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Einleitung

1. Einleitung

Fiur die Entstehung einer leukamischen Erkrankung ist nach heutigen Erkenntnissen das
Zusammenspiel von verschiedenen genetischen Alterationen verantwortlich. Diese
pathogenetisch essentiellen Veranderungen bewirken in synergistischer Weise die
Transformation von einer gesunden zu einer malignen Zelle. Eine wichtige Veranderung auf
diesem Wege ist die erworbene Resistenz gegeniber physiologischen Signalwegen die
normalerweise das unkontrollierte Wachstum einer Zelle hemmen. In diesem
Zusammenhang ist die erworbene Unabhangigkeit von extrinsischen Wachstumssignalen
und ein durch Fusionsgene vermitteltes unlimitiertes Zellreplikationspotential zu nennen.
Daruber hinaus spielt aber auch die erworbene Fahigkeit der Zellen dem programmierten
Zelltod zu umgehen und die Induktion von Angiogenese und Zellmigration eine wichtige
Rolle in der Entstehung vieler maligner hamatopoetischer Erkrankungen (Hanahan and

Weinberg, 2000) (Zhao et al., 2002).

Atiologisch werden verschiedene Ursachen fiir die Entstehung der akuten myeloischen
Leukamie (AML) diskutiert: Umweltfaktoren wie Benzol und radioaktive Strahlenbelastung,
aber auch alkylierende Chemotherapeutika und Epiphyllotoxine wie z.B. Etoposid gelten als
leuk&mogen (Cronkite, 1987) (Kato and Schull, 1982) (Moloney, 1987) (Curtis et al., 1990).
Der Einfluss genetischer Faktoren auf die Entstehung einer AML geht nicht zuletzt aus der
Tatsache hervor, dass Patienten mit Down-Syndrom (Trisomie 21) zwanzigmal h&aufiger an
einer AML erkranken als Personen der Normalbevolkerung (Kojima et al., 1990). Auch
Krankheiten wie die Polycythaemia vera und das myelodysplastische Syndrom (MDS)

pradisponieren ebenfalls fur die Entwicklung einer AML (Raymakers et al., 1991).

Das klinische Bild der AML ist meistens von den Folgen der Knochenmarksinsuffizienz mit
Neutropenie, Anamie und Thrombozytopenie, in seltenen Féllen auch durch Organinfiltration
gepragt. Bei 80% der Patienten kann durch eine Induktionstherapie mit Cytosin-Arabinosid
(Ara-C) und Anthrazyklinen eine komplette Remission erreicht werden, doch trotz
nachfolgender zytostatischer Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie betragt die Finf-
Jahres- Uberlebensrate aller Patienten etwa 40%, mit allogener Knochenmarkstrans-

plantation bis zu 60% (Herold, 1999).
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Es hat sich in den letzten Jahren sowohl in der Stammzellforschung als auch bei der
Untersuchung von leukdmischen Erkrankungen gezeigt, dass der die Zellen umgebende
Raum, das so genannte Mikromilieu fir das Wachstum von Stammzellen und
Leukamiezellen eine entscheidende Rolle spielt. Wichtig fir das Wachstum von soliden
Tumoren wie auch von Leuk&miezellen scheint die Versorgung der in Proliferation
befindenden Zellen durch ein neu ausgebildetes Gefalinetz zu sein. Das Wort Angiogenese
oder Neoangiogenese, beschreibt diese Ausbildung und Formierung von neuen Blutgefal3en
in physiologischen wie auch pathologischen Prozessen.

Seit den Arbeiten von Folkman et al. Anfang der siebziger Jahre ist bekannt, dass fir die
Entwicklung von soliden Tumoren diese GefaRneubildung eine essentielle Rolls spielt
(Folkman, 1995) (Folkman, 1990) (Zetter, 1998). Ohne Angiogenese tritt ab einem
bestimmten Tumordurchmesser durch die entstehende Unterversorgung des proliferierenden
Gewebes mit Blut, die Rate der neu entstehenden Tumorzellen und die Rate der
absterbenden Tumorzellen in ein Gleichgewicht (Folkman, 1985) (Holmgren et al., 1995).
Erst die Vaskularisierung erlaubt dem Tumorgewebe ohne Ischamie weiter zu wachsen und
sich auszubreiten. Zusatzlich konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass von den
Endothelzellen Wachstumsmediatoren abgegeben werden, welche das Tumorwachstum
fordern kénnen (Nicosia, 1998) (Nicosia et al., 1994) (Rak et al., 2002) (Hamada et al.,
2000). Dazu gehdren unter anderem: Fibroblast Growth Factor (FGF), Angiogenin, Tumor
Growth Factor (TGFa, TGFB), Tumor Nekrose Factor (TNFa), Vaskular Endothelial Growth
Factor (VEGF), Platelet-derived endothelial-cell growth factor (PDGF), Platelet Growth
Factor (PGF), Interleukin-8 (IL-8), Hepatocyte Growth Factor (HGF) und Proliferin (Folkman

and Klagsbrun, 1987).

Einer der wichtigsten Angiogenesefaktoren ist der 1989 von Ferrara et al. klonierte Vaskular
Endothelial Growth Factor (VEGF) (Leung et al., 1989). Durch alternatives splicing entstehen
aus dem auf Chromosom 6 liegenden Gen vier verschiedene Isoformen von VEGF-A:
VEGF,1, VEGF65, VEGF159 and VEGF,os (Ferrara and Davis-Smyth, 1997) (Ferrara and
Keyt, 1997). Neben VEGF-A wurden noch weitere VEGF-Formen (VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, VEGF-E) in den letzten Jahren charakterisiert (Karkkainen and Petrova, 2000). Die

verschiedenen VEGF-A Isoformen binden mit unterschiedlich hoher Affinitat an die beiden
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Rezeptortyrosinkinasen (RTK) Vaskular Endothelial Growth Factor Receptor-1 (VEGFR-1)
und Vaskular Endothelial Growth Factor Receptor-2 (VEGFR-2). Die Ligandenbindung
erfolgt im Bereich der extrazellularen lg-artigen Domane Il und Ill. Der intrazellulare Teil des
Rezeptors besteht aus der Juxtaglomerularen-transmembrandsen (JM) Region sowie zweli
Doméanen mit Proteintyrosinkinaseaktivitdt (PTK) (Blume-Jensen and Hunter, 2001)
(Robinson et al., 2000). Durch die VEGF Bindung an die extrazellulare Domane dimerisiert
der Rezeptor wodurch die katalytische Aktivitat erhoht wird und zur Autophosphorylierung
des Rezeptors fuhrt. In Folge davon werden verschiedene Signalwege aktiviert.

Wie in Abbildung 1 zu sehen ist, resultiert aus dieser VEGF vermittelten Aktivierung des
VEGFR-2 eine Ras und Proteinkinase C (PKC) Aktivierung wodurch Zellproliferation
induziert wird. Zusatzlich entsteht durch die Phosphatidylinositol 3 (PI3)-Kinase Aktivierung
ein starkes Survivalsignal in der Zelle (siehe auch Abb. 1) (Blume-Jensen and Hunter, 2001)

(Karkkainen and Petrova, 2000).

VEGF

VEGFR-2

Motility
Proliferation

Abb. 1: VEGFR-2 Signaltransduktion. Die Bindung von VEGF fiihrt zur
Dimerisierung der immunglobulun-&hnlichen Bindungsdomé&ne wodurch
intrazellular verschiedene Proteinen phosphoryliert werden. Die
Aktivierung des Ras und PKC Signalweges fuhrt tber RAF, MEK und
p42/44 zu einer Zellproliferation. Die Aktivierung der PI3-Kinase zu einen
LSurvival-Signal“ in der Zelle (Karkkainen and Petrova, 2000).

In Studien von Fiedler et al. und Ratajczak et al. wurde gezeigt, dass AML Blasten von de
novo an AML erkrankten Patienten zum Teil groRe Mengen VEGF-A produzieren und
VEGFR-2 exprimieren. Der Zelliiberstand von kultivierten AML Blasten enthielt signifikant
mehr VEGF als die Vergleichskultur mit Knochenmarkszellen von gesunden freiwilligen

Spendern (Fiedler et al., 1997) (Ratajczak et al., 1998). Zusatzlich zeigte Aguayo et al. einen
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Zusammenhang zwischen der VEGF Konzentration in AML Blasten und im Blutplasma und
dem Uberleben dieser Patienten. Hohe VEGF Konzentrationen bedeuten dabei ein
schlechteres Uberleben fir die an AML erkrankten Patienten (Aguayo et al., 1999) (Aguayo
et al., 2002).

Darliber hinaus konnten, durch immunhistochemische Verfahren mehrere Arbeitsgruppen
eine erhohte GeféalRneubildungsrate im Knochenmark von AML Patienten im Vergleich zu
Knochenmarksproben aus gesunden Kontrollgruppen nachweisen (Hussong et al., 2000)
(Padro et al., 2000) (de Bont et al.,, 2001). Die GefaRdichte korreliert ferner mit dem
Ansprechen der Patienten auf eine Chemotherapie und nimmt nach Behandlung nur in der
Patientengruppe deutlich ab, die eine Komplette Remission erreicht hat (Padro et al., 2000)

(de Bont et al., 2001).

In normalen h&matopoetischen Stammzellen und in leuk&mischen Zelllinien bewirkt die
Stimulation mit VEGF eine Induktion von MCL1, ein zur Bcl-2 Familie gehdrendes
antiapoptotisches Protein. Durch diesen Mechanismus werden die Zellen vor Apoptose
geschitzt. Dies zeigte sich in einer niedrigeren Apoptoserate nach Bestrahlung oder
Zytostatika Exposition (Katoh et al., 1995) (Katoh et al., 1998).

Eine direkte Bedeutung der autokrinen VEGF Produktion fir die Regulation von
Zellwachstum und Zelltod in leukamischen Zellen wurde von Dias et al. in einer Studie
gezeigt. Durch den Einsatz eines VEGFR-2 neutralisierenden Antikorpers konnte das
Zellwachstum von VEGFR-2 positiven Zelllinien in vitro gehemmt werden (Dias et al., 2000).
In einem murinen Xenotransplantationsmodel konnte Dias et al. zusétzlich aufzeigen, dass
durch die Unterbrechung einer autokrinen VEGF/VEGFR-2 Stimulationsschleife die
transplantierten Leukamiezellen in ihrem Wachstum gehemmt werden. Um jedoch eine
Ansiedelung, ein so genanntes engraftment der Leukamiezellen in dem Wirt zu verhindern,
musste neben der autokrinen VEGF Produktion auch noch zusatzlich die murine parakrine
VEGF Produktion blockiert werden (Dias et al., 2001).

Die funktionelle Bedeutung der VEGFR-2 Expression auf Leukdmiezellen wird auch durch
die Beobachtung gestitzt, dass fiir das Uberleben von hamatopoetischen Stammzellen
(HSC) in vitro eine Zugabe von VEGF nétig ist. Daflir spricht auch, dal3 Ziegler et al. eine

VEGFR-2 Expression auf frihen HSC gefunden hat (Ziegler et al., 1999).
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Die systematische Untersuchung und Charakterisierung der molekularen Pathogenese der
AML ermd@glicht ein molekular definiertes Krankheitsverstédndnis und die Entwicklung
pathogenetisch basierter Therapieansatze. Daflr ist aber nicht nur die genaue Kenntnis der
Signalwege und deren Effekte auf die Zellbiologie sondern auch gleichzeitig die Entwicklung
und Charakterisierung neuer anti-proliferativer Substanzen nétig.

Die Blockierung von Rezeptortyrosinkinasen erscheint auf Grund der vorliegenden Daten als
eine viel versprechende Option fir eine an den molekularen Ursachen der Leukémie
angreifende Therapiestrategie zu sein (Mesters et al.,, 2001) (Strawn et al., 1996). Dazu
werden mehr und mehr Rezeptor-oder Liganden-neutralisierende Antikérper oder von
unterschiedlichen Grundstoffen abstammende sogenannte ,small molecule kinase catalytic
domain inhibitors* verwendet. Zu diesen kleinmolekularen Inhibitoren gehdrt unter anderem
das erfolgreich bei der chronisch myeloischen Leukdmie (CML) und gastrointestinalen
Stromatumoren (GIST) eingesetzte STI571 (Imatinib mesylate, [Gleevec]). Dieses Molekdl ist
ein Proteintyrosinkinase (PTK)-Inhibitor der spezifisch BCR-ABL, KIT, c-ABL und den PDGF-
Rezeptor hemmt (Sawyers, 2001) (Sawyers, 2002) (Tuveson et al., 2001) (Demetri, 2001)
(Joensuu, 2002).

Ein VEGFR-2 spezifischer Rezeptortyrosinkinaseinhibitor (RTK-Inhibitor), der ebenfalls zur
Gruppe der small molecule kinase catalytic domain inhibitors gehdrt ist SU5416 (siehe Abb.
2). SU5416 induziert in vivo (im murinen Model) eine Regression von subkutanen Tumoren
durch die Inhibition von Angiogenese (Fong et al., 1999).

Fur die in dieser Arbeit untersuchten Zusammenhange zwischen der Aktivierung von
Rezeptortyrosinkinasen durch deren autokrin oder parakrin sezernierte Liganden und den
daraus resultierenden Effekten auf Tumorzellwachstum und Zelltod wurde, der in seiner
Wirkung noch nicht genauer charakterisierte PTK-Inhibitor SU5614 gewahlt. Diese
kleinmolekulare Struktur besteht ebenso wie SU5416 aus einem an mehreren Stellen
substituierten Indolinonring. Der Unterschied besteht, wie in Abbildung 2 zu sehen ist, aus
einer zusatzlichen Chlorid Substitution von SU5614 an der C-5 Position des Indolinonrings.
Die gemeinsame Wirkungsweise beider Inhibitoren besteht in einer kompetitiven Inhibition
des katalytischen Zentrums des jeweiligen Rezeptors. Dabei bewirkt die strukturelle

Ahnlichkeit der Inhibitoren mit dem Adenosin des Adenosintriphosphates (ATP), dass ein
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kompetitiver ATP-Atagonismus entsteht der die Rezeptoraktivitdat hemmt (Al-Obeidi and Lam,

2000).
H,C H,C
/ N CH, cl / H CH,
0 (o)
N N
H H
SU5416 SU5614
3-[(3,5-dimethylpyrrol-2-yl)methylene]-2-indolin-2-one 5-Chloro-3-[(3,5-dimethylpyrrol-2-yl)methylene]-2-indolin-2-one

Abb. 2: zeigt links das von SUGEN Inc. entwickelte SU5416. Rechts ist das in Position C-5 des
Indolinonrings mit Chlorid substituierte SU5614 zu sehen. Beide Molekiile haben eine strukturelle Ahnlichkeit
mit Adenosin.

Im Laufe der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass der PTK-Inhibitor SU5614 nicht nur den
VEGFR-2 sondern auch sehr effektiv den stem cell factor receptor (KIT) hemmt . Die
Rezeptortyrosinkinase KIT gehdrt zusammen mit PDGFR und FLT3 zur Gruppe der Klasse
Il Rezeptortyrosinkinasen und besteht strukturell aus 5 Immunglobulin-artigen Domanen
welche die extrazellulare Ligandenbindungsdomane darstellen. Diese Struktur ist Uber eine
hydrophobe transmenbrandre Domane mit der eigentlichen intrazellularen Kinasedoméane
verbunden (Blume-Jensen and Hunter, 2001).

Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass der stem cell factor receptor KIT in
unterschiedlichen soliden Tumoren wie beispielsweise den so genannten gastrointestinalen
Stromatumoren (GIST), den Seminomen und den kleinzelligen Bronchialkarzinomen zum
Teil exprimiert wird (Blume-Jensen and Hunter, 2001).

