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1 Einleitung

1.1 Akute myeloische Leukdmie

Die akute myeloische Leukadmie (AML) ist eine maligne Erkrankung des
blutbildenden Systems. Dabei flhrt die Expansion eines malignen Zellklons zur
Verdrangung der normalen Hamatopoese im Knochenmark. Die AML tritt in
Europa und den USA mit einer jahrlichen Inzidenz von 2 — 4 / 100 000 auf, wobei
die Inzidenz mit dem Alter zunimmt. Die Erkrankung hat eine schlechte Prognose.
Die Funf-Jahres-Uberlebensrate von unter 65-jahrigen Patienten wird mit etwa
40 % in Kklinischen Studien und mit 32,7 % in einer grol3 angelegten
amerikanischen epidemiologischen Untersuchung angegeben.’ Die Prognose
nimmt mit steigendem Alter drastisch ab. So betragt die Finf-Jahres-
Uberlebensrate der uber 75-jahrigen nur  etwa 2 %. Die
Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeiten fur funf Jahre liegen in Europa und den
USA bei etwa 20 %.>*

In den letzten Jahrzehnten konnten weit reichende Erkenntnisse Uber die
molekularbiologischen Zusammenhange der Erkrankung gewonnen werden. So
hat sich ein Bild der AML als heterogene Erkrankungsgruppe mit multiplen
genetischen Veranderungen entwickelt. Man kennt derzeit mehr als hundert Gene,
die bei der AML mutiert sein kdnnen, und die leukdmischen Zellen eines einzelnen
Patienten tragen meist multiple Mutationen. Die genetischen Veranderungen bei
der AML lassen sich in zwei Gruppen unterteilen. Die eine Gruppe umfasst
Mutationen, die den Zellen einen Wachstums- und Uberlebensvorteil verschaffen,
die andere Gruppe setzt sich aus Mutationen zusammen, die in den Zellen einen
Differenzierungsstopp und eine Selbsterneuerungstendenz auf einer bestimmten
Stufe der Blutzellentwicklung bewirken. In Knochenmarktransplantations-Studien
in Mausen konnte gezeigt werden, dass mindestens eine Mutation aus jeder
dieser Gruppen erforderlich ist, um eine Leukamie zu induzieren. Basierend auf
diesen Erkenntnissen hat sich ein Zwei-Mutationen-Modell der Pathogenese der
AML entwickelt.’

Therapiert wird die AML mit verschiedenen Chemotherapeutika, wobei sich trotz
des standigen Wissenszuwachses das Therapieprinzip in den letzten Jahrzehnten

nicht grundlegend geandert hat. Eine Transplantation von Knochenmark oder



peripheren Blutstammzellen kann die Prognose verbessern, ist aber in vielen
Fallen nicht mdglich.*

Ziel der wissenschaftlichen Bemuhungen ist die Identifikation von molekularen
Angriffspunkten, um direkt in die Pathogenese der Erkrankung eingreifen zu
kénnen und damit Effizienz und Vertraglichkeit der Therapie zu verbessern. Das
langfristige Ziel ist es — basierend auf dem Zwei-Mutationen-Modell — kombinierte,
genotyp-spezifische, molekulare Therapien verschiedener Leukamien zu
entwickeln, aber seine Verwirklichung ist noch nicht absehbar. Mittelfristig scheint
es daher sinnvoll, erste molekulare Therapieformen mit der herkdmmlichen
Chemotherapie zu kombinieren und so die Heilungschancen zu verbessern. Mit
der Einfuhrung von ATRA (all-trans retinoic acid) in die Therapie der akuten
Promyelozytenleukamie (APL) ist ein erster Schritt in diese Richtung geglickt. Die
APL zeichnet sich durch Mutationen mit Beteiligung des Retinsaure-Rezeptors
RARa aus. In den meisten Fallen liegt das Fusionsprotein PML/RARa
(promyelocytic leukemia/retinoic acid receptor a) vor, welches durch die
chromosomale Tranlokation t(15;17) entsteht. Vereinfacht ausgedruckt ist der
Transkriptionsregulator wichtiger Gene RARa durch die Fusion mit PML defekt.
Dadurch kommt es zu einer Hemmung der myeloischen Differenzierung im
Stadium der Promyelozyten. ATRA hebt diesen Effekt auf, die Zellen
differenzieren zu Granulozyten und gehen schlie3lich durch Apoptose zugrunde.
Durch diesen ersten molekularen Ansatz in der Standardtherapie der AML hat sich
die Prognose der APL deutlich verbessert. Mit 70 — 80 % krankheitsfreier Funf-
Jahres-Uberlebensrate ist sie zum am Besten heilbaren AML-Subtyp geworden.®
Unter den zahlreichen genetischen Veranderungen in der AML wird nach weiteren
geeigneten molekularen Angriffspunkten gesucht. In dieser Arbeit soll fur die
Rezeptortyrosinkinase FLT3 Uberprift werden, ob sie ein potentielles Ziel fir neue

Therapieansatze in der AML darstellt.

1.2 Die Rezeptortyrosinkinase FLT3

FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3), Synonyme sind CD135, FLK-2 und STK-1, ist
ein Vertreter der Protein-Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) der Klasse Ill.” RTKs
dieser Klasse sind durch eine unterbrochene Kinasedomane gekennzeichnet.

FLT3 gehort gemeinsam mit RTKs wie PDGFR (platelet-derived growth factor



receptor) oder KIT einer Untergruppe an, die durch einen sehr ahnlichen Aufbau
charakterisiert sind. Sie bestehen aus funf immunglobulindhnlichen Doméanen,
einer juxtamembrandésen (JM) Domane, zwei Protein-Tyrosinkinase(PTK)-
Domanen und einer Interkinase-Domane.®"® FLT3 wird auf der Oberflache
unreifer hamatopoetischer Zellen exprimiert und spielt eine Rolle fir Uberleben
und Proliferation multipotenter Vorlauferzellen." Durch die Bindung von FLT3-
Ligand (FL) dimerisiert der Rezeptor, was zur Autophosphorylierung des

Rezeptors und zur Aktivierung nachgeschalteter Signaltransduktionswege fiihrt."2

1.3 FLT3 und akute myeloische Leukamie

FLT3 wird auf 70 — 100 % der Blasten akuter myeloischer Leukamien exprimiert.'®
Stimulation mit FL fuhrt zur Proliferation dieser Zellen und verhindert Apoptose
durch Induktion von BCL-2."* Darliber hinaus findet man in den leukdmischen
Blasten von etwa 30 % der Patienten mit akuter myeloischer Leukamie FLT3-
Proteine mit Mutationen. Diese Mutationen sollen im Folgenden beschrieben

werden.

1.3.1 FLT3-Langenmutationen

Die meisten FLT3-Mutationen sind Langenmutationen (FLT3-LM; in etwa 24 %
aller AML)", welche in der Regel aus internen Tandemduplikationen (ITD) und
Insertionen in der JM-Region von FLT3 bestehen. Es handelt sich dabei um
verschieden lange Aminosauresequenzen, die verdoppelt sind und wodurch die
JM-Region des Proteins verlangert ist. Die Mutationen sind in frame, d. h. ,im
Leserahmen®. Das bedeutet, dass die RNA hinter der Insertion korrekt weiter-
translatiert wird.">®

Der JM-Region von Rezeptortyrosinkinasen der Klasse Ill wird eine
autoinhibitorische Funktion im inaktiven Zustand des Rezeptors zugeschrieben.
Die Kristallstruktur von FLT3 scheint dies zu bestatigen.'® Durch die Verlangerung
der JM-Domane, die aus einer ITD-Mutation resultiert, verliert diese offenbar ihre
Funktion. Es resultiert eine unregulierte, d.h. konstitutive Tyrosinkinaseaktivitat der
FLT3-Rezeptormutanten im Gegensatz zum Wildtyprezeptor.?® Transduziert man

sie in IL-3-abhangige Zelllinien, so werden diese faktorunabhangig. In den Zellen



werden sowohl STATS (signal transducer and activator of transcription 5) als auch
MAPK (mitogen-activated protein kinase) aktiviert, die beide unter anderem eine
wichtige Rolle in der intrazellularen Signaltransduktion von Differenzierung,
Proliferation und Uberleben spielen. Dieselbe Wirkung hat ein konstitutiv aktives
TEL-FLT3-Fusionsprotein.?'?*

In einem Knochenmarkstransplantations(KMT)-Modell bei Mausen sind FLT3-LM
(bzw. das TEL-FLT3-Konstrukt) alleine nicht in der Lage, eine Leukamie zu
erzeugen. Stattdessen verursachen sie jedoch eine myeloproliferative
Erkrankung.?> ?°

FLT3-LM kommen in allen FAB-Subgruppen (French-American-British
classification) vor, eine haufige Assoziation besteht jedoch mit der Subgruppe M3,
d. h. der akuten Promyelozytenleukdmie (APL)'®, die fast immer durch das
Vorhandensein des leukamischen Fusionsproteins PML/RARa gekennzeichnet ist.
In einem weiteren murinen KMT-Modell konnte gezeigt werden, dass sich durch
das Zusammenwirken von FLT3-LM mit PML/RARa der Phanotyp einer APL
entwickelt.?’

Die wachstumshemmende Aktivitdt des PTK-Inhibitors AG1295 gegenuber AML-
Blasten mit FLT3-LM ist signifikant hoher als die gegenuber Blasten ohne FLT3-
LM.?8

Diese Ergebnisse belegen die pathogenetische Signifikanz von FLT3-LM fur die
AML. Nach dem einleitend vorgestellten Zwei-Mutationen-Modell fiur die
Pathogenese der AML handelt es sich bei FLT3-Mutationen um Mutationen, die

einen Wachstums- und Uberlebensvorteil vermitteln.

1.3.2 FLT3-TKD-Mutationen

Bei etwa 7 % der Patienten mit AML bestehen Mutationen im Bereich der
Aktivierungsschleife von FLT3, einer Region innerhalb einer Tyrosinkinasedomane
(TKD) von RTKs der Klasse Ill, welcher negativ regulatorische Aktivitat
zugeschrieben wird. Diese Mutationen werden unter dem Ubergriff FLT3-TKD-
Mutationen zusammengefasst. Am haufigsten sind die Codons 835 und 836
betroffen und hierbei am haufigsten der Austausch von Aspartat 835 zu Tyrosin
(FLT3D835Y). Die zahlreichen beschriebenen Punktmutationen sind offenbar alle
aktivierend und bewirken wie die FLT3-LM in IL-3-abhangigen Zelllinien

29-31

faktorunabhangiges Wachstum. Interessanterweise entspricht das Codon
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Asp835 von FLT3 dem Codon Asp816 von KIT, welches bei Patienten mit
Mastozytose und AML mutiert sein kann. Weitere aktivierende Mutationen im
Bereich der FLT3-Aktivierungsschleife wurden von Mitgliedern unserer

Arbeitsgruppe und anderen Arbeitsgruppen beschrieben.3*3°

1.3.3 Klinische Relevanz

Mutationen des FLT3-Gens gehdren zu den haufigsten genetischen Alterationen
in der AML." Die klinische Bedeutung von FLT3-LM wurde in zahlreichen Studien
untersucht. Dabei zeigte sich, dass das Vorhandensein von FLT3-LM mit hoheren
Leukozytenzahlen bei der Diagnose assoziiert ist.'® '" 3% Dariiber hinaus ergab
sich in mehreren Studien eine schlechtere Prognose fiur Patienten mit
FLT3-LM™ 349 \wobei eine andere groRe Untersuchung zwar eine hdhere
Ruckfallrate, jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Gesamtmortalitat bei Pat.
mit FLT3-LM zeigte."” Der Verlust des residualen FLT3-Wildtyp-Allels (FLT3-WT),
wie er in 30 bis 35 % der Patienten mit FLT3-LM auftritt, erwies sich als
prognostisch besonders ungiinstig.*’

Die klinische Bedeutung der FLT3-TKD-Mutationen ist nicht klar. Ihre
Haufigkeitsverteilung innerhalb der FAB-Subgruppen unterscheidet sich deutlich
von der der FLT3-LM. Daruber hinaus konnte keine Assoziation der Mutationen
der Codons 835/836 mit einer schlechteren Prognose der Erkrankung gezeigt

werden.*?

1.4 Fragestellung / Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Rezeptortyrosinkinase FLT3
einen potenziellen Angriffspunkt flr eine gezielte molekulare Therapie der akuten
myeloischen Leukamie darstellt. Diese Problemstellung lasst sich in zwei Fragen
unterteilen, die hier weitgehend getrennt bearbeitet wurden:

Erstens sollte geklart werden, ob es mdglich und praktikabel ist, die
Tyrosinkinaseaktivitdt von FLT3 zu unterbrechen. Dazu sollte ein geeigneter
FLT3-Inhibitor identifiziert werden. Voruntersuchungen zu dieser Arbeit ergaben
Hinweise auf eine inhibitorische Aktivitdt des PTK-Inhibitors SU5614 gegenuber

FLT3. Ein Ziel dieser Arbeit war deshalb die detaillierte Untersuchung dieser
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FLT3-inhibitorischen Aktivitat.

