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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Chronische Myeloische Leukämie

1.1.1 Klinik der CML

Die CML wird zu den chronischen myeloproliferativen Erkrankungen gezählt.
Hierbei handelt es sich um eine monoklonale Erkrankung einer pluripoten-
ten Knochenmarksstammzelle (Deininger u. a. 2003). Die CML macht circa
15% aller Leukämien aus und hat eine Inzidenz von 2 Fällen auf 100.000
Einwohner pro Jahr (Sawyers 1999). Die CML tritt überwiegend im Erwach-
senenalter auf, je älter die Patienten desto häufiger ist die Diagnose CML
(Deininger u. a. 2003). Die Ätiologie der CML ist weitgehend unbekannt,
aber Benzol, radioaktive Strahlung, Gammastrahlen und Röntgenstrahlen
stellen Risikofaktoren zur Entstehung einer CML dar (Heyssel u. a. 1960).
Die Krankheit verläuft in 3 Phasen. Zunächst beginnt die chronische Phase,
in der die Patienten meist asymptomatisch sind und die Diagnose oft ein Zu-
fallsbefund ist (Cervantes u. a. 1999). Nach 4-5 Jahren der chronischen Pha-
se tritt die Akzelerationsphase ein in der mehr Blasten im peripheren Blut
zu finden sind und die Patienten vermehrt Symptome aufweisen (Cervantes
u. a. 1999). Die Akzelerationsphase variiert in ihrer Dauer von Wochen bis zu
mehreren Jahren (Deininger u. a. 2003). Im weiteren Verlauf der Krankheit
kommt es zum Blastenschub. Der Anteil der Myeloblasten im peripheren Blut
und Knochenmark steigt weiter auf Werte >30% an. Die reguläre Hämato-
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2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

poese wird zu Gunsten der Blastenbildung verdrängt, es kommt zur Anämie,
Thrombozytopenie und einer Abwehrschwäche. Wird der Patient in dieser
Krankheitsphase nicht behandelt tritt der Tod meist relativ rasch innerhalb
von Wochen ein (Deininger u. a. 2003).

1.1.2 Zytogenetik und das Fusionsprotein BCR-ABL

In den meisten Fällen der CML läßt sich das Philadelphia-Chromosom nach-
weisen (Nowell u. a. 1960). Hierbei handelt es sich um eine Translokation
zwischen den Chromosomen 9 und 22 (Rowley 1973). Dadurch kommt es zur
Transkription des Fusionsprotein BCR-ABL (Kurzrock u. a. 1987). Auf dem
Chromosom 9 liegt an der Bruchstelle (q 31.4) das c-ABL Protein (Abelson
Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog 1). c-Abl ist eine Proteinkinase
die in der Signaltransduktion für Wachstums- und Relokationssignale zu-
ständig ist. Die Bruchstelle auf Chromosom 22 (q22.1) liegt am BCR Gen
(Breakpoint Cluster Region) (Groffen u. a. 1984). Durch die Translokation
t/(9;22)/(q34;q11) werden diese beiden Gene verknüpft und es entsteht nach
der Translation das 210 kDa sowie das 180 kDa schwere Fusionsprotein BCR-
ABL (Lugo u. a. 1990).
Ein Nachweis der Erkrankung gelingt mittels PCR über den Nachweis der
BCR-ABL DNS oder über den Nachweis des Philadelphiachromosoms. Dass
BCR-ABL die Erkrankung der CML verursacht, wurde im Jahre 1990 von
mehreren Gruppen beschrieben und untermauert. Durch die Transplanta-
tion von Knochenmark, welches mit dem BCR-ABL Konstrukt transfiziert
wurde, wird in Mäusen eine Erkrankung ausgelöst, welche der CML ähnelt
(Heisterkamp u. a. 1990; Daley u. a. 1990).

1.1.3 BCR-ABL Signalkaskade

In Abbildung 1.1 ist schematisch die BCR-ABL Signalkaskade dargestellt.
Weitere Proteine sind in die Signalkaskade involviert, diese Abbildung stellt
eine Auswahl dar (O‘Hare u. a. 2011). Grb2 und Sos-1 binden direkt an BCR-
ABL, somit wird die RAS-Kaskade aktiviert (Puil u. a. 1994). Desweiteren
aktiviert BCR-ABL die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) und löst hier
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Abbildung 1.1: BCR-ABL Signalkaskade (angelehnt an O‘Hare u. a. 2011)

eine weitere Signalkaskade aus (Skorski u. a. 1997). JAK2 wird ebenfalls
durch BCR-ABL aktiviert (Xie u. a. 2001), STAT5 wird durch JAK2 und
auch direkt von BCR-ABL phosphoryliert (O‘Hare u. a. 2011).

1.1.4 Therapie

Eine definitive Heilung der chronisch myeloischen Leukämie ist bisher nur
durch eine allogene Stammzelltransplantation zu erreichen (Bubnoff u. a.
2010). Da diese Therapieform sehr agressiv ist und eine hohe Morbidität und
Mortalität nach sich zieht wird inzwischen als First-line Medikament Ima-
tinib empfohlen (Bubnoff u. a. 2010). Wie andere Leukämien spricht auch
die CML auf eine Chemotherapie an. Hier sind unterschiedliche Therapie-
optionen einzeln oder in Kombination mittels Hydroxyurea, Interferonα und
Arac-c möglich (Hochhaus 2007). Eine langfristige Remission oder gar Hei-
lung ist auch hier nicht möglich (Hochhaus 2007). Inzwischen ist der Ty-
rosinkinaseinhibitor Imatinib (Glivec R©) Mittel der ersten Wahl (Bubnoff
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u. a. 2010; Hochhaus u. a. 2009). Auf die genauere Wirkungsweise wir später
noch eingegangen (Vgl. Kapitel 1.3). Mittels Imatinib ist eine vergleichsweise
nebenwirkungsarme jedoch hoch effektive Therapie möglich. Die Patienten
entwickeln jedoch mit der Zeit Resistenzen gegen Imatinib und auch gegen
neu entwickelte second line Inhibitoren (Bubnoff u. a. 2010).

1.2 Akute Myeloische Leukämie

1.2.1 Klinik der AML

Die akute myeloische Leukämie repräsentiert eine Gruppe von Erkrankun-
gen mit einem heterogenem Erscheinungsbild. Durch einen Fehler der Zellen
in der Proliferation kommt es zu einer Anhäufung von nicht funktionieren-
den Blasten, welche die normale Hämatopoese verdrängen (Stone u. a. 2004).
Durch die schnelle Proliferation der Zellen ist die Klinik durch eine rasche
Progredienz gekennzeichnet. Die weitere Klinik ist abhängig von der Verdrän-
gung der normalen Hämatopoese. In der klinischen Untersuchung können eine
Splenomegalie sowie Hepatomegalie imponieren. Bedingt sind diese durch die
extramedulläre Blutbildung (Stone u. a. 2004).

1.2.2 Molekulargenetische Grundlagen der AML

In etwa 1
3 der Patienten mit einer AML ist eine Mutation des FLT3 nachweis-

bar (Kelly u. a. 2002). Der Nachweis einer Mutation von FLT3 geht oft einer
schlechten Prognose für den Patienten einher (Small 2008). FLT3 (FMS-like-
Tyrosine-Kinase) ist eine Tyrosinkinase welche eine wichtige Rolle in der
Funktion von Stammzellen spielt. Bei der weiteren Differenzierung der Zel-
len wird FLT3 normalerweise nicht weiter exprimiert (Small u. a. 1994). Zwei
Mutationsarten von FLT3 sind bekannt, Punktmutationen von FLT3 und
Muationen welche zu einer internal-tandem-dublication führen (FLT3ITD)
(Nakao u. a. 1996). Diese Mutationen führen zu einer Aktivierung der FLT3
Kinase. Somit werden die JAK/STAT, Ras/MAPK und PI-3-K/AKT Si-
gnalwege aktiviert und führen somit zu einer Proliferation der Zellen (Small
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Abbildung 1.2: Flt3ITD Signalkaskade (angelehnt an Swords u. a. 2012)

2008). In Abbildung 1.2 ist schematisch die FLT3 Rezeptor Signalkaska-
de dargestellt (Swords u. a. 2012). Die Infektion von Mäusen mit FLT3ITD
transfiziertem Knochenmark führt zu einer myeloproliferativen Erkrankung
der Mäuse (Kelly u. a. 2002).

1.2.3 Therapie

Im Gegensatz zur CML kommt hier keine Monotherapie mit einem Tyrosin-
kinaseinhibitor zum Einsatz, sondern häufig eine Kombination aus Chemo-
therapie und Tyrosinkinaseinhibitoren (Small 2008). In klinischen Studien
wurde gezeigt, dass auch der Einsatz von Tyrosinkinaseinhibitoren wirksam
ist (Fiedler u. a. 2005, Knapper u. a. 2006, Fischer u. a. 2010). Die Wirkung
der Medikamente ist jedoch oft nur von kurzer Dauer. Häufig besteht schon
eine primäre Resistenz, oder die Patienten entwickeln im Verlauf der The-
rapie eine Resistenz gegen die Inhibitoren (Knapper u. a. 2006, Fischer u. a.
2010).
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Abbildung 1.3: Funktionsweise der Tyrosinkinaseinhibitoren am Beispiel der
Inhibition von BCR-ABL durch Imatinib (angelehnt an Rosenbloom u. a.
2010)

1.3 Tyrosinkinaseinhibitoren

1.3.1 BCR-ABL Inhibitoren

Die bisher bekannten BCR-ABL Inhibitoren haben alle den gleichen Wirkme-
chanismus. Der Inhibitor bindet in der ATP-Bindungstasche der ABL Kinase.
Somit wird verhindert, dass die ABL-Kinase die energiereiche Phosphatgrup-
pe des ATP (Adenosintriphosphat) auf ein Zielprotein überträgt und es somit
aktiviert. Schematisch ist dies in Abbildung 1.3 dargestellt.

Imatinib

Imatinib wurde in den 80er Jahren von Forschern der Firma Ciba Geigy
(heute Novartis) entwickelt (Deininger 2008a). STI 571 (Imatinib-Mesylat,
Gleevec oder Glivec) weist eine große Selektivität gegenüber dem Zielprote-
in BCR-ABL auf (Deininger u. a. 2005). Es besteht jedoch keine reine Se-



KAPITEL 1. EINLEITUNG 7

lektivität gegen BCR-ABL. Es werden bei den erreichbaren Plasmaspiegeln
nicht nur die ABL Kinase sondern auch c-KIT und PDGF-Rezeptor inhi-
biert (Deininger u. a. 2005). Der in vitro sowie in vivo Effekt wurde erstmals
1996 beschrieben (Druker u. a. 1996). Der Einsatz des Medikamentes bei al-
len Erkrankungen bei der eine Dysregulation einer dieser Kinasen eine Rolle
spielt, ist denkbar. In Deutschland wird Imatinib derzeit zur Therapie der
CML sowie der Philadelphia-Chromosom-Positiven (Ph+) ALL eingesetzt.
Des Weiteren findet Imatinib Anwendung in der adjuvanten Therapie des
GIST (Gastro Intestinaler Struma Tumor), zur Therapie eines Myelodyspla-
tischen Syndroms (MDS) mit Genumlagerung des PDGF Rezeptors, bei dem
Hypereosinophilen Syndrom (HES) und, falls keine operative Therapie mög-
lich ist, auch beim Dermatofibrosarcoma protuberans (Deininger u. a. 2005).

Nilotinib

Nilotinib (AMN107, Tasigna R©)ist eine Weiterentwickelung von Imatinib.
Nach Kristallstrukturanalysen der Bindung von Imatinib an ABL wurde das
Imatinibmolekül so verändert und angepaßt, dass die Bindung an BCR-ABL
spezifischer ist (O‘Hare u. a. 2005a). Das Molekül passt somit besser in die
ATP Bindungstasche als Imatinib (Deininger 2008b). Mit einem niedrigen
IC50 Level von 30nM inhibiert Nilotinib die ABL-Kinase (Weisberg u. a.
2007). Des Weiteren werden KIT und der PDGF-Rezeptor ebenfalls gut in-
hibiert jedoch mit erst in höheren Konzentrationen des Inhibitors (Deremer
u. a. 2008; Deininger 2008b). Seit 2008 wird Nilotinib als Second-line Medika-
ment in der Behandlung der CML eingesetzt. Studien zeigen, dass Nilotinib
auch bei BCR-ABL Mutationen wirksam ist bei denen Imatinib wirkungs-
los ist (Deininger 2008b; Bubnoff u. a. 2006). Inzwischen wird Nilotinib als
First-line Medikament eingesetzt (Saglio u. a. 2010). Es zeigen sich hier gute
zytogenetische Ansprechraten von 93% in 12 Monaten (Saglio u. a. 2010). In
der ENESTnd Studie wurde gezeigt, dass Nilotinib bei gleicher Verträglich-
keit bessere zytologische und molekularbiologische Ansprechraten aufweist
als Imatinib (Larson u. a. 2012).
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Dasatinib

Dasatinib (BMS-354825, Sprycel R©) ist ein Multityrosinkinaseinhibitor, der
von Bristol Myers Squibb als SRC-Kinase Inhibitor entwickelt wurde. Es gibt
eine Reihe von Mutationen im BCR-ABL Gen, die zur Resistenz gegen Ima-
tinib führen (vgl.Kapitel 1.4.1). Ziel war es nun einen Inhibitor zu nutzen der
auch gegen einige dieser Mutationen wirksam ist. Schon gegen unmutiertes
BCR-ABL bindet Dasatinib über 300 mal wirksamer als Imatinib (Aguilera
u. a. 2009). Der IC50 Wert für Inhibition der ABL Kinase liegt bei 0,6nM
(O‘Hare u. a. 2005b). Es inhibiert auch effektiv die SRC Kinasen FYN, YES,
SRC und LYK, ebenso werden Eph A2, PDGF und cKit inhibiert (Agui-
lera u. a. 2009). Dasatinib bindet wie Imatinib in der ATP-Bindungstasche
der ABL-Kinase, jedoch breitet sich der Inhibitor in eine andere Richtung
aus, somit kann Dasatinib noch bei einigen Mutationen wirken in der Imati-
nib wirkungslos ist. So werden zum Beispiel die durch Mutation veränderten
BCR-ABL Proteine L248, Y253, E255 und F359, gegen die Imatinib nicht
mehr wirkt, effektiv von Dasatinib inhibiert (Aguilera u. a. 2009; O‘Hare
u. a. 2005b). Dasatinib wird ebenfalls als First-line Medikament eingesetzt
und zeigt in der DASISION Studie eine bessere zytogenetische und moleku-
larbiologische Ansprechrate als Imatinib (Jabbour u. a. 2014).

1.3.2 JAK2-Inhibitor

JAK-Inhibitor-I

Bei dem JAK-Inhibitor-I (Pyrodone 6) hergestellt von Calbiochem R©, handelt
es sich um einen Inhibitor von JAK2, JAK1, JAK3 und TYK2 (Thompson
u. a. 2002). JAK2 wird schon in einer Konzentration von 1nM inhibiert. JAK1
bei 15nM, JAK3 bei 5nM und TYK2 bei 1nM (Thompson u. a. 2002). Der
JAK-Inhibitor-I geht eine reversible Bindung in der ATP-Bindungsstelle der
Zielkinase ein und inhibiert somit die Funktion der Kinasen (Haan u. a. 2011).
Der klinische Einsatz von JAK Inhibitoren ist sinnvoll bei Erkrankungen
mit einer Dysregulation der JAK-Signalkaskade und einer Dysregulation der
Zytokinsignalkaskade. Klinisch werden JAK-Inhibitoren bei der Myelofibrose
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eingesetzt (Stein u. a. 2015), bei der Behandlung der rheumatoiden Arthritis
(Boyle u. a. 2014) sowie bei der Behandlung von chronisch entzündlichen
Darmerkrankungen (Vuitton u. a. 2013).

1.3.3 FLT3ITD-Inhibitor

Midostaurin

Midostaurin R© (PKC412) wurde von der Firma Novartis entwickelt und ist
ein Multi-Target-Tyrosinkinaseinhibitor. Es inhibiert neben FLT3ITD auch
c-Kit, VEGF-Rezeptor-2, PDGF-Rezeptor, MDR und die Protein-Kinase C
(Fischer u. a. 2010). PKC412 inhibiert schon in niedrigen Konzentrationen
die Autophosphorylierung von FLT3ITD, der IC50 Wert liegt bei unter 10nM
(Weisberg u. a. 2002). In Studien wird Midostaurin in Kombination mit klas-
sischen Chemotherapeutika bei der Behandlung der AML eingesetzt. Eine
klinische Zulassung für Midostaurin besteht derzeit noch nicht. (Cooper u. a.
2015). In einer Studie wurde Midostaurin ebenfalls zur Therapie der Masto-
zytose eingesetzt (Gotlib u. a. 2005).

1.3.4 SRC-Inhibitor

Es gibt einige SRC-Kinaseinhibitoren auf dem Markt und in der Forschung,
so z.B. die Gruppe der Pyrido[2,3-d]pyrimidine Tyrosinkinase Inhibitoren,
Dasatinib R©, SU6656 und viele mehr. In dieser Arbeit wurde ein Mitglied der
Pyrido[2,3-d]pyrimidine Tyrosinkinase Inhibitoren verwendet, somit wird an
dieser Stelle nur auf den verwendeten Inhibitor eingegangen.