AuBerdem wird KIT auch physiologisch wahrend der Ausreifung von hamatopoetischen
Stammzellen (HSC) exprimiert und spielt dabei, wie Mutationen auf den fur KIT und SCF
kodierenden Sl Genlocus zeigen eine wichtige Rolle fur die Bildung von Erythrozyten und
Mastzellen (Zsebo et al., 1990). Daneben wird der stem cell factor receptor KIT nach
Berichten von Sperling et al. auf 65% der aus Erwachsenen und Kindern isolierten AML
Blasten exprimiert. Die KIT Expression schwankt zwischen 11.7% in der FAB Subpopulation
M5 und 84.7% bzw. 87.5% in den FAB Subpopulationen M2 bzw. M6. Oft sind die KIT
positiven Blasten immunphanotypisch CD34 positiv und tragen haufig zytogenetisch eine
1(8;21) Translokation (Sperling et al., 1997). Das Genprodukt dieser t(8;21) Translokation

besteht aus einem Rearrangement des AML1 Gens von dem Chromosom 21922 und dem
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so genannten ETO Gen von dem Chromosom 8g22. Dieses AML1-ETO Fusionsgen ist eine
der haufigsten zytogenetischen Apperationen der AML, besonders der Subpopulation M2
und bewirkt eine abnorme Zelldifferenzierung und ein so genanntes gesteigertes self-
renewal in hamatopoetischen Zellen. Allerdings ist die Expression von AML1-ETO im
Mausmodell allein nicht ausreichend um eine Leukamie zu verursachen (Downing, 1999)

(Licht, 2001).

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es die Bedeutung der Expression von Liganden
wie VEGF und SCF sowie deren Rezeptortyrosinkinasen VEGFR-1, VEGFR-2 und stem cell
factor receptor KIT fur die Pathogenese der akuten myeloischen Leukdmie genauer zu
untersuchen. Dazu wurden in einem ersten Schritt alle zur Verfigung stehenden
Leukamiezelllinien mit Hilfe von RT-PCR, Western Blot und Durchflusszytometrie auf dessen
Liganden und Rezeptorstatus hin untersucht. Im Mittelpunkt stand der Nachweis und die
Untersuchung einer so genannten autokrinen Stimulationsschleife zwischen den von AML
Zellen sezernierten Liganden und den gleichzeitig exprimierten Rezeptortyrosinkinasen. Das
Ziel war dabei die erfolgreiche Unterbrechung dieser Signalwege mit Induktion von Apoptose
durch die Anwendung von small molecule kinase catalytic domain inhibitors wie STI571,
SU5614 und SU1498.

Dazu wurden verschiedene Leukdmiezelllinien unter anderem K562 mit dem Fusionsgen
BCR-ABL und Kasumi-1 mit dem Fusionsgen AML1-ETO auf die Induktion von Apoptose in
verschiedenen Apoptoseassays wie Caspase-3, Annexin-V / 7-Amino-Actinomycin und
Propidiumiodid-Kernfarbung untersucht. Gleichzeitig wurden die in Proliferationsassays und
Apoptoseassays gewonnenen Daten mit biochemischen Methoden im Western Blot
bestattigt.

Daruberhinaus wurde der PTK-Inhibitor SU5614 in einem drei-dimensionalen, so genannten
capillary sprouting formation assay unter Verwendung von humanen pulmonalen
mikrovaskularen Endothelzellen (HLMEC) auf seine anti-angiogenetischen Eigenschaften hin

untersucht.

12
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien und Organismen

2.1.1. Puffer, LOsungen, Gele und Inhibitoren

PBS:

2xBBS:

5x TBE:

2% Agarosegel:

1x BioRad-Dye:

RIPA-Puffer:

HEPES-Puffer:

4x HNTG-Puffer:

Lammli-Puffer:

Lammli-DTT-Puffer:

Tris-HCI pH 8,8:

Tris-HCI pH 6,8:

4% Sammelgel:

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PAN, Deutschland)

280mM NaCl; 1,5mM Na;HPO4x2H,0; 50mM BES; H,0 (aqua bidest) ad

500ml (Chemikalien von Sigma, Deutschland)

549 Tris; 27,59 Borsaure; 20ml 0,5M EDTA pH 8,0auf 1Liter mit Millipore-

wasser auffillen

2g Agarose, 100ml 1xTBE

BioRad-Dye-Reagenz (BioRad, Deutschland)1:5 mit H,O verdinnen

0,5M Tris-HCI pH 7,4; 2,5% Deoxycholat; 1,5M NaCl;10mM EGTA pH 7; 1ml

NP-40 (Fluka, Deutschland); 100mM PMSF; 100mM Orthovanadat (NazVO,);

1mg/ml Aprotinin; 1mg/ml Leupeptin; 0,1mg/ml Pepstatin; 200mM NaF; H,O

50mM HEPES pH 7.5; 150mM NacCl; 0.1% Triton X-100; 10% glycerol

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

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

2,5ml Lammli-Puffer; 0,6g DTT (Dithiothreitol)

1,5M Tris; mit HCI auf pH 8,8 eingestellt

1,5M Tris; mit HCI auf pH 6,8 eingestellt

6,1ml H,O; 2,5ml 0,5M Tris-HCI pH 6,8 ohne SDS; 1,3ml Acrylamid

(Mischung aus Acrylamid und Bisacrylamid im Verhéltnis 30/0,8) (Roth,

Deutschland); 100ul 10% SDS (Sigma, Deutschland); 50ul 10% APS

(Ammoniumpersulfat; Sigma, Deutschland); 10ul TEMED (N',N’,N’,N’-

Tetramethylendiamin; Sigma, Deutschland)

13
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15% Trenngel:

12,5% Trenngel:

7,5% Trenngel:

10x Elektr.-Puffer:

10x Transblot (11):

Ponceau-Rot:

10x NET:

1x G-NET:

10x TBS:

1x TBS-T:

3x TBS-T:

Strippinglésung:

HEK-293 Transfektion:

STI571

SuU5614

SU1498

2g Saccharose; 3,3ml H,O; 11,3ml Tris pH8,8 ohne SDS; 15ml Acrylamid;
150ul 20% SDS; 100pul 10% APS und 3ul TEMED

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

75ul 20% SDS, 50l 10% APS und 1,5ul TEMED

5,4ml H,0O; 5,65ml Tris pH 8,8 ohne SDS; 3,75ml Acrylamid; 75ul 20% SDS,

50ul 10% APS und 1,5u TEMED

30g Tris; 144g Glycin; 800ml H,O; 10g SDS (Natriumdodecylsulfat)

72,75g Tris; 36,639 Glycin; 0,475g SDS fir 1xTransblot wurde noch 20%

Methanol zugefugt

1g Ponceau S in 500ml 2% Trichloressigsaure l6sen

1,5M NacCl; 0,05M EDTA pH 8; 0,5M Tris pH 7,5; 0,5% Triton X-100

2,59 Gelatine wurden in 100ml 10x NET geldst, aufgekocht und mit H,O. auf

1Liter aufgefillt

10mM Tris pH 8; 150mM NaCl

100ml 10x TBS; 1% Tween 20; H,O ad 1 Liter

300ml 10x TBS; 15ml Tween 20; H,O ad 1 Liter

800ml 3xTBS-T; 20ml Mercapthoethanol; 200ml 10% SDS

6ug DNA (Konzentration: 1ug/ul); 264pl sterilem H,O; 30ul 2,5MCacCl,; 300pl
2xBBS

Imatinib mesylate, [Gleevec]; Novartis Pharmaceuticals Corporation, East

Hanover, NJ

CALBIOCHEM, A Brand of EMD Biosciences, Inc. San Diego, CA, USA

CALBIOCHEM, A Brand of EMD Biosciences, Inc. San Diego, CA, USA
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2.1.2. Antikdrper
Folgende Antikérper wurden in dieser Arbeit fur die Immundetektion der Zielproteine im

Western Blot verwendet (Tabelle 1).

Antikorper Spezies Bezugsquelle

VEGF (147) sc-507 Kaninchen Santa Cruz, CA, USA
Anti-Tubulin T3526 Kaninchen Sigma, Germany

p-Tyr (PY99) sc-7020 Maus Santa Cruz, CA, USA

c-Kit (H-300) sc-5535 Kaninchen Santa Cruz, CA, USA
HRPO-GAM Maus Biorad, Hercules, CA, USA
HRPO-GAR Kaninchen Biorad, Hercules, CA, USA

Tabelle 1: zeigt die Charakteristik der in dieser Arbeit verwendeten
Antikdrper und deren Bezugsquellen

2.1.3. Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden mit Ausnahme der humanen
mikrovaskularen Lungenendothelzellen (HMLEC) von der Deutschen Sammlung fur
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig) und von der ATCC

(American Type Culture Collection, Manassas, USA) bezogen (Tabelle 2).

Zellinien Charakteristika, FAB Medium Zusatze
Kasumi -1 AML, M2, t(8;21), AML1-ETO RPMI-1640 20% FCS
MM 6 akute monozytische Leukamie, M5 RPMI-1640 10% FCS
MM 1 akute monozytische Leukamie, M5 RPMI-1640 10% FCS
OCI-AML5 AML, V4 RPMI-1640 20% FCS
THP-1 akute monozytische Leukdmie RPMI-1640 10% FCS
NB4 akute promyelozytische, M3 RPMI-1640 10% FCS
HL-60 AML, M2 RPMI-1640 10% FCS
PLB-985 AML, M4 RPMI-1640 10% FCS
U937 histiozytisches Lymphom RPMI-1640 10% FCS
K562 CML, BCR- ABL RPMI-1640 20% FCS
HEK-293 embryonale Nierenzellen DMEM 10% FCS
M-07e akute megakaryoblastische, M7 RPMI-1640 10% FCS,
10ng/ml SCF
uT-7 AML, M7 alpha-MEM 10% FCS,
10ng/ml SCF
HLMEC mikrovaskuldare Endothelzellen MCDB 131 5% FCS, 5% HS,
5ul/ml ECGS-2
BA/F3 Maus pro B Zellen RPMI-1640 10% FCS,
10ng/ml IL-3

Tabelle 2: zeigt die verwendeten Zelllinien, deren zytomorphologische Charakterisierung
als auch die zur Kultivierung verwendeten Medien und die bendétigten Zuséatze
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2.2. Zellkultur- Isolations- und Quantifizierungsverfahren

2.2.1. Zellkultur

Die Zellkulturarbeiten wurden gemafl dem Protokoll von Drexler et al. durchgefiihrt (Drexler
et al., 1995). Hierfur wurden alle Zelllinien bei 5% CO,, 37°C und wasserdampfgesattigter
Atmosphare in einem Brutschrank des Typs Cytoperm (Heraeus, Hannover) kultiviert.

Die Zellkulturarbeiten wurden unter einer Gelaire-Sterilbank (Flow Lab. Meckenheim)
durchgefihrt. Medien und Zusatze wurden vor Verwendung im Wasserbad (Schitt,
Gottingen) auf 37°C erwarmt. Mediumwechsel wurde bei allen Zelllinien im Abstand von 2-4
Tagen vorgenommen. Dabei wurden Suspensionszellen 6 Minuten bei 980 rpm (Rotanta
46RC, Hettich, Tuttlingen, Deutschland) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Zellen in frischem Medium mit entsprechenden Zusatzen (siehe Tabelle 2) 1:2 bis 1:8
gesplittet. Die adhérent wachsenden Zellen wurden nach Absaugung des Kulturmediums far
5 bis 10 Minuten mit Trypsin/EDTA im Brutschrank inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden
in PBS aufgenommen und fir 6 Minuten bei 980 rpm (Rotanta 46RC, Hettich, Tuttlingen,
Deutschland) zentrifugiert, der Uberstand verworfen, 1:4 bis 1:8 gesplittet und in frischem
Medium mit entsprechenden Zusatzen (siehe Tabelle 2) resuspendiert. Die Bestimmung der
Viabilitat und Zellzahl erfolgte unter Anfarbung eines Zellaliquots mit Trypanblau in der
Neubauer-Zahlkammer. Zum Einfrieren der Zellen wurden 1x10” Zellen in 1,5ml 90% FCS
(Sigma, Deutschland) mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma, Deutschland) mit Hilfe eines
Cryo 1°C Freezing Containers (Nalgene, Deutschland) bei -80°C eingefroren und nach 24

Stunden in flussigem Stickstoff bei -180°C gelagert.

2.2.2. Proteinisolation
Nach Bestimmung der Zellzahl in 4°C kaltem PBS wurden 1x10’ Zellen in 1ml modifizierten
RIPA-Puffer aufgenommen und unter 4°C fur 30 Minuten auf dem Drehrad inkubiert
(Helenius et al., 1979).
Die Lysate wurden daraufhin bei 4°C mit 13500 rpm (Eppendorf 5415D, Hamburg,
Deutschland) fir 20 Minuten zentrifugiert; der Proteintberstand in aliquots bei -20°C

eingefroren.
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2.2.3. Immunprazipitation

Far die Immunprazipitation (IP) wurde 1 bis 10mg des gewtiinschten Proteinlysats zusammen
mit dem in 30pl Protein-A/G-Sepharose (Pharmacia) vorinkubierten Antikérper fir 4 Stunden
bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Nach dreimaligem Waschen des Immunprézipitats mit
1ml HEPES-Waschpuffer wurden die Proben in je 20pl LAmmIi-DTT-Puffer aufgenommen
und bei 95°C iber 5 Minuten im Heizblock denaturiert. Nach der Abzentrifugation bei 13200
rom (Eppendorf 5415D, Hamburg, Deutschland) wurde der so gewonnene Uberstand auf

das Gel aufgetragen.

2.2.4. Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt wurde gem&fR dem Protokoll von Bradford et al. bestimmt und die
Absorption von BioRad-Dye-Reagenz (BioRad, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 595
nm gemessen (Bradford, 1976). Dabei wurde zuvor die BioRad-Dye-Reagenz mit H,O 1:5
verdunnt und filtriert. Es wurden jeweils 980 pl BioRad-Dye-Reagenz und 20 pl der mit H,O
1:10 verdinnten Proben fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messungen
erfolgten in Halbmikrokivetten (Sarstedt, Deutschland). Das BioRad-Dye-Reagenz diente als
Referenz. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer Standardkurve aus der Absorption
bestimmt. Hierfur wurde eine Verdunnungsreihe aus einer 1mg/ml BSA-Stammldsung
(Sigma, Deutschland) hergestellt. Fur die Auswertung wurde die Absorption gegen die

Proteinkonzentration [ug/ml] aufgetragen.

2.2.5. RNA Praparation

Die RNA Préaparation von verschiedenen leukamischen Zelllinien wurde mit Hilfe des
RNeasy-Kits von Qiagen (Qiagen, Hilden, Germany) nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefiihrt. Dazu wurden 1x10’ Zellen mit PBS gewaschen, pelletiert und in Lysispuffer
aufgenommen. Die extrahierte RNA wurde nach den Isolationsschritten in 50ul Rnase freiem

Wasser resuspendiert.
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2.2.6. cDNA-Synthese

Zur cDNA-Synthese wurden 20ul RNA nach 10 mindtiger Denaturierung bei 70°C zu
folgenden Syntheseansatz pipettiert: 8ul 5x Erststrangpuffer (Gibco Katalog-Nr.: 18064),
1,5ul Superscript RNase H Reverse Transcriptase (Gibco Katalog-Nr.: 18064), 4ul 100mM
DTT (Gibco Katalog-Nr.: 18064), 3,5ul 100mM dNTP mix (Gibco Katalog-Nr.: 10297-018),
2ul (3ug/ul) Random Primer (Gibco Katalog-Nr.: 48190-011), 1pl rekombinanter Rnasin
Ribonuclease Inhibitor (Promega Katalog-Nr.: N2511). Nach der Inkubation des cDNA-
Syntheseansatzes 70 Minuten bei 37°C und fir 5 Minuten bei 95°C wurden die Proben

umgehend bei -20°C eingefroren.

2.2.7. RNA Quantifizierung

Fur die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA wurden 10ul der zu messenden Probe
mit 490yl RNase freiem Wasser in einer Quarzglas Prazisionskivette Suprasil (Hellma)
gemischt und bei einer Wellenlange von 260nm in einem Gene Quant Il Photometer

(Pharmacia Biotech) gemessen.

2.3. Biologische Assays

2.3.1. Zellwachstumskurven

Zur Bestimmung des Zellwachstums wurden nach Zugabe verschiedener Inhibitoren die
Zellen mit PBS gewaschen und nach der Zellzahlbestimmung in einer Dichte von 1x10°
Zellen pro 1ml in 24 well Platten (Sarstedt, Deutschland) mit dem entsprechendem Medium
und Zusatzen ausgesat.

