinischer Studien erhoben wurden. Um die Aussagekraft der Analysen zu
erhdhen, war es wichtig, Konzentrationen zu verwenden, die klinisch relevant sind,
d.h. im Patienten auch erreicht werden kénnen. Analog zu vorherigen Studien konnte
eine Induktion von Apoptose durch das Zytostatikum AraC in einem Grof3teil der
AML-Patientenproben hervorgerufen werden [131, 132]. Die jeweilige Antwortrate
der Zellen in beiden Studien ist miteinander vergleichbar. Auch das in der AML-

Induktionstherapie verwendete Anthracyclin Daunorubicin zeigte sich analog zu
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publizierten Daten [133, 134] in unserer Studie in den gewéahlten Konzentrationen als
stark Apoptose-induzierend. Besonders fiir AraC ist die hohe Effektivitat insofern
Uberraschend, da AraC gemdaB seiner beschriebenen Wirkungsweise nur
zytotoxische Effekte in sich teilenden Zellen verursachen kann [146]. Die Blasten
mussten demnach in vitro noch dazu in der Lage sein, sich zu teilen. Cisplatin wird
als Zytostatikum in der Therapie solider Tumore verwendet und zeigte keine
Induktion von Apoptose in AML-Blasten. Auch dies belegt die Validitdt und
Aussagekraft der Analysen. Als weitere erganzende Positivkontrolle wurde der
Multikinase-Inhibitor Sorafenib verwendet, der in soliden Tumoren aber auch in der
AML-Therapie klinische Anwendung findet. Sorafenib hemmt neben RAF-1, B-RAF
und VEGFR2 auch die Rezeptortyrosinkinase FLT3, die in der AML in mehr als 30%
aller zytogenetisch normalen (CN)-AML Mutationen aufweist. Die gewahlten
Konzentrationen wurden in verschiedenen Studien als klinisch relevant eingestuft
[131, 142] und flhrten abhangig von der Konzentration in 7-10 / 14 Patientenproben
zu einer spezifischen Apoptose von mehr als 20%. Ahnliche Resultate wurden auch
in anderen Studien erreicht. Unklar bleibt, ob Sorafenib in Patienten mit FLTS3-
Mutation héhere Effektivitat besitzt als in Patienten, die ein Wildtyp-FLT3 tragen
[147, 148]. In unserer Studie konnten wir analog zur Studie von Hu et al. eine
marginale Signifikanz fir die hbéhere Sensitivitdt von FLT3-mutierten Patienten
beobachten [131].

5.1.2. Signalwege zur Selbsterneuerung in der AML

Die Bedeutung des B-Catenin/Wnt-Signalwegs in der AML wurde in mehreren
Studien beschrieben [149]. Der Signalweg ist konstitutiv aktiviert, obwohl typische
Mutationen in Schlisselgene wie ,Adenomatous polyposis coli“ (APC) in der AML
nicht beschrieben sind [83]. Vor allem balancierte Translokationen tragen zur
Aktivierung des Signalwegs in AML-Zellen bei [81]. In einer Studie von Minke et al.
wurde in AML-Blasten ein [Csp-Wert von 0,3-0,9 uyM fir den TCF/B-catenin
Antagonisten PKF115-584 ermittelt [140]. Auch in humanen AML Zelllinien lag dieser
Wert im submikromolaren Bereich. Weitere Studien zeigten fir PKF115-584 und
andere Inhibitoren ebenfalls eine Apoptose-Induktion im submikromolaren Bereich in

neoplastischen Zellen. In unseren Versuchen konnten wir mittels PKF115-584 in 5/13
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primaren AML-Blasten eine spezifische Apoptose-Induktion von mehr als 20%
zeigen, jedoch erst bei einer Konzentration von 3,3 uM. Im Gegensatz zur Studie von
Minke et al. und Versuchen von Gandhirajan et al. in CLL-Zelllinien [139], verwen-
deten wir jedoch mit der Bestimmung apoptotischer und nekrotischer Zellen Gber
Durchflusszytometrie ein weniger sensitives ,read-out“System. In den oben
genannten Studien von Minke und Gandhirajan wurden die angegebenen ICso-Werte
mit Hilfe eines sogenannten ATP-Assays ermittelt. HierfUr wird der ATP-Gehalt der
Zellen indirekt Uber eine ATP-abhéngige Lumineszenz-Reaktion gemessen und gilt
als Nachweis metabolischer Aktivitat. Der Zusammenhang zwischen Zellwachstum,
Zellviabilitat und ATP-Verbrauch wurde von Crouch et al. [150] gezeigt.

Eine Studie von Ok et al. zeigte die aberrante Aktivitdit des Sonic-Hedgehog-
Signalwegs in der AML [151]. In der ALL wird das Selbsterneuerungspotenzial von
ALL-Zellen durch den Einsatz von Hedgehog-Inhibitoren herabgesetzt. Dies wurde in
einem Transplantationsversuch in Mausen gezeigt [152]. Inzwischen befindet sich
der Inhibitor LDE-225 in der klinischen Phase |l fir Patienten mit refraktarer bzw.
rickfalliger akuter Leukamie (Studie NCT01826214, www.clinicaltrails.gov). In vitro
Daten zu LDE-225 in hdmatopoetischen Erkrankungen gibt es bis dato keine. In
unserer Studie verwendeten wir daher Konzentrationen, die sich aus Melanom-
studien ableiteten. In der hdchsten gewahlten Konzentration von 5 uM wurde keine
Apoptose-Induktion beobachtet. Diese Konzentration fiihrt zu einer Reduktion der
.Patched” (PTCH1)-Expression, was flir eine vollstdndige Inhibition des Sonic-
Hedgehog-Signalwegs spricht [135]. ,Patched” ist der Co-Rezeptor des
~Smoothened“Rezeptors und flir die Bindung des Liganden zusténdig. Da es sich
hierbei um einen Signalweg handelt, der sich nicht als direkt Apoptose-induzierend
sondern eher erhaltend auf das Selbsterneuerungspotential zeigt [152, 153], ist
unser ,read-out“System flr einen solchen Inhibitor eventuell nur maBig geeignet,

induzierte Effekte in Zellen aufzuweisen.
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5.1.3. PIBK/AKT/mTOR-Inhibition

Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg ist einer der am Haufigsten fehlregulierten
Signalwege in menschlichen Tumoren [86-89]. Mutationen in Schllisselgenen des
Signalweges sind in soliden Tumoren sehr haufig verantwortlich fir die konstitutive
Aktivierung des Signalwegs [86, 87]. Dies kdnnen aktivierende Mutationen in der
PI3K selbst sein (z.B. PIK3CA H1047R) [87], Mutationen in der AKT-Kinase (AKT
E17K) [117] und Deletionen im negativen Regulator PTEN bzw. SHIP1 [118-120]. In
hamatopoetischen Erkrankungen sind Mutationen der PI3K, der AKT-Kinase und der
negativen Regulatoren PTEN und SHIP nur selten beschrieben [121-123, 154].
Trotzdem zeigen 50-80% aller AML Patienten eine konstitutive Aktivierung des
Signalwegs [155-158]. Zur spezifischen Inhibition einzelner Schilsselproteine
innerhalb des PIBK/AKT/mTOR-Signalwegs sind inzwischen viele kleinmolekulare
Inhibitoren entwickelt und getestet worden [156, 159, 160]. Es kommen stets neue
dazu, die sich in ihrer Spezifitdt und ihrer Wirkung auch in nanomolarem
Konzentrationsbereich weiter verbessern. In unserer Studie wurden Inhibitoren
verwendet, zu denen bereits publizierte Daten zu ihrer Wirksamkeit in anderen
Tumorentitaten verflgbar waren und die sich in der klinischen Entwicklung oder
bereits in der Zulassung befinden. Zur Einzelinhibition der AKT-Kinase wurde MK-
2206 gewahlt, ein neu entwickelter allosterischer Inhibitor der Firma Merck [136,
161, 162]. Rapamycin ist ein klassischer allosterischer Inhibitor des mTORC1, der
bereits im Rahmen seiner immunsuppressiven Wirkung fir die klinische Anwendung
zugelassen ist. Bei BEZ-235 handelt es sich um einen ATP-kompetitiven Inhibitor,
der sowohl PI3K als auch mTORC1 und mTORC2 inhibiert. Dies gelingt durch den
sehr dhnlichen Aufbau der ATP-Bindetasche der adressierten Kinasen. Die Spezifitat
dieses Inhibitors wurde in einer Studie von Maira et al. gezeigt [163].
Rezeptortyrosinkinasen wie FLT3, cKIT und VEGFR sowie Serin/Threonin-Kinasen
wie AKT werden erst in Bereichen von tber 10 uM durch die Substanz inhibiert,
wahrend der biochemische 1Cso-Wert fir die PI3K zwischen durchschnittlich 6 nM
(p110q, &, y) und 75 nM (p110B) lag.

Die drei verwendeten Inhibitoren zeigten in primaren AML-Patientenproben
unterschiedlichen genetischen Hintergrunds ein breites Spektrum zytotoxischer
Aktivitat. In Einklang mit vorherigen Studien bewirkte der duale Inhibitor héhere

zytotoxische Effekte als die Inhibition einzelner Schllisselproteine innerhalb des
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Signalwegs [112]. Wir unterteilten die Patientengruppen nach ihrem Ansprechen auf
BEZ-235 in resistente und sensitive Proben. Diese Unterteilung beruhte auf einer
Grenze von 20%-Apoptose-Induktion in der Probe. AnschlieBend korrelierten wir die
Sensitivitat mit dem genetischen Hintergrund der Proben. Auffallig war, dass alle
MLL-rearrangierten Patientenproben sensitiv gegenlber der BEZ-235-Behandlung
waren, wahrend zur Gruppe der resistenten Proben keine MLL-rearrangierte Probe
gehorte. Die Frequenz fir RAS-Mutationen lag in der sensitiven Kohorte ebenfalls
héher. Im Vergleich der spezifischen Apoptose nach BEZ-235, MK-2206 und
Rapamycin-Behandlung konnten wir zeigen, dass die Apoptose-Induktion in MLL-
rearangierten Proben tendenziell héher lag als in MLL-WT Proben. Dies war nicht auf
eine hohere Spontanapoptose in diesen Zellen zurlckzufiihren. Eine hdhere
Empfindlichkeit dieser Zellen durch eine héhere Proliferationsrate konnte durch die
Analyse der Ki67-Expression ausgeschlossen werden. Ki67 ist ein Proliferations-
marker, der in der Tumordiagnostik zur Bestimmung des proliferativen Potenzials
eines Tumors vor allem fir solide Tumore verwendet wird [164-166]. Der dabei
erhobene Ki67-,Labeling Index* beruht auf immunhistochemischen Farbungen
fixierten Tumorgewebes und ist laut einer aktuellen Studie direkt vergleichbar mit der
Ki67-Genexpression [167].

Da es bei der Verwendung von frisch isolierten AML-Blasten schnell zu
Materialengpdssen kommt, wurden weitere Studien mit Zelllinien angeschlossen.
Zudem ist es schwierig, AML-Blasten ex vivo zu kultivieren selbst wenn sie von einer
aggressiven hochproliferativen Erkrankung abstammen [168]. Substanzeffekte, die
sich als zytostatisch und weniger als zytotoxisch darstellen, kébnnen nicht untersucht
werden. AML-Blasten teilen sich ex vivo nur unter speziellen Kulturbedingungen.
Dazu gehéren z.B. die Verwendung eines murinen Stromazell-Feederlayers und die
Zugabe eines Zytokincocktails. Unter diesen optimierten Bedingungen ist es méglich,
die Zellen langere Zeit in Kultur zu halten ohne dass sie sterben, die Teilungsrate ist
hingegen mit maximal vier Teilungen in 28 Tagen noch immer sehr niedrig [168].

