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1 Einleitung

Bei der Behandlung maligner Erkrankungen, die in Deutschland bei einem bedeuten-
den Anteil der jahrlichen Sterbefélle todesursachlich sind [Statistisches Bundesamt
2015], spielt neben der Chirurgie und Strahlentherapie klassischerweise auch die
Applikation systemisch wirksamer Medikamente eine wesentliche Rolle. Diese kon-
servative Form der Krebstherapie wird seit fast einem Jahrhundert dominiert durch
den Einsatz zytotoxischer Arzneimittel, deren Wirkung sich relativ unspezifisch vor
allem an sich schnell teilenden Zellen entfaltet. Dabei werden nicht nur sich stark
vermehrende Tumorzellen abgetétet oder in ihrem Wachstum gehemmt, sondern
auch gesunde Zellen mit hoher Proliferationsrate. Aus diesem Grund treten bei vie-
len Patienten, die sich einer solchen Behandlung unterziehen, eine Vielzahl uner-
wlnschter Nebenwirkungen wie Haarverlust, Myelosuppression oder gastrointestina-
le Probleme auf. Bei bestimmten Krebserkrankungen besteht seit einiger Zeit jedoch
die Mdglichkeit im Rahmen einer targeted therapy Substanzen einzusetzen, die rela-
tiv spezifisch gegen molekulare Ziele in und an Tumorzellen gerichtet sind und so im
Allgemeinen deutlich vertraglicher sind als traditionelle Zytostatika [Urruticoechea,
Alemany et al. 2010; Gerber 2008].

Diese Art der zielgerichteten Therapie basiert auf grundlegenden Erkenntnissen auf
dem Gebiet der Genetik und Molekularbiologie. So ist es gangige Lehrmeinung, dass
.Krebs [...] durch Verdnderungen des Genoms verursacht wird“ [Wagener et Miller
2010]. Demnach kdénnen durch Veranderungen an bestimmten Genen, die wichtige
Funktionen hinsichtlich des Zellwachstums und der Zellentwicklung Ubernehmen,
aus somatischen Zellen oder auch Keimbahnzellen Krebszellen entstehen (maligne
Transformation). Dies geschieht entweder Uber eine Aktivierung sogenannter Pro-
toonkogene oder Uber die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen. Beim erstge-
nannten Mechanismus werden Protoonkogene, die normalerweise eine wichtige Rol-
le bei der Regulation der zellularen Antwort auf Wachstumssignale oder auch
innerhalb des Zellzyklus spielen, durch Mutationen, Gen-Rearrangements oder
Genamplifikationen zu Onkogenen aktiviert. Dies hat zur Folge, dass die daraus her-

vorgehenden Genprodukte qualitativ oder auch quantitativ hinsichtlich ihrer Funktion



derart verandert sind (gain of function), dass ein onkogenes Zellwachstum begtinstigt
wird. Von Onkogenen exprimierte Proteine lassen sich dabei bekanntermaBen vor
allem Rezeptortyrosinkinasen, intrazellularen Tyrosinkinasen, Serin-Threonin-
Kinasen, G-Proteinen, Wachstumsfaktoren oder auch nuklearen Proteinen zuordnen.
Im Gegensatz dazu kénnen maligne Zellen auch durch eine Inaktivierung bestimmter
Gene, sogenannter Tumorsuppressorgene, entstehen. Dabei fiihrt der Funktionsver-
lust oder die Funktionsverringerung (loss of function) der aus diesen Genen hervor-
gehenden Produkte, die fir gewdhnlich auf Zellproliferation und Apoptose eine hem-
mende Wirkung ausiben, zu einem unkontrollierten Zellwachstum. Dies geschieht
ebenfalls durch Mutationen oder Rearrangements in den jeweiligen zugrundeliegen-
den Genen [Rosenberg et Krontiris 1995; Wagener et Maller 2010].

Die ldentifizierung solcher molekularen und genetischen Veranderungen in den un-
terschiedlichen Tumorentitaten ermdglichte die Entwicklung von Medikamenten im
Sinne der targeted therapy, die seit ca. 15 Jahren eingesetzt werden. Dabei stehen in
der klinischen Praxis im Moment zwei unterschiedliche Wirkstoffklassen und damit
verbunden auch zwei alternative Herangehensweisen zur Verflgung. Zum einen
kommen niedermolekulare Substanzen zum Einsatz, die auf unterschiedlichen Ebe-
nen die Weiterleitung von Wachstumssignalen negativ beeinflussen kdénnen. Zum
anderen kann auf monoklonale Antikérper zurlickgegriffen werden, die den Tumor
gegenuber Wachstumsfaktoren isolieren oder auch Interaktionen zwischen Wachs-
tumsfaktoren und dazugehdrigen Zellrezeptoren unterbinden. Darlber hinaus ist be-
schrieben, dass diese EiweiBe einen zytotoxischen Effekt auf Krebszellen ausiiben
kénnen, der entweder direkt im Rahmen der komplementvermittelten Zytolyse (CDC)
oder indirekt Uber Effektorzellen (z.B. natlrliche Killerzellen) bei der antikérperab-
hangigen zellvermittelten Zytotoxizitadt (ADCC) ausgetbt wird [Urruticoechea, Alema-
ny et al. 2010; Gerber 2008; Natsume, Niwa et al. 2009].

In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass der monoklonale Antikérper Trastuzu-
mab als erste Substanz lberhaupt im Sinne einer targeted therapy erfolgreich einge-
setzt wurde. Das seit 2000 in Deutschland zugelassene Medikament richtet sich da-
bei gegen die Rezeptortyrosinkinase HER2/neu, welche bei etwa 20 bis 25 Prozent
aller Brustkrebspatientinnen tberexprimiert ist. Als ein weiterer Meilenstein der targe-
ted therapy qilt auBerdem die Einfiihrung von Imatinib, dem Prototypen der nieder-

molekularen Substanzen. Dabei bindet dieser Wirkstoff mit hoher Spezifitat in der
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ATP-Bindungsstelle der Tyrosinkinase BCR-ABL, wodurch die chronische myeloische
Leukamie (CML) einer neuen Art der Therapie zugéanglich wurde [Urruticoechea,
Alemany et al. 2010; Untch, Jackisch et al. 2006; Mdller-Tidow, Krug et al. 2007].

So werden aktuell neben Imatinib auch weitere Vertreter der niedermolekularen Sub-
stanzen als Therapeutika gegen Neoplasien verabreicht, unter anderem bei der Be-
handlung FLT3-mutierter akuter myeloischer Leukdmien (PKC412; vgl. Kapitel 4)
oder auch bei der Therapie der chronischen myeloischen Leukamie (Imatinib, Dasa-
tinib, Nilotinib; vgl. Kapitel 5). Die dabei auftretenden Resistenzen und die dahinter
stehenden molekularen Mechanismen sollen in dieser Arbeit ndher beleuchtet wer-
den. Dies geschieht anhand der Untersuchung zweier Kandidatengene in einem Mo-
dell der FLT3-ITD-Kinase-unabhangigen Resistenz (vgl. Kapitel 4) sowie der Charak-

terisierung einer neuen BCR-ABL Resistenzmutation (vgl. Kapitel 5).

2 Materialien

2.1 Chemikalien und biogene Substanzen

Acrylamid/Bisacrylamid Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe

Agarose Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Aqgua ad iniectabilia, steril B. Braun, Melsungen

Bacto™ Agar BD Biosciences, Heidelberg
Bacto™ Hefeextrakt BD Biosciences, Heidelberg
Bacto™ Trypton BD Biosciences, Heidelberg
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Complete Mini Protease Inhibitor Tabletten Roche, Mannheim

Cycloheximid Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Dasatinib BMS, New York, USA



Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

dNTP Mix, 10 mM
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Glycerol
Glycerol-2-Phosphat

Glycin

Imatinib

Isopropanol

Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumfluorid
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat

Nilotinib

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Fermentas, St. Leon-Rot

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Fluka Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Novartis, Basel, Schweiz

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Serva Elektrophoresis, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Fluka Chemie, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Fluka Chemie, Taufkirchen

Novartis, Basel, Schweiz

Phosphate buffered saline (PBS), 10-fach, fest Biochrom AG, Berlin



PKC412
Salzsaure

SuperSignal® West Chemolumineszenz
Substrat

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymehyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypanblau

Trockenmilchpulver

Tween 20

2.2 Molekulargewichtsmarker

100 bp DNA Ladder
1 kb Plus DNA Ladder

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Novartis, Basel, Schweiz

Merck, Darmstadt

Pierce, Rockford, USA
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fluka Chemie, Taufkirchen

Fluka Chemie, Taufkirchen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot

2.3 Medien und Zuséatze fir die Zellkultur

Diphtherietoxin
DMEM

FCS Gold

Hygromycin B
Lipofectamine™ 2000

Opti-MEM® | Reduced Serum Media

Calbiochem, La Jolla, USA
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe



PBS, 10-fach, steril
Penicillin/Streptomycin-Lésung
PKC412

Polybrene

Puromycin Dihydrochlorid
rekombinantes, murines Interleukin 3

RPMI-1640-Medium

Trypsin-EDTA-L6sung, 10-fach

2.4 AntikOrper

Anti-ABL (8E9)
Anti-a-B-Aktin (AC-15)
Anti-c-myc (9E10)

Anti-HA (Y-11)

Anti-JAK2

Anti-Kaninchen 1gG, HRP-konjugiert
Anti-Maus 1gG, HRP-konjugiert
Anti-Maus IgG IRDye 680

Anti-SOCS1

Anti-STAT5 (G-2)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Novartis, Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Calbiochem, La Jolla, USA

R&D Systems, Wiesbaden

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

BD Pharmingen™, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg

Upstate Biotechnology, New York,
USA

Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
LI-COR Biosciences, Lincoln, USA

Zymed Laboratories, San Francisco,
USA

Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg



Anti-Phospho-JAK2 (21870-R)

Anti-Phospho-STAT5 (18E5)

Anti-a-Phospho-Tyrosin (pY20)

Anti-a-Phospho-Tyrosin (4G10)

Anti-PTPLAD2

Anti-a-Tubulin (TU-02)

2.5 Enzyme

rAPid Alkaline Phosphatase
Restriktionsendonukleasen
Pfu DNA Polymerase

Phusion™ Hot Start DNA Polymerase

2.6 Zelllinien

Ba/F3

Phoenix E

2.7 Bakterienstamme

Escherichia Coli DH5a™

Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg

Thomas Wheeler und Henry

Sadowski, Hamilton, Neuseeland
PharMingen, San Diego, USA

Upstate Biotechnology, New York,
USA

Abcam, Cambridge, UK

Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg

Roche, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

Finnzymes, Espoo, Finland

DSMZ, Braunschweig

Gary Nolan, Stanford, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe



One Shot® TOP10 Chemically Competent

E.coli Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.8 Molekularbiologische Kitsysteme und Verbrauchsmateri-

alien

Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V Lonza Cologne, KéIn

CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell

Proliferation Assay Promega, Mannheim
CL-XPosure Film Thermo Scientific, Karlsruhe
QIAGEN® Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

QIAGEN® Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden
NucIeoSpin® Extract Il Kit Macherey-Nagel, Diren

Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Rapid DNA Ligation Kit Roche, Penzberg

RevertAid H Minus First Strand cDNA

Synthesis Kit Thermo Scientific, Karlsruhe
SuperSignal West Pico, Dura, Femto Thermo Scientific, Karlsruhe
TRIzol® Reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.9 Membranen

PVDF-Membran Immobilon-FL Millipore, Schwalbach am Taunus

PVDF-Membran Immobilon-P Millipore, Schwalbach am Taunus



2.10 DNA-Konstrukte und Vektoren

pBABEpuro
pBABEpuro + PTPLAD2
PBABEpuro + SOCSH
pBluescript SK + p185°CRABL
pBluescript SK + p1 g5BCR-ABL + ON
pCR™-Blunt II-TOPO®
pCR™-Blunt Il-TOPO® + SOCS1
pcDNA 3.1/Zeo(-)

PcDNA 3.1/Zeo(-) + p185B8CRABL+ N
pEF-Flagt mSOCS

pLMP

pLMPmiR™

pLMPmiRPTPLAD2

2.11 Oligonukleotide

Addgene, Cambridge, USA
diese Arbeit

diese Arbeit

Jana Sanger

diese Arbeit

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
diese Arbeit

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
diese Arbeit

Jana Sanger

Thermo Scientific, Karlsruhe
Corinna Albers

diese Arbeit

Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma MWG (Ebersberg) bestellt.

2.11.1  Primer fur Klonierungen

BCR-ABL Xbal for

5’ CCACTAAAGCGAGTGAGCTGGACTTGGS

BCR-ABL Sphl rev

5GGTGGATGAGTCAAACTGCTTGCCAGC3’



miR30 common for

5’CAGAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGS

miR30 common rev

5CTAAAGTAGCCCCTTGAATTCCGAGGCAGTAGGCA3’

SOCS1 BamHl for

5’ ATATATGGATCCATGGCATCAATGCAGAAGCTGATCTCAGAG3’

SOCS1 EcoRl rev

5TATATAGAATCCTCAGATCTGGAAGGGGAAGAAACTCAGGTAZ

SOCS1 Myc for

5’ATGGCATCAATGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGGTAGCAZ’

SOCS1 rev

5TCAGATCTGGAAGGGGAAGGAACTCAGGTAGS

PTPLAD2 BamHlI for

5TATGGATCCATGGGGCCCTCGGTGCTGCCAGCC3’

PTPLAD2 for

5ATGGGGCCCTCGGTGCTGCCAGY

PTPLAD2 HA EcoRl for

5’ ATATATGAATTCGCCACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGGGCCCTCGGTGCTGCC
AGCCTGGCTGCAGS

PTPLAD2 HA Sall rev

5TATATAGTCGACTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTACACGTTCTTCTGTTTGACAGS3’

PTPLAD2 Sall rev
5TATATAGTCGACTCACACGTTCTTCTGTTTGACAGAAAAAACS’
10



PTPLAD?2 rev

5TCACACGTTCTTCTGTTTGACAG3’

2.11.2  Primer flr die Mutagenese mittels PCR

BCR-ABL + 9N

5’CTGCACCAGGTTAGGGTGTTGAGGGAAACTGATCTCCTTCATCACCGCCS

2.11.3 Primer fUr den Tagman

PTPLAD2 Taq for

5GGCTGCAGCCCAGGTATAGGAAGS’

PTPLAD2 Taq rev

5’ CCAGTATCCATGAGTGGCCACAG3’

2.11.4 Oligonukleotid far die miR Klonierung

PTPLAD2 miR

5TGCTGTTGACAGTGAGCGCGGTATAGGAAGAATGTATATCTAGTGAAGCCACAGATGTAGATATAC
ATTCTTCCTATACCTTGCCTACTGCCTCGGASZ

2.12 Standardgerate

ABI PRISM® 7700 Applied Biosystems, Foster City,
USA

Agarosegel Elektrophoresekammer Biometra, Gottingen

Agarosegel Elektrophoresekammer Kodak, New Haven, USA

Analysenwaage BP 221S Sartorius, Géttingen

COy-Inkubator SW J 500 TV BB Nunc, Wiesbaden

Digitalwaage LC 1200 S Sartorius, Géttingen
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Elisa Reader Sunrise™
Entwickler Optimax®

Incubator-Shaker Innova 4000

Kahlzentrifuge J2-HS
Klhlzentrifugen 5417R, 5810R
Lichtmikroskop Axiovert 25
Magnetrihrgerat CB162
Mini-Protean® Tetra Cell
Multi-Gel Long Elektrophoresekammer
Neubauer-Zahlkammer
Nucleofector® Elektroporator
Odyssey®

PCR-Thermocycler Primus
pH-Meter inoLab®

Schiittler WT 12

Sterile Werkbank, Laminar-Flow 1.8

Tecan, Crailsheim
Protec, Oberstenfeld

New Brunswick Scientific, Edison,
USA

Beckman, Fullerton, USA
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Jena

Carl Stuart Limited, Dublin, Irland
Bio-Rad, Miinchen

Biometra, Géttingen

Reichert, New York, USA

Lonza Cologne, Kéln

LI-COR Biosciences, Lincoln, USA
MWG-Biotech, Ebersberg

WTW, Weilheim

Biometra, Gottingen

Holten, Gydewang, Déanemark

Stromgeneratoren PowerPac 25, PowerPac200 Bio-Rad, Miinchen

Sub-Cell® Model 192
Thermomixer 5436
Tischzentrifuge 5415D
Transphor Electrophoresis Unit
UV-Lampe Tl 2

Vortex Mixer 7-2020

Wasserbad 1083

Bio-Rad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Hoefer, Holliston, USA
Biometra, Gottingen
neolLab, Heidelberg

GFL, Burgwedel
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Zentrifuge Megafuge R 1.0 Thermo Scientific, Karlsruhe

2.13 Lésungen, Puffer und Gele

Ampicillin-Stammldsung: 50 mg/mlin A.d.
Blockierldsung fur Western-Blot: 5 % (w/v) Trockenmilchpulver
0,1 % Tween 20 in PBS
DNA Probenpuffer (10-fach): 60 % Glycerol
0,2 % Bromphenolblau
0,2 M EDTAInA.d.
LB-Medium (fllssig): 1 % Bacto-Trypton
0,5 % Bacto-Hefeextract
1 % NaCl in A.d.

1 M NaOH (pH 7,0)

LB-Medium (fest): 1,5 % Bacto-Agar in flissigem
LB-Medium

Lysis-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
130 mM NacCl
5 mM EDTA

0,5 % Triton X-100

20 mM NaHPO4/NaH>PO4 (pH 7.5)
10 mM Natriumpyrophosphat (pH 7)
1 mM Natriumorthovanadat

20 mM Natriumfluorid

1 mM Glycerol-2-Phosphat
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Sammelgel:

SDS-Elektrophoresepuffer:

SDS-Probenpuffer (2-fach):

TAE-Puffer (10-fach):

Transferpuffer:

Trenngel:

1 Protease-Inhibitor Tablette
ad 10 ml A.d.

5 % Polyacrylamid-Lésung
12,5 mM Tris/HCI (pH 6,8)
0,1 % SDS

0,3 % APS

0,1 % TEMED

25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1 % SDS in A.d.

1 M Tris/HCI (pH 6,8)

200 MM DTT

4 % SDS

0,2 % Bromphenolblau

20 % Glycin in A.d.

0,4 M Tris

1,1 % Essigsaure

10 mM EDTA (pH 8,0) in A.d.
25 mM Tris

192 mM Glycin

20 % Methanol

0,1 % SDSin A.d.

7-9 % Polyacrylamid-Lésung

375 mM Tris/HCI (pH 8,8)



0,1 % SDS
0,3 % APS

0,1 % TEMED

3 Methoden

3.1 Gentechnische Verfahren

3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wird verwendet, um eine bestimmte Nukleotidse-
quenz aus einem vorliegenden doppelstrangigen DNA-Molekll (template) in vitro zu
vervielféltigen (amplifizieren) [Mullis, Faloona et al. 1986].