PD0166326

Hierbei handelt es sich um einen Tyrosinkinaseinhibitor welcher die Kinasen
der SRC-Familie aber auch ABL, FGF-Rezeptor, EGF-Rezeptor und PDGF-
Rezeptor inhibieren kann (Antczak u. a. 2009). PD0166326 ist ein kompete-
tiver Inhibitor bezüglich auf das ATP (Bubnoff u. a. 2005a).
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1.4 Resistenzmechanismen gegenüber Tyro-
sinkinaseinhibitoren in der Therapie der
CML

In der Therapie der CML ist Imatinib inzwischen gut etabliert. Nahezu alle
Patienten sprechen initial gut auf die Therapie an (Bubnoff u. a. 2010). In
der IRIS- Studie wurde eine 6-Jahres- Überlebensrate von 88% der Patien-
ten in der chronischen Phase gezeigt (Hochhaus u. a. 2009; Bubnoff 2011). In
der Akzelerationsphase zeigt sich ein deutlich vermindertes Ansprechen, in
dieser Phase der Erkrankung ist die Überlebensrate nur bei 53% innerhalb
von 4 Jahren. (Bubnoff 2011).In der Blastenkrise liegt die Überlebensrate
nur bei 11% in 3 Jahren (Bubnoff 2011). Im Verlauf der Krankheit, vor allem
währrend der Blastenkrise entwickeln jedoch viele Patienten eine Resistenz
gegen den Tyrosinkinaseinhibitor (Druker u. a. 2001). Durch Imatinib wird
die Kinase effektiv inhibiert und es kommt zu keiner weiteren Proliferati-
on. Resistenzen sind zu erklären in dem Imatinib nicht mehr an BCR-ABL
binden kann, die Zellen einen BCR-ABL unabhängigen Weg bestreiten oder
der Inhibitor nicht mehr in ausreichender Menge am Zielort ankommen kann
(Bubnoff u. a. 2003). Unterschieden werden primäre und sekundäre Resis-
tenzmechanismen (Mauro 2006). Bei primären Mechanismen sprechen die
Patienten schon in der initial Therapie mit TKI nicht komplett an, sekun-
däre Resistenzmechanismen sind im Verlauf der Erkrankung erworben (Mau-
ro 2006).

1.4.1 Punktmutationen

Ein effektiver Resistenzmechanismus sind die Punktmutationen im Target-
protein (Schindler u. a. 2000). Die Punktmutationen führen dazu, dass die
Inhibitoren nicht mehr an BCR-ABL binden können und die Kinase somit
weiterhin aktiv ist. In nahezu 70% der Patienten die initial auf Imatinib gut
angesprochen haben und einen Rückfall erleiden sind Punktmutationen zu
finden (Bubnoff u. a. 2003). Die bekannteste und effektivste Mutation ist die
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Mutation IC50 Wert gegen Imatinib (µM)

M244V2 0.68
G250E 1.58
Q252H 2.93
Q252R nicht erruiert
Y253H >10
Y253F 5.96
E255K 7.81
E255V 6.25
F311L nicht erruiert
T315I >10
F317L 3.3
M351T 1.07
E355G 2.82
F359V nicht erruiert
V379I nicht erruiert
L387M nicht erruiert
H396P 2.0
H396R nicht erruiert

Tabelle 1.1: Punktmutationen des BCR-ABL und Resistenz gegen Imatinib
(angelehnt an Bubnoff u. a. 2003)

T315I Mutation, durch den Wechsel von Threonin zu Isoleucin an der Stel-
le 315 können die meisten Inhibitoren nicht mehr an BCR-ABL binden. Es
kommt somit zu einer Resistenz gegen die Imatinib, Dasatinib und Nilotinib
(Bubnoff u. a. 2003). Der 2012 zugelassene Inhibitor Ponatinib ist gegen die
T315I Mutation wirksam, weist jedoch teilweise schwere Nebenwirkungen auf
(Miller u. a. 2014). Einige der bisher bekannten Mutationen sind in den der
Tabelle 1.1 dargestellt.

1.4.2 BCR-ABL Amplifikation

Die Zellen regulieren die Produktion des BCR-ABL Proteins hoch, somit
befindet sich mehr aktive Kinase in den Zellen (LeCoutre u. a. 2000). Es
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wird also auch mehr Inhibitor benötigt um die Kinase zu hemmen (Bubnoff
u. a. 2003).

1.4.3 Genetische Instabilität

Das Philadelphia Chromosom führt zu einer genetischen Instatbilität. Somit
ist es in den Zellen in denen das Philadelphia Chromosom aktiv ist eine
weitere Mutation wahrscheinlich. Diese können auch zu einer unabhängigen
Proliferation von BCR-ABL führen (Bubnoff u. a. 2003).

1.4.4 α1 acid Glycoprotein

Normalerweise ist Imatinib in vivo an Plasmaproteine wie Albumin und α1
Glycoprotein gebunden. Wenn nun mehr Plasmaproteine vorhanden sind und
die Tyrosinkinaseinhibitoren an die Proteine gebunden sind, steht weniger
Inhibitor zur Verfügung welcher in die Zellen eindringen kann um so BCR-
ABL effektiv zu inhibieren (Gambacori-Passerini u. a. 2000).

1.4.5 AHI-1

Abelson helper integration site 1(AHI1) kann in Philadelphia Chromosom
positiven Zelllinien hochreguliert sein. Dieses Protein reguliert in der Häma-
topoese einige Schritte. AHI1 bildet mit BCR-ABL und JAK2 einen Komplex
und verändert somit die Sensibilität der Zellen gegenüber den Tyrosinkinas-
einhibitoren (L.Zhou u. a. 2008).

1.4.6 GM-CSF

Eine erhöhte Zytokinproduktion stellt einen weiteren Resistenzmechanismus
dar. So wurde gezeigt, dass eine vermehrte Sekretion der Tumorzellen von
GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colon Stimulating Factor), einem Zyto-
kin, zu einer BCR-ABL unabhängigen Aktivierung von JAK2 und STAT5
führt. Somit erhalten die Zellen weiterhin ein Wachstumsignal obwohl BCR-
ABL weiterhin durch die Tyrosinkinaseinhibitoren blockiert ist (Wang u. a.
2007).
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1.4.7 Multidrug-Resistance-Protein1

In dem die Zellen die Tyrosinkinasen schneller aus der Zelle herausschaffen,
können diese nicht mehr die Zielkinase inaktivieren und die Tumorzellen pro-
liferieren weiter. Gezeigt worden ist dieser Mechanismus auch für CML Pati-
enten. Hier waren ABCB1(=MDRP1) ABCG2 und OCT1 vermehrt an den
Zellmembranen der erkrankten Zellen exprimiert (K.Eechoute u. a. 2010).

1.5 Fragestellung

In einigen Patienten sind Resistenzen zu beobachten, ohne das bekannte
Resistenzmechanismen nachzuweisen sind. Bei etwa 20 % der Patienten in
der chronischen Phase der CML sind primäre Resistenzen nachweisbar (Bixby
u. a. 2009). In nur etwa 20 % der Patienten in der chronischen Phase sind
Mutationen des BCR-ABL feststellbar, während der Blastenkrise bei 70-80 %
der Patienten (Morozova u. a. 2015). In der AML ist das Ansprechen auf eine
Monotherapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren oft nur von kurzer Dauer da sich
sekundäre Resistenzen rasch ausbilden (Heidel u. a. 2006). Die Frage ist nun
welche Resistenzmechanismen hier in Kraft treten. Eine Reihe an denkbaren
Mechanismen ist hier denkbar. So sind z.B. zusätzliche Mutationen anderer
Kinasen möglich. Sowohl BCR-ABL abhängige wie auch unabhängige Wege
sind denkbar. In dieser Arbeit werden Resistenzmechanismen in Zelllinien
untersucht, die keine Mutation im Zielprotein aufweisen und trotzdem eine
ausgeprägte Resistenz gegen die Tyrosinkinaseinhibitoren zeigen.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Allgemeine Ausrüstung

2.1.1 Antikörper

Die verwendeten Antikörper sind entweder von Mäusen, Kaninchen oder Esel
generiert. (Maus=M, Kaninchen=R, Esel=D)

αAbl M BD Pharmingen, Heidelberg
α-β-Aktin(KlonAC-15) M Sigma-Aldrich, Deisenhofen
α-Phospho-STAT5 A/B M Wheeler, Hamilton, New Zealand
α-Stat5 R Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
α-Phospho-Hck R Upstate Biotechnology, New York, USA
α-Phospho-Lck R Cell Signaling, Frankfurt/Main
α-Phospho-Tyrosin(Klon4G10) M Upstate Biotechnology, New York, USA

14
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α-Phospho-Tyrosin,(Klon pY20) M PharMingen, San Diego, USA
α-Kaninchen, HRP-konjugiert D Amersham, Braunschweig
α-Maus, HRP-konjugiert, D Amersham, Braunschweig
α-Phospho-Jak2 (pY1007/1008) R Cell Signaling, Frankfurt/Main
α-Jak2 R Cell Signaling, Frankfurt/Main
α-Tec(Klon H90) R Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
α-pSrc family R Cell Signaling, Frankfurt/Main
α-Src M Cell Signaling, Frankfurt/Main
α-Flt3 R Cell Signaling, Frankfurt/Main
α-Phospho-Flt3(pY589/591) R Cell Signaling, Frankfurt/Main
α-β-Tubulin R Upstate Biotechnology, New York, USA
α-Lck R Cell Signaling, Frankfurt/Main
α-Hck R Upstate Biotechnology, New York, USA
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2.1.2 Chemikalien

Acrylamid/ Bisacrylamid Gel 30 Roth, Karlsruhe
Agarose Roth, Karlsruhe
Amidoschwarz 10B Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Aqua ad injectabilia, steril Braun, Melsungen
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
BSA, Fraktion V Roth, Karlsruhe
Complete Mini Protease Inhibitor Tabletten Roche Diagnostics, Mannheim
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Roth, Karlsruhe
Dithiothreitol (DTT) Promega, Heidelberg
dNTP-Mix, 10 mM Fermentas, St. Leon-Rot
Essigsäure (C2H4O2) Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Fluka, Deisenhofen
Glucose Roth, Karlsruhe
Glycerol Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Glycerol-2-Phosphat Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Glycin Merck, Darmstadt
Isopropanol (C3H8O) Roth, Karlsruhe
Kaliumchlorid (KCl) Fluka, Deisenhofen
Magnesiumchlorid (MgCl2) Fluka, Deisenhofen
Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva Electrophoresis, Heidelberg
Natriumfluorid (NaF) Fluka, Deisenhofen
Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Natriumpyrophosphat (Na4P2O7) Fluka, Deisenhofen
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roche, Mannheim
Phosphat buffered saline (PBS),10-fach Biochrom AG, Berlin
Salzsäure (HCl) Merck, Darmstadt
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SuperSignal West Pico, Dura, Femto Perbio Science, Berlin
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Fluka, Deisenhofen
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Trizol Life Technologys, Carlsbad
Trockenmilchpulver Fluka-Chemie, Deisenhofen
Trypanblau Invitrogen, Karlsruhe
Tween 20 Fluka-Chemie, Deisenhofen

2.1.3 Medien und Supplemente

FCS Gold PAA Laboratories, Cölbe
L-Glutamin PAA Laboratories, Cölbe
Murines rekombinantes Interleukin-3 R&D Systems, Wiesbaden
PBS, 10-fach, steril PAA Laboratories, Cölbe
Penicillin/ Streptomycin Lösung PAA Laboratories, Cölbe
RPMI 1640 PAA Laboratories, Cölbe

2.1.4 Molekularbiologische Kits

CellTiter R© AQueous Cell Proliferation Assay Promega, Madison, USA
NucleoSpin R©Extract II Kit Machery-Nagel, Düren
RayBio R© Human Cytokine Antibody Array 3 RayBiotech Inc., Norcross, USA
Titan One Tube RT-PCR Kit Roche, Penzberg

2.1.5 PCR-Primer

BCR
5-CACTAAAGCGAGTGAGCTGGACTTGG 3-
ABL
5- GGTGGATGAGTCAAACTGCTTGCCAGC 3-
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2.1.6 Nested PCR-Primer

ABL SH3 Domain
5-GGAGATGAGAAAATGGGTCCTGTCG 3-
5-CCGTAGATACTGGGCTTGTTGCGC 3-
ABL Kinase Domain
5-GCGCAACAAGCCCACTGTCTATGG 3-
5-GCCAGGCTCTCGGGTGCAGTCC 3-

2.1.7 Tyrosinkinaseinhibitoren

AMN107 Novartis, Basel
BMS-354825 Bristol-Myers-Squibb, München
Jak-Inhibitor-I Calbiochem, Bad Soden
PD0166326 Thomson Reuters Pharma, New York, USA
PKC412 Novartis, Basel
STI571 Novartis, Basel

2.1.8 Zellkulturen

Ba/F3 inmortalisierte, murine Prä-B-Zelllinie, abhängig von IL-3, gewonnen
aus Balb/C Mäusen
Die Zelllinie wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (Bereich menschliche und tierische Zellkulturen) in Braun-
schweig zur Verfügung gestellt.
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2.1.9 Geräte

Agarosegel Elektrophoresekammer Biometra, Göttingen
Analysenwaage BP 221S Satorius, Göttingen
CO2-Inkubator SW J 500 TV BB Nunc, Wiesbaden
Digitalwaage LC 1200 S Satorius, Göttingen
Entwickler Optimax Protec, Oberstenfeld
Heizblock 5436 Eppendorf, Hamburg
Incubator-Shaker Innova 4000 New Brunswick Scientific, Edison, USA
Inkubator-Schüttler Certomat R©BS-1 Braun, Melsungen
Kühlzentrifuge J2-HS Beckman, Fullerton, USA
Kühlzentrifugen 5417R und 5810R Eppendorf, Hamburg
Laminar flow 1.8, Sterile Werkbank Holten, Gydewang, Dänemark
Lichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena
LKB Ultraspec III,Spektralphotometer Pharmacia, Uppsala, Schweden
Magnetrührgerät CB162 Carl Stuart Limited, Dublin, Irland
Mikroskop V 200 Hund, Wetzlar
Multi- Gel Long Elektrophoresekammer Biometra, Göttingen
NanoDrop 3300 Fluorospectrometer Thermo Scientific, Karlsruhe
Neubauer-Zählkammer Reichert, New York, USA
PCR-Thermocycler MWG-Biotech, Ebersberg
pH-Meter inoLab R© WTW, Weilheim
Refrigerated Incubator-Shaker Innova New Brunswick Scientific, Edison, USA
Schüttler WT 12 Biometra, Göttingen
PowerPac 200,Stromgenerator Bio-Rad, München
Tischzentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Vortex Mixer 7-2020 neoLab, Heidelberg
Varioklav Dampfsterilisator H+P Labortechnik, Oberschleißheim
Wasserbad 1083 GFL, Burgwedel
Zentrifuge Megafuge R 1.0 Thermo Scientific, Karlsruhe
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Auftauen der Zelllinien

Gelagert werden die Zellinien bei -196◦C im Stickstofftank. Um die einge-
frorenen Zelllinien wieder aufzutauen und somit wieder in einen stoffwechse-
laktiven Zustand zu überführen, werden die eingefrorenen Tubes rasch von
-196◦C auf 37◦C erwärmt. Die Tubes mit den Zellen werden zu diesem Zweck
in ein Wasserbad von 37◦C gelegt. Sobald die Zieltemperatur erreicht ist wer-
den die Zellen zügig in 5ml Kulturmedium resuspendiert. Um das toxische
DMSO zu entfernen wird die Zellsuspension 3 Minuten lang bei 1500rpm zen-
trifugiert. Die sedimentierten Zellen können nun in frischem Kulturmedium
resuspendiert werden und in Kulturflaschen übernommen werden.

2.2.2 Kultivierung der Zelllinien

Material

RPMI-Kulturmedium: RPMI 1640, FCS 10%, 2nM Glutamin, 2% Penicillin-
Streptomycin Lösung

Methode

Alle Arbeiten an den lebenden Zellen werden grundsätzlich unter sauberen
Bedingungen an der dafür vorgesehenen Werkbank durchgeführt. Kultiviert
werden die Zellen in Zellkulturflaschen in Inkubatoren. In diesen herrschen
festgelegte Bedingungen mit einer Temperatur von 37◦C, einem CO2-Gehalt
der Luft von 5% und einer Luftfeuchtigkeit von 95%. Die Zellen werden al-
le 2-3 Tage in neues Medium umgesetzt. Hierfür werden die gelösten Zellen
mit dem Medium in Tubes überführt und für 3 Minuten bei 1500rpm zen-
trifugiert. Anschließend können die Zellen in frischem Kulturmedium wieder
resuspendiert und in die Kulturflaschen rücküberführt werden.
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2.2.3 Konservierung der Zelllinien

Material

Einfriermedium: 80% FCS, 20% DMSO

Methode

In dem FCS sind viele Substanzen enthalten, die den Zellen helfen sollen die
schädliche Prozedur des Einfrierens gut zu überstehen. Das DMSO ist ein
Frostschutzmittel, dass die Bildung von Eiskristallen in und um die Zellen
verhindern soll. Um die Zellen einzufrieren werden sie gezählt und die Menge
an Medium, in denen sich ca. 107 Zellen befindet, für 3 Minuten bei 1500rpm
zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 1ml Einfriermedium suspendiert. Die
Zellen werden nun 24 Stunden bei -80◦C langsam in einer Ethanolkammer
heruntergekühlt und anschließend in einen Stickstofftank bei -196◦C gelagert.

2.2.4 Bestimmung der Zahl und Aktivität der Zellen

Um die Zellzahl zu bestimmen werden 50µl der Zellsuspension mit 50µl ei-
ner 0,5% Trypanblaulösung gemischt. Ein Tropfen dieser Suspension wird in
eine Neubauer-Zählkammer gegeben und unter dem Mikroskop angeschaut.
Lebendige Zellen haben eine funktionierende Zellmembran und nehmen den
Farbstoff nicht auf. Tote Zellen hingegen färben sich auf Grund der fehlenden
Barrierefunktion der Membran blau an und lassen sich somit differenzieren.
Dadurch dass die Zellen 1:1 verdünnt sind wird die ausgezählte Zellzahl der
vitalen Zellen mit dem Faktor 2 multipliziert und durch den Kammerfak-
tor kann die tatsächliche Zellzahl in einem Mililiter Medium hochgerechnet
werden.