In humanen myeloischen Zelllinien und in einer PI3K-mutierten Brustkrebszelllinie
zeigten wir eine vollstandige Signalweginhibition in allen Inhibitor-Konzentrationen,
die fur die phanotypischen Analysen verwendet wurden. Hierbei zeigte sich eine
Dephosphorylierung von AKT in héheren (1 uM) und eine Dephosphorylierung der
S6-Kinase in vergleichsweise niedrigen Konzentrationen (ab 15,6 nM). In sechs
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verschiedenen humanen myeloischen Leukamiezelllinien, drei davon mit MLL-
Rearrangement, konnte bestatigt werden, dass Zellen, die ein MLL-Rearrangement
tragen, eine hdhere Sensitivitdt aufweisen. Dies wurde vor allem in den Apoptose-
Induktionsversuchen deutlich, in denen selbst in der héchsten Konzentration von
BEZ-235 in den MLL-wildtypischen Zelllinien nur eine sehr moderate (OCI-AML3 und
K-562) bzw. keine Apoptose (HL-60) induziert wurde. In Experimenten zur
Proliferationsinhibition wurde deutlich, dass BEZ-235 in weitaus geringeren
Konzentrationen von unter 100 nM eine deutliche antiproliferative Wirkung zeigt. Die
zytostatische Wirkung konnte in allen Zelllinien beobachtet werden, jedoch analog
zur Apoptose-Induktion, besonders in den MLL-rearrangierten Zelllinien, in denen der
ICs0-Wert deutlich niedriger lag. Chapuis et al. verdffentlichten 2010 eine in vitro
Studie zur Anwendung von BEZ-235 in der myeloischen Leukdmie und kamen zu
vergleichbaren Ergebnissen [128]. In einem 3[H]-Thymidin-Pulsexperiment wurden
ICs0-Werte von BEZ-235 im Bereich von 25 nM bis 45 nM in MOLM-14 und MV4-11
Zellen ermittelt. Eine Induktion der Apoptose wurde in vier AML Patientenproben und
in den MV4-11 Zellen beobachtet. Hier stieg die Zahl der AnnexinV*-Zellen bei einer
Konzentration von 1 pM BEZ-235 von 4% auf 53% nach 48 Stunden Inkubation.
Niedrigere Konzentrationen induzierten analog zu unserer Studie keine Apoptose in
den analysierten Zellen. Ein wichtiges Kontrollexperiment wurde in gesunden CD34"-
Zellen durchgefuhrt, in denen bei 1 uM BEZ-235 keine Apoptose induziert werden
konnte, was gegen ,off-target*“Effekte der Substanz in dieser Konzentration spricht.
Unsere Studie, sowie die Studie von Chapuis in der AML und die Studie von Schult
in der t-ALL [129], zeigt eine eher zytostatische als zytotoxische Wirkung des dualen
PIBK/mTOR-Inhibitors in der akuten Leukdmie. Chapuis et al. legen in ihrer Studie
kein Augenmerk auf den unterschiedlichen genetischen Hintergrund der Zellen und
deren Sensitivitat. Da sie, im Gegensatz zu ihren Analysen zur Inhibition des Signal-
wegs, keine Daten zur MLL-Wildtyp Zelllinie OCI-AML3 in ihren Proliferations- und in
ihren Apoptoseversuchen zeigen, kann hinsichtlich dieses Aspekts kein Vergleich zu
der Studie von Chapuis erfolgen. Auch der genetische Hintergrund der verwendeten
AML-Patientenproben ist unklar. Hier liefert unsere Studie eine wichtige Erganzung
zum mdoglichen Anwendungsspektrum PIBK/mTOR-gerichteter Therapien in der
AML.
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Im Gegensatz zur dualen PISBK/mTORC1/2-Inhibition zeigte die Einzelinhibition von
AKT durch MK-2206 deutlich schwéachere Effekte. In den primaren AML-Blasten
wurde bei einer Konzentrationen von 1-4 uM nur in wenigen Proben Apoptose
induziert. Die Zelllinien zeigten sich in diesen Konzentrationen resistent gegenlber
der Inhibition. Erst in einer Konzentration von 8 uM wirkte MK-2206 in MOLM-13 und
THP-1 Apoptose-induzierend und die Proliferation wurde signifikant gehemmt. In B-
Vorlaufer ALL-Zelllinien und prima@rem Patientenmaterial beobachteten Neri et al. erst
ab Konzentrationen von 10-15puM MK-2206 eine signifikante Reduktion der
Zellviabilitdat im MTT-Assay [138]. Diese Daten stehen gemeinsam mit unseren
Ergebnissen in starkem Kontrast zu einer in diesem Jahr veréffentlichten Studie zu
MK-2206 in praklinischer und frihklinischer Entwicklung in der AML-Therapie [137].
Konopleva et al. zeigten eine Apoptose-Induktion in AML-Zelllinien bei einer
Konzentration von 5uM und eine deutliche Proliferationsinhibition in geringeren
Konzentrationen. In den Zelllinien lagen die ICso-Werte flir MK-2206 in dieser Studie
bei 1 uM (OCI-AML3), 1,1 uM (MOLM-13), 3,9 uM (MV4-11) und 4,5 uM (THP-1).
Diese Daten sind direkt mit unseren vergleichbar, da hier das gleiche ,readout*
System, namlich die Zahlung viabler Zellen nach 72-stiindiger Inkubation, sowie die
gleichen Zelllinien verwendet wurden. Wie sich die groBe Diskrepanz zu den
Arbeiten von Konopleva erklaren lasst, bleibt unklar. Die verwendeten Zelllinien
wurden fur unsere Versuche direkt Uber die DSMZ bezogen und in ihrer |dentitat
Uber Mutationsanalysen geprift. Im Western Blot konnten wir eine vollstandige
Inhibition der AKT-Kinase in den verwendeten Konzentrationen feststellen. In der
PIK3CA-mutierten Brustkrebszelllinie MDA-MB-453 waren deutliche antiproliferative
Effekte des Inhibitors MK-2206 zu beobachten. Dies zeigt, dass es zu keinem
Problem beim Lésen und Verdinnen der Substanz kam. Héhere MK-2206 Konzen-
trationen wéaren vermutlich auch in unserem System dazu in der Lage, gréBere
antileukdmische Wirkung zu erzielen. Unklar bleibt, inwieweit hdhere
Konzentrationen der Substanz noch spezifisch aktiv gegen die AKT Kinase sind.
Dazu sind nach aktuellem Erkenntnisstand keine Daten bekannt.

Die Einzelinhibition des mTORC1 durch Rapamycin fihrte in einem Viertel der AML
Patientenproben zu einer signifikanten Apoptose-Induktion, wohingegen die gleiche
Konzentration von 1 uM in den Zelllinien sogar zu einer leichten, aber signifikanten

Verbesserung der Zellviabilitdt fihrte. Auch in den Analysen zur Zellproliferation
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zeigte sich das Zellwachstum in dem gewahlten Konzentrationsspekirum von
0,1 uM—10 pM nur méBig reduziert. Ahnlich zu MK-2206 steht dies der vollstéandigen
Dephosphorylierung der Zielproteine S6K und S6rp in diesen Konzentrationen
gegenlber. Auch hier bestatigte die Kontrollzelllinie MDA-MB-453 die prinzipielle
Wirksamkeit der Substanz. Die Inhibition des Zellwachstums korrelierte mit der
Dephosphorylierung der S6K.

Dass Einzelinhibition deutlich geringere Effektivitat als duale Inhibition zeigt, kdnnte
unter anderem an verschiedenen negativen Feedback-Schleifen innerhalb des
Signalwegs liegen. Eine bereits untersuchte ist die ,insulin-receptor-substrate-1*
(IRS-1) vermittelte Schleife [112, 113]. Durch sie kommt es bei einer Hemmung des
MTORC zu einer IGF-1 stimulierten Phosphorylierung von AKT [112]. Dies kdnnte
den positiven Einfluss geringer Rapamycin-Konzentrationen auf das Zelliberleben
erklaren.

Ziel dieser Studien war es auBerdem einen Marker zu identifizieren, der mit dem
Ansprechen auf die duale PI3K/mTOR-Inhibition korreliert. Durch Analysen der
basalen Aktivitdt des Signalwegs Uber Western Blot und FACS konnte kein
eindeutiger Zusammenhang zwischen basaler Aktivitdt des Signalwegs und dem
Ansprechen auf Signalwegsinhibition festgestellt werden. Lediglich zeigte sich ein
Trend zur héheren Phosphorylierung der AKT-Kinase und der S6-Kinase in
empfindlichen Zelllinien. Dies sollte auch in primaren Proben durchgefiihrt werden,

um validere Schlussfolgerungen treffen zu kénnen.