Zweitens sollte mit Hilfe eines solchen FLT3-Inhibitors gezeigt werden, ob die
Inhibition von FLT3 in der AML im praklinischen Modellsystem eine therapeutische
Aktivitat besitzt. Es sollte untersucht werden, ob FLT3-Mutationen in leukamischen
Zellen einen biologischen Zweck erflllen, d. h. ob die von FLT3-Mutationen
aktivierten Signaltransduktionswege mitverantwortlich fur den malignen Phanotyp
von AML-Blasten sind, und wenn ja, ob diese Effekte FLT3-abhangig sind oder

durch andere redundante Systeme der AML-Zellen ersetzt werden kdnnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Material fur die Zellkultur

Material

Bezugsquelle

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

EDTA Gibco BRL, Deutschland

Fotales bovines Serum (FBS) Sigma-Aldrich, Deutschland

Phospat-gepufferte Salzlésung (PBS) PAN, Deutschland

Plastikverbrauchsmaterial Costar, Sarstedt, Nunc oder Becton Dickinson,
Deutschland

RPMI-1640 + GlutaMAX Medium PAN oder Gibco, Deutschland

Sterilfilter Filtropur S02, 0,2 ym Sarstedt, Deutschland

Streptomycin

Gibco, Deutschland

Trypanblau Gibco, Deutschland
Trypsin Gibco, Deutschland
Zellkulturplatten /-flaschen Greiner oder Sarstedt, Deutschland

2.1.2 Puffer, Losungen und Gele

Material

2 % Agarosegel
2x BBS

1x Bio-Rad-Dye
DMSO

10x
Elektrophorese-
Puffer

1x G-NET
HEPES-Puffer

4x HNTG-Puffer

Lammli-Puffer

Beschreibung Bezugsquelle
2 g Agarose, 100 ml 1x TBE Chemikalien von
Sigma, Deutschland
280 mM NaCl; 1,5 mM Na,HPO,x2H,0; 50 Chemikalien von
mM BES; H,O (bidest)ad 500 ml Sigma, Deutschland
Bio-Rad-Dye-Reagenz 1:5 mit H,O Bio-Rad, Deutschland
verdinnt
Dimethylsulfoxid Sigma, Deutschland
30 g Tris; 144 g Glycin; 800 ml H,O; 10 g Chemikalien von
SDS (Natriumdodecylsulfat) Sigma, Deutschland
2,5 g Gelatine in 100 ml 10x NET gelost Chemikalien von
und aufgekocht und H,O ad 1 | Sigma, Deutschland
50 mM HEPES pH 7,5; 150 mM NacCl, Chemikalien von
0.1 % Triton X-100; 10 % Glycerol Sigma, Deutschland
200 mM HEPES pH 7,5; 600 mM NaCl; Chemikalien von
0,4 % Triton X-100; 40 % Glycerol Sigma, Deutschland
187,5 mM Tris; 6 % SDS; 30 % Glyzerin; Chemikalien von

Bromphenolblau Sigma, Deutschland



Lammli-DTT-Puffer

10x NET

Ponceau-Rot

RIPA-Puffer

4 % Sammelgel

Strippinglésung

5x TBE

10x TBS

1x TBS-T

3x TBS-T

Transfektionsmix

10x Transblot

1x Transblot

15 % Trenngel

12,5 % Trenngel

7,5 % Trenngel

Tris-HCI pH 8,8

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

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

1 g Ponceau S in 500ml 2 %
Trichloressigsaure geldst

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

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

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

54 g Tris; 27,5 g Borsaure; 20 ml
0,5 M EDTA pH 8,0; H,O (Millipore) ad 1l

10 mM Tris pH 8; 150 mM NaCl

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

300ml 10x TBS; 15ml Tween 20; H,O ad
11

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

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

10x Transblot 1:10 mit Methanol 20 %

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

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

50 pl 10 % APS und 1,5 yl TEMED

5,4 ml H,0O; 5,65 ml Tris pH 8,8 ohne SDS;
3,75ml Acrylamid; 75 ul 20 % SDS, 50 pl
10 % APS und 1,5 yl TEMED

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

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von Sigma
und Fluka, Deutschland

Chemikalien von Sigma
und Roth, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

Chemikalien von
Sigma, Deutschland

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

2.1.3 Inhibitoren und Reagenzien

Die PTK-Inhibitoren SU5614 und SU1498 wurden von Calbiochem-Novabiochem
(Deutschland) erworben, in DMSO gelost in Stock-Konzentrationen von 10mM
bzw. 50mM, aliquotiert und bei —20 °C gelagert. Imatinib (STI571, Gleevec®)
wurde freundlicherweise von Novartis (Schweiz) zur Verfiugung gestellt. Die
letztlich erreichten Konzentrationen von DMSO in Wachstumsmedium
uberschritten nicht 0,1 %. Restriktionsenzyme wurden bei New England Biolabs
(USA) bezogen. MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid)
Assays wurden mit dem ,Cell Proliferation Kit [ von Roche Diagnostics
(Deutschland) durchgefuhrt. Fir die durchflusszytometrische Apoptosemessung
wurde das ,Annexin V-Phycoerythrin Apoptosis Detection Kit® von Becton
Dickinson (Deutschland) verwendet. Antikorper fur Durchflusszytometrie wurden

von Becton Dickinson (Deutschland) bezogen.

2.1.4 Zytokine

Zytokin Beschreibung Bezugsquelle
IL-3 rekombinantes murines Interleukin-3 Biosource International, Camarillo, CA, USA
FL rekombinanter humaner FLT3-Ligand R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

2.1.5 Antikorper fur Western-Blot

Antikorper Bezugsquelle
anti-FLT3/flk2 S18, sc-480 Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
anti-PY PY99
anti-STAT3 C20
anti-STATS sc-835
antiphospho-Thr202/Tyr204-p42/p44 MAPK-Ak New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

antiphospho-AKT-Ser473
antiphospho-STAT3-Tyr705
antiphospho-STAT5-Tyr694
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2.2 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter Laminar-Flow-Sterilbanken (BDK Luft- und
Reinraumtechnik, Deutschland) durchgefuhrt. Medien und Zusatze wurden gekunhlt
aufbewahrt und vor Verwendung in einem Wasserbad (Schutt, Deutschland) auf

37 °C erwarmt.

2.2.1 Zelllinien

Samtliche verwendete Zelllinien (Ba/F3, MV4-11, MonoMac1, MonoMac6, THP-1,
OCI-AML5, NB4, U937, K562, HL60, PLB985, WEHI, BOSC23) wurden von der
Deutschen Sammlung fiur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ,
Deutschland) oder der American Type Culture Collection (ATCC; USA) bezogen
und den Empfehlungen der Vertreibergesellschaften entsprechend kultiviert. Low-
Passage Ba/F3 Zellen wurden bei der DSMZ erworben und in RPMI-1640-Medium
mit 10 % FBS kultiviert. Fur IL-3 abhangige Zellen wurde zusatzlich 10 % WEHI-
konditioniertes Medium als Quelle fur murines IL-3 verwendet. Ba/F3-Zellen mit
TEL-ABL-, TEL-JAK2- und BCR-ABL-Konstrukten wurden schon zuvor von
Mitgliedern unserer Arbeitsgruppe generiert.*> Ba/F3-Zellen sind Pro-B-Zellen aus
dem peripheren Blut von BALB/c-Mausen. Die FLT3ITD-positive AML-Zelllinie
MV4-11 stammt aus den FAB-M5-Leukamiezellen eines zehnjahrigen Jungen und
tragt eine Translokation t(4;11). Die Zelllinien MonoMac6 und MonoMac1 wurden
aus dem peripheren Blut eines 64-jahrigen Patienten mit einer AML FAB-M5
isoliert (Angaben der DSMZ).

2.2.2 Kultivierung von Zellen

Alle Zellen wurden in einem Zellkultur-Inkubator vom Typ Cytoperm (Heraeus,
Deutschland) bei 37 °C, 5 % CO2 und Wasserdampfsattigung kultiviert.
Mediumwechsel wurden bei Bedarf nach Ermittlung der Zellzahl, aber mindestens
alle 2 — 3 Tage durchgeflhrt. Dazu wurden in Suspension wachsende Zellen
mittels finfminatiger Zentrifugation bei 1000 rpm (220 rcf) und Raumtemperatur
(Zentrifuge Typ Rotanta 46RC, Hettich, Deutschland) sedimentiert. Der Uberstand
wurde verworfen, die Zellen in neuem Medium aufgenommen und entsprechend
ihres Wachstums gesplittet und in Zellkulturflaschen kultiviert. Adharente Zellen

wurden nach Absaugen des Mediums mit PBS gewaschen, fiur finf Minuten mit
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Trypsin/EDTA inkubiert und danach in Kulturmedium aufgenommen,
abzentrifugiert, gesplittet und in einer Zellkulturschale weiterkultiviert. Fur
Zellzahlbestimmungen wurden Zellsuspensionen mit Trypanblau gefarbt, in eine
Standard-Neubauer-Zahlkammer (Marienfeld, Deutschland) gefullt und mit Hilfe

eines Durchlichtmikroskops (Leitz, Deutschland) gezahilt.

2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Je 1 x 107 Zellen wurden in 1,5 ml Einfriermedium (90 % FBS und 10 % DMSO)
aufgenommen und in einem Freezing-Container Typ Cryo 1 °C (Nalgene,
Deutschland) bei —80 °C eingefroren. Nach 24 Stunden wurden sie in flissigen
Stickstoff Uberfuhrt.

Aufgetaut wurden die Zellen durch rasche Erwarmung auf 37 °C, Resuspension in
Medium, Abzentrifugation, erneute Resuspension in Medium und Kultivierung wie

beschrieben.

2.2.4 Herstellung von WEHI-Uberstanden als IL-3-Quelle

Fir die Kultivierung IL-3-abhangiger Zelllinien wurde WEHI-konditioniertes
Medium als IL-3-Quelle verwendet. WEHI-Zellen geben in Kultur IL-3 in das
Medium ab. Dieses Medium wurde abgenommen, zentrifugiert, sterilfiltriert und in
Aliquots bei —20 °C gelagert. Fir Experimente wurden keine WEHI-Uberstande

sondern nur rekombinantes IL-3 verwendet.

2.3 Zellproliferationsassays

2.3.1 Experimente mit Ba/F3 Zellen

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 4 x 10* Zellen/ml Wachstumsmedium
RPMI 1640 mit 10 % FBS ausgesat. IL-3 wurde zugeflgt, wenn angegeben.
Lebendige Zellen in Proben aus den Versuchsansatzen wurden drei Tage lang
nach Farbung mit Trypanblau in einer Standard-Neubauer-Zahlkammer gezanhlt.
Die Experimente mit PTK-Inhibitoren wurden in 48-Well-Platten durchgefihrt mit

1 ml Wachstumsmedium pro Well.
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2.3.2 Experimente mit leukamischen Zelllinien

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 1 ml RPMI-1640-Medium mit FBS
kultiviert. Dabei enthielt das Medium fur MV4-11-Zellen 20 % FBS und fur alle
anderen Zellen 10 % FBS. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1 x 10°
Zellen/ml in 24-Well-Platten mit verschiedenen Konzentrationen von PTK-
Inhibitoren bzw. ohne Inhibitoren ausgesat und flr 72 Stunden kultiviert. Fir die
Experimente zur Inhibition von FL-vermittelten Effekten in OCI-AML5-Zellen
wurden diese zunachst fur 16 Stunden in RPMI-1640-Medium mit 0,25 % FBS
(Hungermedium) kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal in PBS
gewaschen und in 48-Well-Platten mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen/ml in
Kulturmedium ohne Zusatz von Serum ausgesat. FL und SU5614 wurden wie
angegeben hinzugefugt. Die Zellen wurden so fur 96 Stunden Kkultiviert und
anschlielend in einer Standard-Neubauer-Zahlkammer nach Trypanblaufarbung
gezahlt. Die Abbildungen zeigen jeweils Mittelwerte und Standardabweichung von

drei unabhangigen Experimenten.

2.3.3 MTT-Assays

Fir die Durchfihrung der MTT(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium
bromid)-Assays wurden die Zellen taglich gezahlt und genau gesplittet, um sie
streng in der logarithmischen Wachstumsphase zu halten. Die Experimente
wurden in 96-Well-Platten mit 100 yl Medium/Well angesetzt, wobei jeder Wert
dreifach angesetzt wurde und die Randreihen nicht benutzt wurden. Die Zellen
wurden mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen/ml in RPMI mit 10 % bzw. 20 % (far
MV4-11) FBS und der entsprechenden Konzentration von SU5614 ausgesat.
Nach 84 Stunden wurden die Zellen entsprechend der Instruktionen des
Herstellers mit MTT behandelt. Nach 96 Stunden wurde die Absorption bei
A = 570 nm in einem Microplate-Reader Typ OptiMax (Molecular Devices,
Deutschland) gemessen. Die Referenzwellenlange betrug 690 nm. Es wurden je
drei unabhangige Experimente durchgefuhrt. Die Abbildungen zeigen Mittelwert
und Standardabweichung der somit erzielten neun verschiedenen Messwerte pro
Wert.
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2.4 Durchflusszytometrie

Alle Untersuchungen wurden in einem Durchflusszytometer vom Typ FACSCalibur
(Becton Dickinson, San Jose, USA) durchgefuhrt.

2.4.1 Zellzyklusanalyse mittels Propidiumjodid-Kernfarbung

Die Zellzyklusanalysen erfolgten mittels Messung des DNA-Gehaltes der Zellkerne
nach Farbung mit Propidiumjodid (Pl) nach dem Protokoll von Buske et al.* Zellen
wurden analog zu den Proliferationsassays fur 48 Stunden mit den angegebenen
Konzentrationen von SU5614 behandelt, danach mit kaltem PBS gewaschen und
in speziellem PI-Lysispuffer resuspendiert (0,1 % Natriumcitrat, 0,1 % Triton X-
100, 20 pg/ml Propidiumjodid, pH 8). Nach funf Minuten Inkubation auf Eis wurde

der DNA-Gehalt der Zellen wurde durchflusszytometrisch gemessen.

2.4.2 Apoptosemessung mittels Annexin-V-/7-AAD-Messung

Der Anteil frGh- und spatapoptotischer Zellen wurde nach Annexin-V- und 7-
AAD(Aminoaktinomycin)-Farbung der Zellen im Durchflusszytometer gemessen.
Viable Zellen tragen das Phospholipid Phosphatidylserin (PS) nur auf der
Innenseite ihrer Membran, wahrend frihapoptotische Zellen es auf beiden Seiten
tragen. Phycoerythrin-(PE)-markiertes Annexin-V bindet spezifisch PS auf der
Aulenseite der Membran und farbt so frihapoptotische Zellen. 7-AAD wird nur
von Zellen mit geschadigter Membran aufgenommen, d. h. spatapoptotischen oder
toten Zellen. Die gleichzeitige Farbung erlaubt die Unterscheidung von viablen,
frihapoptotischen und spatapoptotischen Zellen. Die Zellen wurden nach
Behandlung mit SU5614 entsprechend dem Protokoll des Herstellers zweimal mit
kaltem PBS gewaschen, in Bindungspuffer mit einer Million Zellen pro ml
resuspendiert, in Portionen von 100 pl aliquotiert, mit je 5 pl der Annexin-V-PE-
und 7-AAD-Praparationen gefarbt, fir 15 Minuten bei Raumtemperatur in
Dunkelheit vorsichtig gevortext und anschliefend mit 400 pl Bindungspuffer

aufgeflillt. Danach erfolgte die Messung im Durchflusszytometer.

2.4.3 Analyse der Expression von FLT3 (CD135)

AML-Zelllinien wurden mit kaltem PBS gewaschen, 30 Minuten auf Eis mit einem

PE-konjugiertem Isotyp-Kontrollantikorper oder CD135-Antikorper gefarbt,
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anschliellend wieder gewaschen und durchflusszytometrisch analysiert.

2.5 Proteinanalyse

2.5.1 Proteinisolation

Zellen wurden in kaltem PBS gewaschen, in RIPA-Puffer lysiert und 30 Minuten
bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert. Dann wurden die unloslichen Zellbestandteile
in einer Tischzentrifuge (Typ 5415, Eppendorf, Deutschland) bei 13200 rpm 20
Minuten lang abzentrifugiert. Der Proteinliberstand wurde sofort weiterverwendet

oder bei —20 °C gelagert.