2.3 Proliferationsassay

Ziel der Versuche ist es zu zeigen wieviele Zellen nach einer bestimmten Zeit-
spanne lebensfähig sind. Die Grundlage bildet hier die Fähigkeit von viablen
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Zellen durch gebildetes NADH und NADPH das gelbe MTS zu einem brau-
nen Formazan Salz zu reduzieren. Das braune Salz hat ein Absorptionsma-
ximum bei 490nM und kann somit photometrisch genau bestimmt werden.
Für die Versuche werden in 96-Loch-Platten Triplets von 104Zellen in 100µl
Kulturmedium ausgebracht und für 48 Stunden im Inkubator kultiviert. Für
die Messung wird ein Loch mit 100µl Kulturmedium gefüllt, dieser Wert gilt
als Leerwert. In die anderen zu messenden Kavitäten wird 20µl MTS hin-
zugegeben und die 96-Loch-Platten für weitere 2 Stunden im Inkubator mit
dem Substrat kultiviert. Anschließend erfolgt die photometrische Messung
bei 490nM.

2.4 Proteinbestimmung

2.4.1 Lyse der Zellen

Material

Lysis-Puffer: 10 mM Tris/ HCL, pH 7,5; 130 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,5%
Triton X-100; 20 mM Na2HPO4/NaH2PO4, pH 7,5; 10 mM Natriumpyro-
phosphat, pH 7; 1 mM Natriumorthovanadat; 20 mM NaF; 1 mM Glycerol-
2-Phosphat; 1 Protease-Inhibitor Cocktail Tablette/ 10 ml A.d.
SDS-Probepuffer: 1 M Tris/ HCL, pH 6,8; 200 mM DTT; 4% SDS; 0,2%
Bromphenolblau; 20%Glycin in A.d.

Methode

Um die Zelllysate herzustellen werden 106 Ba/F3 Zellen für 5 Minuten bei
1500rpm und 4◦C zentrifugiert. Das Medium wird abgesaugt und das Zell-
pellet in 150µl Lysispuffer resuspendiert und in ein 1,5ml Eppendorf-Tube
überführt. Für 20 Minuten wird dieses Tube auf Eis inkubiert. Nun wird
erneut für 20 Minuten bei 4◦C bei 1400rpm zentrifugiert. Der entstandene
Überstand wird abpippetiert und in ein frisches Eppendorf Gefäß überführt.
Es erfolgt nun die Zugabe von 75µl SDS-Probepuffers und die Zelllysate
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werden nun bei 95◦C für 10 Minuten gekocht, hierdurch werden die Protei-
ne denaturiert. Um das Kondensationswasser wieder zurückzuführen erfolgt
kurze Zentrifugation an der Tischzentrifuge. Das Lysat ist nun fertig für
die SDS-Gelelektrophorese. Durch die Zugabe von SDS zu den denaturierten
Proteinen kann das SDS die Ladungen der Proteine überdecken und zu ei-
ner einheitlichen negativen Ladung und somit gegenseitigen Abstoßung der
Proteine führen.

2.4.2 SDS-Page

SDS-Page=Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Material

Trenngel: 5-15% Polyacrylamid-Lösung; 375 mM Tris/ HCl, pH 8,8; 0,1%
SDS; 0,3% APS; 0,1% TEMED
Sammelgel:5% Polyacrylamid-Lösung; 12,5 mM Tris/ HCl, pH 6,8; 0,1% SDS;
0,3% APS; 0,1% TEMED
Puffer: 25 mM TRIS; 192 mM Glycin; 0,1% SDS in A.d.

Methode

Durch diese Methode können Proteingemische aufgetrennt und somit der
weiteren Analyse zugeführt werden. Durch das diskontinuierliche Trenngel
können durch Anlegen einer elektrischen Ladung unterschiedlich große Pro-
teine proportional zu ihrer Molekülmasse aufgetrennt werden. Große Protei-
ne wandern langsamer, da sie durch das Gel stärker zurückgehalten werden,
kleine Proteine können das Trenngel relativ leicht durchdringen und wandern
somit schneller entlang des elektrischen Stromes. Das Sammelgel weist einen
neutralen pH-Wert auf und dient dem Aufkonzentrieren der Proteine. Das
Trenngel hat einen basischen pH-Wert und eine kleinere Porengröße. Die
Porengröße kann durch unterschiedliche Anteile der Polyacrylamid-Lösung
variiert werden. Durch diese Variation können bestimmte Proteingrößen bes-
ser aufgetrennt werden. (Laemmli 1970).
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Das Trenngel wird rasch zwischen zwei Gelplatten gegoßen, die durch einen
Abstandshalter von einander getrennt sind. Über diese Schicht wird 70%iges
Ethanol gegossen um einen sauberen Abschluß des Geles zu erreichen. Nach
etwa einer Stunde ist das Trenngel fest und das Ethanol kann abgegossen wer-
den. Nun wird das Sammelgel darübergegossen und oben in das Sammelgel
ein Kamm eingelegt um Taschen zu bilden, in die die Zelllysate später gege-
ben werden können. Nach einer halben Stunde wird der Kamm entfernt und
das Gel ist einsatzbereit. Die Platten werden in die Elektrophoresekammern
eingespannt. Nun können die Taschen im Gel mit den Zelllysaten beladen
werden. Des Weiteren wird in eine Kammer eine sogenannte Leiter geladen,
diese ist eine gefärbte Mischung aus Proteinen mit bekannter Größe. Die
Leiter dient zur ungefähren Größenbestimmung der Proteine. Durch Anle-
gen einer Spannung an die Elektorphoresekammern beginnen die Proteine
entlang des Geles zu laufen und sich aufzutrennen.

2.4.3 Immunblot

Material

Transferpuffer: 25 mM TRIS; 192 mM Glycin; 0,1% SDS; 20% Methanol in
A.d.

Methode

Ein Immunblot, oder auch Westernblot, bezeichnet den Transfer von Protei-
nen auf eine Trägermembran. Um die Proteine der SDS-Page auf eine PVDF
Membran zu transferieren muss die Membran zunächst kurz in Methanol ein-
gelegt werden um aktiviert zu werden. In einer Schale gefüllt mit Transferpuf-
fer befindet sich eine geöffnete Plastikgitterbox in welche die Membran einge-
legt wird. Das Trenngel wird nun mittig und grade auf die PVDF-Membran
gelegt und die Gitterbox verschlossen. Diese kann nun in die Transferkammer
eingelegt werden. Wird ein elektrisches Feld angelgt wandern die Proteine zur
Anode, dass heisst, es muss die Anordnung Kathode-Gel-Membran-Anode
herrschen. An die Transfermembran wird eine Stromstärke von einem Am-
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pere angelegt. Die Dauer des Transferes ist abhängig von der Proteingröße.
Ein ungefähres Richtmaß ist die Größe des Proteins in kDa, dies entspricht
in etwa der Dauer des Transferes in Minuten (Renart u. a. 1979).

2.4.4 Immunodetektion von Proteinen

Material

PBS-Tween Puffer: 0,1%Tween 20 in PBS
Milch zum Blocken: 5% Trockenmilchpulver in PBS-Tween Puffer
BSA zum Blocken: 5%BSA in PBS-Tween Puffer

Methode

Es befinden sich viele unterschiedliche, aufgetrennte Proteine auf der Mem-
bran. Die zu untersuchenden Proteine müssen sichtbar gemacht werden. Die
Membran wird kurz mit dem PBS-Tween Puffer abgewaschen und anschlie-
ßend mit der Milch oder dem BSA inkubiert. Das BSA wird verwendet wenn
später Antikörper gegen phosphorylierte Proteine zur Verwendung kommen,
ansonsten wird Milch angewandt. Für 30 Minuten wird die Membran nun mit
dem entsprechenden Blockierungsmittel auf dem Schüttler bei Raumtempe-
ratur blockiert. Die Milch bzw. das BSA wird anschließend abgeschüttet und
ein in frischer Milch bzw. BSA gelöster Antikörper zu der Membran gegeben.
Für mindestens 12 Stunden wird die Membran nun bei 4◦C auf einen Schütt-
ler inkubuert. Um den nicht gebundenen Antikörper von der Membran zu
waschen wird die Antikörper-Lösung abgeschüttet und die Membran 3 Mal
für 10 Minuten in PBS-Tween Puffer bei Raumtemperatur gewaschen. Die
Detektion des Primärantikörpers erfolgt über einen mit HRP-gekoppelten
Sekundärantikörper. Dieser bindet an den Fc Teil des Primärantikörpers.
Die Membran wird für 30 Minuten mit dem in Blockierpuffer gelöstem An-
tikörper bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wird der überschüssi-
ge Antikörper erneut 3 mal mit PBS-Tween Puffer abgewaschen. Wird der
Membran Luminol zugegeben tritt auf Grund der Meerettich-Peroxidase des



26 KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

Sekundärantikörpers eine Chemoluminiszenzreaktion ein und der Antikörper
kann mit Hilfe eines Hyperfilmes sichtbar gemacht werden.

2.4.5 Entfernung der gebundenen Antikörper

Material

Stripping-Puffer: 0,2M NaOH

Methode

Auf einer Membran befinden sich mehrere Proteine die nacheinander sicht-
bar gemacht werden können. Phosphorylierte Proteine werden generell zuerst
nachgewiesen. Der Erstantikörper wird mit Natriumhydroxid gelöst. Hierzu
wird die Membran für 10 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schüttler
gelegt. Anschliessend wird die Membran 3 Mal mit Aqua dest. gewaschen.
Nun kann die Membran erneut in Milch blockiert werden und die Immunde-
tektion mit einem anderen Antikörper wiederhohlt werden.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 RNS-Extraktion

Um die RNS aus den Zellen zu extrahieren werden mindestens 107Ba/F3
Zellen für 3 Minuten bei 1500rpm zentrifugiert. Das überstehende Medium
wird abgeschüttet und das Zellpellet kurz in flüssigen Stickstoff getaucht um
alle weiteren Prozesse in der Zelle zu stoppen. Unter dem Abzug wird auf
dem Zellpellet 1,8ml Trizol gegeben. Das Tube kommt solange verschlossen
auf den Vortex bis sich das Zellpellet aufgelöst hat. In das Gefäß wird nun
200µl Chloroform hinzugegeben und das Gemisch kurz auf dem Vortex ver-
mischt bis die Flüssigkeit milchig trüb ist. Mit einer Pipette wird der Ansatz
in ein 2ml Eppendorfcup überführt. Diese werden für 15 Minuten bei 4◦C
und 14000rpm zentrifugiert. Es zeigen sich hier 2 Phasen der Flüssigkeit. In
der oberen, durchsichtigen Phase befindet sich die RNS. Diese Phase wird
vorsichtig abpipetiert und in ein frisches 1,5ml Eppendorfcup überführt. Nun
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wird 700µl Isopropanol hinzugegeben und das Cup für mindestens 1 Stunde
bei -20◦C eingefroren. Das Eppendorfcup wird bei 4◦C und 14000rpm für 15
Minuten zentrifugiert und anschließend das Isopropanol abgeschüttet. Auf
das Pellet wird 500µl 70%iges Ethanol gegeben. Es erfolgt erneut Zentrifuga-
tion für 8 Minuten bei 4◦C mit 8400rpm. Das Ethanol wird abpipettiert und
das Eppendorfcup erneut für 1 Minute bei 4◦C mit 8400rpm zentrifugiert.
Das restliche Ethanol kann nun vorsichtig abpipettiert werden. Das Eppen-
dorfcup wird nun offen unter einen Abzug gestellt und somit getrocknet. Das
verbliebene Pellet enthält die RNS. Das Pellett wird in 20µl H20 aufgelöst
und kann nun weiter verwendet werden. Die Menge und Reinheit der enthal-
tenen RNS kann durch den Nanodrop R©gemessen werden. Hierbei wird die
Absorption bei 260 und 280nM gemessen, dadurch kann sowohl die Menge
wie auch die Qualität der RNS durch das Gerät ermittelt werden.

2.5.2 PCR

Durch die Polymerasekettenreaktion kann DNS vervielfältigt und somit wei-
teren Untersuchungen zugeführt werden. Bei der PCR werden 3 Schritte wie-
derholt durchlaufen.
1.: Denaturierung: bei 94◦C werden die doppelläufigen DNS-Stränge aufge-
spalten.
2.: Hybridisierung: bei einer Temperatur von 50-65◦C können sich Primer an
die DNS anlegen. Die Temperatur ist von den Primern abhängig und wird
durch die Länge und die Sequenz des Primers bestimmt. Primer sind kurze
festgelegte DNS-Sequenzen von denen die PCR beginnt.
3.: Elongation: bei 72◦C beginnt die DNS-Polymerase zu arbeiten und die
Desoxynukleotidtriphosphate Stück für Stück anzubauen. Die Geschwindig-
keit der Polymerase liegt bei ungefähr 1000 Basenpaaren pro Minute. Diese
Schritte werden immer wieder wiederholt bis ausreichend DNS für weitere
Untersuchungen hergestellt worden ist. Da die DNS exponentiell vermehrt
wird geht dies relativ rasch. Die PCR wird in einem Thermocycler durchge-
führt. Dieser ist exakt programmierbar und hält die vorgegebenen Tempera-
turen für festgelgte Zeitspannen (Mullis u. a. 1986).
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RT-PCR

Mit der Reverse-Trankriptase-PCR kann RNS in cDNS umgeschrieben und
diese dann amplifiziert werden. Da die RNS einsträngig ist kann auf die De-
naturierung verzichtet werden. Der erste Zyclus der PCR kann also ohne des
Denaturierungsschritt erfolgen. Damit die Reverse Transkriptase ausreichend
Zeit zu arbeiten hat ist der Elongationsschritt relativ lang. Anschließend wird
die entstandene cDNS noch mittels PCR vervielfältigt und es erfolgen meh-
rere Zyclen mit allen 3 Schritten der PCR. Damit die RT-PCR auch über
Nacht engesetzt werden kann, ohne dass das Endprodukt Schaden nimmt,
endet das Programm mit der Temperatur von 6◦C welche gehalten wird.

Ansatz für die RT-PCR:

125µl Mastermix
90µl H20

5µl 3‘ Primer in H20 1:10 verdünnt
5µl 5‘ Primer in H20 1:10 verdünnt

Von diesem Ansatz werden

45µl in ein PCR Tube gegeben
+5µ RNA 1:1000 in H20

+1µl Reverse Transkriptase

RT-PCR-Programm:

1×

54◦C 30sec

45◦C 45min
50×


94◦C 30sec

54◦C 30sec

72◦C 1min

6◦C

Nested-PCR

In dieser Arbeit werden nur die DNS-Sequenzen welche einzelne Proteine ko-
dieren untersucht. Die entsprechenden DNS-Sequenzen sind also relativ kurz.
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Es erfolgt auf die erste PCR, also der RT-PCR eine weitere PCR mit inner-
halb des ersten ampilfizierten Bereich gelegenen Primern. Durch die nested-
PCR wird eine sehr hohe Spezifität erreicht und es entsteht eine große Menge
an weiter zu untersuchender DNS.

Ansatz für die Nested-PCR:

3µl Reaktionspuffer
1µl dNTP

1µl 3‘ Primer 1:10 verdünnt in H20
1µl 5‘ Primer 1:10 verdünnt in H20

1µl Pfu-Polymerase
22µl H20
1µl Probe

Nested-PCR-Programm:

1×
{

94◦C 2 min 50×


94◦C 30 sec

54◦C 30 sec

72◦C 100 sec

1×


94◦C 30sec

54◦C 30sec

72◦C 4min

6◦C

2.5.3 Agaroseelektrophorese

Material

TAE-Puffer (10-fach): 0,4 M TRIS, 1,1% C2H4O2, 2% 0,5 M EDTA (pH 8,0)
in H20
DNS-Probenpuffer (10-fach): 50% Glycerol, 0,5% Bromphenolblau, 0,5 M
EDTA in H20

Methode

Durch die Agaroseelektrophorese können DNS Fragmente unterschiedlicher
Größe aufgetrennt werden. Die DNS Fragmente sind negativ geladen und
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wandern in einem elektrischen Feld in Richtung der Anode. Das verwendete
Gel wirkt dabei als Filter und die DNS Fragmente werden ensprechend ihrer
Größe aufgetrennt. Durch Variation der verwendeten Agarose Konzentration
werden Gele mit unterschiedlicher Porengröße hergestellt. Mit hochprozenti-
gen Gelen (1,5-2%) können DNS Fragmente mit weniger als 500 Basenpaaren
besser aufgetrennt werden. Niedrigprozentige Gele (0,5-1%) sind gut geeignet
DNS Fragmente mit mehr als 1000 Basenpaaren aufzutrennen. Um die DNS
Fragmente nachzuweisen wird Ethidiumbromid zu den Gelen zugesetzt. Die-
ser Farbstoff interkaliert in DNS Stränge und verändert dabei sein Absorb-
tionsspektrum. Die Fluoroeszenz des Ethidiumbromids wird dadurch stark
erhöht und die DNS kann mittels UV-Licht nachgewiesen werden.
Zur Herrstellung eines 1%igen Geles wird 400ml TAE-Puffer mit 4g Aga-
rose gemischt. Diese Mischung wird erhitzt und gerührt bis sie vollkommen
klar ist. Erst wenn das Gemisch auf 50◦C heruntergekühlt ist werden 10µl
Ethidiumbromid hinzugegeben. Der Ansatz wird nun in Gelträger gegossen
und eine Schablone für die Taschen eingelegt. Das Gel verfestigt sich nach
etwa einer Stunde und kann dann benutzt oder in TAE-Puffer aufbewahrt
werden. Für die Agaroseelektrophorese wird das Gel in eine mit TAE-Puffer
gefüllte Elektrophoresekammer gelegt. Die zu untersuchenden Proben, also
die Proben aus der PCR, werden mit 5µl DNS-Probepuffer versetzt und in
die Taschen eingebracht. In eine Tasche wird eine DNS-Leiter geladen. Die
Leiter ist ein Gemisch aus DNS-Strängen bekannter Länge und kann somit
zur ungefähren Größenbestimmung der zu untersuchenden DNS-Fragmente
herangezogen werden. Nun wird eine elektrische Spannung von 20-120 Volt
angelegt und die DNS Fragmente beginnen sich entlang des elektrischen Fel-
des aufzuspalten.