Nach Zugabe der jeweiligen Inhibitoren am Tag null wurden nach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen
Inkubation im Brutschrank Viabilitdt und Zellzahl nach Trypanblau Anfarbung mit Hilfe der
Neubauer-Zahlkammer ermittelt und aus jeweils 3 unabhangigen Experimenten der

Mittelwert und die Standardabweichung bestimmt.
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2.3.2. In vitro Angiogenese Modell

2.3.2.1. Isolation und Kultivierung von humanen pulmonalen mikrovaskuléaren
Endothelzellen (HLMEC)

Fiur die Gewinnung von HLMEC wurde peripheres Lungenparenchym (5-8mm subpleural)
von pulmektomierten Lungen zur Isolation von Endothelzellen gewonnen.

Nach der mikroskopischen Entfernung von Bronchioli und GefalRen wurde das in kaltem
MCDB 131 Medium eingelegte Gewebe durch ein mit 20um Porengrol3e ausgestattetem
Nylonnetz (Brickmann GmbH, Mdnchengladbach, Deutschland) aufgereinigt.

Das verbleibende Zellisolat wurde Uber Nacht in Suspensionskulturflaschen (Greiner,
Frickenhausen, Deutschland) in MCDB 131 Medium mit folgenden Zusatzen: 5%
Humanserum (HS, Sigma), 5% FCS (Sigma), 100U/ml Penicillin, 100ug/ml Streptomycin,
25ug/ml Amphothericin B, 4mM Glutamin und 90mg/ml Heparin (Sigma) mit Hilfe von 2U/ml
Dispase bei 37°C und 5% CO, verdaut.

Das verdaute Gewebe wurde nach abzentrifugieren mit 800g tUber 10 Minuten in einem
zweiten Aufreinigungsschritt durch einen 100um messenden Nylonfilter gepresst und in mit
Gelatine beschichteten Kulturflaschen mit folgenden Zusatzen: 5% Humanserum (Sigma),
5% FCS (Sigma), 100U/ml Penicillin, 100ug/ml Streptomycin, 4mM Glutamin, 90mg/ml
Heparin (Sigma), 5ul/ml endothelial cell growth supplement-2 (ECGS-2; Promocell,
Heidelberg, Germany), 0,1ng/ml recombinanten humanen VEGF (R&D Systems,
Minneapolis USA) und MCDB 131 Medium kultiviert.

Nur die schnell und adhérent wachsenden HLMEC wurden mit Hilfe magnetischer
Dynabeads separiert. Diese Dynabeads waren mit humanen anti-CD31 Antikorper (Dynal
Biotech, Hamburg, Deutschland) gekoppelt; wodurch das auf den humanen pulmonalen
mikrovaskuldren Endothelzellen expremierte PECAM-Adhasionsmolekil (CD31) erkannt

wurde.

2.3.2.2. Capillary sprouting formation assay als Modell flir Angiogenese in vitro
Der capillary sprouting formation assay basiert auf dem dreidimensionalen kapillaren

Endothelzellwachstum in einer Fibrinmatrix (Nehls and Drenckhahn, 1995b) (Nehls and
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Drenckhahn, 1995a). Das humane Fibrinogen, welches in diesem Versuch den
Endothelzellen als Wachstumsmatrix dient, wurde mit einer 30% Ammoniumsulfat/PBS
Lésung prazipitiert und auf eine Endkonzentration von 2mg/ml eingestellt. Um die im
Fibrinogengemisch vorhandenen Proteasen zu blockieren wurden 200U/ml Aprotinin (Bayer,
Minchen, Deutschland) hinzugegeben.

Gleichzeitig wurden die fir die HLMEC als Trager dienenden Cytodex-3 microcarrier beads
(Cytodex-3 Beads, Sigma C-3275) gemal3 den Herstellerangaben vorbereitet und zusammen
mit 3x10% Zellen fir 24 bis 48 Stunden bei 37°C und 5%CO, kultiviert. Die mit HLMEC
Uberwachsenen microcarrier wurden nun zusammen mit der Fibrinogen-Losung welche die
dem jeweiligen Experiment entsprechende Inhibitor- und Wachstumsfaktorkonzentration
enthielt, in 24 well Platten pipettiert.

Fur die Polymerisation des Fibrinogengemisches zu einem Gel, das den Endothelzellen
letztlich als Matrix dient, wurde humanes Thrombin (Sigma, Deutschland) in einer
Endkonzentration von 0,65U/ml hinzugegeben. Nach der Polymerisation des Gels wurden
die Ansatze mit 1ml MCDB 131 Medium und den entsprechenden Wachstumsfaktoren und
Inhibitoren Uberschichtet und in 37°C bei 5% CO, flir 18 bis 24 Stunden inkubiert.

Fur die Auswertung wurden alle sprouts von je 50 microcarrier, die langer als 150um waren,
unter dem Mikroskop gezahlt. Insgesamt wurden fir die Berechnung des Mittelwerts und der

Standardabweichung drei Anséatze je Experiment ausgewertet.

2.4.Gentransferverfahren

2.4.1. DNA-Konstrukte und Vektoren

Die cDNA fur KIT Wildtyp und fir die KIT D816V Mutation wurde freundlicherweise von L.
Ashman (Adelaide, South Australia) zur Verfligung gestellt.

Beide cDNA Konstrukte wurden von dem pRUFNeo Vektorkonstrukt in den pcDNABA/V5-
His-blasticidin (Invitrogen, Groningen, Netherlands) Expressionsvektor umkloniert. Beide
Expressionsvektorkonstrukte wurden durch Hinfl-restriction fragment gene length

polymorphism (RFLP) und partieller Sequenzierung verifiziert.
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2.4.2. Transfektion von HEK-293 Zellen

Zur CaCl,-Transfektion wurden HEK-293 Zellen in einer Dichte von 2.2x10° Zellen pro mlin
10cm Kulturschalen ausgesat.

Der Transfektionsansatz wurde fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlie3end vorsichtig auf die adharenten HEK-293 Zellen pipettiert. 24 Stunden nach der
DNA Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel mit vorgewarmtem DMEM Medium. Durch die
Cotransfektion der Zellen mit dem GFP Gen konnte nach 48 Stunden die
Gentransfektionseffizienz  im  Fluoreszenzmikroskop bestimmt werden. Diese lag
normalerweise Uber 80%. Nur die mit dem Zielgen transfizierten Zellen wurden fir weitere

Analysen verwendet.

2.4.3. Stabile Transfektion von Ba/F3 Zellen

Fur die stabile Transfektion der murinen IL-3 abhangigen Ba/F3 Zelllinie mit TEL-ABL, BCR-
ABL, TEL-JAK2 und einer Mock Kontrolle wurden diese nach der Transduktion durch IL-3
Entzug selektioniert und in einer Konzentration von 1,6x10°Zellen/ml Medium ausgesét.
Nach 72 Stunden wurde unter Anfarbung eines Zellaliquots mit Trypanblau in der Neubauer-

Zahlkammer die Viabilitat der Zellen bestimmt (Spiekermann et al., 2002).

2.5. Analyseverfahren

2.5.1. ELISA

Fur die Bestimmung der VEGFss Konzentration in Zelliberstanden wurden nach einem
Waschschritt mit PBS 1x10° Zellen pro 1ml in 24 well Platten fiir 24 Stunden in RPMI1640
Medium mit Penicillin/Streptomycin  ohne FCS kultiviert. In  dem gewonnenen
Zelliberstanden wurde mit Hilfe eines quantitativen Sandwich ELISAs (Human VEGF
Immunoassay; Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, USA) die Konzentration von

humanem VEGFss gemaf den Angaben des Herstellers bestimmt.
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2.5.2. PCR

Fir die Durchfuhrung der Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde jeweils 1pug cDNA der zu
untersuchenden Zelllinien mit Hilfe eines Perkin Elmer (GeneAmp 9700) PCR
Thermocyclers, unter Verwendung von 0,5 U/ul Taqg DNA Polymerase und des
entsprechenden TakaRa PCR Kits (TakaRa Biomedicals, Shiga, Japan), amplifiziert.

Samtliche Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried, Deutschland) synthetisiert.

Fur die Amplifikation der VEGF Splicevarianten VEGF-Aj, VEGF-Ass, VEGF-Age und
VEGF-A,os wurde folgende Primersequenz: 5'- CGAAGTGGTGAAGTTCATGGATG -3" und
5-TTCTGTATCAGTCTTTCCTGGT-3" als Forward- und Reverseprimer verwendet (von
Marschall et al., 2000). Das PCR Programm fir die VEGF Amplifikation bestand initial aus
einer 3-minutigen Denaturierung bei 94°C. Fortgefuhrt wurde die Reaktion tber 40 Zyklen
bei folgenden Reaktionsbedingungen: 1 Minute bei 94°C, 1 Minute bei 57°C und 1 Minute bei
72°C. Abgeschlossen wurde die Amplifikation durch einem einmaligen Zyklus von 72°C fir

10 Minuten.

Fur die Amplifikation der beiden VEGF-Rezeptoren wurden folgende Primersequenzen
(VEGFR-1): 5"-ATTTGTGATTTTGGCCTTGC-3" und 5-CAGGCTCATGAACTTGAAAGC-3’
sowie (VEGFR-2): 5'-GTGACCAACATGGAGTCGTG-3" und 5-CCAGAGATTCCATGCCA-
CTT-3" als Forward- und Reverseprimer verwendet (Dias et al., 2000). Das PCR Programm
fur die Amplifikation von VEGFR-1 und VEGFR-2 bestand aus einer 3-minltigen
Denaturierung bei 94°C. Darauf folgte ein Zyklus mit Temperaturen von 94°C fir 1 Minute
und von 60°C und 72°C fir jeweils 45 Sekunden. Fortgefiihrt wurde die Reaktion tber 35
Zyklen bei folgenden Reaktionsbedingungen: 1 Minute bei 94°C, 45 Sekunden bei 65°C und
2 Minuten bei 72°C. Abgeschlossen wurde die Amplifikation durch einem einmaligen Zyklus

von 72°C fur 7 Minuten.

Fur die Amplifikation des membrangebundenen SCF sowie auch des sezernierten SCF
Liganden wurde folgende Primersequenz: 5-AATGCGTGGACTATCTGCCG-3" und 5°-CCT-
GGGTTCTGGGCTCTTGA-3" als Forward- und Reverseprimer verwendet (Pietsch et al.,
1992).
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Das PCR Programm fur die SCF Amplifikation bestand initial aus einer 3-mindtigen
Denaturierung bei 94°C. Fortgefuhrt wurde die Reaktion Uber 35 Zyklen bei folgenden
Reaktionsbedingungen: 1 Minute bei 94°C, 1 Minute bei 61°C und 1 Minute bei 72°C.
Abgeschlossen wurde die Amplifikation durch einem einmaligen Zyklus von 72°C fur 10

Minuten.

Der Elogationsfaktor 1a (EF1a) wurde als sogenanntes “housekeeping-Gen* zur Kontrolle fur
gleiche Templatemengen verwendet. Als Forward- und Reversprimer wurden folgende
Primersequenzen: 5 -CACACGGCTCACA-TTGCAT-3" und 5-CACGAACAGCAAAGCGA-
CC-3" eingesetzt. Das PCR Programm bestand aus einer 3-miniitigen Denaturierung bei
94°C. Fortgeflihrt wurde die Reaktion Uiber 30 Zyklen bei folgenden Reaktionsbedingungen:
1 Minute bei 94°C, 1 Minute bei 53°C und 1 Minute bei 72°C. Abgeschlossen wurde die

Amplifikation durch einem einmaligen Zyklus von 72°C fur 7 Minuten.

Fur die Amplifikation der cDNA des AML1-ETO Fusionsgens in Kasumi-1 Zellen wurden die
Primer sowie die PCR Bedingungen aus der Arbeit von Miyamoto et al. GUbernommen

(Miyamoto et al., 1997).

Bei jeder PCR wurde ein Aliguot des vollstandigen PCR-Ansatzes aber ohne cDNA als
interne Negativkontrolle amplifiziert. Zur Darstellung des PCR Produktes wurden 5ul jeder
Amplifikationsreaktion durch ein 1,5 oder 2%iges Agarosegel aufgetrennt und mittels einer
Ethidiumbromidfarbung unter UV-Licht visualisiert. Die Groe der einzelnen
Amplifikationsprodukte wurde durch Laufhéhenvergleiche mit der gleichzeitig aufgetragenen

100 bp DNA Leiter (Promega, Madison, USA) bestimmt.

2.5.3. Durchflusszytometrie
2.5.3.1. Durchflusszytometrische Analyse der KIT Expression
Die auf KIT (CD117) Expression zu analysierenden Zelllinien wurden mit kalten PBS

gewaschen und in einer Zelldichte von jeweils 5x10° Zellen pro 1ml entweder mit 10pl PE-
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konjugierten anti-CD117 Maus-Antikorper (clone 95C3, Immunotech, Coulter, Marseille,
France) oder zum Ausschluss von unspezifischen Bindungen mit 10ul 1IgG; PE-konjugierten
Antikérper (Immunotech) fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Antikorperinkubation wurden die Zellen wiederum mit kaltem PBS gewaschen und
durchflusszytometrisch (FACS Calibur, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) auf KIT
Expression untersucht. Die Auswertung der Rohdaten wurde mit Hilfe von WinMDI (Version

2.8, Joseph Trotter 1998) durchgefiihrt.

2.5.3.2. Aktive Caspase-3 Expression

Zum Nachweis der aktiven Caspase-3 Expression wurden 5x10° Zellen pro 2ml in 6-well
Platten mit Inhibitor Konzentrationen von 0,1 bis 10uM fur 12 Stunden inkubiert. Nach dem
Waschen mit kalten PBS wurde die Zellmembran gemafR dem Herstellerprotokoll durch
Zugabe von Cytofix/Cytoperm (PharMingen, Becton Dickinson, San Diego, USA),
permeabilisiert. Nachfolgend wurden die permeabilisierten Zellen zweimal mit Waschlésung
von Rickstanden gereinigt und mit einem affinitatsgereinigten, PE-konjugierten, polyklonalen
Kaninchen anti-aktive Caspase-3 Antikdrper (PharMingen, Becton Dickinson, San Diego,
USA) inkubiert.

Die Fluoreszenzstarke der einzelnen Proben wurde mit Hilfe eines Durchflusszytometers

(Beckman Coulter, EPICS XL-MCL) analysiert und die Rohdaten mit WinMDI ausgewertet.

2.5.3.3. Durchflusszytometrische  Zellzyklusanalyse  mittels Propidiumiodid
Kernfarbung

Die durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse und Bestimmung des hypodiploiden DNA
Gehalts mittels Propidiumiodid-Kernfarbung wurde gemaR dem Protokoll von Buske et al.
durchgeflihrt (Buske et al., 1997).

Der Puffer fur die Kernanfarbung bestand aus: 0,1% NaCitrat, 0,1% Triton X-100, 20pg/ml

Propidiumiodid bei ph von 8. Fir die durchflusszytometrischen Zellzyklusanalysen wurden
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5x10° Zellen pro 2ml Medium in 6-well Platten mit Inhibitor Konzentrationen von 0,1 bis
10uM flr 24 bis 72 Stunden inkubiert. Nach dem Waschen mit kaltem PBS wurden die Zellen
in je 500 pl Lysispuffer resuspendiert und fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert.

Die Zellzyklusverteilung wurde mit Hilfe eines Durchflusszytometers von Becton Dickinson
(FACS Calibur, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) analysiert und die Rohdaten mittels

WinMDI und SigmaPlot (Version 6.0, SPSS Inc. 2000) ausgewertet.

2.5.3.4. Analyse von frih- und spatapoptotischen Zellen mit Hilfe von AnnexinV-PE
und 7-Amino-Actinomycin (7-AAD) Farbung

Fir die Analyse von frih- und spatapoptotischen Zellen mit Hilfe der Annexin V-PE und 7-
Amino-Actinomycin (7AAD) Farbung (Annexin V-PE Apoptose Detektions Kit; PharMingen,
Becton Dickinson, San Diego, USA) wurden 5x10° Zellen pro 2ml Medium in 6-well Platten
mit Inhibitor Konzentrationen von 0,1 bis 10uM flir 24 bis 72 Stunden inkubiert. Nach dem
zweimaligen Waschen mit kaltem PBS wurden die Zellen in 100ul Bindungspuffer geman
den Herstellerprotokoll resuspendiert und zu jeder Probe je 5ul Annexin V-PE Antikérper und
5ul 7-AAD hinzugegeben. Die Ansatze wurden anschlieBend fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur dunkel inkubiert und danach mit 400pl Bindungspuffer aufgefiillt.