2.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt der Lysate wurde mittels Bradford-Reagenz (Bio-Rad-Dye, Bio-
Rad, Deutschland) photometrisch ermittelt. Dazu wurden 980 pl 1:5 verdunnter
Reagenz mit 20 pl 1:10 verdunnter Proteinprobe fir zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend die Extinktion bei einer Wellenlange
von 595 nm gegen Leerwert (nur Reagenz) gemessen. Mittels einer definierten
Verdinnungsreihe aus BSA-Losung wurde nach dem gleichen Verfahren eine

Eichkurve erstellt, aus der die Messwerte der Proben ermittelt wurden.

2.5.3 Immunpréazipitation (IP)

Die IP dient der Anreicherung von Proteinen aus Ganzzell-Lysaten mittels
spezifischer Antikorper. Der Antikorper wurde in 30 pl Protein-A/G-Sepharose
(Pharmacia Biotech Europe, Deutschland) fur etwa 20 Minuten bei
Raumtemperatur vorinkubiert. 1 — 10 mg Proteinlysat wurde hinzugegeben und
alles fur mindestens vier Stunden bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit HEPES-Puffer wurde das Immunprazipitat in 20 pl
Lammli-DTT-Puffer resuspendiert und bei 95 °C fur funf Minuten denaturiert. Nach
Abzentrifugation in einer Tischzentrifuge (Typ 5415, Eppendorf, Deutschland) bei
13200 rpm wurde der Uberstand mittels SDS-PAGE weiteranalysiert.
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2.5.4 SDS-PAGE
Mittels  SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

konnen Proteine nach ihrer Grolie aufgetrennt werden. Die SDS-PAGE wurden in
vertikalen Elektrophoresekammern vom Typ Protean Il xi (Bio-Rad, Deutschland)
mit Netzgeraten des Modells E333 (Consort, Deutschland) durchgefuhrt. Es
wurden 15 %ige Polyacrylamidgele sowie 7,5 — 12,5 %ige Polyacrylamid-
Gradientengele verwendet. Trenngele wurden nach dem GielRen mit destiliertem
Wasser beschichtet. Nach dem Polymerisieren des Gels wurde das Wasser
abgenommen und das Trenngel mit einem 4 %igen Sammelgel beschichtet, sowie
der Gelkamm eingelegt. Lysate gleicher Mengen der zu untersuchenden Proteine
(15 — 100 pg) wurden mit gleichem Volumen Lammli-DTT-Puffer (mit
Bromphenolblaumarker) versetzt, fur funf Minuten bei 95 °C denaturiert und in
einer Tischzentrifuge (Typ 5415, Eppendorf, Deutschland) bei 9000 rpm fur eine
Minute abzentrifugiert. Die so praparierten Lysate wurden in die Geltaschen
pipettiert. Als GroRenreferenz fir  die Proteine  wurden Zwei
Molekulargewichtsmarker verwendet (LMW, low molecular weight calibration kit,
Amersham, England; HMW, high molecular weight standards broad range, Bio-
Rad, Deutschland). Die Geltaschen wurden mit Elektrophoresepuffer aufgefullt
und die Proteine bei 20 bis 32 mA Uber 12 bis 18 Stunden aufgetrennt, bis der

Bromphenolblau-Marker das Ende des Gels erreicht hatte.

2.5.5 Western-Blot

In der SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden mittels Semi-Dry-Elektrotransfer
vom SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen
(modifizierter Western-Blot nach Towbin). Nitrozellulosemembran (Protran,
PorengroRe 0,45 pum, Schleicher & Schll, Deutschland) und Blottingpapiere
(Schleicher & Schull, Deutschland) in der GroRe des Gels wurden in
Transblotpuffer  getrankt. Dann  wurde die  Semi-Dry-Elektrophorese-
Transferkammer  (Trans-Blot SD, Bio-Rad, Deutschland) wie folgt
zusammengesetzt: Anode, drei Blottingpapiere, Nitrozellulosemembran, Gel, drei
Blottingpapiere, Kathode. Bei 250 mA wurde mittels eines Netzgerates (PowerPac
200, Bio-Rad, Deutschland) der Proteintransfer Uber drei Stunden durchgefuhrt.
AnschlieBend wurde die Membran mit destillietem Wasser gespult und mit

Ponceau-S-Loésung reversibel gefarbt. Die Molekulargewichtsstandards wurden
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markiert und die Farbung durch 20-minltiges Waschen in G-NET entfernt.

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrozellulosemembran
in G-NET bei 4 °C uUber zwoIf Stunden auf dem Kippschattler inkubiert. Dann
wurde die Nitrozellulosemembran mit (entsprechend den Herstellerangaben)
verdunnter Primarantikérperlésung (Kaninchen oder Maus) in G-NET bei 4 °C
uber zwolf Stunden auf dem Kippschuttler inkubiert. Anschlielfend wurde die
Membran dreimal fur je 15 Minuten mit 1x TBS-T gewaschen. Danach wurde die
Membran fur eine Stunde mit an HRPO (horse radish peroxidase) gekoppelten
Anti-Kaninchen- bzw. Anti-Maus-Antikérpern (verdinnt in G-NET) inkubiert und
anschlieend wieder dreimal 15 Minuten mit TBS-T sowie einmal fur funf Minuten
mit PBS gewaschen.

Zur Detektion der gebundenen Antikorper kam ein ECL-Kit (enhanced
chemiluminescence Kit, Amersham, England) zum Einsatz. Die Reagenzien in
diesem Kit erzeugen mit HRPO eine Chemolumineszenz, die dann detektiert
werden kann. Die Membran wurde eine Minute mit den Reagenzien inkubiert, in
Klarsichtfolie verpackt und ein Réntgenfim (Hyperfilm™ECL™, Amersham,
England) bis zu einer Stunde mit der Membran in einer Filmkassette
(Hypercassette™, Amersham, England) belichtet. Der Film wurde in einem
automatischen Entwicklungsgerat des Typs Gevamatic 60 (Agfa, Deutschland)

entwickelt.

2.5.6 Stripping der Nitrozellulosemembran

Zum Reinigen der Membranen von Antikérpern wurden sie zweimal fur je 15
Minuten bei 65 °C mit Strippinglésung inkubiert und anschlieRend 30 Minuten mit
3xTBS-T gewaschen.

2.6 Genanalyse, Mutagenese, Gentransfer

2.6.1 RNA-Praparation
RNA-Isolation wurde mit Hilfe eines RNeasy-Kits durchgefuhrt (Qiagen,

Deutschland). Entsprechend den Angaben des Herstellers wurden 1x10” Zellen
mit PBS gewaschen, abzentrifugiert und lysiert. Nach den Isolationsschritten

wurde die RNA in 50 ul RNase-freiem Wasser aufgenommen.
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2.6.2 RNA-Quantifizierung

10 pl der zu messenden Probe wurden mit 490 yl RNase-freiem Wasser verdinnt
und die Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm in einer Quarzglas-
Prazisionskuvette vom Typ Suprasil (Hellma, Deutschland) mit Hilfe eines
Photometers Typ Gene Quant Il (Pharmacia Biotech Europe, Deutschland)

gemessen.

2.6.3 cDNA-Synthese

cDNA wurde mittels Reverse-Transkriptase aus RNA abgeschrieben. Dazu
wurden 20 pl praparierter RNA fuar zehn Minuten bei 70 °C denaturiert.
AnschlieBend wurden 8 pl 5x Erststrangpuffer, 1,5 pl Superscript Rnase H
Reverse Transcriptase und 4 pyl DTT (alle Gibco, Deutschland, Katalog-Nr.: 18064)
sowie 3,5 ul dNTP-Mix (Gibco, Kat.-Nr.:10297-018), 2 yl Random Primer (Gibco,
Kat.-Nr.: 48190-011), 1 pl rekombinanter Ribonuclease Inhibitor (Promega,
Deutschland, Katalog-Nr.: N2511) sowie die RNA vermischt und 70 Minuten bei
37 °C sowie funf Minuten bei 95 °C inkubiert. Die Proben wurden anschlie3end bei
—20 °C gelagert.

2.6.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde in einem PCR-Thermocycler vom Typ
GeneAmp 9700 (Perkin Elmer, USA) durchgefuhrt. Tag-DNA-Polymerase und
andere PCR-Reagenzien wurden bei Applied Biosystems (USA) oder TakaRa
Biomedicals (Japan) erworben. Fur die Analyse von FLT3ITD wurden die Exons
11 und 12 amplifiziert. Dabei wurde nach dem Protokoll von Kiyoi et al.
vorgegangen.® Verwendet wurden die Primer 11F und 12R: 5-
GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3' und 5’-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-
3’. Denaturierung, Hybridisierung, und Synthese wurden 35-mal wie folgt
durchgefuhrt: 94°C fur 30 Sekunden, 56°C fur eine Minute and 72°C fur zwei
Minuten. Fur die Amplifikation des kompletten FLT3-Gens wurden folgende Primer

verwendet (Tm ist die Schmelztemperatur):
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Primer Lage Amplifizierte Lange Tm Sequenz (5'-3")

Region (bp)  (b) (°C)
1. pMSCV MSCV 1-260 20 61,4 CCCTTGAACCTCCTCGTTCG
2. pFLT3-2 182 — 201 260 — 600 20 61,4 AAGACCTCGGGTGTGCGTTG
3. pFLT3-3 539 -557 600 —940 19 58,8 ACGCCCTGGTCTGCATATC
4. hFLT3843F 843-862  940-1280 20 61,4 CGGGCTCACCTGGGAATTAG
5. pFLT3-5 1217 — 1237 1280-1620 21 55,9 TTTGCAATCATAAGCACCAGC
6. pFLT3-6 1548 — 1568 1620 — 1960 21 55,9 ATACAATTCCCTTGGCACATC
7. pFLT3-7 1902 — 1921 1960 —2300 20 57,3 AACAGGAGTCTCAATCCAGG
8. pFLT3 2205F 2205 -2224 2300-2640 20 59,4 CAGCATGCCTGGTTCAAGAG
9. pFLT3-9 2586 — 2606 2640 —2980 21 55,9 AGGCATCTACACCATTAAGAG

Ein leerer PCR-Ansatz wurde stets als Negativ-Kontrolle verwendet. 5 ul der
Produkte wurden nach Auftrennung in einem 1,5 — 2 %igen Agarosegel durch
Ethidiumbromidfarbung unter UV-Licht sichtbar gemacht. Als GroRenreferenz

wurde eine 100-bp-DNA-Leiter verwendet (Promega, USA).

2.6.5 Nukleotid-Sequenzierung

Samtliche Sequenzierungen wurden durch die Firma Sequi-Lab (Deutschland)
durchgefuhrt.

2.6.6 DNA-Konstrukte und Vektoren

Das FLT3ITD-NPOS-Konstrukt enthalt eine zusatzliche duplizierte Sequenz von
28 Aminosauren (CSSDNEYFYVDFREYEYDLKWEFPRENL) zwischen den
Aminosauren 610 und 611 des Wildtyp-FLT3-Rezeptors. Das FLT3ITD-W51-
Konstrukt enthalt eine sechs Aminosauren lange, zwischen den Aminosauren 601
und 602 eingefligte, verdoppelte Sequenz (REYEDL). Diese Konstrukte wurden
freundlicherweise von D. G. Gillland, Howard Hughes Medical Institute and
Brigham and Women’s Hospital, Harvard Institutes of Medicine, Havard Medical
School, Boston, USA zur Verfligung gestellt. Alle FLT3 Konstrukte wurden in den
retroviralen MSCV-IRES-EYFP/EGFP-Expressionsvektor subkloniert
(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von R. K. Humphries, The Terry Fox

Laboratory, University of British Columbia, Vancouver, Kanada).
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2.6.7 In vitro-Mutagenese

Die FLT3D835Y- und FLT3V592A-Mutationen wurden in einem PCR-basierten
Verfahren mittels QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) in
die vollstandige FLT3-WT-cDNA eingefugt. Die Arbeitsschritte wurden den
Angaben des Herstellers entsprechend durchgefuhrt. Die korrekte Sequenz aller

Konstrukte wurde durch Sequenzierung bestatigt.

2.6.8 Transiente Transfektion von BOSC23-Zellen

BOSC23 Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion mit einer Dichte von
1 x 10° Zellen/ml in 10 cm-Schalen ausgesat. Die transiente Transfektion wurde
mit der Calciumphosphat-Koprazipitationsmethode durchgefuhrt, wobei 6 pg
pDNA pro 10 cm-Schale verwendet wurden. 18 Stunden nach der Transfektion
wurde neues Medium hinzugefigt. Nach weiteren 30 Stunden Inkubation wurde

der retrovirale Uberstand zur Transduktion von Ba/F3-Zellen verwendet.

2.6.9 Transduktion von Ba/F3-Zellen

2 x 10° Ba/F3-Zellen wurden in 1 ml Wachstumsmedium ausgesit und
anschliefend einmal in der Anwesenheit von 8 pg/ml Polybrene mit 200 ul des
retroviralen Uberstandes transduziert. Nach 48 Stunden wurden die EGFP/EYFP-
positiven Zellen mit Hilfe eines Zellsortiergerates (FACS-Vantage-System mit

Turbo-Sort device, Becton-Dickinson, USA) isoliert.

2.7 Elektronische Datenverarbeitung

2.7.1 Statistik

Far die statistische Auswertung der Zellzyklusanalysen wurde der t-Test fur
abhangige und unverbundene Stichproben (Excel, Microsoft, USA) verwendet.

Unterschiede mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

2.7.2 Densitometrie

Densitometrische Auswertungen der Western-Blots wurden mit dem Programm

Tina 2.09 (Raytest Isotopenmessgerate, Deutschland) durchgefluhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 FLT3ITD und FLT3D835Y transformieren Ba/F3-Zellen

3.1.1 FLT3ITD und FLT3D835Y verleihen Ba/F3-Zellen IL-3-Unabhangigkeit

Es wurden FLT3-Mutationen exprimierende Ba/F3-Zellen generiert. Dazu wurden
zwei FLT3ITD-Konstrukte (FLT3ITD-NPOS wund FLT3ITD-W51) sowie ein
FLT3D835Y-Konstrukt verwendet. Um  erfolgreich  transduzierte Zellen
selektionieren zu konnen, wurden IL-3-abhangige Ba/F3 mit dem retroviralen
Expressionsvektor pMSCV-IRES-EGFP/EYFP transduziert. Dieser Vektor enthalt
eine internal ribosomal entry site (IRES) und ermdglicht die gemeinsame
Transkription der FLT3-Konstrukte mit den fluoreszierenden Proteinen EGFP bzw.
EYFP (enhanced green/yellow fluorescent protein) vom gleichen Transkript. Die
Anwesenheit dieser Proteine wurde durchflusszytometrisch ermittelt.