Bei einer doppelstrangigen DNA, die als Matrize dient, werden dabei zuerst die bei-
den komplementaren Einzelstrange durch einen Denaturierungsprozess bei 95-
100 °C [Schochetman, Ou et al. 1988] getrennt. Bei der folgenden Hybridisierung,
welche bei niedrigerer Temperatur stattfinden muss, lagert sich an jeweils einen Ein-
zelstrang ein so genannter Primer an, welcher sich als synthetisiertes Oligonukleotid
zu einem bestimmten DNA-Abschnitt komplementar verhélt. Es werden demnach
zwei unterschiedliche Primer benltzt, die so konzipiert sind, dass das 5°-Ende des
einen Primers den Anfang der zu vervielfaltigenden Sequenz auf dem einen Strang
markiert, das 5-Ende des zweiten Primers das Ende der Sequenz auf dem zweiten
Strang [Schochetman, Ou et al. 1988; Mullis, Faloona et al. 1986]. Es folgt die Elon-
gation, bei der eine thermostabile DNA-Polymerase [Saiki, Gelfand et al. 1988] aus-
gehend vom 3’-Ende beider Primer, unter Verwendung von Desoxynukleosid-
triphosphaten, komplementare Strdnge im Bezug auf die vorliegende
Nukleotidsequenz synthetisiert, wodurch zwischenzeitlich wieder Doppelstrange ent-
stehen. Neben der eben beschriebenen 5°—3" Polymerase-Aktivitat besitzt die in
dieser Arbeit verwendete Phusion™ Hot Start DNA Polymerase laut Datenblatt eben-
so wie die verwendete Pfu DNA Polymerase [Lundberg, Shoemaker et al. 1991] eine
3’—5" Exonuklease-Aktivitat, wodurch die Fehlerraten dieser Enzyme bedeutend
gesenkt werden. Die drei Schritte Denaturierung, Hybridisierung und Elongation stel-

len einen Zyklus dar, welcher mehrmals nacheinander wiederholt wird, sodass sich
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die DNA-Konzentration dabei exponentiell erhéht [Mullis, Faloona et al. 1986]. All
dies findet innerhalb eines Thermocyclers statt, der hinsichtlich der Anzahl der Zy-
klen, der Dauer der einzelnen Schritte und der dabei verwendeten Temperaturen frei
programmierbar ist. Dabei und auch beim Ansatz einer PCR-Reaktion mit allen da-
zugehdrigen Chemikalien wurden die Empfehlungen der Hersteller der verwendeten
Polymerasen berticksichtigt.

Eine Polymerase-Kettenreaktion kann nicht nur dazu verwendet werden, eine Nu-
kleotidsequenz eins zu eins zu vervielfaltigen, sondern auch dazu das DNA-Molekdl
um Nukleotide zu erweitern. So kénnen die Primer in einer PCR um Erkennungsse-
qguenzen von Restriktionsendonukleasen erganzt werden, wodurch spéter der Einbau
des Produkts in einen Klonierungsvektor ermdglicht wird [Mullis, Faloona et al. 1986].
AuBerdem ist es mdglich, Primer um Nukleotidsequenzen zu erweitern, die flr ein
bestimmtes Epitop kodieren [Brizzard 2008]. Wird das daraus resultierende PCR-
Produkt translatiert, kann das entstandene Protein anhand dieses Epitops mit einem
passenden Antikérper nachgewiesen werden. Dies spielt insbesondere bei der Ex-
pression von Proteinen eine Rolle, flir deren Nachweis noch kein Antikérper zur Ver-
flgung steht.

3.1.2 Insertionsmutagenese mittels PCR

Um eine Insertion in DNA-Molekile einzufihren, wird eine spezielle Technik der
PCR-basierten ,site-directed mutagenesis” verwendet, die sogenannte ,Megaprimer*-
Methode [Sarkar et Sommer 1990].

Dabei werden wie bei einer gewdhnlichen PCR zwei flankierende Primer bendétigt,
die das zu vervielféltigende DNA-Molekll nach beiden Seiten hin begrenzen (vgl.
Kapitel 3.1.1). Soll das template nicht nur amplifiziert werden, sondern gleichzeitig
um eine Insertion erweitert werden, wird ein dritter Primer, der so genannte Mutage-
nese-Primer, bendtigt. Bei der Konstruktion dieses Primers muss darauf geachtet
werden, dass die Insertionssequenz zu beiden Seiten hin von Nukleotiden begleitet
wird, die genau die Stelle der Insertion am template definieren.

Zuerst wird eine Polymerase-Kettenreaktion durchgefihrt, bei der das template, ein

flankierender Primer und der Mutagenese-Primer eingesetzt werden. Dieses PCR-

16



Produkt wird mittels Gelelektrophorese (vgl. Kapitel 3.1.7) und Gelextraktion (vgl.
Kapitel 3.1.8) aufgereinigt und steht nun fir das weitere Procedere als Megaprimer
zur Verflgung. AnschlieBend erfolgt eine zweite PCR, wobei der Megaprimer, der
zweite flankierende Primer und dasselbe template wie in der ersten PCR eingesetzt

werden. Eine erneute Aufreinigung liefert das gewiinschte DNA-Produkt.

3.1.3 Quantitative RT-PCR

Um das Expressionslevel eines Gens bestimmen zu kénnen, wird eine quantitative
RT-PCR auf Basis einer SYBR-Green | Fluoreszenz durchgefliihrt [Morrison, Weis et
al. 1998; Ponchel, Toomes et al. 2003].

Bei dieser speziellen Technik wird dem PCR-Ansatz ein Farbstoff hinzugefiigt, der
nach Einlagerung in doppelstrangige DNA ein Fluoreszenzsignal aussendet. Die bei
jedem Zyklus gemessene Signalstarke, welche mit der Menge an PCR-Produkten
korreliert, lasst in Verbindung mit der Anzahl der Zyklen Riickschlisse Uber die ur-
springliche Fulle an Genkopien zu, die in der als template eingesetzten cDNA zu

finden ist.

Dabei wurden die Herstellervorgaben des verwendeten Kits Platinum® SYBR® Green
gPCR SuperMix-UDG beachtet, der ABI PRISM® 7700 diente als Fluoreszenzdetek-
tor und die gemessenen Expressionslevel wurden auf Vergleichswerte der Gene
GAPDH oder , TATA-Box“ normiert.

Die statistische Auswertung erfolgte auf Basis der Mean Normalized Expression
(MNE) [Simon 2003].

3.1.4 Verdau durch Restriktionsenzyme

Es ist eine Vielzahl von Restriktionsenzymen (Restriktionsendonukleasen) bekannt,
die in drei Hauptgruppen unterteilt werden, wobei vor allem Vertreter der Hauptgrup-
pe zwei in der Molekularbiologie Verwendung finden [Sambrook, Fritsch et al. 1989].
Diese Enzyme kdnnen an doppelstrangige DNA binden und diese an einer spezifi-
schen Erkennungssequenz, welche von Enzym zu Enzym flr gewdhnlich unter-

schiedlich ist, durchschneiden (verdauen). Manche Endonukleasen trennen die bei-
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den komplementaren Doppelstrdnge der DNA an sich gegenlberliegenden Stellen
auf, wodurch zwei glatte DNA-Enden (blunt ends) entstehen. Bei anderen Restrikti-
onsenzymen sind die beiden Trennpunkte versetzt, wobei Enden entstehen, bei de-
nen ein DNA-Strang gegentber dem zweiten vorsteht (sticky ends). Dabei kann ein
DNA-Molekll gleichzeitig von zwei unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen

verdaut werden, wenn beide im eingesetzten Puffer gut funktionieren.

Der Verdau von DNA wurde insbesondere im Hinblick auf verwendeten Puffer, Reak-
tionszeit und Reaktionstemperatur nach den Vorgaben des Restriktionsenzymher-
stellers durchgefiihrt.

3.1.5 Dephosphorylierung

Bei Vektoren, die nach ihrem Verdau (vgl. Kapitel 3.1.4) kompatible oder glatte En-
den besitzen, besteht die Gefahr einer Selbst-Ligation, welche die spatere Integration
eines PCR-Produkts mittels Ligation (vgl. Kapitel 3.1.6) verhindert. Um dem entge-
genzuwirken, ist in diesen Fallen der Einsatz von alkalischen Phosphatasen notwen-
dig, welche die zur Rezirkularisierung benétigten 5 -Phosphatgruppen an den Vekto-
ren abspalten. Ein erneuter Ringschluss ist dann nur noch unter Einbeziehung der
phosphorylierten 5°-Enden der in dieser Hinsicht unbehandelten PCR-Produkte még-
lich [Pashley et Kendall 2003].

Es wurde nach den Vorgaben des Herstellers der verwendeten rAPid Alkaline
Phosphatase vorgegangen.

3.1.6 Ligation von doppelstrangigen DNA-Molekulen

Doppelstrangige DNA-Molekile mit blunt ends oder komplementaren sticky ends
(vgl. Kapitel 3.1.4) kénnen unter Verwendung einer DNA-Ligase miteinander verbun-
den werden. Dieses Enzym katalysiert unter ATP-Verbrauch eine Reaktion, bei der
neue Phosphodiesterbindungen zwischen an 5°-Enden gelegenen Phosphatresten
und benachbarten 3’-Hydroxylgruppen geschaffen werden [Sambrook, Fritsch et al.
1989].
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Die Vorgaben des Herstellers des verwendeten Rapid DNA Ligation Kit wurden dabei
beachtet.

3.1.7 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese ist eine einfache und hoch effektive Methode flir die
Identifikation, Aufreinigung und Trennung von DNA-Fragmenten, deren GrdBen in
etwa zwischen 0,5 und 25 Kilobasen liegen. Dieses Verfahren macht sich den Um-
stand zu Nutze, dass sich die Wanderungsgeschwindigkeiten von DNA-Molekilen
bei angelegtem elektrischen Feld innerhalb eines Agarose-Gels umgekehrt propor-
tional zum logio ihres Molekulargewichts verhalten. Aufgrund der negativ geladenen
Phosphatgruppen entlang des DNA-RUckgrates bewegen sich diese Molekile Rich-
tung Anode und werden so entsprechend ihres Gewichtes voneinander getrennt. An-
schlieBend kdénnen die separierten DNA-Fragmente durch interkaliertes Ethidium-
bromid unter UV-Licht sichtbar gemacht werden [Voytas 2003].

Konkret wird zuerst Agarose, deren Konzentration sich nach der GroBe der DNA-
Molekdile richtet, in einem TAE-Puffer aufgekocht. AnschlieBend wird die geschmol-
zene Agarose auf 55 °C abgekihlt und nach Zugabe von Ethidiumbromid (0,5 pg/ml)
in eine Gelform gegossen, die mit einem Kamm zur Bildung von Geltaschen verse-
hen ist. Dabei sind eventuell entstandene Blasen zu entfernen. Nach Aushartung des
Gels wird der Kamm entfernt und das Gel in eine mit geeignetem Puffer versehene
Elektrophoresekammer Uberflhrt. Zusatzlich werden die Geltaschen mit einem DNA-
Standard und den aufzutrennenden DNA-Proben, die zuvor mit einem Proben-Puffer
versetzt wurden, geladen. Ein nun an das Gel angelegtes elektrisches Feld (ca. 1-10
Volt pro Zentimeter Gel) lasst die Nukleinsduremolekuile wie zuvor beschrieben wan-
dern und dabei mit Ethidiumbromid interkalieren. Nach erfolgter elektrophoretischer
Auftrennung lassen sich unter UV-Licht (260-360 nm) die nun rot- bis orange-
leuchtenden DNA-Molekile nachweisen und deren MolekullgréBe anhand des mitge-
laufenen DNA-Standards bestimmen. Im Folgenden kénnen die im Interesse stehen-
den Molekulle abfotografiert und deren GréBe somit dokumentiert werden [Voytas
2003].

Es wurde bei der Durchfihrung dieser Methode TAE-Puffer (vgl. Kapitel 2.13) zum
Aufkochen der Agarose, deren Anteil an den verwendeten Gelen 1-2 % betrug, ver-
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wendet. Als DNA-Standard wurden zwei unterschiedliche Molekulargewichtsmarker

(vgl. Kapitel 2.2) ausgewahilt.

3.1.8 DNA-Extraktion aus einem Agarose-Gel

Nach erfolgreicher elektrophoretischer Auftrennung (vgl. Kapitel 3.1.7) kbnnen DNA-
Molekile aus einem Stiick Gel, welches zuvor aus der gesamten Agarosematrix mit
einem Skalpell gewonnen wurde, unter Visualisierung durch UV-Licht herausprapa-

riert werden [Griindemann et Schémig 1996].

Dazu wurde das NucleoSpin® Extract Il Kit verwendet und nach dessen Gebrauchs-

anweisung vorgegangen.

3.1.9 Integration eines PCR-Produkts in einen Vektor

Im Rahmen einer Klonierung stehen mehrere Vorgehensweisen zur Verflgung, um
ein PCR-Produkt in einen Vektor zu integrieren. Grundséatzlich lassen sich diese in
zwei Hauptgruppen unterteilen: Ligations-abh&ngige und Ligations-unabhangige Me-
thoden. Dabei kénnen die erstgenannten analog zu den Enden der zu integrierenden
PCR-Produkte weiter in drei Unterkategorien aufgeschliisselt werden: Klonierungen
mit sticky ends, blunt ends und T-A Klonierungen [Guo et Bi 2002].

Konkret wurden fir die Arbeit zwei Verfahren ausgewahlt, die im Folgenden vorge-

stellt werden.
3.1.9.1 Ligations-abhédngige Methode mit sticky ends

Zuerst wird eine Polymerase-Kettenreaktion durchgeftihrt (vgl. Kapitel 3.1.1). Die da-
bei verwendeten Primer sind so konstruiert, dass jeder der beiden Oligonukleotide
am 5°-Ende eine Erkennungssequenz fur eine Restriktionsendonuklease tragt, wel-
che auch im Vektor vorhanden ist. So entsteht ein PCR-Produkt, an dessen 5°-Ende
ein Restriktionsenzym X und an dessen 3’-Ende ein Restriktionsenzym Y schneiden
kann. Beide Restriktionsenzyme, die so ausgewahlt wurden, dass sie sticky ends
produzieren, sind demnach auch in der Lage, den Vektor an einer unterschiedlichen
Stelle zu spalten. Das weitere Procedere sieht vor, dass in zwei getrennten Reaktio-

nen sowohl der Vektor als auch das PCR-Produkt von beiden Restriktionsendo-
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nukleasen (vgl. Kapitel 3.1.4) verdaut werden. Da sich die zwei Erkennungssequen-
zen im zirkularen Vektor relativ nahe sind, wird dieser in ein sehr groBes DNA-
Molekdl, welches weiterverwendet wird, und ein viel kleineres Stick aufgetrennt. An-
schlieBend wird im Rahmen einer Ligation (vgl. Kapitel 3.1.6) das PCR-Produkt in
den Rest-Vektor an der entstanden Licke integriert, wodurch wieder ein ringférmiges
Molekil entsteht. Zwischen den einzelnen Schritten werden die im Interesse stehen-
den Nukleinsduremolekiile mittels Agarose-Gelelektrophorese (vgl. Kapitel 3.1.7 und
3.1.8) aufgereinigt [Guo et Bi 2002; Sambrook, Fritsch et al. 1989].

3.1.9.2 Ligations-unabhéngige Methode nach dem TOPO®-Verfahren

Das TOPO®-Verfahren erméglicht es dem Anwender ein DNA-Insert ohne kompatible
Enden in einen Vektor einzubauen, ohne dass dabei Schnittstellen fir Restriktions-
endonukleasen oder Ligationsvorgange bendtigt werden. Eine zentrale Rolle nehmen
bei dieser Methode Typ-I-DNA-Topoisomerasen ein, welche am Vektor Einzelstrang-
briiche herbeifihren, um sich anschlieBend an die so entstandenen Enden kovalent
zu binden. Im nachsten Schritt I6sen sich diese Enzyme unter Einflgung des Inserts

wieder von den Vektornukleotiden ab [Knippers 2006].

Es wurden dabei die Vorgaben des verwendeten Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning

Kit angewandt.

3.1.10 RNA-Isolation

RNA, welche als Ausgangsmaterial zur Herstellung von cDNA (vgl. Kapitel 3.1.11)
bendtigt wird, kann durch ein von Chomczynski und Sacchi im Jahre 1987 beschrie-
benes Verfahren aus Zellen gewonnen werden. Dabei werden die Zellbestandteile
durch ein Vorgehen, in dem Guanidiniumthiocyanat, Phenol und Chloroform eine we-
sentliche Rolle spielen, in drei Phasen aufgetrennt: eine wassrige Phase, eine Inter-
phase und eine Phenolphase. Die RNA kann anschlieBend aus der wassrigen Phase
unter Einsatz von Isopropanol prazipitiert werden [Chomczynski et Sacchi 1987].

Diese Methode und die darin beschriebenen Chemikalien lieferten die Grundlagen
fiir das zur RNA-Isolation eingesetzte TRIzol® Reagenz, nach dessen Anleitung vor-
gegangen wurde. Die Lagerung der so herausgel6sten RNA erfolgte bei — 80 °C.
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3.1.11  Herstellung von cDNA

MRNA, welche aus Zellen isoliert wird (vgl. Kapitel 3.1.10), kann enzymatisch in
komplementdre DNA (cDNA) umgewandelt werden. Bei dem daflr noétigen Prozess
binden zuerst spezielle Primer, deren L&dngen normalerweise zwischen 12 und 18
Nukleotiden variieren, an die Poly(A)-Schwanze der eingesetzten mRNA-Molekiile.
Von diesen Startermolekllen ausgehend synthetisiert eine RNA-abh&ngige DNA-
Polymerase (Reverse Transkriptase) zur RNA komplementare DNA-Einzelstréange,
wodurch cDNA-mRNA-Hybridmolekile entstehen. In einem zweiten Schritt flgt eine
so genannte RNase H den mRNA-Einzelstrdngen in den Hybridmolekilen Einker-
bungen und Licken hinzu. Die dabei noch verbliebenen Oligonukleotide dienen im
weiteren Verlauf als Primer fir eine nun verwendete DNA-Polymerase, die aus den
Einzelstrangen doppelstrangige cDNA-Molekile erschafft [Sambrook, Fritsch et al.
1989].

Wie im zur cDNA-Herstellung verwendeten Thermo Scientific RevertAid H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit beschrieben, wurde die so erschaffene komplemen-
tare DNA als Matrize bei einer PCR oder auch bei einer quantitativen RT-PCR wei-

terverwendet.