5.2. In vitro Sensitivitat muriner MLL-ENL*-immortalisierter Zellen

Die verwendeten humanen Zelllinien weisen neben dem MLL-Rearrangement
zusatzliche Mutationen auf (siehe Tabelle 4-4). Daher wurde eine murine Zelllinie
etabliert, die allein durch ein MLL-ENL-Rearrangement transformiert und immor-
talisiert wurde. Das retrovirale MLL-ENL Modell wurde von 1997 von Lavau et al.
etabliert und verdffentlicht und findet seitdem breite Anwendung fir verschiedene
Fragstellungen [61]. Frisch isolierte murine Knochenmarkszellen wurden dafir mittels
Retroviren transfiziert und deren transformierendes Potenzial anschlieBend Uber
Replattierungen in Methylzellulose-haltigem Medium Gberprift. Die Zellen waren
dazu in der Lage, nach jeder neuen Plattierung in diesem Medium Kolonien aus
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unreifen myeloischen Vorlauferzellen zu bilden, die Transformation verlief erfolgreich.
Die Expression des Fusionstranskripts konnte tber RT-PCR nachgewiesen werden.
Die Anzahl an gebildeten Kolonien nach drei Replattierungen war in unserem
Versuch vergleichbar mit der Anzahl an Kolonien, die in anderen Studien zu MLL-
ENL und MLL-AF9 genannt wurden [53, 61, 169]. Passend zu ver6ffentlichten Daten
[169-172] exprimierten die Zellen die Marker cKIT und den spezifisch myeloischen
Marker Mac-1, zeigten jedoch keine Expression des lymphatischen B-Zell-Markers
B220 auf der Oberflache. Nach drei Replattierungen wuchsen die Zellen in Sus-
pensionskultur und konnten zum Test auf Fortbestand ihres Selbst-
erneuerungspotenzials erneut mit oder ohne Inhibitoren ausplattiert werden. Das
Selbsterneuerungspotenzial definiert sich Uber die Anzahl an gebildeten Kolonien
und war durch die duale Inhibition deutlich eingeschrankt. Vergleichbar mit den
Ergebnissen in  humanen myeloischen Leukdmiezelllinien wurde in den
immortalisierten Zellen Apoptose induziert, jedoch nur im Fall dualer PI3BK/mTOR-
Inhibition. Die Proliferation wurde sowohl durch duale Inhibition als auch durch
alleinige mTORC1-Inhibition signifikant reduziert. Letzteres steht in Kontrast zu den
Proliferationsdaten in humanen myeloischen Zelllinien, in denen keine Proliferations-
inhibition erfolgte. Die AKT-Inhibition alleine scheint nicht dazu in der Lage zu sein,
die Proliferation der Zellen zu beeinflussen. Eventuell hatten auch hier hdhere
Konzentrationen des AKT-Inhibitors MK-2206 einen Effekt ausgelést. Da die
hergestellten murinen Zelllinien in Kultur in Abhangigkeit von IL-3 wachsen, kénnten
die starken Effekte der PIBK/mTOR-Inhibition auch teilweise der Hemmung des
essentiellen IL-3-Rezeptor-Signalwegs geschuldet sein. Der Hauptmechanismus der
Signalweiterleitung nach Bindung von IL-3 ist neben der Aktivierung des JAK/STAT5-
Signalwegs, auch die SH2/RAS/ERK und die PISK/AKT/mTOR-Aktivierung [173].
Zum Vergleich wurden die Experimente daher auch mit der IL-3 abhangigen murinen
pro-B Zelllinie BA/F3 durchgefihrt. Wahrend die Proliferation in nahezu gleichem
MaB reduziert wurde, wies die Apoptose eine Spezifitdit fir die MLL-ENL-
immortalisierten Zellen auf. Insgesamt schienen die antileukdmischen Effekte des
dualen Inhibitors und Rapamycins selektive Effekte gegen MLL-rearrangierte

Leukamie darzustellen.
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5.3. In vivo Aktivitat des dualen PI3K/mTOR-Inhibitors im Xenograft
Mausmodell

Die antitumorale Wirkung von BEZ-235 in vivo wurde in verschiedenen
Mausmodellen mit soliden Tumoren gezeigt [144, 163, 174, 175]. In der Mehrzahl
dieser Studien wurden subkutane Mausmodelle verwendet, in denen Zelllinien der
jeweiligen Tumorentitat oder primares Tumormaterial [145, 176] subkutan in immun-
komprimierte Nacktmause oder NSG-Mause injiziert werden. Das Tumorwachstum
kann in diesen Modellen relativ leicht anhand des Tumordurchmessers ermittelt
werden, die hohe Praktikabilitat ist der groBBe Vorteil dieser Modelle [177, 178]. Die
Lokalisation der Tumorzellen, die Umgebung und die Biologie des Tumors bleiben
jedoch hoch artifiziell. Daher etablierten wir flr unser Therapiemodell ein orthotopes
Xenograft-Mausmodell. Hierbei werden priméare Patientenproben oder leukamische
Zelllinien intravends in eine immunkomprimierte Mausstammlinie, wie NSG,
verabreicht. Flr die AML und ALL gezeigt, verbreiten sich diese Zellen im Kérper der
Maus &hnlich einer Leukamie im Menschen [179, 180] mit bevorzugtem Anwachsen
im Knochenmark mit Ausschwemmung ins periphere Blut und in die lymphatischen
Organe wie Milz und Leber. Da diese Tumore systemisch und nicht lokal unter der
Haut lokalisiert sind, ist der Nachweis der Tumorlast im lebenden Tier in diesem
Modell durch reines Tasten nicht mdglich. Die Tumorzellen missen vor ihrer Injektion
genetisch manipuliert werden. Durch lentivirale Transduktion gelingt die Expression
von GFP und eFFLuc in den Leukamie-Zellen, was ein in vivo-Bildgebungsverfahren
ermoglicht [181-183]. Der groBBe Vorteil ist die sehr niedrige Sensitivitatsschwelle, bei
der je nach Wahl der Luziferase unter 1.000 Zellen in der Maus detektiert werden
kénnen [181]. Das hier verwendete Modell beruhte nicht auf dem Einsatz primarer
Blasten sondern der humanen MLL-AF9'/FLT3-ITD" Zelllinie MOLM-13. Die Zellen
wuchsen bevorzugt im Knochenmark an, bevor sie ins periphere Blut aus-
geschwemmt wurden und anschlieBend weitere Organe infiltrierten. Die Behandlung
mit BEZ-235 begann drei Tage nach Injektion der Zellen zu einem Zeitpunkt, an dem
bereits eine vergleichbar groBe Tumorlast in allen Tieren mittels Biolumineszenz zu
detektieren war. Trotz der eher niedrigen Tumorlast, zeigte sich das Auswachsen der
Leukamie zu Beginn des Therapiefensters zwar verzdgert, die Substanz war jedoch
nicht dazu in der Lage, eine bereits manifestierte Tumorlast zu reduzieren. Dieses