Die Messung der Fluoreszenzintensitat erfolgte mit Hilfe eines Durchflusszytometers der
Firma Becton Dickinson (FACS Calibur, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Die

Rohdaten wurden mittels WinMDI und SigmaPlot ausgewertet.

2.5.4. Western Blot

2.5.4.1. SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Im Western Blot wurden die durch die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die immobilisierten Proteine konnten
nachfolgend mit Enzym-gekoppelten Antikdrpern markiert und durch enzymvermittelte

Chemilumineszenz visualisiert werden (Gershoni and Palade, 1983) (Towbin et al., 1979).
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Zur Auftrennung von Proteinen wurden in der denaturierenden Gel-Elektrophorese polare
Wechselwirkungen der Aminosauren durch SDS abgeschwacht sowie Disulfidbindungen
durch ein im Lammli-Puffer enthaltenes DTT gespalten. Dadurch haben Sekundar- und
Tertiarstrukturen keinen Einfluss mehr auf die Mobilitdt der nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennten Proteine (Lammli, 1970).

Fur die Auftrennung der Proteine wurden 4%ige Sammelgele sowie 15%ige Polyacrylamid-
Trenngele und 7,5-12,5%ige Polyacrylamid-Gradienten-Trenngele verwendet. Nach dem
Giel3en des Trenngels wurde dieses mit H,O Uberschichtet. Nach der Polymerisierung und
dem Absaugen des H,O wurde das ausgehértete Trenngel mit dem 4%igen Sammelgel
Uberschichtet und der benétigte Gelkamm eingesetzt.

Die zu analysierenden Proben mit einem Proteingehalt zwischen 15 und 100ug
(Ganzzelllysate) wurden mit dem gleichen Volumen Lammli-DTT-Puffer versetzt und fur 5
Minuten bei 95°C im Heizblock gekocht. Die denaturierten Proben wurden fir 1 Minute bei
9000 rpm in einer Eppendorfzentrifuge (Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) abzentrifugiert und in die Geltaschen pipettiert.

Als Referenz fur die ProteingroBenbestimmung wurden zwei Molekulargewichtsmarker
(LMW, low molecular weight calibration kit, Amersham, England; HMW, high molecular
weight standards broad range, BioRad, Deutschland) gemalRl den Angaben der Hersteller
verwendet.

Die Elektrophorese erfolgte in einer vertikalen Elektrophorese-Kammer (Protean Il xi; Biorad,
Deutschland) mit 20 bis 32 mA (Netzgerat; Consort E333, Deutschland) bis die Lauffront des
Bromphenolblau-Markers (im Lammli-DTT-Puffer enthalten) in einem Zeitraum von 12 bis 18

Stunden das Ende des Trenngels erreicht hat.

2.5.4.2. Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembran
Der nach Towbin et al. modifizierte Western Blot basiert auf einem ,semi-dry“ Elektrotransfer
der Proteine vom SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran (Towbin et al.,

1979).
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Drei Blottingpapiere (Schleicher & Schiill, Deutschland) sowie eine Nitrozellulosemembran
(Protran, PorengréfRe 0,45um, Schleicher & Schiill, Deutschland) in der GréRe des Trenngels
wurden mit Transblotpuffer getrdnkt und Ubereinander auf die Anode der Semi-Dry-
Elektrophorese Transferkammer (Trans-Blot SD, BioRad, Deutschland) gelegt. Auf die
Nitrozellulosemembran wurde das Gel, sowie drei weitere mit Transblotpuffern getrankte
Blottingpapiere und die Kathode platziert. Bei unbegrenzter Stromspannung und einer
Stromstarke von 250 mA (Netzgerat; PowerPac 200, BioRad, Deutschland) erfolgte der
Transfer der Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf die Membran in einem Zeitraum
von 3 Stunden.

AnschlieRend wurden die Proteine auf der Membran durch Inkubation mit Ponceau S fir eine
Minute  reversibel angefarbt und die  Molekulargewichtsstandards auf der
Nitrozellulosemembran markiert. Gleichzeitig konnte durch diese Farbung der gleiche
Proteingehalt der einzelnen Bahnen bestatigt werden. Das Ponceau S wurde durch 20-

mindtiges Waschen in G-NET entfernt.

2.5.4.3. Immundetektion

Vor der Bindung eines Antikdrpers auf der Nitrozellulosemembran wurde diese mit G-NET
bei 4°C Uber 12 Stunden inkubiert um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Fur die
Immundetektion wurden der Kaninchen oder der Maus Priméarantikérper mit G-NET 1:800 bis

1:1000 verdiinnt und die Membran fir 12 Stunden auf einem Kippschittler inkubiert (siehe

Tabelle 3).
Antikdrper Verdiinnung Sekundarantikorper Waschlésung
VEGF (147) 1:800 HRPO-GAR G-Net
Anti-Tubulin ~ 1:1000 HRPO-GAR G-Net
p-Tyr (PY99)  1:1000 HRPO-GAM G-Net
c-Kit (H-300)  1:800 HRPO-GAR G-Net
HRPO-GAM  1:25000 G-Net
HRPO-GAR  1:25000 G-Net

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Antikérper und deren
Gebrauchsbedingungen.
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Nach der Inkubation mit dem Primarantikérper wurde die Membran dreimal fir je 15 Minuten
in 1XTBS-T gewaschen. Danach folgte eine einstindige Inkubation mit dem an HRPO (horse
radish peroxidase) gekoppelten anti-Kaninchen- oder anti-Maus- Sekundarantikorper (Santa
Cruz bzw. BioRad, Deutschland) bei Raumtemperatur (Tabelle 3). AnschlieBend wurde der

Blot dreimal fur je 15 Minuten in 1XTBS-T und 5 Minuten in PBS gewaschen

2.5.4.4. Detektion mit dem ECL-Verfahren

Fur die Detektion der Antikoérper wurde ein ECL-Kit (enhanced chemiluminescence Kit,
Amersham, England) verwendet, dessen Bestandteile Luminol und H,O, zusammen mit der
antikérpergebundenen Peroxidase eine Reaktionskette initiieren, die eine Chemilumineszenz
zur Folge hat (Durrant, 1994). Die beiden ECL-Komponenten wurden zu gleichen Teilen
gemischt und die Membran darin fir eine Minute inkubiert. Mit der in Klarsichtfolie
verpackten Membran wurde nun ein Réntgenfilm (Hyperfilm™ECL™, Amersham, England) in
einer Filmkassette (Hypercassette™, Amersham, England) bis zu einer Stunde exponiert und
danach in einem automatischen Entwicklungsgerat des Typs Gevamatic 60 (Agfa Gevaert,

Leverkusen) entwickelt.

2.5.4.5. Stripping der Nitrozellulosemembran

Fur den Nachweis gleicher Proteinmengen in einzelnen Bahnen musste die mit Antikbrpern
besetzte Membran von diesen gereinigt und mit einem anti-Tubulin Antikérper ein zweites
Mal detektiert werden. Hierzu wird die Nitrozellulosemembran zwei Mal fur 15 Minuten mit
65°C heil3er Strippinglésung inkubiert und danach fir 30 Minuten mit 3XTBST gewaschen.

Hiernach folgt die zweite Immundetektion wie in 2.5.4.3. beschrieben.
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3. Ergebnisse

3.1. Leuk&mische Zelllinien produzieren VEGF in vitro

Zum Nachweis einer VEGF Produktion in den zehn verschiedenen leukamischen Zelllinien
die fur diese Arbeit ausgewéhlt wurden, wurde in einem ersten Schritt die VEGFgs
Konzentration im Zelliberstand mit Hilfe eines Sandwich ELISA bestimmt. Dabei zeigten alle
zehn Zelllinien bis auf OCI-AMLS5 eine VEGF55 Sekretion im untersuchten Zelliberstand. Die
Proteinkonzentrationen variierten von 1516,6 + 0,0 pg/ml (MW £ SD) in U937 Zellen Uber
838,1 + 44,8 pg/ml in den Kasumi-1 Zellen bis 137,7 + 54,0 pg/ml Zelliberstand in der PLB-
985 Zelllinie (Abbildung 3 A).

Aus den Publikationen verschiedener Arbeitsgruppen ist bekannt, dass gesunde
hamatopoetische Zellen weniger VEGF produzieren als leukdmische Zellen. In den
Untersuchungen von Fiedler et al. zeigten die Knochenmarkszellen von 9 gesunden
Probanden eine VEGF Konzentration zwischen Opg/ml und 136pg/ml. Die durchschnittliche
VEGF Konzentration lag bei 46pg/ml (Fiedler et al., 1997). Vergleicht man nun diese von
Fiedler et al. publizierten VEGF ELISA Daten mit den in dieser Arbeit untersuchten AML
Zellen so zeigt sich, dass 9 von 10 der hier untersuchten leukamischen Zelllinien mehr VEGF

produzieren als die gesunden Knochenmarkszellen.
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Abb. 3 A zeigt Mittelwert und Standartabweichung der VEGF ELISA Messungen aus den
gesammelten Zellliberstanden. In Abb. 3 B ist die Western Blot Detektion von VEGF Protein aus
RIPA-lysierten Zelllinien abgebildet. Um die gleiche Proteinbeladungsmenge der einzelnen Bahnen
des Blots zu zeigen, wurde die Membran mit einem Antikdrper gegen das Strukturprotein alpha-
Tubulin ein zweites Mal inkubiert und detektiert.

Zur Bestatigung dieser zum Teil sehr hohen VEGF Konzentration im Zelliberstand der mit

Hilfe eines Sandwich ELISAs untersuchten leukamischen Zelllinien wurde in einem zweiten
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Schritt mittels eines Western Blots die intrazellulare VEGF Proteinexpression gemessen.
Hierbei zeigte sich eine deutliche Ubereinstimmung zwischen der VEGF Konzentration im
Uberstand der Zellkultur und den intrazellularen VEGF Mengen. Eine hohe zellulare VEGF
Expression war bei U937, HL-60, Kasumi-1 und THP-1 Zellen nachweisbar. Im Vergleich
dazu zeigten die OCI-AML5 und PLB-985 Zelllinien eine sehr schwache VEGF Expression
(Abbildung 3 B).

Um die im Western Blot gewonnenen Daten vergleichen zu kdnnen, muss eine gleiche
Proteinbeladungsmenge der einzelnen Bahnen (Lanes) gewahrleistet sein. Zu dieser
Kontrolle wurde der Blot von dem alten Antikérper gereinigt und mit einem neuen Antikorper,
der das in allen Zellen gleichstark exprimierte Strukturprotein alpha-Tubulin erkennt, ein

zweites Mal inkubiert und detektiert (Abb. 3 B).

3.2. SU5614 hemmt die VEGF induzierte Endothelzellproliferation in vitro

Die ELISA und Western Blot Daten in Abbildung 3 zeigen, dass der Groliteil aller
untersuchten Zelllinien zum Teil betrachtliche Mengen von VEGF exprimieren und
sezernieren. Moglicherweise tragt diese VEGF Sekretion der Leukamiezellen zu der

erhéhten Endothelzellproliferation im Knochenmark in vivo bei.

Zur Untersuchung des Einflusses von VEGF und SU5614 auf die Wachstumsaktivitdt von
Endothelzellen wurden, in einer Kooperation mit dem Max-Planck-Institut flir Physiologische
und Klinische Forschung in Bad Nauheim humane mikrovaskulédre endotheliale Zellen aus
Lungenresektaten isoliert und in einem Fibringel zur Durchfihrung eines so genannten
dreidimensionalen Angiogeneseassays eingebettet.

Fur die Auswertung wurden alle gebildeten sprouts (mikrovaskuldre GefaRverastellungen)
von je 50 microcarrier die l&anger als 150um waren unter dem Mikroskop gezahlt. Insgesamt
wurden fir die Berechnung des Mittelwerts und der Standardabweichung drei Ansétze je
Experiment ausgewertet. Der Versuch zeigte, dass VEGF auf die humanen pulmonalen
mikrovaskularen Endothelzellen (HLMEC) eine starke proliferative Wirkung hat und dass der

PTK-Inhibitor SU5614 dieses durch VEGF ausgeldste Wachstumssignal blockieren kann.
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Wie in dem Balkendiagramm in Abbildung 4 A zu sehen, nimmt nach Endothelzellstimulation
durch VEGF mit ansteigender SU5614 Konzentration die Anzahl der von den microcarrier
auswachsenden sprouts signifikant ab. Ein gleicher Effekt ist durch den Einsatz eines VEGF

neutralisierenden Antikorpers (Abb. 4 B-3) als Positivkontrolle zu beobachten. Bei VEGF
Stimulation ohne gleichzeitige SU5614 Inkubation ist eine starke Endothelzellproliferation in
Form von auswachsenden mikrovaskularen GefafRverastellungen (sprouts) in Abbildung 4 B-
2 zu sehen. Demgegentber erkennt man in Abbildung 4 B-4 bei Inkubation der Ansétze mit

1uM SU5614 eine deutliche Reduktion der sprouts bildenden Endothelzellproliferation.
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Abb. 4 A zeigt in dem Balkendiagramm Mittelwert und Standardabweichungen der im Mikroskop
gezahlten sprouts von jeweils drei Versuchen. Es wurden nur die sprouts gewertet, die langer
wie der Durchmesser des microcarrier (150pum) waren. In Abb. 4 B sind exemplarisch 5 durch
das Mikroskop fotografierte reprasentative Bilder von den einzelnen Versuchen gezeigt. Die
flachige Kreisform im Zentrum eines jeden Bildes stellt den microcarrier dar.

3.3. Leukamische Zelllinien zeigen eine heterogene Expression der VEGFR-1 und

VEGFR-2 RNA

Um eine Aussage dartber treffen zu kénnen, ob die starke VEGF Produktion der einzelnen
Leukamiezelllinien auch mdglicherweise einen autokrinen Wachstumseffekt hat, wurden die

Zellen auf eine VEGFR-1 und VEGFR-2 Expression hin untersucht. Die Bestimmung dieser
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beiden Rezeptoren wurde wegen dem zum Teil sehr niedrigen Expressionslevel von
Rezeptortyrosinkinasen mittels RT-PCR durchgefiihrt. Dabei wurde bei sechs von zehn der
untersuchten Leukamiezelllinien eine Bande von 554bp im Agarosegel nachgewiesen. Diese
Bande entspricht der Gro3e des VEGFR-1 Transkripts. Die VEGFR-2 mRNA Expression, mit
einer spezifischen Bande von 629bp war im Vergleich dazu auf die K562 und THP-1 Zelllinie
beschrénkt (Abb. 5). Zur Kontrolle der gleichen cDNA Integritéat wurde zusatzlich die cDNA

des Elongationsfaktors EF1a amplifiziert.
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Abb. 5: zeigt die Ergebnisse der VEGFR-1 und VEGFR-2 RT-
PCR aufgetragen auf einem 2%igen Agarosegel. Fur den
Nachweis von VEGFR-1 wurde eine Bande von 554 bp
amplifiziert. Die spezifische Bande von VEGFR-2 liegt bei
629bp. Zur Kontrolle der gleichen cDNA Integritdt wurde als
housekeeping Gen die cDNA des EFla amplifiziert.

3.4.1. SU5614 hemmt nicht das Zellwachstum von VEGFR-2 positiven Zelllinien

Die Expression von VEGFR-1 und VEGFR-2 und die gleichzeitige Sekretion des Liganden
VEGF ermdglicht sowohl eine autokrine Stimulationsschleife zwischen VEGF und VEGF-
Rezeptoren als auch eine parakrine Wachstumsstimulation der VEGFR tragenden Zellen.
Um die Bedeutung dieser autokrinen oder parakrinen VEGF Stimulation fur das
Zellwachstum der leukdmischen Zelllinien zu untersuchen, wurde die Signaltransduktion des
VEGFR-2 mit Hilfe des RTK-Inhibitors SU5614 blockiert. Die hohe Effektivitat dieses
Inhibitors gegenuber der VEGF induzierten Zellproliferation wurde bereits in Kapitel 3.2

ausfuhrlich dargestellt. Die Hemmung des VEGFR-2 Signalweges geschah in der
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Vorstellung, dass durch die Inhibition von VEGFR-2 ein, durch VEGF Aktivierung dieses
Rezeptors entstandener pro-proliferativer Effekt aufgehoben werden kann.