3.1.12 Erstellung eines Vektors mit zielgenspezifischer shRNA

Die Verwendung von vektorbasierter small hairpin RNA (shRNA), der das Prinzip der
RNA-Interferenz zugrunde liegt, erméglicht eine dauerhafte und stabile Stilllegung
von Genen in lebenden Zellen [Albers, lllert et al. 2011]. Dabei wird ein eigens daflr
klonierter Vektor in eine Zelle eingebracht, um zielgenspezifische shRNA zu expri-
mieren. Diese tragt nach diversen Prozessierungen unter anderem zur Spaltung und
zum Abbau von mRNA-Molekilen bei, die dem jeweiligen Gen zuzuordnen sind
[Rao, Vorhies et al. 2009].

Zur Herstellung eines solchen Vektors wurde nach einer von Corinna Albers [Albers,
lllert et al. 2011] verdffentlichten Technik vorgegangen. Zuerst errechnet dabei ein
von Novartis Institutes for BioMedical Research entwickelter Algorithmus ,Biopredsi®
eine fUr ein zu supprimierendes Gen spezifische Sequenz, welche aus 21 Basen be-

steht. Diese wird dann nach den Instruktionen des Herstellers des spater verwende-
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ten Vektors pLMP auf eine Abfolge von 97 Basen erweitert, womit das daraus abge-
leitete Oligonukleotid an die Idee einer miR30-basierenden shRNA adaptiert wird.
Dieses Molekdl wird nun mittels einer PCR vervielfaltigt und als Insert in den von
Thermo Scientific bereitgestellten retroviralen Vektor pLMP integriert. Dabei wurde

nach den Vorgaben der erwahnten Firma verfahren.

3.2 Arbeiten mit Bakterien

3.2.1 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock

Durch Transformation, unter der man im Aligemeinen die direkte Aufnahme von DNA
in eine Zelle ohne einen speziellen Ubertrager versteht, kann rekombinante DNA in
kompetente Bakterien eingeschleust werden, wo diese dann repliziert und gegebe-

nenfalls Gber eine mRBNA in Proteine translatiert wird [Thieman et Palladino 2007].

Konkret wird zur Transformation eines rekombinanten Vektors eine Methode ange-
wendet, die einen Hitzeschock enthalt und von Sambrook [Sambrook, Fritsch et al.
1989] in &hnlicher Weise beschrieben wird. Dabei werden zuerst 50 ul der kompeten-
ten Bakterien, die normalerweise bei — 80 °C gelagert werden, auf Eis aufgetaut.
Diese Zellen werden, immer noch den Temperaturen des Eises ausgesetzt, in Ver-
bindung gebracht mit 2 bis 5 pl des Vektor-beinhaltenden Ligationsansatzes und an-
schlieBend fir 30 Minuten inkubiert. Dieser Ansatz wird nun im Rahmen des erwahn-
ten Hitzeschocks fir 45 Sekunden auf 37 °C erwarmt, um im Folgenden wiederum
fir zwei Minuten auf Eis gelagert zu werden. Danach werden die so behandelten
Bakterien auf LB-Agar-Platten aufgetragen, die je nach der auf dem Vektor kodierten
Resistenz Ampicillin (50 pyg/ml) oder Kanamycin (30 yg/ml) enthalten. Diese werden
mit dem Boden nach oben tber Nacht bei 37 °C in einem Inkubator gehalten. Die am
nachsten Tag auf den Platten entstandenen Zellkolonien werden zum weiteren
Wachstum in antibiotikahaltige LB-Flissigmedien Uberflhrt, die anschlieBend bei 37
°C und 250 UpM Uber Nacht geschuttelt werden.

Als kompetente Bakterien wurden hierbei die kauflich erworbenen Escherichia Coli-
Stamme DH5a und One Shot® TOP 10 verwendet.
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3.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Viele der Verfahrensweisen zur Extraktion von DNA aus Zellen basieren auf einer
Methode, die zum ersten Mal von Birnboim und Doly 1979 beschrieben wurde. Diese
macht sich den Umstand zu Nutze, dass bei einem alkalischen pH (zwischen 12 und
12,5) lineare DNA, jedoch nicht zirkuldre DNA, lysiert wird [Reece 2004].

Auch die zur Isolierung von Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien (vgl. Kapitel
3.2.1) verwendeten Kit-Systeme von Qiagen® stellen eine Weiterentwicklung dieser
alkalischen Lyse-Methode dar. Bei deren Anwendung bindet nach Angaben des Her-
stellers bei einem bestimmten pH-Wert die Plasmid-DNA an ein Anionen-
Austauschharz, welches sich innerhalb rotierender Saulen befindet. AnschlieBend
wird die so separierte DNA durch einen Waschvorgang von RNA, Proteinen und nie-
dermolekularen Verunreinigungen befreit. Die nun aufgereinigten Plasmide werden in
einem Folgeschritt in einem salzhaltigen Puffer gelést und durch eine Ausfallung mit
Isopropanol konzentriert und entsalzt.

Abhéangig vom Volumen der LB-FlUssigkeit, in der die transformierten Bakterien kulti-
viert wurden, und der damit verbundenen DNA-Menge wurde nach Vorgaben des
Herstellers entweder das QIAGEN® Plasmid Mini Kit (2-5 ml LB-Medium) oder das
QIAGEN® Plasmid Maxi Kit (100-500 ml LB-Medium) verwendet.

3.2.3 Sequenzierung

Samtliche Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech mit Hauptsitz in
Konstanz durchgefihrt.

3.3 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

3.3.1 Kultivierung der Zelllinie Ba/F3

Nach Angaben des Lieferanten, der Firma DSMZ mit Sitz in Braunschweig, sind
Ba/F3-Zellen einer IL-3-abhangigen murinen Pro-B-Zelllinie zuzuordnen, deren Ver-
dopplungszeit in etwa 20 Stunden betragt.
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Diese Zellen werden geman den Empfehlungen des eben genannten Unternehmens
und nach Ublichen Methoden der Forschungsgruppe [von Bubnoff, Veach et al. 2005]
kultiviert. So werden die Suspensionszellen in RPMI-1640-Medium gehalten, wel-
chem 10 % fétales Kéalberserum (FCS) und ein gewisser Antibiotikaanteil (200 U Pe-
nicillin pro ml und 200 pg Streptomycin pro ml) zugesetzt sind. Dabei befinden sie
sich innerhalb von liegenden Zellkulturflaschen, die in einem Inkubator einer Tempe-
ratur von 37 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 % und einem Luftanteil von 5
% CO, ausgesetzt sind. Um die maximale Dichte von 2,5 x 10° Zellen pro ml nicht zu
Uberschreiten, ist es notig, die Zellkultur alle 1-3 Tage mit frischem Medium im Ver-

haltnis von etwa 1:10 zu verdinnen.

Besondere Beachtung gilt in diesem Zusammenhang auch der Versorgung von
Ba/F3-Zellen mit Zytokinen. Wahrend parentale Zellen den Zusatz von 2 ng/ml Inter-
leukin 3 bendtigen, wachsen FLT3-ITD-positve Ba/F3-Zellen aufgrund von Rezep-
torautophosphorylierung unabhangig von diesem Zytokin [Spiekermann, Bagrintseva
et al. 2003]. Ebenso wird bei BCR-ABL-exprimierenden Zellen dieser Linie auf die
Zugabe von IL-3 verzichtet [Wong, McLaughlin et al. 2003].

Das Medium der FLT3-ITD-Subklone C7 und C10 wird auBerdem mit PKC412 in ei-

ner Konzentration von 10 nmol pro Liter versetzt.

3.3.2 Kultivierung von Phoenix-E-Zellen

Garry P. Nolan, Stanford University, USA stellte sowohl die Zellen als auch samtliche

Informationen dartiber [Pear, Scott et al.] zur Verfligung.

Die adharenten Phoenix-E-Zellen werden in DMEM-Medium, welches mit 10 % FCS
versetzt ist, und bei denselben Brutschrankeinstellungen wie Ba/F3-Zellen in liegen-
den Zellkulturflaschen gehalten. Bei mikroskopisch festgestellter hoher Dichte wer-
den Phoenix-E-Zellen zuerst mit PBS vorsichtig abgespltilt, um sie anschlieBend mit
einer Trypsin/EDTA-L6sung zu betraufeln, die deren Ablésung vom Flaschenboden
induziert. Nach kurzer Zeit im Brutschrank kdnnen die nun losgeldsten Zellen mit
Medium gewaschen, abzentrifugiert (4 Minuten bei ca. 1.400 UpM) und durch neues
Medium verdinnt wieder ausplattiert werden.
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Zur Gewahrleistung der stabilen Expression der Strukturgene gag, pol und env (vgl.
Kapitel 3.3.5.2) werden die Zellen alle drei Monate fir sieben Tage mit Hygromycin B
(200 pg/ml) und Diphtherietoxin (2 pg/ml) selektioniert.

3.3.3 Tiefklhlkonservierung der Zellen

Kryokonservierung erméglicht eine Langzeitlagerung von Zellen, wobei im Gegen-
satz zur fortlaufenden Zellkultur ungewollte Veranderungen, wie zum Beispiel Diffe-

renzierungs- oder Dedifferenzierungsprozesse, vermieden werden [Wobus 2003].

Konkret werden dazu, in Anlehnung an die Empfehlungen der Lieferanten, zuerst 1-5
x 10° Zellen abzentrifugiert, bevor sie in 750 pl Medium (iberfiihrt werden. Anschlie-
Bend wird dieser Zellsuspension ein ebenso groBes Volumen an Einfriermedium,
welches sich aus 20 % FCS und 80 % Dimethylsulfoxid (DMSQO) zusammensetzt,
hinzugegeben. Das Resultat daraus wird innerhalb eines Kryoréhrchens flir ein paar
Tage bei -80 °C eingefroren und danach zur endgultigen Lagerung in einen Stickstoff-
tank verbracht.

Um den bei Raumtemperatur auftretenden zytotoxischen Effekt von DMSO [Burkhart,
Leimbach et al. 2009] mdéglichst gering zu halten, wird beim Auftauen der Zellen dar-
auf Wert gelegt das Dimethylsulfoxid mdglichst rasch zu entfernen. Dazu wird, eben-
so in Anlehnung an die von den Lieferanten nahegelegten Herangehensweisen, das
aus dem FlUssigstickstoff entnommene Réhrchen in einem Wasserbad bei 37 °C auf-
getaut. Im nachsten Schritt wird die darin befindliche nun flissige Zellsuspension mit
frischem Medium (ca. 5 ml) verdiinnt und zentrifugiert. Nach Absaugung des Uber-
standes kann das entstandene Zellpellet in neuem Medium resuspendiert werden,
bevor die so aufgetauten Zellen weiter in Kultur gehalten werden.

3.3.4 Zellzahlbestimmung

Die Anzahl von Zellen lasst sich mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmen.
Dabei kann gleichzeitig die Vitalitat der Kultur durch Zugabe des Farbstoffs Trypan-
blau beurteilt werden, der die Zellmembranen toter Zellen durchdringt und sie so hell-
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bis dunkelblau einfarbt, wahrend das Cytoplasma lebender Zellen unter einem Mi-
kroskop weiterhin farblos erscheint [Schrédel 2010].

Dazu wird eine Zellsuspension mit einer 0,5-prozentigen Trypanblauldésung im Ver-
haltnis von 1:1 gemischt und anschlieBend in vier sogenannte GroBquadrate einge-
bracht, die im Spalt zwischen Deckglas und Kammerboden einer Zahlkammer lokali-
siert sind. Unter Einsatz eines Mikroskops werden die lebenden Zellen pro
GroBquadrat bestimmt und daraus ein Mittelwert errechnet. Dieser muss, um die kor-
rekte Zellkonzentration (Zellzahl pro ml) der urspringlich eingesetzten Zellsuspensi-
on zu erhalten, im Folgenden mit 2 x 10* multipliziert werden, da der Rauminhalt ei-
nes GroBquadrates mit 0,1 mm® angegeben wird und =zusatzlich der
Verdinnungseffekt, der durch die Trypanblaulésung entstanden ist, mit dem Faktor 2

bericksichtigt werden muss.

3.3.5 Transfektionsmethoden

Als Transfektion wird ein Prozess bezeichnet, bei dem fremde Nukleinsauren in eu-
karyotische Zellen eingeschleust werden. Zu diesem Zweck stehen dem Wissen-
schaftler eine Reihe von Verfahrensweisen zur Verfiigung, die sich in drei Gruppen
unterteilen lassen: biologische, chemische und physikalische Methoden. Wird dabei
das Ubertragene genetische Material in das Genom der Zielzelle integriert, spricht
man von einer stabilen Transfektion. Ist dies nicht der Fall, kénnen die eingeschleu-
sten Nukleinsduren durch &uBere Einflisse oder auch bei Zellteilungen wieder verlo-
ren gehen, weshalb dann von einer transienten Transfektion die Rede ist [Kim et
Eberwine 2010].

Zur Transfektion von Ba/F3-Zellen mit rekombinanten Vektoren wurden die Nukleo-
fektion (physikalische Grundlage) und die virale Transfektion (biologisch) eingesetzt.

3.3.5.1 Nukleofektion

Die Technik der Nukleofektion verwendet, basierend auf der konventionellen Metho-
de der Elektroporation, neben kurzen Spannungsimpulsen auch zelltypspezifische
Reagenzien. Dies ermdglicht den direkten Transfer von genetischem Material in den
Zellkern, wodurch auch postmitotische Zellen transfiziert werden kénnen. AuBerdem
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liefert die Nukleofektion hohe Transfektionsraten (bis zu 95 %) und stellt eine scho-
nende Behandlung der Zellen sicher [Zeitelhofer, Vessey et al. 2007].

Zu dem Zweck einer Ba/F3-Transfektion wurde ein Nucleofector®- Elektroporator so-
wie ein Amaxa® Cell Line Nucleofector®-Kit V verwendet. Dabei werden zuerst ge-
méaB den Vorgaben des Herstellers 2 x 10° Zellen in 100 pl Cell Line Nucleofector®
Solution V Uberfuhrt. AnschlieBend wird die entstandene Zellsuspension mit 2 ug
DNA (Vektor) gemischt und in eine spezielle Kiivette eingebracht. Diese wird in das
Nucleofector®-Gerét gestellt, welches im Programm X-001 gestartet wird. Nach Ab-
lauf des Programms werden die nun transfizierten Zellen mit einer Plastikpipette un-
ter Zuhilfenahme von vorgewarmtem Medium (500 pl) aus der Kivette entfernt und in
die Vertiefung einer 6-Lochplatte gegossen, die ebenfalls vorgewarmtes Medium (1
ml) enthalt. Zur weiteren Kultivierung werden die beschriebenen Verfahren ange-
wendet (vgl. Kapitel 3.3.1).

3.3.5.2 Retrovirale Transfektion

Prinzipiell werden zum retroviralen Gentransfer zwei Komponenten bendtigt, ein re-
troviraler Vektor und eine Verpackungszelllinie. Dabei sind retrovirale Vektoren, die
urspriinglich vor allem auf Basis des Moloney Maus Leukdmie Virus (MoMLV) ent-
wickelt wurden, Plasmide, die Uber das Verpackungssignal W, die retroviralen 5°- und
3’-LTR, eine Insertionsschnittstelle flr das zu Ubertragende Gen und gegebenenfalls
Uber einen Selektionsmarker verfligen, ohne jedoch fiir retrovirale Proteine zu kodie-
ren. Diese Proteine, welche fir die Verpackung der Vektor-RNA und somit fir die Er-
zeugung retroviraler Partikel notwendig sind, werden durch eine Verpackungszelllinie
zur Verflgung gestellt. Diese exprimiert die zu diesem Zweck essentiellen Struktur-
gene (gag, pol und env) auf speziellen Plasmiden, die ihr vorher durch Transfektion
eingefihrt wurden. Dabei wird je nach Art der translatierten Hullproteine (Produkte
des viralen Gens env), die entscheidend sind fir den spateren Wirtsbereich, zwi-
schen ecotropen und amphotropen Verpackungszelllinien unterschieden. Um nun
einen retroviralen Gentransfer zu vollziehen, wird zuerst eine solche Verpackungs-
zelllinie mit einem retroviralen Vektor, in den zuvor das zu Ubertragende Gen inte-
griert wurde, transfiziert. Die ab jetzt vom retroviralen Vektor hergestellten Transkripte
werden als genomische RNA mit Hilfe der viralen Strukturproteine zu so genannten
Virionen verpackt, die im Folgenden von der Verpackungszelllinie abgegeben wer-
den. Die anschlieBend abgeernteten Viruspartikel infizieren die Zielzellen durch In-
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teraktion des viralen Hullproteins mit einem Zielzellrezeptor. Die so in den Zielzellen
angelangte retrovirale RNA wird, nachdem sie durch eine reverse Transkriptase
(Produkt des viralen Gens pol) in DNA umgeschrieben wurde, als Provirus in das
Genom der infizierten Zellen integriert. [Bundesamt fir Verbraucherschutz und Le-
bensmittelsicherheit 2011; Cepko, Fields-Berry et al. 1998]

Um unter Anwendung der Technik der retroviralen Transfektion rekombinante retrovi-
rale Vektoren in Ba/F3-Zellen einzubringen, wurde die ecotrope Verpackungszelllinie
Phoenix E eingesetzt. Diese adharenten Zellen, von Garry Nolan zur Verfligung ge-
stellt, leiten sich seiner Auskunft nach von einer menschlichen, embryonalen Nieren-
zelllinie namens 293 ab. Sie exprimieren die Strukturgene gag, po/ und env liber zwei
Plasmide, von denen das eine zusatzlich fir eine Hygromycin-B-Resistenz und das

andere fr eine Diphtherietoxin-Resistenz kodiert.

Konkret wurde in Anlehnung an ein von Pear [Pear, Scott et al.] verdffentlichtes Pro-
tokoll vorgegangen.

3.3.5.2.1 Transfektion von Phoenix E mit dem retroviralen Vektor

Zuerst muss der retrovirale Vektor in die Verpackungszelllinie Phoenix E Uberflhrt
werden. Dies wird durch eine weitere Transfektionsmethode, der Lipofektion, be-
werkstelligt. Dabei wird der Vektor von einem synthetischen kationischen Lipid um-
hullt, das mit der Zellmembran fusioniert und dabei das Nukleinsdurekonstrukt in das
Zellinnere befdrdert [Netzker 2006].

Dazu wurde das Lipofectamine™ 2000 Reagenz von Invitrogen verwendet und nach
den bereitgestellten Herstellerangaben vorgegangen. In einem ersten Schritt werden
2 Millionen Phoenix-E-Zellen in einer Zellkulturschale (6 cm) unter der Aufwendung
von 2 ml antibiotikafreiem DMEM-Medium ausplattiert. Am darauf folgenden Tag
werden 10 pg rekombinanter Vektor mit 500 ul OptiMEM® I-Medium und getrennt
davon 20 pl Lipofectamine™ 2000 mit ebenfalls 500 ul desselben Mediums verdiinnt.
Im Anschluss ist eine Inkubationszeit von finf Minuten einzuhalten. Nach Mischung
beider Ansétze wird das daraus entstehende Resultat fir 20 Minuten bei Raumtem-
peratur inkubiert und danach in die Zellkulturschale Uberflihrt, nachdem bei dieser
das alte Medium durch neues ersetzt wurde.