Ergebnis steht in Einklang zu der Mehrzahl der veréffentlichten Daten aus in vivo
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Studien zu soliden Tumoren, in denen das Voranschreiten des Tumorwachstums
zwar reduziert wurde, jedoch nie komplett aufgehalten oder der Tumor zurlck-
gedrangt werden konnte [184-186]. Kim et al. beobachteten in einem pleomorphen
Sarkom-Mausmodell groBe Unterschiede in der Wirksamkeit von BEZ-235 in
Abhangigkeit der initialen TumorgréBe [175]. Sie empfehlen eine Anwendung von
BEZ-235 nur im Rahmen einer minimalen Resterkrankung, in der eine sehr geringe
Tumorlast vorhanden ist. Vermutlich ist die PISBK/mTOR-Inhibition nicht ausreichend,
um eine Regression etablierter Tumore herbeizufiihren. Studien zur Inhibition des
Signalwegs mittels immunhistochemischen Farbungen an fixiertem Tumormaterial
deuten auf ein Maximum der BEZ-235 Aktivitat 1—6 Stunden nach Verabreichung hin.
Nach 24 Stunden hingegen ist ein kompletter Rickgang der Signalwegsinhibition zu
verzeichnen [163, 176]. Diese Daten wurden auch in unserem Modell Gber ex vivo
Farbungen gegen P-S6rp im Knochenmark bestatigt. Nach einer 50%-Inhibition des
P-Sérp Signals im FACS 6 Stunden nach Verabreichung lag die Aktivitat 24 Stunden
nach Verabreichung sogar héher als in den unbehandelten Tieren. Dies deutet auf
eine Art Kompensationsmechanismus hin, durch den die Zelle der Inhibition
gegensteuert. Es ist bekannt, dass die Phosphorylierung von Sérp auch durch ERK-
abhangige Kinasen wie p90RSK erfolgt [114]. Maira et al. stellten in einem
subkutanen Prostata-Mausmodell eine sehr schnelle Aufnahme der Substanz in der
Leber fest. In ihren pharmakokinetischen Analysen erreichte die Substanz einen
,Steady-stateLevel von 0,6 uM nach drei bis finf Tagen bei taglicher Verabreichung
[163]. Laut unseren in vitro Daten ware diese Konzentration ausreichend, um in der
verwendeten Zelllinie eine komplette Proliferationsinibition zu erzielen. Wie hoch die
Konzentration in den Tumorzellen ist, ist bei gleicher Verabreichungsdosis zwischen
subkutanen und orthotropen Xenograft Modellen jedoch nur schwer vergleichbar, da
die Lokalisation des Tumors und die Stelle der Substanzverabeichung sich
unterscheiden. Rahmani et al. veréffentlichten 2013 eine Studie, in der sie eine in
vivo Testung von ABT-737 und von BEZ-235 unter Verwendung eines U937-
abgeleiteten Xenograftmodells durchfiihrten. In ihrer Studie zeigte BEZ-235 alleine
keine signifikante Verzdgerung des Tumorwachstums. Da wir in unseren Studien
jedoch zeigen konnten, dass nicht alle myeloischen Leukamie-Zelllinien eine
Sensitivitat gegenidber BEZ-235 aufweisen, sind die Unterschiede vermutlich in der
verwendeten Zelllinie begrindet. Die Zelllinie U937 stammt zudem nicht von einer
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myeloischen Leukadmie sondern von einem Lymphom mit Expression myeloischer
Marker ab. Als Kontrolle fir die orale Verabreichungsform verwendeten wir in unsere
Studie AC220, einen selektiven FLT3-Inhibitor [75-79]. Da die MOLM-13 Zelllinie
eine FLT3-ITD Mutation tragt, konnten starke Effekte dieser Substanz erwartet
werden. In einem MV4-11 abgeleiteten subkutanen Modell wurde die starke in vivo-
Aktivitat far die verwendete Dosis von 10 mg/kg Kérpergewicht bereits gezeigt [79]
und auch in unserem Modell bestatigt. Der FLT3-Inhibitor zeigte in unserer Studie
zwar eine deutliche Reduktion der Leukamieprogression, konnte jedoch die
Leukéamie ebenfalls nicht vollstdndig aufhalten. Langer andauernde Therapien mit
AC220 oder Sorafenib erzeugen in FLT3-ITD" Zellen haufig Resistenzmutationen in
definierten Bereichen des FLT3-Gens, was fir die klinische Anwendung groBBe
Probleme bereitet [187, 188]. In unseren Zellen konnten wir keine der bekannten
Resistenzmutationen im FLT3-Gen feststellen (nicht gezeigte Daten). Die Therapie
mit BEZ-235 wurde von den Mausen trotz taglicher oraler Gabe Uber einen Zeitraum
von 21 Tagen ohne Pause gut toleriert. Fir die Behandlung mit AC220 hingegen
konnten Nebenwirkungen beobachtet werden. Wéhrend das Gewicht unveréndert
blieb, verloren wir innerhalb der 21 Tage drei Tiere durch abdominale Blutungen. In
den klinischen Phasen | und Il wurde Thrombozytopenie als eine der haufigsten Grad
3/4 Nebenwirkungen in 15-21% der AC220-behandelten Patienten beobachtet
[75, 77]. Es ist anzunehmen, dass die Tiere aufgrund mangelnder Gerinnungs-
fahigkeit durch die Einstichstelle der Nadel bei intraperitonaler Luziferin-
verabreichung verblutet sind. Da in dieser Studie keine Blutentnahmen fiir die
Bestimmung von Gerinnungsfaktoren durchgefiihrt wurden, bleibt die Annahme
spekulativ.

5.4. Verschiedene Mechanismen zur erhohten Sensitivitat MLL-
rearrangierter Proben

In myeloischen Zelllinien konnten wir eine héhere AKT-Phosphorylierung in MLL-
rearrangierten Zellen im Vergleich zu MLL-Wildtyp Zellen nachweisen. Dies wurde in
einer kurzlich veréffentlichten Studie von Kampen et al. ebenfalls beschrieben [189].
Uber Proteom-Profiling identifizierten sie in ihrer Studie im ersten Schritt
Proteinaktivierungsprofile MLL-rerrangierter AML (n=9) im Vergleich zu gesundem
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Knochenmark (n=5). Diese wurde in einem zweiten Schritt mit nicht-MLL-rearrangier-
ten AML-Proben (n=5) verglichen, um die Spezifitdt fir das MLL-Rearrangement
aufzuzeigen. Hier fanden sie spezifische Phosphorylierungsmuster fir AKT, CREB,
RSK, STAT3 und MEK. Inzwischen gibt es einige wenige Studien, die einen
moglichen Zusammenhang zwischen MLL-Rearrangements und der Aktivitdt des
PIBK/AKT/mTOR-Signalwegs aufzeigen. Ein beschriebener Mechanismus ist die
Uberexpression des Proto-Onkogens Evi-1. Der Transkriptionsfaktor Evi-1 ist auf
Chromosom 3 lokalisiert und spielt eine nachgewiesene Rolle in der Leukdmogenese
MLL-rearrangierter AML [190-192]. Die Uberexpression wird héaufig durch
Translokationen und Inversionen des Chromosoms 3 verursacht und ist assoziiert mit
einer schlechten Prognose [193]. In einer groBen Patientenkohorte wurde eine Evi-1-
Uberexpression in 43% aller MLL-rearrangierter AML-Patienten gezeigt. Uber
Microarray-Analysen bestatigten wir eine signifikante Uberexpression in 38 MLL-
rearrangierten Patientenproben im Vergleich zur Evi-1-Expression anderer zyto-
genetischer Gruppen. Yoshimi et al. demonstrierten in einem Mausmodell, dass Evi1
ein direkter Regulator der PTEN-Expression ist und diese bei Uberexpression
hemmt. Somit wird die negative Regulation des PISK/AKT/mTOR-Signalwegs durch
Evi-1 aufgehoben [190]. In vivo wurden Evi-1* leukdmische M&use fir die Behand-
lung mit Rapamycin sensitiviert. Neben dem Mechanismus einer PISBK/AKT/mTOR-
Aktivierung Uber Evi-1 verfolgten wir zudem die Hypothese, dass begleitende
Mutationen, die zur Aktivierung von Wachstumsfaktor-Signalwegen flhren, eine
gesteigerte Sensitivitdt MLL-rearrangierter AML hervorrufen kdénnten. Mutationen in
der kleinen GTPase RAS sind in der AML mit einer Frequenz von ca. 11% (NRAS)
bzw. 5% (KRAS) beschrieben worden [194, 195]. In unseren Analysen konnten wir
eine héhere Frequenz in zytogenetisch normaler AML feststellen, die durch die Wahl
alternativer Sequenziermethoden zu erklaren ist. In vorherigen Studien wurden
Mutationen Uber Sanger-Sequenzierung ermittelt, die eine weitaus geringere Tiefe
erreicht und mit der es nicht mdglich ist, Allelfrequenzen von unter 10% zu
detektieren. Im ver6ffentlichten Cancer Genome Atlas wurden die Mutationsdaten
tber Exomsequenzierung erhoben [194]. Hierbei wird im Gegensatz zu unserer
Amplicon-basierten Methode das gesamte Exom sequenziert, dies jedoch auch mit
einer geringeren Sequenziertiefe. Der Unterschied der RAS-Mutationsfrequenz
zwischen zytogenetisch normaler AML und MLL-rearrangierter AML war deutlich und
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fir die AML in Erwachsenen zu dem Zeitpunkt nicht bekannt. In spateren Studien
von 2012 und 2013 wurde die RAS-Mutationsrate in MLL-rearrangierter AML
bestéatigt [196, 197]. Wir fanden Mutationen in den klassischen Hotspot-Exonen
12,13 und 61. Diese Mutationen sind als aktivierende Mutationen beschrieben
[195, 198-202]. Aktivierte RAS-GTPasen bleiben unabhangig von aktivierten
Rezeptor-tyrosinkinasen in einem GTP-gebundenen Zustand und aktivieren neben
dem RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg den PISK/AKT/mTOR-Signalweg. Welcher
Signal-weg im jeweiligen Zustand dominiert, ist nicht genau geklart. Beide
Signalwege ergdnzen sich in ihrer Proliferation-und Uberlebensunterstiitzenden
Wirkung in der Zelle. Patienten, die ein MLL-Rearrangement und eine RAS-Mutation
tragen, kénnten daher von gerichteter Therapie gegen den PI3K-Signalweg
profitieren, da sie aufgrund des genetischen Hintergrunds von diesem Signalweg