Nach Transduktion von Ba/F3-Zellen mit dem FLT3ITD-NPOS-Retrovirus wurde
die Anzahl EGFP-positiver Zellen wiederholt gemessen. Nach IL-3-Entzug zeigte
sich ein deutlicher Wachstumsvorteil EGFP-positver, d. h. FLT3ITD-positiver
Zellen gegenuber EGFP-negativen, d. h. nicht-transduzierten Zellen. Der Anteil
EGFP-positiver und somit FLT3ITD-NPOS-positiver Zellen betrug vier Tage nach
Transduktion 1,3 %, erreichte am dreizehnten Tag 89 % (Abbildung 3.1 A) und
nach langerer Kultur letztlich dber 99 % (nicht gezeigt).

Alle drei verwendeten mutierten FLT3-Konstrukte bewirkten IL-3-unabhangiges
Wachstum in Ba/F3-Zellen (Abbildung 3.1 B). Im Gegensatz dazu wurde durch die
Transduktion von Wildtyp-FLT3 in Ba/F3-Zellen keine IL-3-Unabhangigkeit
erreicht.

Das Vorliegen identischer Expressionsniveaus aller FLT3-Konstrukte wurde durch
Durchflusszytometrie und Western-Blot nach Immunprazipitation mit einem FLT3-

spezifischen Antikérper nachgewiesen (keine Abbildung).



26

A Ba/F3 FLT3ITD NPOS

10
10

A , 1,3% Tag 4 Tag 13

10
107

102

10

o
™ .
(O]
Ié” — 1023
SSC >
B 06 Ba/F3 FLT3ITD Ba/F3 FLT3D835Y
’ 8- FLT3-WT +IL-3 . .
S o5l SIS | Rl bt
"-E- -7 FLT3ITD W51 -IL-3 —¥ FLT3D835Y -IL-3
% 0,4
-
Z 03
c
2 o2
)
N
0,14
00l , . > | . ' . !
0 1 2 3 0 1 2 3

Tage Tage

Abbildung 3.1: FLT3ITD und FLT3D835Y transformieren Ba/F3-Zellen zur
Faktorunabhangigkeit. FLT3ITD-Mutationen erzeugen einen selektiven Wachstumsvorteil in IL-3-
abhangigen Zellen. (A) Durchflusszytometrische Messung der EGFP-Expression in pMSCV-EGFP-
IRES-FLT3ITD-NPOS-transduzierten Ba/F3-Zellen 4 Tage und 13 Tage nach Transduktion und IL-
3-Entzug. (B) FLT3-Mutationen erzeugen im Gegensatz zu FLT3-WT-Konstrukten IL-3-
Unabhangigkeit in Ba/F3-Zellen.

3.1.2 FLT3ITD und FLT3D835Y aktivieren STAT5 und MAPK in Ba/F3-Zellen

Mittels Western-Blot mit phosphospezifischen Antikdrpern wurde das Ausmal} der
Phosphorylierung und somit der Aktivierungsstatus von MAPK, AKT, STAT3 und
STATS in FLT3ITD/D835Y-transformierten Ba/F3-Zellen untersucht. Als

Kontrollgruppe wurden mit leerem Vektor transformierte Ba/F3-Zellen verwendet.
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In den FLT3-transformierten Zellen zeigte sich im Gegensatz zur Kontrollgruppe
eine starke Aktivierung von STATS und MAPK (ERK). Es konnte nur eine
schwache Aktivierung von STAT3 und keine Aktivierung von AKT gemessen
werden (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: FLT3ITD und FLT3D835Y aktivieren STAT5 und MAPK in Ba/F3-Zellen.
Western-Blots aus Proteinlysaten FLT3-transformierter Ba/F3-Zellen und vektor-transduzierter
Zellen (mock). Keine Aktivierung von AKT und nur schwache Aktivierung von STAT3 war
nachweisbar.
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3.2 SU5614 wirkt zytotoxisch in FLT3ITD/D835Y-transformierten
Ba/F3-Zellen

3.2.1 SU5614 hemmt das Wachstum FLT3ITD- wund FLT3D835Y-

transformierter Ba/F3-Zellen

Die durch FLT3-Mutationen transformierten Ba/F3-Zellen mit den FLT3-
Konstrukten ITD-NPOS, ITD-W51 und D835Y wurden in An- bzw. Abwesenheit
von 1 uM SU5614 fur drei Tage inkubiert. Wie in Abbildung 3.3 und 3.4 ersichtlich,
hemmte SU5614 das Wachstum aller FLT3-transformierten Ba/F3-Zellen. Die
inhibitorische Konzentration zur Reduktion auf 50 % des Wachstums der
unbehandelten Kontrolle (ICso) betrug 175 nM fur FLT3ITD-NPOS- und 250 nM far
FLT3D835Y-transformierte Zellen (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: SU5614 induziert Wachstumsarrest in FLT3-transformierten Ba/F3-Zellen.
Dose-Response-Kurven der inhibitorischen Aktivitdt von SU5614 nach 72 h Inkubation. Das
Wachstum unbehandelter Zellen wurde als 100 % definiert

Durch Zugabe von IL-3 konnte die wachstumshemmende Aktivitat vollkommen
aufgehoben werden. Ba/F3-Zellen, die durch die aktivierenden Tyrosinkinasen
TEL-ABL (Abbildung 3.4), TEL-JAK2 oder BCR-ABL (keine Abbildung)
transformiert wurden, zeigten dagegen keine Empfindlichkeit gegentuber SU5614

in Konzentrationen bis zu 10 yM.
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Abbildung 3.4: SU5614 hemmt selektiv FLT3-vermitteltes Wachstum. Durch FLT3
transformierte Ba/F3-Zellen sind selektiv empfindlich gegentber SU5614, kdnnen aber durch IL-3-
Zugabe gerettet werden und zeigen dann nicht einmal minimale Wachstumshemmung. TEL-ABL-
transformierte Ba/F3-Zellen sind vollkommen unempfindlich gegeniiber Behandlung mit SU5614.

3.2.2 SU5614 blockiert den Zellzyklus in G1/Go und induziert Apoptose in
FLT3-ITD-transformierten Ba/F3-Zellen

Zur Detektion von Apoptoseinduktion wurden mit SU5614 behandelte Zellen mit
PE-konjugiertem Annexin-V und mit 7-AAD gefarbt und durchflusszytometrisch
gemessen. In Abwesenheit von IL-3 bewirkte SU5614 in FLT3ITD-transformierten
Ba/F3-Zellen rasch eine Auslosung des programmierten Zelltods (Abbildung 3.5).

Die Agarose-Gelelektrophorese der DNA behandelter Zellen zeigte eine DNA-
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Abbildung 3.5: SU5614 induziert Apoptose in FLT3-transformierten Ba/F3-Zellen.
(A) Reprasentativer Dot-Plot der durchflusszytometrischen Messung einer Annexin-V-PE- und 7-
AAD-Farbung nach vorausgegangener Behandlung mit SU5614 fiir 48 h. (B) Ergebnisse von drei
unabhangigen Experimenten mit 48-stindiger Behandlung mit SU5614. Datenpunkte
reprasentieren Mittelwerte und Standardabweichungen.

Leiter im Sinne einer apoptotischen Fragmentierung des Erbmaterials (Abbildung
3.6). Nach Zugabe von IL-3 war SU5614 in Konzentrationen bis 10 uM jedoch
vollkommen wirkungslos (Abbildung 3.5 B).
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Abbildung 3.6: DNA-Fragmentierung als Folge SU5614-induzierter Apoptose in FLT3-
transformierten Ba/F3-Zellen. DNA-Gelelektrophorese von Ba/F3-FLT3-NPOS nach Behandlung
mit 1 yM SU5614 in An- bzw. Abwesenheit von 10 ng/ml IL-3. gDNA wurde auf einem 2 %igen
Agarosegel analysiert.
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Durch Farbung der Zellkerne behandelter Zellen mit Propidiumjodid (PI) wurde der
DNA-Gehalt und somit indirekt die Position der Zellen in den Stadien des
Zellzyklus ermittelt. In Abwesenheit von IL-3 bewirkte SU5614 eine
Zellzyklusarretierung in der G1/Gg-Phase. Der relative Anteil der Zellen in G4/Gy
stieg durch Behandlung mit 2,5 yM SU5614 von 65,4 % + 0,8 % auf 79,9 % +
3,3 %. Der relative Anteil der Zellen in der S-Phase und G,/M-Phase nahm
entsprechend ab. (Abbildung 3.7) Dartber hinaus nahm der Anteil der Zellen mit
hypodiploidem DNA-Gehalt im Sinne nicht-vitaler Zellen zu, was die Ergebnisse

der Apoptosemessungen bestatigt (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.7: SU5614 induziert Zellzyklusarrest in FLT3ITD-NPOS-transformierten Ba/F3-
Zellen. Ergebnisse der Zellzyklusanalysen mittels Propidiumjodid-Kernfarbung und DNA-Gehalt-
Bestimmung. Abb. zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen dreier unabhangiger Experimente.
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 nach dem t-Test fur unverbundene Stichproben beim Vergleich
der Anteile von behandelten und unbehandelten Zellen in den Zellzyklusphasen.

3.2.3 Mutiertes FLT3 und seine Downstream-Targets MAPK und STATS5 sind
direkte Ziele von SU5614 in FLT3-transformierten Ba/F3-Zellen

FLT3ITD- und FLT3D835Y-transformierte Ba/F3-Zellen wurden unterschiedlich
lang mit verschiedenen Dosen SU5614 behandelt und anschlieRend lysiert. Als
Mald der Aktivierung der untersuchten Proteine wurde ihre Phosphorylierung
untersucht. Zur Ermittlung der Aktivitat der FLT3-Mutanten wurde FLT3 aus diesen
Lysaten mittels Immunprazipitation (IP) mit einem Anti-FLT3-Antikorper
angereichert. Im  anschlieBenden  Western-Blot mit einem  Anti-

Phosphotyrosin(PY)-Antikdrper konnte gezeigt werden, dass SU5614 die
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Hyperphosphorylierung von FLT3ITD (Abbildung 3.8 A) und FLT3D835Y (nicht
gezeigt) stark und schnell hemmte. Die Aktivierung von den FLT3-Downstream-
Targets ERK (extracellular regulated kinase, eine MAPK) und STATS wurde in
Ganzzell-Lysaten untersucht, wobei phosphospezifische Antikérper fir die
Proteine zur Anwendung kamen. Bereits drei Stunden nach Behandlung mit
SU5614 wurde die Phosphorylierung von MAPK und STAT5 deutlich
herabreguliert (Abbildung 3.8 B und C). Die Aktivitatsminderung von FLT3, ERK

und STATS folgte sowohl einer zeitlichen als auch dosisabhangigen Kinetik.
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Abbildung 3.8: SU5614 hemmt die Phosphorylierung an Tyrosinresten von FLT3, STAT5 und
MAPK in zeitlicher und dosisabhéngiger Kinetik. (A) FLT3ITD-NPOS-transformierte Ba/F3-
Zellen wurden 6 h mit SU5614 inkubiert und anschliessend lysiert. FLT3 in den Lysaten wurden mit
FLT3-Ak-Immunprazipitation (IP) angereichert und dem Western-Blot mit FLT3-Ak oder
Phosphotyrosin(PY)-Ak zugefiihrt. (B) Ba/F3-FLT3ITD-NPOS-Zellen wurden mit 1 yM SU5614
inkubiert und Lysate per SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. (C) Western-Blot nach 6-
stiindiger Behandlung mit SU5614.

3.2.4 SU5614 bewirkt eine Herabregulation von BCL-X, und p21

Um Zielgene zu identifizieren, die fir Apoptose und Wachstumshemmung durch
FLT3-Inhibition in FLT3-transformierten Zellen verantwortlich sein koénnten,

wurden in FLT3ITD-transformierten Ba/F3-Zellen zwei Proteine untersucht,
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BCL-X. und p21. Das Expressionslevel beider Proteine war in unbehandelten
Zellen hoch. In Anwesenheit von 1 yM SU5614 wurden die beide Proteine
herunterreguliert und waren nach 72 Stunden kaum noch nachweisbar (Abbildung
3.9). Die gleiche Beladung aller Spuren wurde durch Reblotting mit einem B-Actin-

spezifischem Antikorper sichergestellt.
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Abbildung 3.9: SU5614 fuhrt dosisabhangig zur Herabregulation der STAT5-Zielgene BCL-X,
und p2l1 in FLT3ITD-NPOS-transformierten Ba/F3-Zellen. Zellen wurden mit 1 yM SU5614
behandelt und zu den angegebenen Zeitpunkten lysiert. Die Western-Blots wurden mit Ak gegen
BCL-X_, p21 und B-Aktin analysiert und dazwischen von Antikérper gereinigt.

3.3 SU5614 hemmt das Wachstum und induziert Apoptose in
AML-Zelllinien mit FLT3-Mutationen

3.3.1 Die AML-Zelllinien MV4-11, MonoMacl und MonoMac6 exprimieren

mutierte, konstitutiv aktive FLT3-Rezeptoren

Um FLT3-positive AML-Zelllinien zu identifizieren, wurden zehn Zelllinien
durchflusszytometrisch mit einem PE-konjugierten CD135-Antikdrper gescreent
(Abbildung 3.10; Zusammenfassung in Tabelle 3.1). Bei funf dieser Linien konnte
FLT3 auf der Oberflache nachgewiesen werden. Immunprazipitation (IP) und

Western-Blot mit FLT3-spezifischen Antikorpern bestatigten diese Ergebnisse.
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Abbildung 3.10: FLT3-Expression in AML-Zelllinien. Durchflusszytometrische Messung. Leere
Histogramme entsprechen dem Isotyp-Antikdrper, schwarze Histogramme der mit CD135-Ak
gemessenen Fluoreszenz.

In MV4-11-Zellen konnte durch Sequenzierung von Exon 17 eine FLT3ITD-
Mutation identifiziert werden. Es handelt sich 30bp-umfassende Langenmutation,
welche zu einer Verdopplung und Insertion von zehn Aminosauren zwischen
Codon 591 und 592 fuhrt (VDFREYEYDH). Zusatzlich konnte durch Amplifikation
des Exon 17 und anschliefiende Agarose-Gelelektrophorese in diesen Zellen der
Verlust des Wildtypallels nachgewiesen werden.