Je nach Bedarf kommen bei dieser Prozedur mehrere Zellkulturschalen zum Einsatz.
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3.3.5.2.2 Ernte des retroviralen Zelliiberstandes

24 Stunden nach erfolgter Transfektion wird zunéchst das Medium, das die adharen-
ten Phoenix-E-Zellen versorgt, in der Zellkulturschale erneut ausgetauscht. In der
Folge wird der Zelllberstand, in welchem nun die retroviralen Partikel enthalten sind,
dreimal im Abstand von jeweils 12 Stunden abgeerntet, um anschlieBend durch einen
0,45 pm Filter gepresst zu werden. Die Lagerung des Zelliberstandes erfolgt bis zur
weiteren Verwendung bei 4 °C.

3.3.5.2.3 Retrovirale Infektion von Ba/F3-Zellen

Mit dem Ziel einer retroviralen Infektion werden parentale Ba/F3-Zellen zusammen
mit 500 yl RPMI-1640-Medium und einer adaquaten Menge an IL-3 in eine 12-
Lochplatte gegeben. Dieser Zellsuspension werden im Folgenden 2 ml des geernte-
ten retroviralen Zelllberstandes, dem zuvor ebenfalls IL-3 zugesetzt wurde, und Po-
lybrene in einer Konzentration von 2 pg/ml beigemengt. Die Lochplatte wird bei 2.400
UpM und 32 °C fir 90 Minuten abzentrifugiert. Je 12 Stunden, 24 Stunden und 36
Stunden spater wird samtlicher Zellliberstand entfernt, bevor die Ubrig gebliebenen
Zellen erneut mit frischen Viruspartikeln, RPMI-1640-Medium, IL-3 und Polybrene in

den vorher benannten Mengen versorgt und abzentrifugiert werden.

Die beschriebene Methode zur retroviralen Infektion ist unter der Bezeichnung spin
infection bekannt [Nakagawa et Opitz 2007].

3.3.6 Selektion transfizierter Zellen

Grundsatzlich sind zwei unterschiedliche Herangehensweisen mdglich, um erfolg-
reich transfizierte Zellen zu selektieren. Falls durch Einschleusen des gewlinschten
Gens eine Anderung des Phanotyps einhergeht, kann genau dieser neu entstandene
Unterschied genutzt werden, um nur diejenigen Zellen wachsen und Uberleben zu
lassen, die das zu Ubertragende genetische Material auch erhalten haben und ex-
primieren. Dies lasst sich zum Beispiel durch spezielle Kulturbedingungen bewerk-
stelligen, die fUr untransfizierte Zellen abtréglich sind. Bilden transfizierte Zellen je-
doch voraussichtlich keinen zur Selektion geeigneten neuen Phanotyp aus, kommt
alternativ die Technik der Kotransfektion zum Einsatz. Dabei wird den Zielzellen auf
demselben Vektor ein zusatzliches Gen zugefiihrt, das einen Selektionsvorteil (z.B.
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eine Resistenz) bietet. Jetzt kann analog zum ersten Verfahren eine Umwelt geschaf-
fen werden, die transfizierten Zellen einen Vorteil bietet [Naylor 1994].

Zur Selektion transfizierter Ba/F3-Zellen kamen beide Methoden zum Einsatz:
3.3.6.1 Selektion durch IL-3-Entzug

Waéhrend parentale Ba/F3-Zellen den Zusatz von IL-3 benétigen (vgl. Kapitel 3.3.1),
kann bei mit BCR-ABL-Konstrukten transfizierten Vertretern jener Zelllinie darauf ver-
zichtet werden [Daley et Baltimore 1988].

Deshalb wurde parentalen Ba/F3-Zellen 3-5 Tage nach erfolgter Transfektion mit ei-
nem BCR-ABL-Konstrukt das IL-3 zur Selektion entzogen. Dies wurde erreicht, in-
dem die Zellen abzentrifugiert und in neuem Medium ohne IL-3 resuspendiert wur-
den.

3.3.6.2 Selektion tiber Resistenzmarker

Alle frisch transfizierten Ba/F3-Zellen, die nicht durch einen IL-3-Entzug selektiert
werden konnten (vgl. Kapitel 3.3.6.1), wurden Uber ein auf dem jeweiligen Vektor
enthaltenes antibiotisches Resistenzgen (Puromycin) selektiert. Dazu wurde ihnen
zwei Tage nach erfolgter Transfektion flr einen Zeitraum von zehn Tagen 2 pg/ml

Puromycin zugesetzt.

3.3.7 Hemmung der Proteinbiosynthese mit Cycloheximid

Grundsatzlich wird die Gesamtheit aller Proteine in einer Zelle zu einem bestimmten
Zeitpunkt Proteom genannt. Dabei erreicht ein bestimmtes Protein innerhalb eines
solchen Proteoms ein bestimmtes steady-state-Level, wenn sich Proteinsynthese
und Proteinabbau ausbalancieren. Veréndert sich dieses steady-state-Level fur ein
bestimmtes Protein, so ist dies auf verdnderte Raten in der Proteinsynthese und/oder
im Proteinabbau zurickzufihren. In diesem Zusammenhang stellen Transkription
und Translation wichtige Schritte innerhalb der Synthese dar, wéhrend der Protein-
abbau hauptséachlich Uber das Ubiquitin-Proteasom-System vermittelt wird. Um diffe-
renzieren zu kbénnen, ob bei einem veranderten steady-state eines Proteins der Pro-
teinaufbau und/oder der Proteinabbau urséchlich sind, ist es experimentell mdglich,

die Proteinsynthese mittels des Translationshemmers Cycloheximid auszuschalten.
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So kann Uber einen bestimmten Zeitraum isoliert der Proteinabbau betrachtet werden
[Alvarez-Castelao, Ruiz-Rivas et al. 2012].

Sollte die Proteinbiosynthese bei Ba/F3-Zellen geblockt werden, wurde Cycloheximid

in einer Konzentration von 50 pg/ml dem Kulturmedium zugegeben.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Gewinnung von Proteinen missen die Zellen, in denen die EiweiBe enthalten
sind, lysiert werden. Dies wird im Allgemeinen erreicht, indem deren Zellmembranen
durch Ultraschall, Elektroporation, Hitze oder Chemikalien zerstért werden [Mao, Hu-
ang et al. 2010].

Zur Herstellung von Ba/F3-Zelllysaten wurde ein chemisches Verfahren gewahlt, bei
dem der eingesetzte Lysis-Puffer Substanzen enthalt, die zu diesem Zweck flr ge-
wdhnlich verwendet werden. Konkret wurde dabei folgendermafBen vorgegangen:

Zuerst wird die Zellkonzentration in einer Zellkulturflasche bestimmt (vgl. Kapitel
3.3.4). Daraufhin wird das Volumen an Zellsuspension enthommen, in welchem sich
5 Millionen Zellen befinden, und in ein GefaB Uberfihrt. Dieses wird dann zentrifu-
giert (5 min bei 1.500 UpM) und der so entstandene Uberstand vollstandig abge-
saugt. AnschlieBend werden die Zellen, welche sich am Boden des GefaBes in Form
eines Pellets angesammelt haben, in flissigem Stickstoff schockgefroren. Das Pellet
wird mit neu hergestelltem und kihl gelagertem Lysis-Puffer (100 ul) resuspendiert
und in ein anderes Réhrchen verbracht. Nach einer erneuten Zentrifugation (20 min,
14.000 UpM, 4 °C) wird der Uberstand mit einer Pipette aufgenommen und in ein
neues Reaktionsgefal3 gegeben. Dort werden die proteinreichen Proben mit 50 ul 2-
fachen SDS-Probenpuffer versetzt, fir zehn Minuten bei 95 °C aufgekocht und im
Anschluss wiederum kurz zentrifugiert. Jetzt koénnen sie fur die SDS-
Gelelektrophorese eingesetzt werden.
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3.4.2 SDS-Gelelektrophorese

Grundsatzlich ist die Wanderungsgeschwindigkeit von Proteinen in einer porésen
Gelmatrix abhangig von ihrer Form, GroBe und Nettoladung. Das Ziel einer Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist es, Eiweie aus-
schlieBlich in Abhangigkeit ihrer GréBe zu trennen. Deshalb werden die eingesetzten
Proteingemische zuerst mit dem anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS)
und einem Schwefelbriicken-spaltenden Thiolreagens, wie z.B. B-Mercaptoethanol
oder Dithiothreitol (DTT), versetzt. Dadurch werden die Proteine vollstandig denatu-
riert und deren Polypeptidketten gleichmaBig mit dem negativ geladenen SDS be-
setzt, sodass die Eigenladungen der Proteine Uberdeckt werden. Dadurch entstehen
SDS-Proteinmizellen, welche hydrodynamisch aquivalente Konformationen und glei-
che Ladungsdichten pro Langeneinheit aufweisen. Die so behandelten Proteine
wandern anschlieBend bei der Anwendung eines diskontinuierlichen Systems nach
Laemmli unter dem Einfluss einer angelegten Spannung zuerst durch ein Sammelgel,
bevor sie in ein engporigeres Trenngel Ubertreten, wo sie in Abhangigkeit ihrer GréBe
durch den ,Molekularsiebeffekt aufgetrennt werden [Eckert et Kartenbeck 1997].

Zuerst wurde dementsprechend ein Trenngel hergestellt, wobei dessen Polyacryla-
mid-Anteil abhangig vom gewinschten Auftrennungsbereich zwischen 7 und 9 Pro-
zent lag. Dieses wurde in eine Gelvorrichtung gegossen und der dariiber liegende
und fir das Sammelgel vorgesehene Raum mit Isopropanol gefllt. Nach vollstandi-
ger Auspolymerisierung wurde das Isopropanol entfernt und stattdessen ein frisch
zubereitetes Sammelgel eingefillt, in das anschlieBend zur Ausbildung von Taschen
ein Kamm eingeflihrt wurde. Nach Auspolymerisierung des Sammelgels wurde der
Kamm entfernt und das Gel in einer vertikalen Flachgelapperatur befestigt. Anschlie-
Bend wurden die Probentaschen, nachdem die Elektrophoresekammer mit Elek-
trophoresepuffer aufgeflllt worden war, mit Zelllysaten und einem Molekularge-
wichtsmarker geladen. AbschlieBend wurde an das Gel eine Spannung (30-130 V)
angelegt, welche die in den Proben enthaltenen Proteine in Bewegung setzte.
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3.4.3 Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran (Western-Blot)

Bei einem Western-Blot werden Proteine aus einem SDS-PAGE-Gel auf Membranen
mit hoher Proteinbindungskapazitat Gbertragen [Pingoud et Urbanke 1997].

Der Transfer wurde dabei elektrophoretisch (Elektro-Blotting) in der Technik des Wet-
blottings bewerkstelligt [Baker et Dunn 1994].

Dazu wird zuerst eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) mit einer
Schere zurechtgeschnitten, in Methanol geschwenkt und anschlieBend auf ein SDS-
PAGE-Gel gelegt, welches sich in einer mit Transferpuffer geflillten Schale befindet.
Membran und Gel werden nun zwischen zwei Schichten Zellulosefilterkarton (What-
man-Papier) eingespannt und in eine Kassette verpackt, welche im Folgenden senk-
recht in eine mit Transferpuffer geflllte Elektrophoresekammer platziert wird. Dabei
muss darauf geachtet werden, dass entsprechend der spateren Wanderungsrichtung
der negativ geladenen Proteine die PVDF-Membran zur Anode orientiert ist, wahrend
das Gel zur Kathode zeigt. Der Protein-Transfer wird durch Anlegung eines Stroms
(Stromstarke 1 A) in Gang gesetzt. Die Dauer der EiweiB-Wanderung hangt dabei

maBgeblich von der GrdBe der im Interesse stehenden Proteine ab.

3.4.4 Nachweis transferierter Proteine durch Immunhistochemie

Die auf eine PVDF-Membran transferierten Proteine werden mit immunhistochemi-
schen Methoden nachgewiesen. Eine Mdéglichkeit dabei ist die Erkennung der im In-
teresse stehenden Proteine Uber Antikérper mit nachfolgender Chemolumineszenz
[Pingoud et Urbanke 1997].

Dazu missen zuerst reaktive Gruppen auf der Membran durch ,Blocken“ abgedeckt
werden, um eine unspezifische Bindung der spater verwendeten Antikérper zu ver-
hindern. Dies geschieht standardmaBig durch eine Schuttelinkubation der Membran
in einer milchbasierten Blockierldsung (30 min, 37 °C). Bei der Verwendung von
phosphospezifischen Antikbrpern muss laut Herstellerangaben zum Blocken Rinder-
serumalbumin (BSA) zum Einsatz kommen. AnschlieBend wird die Membran den so-
genannten Primarantikbrpern ausgesetzt, die spezifisch an Epitope der nachzuwei-
senden Proteine binden. Dazu wird die Membran Uber Nacht bei 4 °C in einer die

Primarantikdrper enthaltenden Lésung geschittelt, die zuvor nach Herstellerangaben
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zubereitet wurde. Am nachsten Tag wird die PVDF-Membran von ungebundenen An-
tikdrpern befreit, indem sie dreimal fir je 10 Minuten mit PBST-Puffer (PBS-Tween-
Puffer: 0,1 % Tween 20 in PBS) gewaschen wird, um sie im Anschluss daran in einer
Lésung inkubieren zu kénnen (60 min, 37 °C), die in der Verdinnung von 1:10.000
die Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper enthalt. Diese sind so
konstruiert, dass sie gegen den F¢-Teil des Primarantikdrpers gerichtet sind. Nach
einer erneuten Befreiung der Membran von ungebundenen Antikérpern wird diese
mit einer Chemolumineszenzlésung (SuperSignal West) in Verbindung gebracht. Die
Lésung enthalt ein Substrat, welches in Anwesenheit der an den Zweitantikdrper ge-
koppelten Meerrettich-Peroxidase umgewandelt wird. Dies wiederum hat eine
Lichtemission zur Folge, die Uber die Belichtung eines Hyperfilms nachgewiesen

wird.

Alternativ zur Verwendung von Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundaranti-
kérpern kénnen auch Zweitantikérper der Firma LI-COR® zum Einsatz kommen. Da
diese nach Herstellerangaben mit Fluorophoren gekoppelt sind, senden sie von sich
aus Licht spezifischer Wellenlangen im Nah-Infrarotbereich aus. Dadurch erlbrigt
sich eine anschlieBende Inkubation der Membran in der Chemolumineszenzlésung.
Stattdessen wird das von diesen Antikdrpern emittierte Licht Uber einen digitalen
Scanner namens Odyssey® detektiert. Dabei miissen sich die Proteine statt auf der
ublichen PVDF-Membran auf einer speziellen PVDP-Membran der Firma Millipore
befinden.

3.4.5 Quantifizierung transferierter Proteine mittels Densitometrie

Proteinbanden eines Western-Blots (vgl. Kapitel 3.4.3 und 3.4.4 ) kénnen mittels
Densitometrie quantifiziert werden [Gassmann, Grenacher et al. 2009].

Zu diesem Zweck wurden Proteinbanden eingescannter Western-Blot-Filme durch
.imaged 1.48“ (http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html) einer densitometrischen Aus-
wertung unterzogen. Dabei errechnete dieses frei erhéltliche Programm Uber die
Summe der in einer Bande enthaltenen Grauwerte fir jede Bande einen Zahlenwert,
der mit dem Schwarzungsgrad auf dem Film korreliert. AnschlieBend wurden die
Zahlenwerte fir die im Interesse stehenden Proteinbanden mit den zugehdérigen Wer-
ten der jeweiligen Ladungskontrollen ins Verhaltnis gesetzt.
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3.5 Biologische Untersuchungen

3.5.1 Messung der proliferativen Aktivitat von Zellen

Zur Messung der proliferativen Aktivitat von Zellen kommt ein Verfahren zum Einsatz,
bei dem das Tetrazolium-Salz [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5(3-
carboxymethonyphenol)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] eine wichtige Rolle spielt.
Diese auch MTS genannte Substanz wird durch in metabolisch aktiven Zellen vor-
kommende Dehydrogenasen zu wasserldéslichem Formazan reduziert, dessen Quan-
titdt photometrisch bei einer Wellenlange von 490 nm bestimmt werden kann. Die
dabei gemessene Absorption ist direkt proportional zu der Anzahl von lebenden Zel-

len in der jeweils eingesetzten Kultur.

Konkret wurde bei diesem Verfahren nach den Angaben der Firma Promega vorge-
gangen, von der auch die theoretischen Informationen und der dabei verwendete
CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay stammen. Dement-
sprechend werden in die Vertiefungen von Flachboden-96-Loch-Platten jeweils 100
pl gegeben, die sich aus 9.000 Ba/F3-Zellen und farblosem RPMI-1640-Medium,
dem bei Bedarf IL-3 zugefligt wird, zusammensetzen. Zusétzlich kann in diesem Vo-
lumen DMSO oder ein Inhibitor in der jeweils angegebenen Konzentration enthalten
sein. FUr die spateren Leerwertbestimmungen werden auch Lécher mit 100 pl purem
Medium vorbereitet. AnschlieBend werden die Platten gemaB den allgemeinen Kul-
turbedingungen (vgl. Kapitel 3.3.1) fr einen bestimmten Zeitraum in einem Inkubator
gehalten. Im nachsten Schritt werden in jede zu messende Vertiefung 20 ul einer
nach Herstellerangaben vorbereiteten Losung gegeben, die das MTS enthélt. Es er-
folgt eine weitere Inkubation der Platten flr zwei Stunden. AbschlieBend wird die Ab-
sorption bei 490 nm unter Zuhilfenahme eines ELISA-Platten-Readers bestimmt.

Von allen Proben wurden Dreifach-Messwerte erstellt, aus denen ein Mittelwert er-

rechnet wurde.
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4  Untersuchung der Kandidatengene SOCS1 und
PTPLAD2 in einem Modell der FLT3-ITD-Kinase-

unabhangigen Resistenz

4.1 Allgemeines zur FLT3-ITD-Mutation

4.1.1 Haufigkeit des Auftretens und Bedeutung

Wahrend eine Internal Tandem Duplication (ITD) in der FLT3-Rezeptortyrosinkinase
relativ selten bei Patienten, die an einer akuten lymphatischen Leukamie (ALL) oder
einem myelodysplastischen Syndrom (MDS) erkrankt sind (<1 % und 3-5 %), nach-
gewiesen wird, findet sich diese Art der Mutation bei knapp einem Viertel aller an ei-
ner akuten myeloischen Leukdmie (AML) leidenden Menschen. Im Vergleich dazu
lasst sich bei der AML eine Uberexpression jener Kinase sogar in den meisten Fallen
nachweisen [Small 2006; Gilliland et Griffin 2002].