Dazu wurden die zehn verschiedenen Leukamiezelllinien aus den vorhergegangenen
Versuchen in einer Dichte von 10° Zellen pro ml Medium mit SU5614 Konzentrationen von
0,1uM bis 10puM Uber 72 Stunden inkubiert. Nach jeweils 24 Stunden wurde mittels
Trypanblau Farbung die Zahl an viablen Zellen bestimmt. Zum besseren Vergleich der
einzelnen Zelllinien und deren Reaktion auf SU5614 Inkubation wurde die
Proliferationsaktivitat bei 1uM und OuM SU5614 nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden
zur Standardisierung herangezogen. Die Auswertung dieser Daten erfolgte nun nach
folgendem Schema: +++, <10%; ++, 10-40%; +, 41-70%; -, >70% und ist in Tabelle 4 als

Ubersichtbild dargestellt.

VEGFR-2 SU5614
Zelllinien Expression  Sensitivitat [1uM]
Kasumi-1 - et
MM 6 = +
MM 1 - +
OCI-AML5
THP-1 +
NB4
HL-60
PLB-985
U937
K562 +

Tabbelle 4: zeigt die VEGFR-2 Expression: -, keine
Expression; +, Expression. Die SU5614 Sensitivitat
wurde nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden
durch vergleichen der Proliferationsaktivitat bei 1uM
und OuM nach folgendem Schema standardisiert:
+++, <10%; ++, 10-40%; +, 41-70%; -, >70%.

Erstaunlicherweise zeigten von den zehn auf SU5614 Sensitivitat untersuchten Zelllinien die
VEGFR-2 positiven Vertreter wie THP-1 und K562 keinerlei Beeinflussbarkeit in der

Proliferationsrate nach der SU5614 Inkubation. Interessanterweise konnte jedoch, wie in
Tabelle 4 und Abbildung 6 A zu sehen ist, durch den Einsatz von SU5614 eine
konzentrationsabhangige Proliferationshemmung von Kasumi-1 Zellen sowie in geringerer
Auspragung von MM1 und MM6 Zellen erreicht werden. Nach 72 Stunden wurde bei der

Kasumi-1 Zelllinie, ab einer SU5614 Konzentration von 1uM nur noch eine Zellviabilitat von
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7% (0,2x10° + 0,1x10°) gemessen. Bei einer im selben Experiment untersuchten
Inhibitorkonzentration von 10uM SU5614 lag die Zellviabilitét der Kasumi-1 Zellen im
Vergleich zu den Kontrollzellen (4,1x10° + 0,2x10°) sogar unter 1% (Abbildung 6 A). Diese
Proliferationsversuche mit dem PTK-Inhibitor SU5614 zeigten somit, dass die Blockierung
des VEGFR-2 Signalweges zumindest in den hier untersuchten Leuka&miezelllinien keinen
Einfluss auf dessen Proliferationsaktivitat hat. Weder in der K562 noch in der THP-1 Zelllinie,
welche sowohl VEGFR-1 und VEGFR-2 als auch den VEGF Liganden exprimieren konnte
eine signifikante Wachstumsinhibition nach SU5614 Inkubation gezeigt werden (Abbildung 6

B).

A B

—8— 0uM SUS614 Kasumi-1 —— 0uMSUSB14 THP-1
44 —O— 0.1pM SUS614 —O0— xM SUs614

—¥— 1uM SU5614
—7— 10pM SU5614 64 | —¥— 10uMSUSE14

Zellen [x105/ml]
Zellen [x105/ml]

Tage Tage

Abb. 6: A zeigt die Proliferationskurve tber 3 Tage von Kasumi-1 Zellen nach SU5614 Inkubation. B
die Proliferationskurve von THP-1 Zellen bei gleichen Versuchbedingungen. Abgebildet sind die
Mittelwerte und Standartabweichungen von jeweils drei Versuchen.

3.4.2. SU5614 hemmt selektiv das Zellwachstum von KIT positiven Leukdmiezelllinien
Diese Ergebnisse der Proliferationsversuche mit SU5614 zeigten nicht wie erwartet eine
Wachstumsinhibition der beiden VEGFR-2 positiven Zelllinien K562 und THP-1. Vielmehr
zeigte als einzige die VEGFR-2 negative Kasumi-1 Zelllinie eine deutliche Beeinflussbarkeit
in ihrer Proliferationsaktivitat nach SU5614 Inkubation.

Diese Ergebnisse legen die Hypothese nahe, dass fir die Proliferationsinhibition durch den
PTK-Inhibitor SU5614 in den leukdmischen Zelllinien ein anderes Zielprotein als der VEGFR-
2 verantwortlich sein muss. Um dieses Protein zu identifizieren wurden die Zelllinien auf die
Expression von anderen, auch das Zellwachstum steuernden Rezeptortyrosinkinasen hin
untersucht. Einer von diesen Rezeptoren, der auch in der Ausreifung von hamatopoetischen
Stammzellen eine wichtige Rolle spielt ist der stem cell factor receptor KIT.
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Bei der durchflusszytometrischen  Untersuchung der Expressionsrate  dieser
Rezeptortyrosinkinase zeigte sich, in dem durchflusszytometrischen Verteilungsmuster eine
deutliche Ubereinstimmung der gemessenen KIT Expression mit der inhibitorischen Aktivitét
des PTK-Inhibitors SU5614: Nur die SU5614 sensitiven Kasumi-1 Zellen wiesen auch eine

deutliche KIT Expression auf (Abbildung 7 B).

c-Kit SuUs614
Zelllinien Expression  Sensitivitat [1uM] -
2 .
Kasumi-1 - . - Kasumi-1
MM 6 P +
MM 1 - [
* 0

OCI-AMLS + 2

<
THP-1 o))
NB4 o

w
HL-60
PLB-985
usaz 10 10 10% 10 10
K662 +

CD117-PE —»

Abb. 7 A zeigt in der Tabelle den Zusammenhang zwischen der KIT Expression
(+++, sehr starke Expression; ++, starke; +, schwache; -, keine) und der SU5614
Sensitivitdt. Die SU5614 Sensitivitdt wurde nach einer Inkubationszeit von 72
Stunden durch vergleichen der Proliferationsaktivitat bei OuM nach folgendem
Schema standardisiert: +++, <10%; ++, 10-40%; +, 41-70%); -, >70%. In Abb. 7 B
ist die im Durchflusszytometer gemessene KIT (CD117) Expression von Kasumi-
1 Zellen zu sehen.

Zur Bestatigung dieses an der Kasumi-1 Zelllinie beobachteten Zusammenhangs zwischen
der KIT Expression auf der Zelloberflache und der wachstumsinhibitorischen Aktivitat von
SU5614, wurden in einem weiteren Versuch die beiden KIT positiven AML Zelllinien M-07e
und UT-7 auf eine mégliche SU5614 Sensitivitat hin untersucht.

In Abbildung 8 A ist zu sehen, dass beide Zelllinien eine deutliche KIT Expression aufweisen.
Die Ergebnisse der Proliferationsversuche sind in Abbildung 8 B gezeigt: Nach einer
Inkubation mit 50ng/ml SCF und einer SU5614 Konzentration von 1uM Uber 72 Stunden
betrug die Viabilitat von M-07e Zellen nur noch 22% (0,7x10° + 0,1x10°) im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollzellen (100%, 3,5x10° + 0,2x10°). Die Viabilitdt von UT-7 Zellen nach
48 Stunden und gleichen Inkubationsbedingungen betrug 37% (1,2x10°> + 0,2x10° im

Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen (3,2x10° + 0,3x10°).
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Abb. 8 A zeigt die im FACS gemessene KIT Expression von UT-7 und M-07e Zellen. In

Abb. 8 B sind die Proliferationskurven von UT-7 und M-O7e Zellen nach SU5614

Inkubation mit verschiedenen Inhibitorkonzentrationen zu sehen. Abgebildet sind die

Mittelwerte und Standartabweichungen von jeweils drei unabhéngigen Versuchen.
Somit wurde der in Kasumi-1 Zellen gezeigte Effekt von SU5614, auch in den
Proliferationsversuchen mit M-07e und UT-7 Zellen bestatigt. Alle untersuchten KIT positiven
Zelllinien zeigten eine Beeinflussbarkeit der Zellproliferation durch den Einsatz von SU5614.
Um zu zeigen, dass der PTK-Inhibitor SU5614 wirklich ein spezifischer VEGFR-2 und KIT
Inhibitor ist und nicht auch unselektiv andere Proteintyrosinkinasen hemmt wurden in
mehreren Versuchsreihen die leukamogenen Fusionsproteine: TEL-ABL, BCR-ABL, TEL-
JAK2 auf eine SU5614 Sensitivitdt hin untersucht. Dazu wurden diese in die murine IL-3
abhangige Ba/F3 Zelllinie stabil transfiziert (Spiekermann et al., 2002). Nachdem die
transfizierten Zellen Faktorunabhéngigkeit zeigten wurden einzelne Versuchsreihen mit

SU5614 inkubiert. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigten, dass keines der drei Fusions-

proteine von SU5614 in seiner onkogen proliferativen Wirkung beeinflusst werden kann.

3.4.3. STI571 jedoch nicht SU1498 hemmt die Zellproliferation von Kasumi-1 Zellen
Um die pharmakologische Rezeptorselektivitat der small molecule kinase catalytic domain

inhibitors zu bestatigen und um auszuschlieBen, dass diese Inhibitoren ein unselektives
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zytotoxisches Potential besitzen, wurden verschiedene Zelllinien mit STI571 und SU1498
inkubiert. Der fir BCR-ABL und KIT nicht jedoch fir VEGFR-2 hochspezifische PTK-Inhibitor
STI571 wurde hierbei als eine Positivkontrolle fir die KIT Inhibition in Kasumi-1 Zellen
verwendet. Der VEGFR-2-Inhibitor SU1498 wurde als Negativkontrolle fur eine in der RT-
PCR moglicherweise nicht nachweisbare VEGFR-2 Aktivitat und zum Ausschluss
unselektiver zelltoxischer Wirkungen von PTK-Inhibitoren verwendet. Fir die Untersuchung
der STI571 Aktivitdt wurden die Ansatze mit jeweils 10° Zellen pro ml Medium bei STI571
Konzentrationen von 0,1uM bis 10uM inkubiert. Nach jeweils 24, 48 und 72 Stunden wurde
mittels Trypanblau Farbung die Viabilitdt bestimmt. Dabei zeigten Kasumi-1 Zellen wie in
Abbildung 9 A zu sehen, nach 72 Stunden und einer STI571 Konzentration von 1uM nur
noch eine Viabilitit von 5% (0,3x10° # 0,1x10°) im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollzellen (7,6x10° + 0,6x10°). Firr die Untersuchung einer SU1498 Aktivitat wurden nach
den oben beschriebenen Versuchsbedingungen SU1498 Konzentrationen von 0,1uM bis
10uM eingesetzt. Auch nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden konnte der VEGFR-2-
Inhibitor SU1498 keinerlei Veranderungen der Zellproliferation in den Kasumi-1 Zellen

induzieren. (Abbildung 9 B).
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Abb. 9 A zeigt die Proliferationskurve von Kasumi-1 Zellen tiber 3 Tage nach STI571 Inkubation.
In Abb. 9 B ist die Proliferationskurve von Kasumi-1 Zellen bei gleichen Versuchsbedingungen
aber nach Inkubation mit den VEGFR-2-Inhibitor SU1498 zu sehen. Abgebildet sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils drei unabhéngigen Versuchen.

3.4.4. Zusammenfassung der RTK Expressions-und Inhibitordaten
Die Zusammenfassung der Rezeptorexpressions-und Proliferationsversuche mit SU5614

und STI571 zeigen, wie in der Tabelle 5 zu sehen ist ein eindeutiges Bild: Die
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Wachstumsinhibition durch den Einsatz der PTK-Inhibitoren SU5614 und STI571 st
eindeutig mit der KIT Expression auf AML Zelllinien assoziiert. Nur die drei KIT positiven
Zelllinien Kasumi-1, M-07e und UT-7 werden durch SU5614 in ihrem Wachstum gehemmt.
Die beiden VEGFR-2 positiven Zelllinien THP-1 und K562 zeigen keine SU5614 Sensitivitat.
Desweiteren haben SU5614 Inkubationsversuche in einem Ba/F3 Transfektionsmodel
gezeigt, dass leukdmogene Fusionsproteine wie TEL-ABL, BCR-ABL, TEL-JAK2 von
SU5614 nicht gehemmt werden kdnnen. Die Interpretation der SU1498 Daten gibt dartber
hinaus keinen Anhaltspunkt fir eine antiproliferative Aktivitdt durch minimale, mit RT-PCR
nicht detektierbare Expressionslevel von VEGFR-2 oder durch unseletive toxische Effekte
dieser small molecule kinase catalytic domain inhibitors auf das Zellwachstum von AML-
Zelllinien.

Wie eine zusétzlich durchgefiihrte RT-PCR nach dem Protokoll von Miyamoto et al. zum
Nachweis des Fusionsgens aus AML1 von Chromosom 21922 und ETO von Chromosom
8022 zeigt, sind die Kasumi-1 Zellen neben KIT auch AML1-ETO positiv (Daten nicht
gezeigt). Somit scheint fur das transformierende Potential von AML1-ETO in Kasumi-1 Zellen

die Aktivierung des KIT Signalweges ein nétiges zusatzliches Signal zu sein.

SuU5614 STI571

VEGFR-2 CD117 Sensitivitat Sensitivitat
Zelllinien Expression Expression [1uM] [1uM]
Kasumi-1 . i — FIFw
MM 6 - - +
MM 1 - - +
OCI-AML5 - + - +
THP-1 +
NB4
HL-60
PLB-985
U937
K562 + + - +++
M-07e n.d. 4 ,+ n.d.
UT-7 n.d. -+ + n.d.

Tabbelle 5: zeigt die VEGFR-2 und KIT Expression von verschiedenen
Zelllinien (+++, sehr starke Expression; ++, starke; +, schwache; -, keine).
Demgegentiber ist die SU5614 und STI571 Sensitivitit angegeben. Die
Sensitivitat beider PTK-Inhibitoren wurde nach einer Inkubationszeit von 72
Stunden durch Vergleich der Proliferationsaktivitat bei 1uM und OuM nach
folgendem Schema standardisiert: +++, <10%; ++, 10-40%; +, 41-70%; -,
>70%.
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3.5. SU5614 induziert Apoptose und Zellzyklusarrest in KIT positiven Zelllinien

Fur die weitere Charakterisierung der wachstumsinhibierenden Aktivitdt von SU5614 und far
den Nachweis eines molekularen Pathways der bisher beobachteten Effekte wurden
ausgewdhlte Zelllinien (Kasumi-1, UT-7 und M-07e) auf eine Apoptoseinduktion nach

SU5614 Inkubation untersucht.

3.5.1. Caspase-3 und Annexin-V / 7-Amino-Actinomycin Farbung von Kasumi-1 Zellen
In einem ersten Schritt wurde die apoptoseinduzierende Aktivitat von SU5614 mittels
AnnexinV-PE / 7-Amino-Actinomycin (7-AAD) und Caspase-3 Farbung getestet: Mit der
durchflusszytometrischen  Messung  AnnexinV/7-AAD  Farbung ist es moglich
frihapoptotische Zellen (Annexin® und 7-AAD") von spatapoptotischen Zellen (Annexin® und
7-AAD") zu unterscheiden.

Fiur die AnnexinV/7-AAD Messungen wurden 2,5x10° Kasumi-1 Zellen pro ml Medium je
nach Versuchansatz mit und ohne SU5614 fiir 72 Stunden inkubiert. AnschlielRend wurde,
wie in Abbildung 10 A zu sehen ist, der AnnexinV und 7-AAD positive Zellanteil im

Durchflusszytometer bestimmt.