Um die Phosphorylierung und damit die Aktivierung von FLT3 in den anderen
FLT3-positiven Zelllinien zu uUberprifen, wurden FLT3-IPs mit PY-Antikorpern
geblottet. In Abwesenheit von FL konnte in zwei Zelllinien eine eindeutige
Phosphorylierung von FLT3 nachgewiesen werden (MonoMac1 und MonoMac6).
In Anwesenheit von FL konnte diese Aktivitat noch weiter gesteigert werden. In
den zwei Zelllinien mit unphosphoryliertem FLT3 bewirkte die Stimulation mit FL

eine starke Aktivierung im Sinne eines intakten FLT3-Proteins (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: FLT3-Expression und FLT3-Aktivierung in AML-Zelllinien. Phosphotyrosin-
Western-Blots nach FLT3-IP aus Zellen mit (+) und ohne (-) FL-Stimulation. Die Blots wurden
anschlielend gestrippt und mit FLT3-Ak analysiert. In (A) sind Ba/F3-Zellen mit FLT3ITD-Mutation
als Positivkontrolle abgebildet.

Um die Ursache fur die konstitutive Aktivierung von FLT3 in MonoMac1 (MM1)
und MonoMac6 (MM6) zu klaren, wurde die komplette FLT3-cDNA aus diesen
Zelllinien sequenziert. Beide Zelllinien (beide wurden aus Zellen des gleichen
Patienten isoliert) tragen die gleiche Mutation. Es handelt sich um eine bisher nicht
vorbeschriebene Punktmutation in der JM-Region, einer Substitution von Valin592
durch Alanin (FLT3V592A).
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Abbildung 3.12: In MM1- und MM6-Zellen exprimiertes FLT3V592A-Protein induziert
Faktorunabhangigkeit in Ba/F3-Zellen. Ba/F3-Zellen mit stabiler FLT3ITD- und FLT3V592A-
Expression wurden in An- und Abwesenheit von IL-3 (10 ng/ml) kultiviert. Die Abbildung zeigt eines
von drei reprasentativen unabhangigen Experimenten.
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Uberexpression  dieser  FLT3-Mutante in  Ba/F3-Zellen fiihrte zu
faktorunabhangigem Wachstum dieser Zellen, wenn auch etwas langsameren
Wachstumsraten, als sie in FLT3ITD-transformierten Ba/F3 beobachtet werden
(Abb. 3.12).

Tabelle 3.1: SU5614-Sensitivitat und FLT3-Status verschiedener AML-Zelllinien

FLT3 FLT3 FLT3-PY FLT3- SuU5614
Zelllinie (FACS) (IP-WB) (IP-WB) Mutation ICso[uM]
MMG6 +++ +++ +++ + 0,45
MM1 +++ +++ + + 0,6
MV4-11 + + - + 0,3
THP-1 ++ + - - >10
OA5 ++ ++ - - >10
HL60 - NB - - >10
PLB985 - NB - - >10
K562 - NB - - >10
NB4 - - - - >10
U937 - - — - >10

Die FLT3-Expression wurde mittels Durchflusszytometrie und IP und WB bestimmt. Die Ergebnisse
wurden anhand der Fluoreszenz- bzw. Signalintensitat quantifiziert in — (abwesend), + (schwach),
++ (intermediar) und +++ (stark). FLT3-Mutation zeigt — (abwesend) oder + (anwesend). ICs ist die
Konzentration, die nach 72 Stunden 50 % des Wachstums hemmt, ermittelt durch Z&hlung nach
Trypanblaufarbung. Die Sensitivitat einiger der abgebildeten Zelllinien gegentber SU5614 wurde

bereits von Mitgliedern unserer Gruppe im Rahmen einer anderen Arbeit demonstriert. 45 NB, nicht
bestimmt.

3.3.2 SU5614 hemmt selektiv das Wachstum der AML-Zelllinien MV4-11,
MonoMac1 und MonoMac6

Die zehn auf FLT3-Expression gescreenten AML-Zelllinien wurden auf ihre
Sensitivitat gegenuber SU5614 untersucht. Dazu wurden alle Zellen far 72
Stunden mit Inhibitorkonzentrationen von 0,001 uM bis 10 pyM inkubiert. Die
Zelllinien mit nicht aktiviertem FLT3-Protein (THP-1, OCI-AMLS) und die ohne
FLT3-Expression (NB4, U937, K562, HL60, PLB985) waren vollig unempfindlich
gegenuber SU5614 und zeigten keine Wachstumsbeeintrachtigung. Im Gegensatz
dazu waren die drei Zelllinien mit mutiertem FLT3-Rezeptor, MM1, MM6 und
MV4-11 sensitiv gegentber SU5614 und ihr Wachstum war komplett hemmbar.
Die I1Cs0 betrug dabei 300 bis 600 nM in den verschiedenen Zelllinien (Abbildung
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3.13; Tabelle 3.1).
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Abbildung 3.13: SU5614 hemmt selektiv die Proliferation von AML-Zelllinien mit konstitutiv
aktivem FLT3-Rezeptor. MM6 zeigt ein reprasentatives von drei Ergebnissen. Alle anderen
zeigen Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 Experimenten. Die in (A) abgebildeten Daten
wurden im Rahmen einer vorangegangenen Untersuchung ermittelt und freundlicherweise von Dr.
F. Faber zur Verfiigung gestellt.** (B) zeigt die Dose-Response-Kurven nach 72 h. 100 % wurde
als Wachstum der unbehandelten Kontrolle definiert.

Um die IC5o von SU5614 in der FLT3ITD-positiven Zelllinie MV4-11 genauer zu
untersuchen wurden die Zellen im empfindlichen Dosisbereich mit 17
verschiedenen, eng gestuften Inhibitorkonzentrationen behandelt und mittels MTT-

Assay ausgewertet. Dabei ergab sich eine ICso von 150 nM (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: SU5614 Dose-Response-Kurve von MV4-11-Zellen gemessen im MTT-
Assay. MTT-Farbung wurde 84 h nach Beginn der Inkubation begonnen, vgl. Kapitel 2.3.3.

3.3.3 MM1-, MM6- und MV4-11-Zellen sind nicht empfindlich gegenlber
Imatinib und SU1498

Um die Beteiligung weiterer Tyrosinkinasen auszuschliel3en, wurden empfindliche
Zelllinien mit den PTK-Hemmstoffen Imatinib (STI571, Gleevec®) und SU1498
behandelt. Beide Substanzen haben keine Aktivitat gegentber FLT3, inhibieren
aber die Kinasen PDGFR, KIT, ABL, ARG* *" und VEGFR-2 *® *°. Wie aus
Abbildung 3.15 ersichtlich, hatten weder Imatinib noch SU1498 vergleichbare
inhibitorische Aktivitat wie SU5614 in den Zelllinien MM6 oder MV4-11. Gleiches
galt fur FLT3ITD-transformierte Ba/F3-Zellen (keine Abbildung).
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Abbildung 3.15: Aktivitat von SU5614, SU1498 und Imatinib gegentiber MV4-11- und MM6-
Zellen. Die Balkengraphik zeigt das Wachstum nach 72 h Inkubation mit je 5 uM der Inhibitoren.
Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen dreier unabhangiger Experimente

3.3.4 SU5614 fuahrt zu Zellzyklusarrest und Apoptose in MM1, MM6 und
MV4-11-Zellen

MM1-, MM6- und MV4-11-Zellen wurden 48 Stunden lang mit 5 pM SU5614
inkubiert. Mittels PI-Farbung bzw. Annexin-V/7-AAD-Farbung und anschlieRender
Durchflusszytometrie konnte in behandelten Zellen die Induktion des
programmierten Zelltodes nachgewiesen werden. Abbildung 3.16 A und B zeigen
zwei typische Experimente. Die Gesamtzahl aller apoptotischen Zellen gemessen
mit Annexin V/7-AAD-Farbung (d.h. Summe aus frihapoptotischen [Annexin V-
positiv/7-AAD-negativ] und spatapoptotischen [doppelt positiven] Zellen) betrug in
allen drei Zelllinien zwischen 90 und 98 % (vgl. Abbildung 3.16 C).

Analog zu den Ergebnissen mit durch mutiertes FLT3 transformierten Ba/F3-
Zellen war die Apoptoseinduktion auch in MM1-, MM6- und MV4-11-Zellen von
einer Arretierung des Zellzyklus begleitet. Behandlung mit SU5614 fuhrte auch
hier zu einer Zunahme der Zellen in der G4/Gyp-Phase und signifikanter Abnahme
der Zellen in der S-Phase und G,/M-Phase (keine Abbildung).
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Abbildung 3.16: FLT3-Inhibition durch SU5614 induziert Apoptose in AML-Zelllinien mit
konstitutiv aktivem FLT3-Protein. (A) Durchflusszytometrie Annexin-V-/7-AAD-geférbter MM6-
Zellen nach 48-stindiger Behandlung mit 5 yM SU5614. Gezeigt ist ein reprasentativer Dot-Plot
aus drei unabhangigen Experimenten. (B) Durchflusszytometrische Analyse der wie in (A)
behandelten Zellen nach PI-Farbung. Zellen mit hypodiploidem DNA-Gehalt sind apoptotisch. 1
von 3 Experimenten ist gezeigt. (C) Dose-Response-Kinetik aus wie in (A) durchgefiihrten
Experimenten. Schwarze Balken reprasentieren friihapoptotische und graue Balken die Summe
aus frih- und spatapoptotischen Zellen. Mittelwert und Standardabweichung aus drei
unabhangigen Experimenten.

3.3.5 Die Aktivitat von MAPK, STAT3 und STAT5 wird in der AML-Zelllinie
MM6 durch FLT3-Inhibition herabreguliert

Wie in Abbildung 3.17 A ersichtlich, wurde die starke konstitutive Aktivierung des
FLT3-Rezeptors in MM6-Zellen schon nach drei Stunden komplett durch SU5614
aufgehoben. Densitometrische Auswertung verschiedener Western-Blots ergab
hier eine 1Cs9 von 150 nM.

Des Weiteren konnte — analog zu den Ergebnissen mit den konstruierten FLT3-
Ba/F3-Zellmodellen — in der leukamischen Zelllinie MM6 konstitutive Aktivierung
von STAT3, STAT5 und MAPK gezeigt werden. Exposition der Zellen gegenuber
SU5614 in Konzentrationen von 0,1 bis 5 yM fuhrte zu dosisabhangigem
Aktivitatsverlust von STAT3, STATS (Abbildung 3.17 B) und MAPK (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.17: SU5614 hemmt die Tyrosinphosphorylierung von FLT3, STAT3 und STAT5
in MM6-Zellen. (A) MM6 Zellen wurden 3 h mit SU5614 inkubiert und lysiert. Nach FLT3-IP wurde
die Phosphorylierung mittel PY-Ak im Western-Blot untersucht. Blots wurden gestrippt und mit
FLT3-Ak geblottet. (B) MM6-Zellen wurden behandelt wie in (A). Lysate wurden im Western-Blot
mittels STAT-Ak und phosphospezifischen STAT-Ak untersucht.

3.4 SU5614 hemmt Wildtyp-FLT3 in der AML-Zelllinie OCI-AML5

3.4.1 SU5614 antagonisiert FL-stimuliertes Wachstum in OCI-AML5-Zellen

Die FLT3-WT-exprimierende AML-Zelllinie OCI-AML5 wurde unter verschiedenen
Kulturbedingungen auf ihre Empfindlichkeit gegeniber SU5614 getestet. Unter
normalen Kulturbedingungen mit 10 % FBS blieb das Zellwachstum unbeeinflusst
durch SU5614 in Konzentrationen von bis zu 10 uM (Tabelle 3.1; Abbildung 3.18
B). Unter serumfreien Bedingungen gingen die Zellen rasch an Apoptose
zugrunde. Unter Zusatz von FL in einer Konzentration von 100 ng/ml wurde unter
serumfreien Bedingungen jedoch die Viabilitdtsrate signifikant erhoht, und es
zeigte sich eine minimale Wachstumstendenz im Verlauf von vier Tagen. Bei
gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit 5 pM SUS5614 Kkonnte dieser
antiapoptotische und proproliferative Effekt von FL komplett aufgehoben werden
(Abbildung 3.18 A).
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Abbildung 3.18: SU5614 hebt FL-vermittelte Effekte in OCI-AML5-Zellen unter serumfreien
Wachstumsbedingungen auf. (A) Nach 16 h Kultivierung in Hungermedium (0,25 % fGtales
Kalberserum; FBS) und anschlieRender Kultur ohne FBS ist das Wachstum von OCI-AML5-Zellen
mit FL stimulierbar. SU5614 hemmt diese Wirkung durch Inhibition von FLT3-WT. (B) Unter
normalen Serumbedingungen haben weder FL noch SU5614 einen Effekt auf OCI-AML5-Zellen.

3.4.2 SU5614 hemmt FL-stimulierte FLT3-Phosphorylierung

Um das biochemische Korrelat dieser Effekte zu demonstrieren, wurden serum-
gehungerte OCI-AML5-Zellen mit FL stimuliert. Mittels FLT3-IP und Western-Blot
konnte nach Stimulation mit FL eine starke Phosphorylierung des FLT3-Rezeptors
gezeigt werden, die durch Behandlung mit 1 yM SU5614 komplett unterbunden
wurde (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19: SU5614 hemmt die FL-stimulierte FLT3-Aktivierung unter
Hungerbedingungen. Nach 16-stiindigem Hungern mit 0,3 % FBS wurden die Zellen mit SU5614
inkubiert, wenn angegeben. Nach funfminUtiger FL-Stimulation wurden sie lysiert. Lysate wurden
mit FLT3-Ak immunprazipiert und die Tyrosinphosphorylierung im Western-Blot untersucht.
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4 Diskussion

Das FLT3-Gen ist eines der am haufigsten mutierten bekannten Gene bei
Patienten mit akuter myeloischer Leukamie.'® Abhangig von der Art der Mutation
haben die meisten dieser Patienten eine tendenziell schlechtere Prognose als
AML-Patienten ohne FLT-3-Mutationen.'® ' 3. 42 Dje Ursache dafiir ist nicht
bekannt. Im Vorfeld dieser Arbeit konnte von verschiedenen Gruppen das
proproliferative Potenzial von FLT3-Mutationen demonstriert werden. Auf dieser
Erkenntnis basierend wurde hier im praklinischen Modellsystem untersucht, ob

FLT3 als molekulares Ziel zukunftiger Therapieansatze geeignet sein kdnnte.

4.1 SU5614 hemmt die Aktivitat der Rezeptortyrosinkinase FLT3

4.1.1 Das Ba/F3-FLT3ITD/D835Y-Zellmodell

Um FLT3-Mutationen in einem Zellmodell untersuchen zu kdénnen, wurden zu
Beginn der Arbeit Ba/F3-Zelllinien generiert, die FLT3-LM und FLT3-TKD-
Mutationen exprimieren. Die Eigenschaften solcher Zelllinien wurden schon zuvor
beschrieben und konnten hier bestatigt werden.?>?? Alle untersuchten FLT3-
Mutationen besalRen konstitutive Tyrosinkinaseaktivitat und verliehen Ba/F3-Zellen
IL-3-Unabhangigkeit. Der Selektionsvorteil der transformierten Zellen in IL-3-
freiem Medium erwies sich als ebenso einfache wie effiziente Methode der
Anreicherung erfolgreich transduzierter Zellen.