Die AML, eine Neoplasie der Myelopoese, ist weniger eine einzelne Erkrankung,
sondern vielmehr eine Gruppe von akuten Leukamien, die charakterisiert sind durch
eine Proliferation und Akkumulation von unreifen hamatopoetischen Zellen sowohl im
Knochenmark als auch im peripheren Blut. Diese malignen Zellen verdrangen und
inhibieren mit fortschreitendem Verlauf das Wachstum und die Differenzierung nor-
maler erythrozytarer, myeloischer und megakaryozytarer Vorlduferzellen, was unbe-
handelt in der Regel innerhalb von Wochen bis Monaten zum Tode flhrt. Die Hetero-
genitat der AML spiegelt sich in deren Einteilung wieder, die gemas der WHO-
Klassifikation anhand zytogenetischer, molekulargenetischer und morphologischer
Veranderungen erfolgt [Miller 1995; Buchner, Niederwieser et al. 2010].

Ferner ist fir die AML bekannt, dass das Auftreten einer FLT3-ITD-Mutation in den
jeweiligen hamatopoetischen Zellen alleine nicht ausreichend ist, um die Erkrankung
auszuldsen. Wie alle zur Gruppe der Klasse-I-Mutationen gehérenden Vertreter ver-
leint auch die FLT3-ITD-Mutation den betroffenen Zellen einen Proliferations- bzw.
Uberlebensvorteil, ohne jedoch Einfluss auf die Differenzierung zu nehmen. Gemas
gangiger Lehrmeinung muss zur Entstehung einer akuten hamatopetischen Neopla-
sie wie der AML zuséatzlich zu einer Klasse-I-Mutation noch eine Klasse-II-Mutation
hinzukommen. Klasse—llI-Mutationen, die z.B. durch Translokationen mit Fusionspro-
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teinbildung entstehen (z.B. AML1/ETO), bewirken priméar eine Inhibition der hamato-
poetischen Differenzierung [Gilliland et Griffin 2002; Lion et Kovar 2004]. Daher wird
die AML im Gegensatz zur CML (vgl. Kapitel 5.1) zu den polygenetischen Erkrankun-
gen gezahlt [Small 2006]. Studienergebnisse belegen, dass der Nachweis einer
FLT3-ITD-Mutation bei bestimmten AML-Patienten unter 60 Jahren eine deutlich
schlechtere Prognose nach sich zieht (vgl. Kapitel 4.1.3) [Gilliland et Griffin 2002].

4.1.2 Molekulargenetischer Hintergrund
4.1.2.1 Die FLT3-Rezeptortyrosinkinase und ihre ITD-Mutation

Die Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3), deren zugehdriges Gen auf Chromosom 13 zu
verorten ist [Fathi et Chen 2011], wird wie c-KIT und PDGFR zur Klasse 3 der Re-
zeptortyrosinkinasen gezahlt. Sie setzt sich zusammen aus einem extrazellularen
ligandenbindenden Anteil, einer Transmembrandomane, einer juxtamembrandsen
Dimerisierungsdomane und einer hochkonservierten intrazelluldren Tyrosinkinase-
doméne, die durch ein Kinase-Insert unterbrochen wird [Meshinchi et Appelbaum
2009].

NH

Extracellular ligand-
binding domain

Transmembrane domain

ITD mutations Juxtamembrane domain

yrosine kinase domain

Abbildung 1: Aufbau von FLT3

FLT3 setzt sich aus einer ligandenbindenden extrazellularen Doméane, einer Transmembrandoméane
und einer zytoplasmatischen Domane zusammen, wobei letztere sich in eine juxtamembrandse Dime-
risierungsdoméne und eine Tyrosinkinasedomane, welche durch ein Kinase-Insert unterbrochen wird,

aufteilen lasst. Dabei sind die juxtamembranése Dimerisierungsdomane, in der ITD-Mutationen auftre-
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ten, und Aspartat 835, wo die haufigsten Mutationen der Kinasedoméne sich ereignen, durch Pfeile
gekennzeichnet [Small 2006].

Physiologisch kommt FLT3 maBgeblich in hAmatopoetischen Vorlaufer- bzw. Stamm-
zellen vor, wo sie eine wichtige Funktion hinsichtlich Uberleben, Proliferation und Dif-
ferenzierung einnimmt [Small 2006]. Ferner findet eine Expression von FLT3 auch in
den soliden Organen Leber, Milz, Thymus und Plazenta statt. Pathologisch erhéhte
Level an FLT3-Molekilen finden sich dagegen in krankheitstypischen Zellen mancher
hamatologischer Malignome, wobei dies vor allem fir die AML und ALL zutrifft [Mes-
hinchi et Appelbaum 2009].

In unstimuliertem Zustand prasentiert sich die FLT3-Wildtyp-Form dabei als
unphosphoryliertes Monomer, dessen Tyrosinkinase inaktiv ist. Kommt es zu einer
Interaktion des extrazellularen Rezeptoranteils mit dem dazu passenden FLT-
Liganden (FL), findet innerhalb des FLT3-Molekils eine Konformationsanderung

statt, welche eine FLT3-Dimerisierung zur Folge hat [Meshinchi et Appelbaum 2009].

-
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Abbildung 2: FLT3-Signalweg

Zwei FLT3-Monomere sind durch die Bindung eines FLT-Liganden (FL) dimerisiert. Unter Beteiligung
von Adaptorproteinen (z.B. SHC und GRB2), welche an phosphorylierten Stellen der intrazelluldren
Kinase-Moiety binden, kommt es zu Protein-Proteininteraktionen, wodurch die stromabwarts gerichte-
ten Signaltransduktionswege STAT, MAP-Kinase (ERK) und AKT/PI3-Kinase aktiviert werden. Da-
durch wiederum gelangen verschiedene Transkriptionsmediatoren (z.B. NF-kB) in den Kern, wo diese

Einfluss nehmen auf die Regulation von Zellfunktionen [Grafone, Palmisano et al. 2012].
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Dieser Vorgang ermdglicht es ATP-Molekilen sich an die dafir vorgesehenen Bin-
dungsstellen anzulagern [Levis 2011] und flhrt dadurch zu einer Aktivierung der bei-
den beteiligten Tyrosinkinasen, die im weiteren Ablauf mehrere Stellen der intrazellu-
laren Kinase-Moiety phosphorylieren. An den so verénderten Bereichen des FLT3-
Dimers bilden sich unter Beteiligung von Adaptorproteinen (z.B. GRB2 oder SHC-
Proteine) verschiedene Proteinkomplexe, innerhalo derer es zu Protein-
Proteininteraktionen kommt. Manche der dabei beteiligten EiweiBe werden auf diese
Art und Weise in einen aktiven Zustand versetzt, was wiederum eine Kaskade an
Phosphorylierungsreaktionen nach sich zieht. Im Rahmen dessen kommt es zu einer
Aktivierung sekundarer Mediatoren, wodurch die stromabwarts gerichteten Signal-
transduktionswege STAT, MAP-Kinase (ERK) und AKT/PI3-Kinase aktiviert werden.
So gelangen verschiedene Transkriptionsmediatoren in den Kern und nehmen dort
Einfluss auf die Regulation der Zelldifferenzierung, der Proliferation oder auch der

Apoptose [Meshinchi et Appelbaum 2009; Grafone, Palmisano et al. 2012].

Zusétzlich ist bekannt, dass zur Gewahrleistung einer optimalen FLT3-Funktion in-
nerhalb einer gesunden Zelle das koordinierte Zusammenspiel weiterer Wachstums-
faktoren, zu denen der Stammzellfaktor SCF oder Interleukin 3 zu z&hlen sind, bend-
tigt wird [Meshinchi et Appelbaum 2009].

Wahrend die Wildtyp-Form der FLT3-Rezeptortyrosinkinase, wie eben beschrieben,
nur in Anwesenheit des Liganden FL aktiviert wird, ist die ITD-Form dieses Molekuls
konstitutiv aktiv. Das liegt daran, dass die auf DNA-Ebene zugrunde liegenden Inter-
nal Tandem Duplications, welche durch Verdopplung eines DNA-Fragments zustande
kommen, innerhalb der fur die juxtamembrandése Membran kodierenden Region lie-
gen (Abbildung 1). Dabei besteht eine gewisse Variabilitdt hinsichtlich der Lage und
Ausdehnung (von 3 bis Uber 400 Basenpaare) jener genetischen Veranderungen.
Diese fuhren laut in-vitro-Studien dazu, dass die daraus hervorgehenden FLT3-ITD-
Proteine ligandenunabhangig dimerisieren und so fortwahrend aktiviert werden. Da-
von betroffene Zellen zeichnen sich unter anderem durch eine zytokinunabhangige
Proliferation aus, die auch fir Mutationen innerhalb der Tyrosinkinasedomane (FLT3-
TKD) beschrieben ist [Meshinchi et Appelbaum 2009].

Diese eben dargelegte und weitestgehend als klassisch anzusehende Theorie der
konstitutiven und ligandenunabhangigen Aktivierung einer ITD-mutierten FLT3-
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Rezeptortyrosinkinase ist nicht unumstéBlich. Geman dieser Lehrmeinung dirften
unterschiedliche Level an FL bei der FLT3-ITD-Form bezlglich der Aktivierung keine
Rolle spielen. Dennoch weisen Untersuchungen darauf hin, dass FLT3-ITD-
Rezeptortyrosinkinasen nur einen geringen Grad an Autophosphorylierung aufwei-
sen, wenn sie in Zellen exprimiert werden, die keinerlei Liganden dieser Art vorwei-
sen. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass eine ITD-Mutation in FLT3/ITD
statt einer Unabhangigkeit eher eine Hypersensibilitdt gegenliber dem Liganden FL
induziert [Levis 2011].

4.1.2.2 Die Rolle von JAK2, STAT5 und SOCS1 in FLT3-ITD-positiven Zellen
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Abbildung 3: FLT3-ITD aktiviert STAT5 direkt und unterliegt dabei keiner negativen Riickkopp-
lung durch SOCSH1

FLT3-ITD aktiviert mittels Phosphorylierung direkt STAT5-Proteine, welche in diesem Zustand auf
DNA-Ebene die Transkription von Zielgenen (u. a. SOCS1) hochregulieren. Translatierte SOCS1-
Proteine fungieren nun als negative Regulatoren von STATS5, indem sie die Januskinase 2 (JAK2),
welche ebenfalls STAT5-Molekule phosphoryliert, z.B. am IL-3-Rezeptor inhibieren. Die direkte Aktivie-
rung von STATS Uber FLT3-ITD bleibt von diesem negativen Rickkopplungsmechanismus jedoch
unberihrt [Choudhary, Brandts et al. 2007].

STAT-Proteine (Signal Transducers and Activators of Transcription) fungieren als
Transkriptionsfaktoren, die nach ihrer Aktivierung durch Tyrosinkinasen im phospho-
rylierten Zustand aus dem Cytoplasma in den Zellkern Gbertreten, wo sie im Zusam-
menspiel mit anderen Coaktivatoren zu einer erhdhten Transkriptionsrate ihrer Ziel-
gene fUhren [Bromberg et Darnell 2000].
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Dieser Mechanismus ist auch fiir das Protein STAT5 belegt (vgl. Abbildung 3), wel-
ches dadurch nachweislich zur zytokinunabh@ngigen Proliferation von FLT3-ITD-
positiven Zellen beitragt [Mizuki, Fenski et al. 2000]. In diesem Zusammenhang be-
legen in-vitro-Versuche, dass FLT3-ITD, im Gegensatz zur FLT3-Wildtyp-Form,
STAT5-Molekiile direkt mittels Phosphorylierung aktiviert. Dem weiteren molekularen
Mechanismus folgend gelangen nun derartige pSTAT5-Proteine als Dimere in den
Zellkern, wo sie auf DNA-Ebene die Expression ihrer (wachstumsassozierten) Ziel-
gene forcieren [Choudhary, Brandts et al. 2007]. Unter diesen Genen befindet sich
auch SOCS1, das einen negativen Feedbackmechanismus induziert. Fertige
SOCS1-Molekiile dienen so als negative Regulatoren von STATS5, indem sie die Ja-
nuskinase 2 (JAK2), welche neben JAK1, JAK3 und TYK2 ebenfalls STAT5-Proteine
am IL-3-Rezeptor phosphoryliert, inhibieren. Der IL-3-Rezeptor selbst weist keine
katalytische Aktivitat auf [Choudhary, Brandts et al. 2007; Reddy, Korapati et al.
2000].
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Abbildung 4: Abbau von pJAK2 durch SOCS1

pJAK2 forciert (mittels STAT5) auf DNA-Ebene die Expression von SOCS1, welches wiederum pJAK2
Uber Ubiquitinierungsreaktionen einem proteasomalen Abbau zufiihrt (negativer Feedbackmechanis-
mus) [Ali, Nouhi et al. 2003].

Dabei, so legen in-vitro-Experimente nahe, bindet SOCS1 Uiber die SH2-Doméane an
das phosphorylierte Tyrosin-1007 in der Aktivierungsschleife von JAK2 und hemmt
auf diese Weise die katalytische Aktivitat dieser Kinase. Darliber hinaus wird der so
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entstandene JAK2-SOCS1-Komplex Ziel von zellularen Ubiquitinierungsreaktionen,
wortber JAK2 einem proteasomalen Abbau zugefihrt wird (vgl. Abbildung 4) [Ali,
Nouhi et al. 2003 ].

Die direkte Aktivierung von STATS Uber FLT3-ITD bleibt von diesem negativen Rlick-
kopplungsmechanismus unberihrt [Choudhary, Brandts et al. 2007], was das onko-
gene Potential von FLT3-ITD zusétzlich unterstreicht.

4.1.3 FLT3-Inhibitoren bei der Behandlung der AML

BekanntermafBen wird die AML, die hamatologische Erkrankung, bei der am haufig-
sten eine FLT3-ITD-Mutation nachgewiesen wird (vgl. Kapitel 4.1.1), traditionell mit
Chemotherapien und Stammzelltransplantationen behandelt [Fathi et Chen 2011]. In
diesem Zusammenhang konnte Fréhling [Fréhling, Schlenk et al. 2002] in einem ho-
mogenen Kollektiv von an AML erkrankten Erwachsenen im Alter zwischen 16 und 60
Jahren, die mit einer Induktionstherapie gefolgt von einer Postremissionstherapie
behandelt wurden, zeigen, dass Patienten mit einer FLT3-ITD-Mutation nach 36 Mo-
naten mit nur 13 % eine signifikant geringere Uberlebensrate hatten gegeniiber Pati-
enten, bei denen keine FLT3-Mutation festgestellt wurde (21 %). Die Uberlebensrate
aller AML-Patienten nach diesem Zeitraum lag bei 19 %. Des Weiteren wurden bei
dieser Untersuchung Vorteile hinsichtlich der Remissionsdauer bei Patienten ohne
FLT3-Mutation festgestellt. So befanden sich nach initialer Erreichung einer komplet-
ten Remission nach 36 Monaten noch 23 % der AML-Patienten ohne FLT3-Mutation
in diesem Stadium, im Vergleich zu nur 13 % in der FLT3-ITD-Gruppe, wobei die in-
itialen Remissionsraten bei 76 % (ohne FLT3-Mutation) und 65 % (mit FLT3-ITD-
Mutation) lagen. Erganzend dazu zeigte Thiede [Thiede, Steudel et al. 2002], dass
insbesondere FLT3-ITD-positive Patienten mit einem durch PCR-Amplifikation be-
stimmten Verhaltnis von mutierter zu unmutierter FLT3-Rezeptortyrosinkinaseform
von Uber 0,78 eine signifikant schlechtere Prognose bezliglich des Gesamtiiberle-
bens haben im Vergleich zu FLT3-ITD-positiven Patienten mit einem Verhaltnis von
unter 0,78. Dabei lassen sich die Uberlebensraten der letzten Gruppe vergleichen mit
denen von AML-Patienten ohne ITD-Mutation.
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Aufgrund solcher Daten wurden FLT3-selektive Inhibitoren entwickelt, von denen ei-
nige in klinischen Studien in Bezug auf ihre Wirksamkeit erprobt wurden [Fathi et
Chen 2011].

Es konnte gezeigt werden, dass FLT3-Inhibitoren der ersten Generation als Monothe-
rapeutika bei der Behandlung von Patienten mit einer therapierefraktaren oder rick-
falligen AML keine durchgreifenden und nachhaltigen Effekte erzielen kénnen [Wan-
der, Levis et al. 2014]. So weisen drei diesbezlgliche Phase-I-Studien mit Sorafenib
[Borthakur, Kantarjian et al. 2011; Pratz, Cho et al. 2010; Zhang, Konopleva et al.
2008] nur sehr geringe Raten an kompletten Remissionen aus (<10 %), wogegen in
zwei Studien mit Midostaurin als Monotherapeutikum [Stone, DeAngelo et al. 2005;
Fischer, Stone et al. 2010] kein einziger Fall einer kompletten Remission zu beobach-
ten war. Eine retrospektive Sorafenib-Monotherapie-Studie [Metzelder, Schroeder et
al. 2012] an FLT3-ITD-positiven AML-Patienten weist in diesem Zusammenhang mit
23 % die héchste Rate an kompletten Remissionen aus. Im Vergleich dazu treten in
allen sechs Studien deutlich haufiger signifikante Blastenreduktionen im peripheren
Blut oder auch im Knochenmark auf, wobei dies bei Metzelder [Metzelder, Schroeder
et al. 2012] in Uber 90 % der Falle bei Patienten mit einer FLT3-ITD-positiven AML
der Fall ist. Diese Behandlungserfolge sind in der Regel nur kurzfristig und treten
vorwiegend bei Patienten mit FLT3-ITD-Mutationen auf. Deutlich héhere Remissions-
raten inklusive eines vergleichsweise hohen Anteils an Komplettremissionen bei der
Behandlung von Patienten mit therapierefraktaren oder rickfalligen akuten myeloi-
schen Leukdmien zeigen dagegen erste Studien [Cortes, Kantarjian et al. 2013; Le-
vis, Perl et al. 2012] fir Quizartinib, einem FLT3-Inhibitor der zweiten Generation. So
weist Levis [Levis, Perl et al. 2012] fur Quizartinib als Monotherapeutikum eine Rate
an Komplettremissionen von 44 % bei FLT3-ITD-positiven AML-Patienten nach, wah-
renddessen sie bei Patienten ohne diese Mutation bei 34 % liegt. Die in diesem Zu-
sammenhang erreichten medianen Remissionsdauern werden mit 11,3 (ITD+) bzw.
5,0 (ITD-) Wochen angegeben. Somit erzielen FLT3-Inhibitoren als alleinige Therapie
der AML nicht anndhernd die Wirksamkeit, wie sie fir Tyrosinkinaseinhibitoren bei
der Behandlung der CML nachgewiesen ist (vgl. Kapitel 5.1.6).