2.5.4 Extraktion der DNS aus dem Agarosegel

Um ein DNS-Fragment weiter zu analysieren muss es wieder aus dem Aga-
rosegel extrahiert werden. Auf Höhe der nachgewiesenen Banden wird das
Gel mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und in ein 2ml Eppendorfcup
überführt. Die Extraktion erfolgt analog des NucleoSpin R©Extract II Kits.
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Dem Cup werden 500µl des NT-Puffers zugesetzt und das Gemisch bei 50◦C
für 10 Minuten auf dem Rüttler inkubiert bis sich das Gelstück vollständig
aufgelöst hat. Die Flüssigkeit wird in ein dafür vorgesehenes Tube mit einer
Säule in der sich ein Filter befindet überführt und bei 13000rpm für 1 Mi-
nute zentrifugiert. Die Flüssigkeit wird abgeschüttet und 600µl NT3 Puffer
hinzugegeben. Das Ganze wird bei 13000rpm für eine Minute erneut zen-
trifugiert und der Überstand erneut verworfen. Das Tube wird anschließend
bei 13000rpm für 2 Minuten zentrifugiert. Die Säule wird in ein frisches Ep-
pendorfcup überführt und 40µl H20 hinzugegeben. Das Cup wird nun für 1
Minute bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschliessend erfolgt erneute
Zentrifugation für 1 Minute bei 13000rpm. Die DNS befindet sich nun in dem
H20 gelöst und kann weiteren Untersuchungen zugeführt werden.

2.6 Versuche mit Zytokinen

2.6.1 Conditoned Media

Material

PBS Wasch Puffer: 900ml H20, 100ml 10fach PBS
Medium: RPMI1640, 10 %FCS, 1 %Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin
Lösung

Methode

Um zu untersuchen ob Zellen Zytokine produzieren wird das Medium in dem
die Zellen leben genauer untersucht. Wichtig ist, dass den Zellen ausreichend
Zeit bleibt um Zytokine zu produzieren, ausreichend Zellen vorhanden sind
und ausreichend Medium für weitere Versuche hergestellt wird. Für die Her-
stellung des CM wurden jeweils 2,5x106 Ba/F3 Zellen für 3 Minuten bei
1400rpm zentrifugiert und mit 10ml PBS Wasch Puffer resuspendiert. Dieser
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Vorgang wird 2 mal wiederhohlt. Die somit vom Medium gereinigten Zellen
wurden in 5 ml frischem Medium für 24 Stunden inkubiert. Nach 24 Stunden
werden die Zellen erneut zentrifugiert und das Medium abpipettiert. Das Me-
dium wird durch einen 0,2µm Filter in ein Tube überführt damit garantiert
ist, dass keine Ba/F3 Zellen mit in das Medium gelangen. Das Medium kann
nun für weitere Versuche verwendet werden.

2.6.2 Zytokin Array

Prinzip des RayBio R© Human Cytokine Antibody Array 3

Um die Zytokine im Medium zu detektieren wird der Human Cytokine An-
tibody 3 der Firma Raybiochem R© verwendet. Mit diesem Array kann man
schnell und einfach die von den Zellen produzierten Zytokine nachweisen.
Durch diese Methode können Zytokine in geringeren Konzentrationen nach-
gewiesen werden als mittels dem traditionellen ELISA-Test. Auf dem Array
sind unterschiedliche Antikörper gegen Zytokine aufgebracht. Wird das Medi-
um mit den Zytokinen auf den Array gegeben binden diese an die Antikörper.
Darüber wird nach einer bestimmten Inkubationszeit Biotin gelabelter An-
tikörper gegen die Zytokine gegeben. Anschließend wird Streptavidin hinzu-
gegeben welches an das Biotin der Antikörper bindet. Dieses erzeugt nun ein
Chemoluminiszenzsignal welches mit einem Hyperfilm nachgewiesen werden
kann. In Tabelle 2.1 sind die gespotteten Zytokine auf der hier verwendeten
Membran aufgezeigt.

Methode

Die Membran wird mit der Negativseite nach oben in eine 8-Loch-Platte ge-
legt. Dazu wird 2 ml des Blocking Buffers gegeben und die Platte für 30 Mi-
nuten bei Raumtemperatur auf dem Rüttler inkubiert und anschließend der
Überstand abgeschüttet. Nun wird 2 ml des zu untersuchenden Mediums auf
die Membran gegeben und die Platte erneut bei Raumtemperatur für 2 Stun-
den auf einen Rüttler inkubiert. Währenddessen werden die Wasch-Puffer 1
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Pos Pos Neg Neg ENA-78 GCSF GM-CSF GRO GRO-α I-309 IL-1α IL-1β

Pos Pos Neg Neg ENA-78 GCSF GM-CSF GRO GRO-α I-309 IL-1α IL-1β

IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10 IL-12p40p70 IL-13 IL-15 IFN-γ

IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10 IL-12p40p70 IL-13 IL-15 IFN-γ

MCP-1 MCP-2 MCP-3 MCSF MDC MIG MIP-1δ RANTES SCF SDF-1 TARC TGF-β1

MCP-1 MCP-2 MCP-3 MCSF MDC MIG MIP-1δ RANTES SCF SDF-1 TARC TGF-β1

TNF-α TNF-β EGF IGF-I Ang OSM THPO VEGF PDGF BB Leptin Neg Pos

TNF-α TNF-β EGF IGF-I Ang OSM THPO VEGF PDGF BB Leptin Neg Pos

Tabelle 2.1: Membran des Cytokin Array 3 mit den darauf gespotteten Zyto-
kinen (Abblildung angelehnt an die Firma Raybiochem R©, Mouse Cytokine
Array C3)

und 2 1:20 in H20 verdünnt. Nach der Inkubationszeit wird das überstehen-
de Medium von der Membran abpipettiert. Es erfolgt 3x ein Waschschritt
mit dem Waschpuffer1: es werden 2ml des Puffers auf die Membran gege-
ben, die Platte für 10 Minuten auf den Rüttler gegeben und anschließend
der Puffer abpipettiert. Dieser Vorgang wird noch 2 Mal mit dem Wasch-
puffer 2 wiederholt. Während der Waschschritte wird der Primärantikörper
vorbereitet: der Antikörper wird in 100µl Blocking Puffer suspendiert und
kurz auf dem Vortex vermischt. Dieser Ansatz wird in ein vorbereitetes Ge-
fäß mit 2ml Blocking Puffer überführt. Nach den Waschschritten wird nun
1ml der vorbereiteten Lösung des Primärantikörpers auf die Membran ge-
geben. Die 8-Loch-Platte wird für 2 Stunden bei Raumtemperatur auf den
Rüttler inkubiert. Nach 2 Stunden wird der Antikörper abpipettiert und die
Waschschritte wiederhohlt: die Membran wird 3 Mal mit Waschpuffer 1 und
anschließend 2 mal mit Waschpuffer 2 von dem nicht gebundenen Antikörper
gereinigt. Währenddessen wird das Streptavidin vorbereitet. 2 µl des an Mee-
rettichperoxidase gekoppelten Streptavidins werden in 2 ml Blocking Puffer
gelöst. Nach den Waschschritten wird 2ml dieser Lösung auf jede Membran
gegeben. Für mindestens 12 Stunden werden die Platten nun bei 4◦C auf dem
Rüttler inkubiert. Am nächsten Tag können nun die Signale wie bei einem
Immunblot mittels einem Hyperfilm sichtbar gemacht werden.
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2.7 Statistik

2.7.1 Student t-Test

Der t-Test dient der Untersuchung von Mittelwertunterschieden von zwei
normalverteilten Stichproben. Bei dem Student t-Test wird geprüft ob Mit-
telwerte aus den Stichproben identisch sind. Bei dem t-Test wird eine Vari-
anzhomogenität und eine Normalverteilung der Werte vorausgesetzt.
Bei dem t-Test wird die Nullhypothese gegen die Alternativhypothese ge-
prüft. Die Nullhypothese prüft ob die Mittelwerte der Proben gleich sind.
Nullhypothese: H0 : µ1 = µ2

Die Alternativhypothese prüft ob die Mittelwerte der Proben unterschiedlich
sind.
Alternativhypothese: H1 : µ1 6= µ2

(Student 1908)

2.7.2 Mann-Whitney-Test

Bei dem Mann-Whitney-Test (=U-Test) handelt es sich um einen parame-
terfreien statistischen Test.
Die Verteilungsfunktion der Daten in den beiden Gruppen X und Y soll für
diesen Test die gleiche Form aufweisen. X und Y können die Umfänge n und
m besitzen. Die Daten können innerhalb dieser Verteilungsfunktion zu einer
Seite verschoben sein. Somit ist dieser Test weniger streng als der t-Test.
Bei dem Mann-Whitney-Test werden die Daten gepoolt und der Größe fol-
gend mit einem Rang versehen (=rg). Somit wird hierbei mit Rangdaten
anstatt mit den ursprünglichen Rohdaten gearbeitet.
Die Nullhypothese kann dargestellt werden als H0 : xmedian = ymedian

Die Alternativhypothese lässt sich darstellen als;H1 : xmedian 6= ymedian

Definition der Teststatistik des U-Test:

Tw =
n∑

i=1
rg(Xi) =

n+m∑
i=1

iVi
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Hierbei ist
Vi = 1 i − te Beobachtung der geordneten gepoolten Stichprobe ist die
X-Variable
Vi = 0 sonst

Nun wird der TwWert mit einem tabellierten Wert verglichen und entschieden
ob die Nullhypothese verworfen werden kann oder nicht. Der Mann-Whitney
Test kann auch bei nicht stetigen Variablen verwendet werden.
(Mann u. a. 1947; Lehmann 1951).



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Resistenz Screening und Selektion der nicht
mutierten Klone

Um auf die Fragestellung einzugehen werden Zellen benötigt welche die ge-
wünschten Eigenschaften, vergleichbar zum Patienten, aufweisen. Die benö-
tigten Zellen sollen BCR-ABL positiv sein, keine sekundäre Resistenzmutati-
on im BCR-ABL Gen aufweisen und trotzdem eine Resistenz gegenüber Tyro-
sinkinaseinhibitoren aufweisen. Bubnoff u.a. beschrieben einen Screen, in dem
Zellen ständig dem Inhibitor ausgesetzt sind und mit der Zeit Resistenzen
entwickelten (Bubnoff u. a. 2005b). In dieser Methode werden die BCR-ABL
positiven Zellen stets einem Tyrosinkinaseinhibitor ausgesetzt. Vergleichbar
ist dies mit einem Patienten, der ständig mit einem Tyrosinkinaseinhibi-
tor behandelt wird. Die Patienten entwickeln unter der Therapie mit den
Inhibitoren die Resistenzen. Somit kommt dieser Screen der Umgebung im
Patienten sehr nahe und man kann im Screen ähnliche Ergebnisse erwarten
wie im Patienten. BaF3 Mig EGFPp185 Zellen, das heisst Zellen denen das
BCR-ABL Konstrukt transfiziert worden war, wurden in 96-Loch Platten
in Nährmedium (RPMI) mit verschiedenen Konzentrationen von Inhibito-
ren (STI=Imatinib, AMN= Nilotinib oder BMS= Dasatinib) kultiviert. Das
Medium wurde alle 48 Stunden ausgewechselt, und durch frisches Medium
mit den jeweiligen Inhibitoren ersetzt. Wenn Zellkolonien gewachsen waren,

36
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Abbildung 3.1: Wachstumszeit der STI2 Klone (Zellen aus einem Screen mit
Imatinib in einer Konzentration von 2µM)

wurden diese in größere Flaschen suspendiert und vermehrt. Die Zellklone
wurden anschließend auf Mutation im BCR-ABL Gen mittels PCR getestet
und die geeigneten Zellen für weitere Untersuchungen expandiert. Im Verlauf
der Arbeit wurden die Zellklone in regelmäßigen Abständen auf Mutationen
im BCR-ABL Gen untersucht.

3.2 Wachstumszeit der Wildtyp und Mutier-
ten Klone

Um zu sehen ob die Zelllinien mit bzw. ohne Mutationen unterschiedlich
lang brauchen um sich zu entwickeln wurde die Zeiten zwischen dem Setzen
der Zellen in die 96-Loch Platten und den fertigen Kulturen der Zellklone
protokolliert. Interessanterweise unterschieden sich die Wachstumszeiten der
Klone mit Mutation im BCR-ABL Gen von den Wachstumszeiten der Zellen
ohne eine Mutation im BCR-ABL Gen.

In der Abbildung 3.1 ist die Wachstumszeit der BCR-ABL positiven Zel-
len beschrieben, die in einer Umgebung gewachsen sind in der sie Imatinib
in der Konzentration von 2µM ausgesetzt waren. Die Zellen wurden mittels
PCR auf Mutationen im Target-Protein der Tyrosinkinaseinhibitoren, also
hier BCR-ABL getestet. Auf der x-Achse ist in dieser Abbildung die Zeit in
Tagen aufgetragen in der sich Zellkolonien gebildet hatten bis sie expandiert



38 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

Abbildung 3.2: Wachstumszeit der AMN 200 Klone (Zellklone aus einem
Screen mit Nilotinib in einer Konzentration von 200nM)

werden konnten. Der obere Balken (grün) stellt die Zellkolonien mit Mutati-
on im BCR-ABL Gen (mutiertes BCR-ABL) dar, der untere Balken (blau)
die Zellkolonien ohne Mutation im BCR-ABL (Wildtyp BCR-ABL). Aus der
Abbildung 3.1 geht somit hervor, dass die Zellen mit Mutation im BCR-ABL
ungefähr 10 Tage schneller gewachsen sind.

Bei den Klonen die eine Resistenz gegen AMN107 aufwiesen war dieser
Unterschied in der Wachstumszeit noch wesentlich deutlicher. In der Abbil-
dung 3.2 ist auf der x-Achse ebenfalls die Zeit in Tagen aufgetragen. Der obere
Balken (grün) steht hier ebenfalls für die Klone mit Mutationen im BCR-
ABL, der untere Balken (blau) für Zellen ohne Mutation im Ziel-Protein.
So brauchten Zellen mit einer Mution im BCR-ABL Gen im Schnitt nur et-
wa 12,6 Tage bis sie expandiert werden konnten, die nicht mutierten Zellen
hingegen 40,3 Tage.

3.3 Kreuzresistenz der BCR-ABL positiven
Zellinien gegen verschiedene Tyrosinkinas-
einhibitoren

Es stellte sich nun die Frage wie stark der Resistenzmechanismus der Zellklo-
ne ohne Mutation im BCR-ABL ist. Weisen die Zellen eine deutliche Resis-
tenz gegen den zuerst verwendeten Inhibitor auf und auch gegen die Second-
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line Inhibitoren? Um die Fragestellung zu beantworten wurden MTS-Assays
durchgeführt. Mit Hilfe dieser Assays wird die Vitalität und Proliferation der
Zellen bestimmt. Einer definierten Zellzahl wurde unterschiedliche Mengen
an Inhibitoren zugesetzt und nach einem festgesetzten Zeitpunkt wird ge-
messen wieviele Zellen die Behandlung überlebt haben. Somit kann auch der
IC50 Wert der Wildtypzellen gegen die eingesetzten Inhibitoren bestimmt
werden. Die Konzentration der eingesetzten Inhibitoren wurden so gewählt,
dass in der jeweils geringsten Konzentrationsstufe mit einer Inaktivierung des
BCR-ABL in den Wildtyp Zellen zu rechnen ist (Bubnoff u. a. 2006).

3.3.1 Resistenz der STI2 Klone

In dem Assay wurden Zellklone verwendet, die im Screen resistent gegen
STI571 in einer Konzentration von 2µM waren und keine Mutation im BCR-
ABL Protein aufwiesen (im Folgenden nur noch STI2 Klone genannt). Die
STI2 Klone wurden auf ihre Resistenz gegen STI571, AMN107 und BMS354825
in verschiedenen Konzentrationen getestet. Als Kontrolle dient hier eine nicht
gegen Tyrosinkinaseinhibitoren resistente Ba/F3 mig p185 Zelle. Diese Zell-
linie weist keine Mutation im BCR-ABL auf und ist somit sensibel auf alle
drei angewendeten Inhibitoren.

Abbildung 3.3: Resistenz der STI2 Klone gegen Imatinib

In der Abbildung 3.3 ist die Resistenz der STI2 Klone gegen Imatinib
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dargestellt. Auf der y-Achse ist die Prozentzahl der lebenden Zellen aufge-
tragen, die x-Achse stellt die verschiedenen Konzentrationen von Imatinib
dar. 0µM heisst, dass die Zellen ohne STI oder DMSO in puren Medium ge-
halten wurden, die weiteren Konzentrationen stellen die Konzentration das
angewandten Inhibitors im Medium dar. Die STI2 Klone zeigten keine hohe
Resistenz gegen STI selber und waren mit höheren Konzentrationen des In-
hibitors gut zu eliminieren. Wurde die Dosis des Imatinibs von 2 auf 4 µM
verdoppelt waren kaum noch Zellen lebensfähig. Die Zellklone zeigen hier
auch eine Homogenität der Kreuzresistenz, alle Zelllinien verhalten sich sehr
ähnlich. Da sich die Zelllinien homogen verhalten ist denkbar, dass alle Zellen
den gleichen Resistenzmechanismus haben.

Abbildung 3.4: Resistenz der STI2 Klone gegen Nilotinib

In der Abbildung 3.4 ist die Resistenz der STI2 Klone gegen Nilotinib
dargestellt. Gegen AMN zeigten die STI2 Klone eine geringgradige Kreuz-
resistenz, waren aber ebenfalls in höheren Konzentrationen des Inhibitors
vollständig in ihrem Wachstum inhibiert. Die Dosis-Wirkungskurve wird hier
zu höheren Konzentrationen verschoben. Der IC50 Wert liegt hier bei etwa
100nM.

Die Abbildung 3.5 zeigt die Resistenz der STI2 Klone gegen Dasatinib. So
zeigte sich auch hier, dass die Zellen zwar noch bei höheren Konzentrationen
des Inhibitors leben als die Kontrollzelllinie. Wird jedoch der Inhibitor höher
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Abbildung 3.5: Resistenz der STI2 Klone gegen Dasatinib

konzentriert wachsen auch die resistenten STI2 Klone nicht weiter.