abhangiger sind als andere Zellen.

5.5. Kreuzaktivierung des RAF/MEK/ERK-Signalwegs

Der duale Inhibitor BEZ-235 war in vivo in der Lage, die Leukdmieausbreitung zu
Beginn des Therapiefensters zu verzdégern, konnte eine manifestierte Tumorlast
jedoch nicht mehr reduzieren. In Absatz 5.3. wurde bereits dargelegt, dass
Resistenzmechanismen bei zielgerichteten Therapien auftreten kénnen, die den
Einsatz dieser Substanzen in der klinischen Anwendung als Monotherapie
erschweren. Ein inzwischen gut untersuchtes Beispiel sind die in Absatz 5.3.
erwahnten Resistenzmutationen im FLT3-Gen, die durch Monotherapie mit einem
FLT3-Inhibitor entstehen und in der klinischen Anwendung zu Problemen flhren.
Neben der Entwicklung von Resistenzmutationen besitzen Krebszellen auch andere
Resistenzmechanismen. In einer Brustkrebsstudie wurde beschrieben, dass die
Behandlung mit BEZ-235 zu einer erhéhten JAK2/STATS5-Aktivierung fihrt, die der
PIBK/mTORC1/2-Inhibition entgegensteuert und die Proliferationsfahigkeit der Zelle
aufrechterhalt [203]. Wir fanden ahnliche Mechanismen auch in myeloischen Zell-
linien. Uber Western Blot Analysen konnten wir zeigen, dass eine mehrstiindige
Inkubation mit BEZ-235 in myeloischen Leukamiezelllinien zu einer gesteigerten
Aktivierung von ERK fihrt. Diese war konzentrations- und zeitabhangig zu
beobachten. Umgekehrt erhdhte die Inhibition des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwegs
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auch die Phosphorylierung von AKT. Die Zellen sind dazu in der Lage, unter
Inhibition ihres préaferentiellen Signalwegs auf den alternativen Signalweg zu
wechseln, um ihr Proliferationspotenzial aufrechtzuerhalten. Dies kénnte eine
mogliche Erklarung fir die limitierte Wirksamkeit von Inhibitoren eines Signalwegs
geben. Aufgrund dieser Tatsache vermuteten wir einen Mehreffekt der
PIBK/mTORC1/2-Inhibition, wenn diese mit einem MEK-Inhibitor kombiniert wird.
Uber Western Blot konnten wir zeigen, dass die Kombination beider Substanzen eine
Kreuzaktivierung verhindert. Analog dazu zeigte die Kombination in einigen Zelllinien
auch eine deutlich synergistische Wirkung in den Apoptoseversuchen. Hier konnten
keine Unterscheide zwischen MLL-rearrangierten und MLL-Wildtyp Zelllinien
festgestellt werden. Dies bedeutet, dass auch Zelllinien, die nicht empfindlich
gegenulber einer PI3BK/mTOR-Inhibition sind, durch eine Kombination mit dem MEK-
Inhibitor  sensitiviert werden  kdnnen. Unterschiedliche Zelllinien  haben
unterschiedliche  Praferenzen flr proliferations- und Uberlebensférdernde
Signalwege, nutzen jedoch nie ausschlieBlich einen davon. Aufgrund limitierter
Materialverfligbarkeit konnte bisher nur in einer primaren AML-Patientenprobe eine
Kombinationsstudie erfolgen. Die Analyse weiterer Patientenproben wére eine

wichtige Ergédnzung zu den humanen Zelllinien.
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6. Ausblick

Wie in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben, handelt es sich bei der AML um eine
sehr heterogene Erkrankung, die sich in ihrer Prognose flr den einzelnen Patienten
stark unterscheiden kann. Die Prognose ist abhangig von Faktoren wie dem Alter
und den zytogenetischen und molekulargenetischen Aberrationen. Trotz der groBen
Heterogenitat wird die Mehrheit der Patienten nach einem gemeinsamen
Standardschema therapiert. Die ,personalisierte Therapie“ will dies andern. Die
Erkenntnis UOber Oberflachenmarker, Genexpressionsmuster und genetischem
Hintergrund des Patienten soll nicht nur zur Erstellung einer Diagnose und der
Prognose genutzt werden, sondern soll es ermdéglichen, die Therapie an den
Patienten anzupassen und an diesen Merkmalen auszurichten. Bei soliden Tumoren
finden sich bereits einige VorstéBe in diese Richtung. Brustkrebspatienten, die eine
Uberexpression des EGF-Rezeptors HER2 auf der Oberfliche der Tumorzelle
aufweisen, werden Uber eine Immuntherapie mit dem HER2-Antikérper Herceptin®
behandelt. Dieser kann in Kombination mit einer Chemotherapie oder als alleiniger
Wirkstoff verabreicht werden [204, 205]. Ahnlich dazu kénnen Patienten mit
Darmkrebs, bei denen eine Uberexpression des EGFR nachweisbar ist, mit dem
Antikérper Erbitux® behandelt [206]. Im Lungenkrebs sind Aberrationen im FGFR
haufig. Neuste Studien zeigen, dass der Wirkstoff PD173074 diese Zellen gezielt
adressiert [207, 208]. Bei Erkrankungen des hamatopoetischen Systems ist das
Medikamt Gleevec® das prominenteste Beispiel. CML-Patienten mit einer konstitutiv
aktivierten ABL-Kinase werden als Erstlinientherapie mit diesem spezifischen
Inhibitor therapiert [72, 73]. Haufige Ziele personalisierter Therapien sind
Oberflachenrezeptoren, die konstitutiv aktiviert oder Uberexprimiert sind. Aber auch
abwarts gelegene Proteine kénnen eine Zielstruktur flr Therapien darstellen. Der
PIBK/AKT/mTOR-Signalweg stellt neben dem RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg ein
Beispiel dar. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass eine konstitutive Aktivierung
dieses Signalwegs in der AML zu beobachten ist. Die in dieser Arbeit durchgefihrten
Studien bestatigten dies. Primare AML-Blasten sowie murine und humane
myeloische Leukamie-Zelllinien mit MLL-Rearrangements zeigten ein stark
reduziertes Wachstum und die Initiation des Zelltods, wenn sie mit dem dualen
PIBK/mTOR Inhibitor BEZ-235 behandelt wurden. In vivo zeigte die Substanz bei
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taglicher oraler Verabreichung im Mausmodell ebenfalls antileukdmische Wirkung.
Es war jedoch nicht mdglich, eine bereits vorhandene Tumorlast zurlickzudrangen,
lediglich ein verlangsamtes Wachstum konnte erreicht werden. Leukdmie wird jedoch
meist erst diagnostiziert, wenn im Patienten bereits eine sehr hohe Tumorlast
vorliegt. Vermutlich ware BEZ-235 nicht dazu in der Lage, die Tumorlast in dem
MaBe zu reduzieren, wie es einer Chemotherapie gelingt. Als Erstlinientherapie ware
der Wirkstoff daher ungeeignet. Hochdosis-Chemotherapie verhilft jungen AML-
Patienten zu einem besseren Ansprechen und erh6htem Langzeitiberleben, altere
Menschen tolerieren die hohen Dosen haufig nicht mehr. Eine Kombinationstherapie
von BEZ-235 mit Zytostatika ware denkbar. In der ,minimal residual disease“ (MRD) -
Situation zeigt sich der Patient in der morphologisch kompletten Remission, residuale
Tumorzellen existieren jedoch h&ufig noch und fihren zum Ruckfall der Erkrankung.