Zusatzlich zu diesen Untersuchungen wurden Studien initiiert, die der Frage nach
synergistischen Effekten bei der Kombination von FLT3-Inhibitoren und klassischen
Chemotherapeutika nachgingen. Erste Resultate weisen darauf hin, dass unter be-
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stimmten Voraussetzungen sowohl Sorafenib (Ravandi, Alattar et al. 2013) als auch
Midostaurin (Stone, Fischer et al. 2012) mdglicherweise einen zusatzlichen Benefit
bringen, wobei eine abschlieBende Klarung dieser Fragestellung nur durch weitere
Studien erreicht werden kann.

Wahrend der exakte Nutzen von Midostaurin bei der Therapie einer AML weiter un-
klar bleibt, findet dieses Medikament auch in dieser Arbeit seine Verwendung. Dabei
wurde das Staurosporin-Derivat urspriinglich als Hemmer der Proteinkinase C ent-
deckt. Es stellte sich heraus, dass diese Substanz auch inhibitorische Eigenschaften
gegenilber den Kinasen VEGFR, PDGFR, c-Kit und FLT3 aufweist. Zusatzlich zeich-
net sich PKC412 durch eine ausgesprochene Zytotoxizitat gegentber FLT3-ITD-
Zelllinien aus [Fathi et Chen 2011].

4.2 Fragestellung

Der bisweilen Uberschaubare klinische Erfolg von FLT3-Inhibitoren (vgl. Kapitel 4.1.3)
bei der Behandlung hamatologischer Neoplasien wird nicht zuletzt auf zellulare Resi-
stenzmechanismen zurlckgefiihrt [Moore, Faisal et al. 2012], deren Existenz auch
bei der Therapie der chronischen myeloischen Leukamie mit Tyrosinkinaseinhibitoren
(vgl. Kapitel 5.1.6) eine Rolle spielt. Dementsprechend spricht ein kleinerer Teil der
Patienten mit AML von vornherein auf FLT3-Hemmer nicht an (primare Resistenz),
wogegen in der Mehrzahl der Félle erst nach einem initialen Therapieerfolg eine Re-

sistenz auftritt (sekundare Resistenz) [Breitenbuecher, Markova et al. 2009].

Als eine Ursache fir ein derartiges Therapieversagen gelten Mutationen im FLT3-
ITD-Gen, deren Auftreten bereits in-vitro [Williams, Nguyen et al. 2013; von Bubnoff,
Engh et al. 2009] als auch in einzelnen Fallen in-vivo [Breitenbuecher, Markova et al.
2009; Heidel, Solem et al. 2006; von Bubnoff, Rummelt et al. 2010] nachgewiesen
wurde. In diesem Zusammenhang wird berichtet, dass Zellen, die eine solche resi-
stenzverursachende Mutation aufweisen, auch in Anwesenheit eines FLT3-Inhibitors
aktive FLT3-Rezeptortyrosinkinasen vorweisen [Williams, Nguyen et al. 2013; von
Bubnoff, Engh et al. 2009; Heidel, Solem et al. 2006].

Dariiber hinaus wird angenommen, dass auch eine FLT3-Uberexpression und eine

Aktivierung kompensatorischer Signalwege die Effizienz einer FLT3-Inhibitor-
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Therapie deutlich einschranken kénnen [Breitenbuecher, Markova et al. 2009]. Da
Uber derartige alternative Resistenzmechanismen wenig bekannt ist, ist deren Erfor-
schung von hoher klinischer Relevanz.

Aus diesem Grund sollen im Rahmen dieser Arbeit an einem Modell FLT3-ITD-
Kinase-unabhangiger Resistenz mdgliche neue Resistenzmechanismen gegeniber
FLT3-Inhibitoren aufgedeckt werden. Zu diesem Zweck werden zwei Zellklone C7
und C10 herangezogen, die in einem Resistenzscreening von FLT3-ITD-positiven
Ba/F3-Zellen (Mig EGFP FLT3-ITD) [von Bubnoff, Engh et al. 2009] generiert wur-
den. Im Rahmen dieses Screenings wurden Tyrosinkinaseinhibitor-resistente Zellklo-
ne erzeugt, die auf Sekundarmutationen innerhalb ihrer FLT3-ITD-Kinasedoméane
untersucht wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass jeder der drei verwendeten
Tyrosinkinaseinhibitoren (PKC412, Sorafenib und Sunitinib) ein ganz charakteristi-
sches Profil an sekundaren Resistenzmutationen innerhalo der FLT3-ITD-
Kinasedomane hervorruft, wobei sich die Profile untereinander kaum Uberlappen.
Innerhalb dieser Untersuchungen zeigten die Klone C7 und C10 eine ausgesproche-
ne Resistenz gegenlber PKC412, obwohl keine sekundaren Resistenzmutationen
innerhalb der FLT3-ITD-Kinasedoméane nachweisbar waren.

Eine bereits fir die Klone C7 und C10 vorliegende Genexpressionsanalyse (Abbil-
dung 5; erzeugt mittels Atlas arrays der Firma Clontech) zeigt in diesem Zusammen-
hang eine auffallige Expression der Gene SOCS1 und PTPLAD2 im Klon C10 im
Vergleich zu C7 und nicht resistenten FLT3-ITD-Kontrollzellen (im Folgenden ITD
genannt).

Die Expressionslevel an SOCS1 in C10 gegenliber C7 und ITD sind deutlich erhéht,
wahrend die Level an PTPLAD2 in C10 im Vergleich erniedrigt sind.

Somit sind SOCS1 und PTPLAD2 im Klon C10 mdgliche Kandidatengene fir eine
FLT3-ITD-Kinase-unabhangige Resistenz. Ob die veranderte Expression dieser Ge-
ne in C10 tatsachlich in Zusammenhang mit der beobachteten PKC412-Resistenz
steht, soll im Folgenden geklart werden.

46



SOCST PTPLAD2

100%; 100%

80% 902

0%

0%

B0%:

50%:

40%.

0%

20%

10%;

0% 0%

ITD c7 (D9) c10 ITD c7 (D9) c10
Abbildung 5: C10: Uberexpression von SOCS1 und deutlich reduzierte Expression von
PTPLAD2

a.Die rot eingefarbte Kurve zeigt die gegeniber einem Kontrollgen relative Expression von SOCSH1 in
ITD, C7, D9 (ein in dieser Arbeit nicht weiterverwendeter Klon) und C10 in einer Genexpressionsana-
lyse.

b.Die rot eingeféarbte Kurve zeigt die gegeniber einem Kontrollgen relative Expression von PTPLAD2
in ITD, C7, D9 (ein in dieser Arbeit nicht weiterverwendeter Klon) und C10 in einer Genexpressions-
analyse.

Da SOCS1 innerhalb des FLT3-ITD-Signalwegs eine wichtige Rolle einnimmt (vgl.
Kapitel 4.1.2.2), soll dieser in C10 n&her untersucht werden. Dabei ist vor allem zu
prufen, inwieweit auch (p)JAK2 und (p)STAT5 in ihrer Expression verandert sind.
PTPLAD2 (Protein Tyrosine Phosphatase-Like A Domain containing 2) wurde dage-
gen in der einschlagigen Literatur bisher nicht in Zusammenhang mit der FLT3-ITD-
Mutation beschrieben. Nach bisherigen Erkenntnissen scheint das PTPLAD2-Gen,
das laut Webseite des NCBI (National Center for Biotechnology Information;
www.ncbi.nlm.nih.gov) auf dem menschlichen Chromosom 19 zu verorten ist, eine
Rolle bei der Entstehung sehr langkettiger Fettsduren zu spielen. Dort, so legen in-
vitro-Experimente nahe, katalysiert das aus diesem Gen hervorgehende Protein als
3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratase eine Reaktion, die zur Verlangerung langkettiger
Fettsauren beitragt [lkeda, Kanao et al. 2008].
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4.3 Ergebnisse

4.3.1 Validierung der Genexpressionsdaten von SOCS1 und Darstellung
zugehoriger Interaktionspartner

Um zu klaren, ob die Uberexpression von SOCS1 in C10 in Zusammenhang mit der
beobachteten PKC412-Resistenz steht (vgl. Kapitel 4.2), wird in einem ersten Schritt
die Expression von SOCS1 in ITD, C7 und C10 auf Proteinebene validiert, bei
gleichzeitiger Darstellung der zugehérigen Interaktionspartner (p)JAK2 und (p)STAT5
(vgl. Kapitel 4.1.2.2).

Zu diesem Zweck wurden die Proteinmengen von SOCS1, (p)JAK2 und (p)STATS in
ITD, C7 und C10 mittels Western-Blot bestimmt (Abbildung 6).

a) b)
o o) N~ e
E & 3 E O &
SOCS1 E o pPSTATS
PIAKZ - el STATS ———

JAK2 — R e
Aktin < —

Tubulin d

Abbildung 6: C10 exprimiert gegeniiber ITD und C7 erhdhte Proteinmengen an SOCS1 und
pJAK2

a.Ba/F3-Zellen (ITD, C7 und C10) wurden geerntet und deren Zelllysate gelelektrophoretisch aufge-
trennt. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine im Western-Blot mit einem
anti JAK2-Antikérper, einem anti pJAK2-Antikdrper, einem anti SOCS1-Antikdrper und einem anti a-
Tubulin-Antikdérper als Ladungskontrolle.

b.Ba/F3-Zellen (ITD, C7 und C10) wurden geerntet und deren Zelllysate gelelektrophoretisch aufge-
trennt. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine im Western-Blot mit einem
anti STAT5-Antikérper, einem anti pSTAT5-Antikdrper und einem anti a-B-Aktin-Antikdrper als La-
dungskontrolle.

Dieses Experiment bestatigt auf Proteinebene, dass analog des in Kapitel 4.2. vor-
gestellten Genexpressionsarrays SOCS1 in C10 gegenlber ITD und C7 deutlich er-
héht ist. Die Analyse der Interaktionspartner (p)JAK2 und (p)STATS ergab, dass C10
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mehr phosphorylierte JAK2-Proteine aufweist, wahrend die Menge an unphosphory-
liertem JAK2 in allen drei Zellklonen ahnlich hoch erscheint. Des Weiteren sind in
ITD, C7 und C10 vergleichbare STAT5-Level zu erkennen, wogegen pSTAT5 in C7

etwas vermehrt vorkommt.

Bemerkenswert an diesen Resultaten ist die Tatsache, dass pJAK2 in C10 hochregu-
liert ist. Eine abnorme Aktivierung dieses Proteins, welches unter anderem als Tyro-
sinkinase am |L-3-Rezeptor STAT5-Proteine phosphoryliert (vgl. Kapitel 4.1.2.2), wird
in der einschldagigen Literatur [Mahon 2005] in Verbindung gebracht mit der Entste-
hung von myeloproliferativen Erkrankungen. Bemerkenswert in diesem Zusammen-
hang ist die gleichzeitige Anwesenheit hoher SOCS1-Level, obwohl die phosphory-
lierte Form von JAK2 durch SOCS1 einem proteasomalen Abbau zugefihrt wird (vgl.
Kapitel 4.1.2.2).

Da der Grund fiir die eben beschriebene Uberexpression von pJAK2 in C10 véllig
unklar ist, soll im Folgenden untersucht werden, ob ein gestérter (p)JAK2-Abbau als

Ursache hierflr in Frage kommit.

4.3.2 Untersuchung des (p)JAK2-Abbaus mittels Cycloheximid

Um zu klaren, ob ein gestoérter (p)JAK2-Abbau ursachlich ist fir die hohen (p)JAK2-
Level in C10 (vgl. Kapitel 4.3.1), wurde mittels Cycloheximid (vgl. Kapitel 3.3.7) die
Proteinbiosynthese in ITD, C7 und C10 blockiert. Dadurch konnte der Abbau von
pJAK2 und JAK2 mittels Western-Blot Uber einen Zeitraum von sechs Stunden beo-
bachtet werden, ohne dass dieser Prozess von einem im Normalfall gleichzeitig ab-
laufenden Proteinaufbau Gberlagert wurde (Abbildung 7). AnschlieBend wurden die
Western-Blot-Banden durch Densitometrie (vgl. Kapitel 3.4.5) quantifiziert (Abbildung
8).
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Abbildung 7: Western-Blot des Cycloheximid-Versuchs

Ba/F3-Zellen (ITD, C7 und C10) wurden mit Cycloheximid behandelt (vgl. Kapitel 3.3.7), zu den ange-
gebenen Zeitpunkten geerntet und die zugehdrigen Zelllysate gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die
Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine im Western-Blot mit einem anti pJAK2-
Antikérper (2 unterschiedliche Entwicklungszeiten), einem anti JAK2-Antikérper und einem anti a-
Tubulin-Antikérper als Ladungskontrolle.
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Abbildung 8: Identischer Abbau von pJAK2 in C7 und C10, verzégerter Abbau von JAK2 in C10

Die Proteinbanden aus Abbildung 7 wurden mittels Densitometrie quantifiziert (siehe Kapitel 3.4.5).
Die vorliegende Abbildung zeigt so ermittelte Zahlenwerte flir den Schwarzungsgrad der jeweiligen
Proteinbanden, sortiert nach Zellklon (ITD, C7 und C10) und Zeitpunkt. Dabei ist die als Artefakt anzu-
sehende pJAK2-Bande fir ITD zum Zeitpunkt Oh in dieser Darstellung nicht abgebildet.

Aus Abbildung 8 ist zu entnehmen, dass die Proteinmengen an JAK2 nach sechs-
stiindiger Expositionsdauer gegentiber dem Translationshemmer Cycloheximid in
ITD und C7 auf unter 80 % der Ausgangsmengen abgesunken sind, wahrend sie in
C10 im gesamten Beobachtungszeitraum mehr oder weniger konstant bleiben. Diese
Beobachtung legt den Schluss nahe, dass der Abbau von JAK2 (vgl. Kapitel 4.1.2.2)
im Klon C10 gehemmt sein kénnte.

Vergleicht man zusatzlich in Abbildung 7 und Abbildung 8 pJAK2 in C7 (lange Ent-
wicklungszeit) und C10 (kurze Entwicklungszeit), so muss die Abbaurate des
phosphorylierten JAK2-Proteins in beiden Klonen als identisch angesehen werden.

Wahrend demnach ein gestoérter (p)JAK2-Abbau als Ursache fir die hohen pJAK2-
Level in C10 ausscheidet, kbnnte einer an diesem Punkt neu entstandenen Theorie
folgend die niedrige Expression von PTPLAD2 (Protein Tyrosine Phosphatase-Like A
Domain containing 2) (vgl. Kapitel 4.2) kausal daftir in Frage kommen. Es wéare mdg-
lich, dass PTPLAD2 als Phosphatase pJAK2 dephosphoryliert. Somit wiirden sich die
hohen pJAK2-Level in C10 durch die niedrigen PTPLAD2-Level erklaren lassen.

Trifft diese Theorie zu und wéren die hohen pJAK2-Level Ursache flir die PKC412-
Resistenz in C10, dann mlsste eine Normalisierung der PTPLAD2-Level in C10 eine
Resensibilisierung dieses Klons gegenltber PKC412 zur Folge haben.
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4.3.3 Validierung der Genexpressionsdaten von PTPLAD2 und
PTPLAD2-Uberexpression

Um der Hypothese eines durch niedrige PTPLAD2-Level induzierten PKC412-
Resistenzmechanismus in C10 (vgl. Kapitel 4.3.2) nachzugehen, werden zuerst die
Expressionsdaten von PTPLAD2 aus Kapitel 4.2 verifiziert und im Anschluss
PTPLAD2 in ITD, C7 und C10 Uberexprimiert. Daraufhin werden die neu entstande-
nen Klone auf ihre Sensibilitdt gegentber PKC412 getestet.

4.3.3.1 Validierung der Genexpressionsdaten von PTPLAD2

Um die PTPLAD2-Expressionsdaten zu bestétigen, wurde das entsprechende Gen
auf RNA-Ebene in ITD, C7 und C10 mittels RT-PCR (vgl. Kapitel 3.1.3) quantifiziert
(Abbildung 9).

PTPLAD2
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Abbildung 9: C10 exprimiert extrem wenig bzw. kein PTPLAD2

Aus Ba/F3-Zellen (ITD, C7 und C10) isolierte RNA (vgl. Kapitel 3.1.10) wurde in cDNA umgeschrieben
(vgl. Kapitel 3.1.11). Im Anschluss wurden aus diesem Material die Expressionslevel des Gens
PTPLAD2 mittels quantitativer RT-PCR bestimmt (vgl. Kapitel 3.1.3). Die statistische Auswertung er-
folgte auf Basis der Mean Normalized Expression (MNE) [Simon 2003], wobei das Gen GAPDH als
Referenz diente.

Als Ergebnis dieses Experiments kann festgehalten werden, dass analog des in Ka-
pitel 4.2 vorgestellten Genexpressionsarrays PTPLAD2 in C10 gegentber ITD und
C7 deutlich erniedrigt bzw. nicht nachweisbar ist.

Ein Nachweis auf Proteinebene konnte dagegen nicht erfolgen, da der damals einzi-
ge zur Verfigung stehende Antikdrper (Firma Abcam), der in der Lage sein sollte,
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murines PTPLAD2 zu binden, nur unspezifische Banden anzeigte. Ein spezifischer
Nachweis auf der Hohe von ca. 28 kDa konnte nicht erbracht werden.

4.3.3.2 PTPLAD2-Uberexpression und Testung der neu entstandenen Klone auf ihre
PKC412-Sensibilitét

Im Anschluss sollte nun PTPLAD2 in ITD, C7 und C10 Gberexprimiert werden. Zuvor
durchgefihrte Sequenzierungen ergaben keine genetischen Unterschiede von
PTPLAD2 im C7-Klon im Vergleich zu PTPLADZ2 in den ITD-Zellen. Eine Sequenzie-
rung der PTPLAD2-cDNA in C10 Zellen war nicht méglich, was auf die extrem niedri-
ge Expression jenes Gens in C10 zurlckgefihrt wurde.

So wurde zuerst zur Vervielfaltigung von murinem PTPLAD2 eine PCR durchgefihrt,
bei der cDNA von 3T3-Zellen (zur Verfiigung gestellt von Richard Huss) als template
diente. Im Rahmen einer zweiten PCR, bei der das Produkt der ersten PCR als Vor-
lage benutzt wurde, konnte der PTPLAD2-Sequenz neben den beiden Schnittstellen
BamHI (bzw. EcoRI) und Sall ein HA-Tag flankierend zur Seite gestellt werden. Das
daraus hervorgehende Konstrukt wurde tber BamHI und Sall in den Vektor pBABE-
puro subkloniert. Nach Uberpriifung des Klonierungserfolges mittels Sequenzierung
wurde der so entstandene Vektor pBABEpuro + PTPLAD2 in die ITD-Zellen, in C7
und in C10 retroviral transfiziert (vgl. Kapitel 3.3.5.2), bevor die daraus hervorgehen-

den Zellen selektioniert wurden (vgl. Kapitel 3.3.6.2).