Abbildung 3.6: Kreuzresistenz der STI2 Klone gegen Imatinib, Nilotinib und
Dasatinib

Die Abbildung 3.6 fasst die Ergebnisse der MTS-Assays zusammen. Hier
wurde berechnet um wieviel die einzelnen Zelllinien gegen die eingesetzten
Inhibitoren resistenter waren im Vergleich zur unmutierten Kontrolle. Auf der
y-Achse sind die IC50 Werte der Zelllinien im Vergleich zur Kontrolle aufge-
tragen, auf der x-Achse sind die Klone bei den unterschiedlichen Inhibitoren
zu sehen. Die STI2 Klone zeigen alle eine recht homogene Kreuzreistenz. Die
Zellinien lassen sich jedoch in etwas höherer Konzentration durch alle drei
Inhibitoren im Wachstum inhibieren.
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3.3.2 Kreuzresistenz der STI4 Klone

Nun wurden Zellen untersucht die höheren Konzentrationen von Imatinib
ausgesetzt waren. Es wurden Klone verwendet welche in einem Screen unter
einer Konzentration von 4µM STI gezogen wurden (im Folgenden nur STI4
Klone genannt). In Abbildung 3.7 ist die Resistenz der STI4 Klone gegen Ima-
tinib zu sehen. Als Kontrollzellinie wurde wieder die sensibele Wildtypzellinie
BaF Mig p185 gewählt. Diese STI4 Zellen zeigten sich wesentlich stärker re-

Abbildung 3.7: Resistenz der STI4 Klone gegen Imatinib

sistent als der Wildtyp. Diese Zellen wachsen in Abwesenheit des Inhibitors
schlechter als in Anwesenheit. Des Weiteren werden hohe Konzentrationen
von Imatinib benötigt um die Zellen relevant zu inhibieren. Besonders die
Zelllinien G9 und A6 weisen eine hohe Resistenz gegen STI auf. Erst bei ca
8µM STI sind 50% der Zellen effektiv im Wachstum inhibiert.

In Abbildung 3.8 wurde die Resistenz der Zelllinien gegen Nilotinib darge-
stellt. Die Zellinien G9 und A6 wiesen ein schlechteres Wachstum bei niedri-
gen Konzentrationen des Inhibitors auf. Erst bei etwa 100nM Nilotinib zeigte
sich ein volles Wachstum. Bei weiterer Erhöhung der Inhibitor Konzentrati-
on lassen sich aber auch diese Zelllinien effektiv durch Nilotinib inhibieren.
Beide Zelllinien C5 wachsen bis etwa 100nM Nilotinib ungestört durch den
Inhibitor, bei weiterer Erhöhung der Konzentration sind auch sie in ihrem
Wachstum deutlich eingeschränkt.

Ebenfalls zeigten die Zellen eine Resistenz gegen BMS auf (Vgl. Abb.
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Abbildung 3.8: Resistenz der STI4 Klone gegen Nilotinib

Abbildung 3.9: Resistenz der STI4 Klone gegen Dasatinib
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3.9). Die Zellinien C5 5.5. und C5 23.10. waren nur geringfügig resistent
gegen Dasatinib wohingegen die beiden anderen Zellinien A6 und G9 erneut
deutlicher resistenter sind. In der Abbildung 3.10 wird die Kreuzresistenz

Abbildung 3.10: Kreuzresistenz der STI4 Klone gegen Imatinib (STI), Nilo-
tinib (AMN) und Dasatinib(BMS)

der Zellinien gegen die unterschiedlichen Inhibitoren zusammengefaßt. Die
IC50 Werte der STI4 Klone waren bis zu 10 fach höher als bei der Kontrolle.
Ebenfalls zeigte sich in diesen Experimenten, dass Zellen die primär eine
Resistenz gegen Imatinib entwickelten auch eine Resistenz gegen die beiden
Second-line Inhibitoren Nilotinib und Dasatinib aufwiesen.

3.3.3 Resistenz der AMN200 Klone

In einem Screen wurden Klone erzeugt die resistent gegen AMN in einer
Konzentration von 200nM waren (im Folgenden nur noch AMN200 Klone
genannt). Für die MTS-Assays wurden wieder die Klone gewählt ohne eine
Mutation im BCR-ABL Gen.

In der Abbildung 3.11 wurden die AMN200 Klone in einem Prolifera-
tionsassay mit unterschiedlichen Konzentrationen von Nilotinib behandelt.
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Abbildung 3.11: Resistenz der AMN200 Klone gegen Nilotinib

Abbildung 3.12: Resistenz der AMN200 Klone gegen Imatinib

Es zeigt sich hierbei, dass die AMN Klone eine starke Resistenz gegen den
Inhibitor aufwiesen. Die Zellinie H10 ist zum Beispiel bei 4000nM, also der
20fachen Menge an Nilotinib, nicht wesentlich in ihrem Wachstum beein-
trächtigt. Auch einige andere Klone zeigen eine vergleichbar hohe Resistenz.

In der Abbildung 3.12 ist die Kreuzresistenz der AMN200 Klone gegen
Imatinib dargestellt. Eine ausgeprägte Kreuzresistenz der Zelllinien konnte
hier gezeigt werden. Auch bei Konzentrationen von 10µM STI sind noch nicht
alle Zellen komplett inhibiert. Diese Zellen waren erst bei Konzentrationen
inhibiert, die in Patienten nicht zu erreichen sind. In der Untersuchung der
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Abbildung 3.13: Resistenz der AMN200 Klone gegen Dasatinib

Kreuzresistenz der AMN200 Klone gegen BMS (vgl Abbildung 3.13) zeigte
sich ebenfalls, dass die Zellen gegen den Multityrosinkinaseinhibitor Dasati-
nib eine Resistenz aufweisen. Auch in hohen Mengen des Inhibitors zeigen
die Zellen noch ein Wachstum.

In Abbildung 3.14 ist die Kreuzresistenz der AMN200 Zellklone nochein-
mal verdeutlicht. Zu beachten ist die veränderte Skalierung y-Achse. Da die
Zelllinien bis zu 100-fach resistenter gegenüber der Vergleichszellinie waren
wurde in dieser Grafik eine logarithmische Skalierung verwendet. Es zeigt
sich hier, dass die Zellen einen ausgeprägten Resistenzmechanismus gefun-
den hatten. Dieser Mechanismus ist wirksam gegenüber allen drei der hier
verwendeten Inhibitoren und verursacht so eine Kreuzresistenz. Auch bei
wiederholten PCRs der ABL Domaine konnte keine Mutation festgestellt
werden. Es ist also ein anderer Resistenzmechanismus in Kraft getreten und
dieser ist so stark das sie auch eine Kreuzresistenz gegen andere Inhibitoren
verursacht. Um diese Resistenz weiter zu untersuchen erfolgten noch weitere
Untersuchungen der Zelllinien.
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Abbildung 3.14: Kreuzresistenz der AMN200 Klone gegen Imatinib (STI),
Nilotinib (AMN) und Dasatinib (BMS)

3.4 Phosphorylierungsmuster in den STI4 Klo-
nen

Um mögliche Resistenzmechanismen zu überprüfen wurden Westernblots mit
den Zelllinien durchgeführt. Hierdurch kann in An- bzw Abwesenheit der In-
hibitoren das Phosphorylierungsmuster der Proteine nachgewiesen werden.
Ein Phosphotyrosin Antikörper soll zeigen ob das BCR-ABL sich überhaupt
durch Imatinib und die anderen Tyrosinkinaseinhibitoren inhibieren läßt. Ein
ABL-Antikörper wurde verwendet um zu zeigen ob die Zellen unterschied-
liche ABL-Expressionsmuster aufwiesen. Da BCR-ABL JAK2 und STAT 5
aktiviert (Chai u. a. 1997) wurden die Antikörper pJAK2 und pSTAT5 ge-
nommen um die Aktivität des BCR-ABL zu zeigen. Da BCR-ABL die Src-
Kinasen phosphoryliert wurde ein pSRC-Antikörper verwendet um die Akti-
vität des BCR-ABL zu zeigen. Die Antikörper gegen STAT5, JAK2 und SRC
dienen als Expressionskontrolle. Als Ladekontrolle wurde β -Tubulin verwen-
det (Vgl. Abb. 3.15). Als Kontrolle wurden BaF mig p185 Wildtyp Zellen
verwendet. Mit diesen Zellen wird gezeigt, dass der Inhibitor funktioniert
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und sowohl die Phosphorylierung des BCR-ABLs wie auch die Phosphory-
lierung der Downstream-Signale aufgehoben wird. Es zeigt sich hier, dass
die Funktion des BCR-ABL durch den Inhibitor blockiert wird. Die zwei-
te Kontrolle stellte der Zellklon C6 dar. Dieser wurde ebenfalls im Screen
gezogen und wies von Anfang an die Mutation F311I im BCR-ABL Prote-
in auf. Die Mutation F311I ist eine Punktmutation im BCR-ABL Protein
und führt dazu, dass Imatinib nicht mehr an das Targetprotein binden kann
(Schindler u. a. 2000). Bei Anwesenheit des Inhibitors sind in der Zelllinie C6
somit ein phosphoryliertes BCR-ABL Signal sowie Phosphorylierungssigna-
le der Downstream Proteine zu erwarten. Des weiteren wurden die beiden
Zellklone C5 5.5. und G9 untersucht. Diese beiden Zellen waren im Screen
im BCR-ABL als Wildtyp getestet worden, wiesen also zunächst keine se-
kundären Resistenzmutationen im BCR-ABL auf. Die Zellen zeigten jedoch
im MTS-Assay eine Kreuzresistenz gegen andere Inhibitoren. In diesem Wes-
ternblot zeigt sich bei der Kontrolle eine durch Imatinib verursachte Dephos-
phorylierung des BCR-ABL. In der Wildtypzelllinie ist zu sehen das ohne
Inhibitor BCR-ABL, JAK2, STAT5 sowie SRC phosphoryliert werden. Wer-
den jedoch die Zellen mit Imatinib behandelt verschwinden die Phosphorylie-
rungssignale auch von JAK2, STAT5 sowie SRC. Diese Kinasen werden durch
BCR-ABL aktiviert. Wird nun durch Imatinib BCR-ABL inhibiert können
somit auch keine Phosphorylierungen der in der Signalkaskade drunter ste-
henden Proteine mehr beobachtet werden. Durch den Inhibitor ist die Kinase
nicht mehr aktiv und kann somit die hier untersuchten Tyrosinkinasen nicht
mehr aktivieren. Im Zellklon C6, welcher die Mutation F311I aufweist, läßt
sich das BCR-ABL nicht durch STI inhibieren. Auch in Anwesenheit des
Inhibitors ist BCR-ABL weiterhin phospohoryliert. Die durch ABL phos-
phorylierten Kinasen JAK2, STAT5 sowie SRC bleiben weiterhin aktiviert.
Somit zeigt sich durch diese Kontrolle auch, dass Imatinib nicht die weitern
Kinasen inhibiert sondern in diesem Versuch spezifiisch Wildtyp BCR-ABL
hemmt. Im Zellklon C5 zeigt sich zunächst einmal eine hohe Expression des
ABL-Proteins. Ein bekannter Resistenzmechanismus gegen Imatinib ist die
Überexprimierung des BCR-ABL-Proteins (LeCoutre u. a. 2000). Duch das
hohe Aufkommen von BCR-ABL kann die gleiche Menge an Inhibitor weni-
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Abbildung 3.15: Inhibition der BCR-ABL Signaltransduktion der STI4 Klone
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Abbildung 3.16: Klon C5 5.5. Mutation A-T

ger Kinasen inaktivieren und somit bleiben einige Tyrosinkinasen weiterhin
aktiv und die Zelle erhält ein Wachstumssignal. Werden die Zellen der Linie
C5 nun mit Imatinib behandelt ist sichtbar das nun deutlich weniger BCR-
ABL phospohoryliert ist. Das Imatinib scheint also die Phosphorylierung zu
hemmen jedoch nicht komplett aufzuheben. Auch in der Signalkaskade ist zu
sehen, dass unter der Behandlung mit Imatinib weniger pSTAT5, pSRC und
pJAK2 vorhanden ist.
Eine weitere mögliche Erklärung für die persistierende Phosphorylierung
könnte auch sein, dass in diesen Zellen BCR-ABL sekundär ebenfalls mutiert
ist und durch den Selektionsdruck bei dauernder Kultivierung mit Inhibi-
tor sich diese Zellen vermehrt hatten. Zur Überprüfung führten wir erneut
eine PCR durch um das BCR-ABL auf Mutationen zu überprüfen. In den
PCRs zeigte sich bei Klon C5 5.5. in etwa einem Drittel der Zellpopulati-
on eine F311I Mutation eingetreten war (siehe Abbildung 3.16). In dieser
Abbildung ist zu erkennen das nicht jeder Zellklon der Population eine Mu-
tation aufweist da noch einige Zellen vorhanden sind die an entsprechender
Stelle (hier Nukleotid 243) weiterhin ein Thymin anstatt der Mutation zum
Adenin aufweisen. Dieser eine Basenaustausch führt im BCR-ABL Molekül
zu einem Austausch eines Phenylalanins zu einem Isoleucin. Das wiederrum
führt zu einer starken Resistenz gegen Tyrosinkinaseinhibitoren. Hier ist nun
zu sehen, dass die Zelllinie C5 mehrere parallele Resistenzmechanismen auf-
weist. Zunächst die Überexpression des BCR-ABLs. Des Weiteren ist hier zu
sehen, dass die Zellen, die ständig mit Imatinib gehalten wurden, weiterhin
dem Selektionsdruck ausgesetzt sind und nun sekundär auch eine Muation
im BCR-ABL entwickelt haben.
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Abbildung 3.17: Klon G9 Mutation C-T

Der Zellklon G9 weist im Westernblot (vgl Abb. 3.15) in An- und Abwe-
senheit von STI eine gleichbleibende Phosphorylierung des BCR-ABL auf.
Wie zu erwarten ist auch hier in der Signalkaskade keine Änderung zu se-
hen. Es scheint ein wirksamer Resistenzmechanismus in Kraft getreten zu
sein. Auch hier wurde eine erneute PCR gemacht um Mutationen im BCR-
ABL nachzuweisen. Es zeigt sich, dass hier zu 50% eine Mutation (hier im
Nukleotid 256) von einem Cytosin zu einem Thymin eingetreten ist. Siehe
Abb. 3.17. Diese heterozygote Mutation war in der initialen Testung der
Zellen noch nicht nachweisbar und führt im BCR-ABL zum Austausch eines
Threonin zu einem Isoleucin an Position 315, was eine starke Resistenz gegen
Imatinib, Nilotinib und Dasatinib bewirkt. Auch bei diesem Zellklon ist also
eine sekundäre Mutation im Verlauf der Kultivation der Zellen mit Imati-
nib eingetreten. Der Versuch zeigt, dass die Zellen auch im Verlauf weiterhin
Mutationen im BCR-ABL generieren können. Auf Grund der genetischen
Instabilität der Zellen ist dies nicht überraschend. Da in der Arbeit alter-
native Resistenzmechanismen untersucht werden, werden die Klone aus dem
AMN200 Screen betrachtet.

3.5 Phosphorylierungsmuster der AMN200 Klo-
ne

In diesem Versuch wurde bei den AMN200 Klonen das Phosphorylierungs-
muster von BCR-ABL und der Downstream Proteinen untersucht. In der Ver-
suchsanordnung wurden zur Kontrolle BaF mig p185 Wildtypzellen genom-
men. Um das normale Verhalten der Zellen zu beobachten wurden als Posi-
tivkontrolle diese Zellen unbehandelt untersucht. Als Negativkontrolle dienen
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Abbildung 3.18: Phosphorylierungsmuster und Signalkaskade der AMN200
Klone A9, B9, C5 und D5 bei Exposition von Nilotinib

BaF mig p185 Wildtypzellen die 4 Stunden mit 200nM Nilotinib inkubiert
wurden. Untersucht wurden desweiteren die AMN200 Zellen aus den Kreuz-
resistenz Assays. Sie wurden mit 200nM AMN getestet sowie mit 1000nM
AMN. Bei allen Zellen wurden die Phosphorylierung des BCR-ABL Protein
mittels eines Phosphotyrosinantikörpers (PY) sowie der Kinasen JAK2 und
STAT5 untersucht. Als Ladekontrolle dient ß-Aktin.

In Abb. 3.18 sieht man in den Kontrollzellen BaF mig p185 ein starkes
Phosphorylierungssignal auf Höhe von 185kDa, dieses entspricht dem phos-
phoryliertem BCR-ABL. Des Weiteren wird ein starkes Signal bei pJAK2
gesehen, ebenso bei pSTAT5. Das zeigt, dass die Tyrosinkinase BCR-ABL
aktiviert ist und das Signal an die in der Signalkaskade darunterliegenden
Proteine JAK2 und STAT5 weitergibt. Werden die Zellen nun mit 200nM
Nilotinib behandelt wird kein Signal auf Höhe des phosphorylierten BCR-
ABL nachgewiesen. Auch die Signalel des pJAK2 und des pSTAT5 sind nicht
mehr nachweisbar. Durch die Inhibierung des BCR-ABLs mittels Nilotinib
wird auch die Phosphorylierung des JAK2 und STAT5 in den BaF mig p185



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 53

Zellen unterbrochen.

Die Zellen A9 zeigen auch bei 200nM Nilotinib nur ein geringes Phos-
phorylierungssignal des BCR-ABL. Bei 1000nM Nilotinib ist dieses Signal
nicht mehr nachzuweisen. Überraschenderweise sind die Downstreamsignale
pJAK2 und pSTAT5 immer noch zu sehen. Da STAT5 in der Signalkaska-
de unter JAK2 liegt ist davon auszugehen, dass diese Zelllinie JAK2 und
STAT5 BCR-ABL unabhängig aktiviert. Bei den Zellen B9 und D5 ist dies
ebenfalls zu beobachten. Die Zelllienien C5 und D5 hingegen zeigen auch bei
einer Nilotinib Konzentration von 1000nM weiterhin eine Phosphorylierung
des BCR-ABL. Die Klone C5 und D5 weisen jedoch bei der gleichen Menge
an β-Aktin Gehalt eine vermehrte Expression von ABL auf. Es ist davon
auszugehen, dass diese Zellen durch eine Überexpression des BCR-ABL ei-
ne Resistenz gegenüber den Inhibitor aufweisen. Die Abbildung 3.19 zeigt
das Phosphorylierungsmuster in den Zelllinien D6, E11 und G3. Hier sieht
man auch bei 200nM Nilotinib kein Phosphorylierungssignal des BCR-ABL
Proteins, ebensowenig bei 1000nM Nilotinib. Dahingegen sind die Downstre-
amsignale pJAK2 und pSTAT5 auch in diesen Zellen zu sehen. Zelllinie E9
verhält sich wie die Zelllinien A9, B9 und D5.