Auch in diesem Fall sind Einsatzmdglichkeiten flr diesen Inhibitor denkbar.
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7. Zusammenfassung

In  der akuten myeloischen Leukdmie (AML) sind wachstums- und
Uberlebensférdernde Signalwege der Zelle als Folge molekulargenetischer und
zytogenetischer Aberrationen haufig fehlreguliert. Der PISK/AKT/mTOR-Signalweg
ist ein Beispiel fir einen Signalweg, der in vielen Tumorentitaten eine Rolle spielt und
auch in der AML zeigen 50-70% aller Patienten eine konstitutive Aktivierung dieses
Signalwegs. Daher stellt er eine vielversprechende Angriffsstelle flr zielgerichtete
Therapien dar. In der vorliegenden Arbeit wurde die Relevanz des PI3K/AKT/mTOR-
Signalwegs in der AML untersucht. Hierbei wurden sowohl in vitro als auch in vivo
Analysen durchgeftihrt. In primaren AML-Blasten sowie in murinen und humanen
AML-Zelllinien konnte ein groBes Spekirum zytotoxischer Wirkung far
kleinmolekulare Inhibitoren von AKT (MK-2206), mTORC1 (Rapamycin) und des
dualen PI3K/mTOR-Inhibitors (BEZ-235) beobachtet werden. Der duale Inhibitor
zeigte im Vergleich zu den Einzelinhibitoren in allen Modellsystemen die gréBte
Aktivitat. Besonders solche Proben, die ein MLL-Rearrangement trugen, zeigten sich
sensitiv gegentber dem dualen PISBK/mTOR-Inhibitor BEZ-235. Unter Verwendung
eines AML-Xenograft-Mausmodells als in vivo-Behandlungsmodell konnten das
Tumorwachstum sowie die Tumorlast signifikant reduziert und das Uberleben der
Tiere insgesamt verlangert werden. Zur n&heren Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen MLL-Rearrangements und erhdhter Sensitivitat
gegeniiber BEZ-235 wurde in 38 MLL-AF9" AML-Patientenproben und in 125 AML-
Patientenproben mit normalem Karyotyp (NK) ein sogenanntes , Targeted amplicon
sequencing“ zur Detektion Leuk@mie-relevanter Mutationen durchgefihrt. In 76% der
Patienten waren zusatzliche Mutationen in Genen detektierbar, die im
Zusammenhang mit der Wachstumsfaktors-Signalgebung eine Rolle spielen
(darunter Mutationen in RAS, FLT3 und CBL). Besonders auffallig war die groBe
Haufigkeit an RAS-Mutationen, die in der MLL-AF9'-Kohorte mit 58% signifikant
héher lag als in der Kohorte mit NK-AML (25%). Die Assoziation der MLL-
Rearrangements und der hohen Mutationsrate in Genen, die wichtige Funktionen in
der Wachstumsfaktor-Signalgebung spielen, kénnte eine Erklarung fir die hohe
Sensitivitat gegenuber kleinmolekularen Inhibitoren gegen den PI3K-Signalweg sein.
Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass Patienten mit einem MLL-

127



Zusammenfassung

Rearrangement eine hohe Expression des Proto-Onkogens Evi-1 aufweisen. Im Falle
einer Uberexpression aktiviert der Transkriptionsfaktor Evi-1 den PI3K/AKT/mTOR-
Signalweg Uber die direkte Repression von PTEN. In der Vergangenheit zeigten
verschiedene Studien mit kleinmolekularen Inhibitoren, dass die Zellen Uber
verschiedene Resistenzmechanismen verflgen, darunter Resistenzmutationen oder
eine verstarkte Signalgebung UOber alternative Signalwege. In humanen AML-
Zelllinien konnte in dieser Arbeit eine Kreuzaktivierung des RAS/RAF/MEK/ERK-
Signalwegs nach Behandlung mit BEZ-235 beobachtet werden. Umgekehrt war die
Signalgebung tber den PIBK/AKT/mTOR-Signalweg erhéht durch Inhibition von MEK
mit dem Inhibitor AZD-6244. Eine Kombination von BEZ-235 und AZD-6244 war
dazu in der Lage, die Kreuzaktivierung aufzuheben und hoch synergistische Effekte
in der Induktion von Apoptose hervorzurufen. In einer primaren AML-Patientenprobe
mit MLL-AF10-Rearrangement und einer KRAS G12D-Mutation konnte dies bestatigt
werden. Die Ergebnisse dieser Arbeiten weisen einen potenziellen therapeutischen
Nutzen der PISBK/AKT/mTOR-Inhibition in der AML auf, besonders fiir die Kohorte mit
MLL-Rearrangement und zusatzlicher Mutation in einem Gen, das fir die
Wachstumsfaktor-Signalgebung wichtig ist. Die Kombination mit Substanzen, die
alternative Signalwege wie z.B. den ERK-Signalweg inhibieren, kénnte die thera-
peutische Aktivitat PIBK/AKT/mTOR-gerichteter Therapien in der AML noch weiter