Im weiteren Verlauf gelang es nicht, zur Uberpriifung der Transfektion das HA-Tag in
den jeweiligen Zellen immunhistochemisch nachzuweisen. Weder ein an das 5°-Ende
noch ein an das 3’-Ende kloniertes HA-Tag konnte mittels Western-Blot detektiert
werden, obwohl eine Positivprobe das gewlnschte Resultat lieferte. Ein geeigneter
PTPLAD2-Antikdrper stand, wie bereits in Kapitel 4.3.3.1 erwéhnt, ebenfalls nicht zur
Verflgung.

Aus diesem Grund wurde die PTPLAD2-Expression zur Bestimmung des Transfekti-
onserfolges Uber eine quantitative RT-PCR gemessen. AnschlieBend konnten Mes-
sungen bezlglich der proliferativen Aktivitdt durchgefiihrt werden, um das Wach-
stumsverhalten der PTPLAD2-Uberexprimierenden Zellen in Anwesenheit von
PKC412 zu bestimmten (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Die PTPLAD2-Uberexpression in C10 fiihrt zu keiner Wiederherstellung der Sen-
sibilitdt gegeniiber PKC412

a.Aus Ba/F3-Zellen (ITD, C7 und C10), transfiziert mit dem pBABEpuro + PTPLAD2-Konstrukt oder
zur Kontrolle ohne Transfektion, isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Im Anschluss wurden
aus diesem Material die Expressionslevel des Gens PTPLAD2 mittels quantitativer RT-PCR bestimmt.
Die statistische Auswertung erfolgte auf Basis der Mean Normalized Expression (MNE) [Simon 2003],
wobei die ,TATA-Box" als Kontrollgen diente.

b.Es wurden, wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben, Messungen bezlglich der proliferativen Aktivitéat von
Ba/F3-Zellen durchgefihrt. Dazu wurden Ba/F3-Zellen (ITD, C7 und C10), transfiziert mit dem pBA-
BEpuro + PTPLAD2-Konstrukt oder zur Kontrolle ohne Transfektion, PKC412 in den jeweils angege-
benen Konzentrationen zugesetzt. Die Abbildung zeigt die gemessenen optischen Dichten bei 490 nm
in Prozent nach insgesamt 50 Stunden Inkubation mit PKC412 in den angegebenen Konzentrationen.

Wie Abbildung 10a belegt, weisen die transfizierten Zellen (ITD/PTPLADZ2,
C7/PTPLAD2 und C10/PTPLAD2) hohe PTPLAD2-Level aus. Im Vergleich dazu
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kommen bei dem gewahlten MaBstab die MNE-Werte der verwendeten Kontrollzel-
len (ITD, C7 und C10) kaum zur Darstellung.

Die Ergebnisse aus den Messungen der proliferativen Aktivitat jener Zellen in Anwe-
senheit von PKC412 zeigt Abbildung 10b. Darin zeichnen sich die ITD-Zellen analog
zu publizierten Resultaten der Arbeitsgruppe [von Bubnoff, Engh et al. 2009] durch
eine deutliche Sensibilitdt gegenliber dem verwendeten Inhibitor aus, wobei der zu-
gehdrige IC50-Wert etwas unter 5 nM liegt. Eine PTPLAD2-Uberexpression in diesen
Zellen hat keinen signifikanten Effekt auf den IC50-Wert. Im Gegensatz dazu weisen
die Klone C7 und C10 eine ausgesprochene PKC412-Resistenz auf, die nicht durch
eine PTPLAD2-Uberexpression durchbrochen werden kann.

Somit liefert diese Untersuchung einen Hinweis darauf, dass, vorausgesetzt die ho-
hen pJAK2-Level stehen in Zusammenhang mit der beobachteten PCK412-
Resistenz in C10, PTPLAD2 als Phosphatase von pJAK2 ausscheidet. Diese Hypo-

these soll nun im folgenden Kapitel untermauert werden.

4.3.4 Unterdrickung der PTPLAD2-Expression mittels einer pLM-

PmiRPTPLAD2

Falls, wie im vorausgehenden Kapitel angenommen, PTPLAD2 nicht die Phosphata-
se von pJAK2 ist, dlrfte, vorausgesetzt die hohen pJAK2-Level stehen in Zusam-
menhang mit der beobachteten PCK412-Resistenz in C10, eine Unterdriickung der
PTPLAD2-Expression in den ITD-Kontrollzellen nicht zu einer Resistenz dieses Klons
gegentber PKC412 fihren. Darum sollte im Folgenden die Expression von
PTPLAD2 mittels einer pLMPmiRF™"*P2 in |TD, C7 und C10 unterdriickt werden.
Daraufhin sollen die neu entstandenen Klone auf ihre Sensibilitdt gegenliber PKC412

getestet werden.

Zu diesem Zweck wurde, wie in Kapitel 3.1.12 beschrieben, ein pLMPmiRPTP-AP2.

Konstrukt kloniert, dessen zielgenspezifische shRNA gegen PTPLAD2 gerichtet ist.
Nach Uberpriifung des Klonierungserfolges mittels Sequenzierung wurde der so ent-
standene Vektor pLMPmIR"TP*AP2 sowie zur Kontrolle das Konstrukt pLMPmiR ™ in
die ITD-Zellen, in C7 und in C10 retroviral transfiziert, bevor die daraus hervorge-

henden Zellen selektioniert wurden (vgl. Kapitel 3.3.6.2).
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Der Effekt dieser VektorUbertragung konnte in den so transfizierten Zellen nicht auf
Proteinebene Uberprift werden, da geeignete PTPLAD2-Antikérper nicht verfigbar
waren (vgl. Kapitel 4.3.3). Aus diesem Grunde wurde die PTPLAD2-Expression zur
Bestimmung des Transfektionserfolges Uber eine quantitative RT-PCR bestimmt. Es
sei an dieser Stelle erwahnt, dass auf eine Transfektion der PTPLAD2-
(iberexprimierenden Zellklone von Kapitel 4.3.3 mit dem pLMPmiR"""**P2.vektor ver-
zichtet wurde, da der an PTPLAD2 angehangte HA-Tag in diesen Zellen ebenfalls

nicht mittels Western-Blot nachweisbar war.

Da sich im Folgenden herausstellte, dass durch die Transfektion des Vektors
pLMPmIR"TP*P2 nyr in C7 die Expression von PTPLAD2 suffizient supprimiert wer-
den konnte (Abbildung 11a), wurde in einem weiteren Schritt das Wachstumsverhal-
ten PTPLAD2-depletierter C7-Zellen unter PKC412-Einfluss bestimmt (Abbildung
11Db).
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Abbildung 11: Eine erniedrigte Expression von PTPLAD2 beeinflusst nicht die proliferative Ak-
tivitat von C7 bei der Anwendung von PKC412

a.Aus Ba/F3-Zellen (ITD, C7 und C10), transfiziert mit dem pLMPmiR"""**?_Konstrukt oder zur Kon-
trolle mit dem pLMPmIR"°™-Vektor, isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Im Anschluss wur-
den aus diesem Material die Expressionslevel des Gens PTPLAD2 mittels quantitativer RT-PCR be-
stimmt. Die statistische Auswertung erfolgte auf Basis der Mean Normalized Expression (MNE) [Simon
2003], wobei die , TATA-Box"“ als Kontrollgen diente.

b.Es wurden, wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben, Messungen bezlglich der proliferativen Aktivitédt von
Ba/F3-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden Ba/F3-Zellen (C7), transfiziert mit dem pLMPmiR"TF-AP2
Konstrukt oder zur Kontrolle mit dem pLMPmiR"™-Vektor, PKC412 in den jeweils angegebenen Kon-
zentrationen zugesetzt. Die Abbildung zeigt die gemessenen optischen Dichten bei 490 nm in Prozent
nach insgesamt 50 Stunden Inkubation mit PKC412 in den angegebenen Konzentrationen.

Eine mogliche Erklarung fir die insuffiziente Supprimierung von PTPLAD2 in ITD
ware, dass ITD-Zellen, im Gegensatz zu C7 und C10, zwingend auf ein bestimmtes
Level an PTPLAD2-Proteinen angewiesen sind. Eine erniedrigte Expression jenes
Gens koénnte fir sie, dieser Hypothese folgend, letal sein. Demzufolge wéare es még-
lich, dass im Rahmen der Transfektion alle erfolgreich mit dem pLMPmiRPTP-AP2.
Konstrukt versorgten ITD-Zellen zugrunde gegangen sind, wahrend nur untransfizier-
te Zellen Uberlebt haben. Von diesen ware dann durch den anschlieBenden Antibioti-
kaeinsatz eine Subpopulation selektioniert worden, die aus anderen Griinden gegen-

uber dem verwendeten Antibiotikum resistent waren.
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Unabhéangig von dieser Hypothese sind demzufolge in Abbildung 11b nur die prolife-
rativen Aktivitaten von C7-Zellen mit erniedrigter (C7/miR PTPLAD2) und urspringli-
cher (C7/miR Kon.) PTPLAD2-Expression unter PKC412-Einfluss zu sehen. Diesbe-
zlglich konnten keine Unterschiede festgestellt werden.

Aus den Ergebnissen dieses und des vorausgegangenen Kapitels kann somit ge-
schlossen werden, dass, vorausgesetzt die hohen pJAK2-Level stehen in Zusam-
menhang mit der beobachteten PCK412-Resistenz in C10, PTPLAD2 keine
Phosphatase von pJAK2 ist und somit auch als Kandidatengen flir eine FLT3-ITD-
Kinase-unabhangige Resistenz in diesem Modell ausscheidet.

4.3.5 SOCS1-Uberexpression

Nachdem PTPLAD2 als Kandidatengen (vgl. Kapitel 4.3.3 und 4.3.4) ausgeschlos-
sen worden ist, soll nun im Folgenden untersucht werden, inwieweit die erhéhte
SOCS1-Expression in C10 (vgl. Kapitel 4.2. und 4.3.1) als Ursache fir die Resistenz
dieses Klons gegeniiber PKC412 in Frage kommt. Wéare dies der Fall, so misste ei-
ne SOCS1-Uberexpression in den ITD-Kontrollzellen zu einer PKC412-Resistenz

fuhren.

Um dies zu Gberprifen, wird zuerst, nachdem keine SOCS1-Mutationen im C10-Klon
mittels Sequenzierung gefunden werden konnten, SOCS1 in den ITD-Zellen Uberex-
primiert. Der neu entstandene Klon wird auf seine Sensibilitdt gegeniber PKC412

getestet.

Dazu wurde zunachst eine PCR durchgefihrt, bei der murines SOCS1 aus dem
template pEF-Flagl mSOCS vervielfaltigt wurde. Im Rahmen dessen wurde Uber ein
entsprechendes Primer-Design vor die SOCS1-Sequenz ein Myc-Tag eingeflihrt. Das
daraus hervorgehende Konstrukt wurde nach dem TOPO®-Verfahren in den pCR™-
Blunt I-TOPO®-Vektor integriert (\CR™-Blunt 1I-TOPO® + SOCS1). Von da aus
wurde das SOCS1-Myc-Konstrukt in den pBABEpuro-Vektor zwischen die
Schnittstellen BamHI und EcoRI subkloniert. Nach Uberpriifung des Klonierungserfol-
ges mittels Sequenzierung wurde der so entstandene Vektor pBABEpuro + SOCS1
in die ITD-Zellen retroviral transfiziert, bevor die daraus hervorgehenden Zellen

selektioniert wurden.
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Abbildung 12: Eine SOCS1-Uberexpression beeinflusst nicht die proliferative Aktivitat von
FLT3-ITD-positiven Ba/F3-Zellen gegeniiber PKC412

a.Ba/F3-Zellen (ITD), transfiziert mit dem pBABEpuro + SOCS1-Konstrukt oder zur Kontrolle untrans-
fiziert, wurden geerntet und deren Zelllysate gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die
immunchemische Darstellung der Proteine im Western-Blot mit einem anti c-myc-Antikdrper, einem
anti SOCS1-Antikérper und einem anti a-B-Aktin-Antikdrper als Ladungskontrolle.

b.Es wurden, wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben, Messungen bezlglich der proliferativen Aktivitédt von
Ba/F3-Zellen durchgefihrt. Dazu wurden Ba/F3-Zellen (ITD), transfiziert mit dem pBABEpuro +
SOCS1-Konstrukt oder zur Kontrolle untransfiziert, PKC412 in den jeweils angegebenen Konzentra-
tionen zugesetzt. Die Abbildung zeigt die gemessenen optischen Dichten bei 490 nm in Prozent nach
insgesamt 50 Stunden Inkubation.
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Nach Verifizierung des Transfektionserfolgs (Abbildung 12a) konnte mittels Messung
der proliferativen Aktivitat Uberprift werden, ob ITD-Zellen mit SOCS1-
Uberexpression gegeniiber ITD-Zellen, die diese Art der genetischen Manipulation
nicht vorweisen, einen Uberlebensvorteil bei der Behandlung mit FLT3-Inhibitoren
haben (Abbildung 12b).

Wie Abbildung 12a belegt, weisen die transfizierten ITD/SOCS1-Zellen hohe SOCS1-
Level aus. Diese genetische Manipulation hat in jenen Zellen keinen Einfluss auf die
proliferative Aktivitat unter PKC412, da die beiden Kurven in Abbildung 12b anna-
hernd deckungsgleich verlaufen. Mit dieser Intervention konnte also keine PKC-412-

Resistenz in ITD-Zellen herbeigefiihrt werden.

Somit scheidet auch SOCS1 als Kandidatengen fir eine FLT3-ITD-Kinase-
unabhangige Resistenz in diesem Modell aus.

4.4 Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse

Die Ergebnisse des Kapitels 4.3.1 zeigen, dass SOCS1 und pJAK2 in C10 im Ver-
gleich zu ITD und C7 deutlich erhéht sind, wahrend die Level an JAK2, STAT5 und
pSTATS5 keine signifikanten Veranderungen aufweisen. Daraus ist ersichtlich, dass in
C10 die groBe Menge an SOCS1 die Quantitat von JAK2 bzw. pJAK2 nicht maBgeb-
lich beeinflusst, da in diesem Fall geman Kapitel 4.1.2.2 JAK2 vermindert und pJAK2
wie in ITD nicht nachweisbar sein musste. Vielmehr scheint in umgekehrter Richtung
im Rahmen des negativen Feedbackmechanismus innerhalb des FLT3-ITD-
Signalwegs (vgl. Kapitel 4.1.2.2) pJAK2 Uber STATS die SOCS1-Expression zu indu-
zieren. Dieser Argumentation folgend kann die SOCS1-Uberexpression nicht Grund
fir die PKC412-Resistenz in C10 sein, da sie nur Folge und nicht Ursache einer
pJAK2-Uberexpression ist. Dies wird durch die durchgefiihrte Uberexpression von
SOCS1 in ITD (vgl. Kapitel 4.3.5) bestatigt, bei der es zu keinem Auftreten einer
PKC412-Resistenz in den transfizierten Zellen kam. Zuséatzlich zeigt Kapitel 4.3.2,
dass ein verzdgerter pJAK2-Abbau als Ursache fiir die pJAK2-Uberexpression aus-
scheidet. Der Grund fiir die groBe pJAK2-Proteinmenge in C10 und ob diese Beob-
achtung eine Rolle fir die PKC412-Resistenz spielt, bleibt weiter unklar. Ebenso

60



mussen weitere Experimente klaren, inwieweit ein verzégerter JAK2-Abbau, wie in

Kapitel 4.3.2 beobachtet, in diesem Zusammenhang bedeutsam ist.
Somit kann folgendes festgestellt werden:

1. Ein erhdhtes SOCS1-Level ist nicht fiir die PKC412-Resistenz in C10 ursach-
lich.

2. Eine erhdhte SOCS1-Expression hat keine sichtbare Auswirkung auf die In-
teraktionspartner STATS und (p)JAK2 innerhalb des FLT3-ITD-Signalwegs.

3. In umgekehrter Weise ist die erhdhte SOCS1-Expression in C10 auf die er-
héhte Menge an pJAK2 zuriickzufihren

4. Die Frage, warum pJAK2 bei gleichzeitig hohen SOCS1-Levels akkumulieren
kann, bleibt weiterhin unbeantwortet, da die pJAK2-Abbaurate in C10 ver-
gleichbar mit der in C7 ist.

Beziiglich PTPLAD2 zeigt Kapitel 4.3.3, dass eine Reexpression bzw. Uberexpressi-
on von PTPLAD2 in C10 zu keiner erneuten Sensibilitat gegeniber PKC412 flhrt.
Eine geplante Herabregulation von PTPLADZ2 in ITD konnte nicht realisiert werden,
wobei die gleiche MaBnahme in C7 keine Auswirkung auf die beobachtete PKC412-
Resistenz in diesem Klon hatte (vgl. Kapitel 4.3.4). Zudem stellte sich im Rahmen
dieser Versuche heraus, dass die Annahme, bei PTPLAD2 kbénnte es sich um die
Phosphatase von pJAK2 handeln, haltlos ist, vorausgesetzt die hohen pJAK2—Level
sind Ursache fur die PKC412-Resistenz in C10.

Somit lieferten die durchgefihrten Experimente keine Hinweise auf eine Beteiligung
des PTPLAD2-Gens oder des SOCS1-Gens bei der Entstehung einer PKC412-

Resistenz.
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5 Die K294S insFPQ-Mutation in BCR-ABL

5.1 Allgemeines zur chronischen myeloischen Leukamie
(CML)

5.1.1 Epidemiologie

Die chronische myeloische Leuk@amie gehdrt mit einer jahrlichen Inzidenz von ein bis
zwei Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner zu den relativ seltenen Erkrankun-
gen. Dabei sind, mit einem Durchschnittsalter von etwa 65 Jahren bei Erstdiagnose,
vor allem altere Menschen von dieser Neoplasie betroffen. Ferner hat sich herausge-
stellt, dass die CML bevorzugt das mannliche Geschlecht betrifft. Frauen, die an der
CML erkrankt sind, weisen gegeniiber erkrankten Ménnern eine héhere Uberlebens-
rate auf. AuBerdem scheint es hinsichtlich der epidemiologischen Daten keine ethni-
schen oder geographischen Unterschiede zu geben [Hehlmann, Hochhaus et al.
2007].