Die aktivierte Protease Caspase-3 ist ein sensitiver Marker der frihen Phase des
programmierten Zelltodes. Durch die proteolytische Aktivitat des Enzyms wird die fur den
Zellzyklus wichtige Poly-(ADP-Ribose) Polymerase zerstort (Patel et al., 1996).

Zum Nachweis dieser friihen apoptotischen Enzymaktivitat wurde, wie in Abbildung 10 B zu
sehen ist die aktive Caspase-3 Expression in Kasumi-1 Zellen nach SU5614 Inkubation
gemessen: Als Messstandard wurden die unbehandelten Kasumi-1 Zellen verwendet und die
Gerateeinstellung (Gate) bei den FACS Messungen dieser Kontrollzellen so gesetzt, dass
maximal 4% dieser Zellen Caspase-3 positiv waren.

In dem in Abbildung 10 B gezeigten Experiment sind 3,77% der Kontrollzellen Caspase-3

positiv und 96, 23% der Kontrollzellen Caspase-3 negativ. Die Caspase-3 Expression betrug
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bei 0,1uM SU5614 5,59% bei 1uM 64,1% bei 2uM 87,2% bei 5uM 93,6% und bei 10uM
95,5%. In beiden Assays fiihrte die Inkubation von Kasumi-1 Zellen mit SU5614 zur

Induktion von Pathways des apoptotischen Zelltodes.

A

OpM SU5614 : 10uM SU5614

9,06% ) 78,0%

107

7-AAD ——»
7-AAD ——»
102

AnnexinV ——» AnnexinV ———p

B

10uM
1pM
0.1uM suUs614

ouM

Caspase 3 —

Abb. 10 A zeigt die im FACS gemessene Apoptoseinduktion von Kasumi-1 Zellen nach
SU5614 Inkubation und AnnexinV/7-AAD Féarbung. Links ist die Spontanapoptose von
Kasumi-1  Zellen bei 0OuM SU5614 aufgetragen. Rechts unter gleichen
Versuchbedingungen bei 10uM SU5614. In Abb. 10 B ist die im FACS gemessene
aktive Caspase-3 Expression als friher Apoptosemarker von Kasumi-1 Zellen nach
Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von SU5614 zu sehen.

3.5.2. Analyse des hypodiploiden DNA Gehalts nach SU5614 Inkubation mittels
Propidiumiodid-Kernfarbung

Allgemein gilt: Apoptotische Zellen weisen als Ausdruck von DNA-Fragmentation einen
erhohten Anteil hypodiploider DNA auf. Fir diese Analyse des Anteils von Zellkernen mit

hypodiploiden DNA Gehalt, als Marker fur spatapoptotische Zellvorgange wurden Kasumi-1,
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M-07e und UT-7 Zellen nach Inkubation mit einem propidiumoididhaltigen Lysispuffer
untersucht: Abbildung 11 A und B zeigen exemplarisch den Prozentsatz von
spatapoptotischen Zellen ohne SU5614 (A) und nach 12 stiindiger Inkubation mit 10uM des

PTK-Inhibitors (B).

OuM SU5614 o 10uM SU5614

1600

15.5% |, 70.1% .,

| " "'

10" 10! 102 107 0 10° 10! 107 107 10¢

Zellzahl ——»

Fluoreszenzintensitat (PI) ———»

In Abb. 11 A ist in Abwesenheit von SU5614 die Spontanapoptoserate von Kasumi-1
Zellen abgebildet. In Abb. 11 B erkennt man nach Apoptoseinduktion durch SU5614
bei einer Inhibitorkonzentration von 10uM einen typischen m peak der die
hypodiploiden Zellkerne apoptotischer Zellen repréasentiert.

In der auf Seite 42 dargestellten Abbildung 12 A, B und C sind im Uberblick die Mittelwerte
und Standardabweichungen der Propidiumiodid-Kernfarbung von den drei KIT positiven
Zelllinien Kasumi-1, UT-7 und M-07e gezeigt. Die einzelnen Zelllinien wurden fur diesen
Versuch mit SU5614 Konzentrationen von OuM, 0,1uM, 1uM und 10uM inkubiert. Zuséatzlich
wurden die UT-7 und M-07e Zellen sowohl mit und ohne ,Stem Cell Factor* SCF kultiviert. In
Abbildung 12 A und C ist eine deutliche SU5614 dosisabhangig ansteigende
Apoptoseinduktion zu erkennen.

Die in der Zellkultur gewonnene Erkenntnis, dass das Zellwachstum der UT-7 und M-07e
Zelllinien in vitro essentiell von der Zugabe des ,Stem Cell Factors* SCF abhéngig ist, zeigt
sich auch in einer deutlichen Apoptoseinduktion nach SCF Entzug. In Abbildung 12 B ist
diese SCF Abhangigkeit der M-07e Zellen in der SCF Negativkontrolle deutlich durch eine

starke Zunahme des hypodiploiden Zellkernanteils zu erkennen.
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Abb. 12: zeigt die Apoptoseinduktion durch SU5614, erkennbar an der Zunahme des
hypodiploiden DNA Gehalts der Propidiumiodid-gefarbten Kasumi-1, M-07e und UT-7
Zellen. Sowohl M-07e als auch UT-7 wurden in einigen Ansatzen mit 50ng/ml SCF
kultiviert.

3.5.3. Zellzyklusanalyse von M-07e Zellen nach Propidiumiodid-Kernfarbung und
SU5614 Inkubation

Um die Daten aus den beiden vorangegangenen Apoptoseassays zu bestatigen wurden in
einem weiteren Versuch Zellzyklusanalysen der drei KIT positiven Zelllinien Kasumi-1, UT-7
und M-07e durchgefuhrt. Dabei ist ein Anstieg der Go/G; Phase und ein Abfall der G,/M
Phase und S-Phase als Zeichen fir Wachstumsstop zu werten. Die Analyse der
Zellzyklusverteilung zeigt, dass SU5614 zu einem Wachstumsarrest in der Go/G; Phase des
Zellzykluses sowie zu einer signifikanten Reduktion der Zellen in G,/M Phase und S-Phase
fuhrt.

In der Abbildung 13 A ist reprasentativ die Zellzyklusverteilung von M-07e Zellen bei An- und
Abwesenheit von SU5614 dargestellt. Der Anteil von Zellen in Go/G; Phase des Zellzykluses
erhohte sich von 63,4% + 2,7 (OuM Inhibitor) auf 82,7% + 2,9 (1uM Inhibitor). Der Anteil der

Zellen in der Synthese Phase bzw. G,/M Phase erniedrigte sich hingegen von 19,5% + 0,9
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bzw. 17,1% + 1,9 (OuM Inhibitor) auf 9,6% + 1,5 bzw. 7,7% % 1,4 (1uM Inhibitor). In
Abbildung 13 B ist in Form von zwei Histogrammen exemplarisch die Zellzyklusverteilung
von M-07e Zellen bei OuM SU5614 und 1uM SU5614 dargestellt. Durch die Einwirkung von
SU5614 erkennt man eine deutliche Zunahme der Zellen in der Gyo/G; Phase des
Zellzykluses (Marker 1 und 2). Ebenso wird die Abnahme der Zellen in der Synthesephase

bzw. G,/M Phase deutlich (Marker 3 und 4).
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Abb. 13 zeigt graphisch (A) und in Form zweier Histogramme (B) die Zellzyklus-
verteilung von M-07e Zellen nach Inkubation mit (+) und ohne (-) SU5614 und
Propidiumiodid-Farbung sowie FACS Auswertung. In Abb. 13 B reprasentieren die
Marker 1 und 2 die Zellen in der Go/G; Phase des Zellzykluses und die Marker 3
und 4 die Zellen in der Synthesephase bzw. G,/M Phase.

Diese Daten zeigen eindeutig, dass SU5614 Apoptose und Zellzyklusarrest in KIT positiven
Leukamiezellen induziert. Dies ist gleichzeitig ein wichtiger indirekter Beweis fir die anti-

apoptotische und pro-proliferative Aktivitat des KIT Signalweges in AML Zelllinien.
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3.6. Autokrine Produktion von SCF in Kasumi-1 Zellen

Im folgenden Teil dieser Arbeit sollen die zellularen Mechanismen der SCF abhangigen und
konstitutiven KIT Aktivierung genauer untersucht werden. Als ursachliche Mechanismen der
KIT abhangigen Zellproliferation in Kasumi-1 Zellen kdnnen mindestens zwei

unterschiedliche Hypothesen zur Erklarung herangezogen werden:

Erstens besteht die Mdglichkeit dass der auf Chromosom 4 gelegene KIT Rezeptor eine
konstitutiv aktivierende Mutation in der zytoplasmatischen Doméne im Exon 17 tragt. Bei
dieser Mutation wird im Codon 816 die Base Guanin gegen Thymin ausgetauscht. Dadurch
wird die Aminosaure Aspartat durch Valin ersetzt (D816V) und es entsteht eine
ligandenunabhangige Rezeptoraktivierung. Durch diesen Basenaustausch entsteht eine
neue Hinfl Restriktionsschnittstelle die einen Nachweis der Mutation erlaubt. Genomische
DNA von Kasumi-1 Zellen wurde mittels Hinfl-restriction fragment gene length polymorphism
(RFLP) und Sequenzierung von Exon 17 analysiert. Dabei erbrachte weder die Analyse
mittels RFLP noch die direkte Nukleotidsequenzierung des betroffenen Exons 17 einen
Hinweis fir eine D816V Mutation (Daten nicht gezeigt) (Beghini et al., 1998a) (Beghini et al.,
1998b) (Beghini et al., 2000). Nach der RFLP des KIT Gens und der Nukleotidsequenzierung
des Exon 17 kann zumindest eine bekannte konstitutiv aktivierende Mutation fur das KIT
abhangige Wachstum in Kasumi-1 Zellen ausgeschlossen werden. Dies bedeutet zugleich,

dass nach einer anderen Ursache fir die Aktivierung von KIT gesucht werden muss.

Eine zweites Erklarungsmodell ware eine ligandengesteuerte Aktivierung des KIT Rezeptors
durch auto/parakrine Stimulation. Ein erster Hinweis fur eine autokrine SCF Stimulation in
Kasumi-1 Zellen zeigte sich bereits in den unter 3.4.2 beschriebenen
Proilferationsversuchen. Anders als die anderen beiden KIT positiven M-07e und UT-7 Zellen
bendtigt die Kasumi-1 Zelllinie keinen SCF Wachstumszusatz um in der Zellkultur wachsen
zu kénnen. Fir diese endogene Aktivierung des KIT Rezeptors stehen der Zelle zwei, durch
alternatives splicing desselben Gens entstehende SCF-Isoformen zur Verfigung: Eine
membranstandige und eine ldsliche Isoform. Aus diesem Grund wurden fiir die PCR
Primerpaare verwendet, durch welche sowohl das im Zelluberstand geltste als auch das

membrangebundene SCF amplifiziert wird.
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Abb. 14 zeigt die Ergebnisse der SCF RT-PCR. Fir den Nachweis
von sowohl dem léslichen als auch dem membranstédndigen SCF
wurde eine Bande von 510 bp amplifiziert. Zur Kontrolle der cDNA
Integritat aller Proben wurde die cDNA des housekeeping Gens
EFla amplifiziert.

Nach dem Auftragen der PCR Produkte auf ein 2%iges Agarosegel zeigten, wie in Abbildung
14 zu sehen ist, alle untersuchten Zelllinien au3er NB4 eine zum Teil starke SCF Expression
in Form einer amplifizierten Bande von 510bp. Zur Kontrolle der cDNA Integritat aller Proben
wurde in einer zweiten PCR Reaktion das housekeeping Gen EFla amplifiziert (Abb. 14).
Diese, in neun der zehn untersuchten Zelllinien vorhandene Produktion von SCF kdnnte zur

autokrinen KIT abhéngigen Zellproliferation beitragen.

3.7.1. SU5614 hemmt die Tyrosinphosphorylierung von KIT in Kasumi-1 und in
transfizierten HEK-293 Zellen

Nachdem in den vorangegangenen Versuchen gezeigt werden konnte, dass nur KIT positive
AML Zelllinien durch SU5614 in ihrem Wachstum gehemmt werden konnten, ist die Analyse
der Tyrosinphosphorylierung von KIT ein weiterer wichtiger Schritt um die Rolle des KIT

Signalweges fir die Zellproliferation von AML Zellen genauer zu charakterisieren.

Hierzu wurden Kasumi-1 Zellen sowie mit KIT Wildtyp transfizierte HEK-293 Zellen auf ihre
KIT Tyrosinphosphorylierung hin untersucht: Zur CacCl,-Transfektion des KIT cDNA
codierenden Expressionsvektors wurden HEK-293 Zellen in einer Dichte von 2.2x10° Zellen
pro ml in 10cm Kulturschalen ausgesat und der Transfektionsansatz auf die adharent
wachsenden HEK-293 Zellen pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurde
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mit Hilfe des kotransfizierten GFP Gens die Gentransfektionseffizienz beurteilt. Diese lag
Uber 80%. Nur die mit dem Zielgen transfizierten Zellen wurden fir weitere Analysen
verwendet. Wie in der Abbildung 15 A zu sehen ist, exprimieren HEK-293 Zellen endogen
kein KIT Protein. Nach der Stimulation (200ng/ml SCF) des transfizierten Rezeptors nimmt
dessen Tyrosinphosphorylierung stark zu. Durch die Inkubation der Zellen mit SU5614 1
Stunde vor der SCF Stimulation ist eine dosisabhadngige Hemmung der KIT
Tyrosinphosphorylierung zu beobachten. Bereits mit einer SU5614 Konzentration von 1uM
wurde eine nahezu komplette Hemmung der KIT Tyrosinphosphorylierung erreicht.

Die Analyse der Rezeptortyrosinphosphorylierung in HEK-293 Zellen ist im Vergleich zu den
Zelllinien die aus Patienten isoliert wurden ein artifizielles Modell. Deswegen wurde die
Hemmung der SCF induzierten KIT Phosphorylierung auch noch zusatzlich in Kasumi-1
Zellen untersucht.

Nach der Immunprazipitation des Zielproteins zeigte sich im Western Blot eine
dosisabhéngige Reduktion der KIT Tyrosinphosphorylierung durch SU5614 (Abb 15 B). Im
Vergleich zu der kompletten Blockierung der KIT Tyrosinphosphorylierung in den
embryonalen HEK-293 Nierenzellen ist, wie in Abbildung 15 zu sehen dieser starke Effekt in
Kasumi-1 Zellen nur teilweise zu erreichen. Zur Kontrolle der gleichen Beladungsmengen der
Gele wurden beide Blots mit Mercaptoethanol von Antikdrperriickstanden gereinigt
(gestrippt) und mit einem spezifischen KIT Antikérper ein zweites Mal detektiert (unterer Teil

der Abb. 15 A und B).
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Abb. 15 A zeigt die Detektion der KIT Tyrosinphosphorylierung von mit KIT Wildtyp
transfizierten 293 Zellen im Western Blot. Dazu wurde nach Immunprazipitation mit einem
spezifischen KIT Antikorper die Tyrosinphosphorylierung detektiert. In Abb. B ist bei gleichen
Blotbedingungen die Tyrosinphosphrylierung von endogenen KIT in Kasumi-1 Zellen gezeigt. Im
unteren Teil von A und B wurde die Membran mit einem Antikdrper gegen KIT ein zweites Mal
inkubiert und detektiert.
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3.7.2. Die Tyrosinphosphorylierung von KIT D816V wird durch SU5614 nicht gehemmt
Um die Wirksamkeit des PTK-Inhibitors SU5614 gegeniber der von Beghini et al. in AML
Blasten beschriebenen und auf Exon 17 des KIT Rezeptors liegenden D816V Mutation zu
testen wurden wiederum HEK-293 Zellen verwendet. Diese wurden mit einer fur die D816V
Mutation codierenden cDNA in einem geeigneten Expressionsvektor mit Hilfe der CaCl,-
Methode transfiziert. Diese D816V Mutation des KIT Rezeptors zeigte bereits in anderen
Versuchen eine Resistenz gegeniiber dem KIT Inhibitor STI571 und anderen Inhibitoren.