Dieses Zellmodell ermoglichte die genaue Untersuchung der Funktion und
Signaltransduktion von FLT3-Mutationen. DarlUber hinaus war es gut geeignet,

FLT3-Inhibitoren zu identifizieren.

4.1.2 Auswahl des Inhibitors

Ein Ziel dieser Arbeit war die Identifikation eines wirksamen FLT3-Inhibitors. Es ist
eine Vielzahl kleinmolekularer PTK-Hemmstoffe zu wissenschaftlichen Zwecken
erhaltlich. Die erfolgversprechende, aber aufwandige Methode eines breit
angelegten Screenings nach Substanzen mit FLT3-inhibitorischer Aktivitat stand
nicht zur Verfugung. Wegen der strukturellen Verwandtschaft der RTKs innerhalb

der Klasse Ill war aber die Vorstellung nahe liegend, dass es unter bekannten
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Inhibitoren gegen RTKs dieser Klasse auch Substanzen mit Aktivitat gegenlber
FLT3 gibt. Levis et al. zeigten, dass der PTK-Hemmstoff AG1295 aus der Gruppe
der Tyrphostine Wachstumshemmung und Apoptoseinduktion in FLT3-ITD-
positiven AML-Blasten in deutlich groRerem Ausmald bewirkt als in FLT3-ITD-
negativen AML-Blasten. Daruber hinaus konnte auf biochemischer Ebene die
dosisabhangige Dephosphorylierung von FLT3-ITD durch AG1295 demonstriert
werden. ?® Firr die eng verwandte Substanz AG1296 konnte eine andere Gruppe
FLT3-inhibitorische Aktivitidt nachweisen.?* Allerdings zeigte der Inhibitor AG1295
in der Arbeit von Levis et. al. ab einer Konzentration von 5 uM unspezifische
Wirkungen, und selbst bei dieser Maximaldosis waren die Effekte nur schwach,
was auf eine niedrige Selektivitat des Inhibitors fur FLT3-ITD hinweist.

Das Indolinonderivat SU5614 ist als kleinmolekularer PTK-Inhibitor mit Aktivitat
gegenuber PDGFR} (platelet derived growth factor receptor ) und Rezeptoren flr
VEGF (vascular endothelial derived growth factor) erhaltlich. Mitglieder unserer
Arbeitsgruppe und andere konnten demonstrieren, dass dieser PTK-Inhibitor
neben VEGFR-2 (KDR) auch die Rezeptortyrosinkinase KIT inhibiert. Bei KIT-
exprimierenden AML-Zelllinien bewirkte er eine Hemmung des Wachstums sowie
Induktion von Apoptose. > *°

Auf der Basis dieser Ergebnisse entstand die Hypothese, dass SU5614 ein
Hemmstoff von FLT3 sein kdonnte. Sie wurde an FLT3ITD/D835Y-transformierten
Ba/F3-Zellen Uberpruft.

4.1.3 Selektive Zytotoxizitdt von SU5614 in FLT3ITD/D835Y-transformierten
Ba/F3-Zellen

FLT3ITD/D835Y-transformierte Ba/F3-Zellen gingen durch Behandlung mit
SU5614 zugrunde. Dabei konnten in den Zellen dosisabhangig Wachstumsstopp,
Zellzyklusarrest und Induktion von Apoptose nachgewiesen werden. All diese
zytotoxischen Effekte waren durch Zugabe von IL-3 komplett antagonisierbar. Das
Aulergewohnliche daran ist weniger die Toxizitat von SU5614 — mit jeder in
irgendeiner Form zytotoxischen Substanz ware das moglich — als vielmehr die
komplette  Antagonisierbarkeit der Toxizitat durch IL-3. Aus dieser
Antagonisierbarkeit durch IL-3 lasst sich folgern, dass SU5614 an keinem Punkt in
das IL-3-vermittelte Wachstum von Ba/F3-Zellen eingreift, sondern vielmehr in

diesem Modell vollkommen ,spezifisch® fur die FLT3-vermittelten Effekte ist. Mit
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anderen Worten, SU5614 versetzt FLT3-transformierte Zellen wieder zurlick in
den Zustand der IL-3-Abhangigkeit.

Ba/F3-Zellen werden auch durch die konstitutiv aktiven Tyrosinkinasen der
leukdmischen Fusionsproteine TEL-ABL, TEL-JAK2 und BCR-ABL zur IL-3-
Unabhangigkeit transformiert. In derartig transformierten Ba/F3-Zellen hatte
SU5614 jedoch keine Wirkung, was die Selektivitat fur mutiertes FLT3
unterstreicht.

4.1.4 SU5614 antagonisiert FLT3-WT-vermittelte Effekte

In der AML-Zelllinie OCI-AML5 konnte die Expression von FLT3 nachgewiesen
werden. Dieses FLT3 zeigte keine Hyperphosphorylierung und OCI-AML5-Zellen
waren unter normalen Kulturbedingungen (10 % FBS) vollkommen unempfindlich
gegenuber SU5614. Wissenschaftler der DSMZ in Braunschweig hatten die FLT3-
Expression auf diesen Zellen schon zuvor demonstriert und konnten dartber
hinaus zeigen, dass Stimulation mit FL OCI-AML5 in serumfreier Kultur vor
Apoptose schiitzt und zu einem geringen Grad proliferieren ldsst.>’® Dieses
Modell wurde verwendet, um die Aktivitat von SU5614 gegenuber FLT3-WT zu
demonstrieren. Der Inhibitor hob alle FL-vermittelten Wirkungen auf, sodass die

Zellen rasch zugrunde gingen.

4.1.5 SU5614 dephosphoryliert FLT3 und dessen Downstream-Targets

Letztlich konnte in allen verwendeten Modellen auch auf Proteinebene gezeigt
werden, dass SUS5614 zur schnellen Dephosphorylierung von mutiertem FLT3
bzw. FL-stimuliertem Wildtyp-FLT3 fuhrt. In Zellen mit mutiertem FLT3 wurde
zusatzlich die in Zeitverlauf und Amplitude parallel verlaufende

Dephosphorylierung der Downstream-Targets STAT5 und MAPK gezeigt.

Auch wenn ein direkter Nachweis der Interaktion zwischen SU5614 und FLT3 nur
mit aufwandigen Verfahren maoglich ist, die hier nicht zur Verfligung standen, kann
aus den hier demonstrierten zellbiologischen und biochemischen Daten gefolgert
werden, dass das Indolinonderivat SU5614 ein potenter Inhibitor der
Rezeptortyrosinkinase FLT3 ist.

Zusammenfassend sprechen folgende Befunde fur diese Hypothese:
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1. Spezifische Zytotoxizitat von SU5614 bei FLT3-vermittelter Proliferation in
FLT3-transformierten Ba/F3-Zellen und fehlende Zytotoxizitat bei IL-3-
vermittelter Proliferation in den gleichen Zellen.

2. Selektive Zytotoxizitat von SU5614 fur FLT3ITD/D835Y-transformierte
Ba/F3-Zellen und fehlende Zytotoxizitdt in durch andere PTKs
transformierten Ba/F3-Zellen.

3. Antagonisierung FL-vermittelter Effekte durch SU5614 in einer AML-
Zelllinie mit endogener FLT3-WT-Expression.

4. Nachweis der Hemmung der Aktivierung von FLT3 und dessen
Downstream-Targets durch SU5614 auf biochemischer Ebene.

Tabelle 4.1 bietet einen Uberblick tber die inhibitorische Aktivitat von SU5614

gegenuber FLT3ITD und gegenuber anderen Tyrosinkinasen.

Tabelle 4.1: Aktivitdt von SU5614 gegeniber verschiedenen Proteintyrosinkinasen

IC50 [uM]
PTK Kinase-Assay Biologischer Assay
FLT3 NB 0,17
KIT 0,03 0,2
VEGFR-2/VEGF 0,46 0,07
PDGFRB/PDGF 0,36 0,5
FMS 13 NB
EGFR/EGF > 100 >100
FGFR-1/FGF > 100 > 50
TEL-ABL / BCR-ABL NB >10
TEL-JAK2 NB >10

Bei FLT3, TEL-ABL und TEL-JAK2 ist ICs, die Konzentration von SU5614, die 50 % des
Wachstums transformierter Ba/F3-Zellen nach 72-stiindiger Inkubation hemmt, durch
Trypanblaufarbung ermittelt. ICs, von KIT entspricht dem in Kasumi-1-Zellen ermittelten Wert durch

Mitglieder unserer Gruppe.45 Alle anderen Werte nach Duhrsen et al.>* NB, nicht bestimmt.
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4.2 FLT3-Mutationen aktivieren in AML-Zelllinien essenzielle,
nicht-redundante antiapoptotische und proproliferative

Signale

42.1 AML-Zelllinien mit FLT3-Mutationen als Modell fiur FLT3-Mutation-
positive AML

Wegen der Haufigkeit von FLT3-Mutationen in der AML ist es nicht
unwahrscheinlich, dass solche Mutationen auch in Zelllinien gefunden werden
konnen, die aus den Blasten akuter myeloischer Leukamien hervorgegangen sind.
Der FLT3-Status von zehn AML-Zelllinien wurde deshalb untersucht und in drei
der Zelllinien wurden aktivierende FLT3-Mutationen gefunden (MonoMac1,
MonoMac6, MV4-11; siehe Tabelle 3.1).

Diese Zelllinien stellen ein gut geeignetes Modell zur Untersuchung der Rolle von
FLT3-Mutationen in leukamischen Zellen dar. Vor- und Nachteile eines solchen
Modells gegenuber Experimenten in primaren AML-Blasten liegen in der
Heterogenitat der AML begriindet. Unter dem Begriff akute myeloische Leukamie
werden Erkrankungen zusammengefasst, denen eine grol3e Vielzahl molekularer
Abnormalitaten zugrunde liegt. Aber nicht aus allen primaren AML-Blasten lassen
sich stabile AML-Zelllinien gewinnen, wodurch eine Selektion auf dem Weg von
AML-Blasten zu AML-Zelllinien stattfindet. Darlber hinaus ist es schwer zu
beurteilen, inwieweit die Zellen dabei Veranderungen durchlaufen haben.
Verallgemeinerungen der Ergebnisse aus Experimenten mit einzelnen Zelllinien
sind deshalb immer nur eingeschrankt moglich. Bei den von uns untersuchten
Zelllinien lag die Haufigkeit von FLT3-WT und FLT3ITD-Mutationen unter den
epidemiologischen Haufigkeiten. So zeigten nur 50 % der Zelllinien FLT3-
Expression (versus 70 — 100 % in AML)", und eine ITD-Mutation konnte lediglich
in der Zelllinie MV4-11 nachgewiesen werden (10 % versus 24 %). Im Gegensatz
dazu konnte eine weitere, bisher unbekannte Mutation in 20 % der Zellen
gefunden werden. Die Arbeit mit Zelllinien hat gegenuber Experimenten mit
primaren AML-Blasten neben technischen Vorteilen in der Kultivierung vor allem
den Vorteil, dass Zelllinien ein stabiles und definiertes System darstellen, wodurch
leichter eindeutige und reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden konnen. In
dieser Arbeit wurden erstmals Untersuchungen zu Signaltransduktion und

Funktion von FLT3-Mutationen in Zellen durchgefuhrt, die leukamischen
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Ursprungs sind. In diesem frihen Stadium der Erkenntnisse schien deshalb die

Verwendung von Zelllinien sinnvoll.

4.2.2 SU5614 wirkt selektiv zytotoxisch in AML-Zelllinien mit FLT3-Mutation
durch Inhibition von FLT3

Nur drei der zehn untersuchten AML-Zelllinien waren sensitiv gegentber SU5614,
und interessanterweise waren dies die gleichen drei Zelllinien, in denen eine
FLT3-Mutation nachgewiesen werden konnte. SU5614 bewirkte in den Zelllinien
dosisabhangig Proliferationsinhibition, Zellzyklusarrest in der Gy/Gq-Phase und
Induktion von Apoptose. Die ICsq in Proliferationsassays lag dabei mit Werten
zwischen 300 nM fur MV4-11-Zellen und 600 nM fur MM1-Zellen etwas hoher als
die ICsp in den FLT3-transformierten Ba/F3-Zellen (175 — 250 nM), aber noch in
einer vergleichbaren Grof3enordnung. Tabelle 4.2 vergleicht die in FLT3ITD-
NPOS- Ba/F3 und die in MM6-Zellen ermittelten Werte.

Tabelle 4.2: Aktivitat von SU5614 in verschiedenen FLT3-Zellmodellen

IC50 [nM]
Biologischer Effekt Ba/F3 FLT3ITD-NPOS MonoMac6
Proliferationshemmung 175 450
Apoptose 450 650
Dephosphorylierung von FLT3 100 150

Bei Proliferationshemmung entspricht 1Csy der Konzentration von SU5614, die 50 % des
Wachstums der Zellen nach 72-stiindiger Inkubation hemmt, ermittelt durch Trypanblaufarbung.
Bei Apoptose entspricht 1Cs; der Konzentration von SU5614, die nach 48-stiindiger Inkubation
abzlglich des apoptotischen Zellanteils in der Kontrolle 50 % Annexin V-positive Zellen verursacht
und bei Dephosphorylierung der Konzentration, die nach drei (MM6) bzw. sechs Stunden (NPOS)
zu 50 %iger Abnahme der Autophosphorylierung fuhrt. Die Autophosphorylierung wurde nach
Immunprazipitation mit FLT3-spezifischem Antikdrper mittels PY-Ak bestimmt und densitometrisch
ausgewertet.

Die in MTT-Assays ermittelte 1Cso in MV4-11 lag mit 150 nM etwas unterhalb des
durch Zahlen ermittelten Wertes. Ursache hierflr konnte die wesentlich genauere
Abschatzung mittels eng gestaffelter Inhibitorkonzentrationen im MTT-Assay sein.
Allerdings kdnnten auch die unterschiedlichen Assaysysteme fir die Differenz
verantwortlich sein.

Da die Inhibition einer anderen Tyrosinkinase durch SU5614 in diesen Zellen die

Zytotoxizitat bedingt haben konnte, wurden die Zellen mit zwei weiteren PTK-
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Inhbitoren behandelt, die Aktivitat gegenuber FLT3-verwandten Tyrosinkinasen,
aber nicht gegenuber FLT3 selbst haben. Die Zellen zeigten keine Empfindlichkeit
gegenuber Imatinib (STI571, Gleevec®) und SU1498. Damit konnte fur alle
bekannten Zielproteine dieser beiden Inhibitoren (PDGFR, KIT, ABL, ARG, FLK-1
oder KDR) ausgeschlossen werden, dass ihre Inhibition die Ursache der
Zytotoxizitat durch SU5614 in diesen Zellen ist. Daruber hinaus konnte in
vorangegangenen Experimenten von Dr. F. Faber aus unserer Arbeitsgruppe eine
Expression der SU5614-Zielproteine KIT und KDR in allen drei Zelllinien direkt
ausgeschlossen werden.*

Die Aktivierung von FLT3 und seiner Downstream-Targets konnte durch SU5614
gehemmt werden. Die Zeitkinetik und die ICsy dieser biochemischen Effekte waren
in der gleichen Grokenordnung wie die der zytotoxischen Effekte. Daruber hinaus
waren sie vergleichbar mit den im Ba/F3-Zellmodell ermittelten Werten bei FLT3-
Inhibition (vgl. Tabelle 4.2).