In Abb. 3.20 sind die Zellklone G11 und H10 zu sehen die ebenso wie die
Klone D6, E11 und G3 keine Phosphorylierung des BCR-ABLs mehr erken-
nen lassen. Dennoch zeigt sich ein Signal bei pSTAT5 sowie pJAK2, sodass
diese Zellen STAT5 und JAK2 BCR-ABL unabhängig aktivieren müssen.
Die unterschiedlichen Zellklone weisen unterschiedliche Resistenzmechanis-
men auf. Der Zellklon C5 zeigt eine so deutliche Überexpression des BCR-
ABL, dass auch 1000nM Nilotinib nicht ausreichen um BCR-ABL vollständig
zu inhibieren. Bei den übrigen Zellklonen zeigt sich ein BCR-ABL unabhän-
giger Resistenzmechanismus. In einigen Zellklonen ist zu vermuten das beide
Resitenzmechanismen in Kombination eine Rolle spielen, die Überexpressi-
on des BCR-ABL sowie der BCR-ABL unabhängige Weg über JAK2 und
STAT5. Dieser BCR-ABL unabhängige Weg läuft vermutlich über JAK2.
Die Frage ist nun ob JAK2 essentiell für den Resistenzmechanismus ist und
wie JAK2 aktiviert wird.
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Abbildung 3.19: Phosphorylierungsmuster und Signalkaskade der AMN200
Klone D6, E9, E11, G3 bei Exposition von Nilotinib
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Abbildung 3.20: Phosphorylierungsmuster und Signalkaskade der AMN200
Klone G11 und H10

3.6 Inhibition von JAK2

3.6.1 Proliferationsassay

Um die Frage zu klären ob JAK2 für den Resistenzmechanismus der Zellen
essentiell ist wird einen JAK-Inhibitor genutzt. Der JAK-Inhibitor-I blockiert
bei einer Konzentration von 1µM JAK2 vollständig. In MTS Assays wurden
Kontrollzellen mit den AMN200 Zellen verglichen. Als Kontrollen wurden
parentale Ba/F3 Zellen verwendet, diese sind in ihrem Wachstum abhän-
gig von Interleukin-3. Das Wachstumssignal wird in den Zellen über JAK2
weitergeleitet. Wird nun JAK2 durch den Inhibitor gehemmt kann das Si-
gnal nicht durch JAK2 weitergegeben werden und die Zellen sind in ihrem
Wachstum gehemmt. Die zweite Kontrolle sind BaF mig p185 Zellen. Diese
sind auf Grund des BCR-ABL unabhängig von IL3 geworden. Ein Inhibitor
der Januskinase-2 sollte hier keinen Effekt haben da BCR-ABL direkt über
STAT5 und andere Wege ein Wachstumssignal an den Zellkern liefert. Des



56 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

Abbildung 3.21: Inhibition der AMN 200 Klone durch den JAK-Inhibitor-I
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weiteren wurden die Zellklone E9 und G3 verwendet, also die Zelllinien in
denen ein pJAK2 Signal beobachtet wurde trotz Inhibition von BCR-ABL.
Der Inhibitor ist in DMSO gelöst, somit wurde auch eine Kontrolle mit DM-
SO durchgeführt um zu zeigen das dies kein Effekt auf das Wachstum der
Zellen hat.
Es zeigt sich in Abb. 3.21, dass die parentalen BaF Zellen durch den JAK-
Inhibitor in ihrem Wachstum gehemmt sind, der Inhibitor also einen biologi-
schen Effekt auf die Zellen hat. Hier wird also die Weiterleitung des Signals
von IL3 über JAK2 effektiv gehemmt. Die BaF mig p185 Zellen jedoch sind
unbeeinflusst durch den Inhibitor. Das BCR-ABL kann zwar JAK2 aktivie-
ren ist jedoch nicht abhängig hiervon. Eine Weiterleitung des Signals direkt
über STAT5 ohne JAK2 ist hier möglich, auch werden weitere Kinasen wie
AKT und der IP3 Signalweg über BCR-ABL aktiviert. Es besteht somit keine
Abhängigkeit der Wildtypzellinie von JAK2. Die Zellklone E9 und G3 sind
nur unwesentlich in ihrem Wachstum beeinträchtigt. Wurden die Zellen nur
mit AMN behandelt blieben die parentalen BaF-Zellen im Wachstum unbe-
einflußt, die BaF mig p185 Zellen waren jedoch durch 200nM des Inhibitors
komplett imWachstum gehemmt. Der Zellklon E9 wies keine Inhibition durch
Nilotinib auf, der Zellklon G3 hingegen war in seinem Wachstum etwas be-
einträchtigt, konnte aber auch nicht komplett inhibiert werden. Wurden die
Zellen jedoch mit einer Kombination aus dem JAK-Inhibitor und AMN in-
kubiert zeigte sich wie zu erwarten, bei den parentalen BaF Zellen die gleiche
Wirkung wie durch den JAK-Inhibitor alleine, die BaF Mig p185 Zellen wa-
ren weiterhin alleine schon durch das AMN inhibiert. Die Zellklone E9 und
G3 waren nun durch die Kombination in ihren Wachstum gehemmt da sie
durch die Inhibition des BCR-ABL durch AMN vermutlich auf den JAK2 ab-
hängigen Weg angewiesen waren. Dieser wurde nun durch den JAK-Inhibitor
ebenfalls gehemmt und die Zellen konnten sich nicht weiter vermehren. Bei
einer größeren Konzentration von Nilotinib von 1µM war dieser Effekt noch
stärker zu sehen.
Um die Signifikanz der Daten zu zeigen erfolgte der Student-t-Test. Hier war
stets p<0,05. Auf Grund der kleinen Daten Menge (Triplets) erfolgte zur bes-
seren Darstellung der Signifikanz ebenfalls der Mann-Whitney Test. Hierbei
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Abbildung 3.22: Phosphorylierungsmuster von BaF mig p185 und E9 bei
Inhibition von JAK2

bestätigte sich die Signifikanz der Daten. In der Abbildung (3.21) werden die
miteinander verglichenen Zellen mittels Klammer gezeigt, der Stern steht für
ein p<0,05.

3.6.2 Phosphorylierungsmuster bei JAK2-Inhibition

In diesem Versuch (vgl. Abb. 3.22) wurden als Negativkontrolle parentale
BaF Zellen ohne IL3 gehungert, dadurch wurde das pJAK2 Signal abge-
schaltet. Als weitere Kontrolle dienen BaF mig p185 Wildtypzellen, diese
dienen unbehandelt als Positivkontrolle da durch BCR-ABL JAK2 aktiviert
wird. Eine Inhibition des BCR-ABL wird durch AMN in einer Konzentration
von 200nM erreicht, eine Inhibition von JAK2 durch den JAK-Inhibitor-I.
Untersucht werden pJAK2 und dessen Downstreamtarget pSTAT5. In Abb.
3.22 sieht man in den parentalen BaF Zellen in Abwesenheit von Interleukin-
3 kein pJAK2 oder pSTAT5 Signal. In den BaF mig p185 Zellen ohne einen
Inhibitor sieht man, ausgelöst durch das BCR-ABL, ein pJAK2 Signal und
auch ein pSTAT5 Signal. Durch Nilotinib werden diese Signale inhibiert.
Wenn nur der JAK-Inhibitor bei den Zellen verwendet wird sieht man weiter-
hin ein pSTAT5 Signal, dieses ist ausgelöst durch BCR-ABL, da BCR-ABL
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STAT5 direkt phosphorylieren kann. Man sieht aber weiterhin ein pJAK2
Signal, das liegt vermutlich daran, dass der Antikörper das Tyrosin 1007 in
phosphorylierter Form nachweist, diese Phosphorylierungsstelle ist wichtig
für den Abbau des JAK2. Das JAK2 aber tatsächlich inhibiert ist, kann man
am Downstreamsignal STAT5 ablesen. Wenn der JAK-Inhibitor-I verwendet
wird ist in dem Zellklon E9 keine Phosphorylierung des STAT5 mehr nach-
weisbar. Werden nun AMN und JAK-Inhibitor-I bei den Zellen eingesetzt ist
wie bei Nilotinib alleine dieses Signal verschwunden. In den AMN200 Zellen
sieht man bei AMN in den Konzentrationen von 200nm und auch bei 1000nM
weiterhin ein pJAK2 Signal, ebenso ein pSTAT5 Signal. Bei Anwesenheit des
Jak-Inhibitor-I alleine ist, vermutlich ausgelöst duch ein wieder aktiviertes
BCR-ABL, ein pJAK2 und pSTAT5 Signal zu sehen. Werden nun in diesen
Zellen der JAK-Inhibitor-I und Nilotinib gemeinsam angewendet ist zwar
noch ein leichtes pJAK2 Signal nachweisbar aber kein pSTAT5 Signal. In der
Kombination beider Inhibitoren werden sowohl der BCR-ABL abhängige Si-
gnalweg wie auch die BCR-ABL unabhängige Signalkaskade über JAK2 und
STAT5 inhibiert. Dieses Ergebniss passt auch zu den Proliferationsassays
(vgl Abb. 3.21).

3.7 Beteiligung von Zytokinen an der JAK2
Aktivierung

3.7.1 Einfluss des Zellüberstandes auf das Wachstum
parentaler BaF/3 Zellen

JAK2 wird typischerweise durch Rezeptoren an der Zellmembran aktiviert,
dies zumeist durch Zytokine. Um herauszufinden ob die AMN 200 Klone Zy-
tokine produzieren die einen Wachstum ermöglichen wurde der Überstand
den diese Zellen produzieren genommen und damit parentale BaF/3 Zellen
inkubiert. Wenn die Zellen Zytokine produzieren und sich somit selber zum
Wachstum anregen müsste das Medium in dem die Zellen gehalten wurden
ausreichend Zytokine beinhalten um parentalen BaF Zellen ein ausreichen-
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des Wachstumssignal zu liefern. Die Zellklone wurden für 48h in einem RPMI
Medium ohne Zusatz von FCS gehalten. Das Conditioned Medium ist nun
dieses Medium nach 48 Stunden. Es wurden unterschiedliche Mengen and Zel-
len benutzt, 2, 2,5, 3 oder 5x105 Zellen. Dies ist in der Abb. 3.23 in Zahlen 2,
2,5, 3 oder 5 hinter den Namen der Zellklone dargestellt. Als Positivkontrolle
in diesem Versuch wurden parentale BaF Zellen mit IL3 genommen. Als Ne-
gativkontrolle dienten parentale BaF-Zellen ohne IL3 in einem Medium ohne
FCS. Untersucht wurden der Überstand von BaF mig p185 Zellen um aus-
zuschliessen, dass schon bei den Wildtypzellen Zytokine produziert werden,
die ein Wachstum in parentalen BaF-Zellen stimulieren können. In Abb. 3.23
sieht man das der Überstand der BaF mig p185 Zellen keinen Wachstum bei
den parentalen BaF-Zellen auslöst. Nun wurde auch der Überstand der AMN
200 Klone in unterschiedlichen Konzentrationen untersucht. Aber auch hier
ließ sich bei den parentalen BaF-Zellen kein Wachstum induzieren. Es ist
anzunehmen das die Zellklone entweder die Zytokine nur in geringer Menge
produzieren oder gar keine.

3.7.2 Einfluss des Überstandes auf das Phosphorylie-
rungsmuster

Um zu sehen ob in dem Überstand der AMN200 Zellen genug Zytokine pro-
duziert worden sind um parentale BaF Zellen dazu anzuregen eine Signalkas-
kade anzuschalten, wurde das Conditioned media der Zellen auf parentale Baf
Zellen gegeben. Die parentalen BaF Zellen wurden für 4 Stunden gehungert
und anschließend für 2,5h mit dem jeweiligen Agens stimuliert. Als Positiv
Kontrolle dienten parentale BaF Zellen mit einer Stimulation durch IL3 und
somit einer Phosphorylierung von JAK2 und STAT5. Als Negativ Kontrolle
dienten gehungerte parentale BaF Zellen ohne Stimulation. Als Positivkon-
trolle wurden auch hier parentale Baf Zellen mit IL3 stimuliert, IL3 gibt das
Signal wie die meisten Zytokine über JAK2 und STAT5 weiter. Da der Re-
sistenz Mechanismus den wir suchen in den AMN200 Zellen ein pJAK2 und
somit auch ein pSTAT5 Signal auslösten wurden diese beiden Proteine ge-
testet. Des Weiteren wurde als Negativkontrolle der Überstand der BaF mig
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Abbildung 3.23: MTT-Assay: Der Effekt des Conditioned media der AMN200
Zellklone G3 und E9 auf das Wachstum der parentale BaF Zellen

p185 Wildtypzellen genommen. Der Überstand von den Zellklonen E9 und
G3 wurde auf parentale BaF-Zellen gegeben. Wie man in Abb. 3.24 sieht löst
dieser Überstand in den parentalen BaF-Zellen keine Phosphorylierung des
JAK2 aus. Ebensowenig, selbst bei sehr langer Exposition des Films, läßt sich
ein Phosphorylierungssignal des STAT5 nachweisen. Auch wurden in diesem
Versuch zwei weitere Zelllinien getestet. Der Zellklon G1 aus dem AMN200
Screen beinhaltet im BCR-ABL eine Y253H Mutation. Hierdurch ist eine
Resistenz gegen die Tyrosinkinaseinhibitoren gegeben (Bubnoff u. a. 2003).
Als Kontrolle zu dieser Zelllinie dienen BaF Zellen die über einen zeo Vektor
mit BCR-ABL mit einer Y253H Mutation infiziert wurden. Wird nun der
Überstand des Klons G1 auf die parenteralen BaF Zellen gegeben ist kein
Signal in den parenteralen BaF-Zellen nachweisbar. Ebensowenig bei dem
Überstand der Kontrollzelllinie BaF zeo Y253H. (siehe Abb. 3.24).
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Abbildung 3.24: Einfluss des Conditioned Media der AMN200 Zellklone E9
und G3 auf das Phosphorylierungsmuster von parenteralen BaF Zellen
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Abbildung 3.25: Zeitlicher Verlauf des Phosphorylierungsmusters der G3
AMN200-Zelllinie

3.7.3 Zeitlicher Verlauf des Phosphorylierungsmuster
des AMN200 Klons G3

Falls Zytokine bei dem JAK2 abhängigen Resistenzmechanismus eine Rolle
spielen müsste sich das pJAK2 Signal im Laufe der Zeit bei gehungerten Zel-
len verändern. In Abbildung 3.25 wurde die Phosphorylierung der Zellen im
Verlauf der Zeit dargestellt. Die Zellen wurden zum Zeitpunkt 0 untersucht,
hierbei herrschten noch die normalen Wachstumsbedingungen. Anschließend
wurden jeweils 10x106 in RPMI Medium ohne FCS und 200nM Nilotinib
überführt und nach festgelegten Zeitpunkten geerntet. Als Positivkontrol-
le wurden BaF mig p185 Wildtyp Zellen zum Zeitpunkt 0 verwendet. Zum
Zeitpunkt 0 sind diese Zellen noch keinem Inhibitor ausgesetzt gewesen und
somit ist eine Aktivierung von JAK2 und STAT5 zu erwarten. Nach 4 und 8
Stunden sieht man in den Kontrollzellen durch die Inhibition von BCR-ABL
durch Nilotinib keine Aktivierung von JAK2 oder STAT5 mehr. Die Zellen
G3 aus dem AMN200 Screen wurden in einem RPMI Medium ohne FCS mit
200nM Nilotinib inkubiert und nach 2,3,4,5,6 und 8 Stunden geerntet. In
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dem Zellklon G3 aus dem AMN200 Screen persistiert selbst nach 8 Stunden
das pJAK2 und das pSTAT5 Signal. Das Signal bleibt über die Zeitspanne
hinweg konstant. Es ist also unwahrscheinlich das ein Zytokin abhängiger
Mechanismus bei diesen Zellen eine Rolle spielt. Bei einer Zytokinproduk-
tion der Zellen wäre beim Zeitpunkt 0 ein starkes Signal zu erwarten da
die Zellen zu diesem Zeitpunkt von den produzierten Zytokinen umgeben
sind. Wenn die Zellen in ein neues Medium ohne Zusätze umgesetzt werden
wäre ein zunächst verringertes Signal zu erwarten welches sich im Verlauf
der Zeit schrittweise vermehrt. Dieser Effekt ist in der Zelllinie G3 nicht zu
beobachten. Das Signal des pJAK2 bleibt in der Zelllinie G3 über die Zeit
konstant. Somit ist eine Zytokinproduktion der Zellen unwahrscheinlich und
eine Zytokin unabhängige Aktivierung des JAK2 wahrscheinlich.

3.7.4 Zytokin-Array

Um eine veränderte Zytokinproduktion der AMN200 Zellklone auszuschlie-
ßen wurde noch ein Zytokin-Array durchgeführt. Auf diesem Array sind ver-
schiedene Antikörper gespottet an die sich die Zytokine des Mediums an-
heften können. Über einen fluoreszierenden Antikörper kann dann detektiert
werden ob ein Zytokin in dem Medium vorhanden war. Die auf der verwen-
deten Membran gespotteten Antikörper sind in der Tabelle 2.1 dargestellt.
Es wurde wieder Conditioned Media hergestellt (vgl. Kapitel 3.7.1). Als Ver-
gleichskontrolle wurde das Überstandsmedium der BaF mig p185 Wildtyp
Zellen genommen. Es wurden wieder die Zellklone E9 und G3 aus dem AMN
200 Screen verwendet. In Abbildung 3.26 ist zu sehen das bei allen Zelllinien
die Zytokine im Medium identisch sind. Makroskopisch ist kein Unterschied
in der Zytokinproduktion der Zellen zu sehen.