Wie zu erwarten war zeigte die konstitutiv aktivierende D816V Mutation in den
biochemischen Phosphorylierungsuntersuchungen im Western Blot auch bereits ohne SCF
Stimulation eine sehr starke KIT Tyrosinphosphorylierung.

Wie in der Abbildung 16 zu sehen ist, hatte der Einsatz des PTK-Inhibtors SU5614 auch bei
einer Konzentration von 10puM keine Abnahme der Tyrosinphosphorylierung von KIT D816V
zur Folge. Zur Kontrolle der gleichen Beladungsmengen des Gels wurde der Blot mit
Mercaptoethanol von Antikorperriickstdnden gereinigt (gestrippt) und mit einem spezifischen

KIT Antikorper ein zweites Mal inkubiert und detektiert.

IP: o c-Kit
+ + + +  cKitD816V
00 01 1 10 SU5614 [uM]

200-

BLOT| o e-Kit |

Abb. 16: zeigt nach Immunpréazipitation die Western Blot
Analyse der KIT D816V Tyrosinphosphorylierung von mit
D816V transfizierten 293 Zellen. Um die gleiche
Proteinbeladungsmenge der einzelnen Bahnen des Blots zu
zeigen, wurde die Membran mit einem Antikdrper gegen KIT
ein zweites Mal inkubiert und detektiert.
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4. Diskussion

Die akute myeloische Leukamie ist eine hamatologische Neoplasie die durch eine rasche
Vermehrung von normalerweise nur in sehr geringer Anzahl vorhandener hdmatopoetischer
Vorlauferzellen charakterisiert ist. Grundlage fur diese Expansion eines malignen
hamatopoetischen Zellklons mit generalisierter Ausbreitung im blutbildenden Knochenmark
und einer Ausschwammung von unreifen leukamischen Zellen ins periphere Blut ist eine als
leukdmische Transformation bezeichnete genetische Alteration einer hamatopoetischen
Stammzelle. Es ist bekannt, dass solche akute myeloische Leukamiezellen zum Teil groRRe
Mengen von Rezeptortyrosinkinasen exprimieren (Caceres-Cortes et al., 2001) (Sperling et
al.,, 1997) (Ikeda et al., 1991) (Katoh et al., 1995). Die pathogenetische Bedeutung der
Uberexpression und Aktivierung dieser Rezeptortyrosinkinasen fur die Entstehung und

Aufrechterhaltung einer leukamischen Erkrankung soll in dieser Arbeit untersucht werden.

Zu diesen Rezeptoren gehdren unter anderem der stem cell factor receptor KIT und der
vaskular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR-2) (Zhao et al., 2002) (Ziegler et al.,
1999). Von diesen Rezeptortyrosinkinasen gehen Signale aus, die sowohl die
Zellproliferation und das ,self-renewal® von Zellen als auch Apoptose regulieren.
Rezeptortyrosinkinasen wie der VEGFR-2 sind aber auch ebenso bedeutsam fiir die Bildung
eines fur das Tumorzellwachstum giinstigen Umgebungsmilieus. Beispielsweise wird durch
die Sezernierung von VEGF und anderen angiogenen Mediatoren in Endothelzellen ein
Mikrations-und Proliferationssignal aktiviert, welches letztendlich durch Induktion von
Angiogenese zur Tumorzellprogression beitragen kann (Millauer et al., 1993) (Millauer et al.,
1996) (Grunstein et al., 2000). Derartige, das Tumorzellwachstum unterstitzende oder
bedingende autokrine Stimulationsschleifen wurden fir verschiedene Tumorentitaten
beschrieben. Dabei wurde sowohl von Marschall et al. bei Pankreaskarzinomzelllinien als
auch von Dias et al. bei AML-Zelllinien eine VEGF induzierte autokrine Schleife postuliert
(von Marschall et al., 2000) (Dias et al., 2000). Aufbauend auf der oben dargelegten
Bedeutung von Rezeptortyrosinkinasen und deren Liganden fir die Induktion und Persistenz

einer malignen Erkrankung wurden in dieser Arbeit eine Reihe von humanen leukamischen
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Zelllinien auf die Expression von relevanten Rezeptortyrosinkinasen und deren Liganden
untersucht.

In neun von zehn der untersuchten leukdmischen Zelllinien konnte eine starke VEGF
Expression gezeigt werden, wohingegen die VEGFR-1 und VEGFR-2 Expression auf sechs
bzw zwei Zelllinien beschrankt blieb. Studien von Fiedler et al. und Aguayo et al.
beschrieben in Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit vorgestellten Daten eine deutliche
VEGF Expression in AML-Zelllinien und primaren AML-Blasten. Die Studie von Aguayo et al.
definierte zusatzlich die Bedeutung der VEGF Expression als einen wichtigen
Prognosemarker fiir das Uberleben von Patienten mit akuter myeloischer Leukamie (Fiedler
et al., 1997) (Aguayo et al., 1999) (Aguayo et al., 2002). Die Studie von Dias et al. beschrieb
eine das Zellwachstum stimulierende autokrine Stimulationsschleife zwischen VEGF und
VEGFR-2 unter serumfreien Kulturbedingungen. Dabei konnte durch VEGFR-2
neutralisierende Antikorper eine Zellproliferationsinhibition erreicht werden (Dias et al.,
2000). Zusatzlich gelang es Dias et al. in einem Xenotransplantationsmodell bei Mausen
durch den Einsatz eines neutralisierenden Antikdrpers gegen den VEGFR-2 das Wachstum
der transplantierten humanen HL-60 Leuk&miezellen zu hemmen. Jedoch konnte in dieser
Studie nur durch die gleichzeitige Blockierung des humanen wie auch des murinen VEGFR-2
eine Langzeitremission der mit HL-60 Zellen inokulierten Mause erreicht werden (Dias et al.,
2001). Diese Studie unterstreicht sowohl die Bedeutung einer direkten VEGFR-2 Stimulation
auf AML-Blasten als auch die Bedeutung der durch VEGFR-2 vermittelten Aktivierung von
peripher gelegenen Endothelzellen fur das ,,engraftment” von Leukamiezellen.

Im Gegensatz zu der Studie von Dias et al. konnte in der vorliegenden Arbeit durch die
Untersuchungen der VEGF Sekretion und der VEGFR-2 Expression sowie durch das
Screening der Zelllinien auf eine Sensitivitdt gegentber dem VEGFR-2 Inhibitor SU5614 kein
Hinweis fir eine autokrine Stimulationsschleife zwischen VEGF und VEGFR-2 in
Leukamiezellen gefunden werden. Diese in vitro gewonnenen Daten erlauben jedoch keinen
generellen Ruckschluss auf die Bedeutung der VEGFR-2 Aktivierung in vivo. Die Diskrepanz
zwischen den hier vorgestellten Ergebnissen und den oben beschriebenen Daten aus der
Studie von Dias et al. ist moglicherweise durch Unterschiede im Versuchsaufbau bedingt: So
verwendeten Dias et al. zur Proliferationsinhibition der leukamischen Zelllinien VEGFR-2

neutralisierende Antikérper und serumfreies Kulturmedium. Die Experimente dieser Arbeit
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wurden hingegen mit einem im katalytischen Zentrum des VEGF-2-Rezeptors angreifenden
PTK-Inhibitors und in Gegenwart von 10% FCS durchgefihrt. Das Fehlen von Serum (FCS)
bei den Versuchsansatzen von Dias et al. hat mdglicherweise eine Sensibilisierung der
untersuchten Zellen gegeniiber dem endogen produzierten VEGF und somit eine starkere
Wirksamkeit der wachstumsinhibitorischen Aktivitat der anti-VEGFR-2 Antikdrper zur Folge.
Durch das Ausbleiben einer VEGFR-2 Inhibition in Gegenwart von Serum muss die
Bedeutung dieser autokrinen Schleife unter physiologischen Wachstumsbedingungen in
Frage gestellt werden.

Madglicherweise spielt aber die Produktion von VEGF durch primare AML Blasten auf eine
andere Art und Weise eine wichtige Rolle in der Pathogenese der akuten myeloischen
Leukamie. Es zeigte sich namlich in einer Arbeit von de Bont et al., dass eine erhohte
Knochenmarksgefal3dichte in Patienten mit AML besteht, die moglicherweise durch die
VEGF Produktion und VEGF Sezernierung der AML-Blasten iniziiert oder zumindest
unterstitzt wird (de Bont et al.,, 2001). Mdglicherweise ist diese Neoangiogense im
Knochenmark von AML Patienten ein wichtiger Teilschritt der zur Konsolidierung dieser
Erkrankung beitrdgt. Somit kénnte die Blockierung von VEGFR-2 mittels Inhibitoren wie
SU5614 die Proliferation von Endothelzellen im Knochenmark einschrénken und dadurch die
Versorgung der Leukémiezellen mit Blut (Sauerstoff und Nahrstoffen) unterbinden. Erste
Erfolge mit einem Therapiekonzept dieser Art konnte Dias et al. in einem Maus-
Xenotransplantationsmodell durch die Untersuchung der Bedeutung der VEGFR-2
Blockierung mit Antikérpern fir das Langzeitiiberleben an AML erkrankter Mause zeigen
(Dias et al., 2001).

Ausgehend von diesen Uberlegungen wurde die Wirkung von SU5614 auf das Zellwachstum
von mikrovaskularen Endothelzellen in dieser Arbeit in einem dreidimensionalen in vitro
Angiogensesmodell untersucht. Dabei zeigte sich in diesem sehr physiologischen
Angiogenesemodell, dass durch den Einsatz des Inhibitors eine komplette Blockierung des
VEGF induzierten kapillaren Wachstums von Endothelzellen erreicht werden konnte. Dies
bedeutet, dass der small molecule kinase -catalytic domain inhibitor SU5614 ein
ausgepragtes anit-angiogenetisches Potential bei geringen toxischen Eigenschaften zeigt
und dadurch beispielweise als Modellsubstanz fir zukinftige anti-angiogenetische

Therapieansatze dienen kann.
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Wegen der fehlenden Korrelation zwischen der VEGFR-2 Expression und der Sensitivitat der
Zelllinien gegenuber einer antiproliferativen Aktivitdtt von SU5614 wurden weitere
Proteintyrosinkinasen als mogliche Zielstruktur von SU5614 untersucht. Hierbei zeigte
letztendlich nur der Vergleich zwischen den Proliferationsversuchen mit SU5614 und der
untersuchten KIT Expression eine positive Korrelation und legt die Vermutung nahe, dass die
Expression des stem cell factor receptor ,KIT" fur die Senstitvitat von Kasumi-1, UT-7 und M-
07e Zellen gegeniiber SU5614 verantwortlich ist. Eine Reihe von Apoptoseversuchen mit
Kasumi-1, UT-7 und M-07e Zellen, nach Inkubation mit SU5614 bestétigten die bereits in
den Proliferationsversuchen gewonnenen Daten. Nach SU5614 Inkubation zeigten die KIT-
positiven Zellen eine eindeutige Apoptoseinduktion sowohl in der Caspase-3 also auch in der
AnnexinV-PE / 7-Amino-Actinomycin Farbung. Auch die Zellzyklusanalyen und die
Messungen des hypodiploiden DNA Gehaltes, als Marker fir spatapoptotische Zellvorgange
zeigten eindeutig, dass SU5614 in sensitiven Zellinien Apoptose induziert. Die Bedeutung
des KIT Signalweges fur das Wachstum von Leukd&miezellen wird auch durch eine
Untersuchung von Caceres et al. bestatigt: Hierbei wurden SCF produzierende AML Blasten
mit gegen SCF mRNA gerichteten antisense-Oligonukleotide behandelt. Dabei zeigte sich
eine Abnahme der SCF Proteinmenge und eine Apoptoseinduktion in den untersuchten
Zellen (Caceres-Cortes et al., 2001).

Zur Bestatigung, dass SU5614 spezifisch den KIT Sighalweg hemmt, und kein anderer
unspezifischer oder zytotoxischer Effekt des small molecule kinase catalytic domain
inhibitors fur die Wachstumsinhibition verantwortlich ist, wurden Kasumi-1 Zellen mit zwei
weiteren PTK-Inhibitoren inkubiert. Dabei zeigte der KIT Inhibitor STI571 die gleiche
proliferationshemmende Wirkung wie SU5614. Der VEGFR-2-Inhibitors SU1498 wurde als
Negativkontrolle fur eine in der RT-PCR mdglicherweise nicht nachweisbare VEGFR-2
Aktivitat und zum Ausschluss unselektiver toxischer Wirkungen von PTK-Inhibitoren
verwendet. Auch nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden konnte dieser VEGFR-2-
Inhibitor keinerlei Veranderungen der Zellproliferation von Kasumi-1 Zellen verursachen.

Die Hypothese, dass durch spezifische Inhibition des KIT Signalweges eine
Proliferationsinhibition von KIT positiven AML Zelllinien erreicht werden kann, wird durch
eine Studie von Schmolich et al. mit unterstitzt. In dieser Studie zeigte der Einsatz des von

der Firma SUGEN entwickelten RTK-Inhibitors SU5416 in der SCF abhangigen M-07e

51



Diskussion

Zelllinie eine Proliferationsinhibition und Apoptoseinduktion (Smolich et al., 2001).
Abweichend von dieser Hypothese zeigen die in der vorliegenden Arbeit bei gleichen
experimentellen Bedingungen untersuchten OCI-AML5 und K562 Zellen trotz einer
detektierbaren KIT Expression keine Wachstumsinhibition nach SU5614 Inkubation.

Der Grund fir dieses nicht in die oben genannte Hypothese passende Ergebniss liegt
mdoglicherweise darin, dass im Vergleich zu den KIT positiven und zugleich SU5614
sensitiven Zelllinien Kasumi-1, UT-7 und M-07e die OCI-AML5 Zellen eine, nur in einer
kleinen Subfraktion vorhandene KIT Expression aufweisen. Der KIT negative Grof3teil der
OCI-AML5 Zellen wirde demnach wie alle anderen untersuchten KIT negativen Zelllinien
keine Beeinflussung des Wachstums durch SU5614 zeigen. Eine andere Mdglichkeit fir die
Unempfindlichkeit von OCI-AML5 gegeniber SU5614 kdnnte der Erwerb von Mutationen
eines anderen, das Wachstum steuernden Gens, z.B. eines Tumorsuppressorgens sein.
Ferner besteht die Moglichkeit, dass sich innerhalb des KIT Rezeptors eine konstitutiv
aktivierende und das katalytische Zentrum verdndernde Mutation ausgebildet hat, wodurch
die Effektivitat des Inhibitors moglicherweise verloren geht. Untersuchungen von PTK-
Rezeptoren mit Mutationen in der katalytischen Tasche oder der Aktivierungsschleife
zeigten, dass solche Mutationen zu einer PTK-Inhibitor Resistenz fiihren kdnnen (Gorre et
al., 2001) (Hochhaus et al., 2001) (Marx, 2001). In allen oben genannten Féllen hatte die
Unterbrechung des KIT Signalweges durch SU5614 keine die Viabilitit der Zellen
beeinflussenden Effekte mehr zur Folge.

Die fehlende Wachstumshemmung von K562 Zellen durch SU5614 liegt méglicherweise
nicht wie oben im Text beschrieben an der Existenz einer KIT Mutation, sondern an der
Expression des BCR-ABL Fusionsgens in K562 Zellen. Die Zelllinie ist wahrscheinlich durch
dieses Fusionsprotein weitgehend unabgangig von Wachstumssignalen, die tber den KIT
Rezeptor zugefuhrt werden. Des weiteren haben die in dieser Arbeit beschriebenen SU5614
Inkubationsversuche mit BCR-ABL transfizierten Ba/F3 Zellen gezeigt, dass SU5614 die

Funktion dieses Fusionsproteins nicht hemmen kann (siehe Abschnitt 3.4.4).