Es konnte demonstriert werden, dass SU5614 ein Inhibitor von FLT3 ist. Ebenso
konnte demonstriert werden, dass AML-Zelllinien mit FLT3-Mutation selektiv
empfindlich gegenltiber SU5614 sind. Aufgrund des Ausschlusses etlicher anderer
Tyrosinkinasen als Ziel der Inhibition und aufgrund der engen Korrelation der
biochemischen Effekte mit den zytotoxischen Effekten scheint die Annahme eines
kausalen Zusammenhangs gerechtfertigt.

Die Inhibition einer anderen unidentifizierten Tyrosinkinase durch SU5614 als
Ursache der Toxizitat in Verbindung mit einer zufalligen Koinzidenz der FLT3-
Inhibition und der selektiven Toxizitat von SU5614 gegenuber Zellen mit FLT3-
Mutation kann zwar mit den gegebenen Methoden nicht komplett ausgeschlossen
werden, scheint aber sehr unwahrscheinlich.

Die hier prasentierte zytotoxische Wirkung der gezielten Inhibition von FLT3 in
AML-Zelllinien mit mutiertem FLT3-Rezeptor zeigt einen wichtigen Sachverhalt
auf: Trotz der verschiedenen genetischen Veranderungen, die in AML-Zelllinien
auftreten, sind die untersuchten Zellen abhangig vom antiapoptotischen und
proproliferativen Potenzial von FLT3. FLT3-Mutationen aktivieren in diesen Zellen
also essenzielle Signalwege, deren Wegfall durch kein anderes intrazellulares

Signalsystem ersetzt wird.
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4.3 Signaltransduktion von mutiertem FLT3

Aufgrund der hohen Expression erwiesen sich MM6-Zellen als gutes Modell zur
Analyse der FLT3-Signaltransduktion in AML-Zelllinien. In ihnen wurde eine
Hyperphosphorylierung des mutierten FLT3-Rezeptors sowie eine Aktivierung der
Downstream-Targets STAT3, STATS und MAPK demonstriert. Durch Zugabe von
SU5614 wurde die Aktivitat von FLT3 und dieser Downstream-Targets zeit- und
dosisabhangig gehemmt. Diese Ergebnisse bestatigen die Befunde dieser und
anderer Arbeiten aus dem Ba/F3-Modell erstmals in einer Zelllinie leukamischen
Ursprungs.21' 22 Dariiber hinaus konnte hier eine FLT3ITD-abhangige Expression
von STAT-Zielgenen gezeigt werden, die flr das antiapoptotische Potenzial von

FLT3-LM verantwortlich sein konnten.

4.3.1 STAT3 und STAT5

Mitglieder der Famililie der STATs, oder Signal Transducers and Activators of
Transcription, sind Transkriptionsfaktoren mit diversen biologischen Aufgaben.
Beim Menschen kennt man STAT1 — STAT6 sowie verschiedene Isoformen und
SpleilRvarianten dieser STATs mit offenbar sehr unterschiedlichen Funktionen.
Eine zentrale Rolle spielen STATs als Signalvermittler und Transkriptionsfaktoren
bei den =zelluldaren Antworten auf Zytokine im Rahmen der normalen
Hamatopoese. Dabei kénnen sie sowohl an der Signaltransduktion von
Wachstumssignalen als auch an Differenzierungsschritten beteiligt sein.
Dementsprechend scheint eine Fehlregulation verschiedener STATs eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese hamato-onkologischer Erkrankungen zu
spielen.® %®

STAT3 scheint neben Aufgaben in der Signaltransduktion von Zytokinrezeptoren
wichtige Funktionen bei der embryonalen Entwicklung verschiedener Gewebe zu
haben. So erleiden STAT3-Knockout-Mause intrauterinen Fruchttod.®” In einer
Vielzahl von malignen Tumoren unterschiedlichster Ursprungsgewebe kann eine
konstitutive Aktivierung von STAT3 nachgewiesen werden.”® Dariiber hinaus ist
ein konstitutiv aktives STAT3 in der Lage, Fibroblasten zu transformieren, die in
Mausen Tumoren bilden.*® Sowohl ein Funktionsverlust, als auch eine unregulierte

Aktivierung von STAT3 konnen offenbar weitreichende Folgen haben. In dieser
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Arbeit konnte gezeigt werden, dass FLT3-Mutationen eine konstitutive Aktivierung
von STAT3 bewirken. Dies konnte ein wichtiger Mediator des transformierenden
Potenzials von FLT3-Mutationen sein.

Von STATS sind zwei Isoformen, STAT5a und STATSb bekannt. Zwei
verschiedene Gene kodieren fir die fast identischen Proteine. Trotz ihrer
Ahnlichkeit erflillen diese Proteine zumindest teilweise unterschiedliche Aufgaben,
wie Gen-Knockout-Studien in Mausen gezeigt haben: STAT5a-Knockout-Mause
entwickeln sich normal, zeigen jedoch eine gestorte Brustdrisenentwicklung sowie
Stérungen in der Proliferation verschiedener Immunzellen. STAT5b-Knockout-
Mause sind kleinwlchsig und zeigen eine Stérungen insbesondere der
geschlechtsspezifischen Wirkungen von Wachstumshormon (GH, growth
hormone). STAT5a/b-Doppel-Knockout-Mause sind auch lebensfahig, jedoch
infertii und haben neben Defekten in den Prolaktin- und GH-Signalwegen
(entsprechend den Befunden in den Einzel-Knockout-Mausen) auch
Zellzyklusstorungen in T-Zellen, die Uber die Storungen in den STAT5a-Knockout-
Mausen hinausgehen. Die Tiere leiden unter einer fotalen Anamie. Wenn sie
ausgewachsen sind ist lediglich eine leichte Leukozytopenie mit Lymphopenie und
Granulozytose nachweisbar. Das Erstaunliche dabei ist, dass diese Tiere eine
relativ intakte Hamatopoese haben, obwohl STATS als Downstream-Target vieler
an der Hamatopoese beteiligten Zytokine identifiziert wurde. Offenbar sind ein
groRer Teil dieser Mechanismen redundant. > *° In leukamischen Zelllinien und
Blasten kann regelmaRig eine konstitutive STAT5-Aktivierung nachgewiesen
werden.®® ©' Insbesondere wird durch einige leukdmische Fusionsproteine mit
Tyrosinkinaseaktivitat eine starke Aktivierung von STATS hervorgerufen. Dazu
zahlen zum Beispiel BCR/ABL, TEL/JAK2, TEL/PDGFBR, TEL/ABL und HIP1/
PDGFBR. Hier scheint STAT5 aber unterschiedliche Funktionen zu GUbernehmen.
So bleibt die transformierende Aktivitat von BCR-ABL auch nach experimenteller
Ausschaltung von STATS erhalten, was zeigt, dass STAT5-Aktivierung hier nicht
der einzige entscheidende Signalweg ist.®” Im Gegensatz dazu ist die
Transformation durch TEL-JAK2 komplett von STAT5 abhingig.® Mitglieder
unserer Gruppe und andere konnten demonstrieren, dass ein konstitutiv aktives
STAT5-Konstrukt IL-3-abhangige  Zelllinien zur  Faktorunbahangigkeit
transformiert.*> ® Zusammenfassend scheint ein Funktionsverlust von STAT5

zwar wegen redundanter Systeme keine dramatische Auswirkung auf die
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Hamatopoese zu haben, eine konstitutive Aktivierung von STATS5 hat jedoch
offenbar eindeutig onkogene Potenz. Am Beispiel von BCR-ABL konnte gezeigt
werden, dass auch in einem Fall mit konstitutiv aktivem STATS eine Redundanz
der STAT5-Signale vorliegen kann. Hier konnte die STATS5-Aktivierung eine
zusatzliche Apoptose-Resistenz der Zellen bewirken. So konnten Hoover et al.
zeigen, dass BCR-ABL-transformierte Ba/F3 zwar auch nach Ausschaltung von
STATS faktorunabhangig wachsen, weil durch die gleichzeitige Aktivierung von
RAS und AKT Redundanz fur diese Funktion vorliegt, dass diese Zellen durch die
fehlende STAT5-Wirkung dann aber deutlich empfindlicher gegentber dem
proapoptotischen Reiz einer DNA-Schadigung sind. Verglichen mit RAS und AKT
bewirkte STATS5 in diesem Modell die starkste Resistenz gegenuber
Apoptoseinduktion durch DNA-Schadigung.®® Wie bereits berichtet, konnte in
mehreren Untersuchungen gezeigt werden, dass FLT3-LM einen unabhangigen
negativen prognostischen Faktor in der AML darstellen. Eine mogliche Ursache
dafir konnte zum Beispiel eine hohere Resistenz der Zellen gegenuber
Zytostatika sein. Unter diesem Aspekt erscheint die hier gezeigte Aktivierung von
STATS in einer AML-Zelllinie mit FLT3-Mutation besonders interessant.

Die genaue Funktion der hier demonstrierten Aktivierung von STAT3 und STATS
l&sst sich nur durch direkte funktionelle Studien ermitteln. Vor dem Hintergrund der
Daten uber die Bedeutung von STAT3 und STATS5 in der Pathogenese
verschiedener maligner Erkrankungen scheint es aber wahrscheinlich, dass die
Aktivierung dieser STATs durch mutiertes FLT3 mitverantwortlich fur das
transformierende Potenzial von FLT3-Mutationen ist. Ob eines der beiden dabei
die entscheidende Rolle spielt, kann aus den demonstrierten Daten nicht
entschieden werden. Beide STATs haben offenbar genug proproliferatives
Potenzial, um die Faktorunabhangigkeit in den FLT3-transformierten Ba/F3-Zellen
bewirkt haben zu koénnen. Fir eine tragende Rolle von STAT5 in der
Signaltransduktion von FLT3-Mutationen spricht einerseits die viel starkere
Aktivierung von STAT5 gegentber STAT3 in den FLT3-transformierten Ba/F3-
Zellen, und andererseits die Entdeckung von Mitgliedern unserer Arbeitsgruppe,
dass das Auftreten von FLT3-LM und die FLT3-Expression in primaren AML-
Blasten zwar stark mit STAT5-Aktivierung assoziiert ist, nicht aber mit STAT3-

Aktivierung.®®
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4.3.2 Die STAT3/STAT5-Zielgene BCL-X. und p21

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Expressionslevel der Proteine
BCL-X. und p21 in FLT3ITD-transformierten Ba/F3-Zellen hoch ist, und dass eine
Unterbrechung der Signaltransduktion von FLT3 durch SU5614 diese Expression
herabreguliert. Die kodierenden Gene BCL-X; und p21 werden unter anderem
durch STATs reguliert. Insbesondere weisen beide Gene direkte STATS-
Bindungsstellen in ihrer Promoterregion auf und kdnnen so transkriptionell durch
STATS5 reguliert werden.*®

BCL-X, ist ein antiapoptotisches Protein der BCL-2-Familie. Man unterscheidet
antiapoptotische und proapoptotische Proteine in dieser Familie. Die
antiapoptotischen Proteine der BCL-2-Familie wirken unter anderem dadurch,
dass sie ihre proapoptotischen Familienmitglieder blockieren, indem sie inaktive
Heterodimere mit ihnen bilden.®” In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden,
dass BCL-X_ eine wichtige Funktion fur die Resistenz von Zelllinien gegeniber
proapoptotischen Reizen wie Zytostatikabehandlung hat.?® ®® An den 60 Zelllinien
des NCI-ACDS (National Cancer Institute Anticancer Drug Screen) wurde sowohl
die Sensitivitat gegenuber 122 Chemotherapeutika untersucht, als auch die
Expression ausgewahlter Gene, denen eine Funktion bei der Reaktion auf
Zellschadigung zugesprochen wird. Dabei konnte gezeigt werde, dass die starkste
Korrelation zwischen der Expression eines Genes und Resistenz gegenuber
Chemotherapeutika fiir BCL-X, besteht.”’ Die hier demonstrierte Expression von
BCL-X, als Downstream-Target von FLT3-LM kénnte deshalb von entscheidender
funktioneller Bedeutung sein.

Das Protein p21"A"V“"! wurde als erster Inhibitor der Cyclin-dependent kinase
(CDK) identifiziert. Es wurde gezeigt, dass p21 nach einer DNA-Schadigung einen
Zellzyklusarrest in Gq1 verursacht. In der vorliegenden Arbeit wurde im
Zusammenhang mit der zytotoxischen Aktivitat von SU5614 aber eine verminderte
Expression von p21 und trotzdem ein Gq-Arrest beobachtet. Dieser Befund lasst
sich nur schwer deuten. Mdgliche Erklarungen sind, dass entweder p21 in diesem
System eine untergeordnete Rolle spielt und andere Regulatoren des Zellzyklus
hier gegensatzliche Wirkung haben, oder dass p21 in FLT3ITD-transformierten
Ba/F3-Zellen vor allem andere Funktionen erflllt. Es wurde beschrieben, dass p21

unter bestimmten Bedingungen auch einen Arrest auch in anderen
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Zellzyklusphasen bewirken kann, und - in diesem Zusammenhang von
besonderem Interesse — dass eine erhdohte Expression von p21 nicht
notwendigerweise im Zusammenhang mit einem Zellzyklusarrest auftreten muss.
Daruber hinaus konnten flr p21 negativ regulatorische Funktionen in der Kontrolle
der Apoptose gezeigt werden.”! Ebenso wurde eine erhdhte p21-Expression im
Zusammenhang mit Zytostatikaresistenz BCR-ABL-positiver Zellen beschrieben.”
Zusammenfassend scheint ein Mitwirken von p21 bei den antiapoptotischen
Effekten von FLT3-LM moglich.