3.8 JAK2 Aktivierung auch in FLT3ITD po-
sitiven Zelllinien

Bei FLT3ITD Zelllinien, die durch einen Screen eine Resistenz gegen PKC
entwickelt hatten, wurde in einigen Zelllinien eine Resistenz gegen PKC ohne
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Abbildung 3.26: Zytokin Array BaF mig p185, E9, G3

die Beteiligung einer Mutation im FLT3ITD Protein detektiert. In einigen
dieser Zellen wurde eine pJAK2 Aktivierung beobachtet. So zum Beispiel in
dem Zellklon C10. Der Zellklon C7 hingegen weist eine Resistenz gegen PKC
auf ohne Mutation im FLT3ITD und ohne eine Aktivierung von pJAK2.

3.8.1 Proliferationsassay bei Inhibition von JAK2

In diesem Versuch wurde die Inhibition von JAK2 auf die Proliferation der
PKC-resistenten Zellen C7 und C10 getestet. Als Kontrolle dienen parentale
BaF Zellen, diese sind in ihrem Wachstum von IL3 abhängig, dieses gibt das
Proliferationssignal über JAK2 weiter. Wird nun JAK2 inhibiert ist die Pro-
liferation der Zellen eingeschränkt (vgl. Abb. 3.27). PKC alleine hat hingegen
keinen Effekt auf das Wachstum der parentalen BaF-Zellen, die Kombination
aus PKC und JAK-Inhibitor-I hingegen schon, genau wie der JAK-Inhibitor-I
alleine auch. Als weitere Kontrolle wurden BaF mig FLT3ITD Wildtypzel-
len verwendet. Da diese Zellen durch FLT3ITD in ihrem Wachstum von IL3
und JAK2 unabhängig sind hat der Inhibitor alleine kaum Einfluss auf das
Wachstum der Zellen. Der Inhibitor PKC hemmt die Proliferation schon bei
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Abbildung 3.27: MTT-Assay: Proliferation der FLT3ITD Zellen bei JAK2
Inhibition

einer Konzentration von 50nM vollständig. Bei dem Zellklon C7 wie auch
bei C10 sieht man bei dem FLT3ITD Inhibitor PKC bei der Konzentration
von 50nM keine wesentliche Einschränkung der Proliferation. Ebenfalls bei
100nM proliferieren die Zellen weiter, wohingegen die Wildtypzelllinie nicht
mehr wachsen kann. Sowohl beim Zellklon C7 der imWesternblot keine Phos-
phorylierung von JAK2 zeigt, als auch bei C10, der eine Phosphorylierung
von JAK2 zeigt, hat der JAK-Inhibitor-I eine Wirkung auf den Zellwachs-
tum. Beide Zelllinien zeigen bei Einsatz des JAK Inhibitors alleine keine
starke Wirkung auf die Proliferation. Das liegt vermutlich daran, dass ohne
PKC FLT3ITD wieder ein Proliferationssignal an den Zellkern weitergeben
kann und die Zellen somit nicht mehr auf JAK2 angewiesen sind. Setzt man
hingegen die beiden Inhibitoren gemeinsam ein zeigt sich eine deutlich ein-
geschränktes Wachstum der beiden Zelllinien.
Eine Kombination aus den beiden Inhibitoren führt also bei den resistenten
Zelllinien C7 und C10 zu einem verminderten Wachstum.
Um die Signifikanz der Daten zu zeigen erfolgte der Student-t-Test. Hier war
stets p<0,05. Auf Grund der kleinen Daten Menge (Triplets) erfolgte zur bes-
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Abbildung 3.28: Phosphorylierungsmuster bei JAK2 Inhibition bei den PKC
resistenten Zelllinien C7 (JAK2 negativ) und C10 (JAK2 positiv)

seren Darstellung der Signifikanz ebenfalls der Mann-Whitney Test. Hierbei
bestätigte sich die Signifikanz der Daten. In der Abbildung (3.27) werden die
miteinander verglichenen Zellen mittels Klammer gezeigt, der Stern steht für
ein p<0,05.

3.8.2 Einfluß des JAK-Inhibitors-I auf das Phosphory-
lierungsmuster der Zellen

Es wurde in vorhergehenden Experimenten beobachtet, dass einige Zellen
der aus dem Screen gezogenen Zellen ohne Mutation im FLT3ITD, eine
JAK2 Aktivierung aufwiesen. In Abbildung 3.27 wurde gezeigt, dass der
JAK-Inhibitor-I die gegen PKC resistenten Zellen in ihrem Wachstum be-
einflussen kann. Um zu sehen, ob sich auch das Phosphorylierungsmuster
geändert hat, wurden die Zelllinien C7 und C10 im Westernblot miteinander
verglichen. Zellklon C7 und C10 sind beide im FLT3ITD Gen nicht mutiert.
Bei Behandlung mit PKC weist C7 keine JAK2 Aktivierung auf, C10 hinge-
gen schon.
In Abbildung 3.28 werden die beiden Zellklone miteinander verglichen. Hier-
bei kann man auch bei alleiniger Behandlung der Zellen mit PKC in den
Konzentrationen von 50nM wie auch bei 100nM sehen, dass C7 keine JAK2
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Aktivierung aufweist, C10 hingegen schon. Bei beiden Zelllinien sieht man
hingegen eine STAT5 Phosphorylierung. Werden die Zelllinien nun mit dem
JAK-Inhibitor-I inkubiert sieht man bei Zelllinie C10 eine Verstärkung des
pJAK2 Signals, vermutlich wird dieser Effekt eben durch den JAK2 Inhi-
bitor verursacht. Der Anitkörper erkennt die Phopshorylierungsstellte 1007
des JAK2 Proteins. Diese Stelle ist jedoch wichtig für den Abbau des Prote-
ins, die phosphorylierten JAK2 Proteine akkumulieren in der Zelle und das
Signal wird verstärkt. Die Effektivität des Inhibitors ist somit nur indirekt
ablesbar durch die Wirkung auf STAT5. Hier ist zu sehen, dass mit dem
JAK-Inhibitor-I das pSTAT5 Signal verschwindet. In der Zelllinie C7 ist bei
hinzufügen des JAK2 Inhibitors ebenfalls eine Phosphorylierung des JAK2
Proteins nachweisbar. Auch das Phosphorylierungssignal von STAT5, einem
Downstreamtarget von JAK2 verschwindet. Es ist anzunehmen, dass auch
Zellklon C7 einen Januskinase abhängigen Resistenzmechanismus hat der
aber von dem verwendeten pJAK2 Antikörper nicht detektiert wird. Hierzu
passt auch die Inhibition des Wachstums von Zellklon C7 durch den JAK2-
Inhibitor (Vgl. Abb. 3.27).

3.9 Unterschiedliche Aktivität der SRC Kina-
sen

Um zu klären, durch welchen Mechanismus JAK2 in den Zellen aktiviert
wurde, erfolgten weitere Westernblots. Hier wurde besonders das Phospho-
rylierungsmuster der SRC-Kinasen untersucht. Da SRC-Kinasen in der Ak-
tivierung von STAT5 durch FLT3ITD beteiligt sind (Leischner u. a. 2012).

In einem Westernblot (Vgl Abb. 3.29) wurden die Zelllinien FLT3ITD
Wildtyp, also ohne eine Mutation im FLT3ITD und sensibel auf PKC vergli-
chen mit der PKC resistenten Linie C10. Diese Linie weist eine pJAK2 Akti-
vierung auf ohne eine Mutation im FLT3ITD. Als weitere Kontrolle wurden
Zellen untersucht welche die Mutation 691I im FLT3ITD Protein aufweisen.
Diese Mutation führt zu einer PKC Resistenz, FLT3ITD sendet das Signal
also weiterhin an den Zellkern, auch in Anwesenheit von PKC. Der FLT3 Ge-
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Abbildung 3.29: Vergleich der Phosphorylierung zwischen FLT3ITDWildtyp,
FLT3ITD691I und C10

halt der Zellen C10 sowie der Kontrollzellen ist bei gleichem ß-Aktingehalt
der Zellen ähnlich. Somit ist eine Überexpression des FLT3ITD als Resistenz-
mechanismus unwahrscheinlich. In den Westernblots zeigt sich auch hier wie-
der ein phosphoryliertes JAK2. Eine pSTAT5 Aktivierung ist in den BaF mig
FLT3ITD Wildtypzellen zu sehen, da FLT3ITD STAT5 aktivieren kann. Wie
zu erwarten verschwindet dieses Phopshorylierungssignal bei Behandlung der
Zellen mit dem Inhibitor PKC. Die FLT3ITD 691I Zellen sind gegen PKC
resistent, hier verschwindet auf Grund der bleibenden Aktivität das pSTAT5
bei Behandlung mit PKC nicht. Die Zellen C10 weisen eine STAT5 Phospho-
rylierung auf, ausgelöst durch die JAK2 Aktivierung. In diesem Versuch fällt
des Weitern in den C10 Zellen eine deutlich stärkeres Signal der pSRC-Familie
auf. Welches Protein der SRC-Familie hier stärker phosphoryliert ist wurde
im Weiteren untersucht (Vgl Abb. 3.30) . Es wurden die Proteine RRS, LCK
und HCK auf ein unterschiedliches Phosphorylierungsmuster untersucht und
wieder die Zelllinien Baf Mig FLT3ITD Wildtyp, BaF mig FLT3ITD 691I
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und C10 verglichen. Die Zelllinie BaF mig FLT3ITD wurde mit und ohne
PKC untersucht um zu sehen ob der Inhibitor einen Einfluss auf eine unter-
schiedliche Phosphorylierung der SRC-Kinasen hat. Werden die FLT3ITD
Wildtyp Zellen mit PKC behandelt, also FLT3ITD Inhibiert verschwindet
das Phosphorylierungs Signal des FLT3. Da FLT3ITD SRC aktiviert ist die-
ses Verhalten auch zu erwarten. Das pLCK Signal ist unverändert mit und
ohne Behandlung der Zellen mit PKC, ein pHCK Signal läßt sich gar nicht
nachweisen. In der Zellinie BaF mig FLT3ITD 691I ist trotz PKC FLT3ITD
weiter aktiv. Die 691I Mutation führt zu einer starken Resistenz gegen den
Inhibitor, wie zu erwarten ist weiter ein Phosphorylierungssignal der SRC-
Kinase zu sehen. LCK ist auch weiter aktiviert und ein pHCK Signal läßt
sich wie in der Wildtyp Zelllinie nicht nachweisen. Im Zellklon C10 hingegen
fällt auf, dass HCK ein Phosphorylierungssignal aufweist. Das pHCK Signal
ist in den anderen Zelllinien nicht zu sehen. Der Zellklon C10 ist in vorher-
gehenden Versuchen JAK2 positiv (Vgl Abb 3.28). Nun stellt sich die Frage
ob und in welchem Zusammenhang das pHCK Signal zum pJAK2 Signal der
Zellen steht.

3.10 Phosphorylierung von HCK durch JAK2
in der Zelllinie C10

Es stellt sich die Frage ob HCK durch JAK2, JAK2 durch HCK oder beide
Kinasen vollkommen unabhängig voneinander aktiviert werden. Die Frage
läßt sich klären, in dem die Kinasen abwechselnd mit dem entsprechenden
TKI behandelt werden und die Phosphorylierungsmuster gezeigt werden. In
Versuch in Abb. 3.31 wurde HCK durch den Inhibitor PD 16 inhibiert. JAK2
wurde duch den JAK-Inhibitor-I blockiert. Der Inhibitor PD16 wurde in den
Konzentrationen 50nM und 500nM eingesetzt, der JAK2 Inhibitor in einer
Konzentration von 1µM. Untersucht wurden wieder die gleichen Zelllinien
wie in Abb. 3.28: C7 und C10.

In Abbildung 3.31 werden zunächst die Zellen ohne Inhibitoren gezeigt.
C7 zeigt keine Aktivierung von JAK2, jedoch ein Signal bei pSTAT5. Das
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Abbildung 3.30: Unterschiede in der Phosphorylierung der SRC-Kinasen in
den FLT3ITD positiven Zelllinien
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Abbildung 3.31: Inhibition von JAK2 und HCK und Einfluss auf die gegen-
seitige Phosphorylierung

Phospho HCK Signal ist kaum nachweisbar. Der Zellklon C10 ohne Behand-
lung eines Inhibitors weißt sowohl pJAK2, pSTAT5 sowie pHCK auf. Beide
Zellklone wurden nun mit PD16 in einer Konzentration von 50nM behandelt.
Der Zellklon C7 zeigt keine Veränderung des Phosphorylierungsmusters, die
Zellen weisen weiterhin keine Phosphorylierung von JAK2 oder Hck auf, die
STAT5 Phosphorylierung ist durch die Behandlung mit dem SRC-Kinase In-
hibitor PD16 nicht beeinflußt. Der Zellklon C10 ohne einen Inhibitor weist
ein Signal von pJAK2, pSTAT5 sowie pHCK auf. Werden die Zellen mit den
SRC-Kinase Inhibitor PD16 behandelt zeigt sich ein abgeschwächtes Signal
des pHCK, das Signal von phosphoryliertem JAK2 und STAT5 sind un-
verändert. Werden die Zellen mit dem JAK-Inhibitor-I behandelt zeigt sich
ebenfalls ein deutlich reduziertes pHCK Signal, das pSTAT5 Signal ist wie
in den vorhergehenden Versuchen nicht nachweisbar (vgl. Abb. 3.28).
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Diskussion

Mit den Tyrosinkinaseinhibitoren wurde eine effektive Therapie gefunden um
die CML zu behandeln (Deininger u. a. 2005). Viele Patienten werden im Ver-
lauf der Erkrankung resistent gegen die Tyrosinkinaseinhibitoren (Bubnoff
u. a. 2003). Die Mechanismen sind noch nicht ganz aufgeklärt und verstanden
(Bubnoff u. a. 2003). Um die Resistenzen der Zellen zu umgehen müssen zu-
nächst die Mechanismen der Tyrosinkinaseinhibitorresistenz verstanden wer-
den. Eine effektive und zielgerichtete Therapie kann nur entwickelt werden
wenn diese Mechanismen bekannt sind.

4.1 LängereWachstumszeit der resistenten Zell-
klone ohne Mutation im Zielprotein

In beiden Resistenz-Screens sind die mutierten Klone wesentlich schneller ge-
wachsen als die resistenten Zelllinien ohne Mutation. Eine Erklärung hierfür
ist, dass die Mutation zu einer starken Resistenz der Zelle gegen die Inhi-
bitoren führt und die mutierten Linien einen wesentlichen Selektionsvorteil
gegenüber den anderen Zellen haben und sich somit schnell vermehren. Es ist
auch möglich, dass ähnlich wie im Patienten, in den Zellkolonien einige Zel-
len mit einer Mutation schon präexistieren (Willis u. a. 2005) und sich unter
dem Selektionsdruck schneller vermehren. Eine Möglichkeit ist, dass die Re-
sistenzmechanismen nicht so stark sind und somit die Zellen in Anwesenheit
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des Inhibitors immer noch teilweise inhibiert werden. Solche Resistenzme-
chanismen wären zum Beispiel die Überexpression des BCR-ABL oder der
Einbau von Pumpen in die Zellmembran um das Medikament schneller aus
der Zelle zu schleusen (Bubnoff u. a. 2003). Eine weitere Erklärung ist, dass
bei diesen Zelllinien wesentlich komplexere Mechanismen sowie mehrere un-
terschiedliche Mechanismen nacheinander in Kraft getreten sind. Erst das
Zusammenspiel der unterschiedlichen, nacheinander in Kraft getretenen Re-
sistenzmechanismen führt zu der erlangten Resistenz.

4.2 Kreuzresistenz

STI2 Klone

Die STI2 Klone zeigen eine 2-4 mal höhere Resistenz gegen Imatinib als die
Kontroll Zelllinie. Auch gegen die anderen Inhibitoren liegt der IC50 etwa bei
der Hälfte im Gegensatz zu den Nicht-resistenten Zellen. Diese relativ schwa-
chen Resistenzen sind durch einen relativ einfachen Mechanismus wie zum
Beispiel eine Überexpression des BCR-ABL zu erklären (Bubnoff u. a. 2003).
Eine höhere Dosierung von Imatinib oder auch der Umstieg auf einen der
Second-line Inhibitoren können hier die Resistenz überwinden. Für Patienten
ist dies, auch bei Resistenzen ohne Mutation im BCR-ABL Gen, beschrie-
ben (Kantarjian u. a. 2006; Talpaz u. a. 2006). In diesem Versuch zeigt sich
auch, dass eine optimale Imatinibdosierung in den Patienten erreicht werden
sollte. Bei Patienten wird bei einer täglichen Dosis von 400mg Imatinib eine
Plasmakonzentration von etwa 5 µM Imatinib erreicht (Bauer u. a. 2013).
Bei einer niedrigen Dosierung von 2µM Imatinib werden unmutierte Zellen
im Wachstum inhibiert, die mutierten Zellen werden jedoch selektiert.

STI4 Klone

Die STI4 Klone hingegen sind in einer Umgebung von 4µM Imatinib gewach-
sen. Die gewählte Konzentration von 4µM Imatinib im Versuch kommt den
realen Bedingungen sehr nah. Bei Patienten wird in der eingesetzten Do-
sierung von 400mg Imatinib pro Tag eine Plasmakonzentration von 5,26µM
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erreicht (Bauer u. a. 2013). Die Konzentration von 4µM Imatinib führt in den
Kontrollzelllinien zu einer nahezu vollständigen Inhibition des Wachstums.
Die STI4 Klone sind gegen alle eingesetzten Inhibitoren resistent. Die Zellen
weisen nicht nur eine Resistenz gegen den als ersten eingesetzten Inhibitor
auf, sondern auch gegen die Second-line Inhibitoren. In den Versuchen zeigte
sich, dass die Zellen in Abwesenheit des Inhibitors schlechter wachsen. Hier
ist von einem Adaptationsphänomen auszugehen.