Bei der genaueren Untersuchung der Wirkung von SU5614 auf KIT in Kasumi-1 und in KIT
transfizierten HEK-293 Zellen zeigte sich, dass die Blockierung der KIT

Tyrosinphosphorylierung in Kasumi-1 Zellen im Vergleich zu den transfizierten 293 Zellen
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nur partiell ausgebildet ist. Erst ab einer SU5614 Konzentration von 10uM nimmt die KIT
Tyrosinphosphorylierung deutlich ab, wohingegen die biologischen Effekte des Inhibitors
bereits ab einer Konzentration von 1uM zu beobachten waren. Diese Tatsache kann
einerseits bedeuten, dass die verbleibende Tyrosinphosphorylierung von KIT nicht ausreicht
um die Kasumi-1 Zellen vor Apoptose zu schiitzen oder andererseits, dass es sich bei der
inkompletten Abnahme der Tyrosinphosphorylierung um ein ,Artefakt* im Western Blot
handelt. Unabhangig davon zeigen die Ergebnisse der Tyrosinphosphorylierungs-
untersuchungen in den KIT transfizierten embryonalen HEK-293 Nierenzellen, dass der KIT
Rezeptor ein molekulares Target von SU5614 ist.

Das mitogene Potential von KIT kann prinzipiell durch zwei Mechanismen bedingt sein:
Erstens durch eine autokrine oder parakrine, SCF abhangige Aktivierung des KIT
Signalwegs oder zweitens durch eine konstitutiv aktivierende Mutation des KIT Rezeptors
(Beghini et al., 2000) (Boissan et al., 2000). Ausgehend von diesen beiden Hypothesen
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine autokrine und oder parakrine SCF
Produktion und nicht eine konstitutiv aktivierende Mutation in Kodon 816 fur die KIT
abhangige Proliferation von Kasumi-1 Zellen verantwortlich ist. Es ist allerdings nicht
auszuschlieRen, dass sich eine andere, bisher unbekannte Mutation im Gen des von
Kasumi-1 Zellen exprimierten KIT Rezeptors befindet. Diese Mutation musste allerdings,
anders wie die von Beghini et al. in AML Blasten beschriebene und auf Exon 17 des KIT-
Rezeptors liegende D816V Mutation sensitiv gegenliber SU5614 sein. Die in dieser Arbeit
untersuchte D816V Mutation ist hingegen auch gegeniber SU5614 Konzentrationen von
10uM resistent.

Die essentielle Bedeutung des KIT Signhalweges fir die Pathogenese leukamischer
Erkrankungen wurde auch eindrucksvoll im Bereich der hamatopoetischen
Stammzellforschung gezeigt: Fir hamatopoetische Stammzellen stellt die gleichzeitige
Aktivierung von zwei Proteinkinasen in der Zelle ein Proliferationssignal und ein Self-
renewal-Signal dar. So ist die Aktivierung von KIT durch SCF und die Aktivierung von JAK-2
durch einen artifiziellen Liganden ausreichend, um sogenannte primare ,multipotential
hematopoietic prognitor cells* (MHPCs) in einen lang anhaltenden Zyklus von Proliferation
und self-renewal zu versetzen (Zhao et al., 2002). Die Bedeutung dieser Erkenntnisse aus

der Stammzellforschung fiir die Ergebnisse dieser Arbeit liegt méglicherweise darin, dass
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auch die Kombination von einer ligandengesteuerten KIT Aktivierung mit einem onkogenen
Fusionsgen wie TEI-JAK-2 in hamatopoetischen Stammzellen (HSC) zu einer starken
Zellproliferation und zu ,self-renewal” in der Langzeitkultur fihren kann. Daraus geht hervor,
dass fur eine klonale Leukamiezellproliferation in bestimmten Fallen die KIT Aktivierung
zusammen mit der Aktivierung einer weiteren Proteintyrosinkinase ausreichend sein kann.
Auch fir das transformierende Potential von AML1-ETO, einem AML spezifischen
Fusionsgen aus den Transkriptionsfaktoren AML1 und ETO, ist ein zusatzliches mitogenes
Signal nétig. Wie die Proliferationsversuche mit Kasumi-1 Zellen in dieser Arbeit zeigen, ist
fur das Wachstum dieser AML1-ETO fusionsgentragenden Zellen die zusatzliche Aktivierung
des KIT Signalweges von essentieller Bedeutung da nach Hemmung von KIT die Expression
von AML1-ETO nicht ausreicht ein proliferatives Signal zu induzieren und die Zellen vor
Apoptoseinduktion zu schiitzen. Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen SCF
Produktion, KIT Expression und Zellproliferation ist nicht zuletzt deshalb von besonderer
Bedeutung da in 65% der isolierten Blasten von AML Patienten nach Berichten von Sperling
et al. eine KIT Expression nachgewiesen wurde. Durch diese KIT Expression der AML
Patientenzellen ergibt sich, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte eine mdogliche
Hemmbarkeit der Leukdmiezellen durch RTK-Inhibitoren wie SU5614 (lkeda et al., 1991)
(Sperling et al., 1997).

Zum Ende dieser Arbeit soll auch die Frage gestellt werden in wie fern die Verwendung von
SU5614 gegenliber einer konventionellen Chemotherapie und anderen bereits bekannten
PTK-Inhibitoren (STI571) einen Vorteil bringen kann?

Der Vorzug einer Therapie mit SU5614 gegenluber Therapieversuchen mit STI571 kdnnte
sein, dass mit SU5614 meherere AML krankheitsrelevante Zielstrukturen gleichzeitig inhibiert
werden konnten. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, kommt in der akuten
myeloischen Leukamie fur den PTK-Inhibitor SU5614 neben KIT auch der VEGFR-2 als
potentielle therapierelevante Zielstruktur in Frage. Ein weiterer Vorteil des Einsatzes von
SU5614 gegenliber anderen PTK-Inhibitoren liegt in einer mdglichen Verhinderung von
sekundéren Resistenzen durch Punktmutationen in den Zielstrukturen des Inhibitors wie sie

fur STI571 bereits beschrieben worden sind (Gorre et al., 2001) (Marx, 2001) (Hochhaus et
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al.,, 2001) (Blagosklonny, 2002). Ausschlaggebend fiir die Verhinderung einer solchen
Resistenzentwicklung konnte sein, dass durch SU5614 nicht nur KIT Rezeptoren auf
Tumorzellen gehemmt werden, welche durch eine hohe Teilungsrate einem starken
Selektions- und Mutationsdruck ausgesetzt sind sondern auch, wie in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, gesunde VEGFR-2 tragende Endothelzellen welche durch Neoangiogenese
in das Tumorwachstum indirekt eingreifen kénnen.

Der Vorteil von small molecule kinase catalytic domain inhibitors gegeniber einer
Chemotherapie liegt, wie man aus den Erfahrungen mit STI571 weil3, in einem
wahrscheinlich geringeren Nebenwirkungsprofil dieser Substanzen (Druker et al., 2001a),
(Druker et al., 2001b). Dies kann durch deren spezifischen Wirkmechanismus erklart werden.
Maglicherweise wird man auch in Zukunft erst durch den kombinierten Einsatz von solchen
Inhibitoren und klassischen Chemotherapeutika eine Verbesserung der Therapieoptionen
von malignen Erkrankungen erreichen kénnen. Insbesondere konnte die Kombination von
Inhibitoren gegen KIT und AML1-ETO, allein schon aufgrund des sehr haufigen
Vorkommens beider Proteine fir die Behandlung der AML eine vielversprechende

therapeutische Option darstellen.

Die Zusammenfassung der in dieser Arbeit untersuchten unterschiedlichen molekularen
Zielstrukturen des RTK-Inhibitors SU5614 zu einem gemeinsamen zellbiologischen und
molekularen Wirkmechanismus begriinden das Konzept einer gezielten, an den molekularen
Mechanismen orientierten Therapieform. Durch die Hemmung des KIT Signalweges in
Leukdmiezellen sowie durch die Hemmung der VEGF induzierten Endothelzellproliferation,
werden, wie in Abbildung 17 dargestellt, zwei unterschiedliche, fir die Pathogenese der
akuten myeloischen Leukdmie wichtige Signalwege durch eine einzige Substanz blockiert.
Durch die gezielte Hemmung des KIT Rezeptors konnte in dieser Arbeit dessen Bedeutung
sowohl fur die Regulation von Zellproliferation als auch fur die Regulation von ,self-renewal”
und Apoptose in Leuk&miezellen gezeigt werden.

Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass fir das Wachstum der AML1-ETO

fusionsgentragenden Kasumi-1 Zellen die zuséatzliche Aktivierung des KIT Signalweges von
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essentieller Bedeutung ist, da hach Hemmung von KIT die Expression von AML1-ETO nicht

ausreicht um ein proliferatives Signal zu induzieren und die Zellen vor Apoptose zu schiitzen.

SU5614
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Abb. 17: zeigt fir die Entstehung der Akuten Myeloischen Leukamie wichtige pathophysiologische
Zusammenhéange sowie verschiedene Angriffspunkte des RTK-Inhibitors SU5614. Im Vordergrund
steht die Wachstumshemmung von KIT positiven Leukamiezellen durch die Unterbrechung von
autokrinen und parakrinen SCF Stimulationsschleifen. Dazu gehért auch die Hemmung der
Angiogenese durch einen anti-proliferativen Effekt von SU5614 auf Endothelzellen. Eine
Wachstumshemmung der Leuk&miezellen durch eine Blockierung des VEGFR-2 konnte in dieser
Arbeit nicht gezeigt werden.
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5. Zusammenfassung

Die pathogenetische Grundlage der akuten myeloischen Leukéamie (AML) stellt die
leuk&mische Transformation hamatopoetischer Stammzellen dar, die zur Proliferation eines
leukamischen Klons fuhrt. Der leukamische Zellklon ist einerseits durch ein rasches, von
normalen Regulationsmechanismen unbeeinflusstes Wachstum und andererseits durch eine
gestorte Reifungstendenz charakterisiert.

Forschungsarbeiten zur Aufklarung molekularer Ursachen der leukédmischen Transformation
von hamatopoetischen Stammzellen riicken zunehmend die Uberexpression von
Rezeptortyrosinkinasen als haufige Faktoren oder Co-Faktoren in den Vordergrund. Die
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es die Bedeutung der Expression von Liganden wie
Vaskular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Stem Cell factor (SCF) sowie deren
Rezeptortyrosinkinasen VEGFR-1, VEGFR-2 und Stem Cell Factor Receptor KIT flr die
Pathogenese der akuten myeloischen Leukdmie genauer zu untersuchen. Dazu wurden
verschiedene Leukamiezelllinien mit Hilfe von RT-PCR, Western Blot und
Durchflusszytometrie auf dessen Liganden und Rezeptorstatus hin untersucht. Im Mittelpunkt
stand die Untersuchung und der Nachweis einer so genannten autokrinen und oder
parakrinen Stimulationsschleife zwischen den von AML Zellen sezernierten Liganden und
den gleichzeitig exprimierten Rezeptortyrosinkinasen. Das Ziel dabei war die erfolgreiche
Unterbrechung dieser Signalwege durch die Anwendung des small molecule kinase catalytic
domain Inhibitors SU5614, der in Experimenten mit VEGF positiven mikrovaskularen
Endothelzellen bereits eine antiproliferative Wirkung gezeigt hat.

In neun von zehn der untersuchten leuk&mischen Zelllinien konnte eine starke VEGF
Expression gezeigt werden, wohingegen die VEGFR-1 und VEGFR-2 Expression auf sechs
bzw. zwei Zelllinien beschrankt blieb. Um der Uberexpression von Rezeptortyrosinkinasen in
den untersuchten Leukamiezelllinien eine pathogenetische Relevanz zuweisen zu kdnnen,
wurde mit Hilfe der spezifischen Proteintyrosinkinaseinhibitoren SU5614, STI571 und
SU1498 versucht das Wachstum dieser leuk&mischen Zellen zu hemmen. Dabei zeigte sich,
dass in den untersuchten AML Zelllinien nicht die Expression von dem VEGFR-2 sondern
nur die Uberexpression und Stimulation des stem cell factor receptor KIT eine proliferative
Wirkung auf die untersuchten AML Zelllinien hat. So konnte durch die Anwendung von

SU5614 das Zellwachstum der KIT positiven Zelllinien Kasumi-1, UT-7 und M-07e
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konzentrationsabhangig gehemmt werden. Zur Bestéatigung dieser aus Wachstumskurven
gewonnenen Ergebnisse wurden zusatzlich verschiedene Apoptoseassays durchgefihrt die
zeigen konnten, dass durch den Einsatz des PTK-Inhibitors SU5614 keine unspezifischen
toxischen Effekte in den mit SU5614 behandelten Zellen entstehen sondern die Induktion
von Apoptose initiiert wird.

Um den in den vorangegangenen Proliferations -und Apoptoseversuchen beschriebenen
Zusammenhang zwischen dem Einsatz des Proteintyrosinkinaseinhibitors SU5614 und der
beobachteten Wachstumshemmung von KIT positiven Zellen zu beweisen, wurden
biochemische Phosphorylierungsuntersuchungen des KIT Rezeptors in Kasumi-1 und KIT
Rezeptor transfizierten HEK-293 durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
zeigen eindeutig eine Hemmung der Tyrosinphosphorylierung des KIT Rezeptors durch
SU5614 Inkubation und bestétigen die Bedeutung des SCF/KIT Signhalweges fur das
Zellwachstum von KIT positiven AML Zelllinien. Die abschlieBende Zusammenschau der
Untersuchungsergebnisse verdeutlicht, dass die Regulation von Zellproliferation und
Apoptoseinduktion in den untersuchten KIT positiven Leukdmiezelllinien durch den KIT
Signalweg gesteuert wird. Auch fir das Wachstum der AML1-ETO positiven Kasumi-1
Zelllinie ist neben der Expression dieses Fusionsgens die zusatzliche Aktivierung des KIT

Signalweges von essentieller Bedeutung.
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7. Anhang

7.1. Abkurzungsverzeichnis

AML Akute Myeloische Leukéamie

Ara-C Cytosin-Arabinosid

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosintriphosphates

BCR-ABL Philadelphia Chromosom

BSA Bovines Serumalbumin

CD31 PECAM-1; Adhasionsmolekl

CML Chronische Myeloische Leukamie
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleid Acid

DSMz Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen
DTT Dithiothreitol

ECGS-2 Endothelial Cell Growth Supplement-2
ECL-K Enhanced Chemiluminescence Kit
EDTA Ethylendiamin Tetraacetic Acid

EFla Elogationsfactor 1a

ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
FAB French-American-British-Group

FACS Durchflusszytometrie

FCS Fotales Kéalberserum

FGF Fibroblast Growth Factor

GFP Green Fluorescence Protein

GIST Gastrointestinaler Stroma Tumor

H,O Aqua bidest

HMLEC Humane Mikrovaskulare Lungenendothelzellen
HMW High Molecular Weight

HRPO Horse Radish Peroxidase
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KIT

LMW
MDS
MHPCs
MRNA
PBS

PCR
PDGF-Rezeptor
PGF
PI3-Kinase
PKC

PTK
RFLP
RNA

rpm

RTK
RT-PCR
SCF

SDS
TGFa
TNFa
VEGF
VEGFR-1
VEGFR-2

Humanserum

Hamatopoetische Stammzellen

Interleukin

Immunprézipitation

Stem Cell Receptor; SCF-Receptor; c-Kit; CD117
Low Molecular Weight

Myelodysplastisches Syndrom

Multipotential Hematopoietic Prognitor Cells
Messenger Ribonucleic Acid

Phosphat Buffered Saline
Polymerasekettenreaktion

Platelet-Derived Endothelial-Cell Growth Factor Receptor
Platelet Growth Factor

Phosphatidylinositol 3-Kinase

Proteinkinase C

Proteintyrosinkinase

Restriction Fragment Gene Length Polymorphism
Ribonucleic Acid

Umdrehungen pro Minute

Rezeptortyrosinkinase

Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion
Stem Cell Factor

Natriumdodecylsulfat

Tumor Growth Factor

Tumor Nekrose Factor

Vaskular Endothelial Growth Factor

Vaskular Endothelial Growth Factor Receptor-1

Vaskular Endothelial Growth Factor Receptor-2
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Full-length Artikel Koautorschaft:
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Abstracts und Kongressbeitrage Erstautorschaft:

F. Faber, M. Fiegl, W. Hiddemann, K. Spiekermann, Growth inhibition of vascular endothelial
growth factor (VEGF) producing Acute Myeloid Leukemia cell lines by the VEGF-receptor
inhibitor SU5614, Onkologie, International Journal for Cancer Resarch and Treatment 2001;

24 (Suppl.6):4-4 (Abstract und oral presentation)
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