4.3.3 MAPK

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass ERKs weitere
Downstream-Targets von FLT3-Mutationen sind. ERK1 und ERK2 sind Mitglieder
der Familie der MAPKs. Diese werden durch Phosphorylierung an spezifischen
Aminosaureresten aktiviert und phosphorylieren dann selbst eine Vielzahl
membrangebundener und zytoplasmatischer Substrate. AuRerdem aktivieren sie
im Zellkern Transkriptionsfaktoren und regulieren so die Expression verschiedener
Gene. Entsprechend vielfaltig sind ihre beschriebenen Funktionen als Regulatoren
von metabolischen Prozessen, Zellzyklus, Zellmigration, Zellform, Proliferation und
Differenzierung.” lhre Rolle in der Pathogenese der AML wird jedoch kontrovers
diskutiert. Wahrend Ajenjo et al. in AML-Zelllinien keinen Effekt von MAPK-
Inhibitoren verzeichneten™, konnten Milella et al. Hinweise fiir eine wichtige

antiapoptotische Funktion von MAPK in AML-Zelllinien demonstrieren.”

4.4 |dentifikation einer neuen FLT3-Mutation

In den Zelllinien MonoMac1 und MonoMac6 (beide von Zellen desselben
Patienten) fand sich ein FLT3-Protein mit bisher nicht beschriebener
Punktmutation der JM-Region, FLT3V592A. Auch diese Mutation ist aktivierend
und dazu in der Lage, Ba/F3-Zellen zu transformieren. Diese Mutation wurde
mittlerweile auch in einem Patienten gefunden. Auflierdem wurden weitere
Punktmutationen in der JM-Region beschrieben.*® " Die epidemiologische Rolle
dieser Mutationen ist nicht eindeutig zu beurteilen, da sie beim Ublichen Screening
nach FLT3-LM mittels PCR nicht erfasst werden.
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4.5 Klinische Implikationen

In der bereits erwahnten Arbeit von Levis et al. zeigte sich eine signifikant erhéhte
Sensitivitat von FLT3-LM-positiven AML-Blasten gegenuber dem FLT3-Inhibitor
AG1295. Allerdings konnte dabei nicht bewiesen werden, dass die Wirkung nur
auf die Inhibition der FLT3-Mutationen zurickzufuhren war. Auch wenn das
transformierende Potenzial von FLT3-Mutationen zuvor in IL-3-abhangigen
Zelllinien und in einem KMT-Modell der Maus gezeigt wurde, konnte in dieser
Arbeit erstmals nachgewiesen werden, dass das Uberleben von AML-Zelllinien mit
FLT3-Mutationen von diesen Mutationen abhangig ist, und FLT3-Inhibitoren
deshalb selektiv zytotoxisch fur diese Zellen sind.

Die pharmakologische Inhibition von FLT3 stellt deshalb einen Vviel
versprechenden Ansatz fur eine gezielte molekulare Therapie bei fast einem
Drittel der Patienten mit akuter myeloischer Leukamie dar.

Ergebnisse aus dieser Arbeit wurden Anfang 2003 publiziert.”” In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurde die FLT3-inhibitorische Aktivitat
von SU5614 unabhangig von dieser Arbeit zeitlich parallel von einer Arbeitsgruppe
der Firma SUGEN demonstriert.”® Die SUGEN-Arbeit zeigte dariiber hinaus eine
vergleichbare FLT3-Inhibitorische Aktivitat fir den PTK-Inhibitor SU5416. Die
Substanz SU5416 ist nahezu identisch mit SU5614 und unterscheidet sich
lediglich durch die Substitution eines Chloratoms am Indolinonring. Sie hat ein

47 8 ynd hatte schon zuvor

vergleichbares inhibitorisches Spektrum wie SU561
bei einer AML-Patientin zu einer stabilen Remission gefiihrt.?” In einer klinischen
Studie konnte FLT3-Dephosphorylierung durch SU5416 in Patienten gezeigt
werden, jedoch ohne eindeutige Korrelation mit klinischen Effekten.®?

Seit der Demonstration der selektiven zytotoxischen Wirkung von FLT3-Inhibitoren
in FLT3-Mutation-positiven AML-Zellen durch die hier vorgestellte und andere
Arbeiten wurden weitere FLT3-Hemmstoffen identifiziert. FUr verschiede dieser
Substanzen konnte demonstriert werden, dass sie in KMT-Modellen in Mausen
das Uberleben einer FLT3ITD-induzierten Erkrankung signifikant verlangern.®%°
Einige Inhibitoren befinden sich mittlerweile in der klinischen Evaluation. Dazu
zahlen Substanzen mit oraler Bioverfligbarkeit wie PKC412, CEP-701, MLN518

und SU11248. Zusammenfassend kann zum jetzigen Zeitpunkt gesagt werden,
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dass das Therapieprinzip funktioniert, also eine FLT3-Dephosphorylierung in vivo
stattfindet. Die Vertraglichkeit der Medikamente ist in der Regel gut. In vielen
Fallen konnte eine Reduktion der Anzahl peripherer Blasten induziert werden.
Komplette Remissionen sind aber die Ausnahme %%

Es gibt noch einige unbeantwortete Fragen, beispielsweise nach dem optimalen
Spektrum eines PTK-Inhibitors. Denn kein einziger dieser Hemmstoffe ist ein
reiner FLT3-Inhibitor. Zu ihren Zielen zahlen Proteine wie PKC, PDGFR, KDR,
KIT, EGFR um nur einige zu nennen. Es ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht Klar,
inwieweit die Hemmung verschiedener anderer PTKs bei der Therapie der AML
ein Vorteil oder ein Nachteil ist.®® Eine weitere Frage ist, ob bestimmte
Patientengruppen innerhalb der Gruppe FLT3-Mutation-positiver AML von der
Behandlung mit einem FLT3-Inhibitor besonders profitieren. Es wurde
beschrieben, dass verschiedene FLT3-Mutationen unterschiedliche Sensitivitat
gegeniiber FLT3-Inhibitoren haben.®® °' Aber auch die Behandlung FLT3-WT-
exprimierender hamatologischer Neoplasien mit FLT3-Inhibitoren wird diskutiert.
So konnte bei Zellen kindlicher akuter lymphoblastischer Leukamien eine selektive
Empfindlichkeit FLT3-WT-exprimierender Zellen gegeniber einem FLT3-Inhibitor
demonstriert werden.*

Ein Grund fur die niedrige Effizienz von FLT3-Inhibitoren als Monotherapeutikum
in den angesprochenen Studien ist sicherlich die Auswahl mehrfach
vortherapierter und therapierefraktarer AML-Falle fir Studien der Phasen eins und
zwei. Eine weitere mogliche Ursache liegt aber in der Art der Erkrankung
begrindet. Der AML liegen multiple genetische Veranderungen zugrunde. FLT3-
Mutationen sind nicht alleine in der Lage, eine AML zu hervorzurufen und
dementsprechend ist eine molekulare Therapie der AML gegen ein einziges
Zielprotein moglicherweise nicht ausreichend. Damit unterscheidet sich die AML
deutlich von der chronisch myeloischen Leukamie, bei der die Inhibition der
pathogenetisch ursachlichen und zunachst allein verantwortlichen leukamischen
Tyrosinkinase BCR-ABL durch Imatinib gute Erfolge erzielt.*’

Das Problem der Resistenzentwicklung, das auch aus der Therapie der CML mit
Imatinib bekannt ist, kdnnte noch hinzuzukommen. So konnte gezeigt werden,
dass FLT3-Mutation-positive Zellen in vitro binnen kurzer Zeit weitere Mutationen
im FLT3-Gen erwerben, die eine Resistenz gegenuber FLT3-Inhibitoren

bewirken.®> ®* Als Strategien, um diesem Problem gerecht zu werden, kommen
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neben dem Screening nach weiteren FLT3-Inhibitoren Kombinationstherapien in
Frage. Sowohl die Kombination verschiedener FLT3-Inhibitoren als auch die
Kombination von FLT3-Inhibitoren mit Medikamenten mit einem anderen
zellularen  Ansatzpunkt, wie beispielsweise Zytostatika, konnten eine
Resistenzentstehung verlangsamen.

In dieser Arbeit wurde demonstriert, dass FLT3ITD-Mutationen eine starke
Expression des STATS5-Zielgens BCL-X, bewirken, dem Gen, dessen Expression
die starkste Assoziation mit dem Auftreten von Zytostatika-Resistenz in Zelllinien
hat. In mehreren Untersuchungen haben Patienten mit FLT3-LM-positiver AML
eine schlechtere Prognose als Patienten mit FLT3-LM-negativer AML. Ursache
hierfur konnte eine erhohte Zytostatika-Resistenz der Zellen sein. Aber selbst
wenn diese Hypothese nicht zutrifft, kann umgekehrt gefolgert werden, dass eine
FLT3-Inhibition mit daraus resultierender Herabregulation des BCL-X;-Gens die
Sensitivitat leukamischer Blasten gegentber herkdmmlichen Chemotherapeutika
erhohen konnte. In Einklang mit dieser These sind die erst kurzlich von Levis et al.
demonstrierten Ergebnisse Uber die synergistische Wirkung von einem FLT3-
Inhibitor mit Chemotherapeutika in vitro.*® Eine Kombination von FLT3-Inhibitoren

mit herkdmmlicher Chemotherapie scheint deshalb besonders viel versprechend.
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5 Zusammenfassunq

Bei etwa 30 % der Patienten mit akuter myeloischer Leukamie (AML) kdnnen
aktivierende Mutationen der Rezeptortyrosinkinase FLT3 gefunden werden. Damit
ist FLT3 eines der am haufigsten mutierten Gene in der AML. Die Mutationen
treten in zwei Regionen des FLT3-Rezeptors auf: Langenmutationen (FLT3-LM) in
der juxtamembrandésen Region (24 %) und Punktmutationen der
Aktivationsschleife der zweiten Tyrosinkinasedomane (FLT3-TKD-Mutationen;
7 %). FLT3-Mutationen verleihen Ba/F3-Zellen Unabhangigkeit von Interleukin-3.
In einem Knochenmarktransplantationsmodell der Maus erzeugen FLT3-LM ein
myeloproliferatives Syndrom und in Zusammenwirken mit PML-RARa eine akute
Promyelozytenleukamie. Dartber hinaus scheint das Auftreten von FLT3-LM bei
Patienten mit einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein.

In dieser Arbeit wurden AML-Zelllinien und durch FLT3-Mutationen transformierte
Ba/F3-Zellen mit dem kleinmolekularen PTK-Inhibitor SU5614 behandelt. SU5614
induziert selektiv Wachstumsarrest, Zellzyklusarrest und Apoptose in Ba/F3-Zellen
und leukamischen Zelllinien, die FLT3-Mutationen tragen. Daruber hinaus hebt
SU5614 die antiapoptotische und wachstumsférdernde Wirkung von FLT3-Ligand
(FL) in FL-abhangigen Zellen auf. In Zelllinien, die keinen aktivierten FLT3-
Rezeptor tragen, =zeigte die Substanz keine zytotoxische Wirkung. Auf
biochemischer Ebene hemmt SU5614 die Hyperphosphorylierung des FLT3-
Rezeptors und seiner Downstream-Targets STAT3, STAT5 und MAPK, sowie die
Expression der STAT5-Zielgene BCL-X, und p21.

Es konnte somit demonstriert werden, dass das Indolinonderivat SU5614 ein
potenter Hemmstoff von mutietem FLT3 und Wildtyp-FLT3 ist. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass Zelllinien leukamischen Ursprungs, die endogen
FLT3-Mutationen exprimieren, selektiv empfindlich gegenuber SU5614 sind. Diese
selektive und potente Zytotoxizitat von FLT3-Inhibitoren impliziert den klinischen
Einsatz solcher Inhibitoren als zusatzliche molekulare Therapiemdglichkeit bei

Patienten mit akuter myeloischer Leukamie und FLT3-Mutationen.
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7 Anhang

7.1 Abklrzungen

7-AAD
A
ABL

AKT

AML

APL

ARG

Asp
ATRA
BCL-X.
BCR
BCR-ABL

CD
cDNA

DNA
DSMZ
EGF
EGFR
EGFP
ERK
EYFP
FAB
FBS
FL
FGF

7-Aminoaktinomycin (vgl. Kap. 2.4.2)

Alanin, Ala

Abelson tyrosine kinase; zytoplasmatische Tyrosinkinase,
konstitutiv aktiv im Fusionsprotein BCR-ABL
Serin/Threonin-Proteinkinase mit Funktionen in verschiedenen
Signaltransduktionswegen; Proteinkinase B (PKB)

akute myeloische Leukamie

akute Promyelozytenleukamie

ABL related gene

Aspartat, D

all-trans retinoic acid

Antiapoptotisches Protein

breakpoint cluster region

Fusionsprotein mit zentraler Rolle in der Pathogenese der
chronisch myeloischen Leukamie; Korrelat der Philadelphia-
Chromosom-Translokation auf Proteinebene

cluster of differentiation

complementary DNA

Aspartat, Asp

desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure, DNS)

Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen
epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor

enhanced green fluorescent protein

elk-related tyrosine kinase; Enzyme der MAPK-Familie
enhanced yellow fluorescent protein
French-American-British-Classification

fetal bovine serum

FLT3-Ligand

fibroblast growth factor



FGFR
FLK-1
FLK-2
FLT3
FLT3-LM
FLT3ITD
FLT3-TKD
FLT3-WT
IL-3

ITD

JM

KDR

KIT

KMT
MAPK
MTT
PCR
PDGF
PDGFR
PE

Pl

PTK
PML/RARa

RNA
RTK
SDS-PAGE

STAT
STK-1
TEL
TEL-ABL
TEL-JAKZ2
TKD
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fibroblast growth factor receptor

fetal liver kinase 1; VEGFR-2

fetal liver kinase 2; FLT3

FMS-like tyrosine kinase 3
FLT3-Langenmutationen, i. e. S. FLT3ITD
FLT3 internal tandem duplication

FLT3 tyrosine kinase domaine (mutation)
Wildtyp-FLT3

Interleukin-3

Internal tandem duplication

Juxtamembran-, juxtamembrands

kinase insert domain receptor, VEGFR-2
CD117, Rezeptortyrosinkinase der Klasse Il|
Knochenmarktransplantation
mitogen-activated protein kinase
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid)
polymerase chain reaction

platelet-derived growth factor

platelet-derived growth factor receptor
Phycoerythrin

Propidiumjodid

Proteintyrosinkinase

promyelocytic leukemia / retinoic acid receptor a; leukamisches
Fusionsprotein bei der APL

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure, RNS)
Rezeptortyrosinkinase (auch RPTK)
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (vgl. Kap.
2.5.4)

signal transducer and activator of transcription
stem cell tyrosine kinase 1 (= FLT3)
Onkoprotein

Leukamisches Fusionsprotein

Leukamisches Fusionsprotein

Tyrosinkinasedomane
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VEGF
VEGFR-1
VEGFR-2
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Valin, V
vascular endothelial derived growth factor
vascular endothelial derived growth factor receptor 1; FLT-1

vascular endothelial derived growth factor receptor 2, FLK-1,
KDR

Tyrosin, Tyr
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