verbessern.
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8. Abstract

In acute myeloid leukemia (AML), several signaling pathways are deregulated as a
consequence of mutations and cytogenetic abnormalities. Among them is the
PIBK/AKT/mTOR signaling axis which is constitutively activated in 50-70% of all AML
patients. Thus, this signaling axis is seen as a promising target for improved targeted
therapies. In this thesis, the relevance of the PIBK/AKT/mTOR axis in AML was
examined using in vitro and in vivo models. By analyzing primary AML samples,
human and murine myeloid leukemia cell lines, a wide spectrum of cytotoxic activity
for single small molecule inhibitors of AKT (MK-2206), mTORC1 (Rapamycin) and of
a dual PISBK/mTORC1/2 inhibitor (BEZ-235) was observed. Especially cells carrying
an MLL-rearrangement had a high sensitivity towards dual PIBK/mTORC1/2-
inhibition. Using an AML xenograft mouse model as an in vivo treatment model,
significantly delayed tumor progression, reduced tumor load and prolonged survival
in mice treated with a dual PISBK/mTOR inhibitor was observed. Targeted amplicon
sequencing was performed in 38 MLL-AF9 rearranged AML patient samples and
125 cytogenetically normal-(CN-) AML patient samples. In 76% additional mutations
in growth factor-signaling (GFS)-related genes (such as RAS, FLT3 and CBL) were
found. Especially mutations in RAS occurred in a high frequency of 58% compared
with 25% in CN- AML patient samples. The association of MLL-rearrangements and
the high frequency rate for mutations in GFS-related genes could explain a higher
sensitivity of MLL-rearranged samples. By microarray analysis we detected a high
expression of the proto-oncogene Evi-1, which, if it is overexpressed, activates
PIBK/AKT/mTOR signaling. In myeloid leukemia cell lines we observed a cross-
activation of RAS/RAF/MEK/ERK-signaling after BEZ-235 treatment. Vice-versa,
PIBK/AKT/mTOR signaling was increased after treatment with the MEK-inhibitor
AZD-6244. Combination treatment with both BEZ-235 and AZD-6244 could
overcome this cross-activation and highly synergistic effects in apoptosis could be
observed. Those data were also confirmed in one patient sample carrying an MLL-
AF10-rearrangement and an additional KRAS G12D mutation. Our data implicate a
possible therapeutic benefit of PISBK/AKT/mTOR inhibition in AML especially in the
MLL-rearranged and GFS-mutated subgroup. Combination of PI3BK/mTOR inhibitors
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with drugs inhibiting rescue pathways such as the ERK pathway could improve the
therapeutic efficacy of targeted therapies in AML.
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10. Anhang

10.1. Abkirzungsverzeichnis

5-FU 5-Fluoruracil

a Anti, Alpha

A Ampére, Alanin

abnl abnormal

ad auffillen auf

AKT Protein Kinase B

ALL akute lymphoblastische Leuamie

AML akute myeloische Leukamie

APC Allophycocyanin

ATCC engl. ,American Type Culture Collection”
ATP Adenosintriphosphat

B Beta

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

CBF engl. ,core binding factor”

CBL engl. ,casitas B-lineage lymphoma protein”
CBP engl. ,CREB-Binding Protein*

C/EBPa engl. ,CCAATT/enhancer binding protein a”
CLL chromische lymphatische Leukamie

CML chronische myeloische Leukamie

Cyp33 Cyclophilin 33

del Deletion

dest destilliert

DMEM engl. ,Dulbecco’s Modified Eagle Medium”
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA engl. ,deoxyribonucleid acid”

DNMT DNA Methyltransferase

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
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DOT1L
DSMZ

ECL
EDTA
eFFLuc
EGFR
ELN
ERK
F
FAB
FACS
FGFR
FITC
FKS
FLT3

fwd

g

GFP
GM-CSF

H.O
HBS
HDAC
Hox
HRP
IGF

inv
IL-3

IL-6
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engl. ,DOT1-like “

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH

engl. ,enhanced chemoluminescence”
Ethylendiamintetraessigsaure

eng. ,enhanced firefly luciferase”

engl. ,epidermal growth factor receptor”
engl. ,european leukemia net”

engl. ,extracellular signal-regulated kinases*
FACS

engl. ,Frensh-American-British”

engl. ,fluorescence activated cell sorter”
engl. ,fibroblast growth factor receptors”
Fluorescein-Isothiocyanat

fotales Kélberserum

engl. “fibroblast-macrophage stimulating factor
receptor (FMS)-like tyrosine kinase 3”

engl. ,forward”

Erdbeschleunigung, Gramm

engl. ,green fluorescent protein”

engl. ,granulocyte-macrophage-colony-stimulating
factor”

Stunde

Wasser

engl. ,hepes-buffered saline solution”
Histondeacetylase

engl. ,homeobox”

engl. ,horseradish peroxidase”

engl. ,insulin growth factor”
Immunglobulin G

Inversion

Interleukin-3

Interleukin-6
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IRES
IRS
ITD

kb
kDa
kg
KG
KIT

LEDGF

MAPK
mg
min
MLL
MOF
MSCV
mTORC
NaCl
neo
NMP
NPM1
oD
PAGE
PBS
PCR
PDGFR
PDK1
PE
PEG
PH

Pl

engl. ,internal ribosomal entry site”
engl. ,insulin-receptor-substrate”

engl. ,internal tandem duplication”
Lysin

Kilobasenpaar

Kilodalton

Kilogramm

Kérpergewicht
Stammzellfaktor-Rezeptor

Liter

engl. ,lens epithelium-derived growth factor”
Molar (mol/l)

engl. ,mitogen-activated protein kinase”
Milligramm

Minute

engl. ,Mixed lineage leukemia”

engl. ,males absent in the first”

engl. ,murine stem cell virus”

engl. ,mammalian target of rapamycin complex”
Natriumchlorid

Neomycin

N-Methyl-2-Pyrrolidon

Nucleophosmin-1

optische Dichte
Polyacrylamidgel-Elektrophorese

engl. ,phosphat buffer saline”

engl. ,polymerase chain reaction”

engl. ,platelet-derived growth factor receptor”
Phosphoinositid-abhangige Kinase 1
Phycoerythrin

Polyethylen-Glykol
Pleckstrin-Homologie

Propidiumiodid
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PI3K
PIP,
PIP;
PTD
PTEN
RAF
RAS
RBD
rev
rh
RNA
rpm
RPMI
RT
RTK
Sérp
SB1
SCF
SDS
SEM
SET

Ser

SHIP-1

SOS

Thr
TKD

uv
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Phosphatidylinositol-3 Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat
engl. ,partial tandem duplication”

engl. ,Phosphatase and Tensin homolog*
engl. ,rapidly accelerated fibrosarcoma*
engl. ,Rat sarcoma”

engl. ,Ras-binding domain”

engl. ,reverse”

rekombinant human

engl. ,ribodeoxynucleid acid”

engl. ,rounds per minute”

engl. ,Roswell Park Memorial Institute”
Raumtemperatur
Rezeptor-Tyrosinkinase

ribosomales Protein S6

engl. ,SETA binding protein 1*

engl. ,stem cell factor”
Sodiumdodecylsulfat

Standardfehler

engl. ,Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and
Trithorax*

Serin

Sekunde

engl. ,SH2 Domain-Containing Inositol-5'-
Phosphatase 1”

engl. ,son of sevenless”

Translokation

Threonin

Tyrosinkinasedomane

engl. ,unit”’

ultraviolett

Volt
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VEGF
VEGFR
WB
WHO
WT

°C
%

engl. ,vascular endothelial growth factor”

engl. ,vascular endothelial growth factor receptor”

engl. ,Western Blot”

engl. ,World Health Organization”
Wildtyp

Mikro

Grad Celsius

Prozent
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