AMN200 Klone

Die AMN 200 Klone zeigen in den Versuchen eine ausgeprägte Kreuzresistenz.
Alle drei eingesetzen Tyrosinkinaseinhibitoren waren nicht in der Lage die
Zellen effektiv zu inhibieren (vgl. Abb. 3.14). Der Resistenzmechanismus der
AMN 200 Zellen scheint im Vergleich zu den STI2 und 4 Klonen deutlich
ausgeprägter.

Zusammenfassung der Kreuzresistenz

Alle drei untersuchten Zelllinien zeigen eine Kreuzresistenz auf. Die STI2 Klo-
ne wiesen eine geringe Resistenz auf, jedoch sind auch hier die Zellen deutlich
unempfindlicher gegen alle drei eingesetzen Inhibitoren. Die STI4 Klone zei-
gen ebenfalls eine effektive Resistenz gegen alle drei Inhibitoren. Die AMN
200 Zellklone weisen die stärkste Resistenz auf. Ebenso wie bei den anderen
Zelllinien ist auch eine Kreuzresistenz gegen alle drei eingesetzen Inhibitoren
zu sehen. Die AMN 200 Klone haben jedoch den effektivsten Mechanismus
mit der stärksten Resistenz. Hier ist zu sehen, dass die Resistenz gegen einen
Inhibitor auch eine Resistenz gegen die eingesetzten Second-line Inhibitoren
bedeuten kann. Ein Umstieg in der Behandlung von einem First-line auf ein
Second-line Medikament muss also nicht erfolgsversprechend sein. Es gilt den
Resistenzmechanismus zu finden um die Zellen effektiv zu inhibieren.
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4.3 Unterschiedliche Resistenzmechanismen der
Wildtypzelllinien

STI 2 Klone

Die STI2 Klone zeigen in den Kreuzresistenzuntersuchungen zwar eine Re-
sistenz gegen Imatinib und die beiden Second-line Inhibitoren Nilotinib und
Dasatinib. Die Resistenz ist signifikant, jedoch durch Dosiserhöhung des ein-
gesezten Inhibitors oder Substanzwechsel zu überwinden. Bei einer Verdoppe-
lung der Dosis des Inhibitors sind schon die meisten Zellen effektiv inhibiert.
Klinisch kann dies bedeuten, dass bei dem vorliegendem Mechanismus eine
Dosiserhöhung des Inhibitors, oder die Umstellung auf einen Second-line In-
hibitor eine therapeutische Option darstellt (Kantarjian u. a. 2006; Talpaz
u. a. 2006).

STI 4 Klone

Die Untersuchungen der STI4 Klone zeigen hingegen, dass hier ein stärke-
rer Resistenzmechanismus vorliegt. Bei den STI4 Klonen ist währrend der
Zellkultur jeweils eine Punktmutation im Zielprotein aufgetreten. Die Zellen
wurden stets in einer Umgebung von 4µM Imatinib gehalten. Somit bestand
ein hoher Selektionsdruck für die Zellen bei der recht hohen Konzentration
an Imatinib. Es ist möglich, dass seit Anfang der Selektion der Zellen schon
einige Zellen mit einer Punktmutation vorgelegen haben und diese im Verlauf
der Zeit auf Grund des Selektionsdruckes hochwachsen. In Patienten ist dieses
Phänomen beschrieben (Willis u. a. 2005). Eine weitere Möglichkeit ist, dass
die Zellen, bei denen ja auch schon durch das Philadelphia-Chromosom eine
erhöhte genetische Instabilität vorliegt (Bubnoff u. a. 2003), im Verlauf die
Mutation im Zielprotein aufgetreten ist und diese Zellen nun vermehrt wach-
sen und somit die Zellen mit einer Resistenz gegen Imatinib ohne Mutation
des BCR-ABL verdrängen.
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AMN200 Klone

Der Resistenzmechanismus der AMN 200 Klone ist deutlich effektiver als der
Mechanismus der STI2 oder STI4 Klone. Keiner der eingesetzen Inhibitoren
hemmt das Wachstum der Zellen komplett. Eine Umstellung auf einen be-
kannten Second-line Inhibitor oder Dosiserhöhung des Nilotinib stellt keine
Therapieoption dar. Die Daten weisen daraufhin, dass bei Nilotinib als First-
line Inhibitor stärkere Resistenzmechanismen selektiert. Eine Erhöhung der
Nilotinib Dosierung oder Substanzwechsel ist in den untersuchten Zellen nicht
erfolgversprechend.

4.4 JAK2 Aktivierung der AMN 200 Klone

Gleich mehrere Zelllinien zeigen im Resistenzscreen eine JAK2 Aktivierung
trotz effektiver Inhibition des BCR-ABL. Xie u. a. 2001 haben gezeigt, dass
JAK2 von BCR-ABL auch Interleukin 3 unabhängig aktiviert werden kann.
Es wurde auch gezeigt, dass JAK2 einen Komplex mit BCR-ABL eingeht und
eine Inhibition dieses Komplexes zum Zelluntergang führt. (Xie u. a. 2001).
In den Versuchen zeigte sich hingegen eine BCR-ABL unbhängige Aktivie-
rung von JAK2 die zu einer Resistenz der Zellen führt und zu einem wei-
teren Wachstum der Zellen trotz Inhibition des BCR-ABL. Eine Aktivie-
rung von JAK2 durch Zytokine (Wang u. a. 2007) wurde in den Versuchen
mit Conditioned media ausgeschlossen (vgl. Abb. 3.7.4 und 3.7.2). In den
Westernblots zeigte sich, dass BCR-ABL durch Nilotinib inhibiert wird aber
die Zellen anscheinend unabhängig von BCR-ABL weiter proliferieren. Wird
BCR-ABL durch einen anderen Inhibitor wie Imatinib oder Dasatinib blo-
ckiert, kann dieser BCR-ABL unabhängige Weg trotzdem ein Signal weiter-
leiten und somit die Zelle zum Wachstum anregen. Die Abhängigkeit dieser
alternativen Signalkaskade von JAK2 zeigt sich durch die Inhibition durch
den JAK-Inhibitor-I. Wird JAK2 spezifisch durch den Inhibitor blockiert ist
keine Proliferation der Zellen mehr zu verzeichnen. Die Zellen werden durch
Blockade des für die offensichtilich essentiell gewordenen JAK2 kompelett
in ihrer Proliferation inhibiert. Die Kombination eines JAK2-Inhibitors mit
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Imatinib hat in Versuchen mit BCR-ABL positiven Zelllinien schon erfolg-
versprechende Ergebnisse gezeigt (Okabe u. a. 2014). Für Patienten könnte
dies bedeuten, dass bei einer Resistenz gegen Imatinib und ohne Nachweis
einer Mutation des BCR-ABL möglicherweise die Kombination mit einem
JAK2-Inhibitor Erfolg bringen könnte.

4.5 Nachweis des Y1007/1008 in JAK2 auch
bei Inhibition von JAK2

Durch die Behandlung der Zellen mit Nilotinib als BCR-ABL Inhibitor und
dem JAK-Inhibitor I als JAK2-Inhibitor wurden die AMN200 Zellen in ihrem
Wachstum effektiv gehemmt (Vgl. Abb. 3.21). Des Weiteren lässt sich in den
Western Blots nach der Behandlung mit dem JAK-Inhibitor I das Downstre-
amsignal von BCR-ABL und JAK2, das STAT5 nicht mehr in phosphory-
lierter Form nachweisen (vgl. Abb. 3.22).
In früheren Versuchen wurde gezeigt, dass der Pan-JAK-Inhibitor JAK-Inhibitor-
I die Phosphorylierung von JAK2 bei einer Konzentration von 0,5µM inhi-
bieren kann (Pedranzini u. a. 2006). In den hier durchgeführten Versuchen
wurde der Inhibitor in einer höheren Dosierung von 1µM eingesetzt, trotzdem
besteht weiterhin ein Signal bei pJAK2. In den Western Blots wird das aktive
JAK2, also das phosphorylierte JAK2 durch einen Antikörper nachgewiesen
welcher das phosphorylierte Tyrosin an Stelle 1007/1008 von JAK2 erkennt.
Dieses Tyrosin ist sowohl wichtig in der Aktivität des Proteins (Feng u. a.
1997), wie auch in seinem Abbau. An dieser Stelle binden Proteine an JAK2
welche für die Ubiquitination und somit den Abbau von JAK2 zuständig sind
(Sasaki u. a. 1999). Dies lässt sich in den Western Blots auch daran erkennen,
dass bei den JAK2 negativen Zelllinien durch Einsatz von JAK-Inhibitor-I
ein Signal bei Phospho-JAK2 zu erkennen ist. Jedoch kann bei den inhibier-
ten Zelllinien kein Nachweis von Phospho-STAT5, einem Downstream Signal
von JAK2, mehr verzeichnet werden.

Auf Grund dessen wurden in den Versuchen nicht nur Phospho-JAK2 son-
dern auch das Downstreamsignal, das phoyphorylierte STAT5, nachgewiesen
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um sicher zu gehen, dass es sich bei den nachgewiesenem phosphorylierten
JAK2 sich nicht um ein im Abbau befindliches, inaktives JAK2 handelt,
sondern um ein aktives JAK2.

4.6 JAK2 Aktivierung der FLT3ITD positi-
ven Zellen

Parallel zu den Versuchen mit den BCR-ABL positiven Zelllinien wurden
auch Resistenzmechanismen in FLT3ITD positiven Zelllinien ohne Mutation
im Zielprotein der Tyrosinkinaseinhibitoren untersucht. Erstaunlicherweise
konnte auch hier, wie in der AMN200 Zelllinie, mehrere Zellklone identi-
fiziert werden, die einen starken Resistenzmechanismus aufwiesen und eine
JAK2 Aktivierung zeigten. Die JAK2 Aktivierung als Resistenzmechanismus
scheint ein krankheitsübergreifender Mechanismus zu sein. Obwohl es sich bei
den BCR-ABL und FLT3ITD positiven Zellen um komplett andere Zellen,
bzw. Erkrankungen handelt zeigen beide Zelllinien unabhängig voneinander
die Aktivierung des JAK2. Auch bei den FLT3ITD positiven Zellen lässt sich
die Proliferation der Zellen durch den JAK-Inhibitor-I hemmen. Wird den
JAK2 positiven Zelllinien JAK-Inhibitor-I zugegeben, proliferieren sie nicht
mehr weiter. Auch lässt sich hier in den Westernblots bei den JAK2 negati-
ven Zelllinien durch Zugabe des JAK-Inhibitor-I ein Phosphorylierungssignal
in den eigentlich JAK2 negativen Zelllinien nachweisen. Dies deutet wieder
darauf hin, dass das nachgewiesene phosphorylierte Tyrosin 1007/1008 nicht
unbedingt ein aktives JAK2 hinweist, sondern auch im Abbau des JAK2 vor-
kommt, also für ein inaktives JAK2 sprechen kann. Der Nachweis des aktiven
JAK2 gelingt auch in diesen Zellen wieder indirekt über den Nachweis von
phosphoryliertem STAT5. Hier zeigt sich jedoch auch bei der JAK2 negati-
ven Zelllinie C7, wie auch bei der JAK2 positiven Zelllinie C10, dass durch
den JAK-Inhibitor-I eine Proliferation der Zellen nicht mehr möglich ist. Das
Signal des phospho STAT5 erlischt durch den Inhibitor in beiden Zelllinien.
Auch in den Proliferations Assays zeigte sich, dass bei beiden Zelllinien, der
JAK2 negativen und der JAK2 aktiven Zelllinie durch die Kombination der
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beiden Inhibitoren: des Inhibitors gegen FLIT3ITD und JAK2 die Zellen
deutlich in ihrem Wachstum gehemmt wurden. Da der JAK-Inhibitor-I ein
Pan-JAK-Inhibitor ist, ist die Hemmung der Proliferation durch Inhibition
einer anderen Janus-Kinase erklärbar. Nicht nur JAK2 aktiviert STAT 5 son-
dern auch JAK1, JAK3 und TYK2 (Rane u. a. 2000). Auch in diesen Zellen
ist die Kombination des JAK Inhibitors mit dem FLT3ITD Inhibitor Mi-
dostaurin eine effektive Therapie. Für Patienten kann dies heissen, dass bei
einer Resistenzentwicklung gegen Midostaurin ohne Mutation im FLT3ITD
eine Kombination mit einem JAK-Inhibitor erfolgversprechend sein könnte.

4.7 JAK2 vermittelte Aktivierung von HCK

In den Westernblot der Abbildung 3.29 zeigte sich in der JAK2 positiven
Zelllinie ein stärkeres Phosphorylierungs Signal der SRC-Familien Kinasen.
Durch den Antikörper werden alle phosphorylierten Mitglieder der SRC-
Familie nachgewiesen. In den weiteren Versuchen wurde nachgewiesen, dass
in der Zelllinie C10 die SRC Kinase HCK vermehrt phosphoryliert ist (vgl
Abb. 3.30.) In diesem Versuch lässt sich auch zeigen, dass weder das Phospho-
JAK2 noch das Phospho-STAT5 Signal durch den SRC-Inhibitor (welcher
auch HCK als Mitglied der SRC-Familie inhibiert) verschwindet. Jedoch wird
deutlich weniger phosphoryliertes HCK nachgewiesen, wenn JAK2 durch den
JAK-Inhibitor-I gehemmt wird. Dies kann darauf schließen lassen, dass HCK
durch die JAK2 Signal Kaskade aktiviert wird. Sowohl HCK als auch JAK2
können an den Interleukin-3 Rezeptor binden, was darauf schließen lässt, dass
HCK in den resistenten Zelllinien in einem Komplex mehrerer Proteine phos-
phoryliert wird (Burton u. a. 1997). Ursächlich für den Resistenzmechanismus
ist HCK jedoch nicht. Eine Kombination aus dem FLT3ITD Inhibitor Mi-
dostaurin und einem SRC-Kinase Inhibitor führt nicht zu einem vermehrten
Zelluntergang. Eine Kombination aus Midostaurin und einem SRC-Kinase
Inhibitor ist somit bei Patienten mit einer Resistenz ohne Mutation im Ziel-
protein (FLT3ITD bzw. BCR-ABL) vermutlich nicht effektiv.
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4.8 Inhibition von JAK2 hemmt die Prolife-
ration in BCR-ABL und FLT3ITD posi-
tiven Zelllinien

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Inhibition von JAK2 sowohl in BCR-
ABL wie auch in FLT3ITD positiven Zelllinien zur Apoptose der Zellen führt.
Es handelt sich hier um einen krankheitsübergreifenden, effektiven Resistenz-
mechanismus ohne eine Mutation im Zielprotein. Sowohl BCR-ABL wie auch
FLT3ITD positive Zelllinien zeigen eine Aktivierung von JAK2. Diese Akti-
vierung von JAK2 zeigt sich in beiden Zelllinien als essentiell für deren Über-
leben. Die Kombination eines JAK-Inhibitors mit dem primär eingesetzten
Tyrosinkinaseinhibitor führt zu einer Überwindung des Resistenzmechanis-
mus. Dies wird auch in anderen Arbeiten postuliert (Okabe u. a. 2014). Für
die Klinik kann dies Bedeuten, dass bei resistenten Patienten ohne Mutation
im Zielprotein eine JAK2 Aktivierung eine mögliche Ursache für die Resis-
tenz ist und die die Behandlung durch einen JAK-Inhibitor ergänzt werden
könnte.
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Zusammenfassung

In dieser Arbeit werden die Resistenzmechanimen in BCR-ABL und FLT3ITD
positiven BaF/3 Zelllinien gegen Tyrosinkinaseinhibitoren ohne Mutation im
Zielprotein untersucht. Die resistenten Zellen wurden in Screens erzeugt in
denen sie ständig dem jeweiligen Inhibitor ausgesetzt waren. Zellklone aus
einem Screen unter 2µM STI waren mit erhöhter Konzentration von Imatinib
ober auch durch die Second-line Inhibitoren Nilotinib und Dasatinib effektiv
im Wachstum zu inhibieren. Eine Dosiserhöhung oder auch ein Substanz-
wechsel ist hier zielführend.
Die STI4 Klone, also Zellen gezogen mittels eines Screens unter 4µM Imati-
ninb, entwickelten sekundär im Verlauf Mutationen im BCR-ABL Gen. Eine
Mutation auch im Verlauf der Therapie mit Imatinib ist stets möglich und
sollte auch in der Therapie des Patienten stets bedacht werden.
Die Zellklone aus einem Screen unter 200nM Nilotinib zeigten eine starke
Kreuzresistenz gegen sowohl Imatinib als auch Dasatinib. Der Resistenzme-
chanismus dieser Zellen war deutlich stärker als in den STI2 oder STI4 Klonen
obwohl keine Mutation im Zielprotein vorliegt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
geben einen Hinweis darauf, dass bei Zellen welche mit Nilotinib als First-line
Medikament behandelt wurden, ein stärkerer Resistenzmechanismus in Kraft
tritt. Bei den Klonen aus dem AMN200 Screen sowie bei der FLT3ITD po-
sitiven Zelllinie wurde mittels Westernblot trotz Inhibition des Zielproteins
ein phospho JAK2 Signal und pHCK Signal nachgewiesen. Die Inhibition des
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HCK durch einen SRC-Kinase Inhibitor führte nicht zur Apoptose der Zellen.
Wird jedoch in den Zellen JAK2 zusammen mit der Zielkinase (BCR-ABL
bzw. FLT3ITD) inhibiert führt dies zur Zellapoptose. Die JAK2 Aktivierung
als Resistenzmechanismus tritt hier als krankheitsübergreifender Mechanis-
mus auf, da dieser Mechanismus sowohl in BCR-ABL wie auch in FLT3ITD
positiven Zelllinien nachgewiesen wurde. Eine kombinierte Therapie aus ei-
nem JAK-Inhibitor und dem eingesetzen First-line Inhibitor kann somit als
Strategie zur Durchbrechung der Tyrosinkinaseinhibitor Resistenz bei der
CML und der FLT3ITD positiven AML dienen.
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