5.1.2 Pathophysiologie

Der CML liegt eine neoplastische Transformation von hamatopoetischen Stammzel-
len zugrunde, die wiederum durch eine spezielle genetische Abnormalitat in jenen
Zellen hervorgerufen wird. Dabei handelt es sich um das so genannte ,Philadelphia-
Chromosom®, das aus der Translokation t (9;22) (gq34;q11) hervorgeht. Auf diesem
abnormen und kleinen Chromosom befindet sich ein durch die Translokation ent-
standenes Fusionsgen namens BCR-ABL, das als Onkogen klassifiziert wird. Abhan-
gig von den genauen Bruchpunkten der Translokation kann die GroBe dieses Gens
variieren, weshalb sich auch die von diesem Gen stammenden Proteine von Patient
zu Patient hinsichtlich ihres Molekulargewichts unterscheiden kénnen (p185 BCR-
ABL, p210 BCR-ABL und p230 BCR-ABL). Davon abgesehen zeichnet sich der ABL-
Anteil dieser Proteine durch eine deutlich erhéhte Tyrosinkinase-Aktivitat aus, die als
wesentlicher Bestandteil der CML-Pathogenese angesehen wird [Ren 2005].

Obwohl der genaue Mechanismus, der zur Gentranslokation fiihrt, noch unbekannt

ist, scheint in diesem Zusammenhang eine Strahlenexposition eine Rolle zu spielen,
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wie die nach den Atombombenabwiirfen erhéhte Inzidenz an CML in Japan zeigt
[Hehlmann, Hochhaus et al. 2007].

5.1.3 Klinische Symptome

Zu den klassischen Symptomen einer chronischen myeloischen Leukadmie zahlen
Abgeschlagenheit, Schwache, Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust, Knochenschmerzen
oder auch Oberbauchbeschwerden bei MilzvergréBerung [Hochhaus, Baerlocher et
al. 2013].

5.1.4 Diagnose

Im Prinzip kann die Diagnose einer (unbehandelten) chronischen myeloischen Leu-
kdmie durch die Analyse peripheren Blutes gestellt werden [Cortes et Kantarijan
2012]. Bei dieser Untersuchung ist vor allem eine Leukozytose auffallig, die das ge-
samte Spektrum reifer und unreifer myeloischer Zellen zeigt, wobei die Anzahl an
Myelozyten und reifen Granulozyten fir gewdhnlich besonders hoch ist. Haufig wird
zusatzlich eine Basophilie und Eosinophilie beschrieben. Fast immer kann eine An-
amie beobachtet werden, die meistens als normochrom und normozytar klassifiziert
wird. In seltenen Fallen zeigt sich auch eine Erythrozytose, die zunachst eine Poly-
cythaemia rubra vera vermuten lassen kénnte. Bei 30 % aller Patienten wird zudem
eine Thrombozytose diagnostiziert [Hughes et Goldman 1995]. Die letztendliche Be-
statigung fur das Vorliegen einer CML liefert der zytogenetische Nachweis von Phil-
adelphiachromosomen oder auch die Detektion des Fusionsgens BCR-ABL auf DNA-
Ebene Uber PCR oder FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) oder auf mRNA
Ebene durch RT-PCR [Wang, Bagg et al. 2001].

Dariber hinaus sind sowohl die zytologische und zytogenetische Untersuchung ei-
nes Knochenmarkaspirats als auch die Beurteilung einer Knochenmarkbiopsie hin-
sichtlich Fibrosierung und Blastenzahl essentiell [Hochhaus, Baerlocher et al. 2013].
Dies dient der Einteilung des Stadiums der Erkrankung und ist darliber hinaus als
Ausgangspunkt fir weitere Kontrolluntersuchungen (vor allem unter Therapie) wichtig
[Cortes et Kantarijan 2012].
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5.1.5 Verlauf

In den meisten Fallen verlauft die CML, vor allem unbehandelt, bi- oder triphasisch.
Einer initialen chronischen Phase, die tblicherweise Uber mehrere Jahre unveréndert
besteht, folgt meist Uber die Zwischenstufe einer akzelerierten Phase eine akute
Phase, die auch Blastenkrise genannt wird. In diesem Endstadium der Erkrankung
betragt die mediane Uberlebenszeit ohne Therapie weniger als drei Monate [Hughes
et Goldman 1995].

Dabei sind folgende Punkte laut der deutschen Gesellschaft fir Hamatologie und
medizinische Onkologie e.V. (DGHO) mit Stand Januar 2013 [Hochhaus, Baerlocher
et al. 2013] Kriterien einer akzelerierte Phase:

= 15-29 % Blasten in Blut oder Knochenmark oder

= Blasten plus Promyelozyten im Blut oder Knochenmark >30 % (mit <30 % Bla-
sten) oder

= >20 % Basophile in Blut oder Knochenmark oder

» Therapie-unabhangige Thrombozytopenie <100.000/ul oder
* neu entstandene klonale Evolution oder

= progrediente Fibrose des Knochenmarks oder

= progrediente Splenomegalie und ansteigende Leukozyten, die auf Therapie nicht
ansprechen

Eine Blastenkrise erflllt laut DGHO [Hochhaus, Baerlocher et al. 2013] folgende Kri-

terien:
= >30 % Blasten in Blut oder Knochenmark oder

= Nachweis extramedullarer Blasten
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5.1.6 Therapie
5.1.6.1 Imatinib

Das niedermolekulare Medikament Imatinio hemmt die BCR-ABL-Tyrosinkinase
kompetitiv durch Bindung an deren ATP-Bindungsstelle [Hehlmann, Hochhaus et al.
2007]. Daneben wird diesem Wirkstoff auch ein inhibitorischer Einfluss auf die Tyro-

sinkinasen PDGFR und KIT zugeschrieben [Hochhaus, Baerlocher et al. 2013].

Die 2003 verdéffentlichte Phase-lll-Studie IRIS [O"Brien, Guilhot et al. 2003] bewies
die Uberlegenheit von Imatinib gegentiber der bis dahin eingesetzten Kombinations-
therapie aus Interferon alpha und niedrig-dosiertem Cytarabin bei der Behandlung
der chronischen Phase der CML. Dabei zeigte sich, dass die Imatinib-Gruppe ge-
gentber dem Interferon-Cytarabin-Arm signifikante Vorteile hinsichtlich der hamato-
logischen, zytogenetischen und molekularen Remissionen hatte [von Bubnoff et Duy-
ster 2010]. Ein 5-Jahres Follow-up der IRIS-Studie bescheinigte Imatinib das
Erreichen einer vollstdndigen zytogenetischen Remissionsrate von 87 % bei einer
Uberlebensrate von 89 % bei Patienten, die sich zu Therapiebeginn in der chroni-
schen Phase der CML befanden [Druker, Guilhot et al. 2006].

Obwohl Imatinib damit die bis dahin eher méaBig erfolgreiche Therapie der CML (die
vollstandige zytogenetische Remissionsrate unter Interferon alpha lag bei etwa 10 %
[O"Brien, Guilhot et al. 2003]) zweifelsfrei revolutionierte, profitieren nicht alle Patien-
ten von diesem Medikament. In diesem Zusammenhang sind mehrere Resistenzme-
chanismen bekannt, welche die Wirksamkeit dieses Inhibitors herabsetzen. So spre-
chen unter anderem die Patienten auf eine Imatinib-Therapie schlechter an, deren
krankheitsauslésende Zellen im Zuge einer klonalen Evolution zuséatzliche chromo-
somale Aberrationen aufweisen. Auch eine in diesen Zellen stattfindende Uberex-
pression an BCR-ABL liefert nach aktuellem Erkenntnisstand einen hinreichenden
Grund fir die Entwicklung einer Resistenz. Zusatzlich sind in diesem Kontext mehre-
re Dutzend Mutationen der BCR-ABL-Kinasedoméane beschrieben, die mit einem

schlechteren Ansprechen auf Imatinib assoziiert sind [Apperley 2007 (Part I)].

Bei Patienten, die nicht oder nur unzureichend auf Imatinib reagieren, kénnen ab-
héngig von der zugrunde liegenden Ursache eine Erhéhung der Imatinib-Dosierung
oder der Wechsel auf einen anderen ABL-Kinaseinhibitor (Nilotinib, Dasatinib) Abhilfe
schaffen. Dabei ist zu beachten, dass beim Vorliegen der Mutation T315I keiner der
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zugelassenen Kinaseinhibitoren wirksam ist. In diesem Fall muss Uber eine allogene
Stammzelltransplantation oder Gber die Teilnahme an einer Therapiestudie nachge-
dacht werden [von Bubnoff et Duyster 2010].

Aktuell wird Imatinib in der Erstlinientherapie der chronischen Phase der CML in ei-

ner Dosierung von 400-800 mg/Tag eingesetzt [Hochhaus, Baerlocher et al. 2013].
5.1.6.2 Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten Generation

Wahrend Ponatinib [Wérmann, Brimmendorf et al. 11/2013] und Bosutinib [Wor-
mann, Brimmendorf et al. 08/2013] als Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten Gene-
ration nur unter bestimmten Voraussetzungen zur Behandlung der CML in Deutsch-
land zugelassen sind, haben die in der vorliegenden Arbeit verwendeten und im
Folgenden beschriebenen Inhibitoren Dasatinib und Nilotinib bereits ihren festen

Platz innerhalb der Therapie.

In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass Nilotinib BCR-ABL-spezifischer wirkt
und wie Imatinib die Tyrosinkinasen PDGFR und KIT inhibiert. Dagegen wird Dasati-
nib eher als Multikinase-Inhibitor charakterisiert [Hochhaus, Baerlocher et al. 2013].
Ein weiterer Unterschied dieser beiden Inhibitoren ist die Tatsache, dass Dasatinib
sowohl an die aktive als auch inaktive Konformation der ABL-Kinase bindet, wah-
renddessen sich Nilotinib, &hnlich wie Imatinib, nur an die inaktive Konformation hef-
tet [Apperley 2007(Part Il); Weisberg, Manley et al. 2007].

Sowohl Nilotinib als auch Dasatinib werden bereits in der Erstlinientherapie der CML
eingesetzt, wobei sie hdhere Raten zytogenetischer und molekularer Remissionen im
Vergleich zu Imatinib aufweisen. AuBerdem finden beide Medikamente Anwendung in
der Zweitlinientherapie nach einer vorausgegangenen Resistenz oder Intoleranz ge-
gentber Imatinib. So ist Nilotinib fir die chronische Phase in einer empfohlenen Do-
sierung von 2x300 mg/Tag zugelassen (Zweitliniendosierung 2x400 mg/Tag), Dasati-
nib fur die chronische und akzelerierte Phase in einer empfohlenen Dosierung von
100 mg/Tag und zuséatzlich flr das Stadium der Blastenkrise in einer Dosierung von
140 mg/Tag. In die Entscheidung flr eines dieser Medikamente wird neben den spe-
zifischen Nebenwirkungen auch ein eventuell bestehender Unterschied hinsichtlich
der Wirksamkeit gegeniber etwaiger Mutationen miteinbezogen [Hochhaus, Baerlo-
cher et al. 2013].
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5.1.6.3 Allogene Stammzelltransplantation

Obwohl laufende Studien der Frage nachgehen, ob das Absetzen von Imatinib
zwangslaufig, wie bisher angenommen, zu einem Rezidiv flhrt, wird die Stammzell-
transplantation gemeinhin als einzige Méglichkeit einer Heilung der CML angesehen.
Dabei wird das 5-JahrestUberleben bei einer in der frihen chronischen Phase erfolg-
ten Transplantation mit 25 % bis 70 % angegeben, was im Vergleich zu den Uberle-
bensraten einer Imatinib-Therapie als relativ niedrig erscheint. Die Indikation zur al-
logenen Stammzelltransplantation wird in der Regel aufgrund einer Resistenz
gegenuber Tyrosinkinaseinhibitoren oder bei Progression in eine Akzelerationsphase
oder Blastenkrise gestellt [von Bubnoff et Duyster 2010].

5.2 Fragestellung

Den Anlass zur weiteren Erforschung von Resistenzmechanismen, die bei der Be-
handlung der chronisch myeloischen Leukamie mit Tyrosinkinaseinhibitoren auftreten
kénnen (vgl. Kapitel 5.1.6), lieferte der Fall einer 37-jahrigen Patientin, die mit Un-
wohlsein, Lymphadenopathie und Splenomegalie in einer Klinik vorstellig wurde. Das
daraufhin erstellte Blutbild wies einen Hb von 9,6 g/dl, eine Leukozytenzahl von
122,7/nl bei einem Blastenanteil von 47 %, sowie eine Thrombozytenzahl von 74/nl
aus. Das ebenfalls untersuchte Knochenmark zeigte sich hyperzellular, wobei es zu
80 % mit Blasten infiltriert war, die sich unter anderem durch die Expression von
CD34, HLA-DR, CD19, CD10, TdT und cyCD22 auszeichneten. Des Weiteren konnte
durch Analyse des Knochenmarks der molekulargenetische Nachweis eines BCR-
ABL-Fusionstranskripts vom Typ M-BCR (b2a2 entsprechend p210) erbracht werden,
wahrend das BCR-ABL/ABL-Verhaltnis bei 276,09 % lag. Auf Grundlage dieser Wer-
te wurde deshalb die Diagnose einer chronischen myeloischen Leukamie in der Pha-

se der Blastenkrise gestellt.

Daraufhin wurde die Behandlung der Patientin begonnen, indem ihr Imatanib in einer
taglichen Dosierung von 800 mg und eine Chemotherapie (Daunorubicin plus Cyta-
rabin) verabreicht wurden. Spater wurde die Dosierung von Imatinib aufgrund des
Auftretens einer Panzytopenie Uber 600 mg auf 400 mg reduziert. Diese Therapie
lieferte nicht den gewilnschten Erfolg, da das BCR-ABL/ABL-Verhaltnis lediglich auf
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139,6 % und 48,2 % (Tag 50 bzw. Tag 89 nach Krankenhausaufnahme) zurlickging
und weiterhin Blasten im Knochenmark (10 %-15 %) sowie im peripheren Blut (17 %)
nachweisbar waren. Eine aus diesem Grund am Tag 99 in Auftrag gegebene Mutati-
onsanalyse mittels Sequenzierung, durchgefihrt von der MHP Minchner Hamatolo-
gie Praxis in Zusammenarbeit mit MLL Minchner Leukédmielabor GmbH (Mlnchen),
lieferte den Nachweis einer bis dahin noch nicht beschriebenen K294S insFPQ-
Mutation (g.68009_68010ins GTTTCCCTC) im BCR-ABL-Fusionsgen. Daraufhin
wurde Imatinib abgesetzt, Dasatinib in einer taglichen Dosierung von 100 mg ange-
setzt und zusatzlich die dreimalige Gabe von Vincristin und Dexamethason in die
Wege geleitet. Darunter kam es zu einem Abfall des BCR-ABL/ABL-Verhéltnisses auf
13,8 % und 0,9 % (Tag 131 bzw. Tag 173), was als molekulares Ansprechen gewertet
wurde. AuBerdem fiel der Blastenanteil im Knochenmark auf Werte unter 5 %, wah-
rend die Analyse des peripheren Blutes am Tag 173 eine Leukozytenzahl von 3,6/nl
bei einem Blastenanteil von 0 %, einen Hb von 8,6 g/dl und eine Thrombozytenzahl
von 29/nl ergab. Diese Werte waren Zeichen einer kompletten hamatologischen Re-
mission bei einer inkompletten Erholung der Thrombozyten unter andauernder Dasa-
tinib-Therapie.

SchlieBlich unterzog sich die Patientin am Tag 205 nach ihrer erstmaligen Kranken-
hausaufnahme einer allogenen Stammzelltransplantation, nachdem eine Konditionie-
rung mittels Ganzkdérperbestrahlung (12 Gy), Cyclophosphamid und Antithymozyten-
globulin stattgefunden hatte. Am Tag 100 nach erfolgter Transplantation wurde ein
Spenderchiméarismus von 100 % erreicht, wahrend das Blutbild einen Hb von 7,9
g/dl, einen Leukozytenwert von 1,7/nl und einen Thrombozytenwert von 24/nl zeigte.
Ziemlich genau ein Jahr nach Erhalt der allogenen Stammzellen trat eine vor allem
die Leber betreffende Graft-versus-Host-Reaktion (GvHD) auf, die eine Steroid-
behandlung erforderlich machte. Daraufhin kam es bei der Patientin zu einer Reakti-
vierung des Cytomegalievirus (CMV), die mit Ganciclovir therapiert wurde. Obwohl im
weiteren Verlauf mehrmals eine komplette zytogenetische und molekulare Remission
nachgewiesen wurde, erholte sich das Knochenmark nicht. So litt die Patientin fort-
wahrend unter einer transfusionspflichtigen Thrombozytopenie und Anamie. Am Tag
757 nach der durchgefihrten Stammzelltransplantation zeigte sich das Knochenmark
weiterhin hypozellular mit einem Spenderchimarismus von 97 %. Die Patientin ver-

starb am Tag 916 nach der Stammzelltransplantation an einer Sepsis.
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Alle klinischen Daten zu diesem Fall, der bereits verdffentlicht wurde [Sigl, Spoerl et
al. 2013], wurden dankenswerterweise von Julia Meissner, Universitatsklinikum Hei-
delberg, zur Verfigung gestellt.

Aus der dargelegten Patientengeschichte ergab sich die wissenschaftlich interessan-
te Fragestellung, ob die nachgewiesene und bislang nicht beschriebene
K294S insFPQ-Mutation ursachlich flr die beobachtete Imatinib-Resistenz war oder
ob beide Gegebenheiten unabhangig voneinander auftraten.

5.3 Vorgehensweise

5.3.1 Genaue Lokalisation und Charakterisierung der Mutation

Wie bereits in Kapitel 5.2 erwahnt, wurde bei der Patientin eine K294S insFPQ-
Mutation (g.68009_68010ins GTTTCCCTC) im BCR-ABL-Fusionstranskript vom Typ
M-BCR (b2a2 entsprechend p210) entdecki.

Dies bedeutet zum einen, dass bei der Entstehung des zugrunde liegenden BCR-
ABL-Fusionsgens der Bruchpunkt im ABL-Gen stromaufwérts des Exons a2 lag und
der Bruchpunkt im BCR-Gen in der M-BCR-Region (Major Breakpoint Cluster Regi-
on) zwischen den Exons b2 und b3 zu verorten war. Zum anderen hat dies zur Folge,
dass das daraus hervorgehende Onkoprotein ein Molekulargewicht von etwa 210
kDa aufweist [Melo 1996].

Bezlglich der in dem BCR-ABL-Fusionsgen lokalisierten Mutation ist anzumerken,
dass es sich hierbei um eine Insertion handelt, bei der sich auf DNA-Ebene neun zu-
satzliche Nukleotide (GTTTCCCTC) zwischen den Nukleotiden mit den Positionen
68009 und 68010 eingefunden haben. Dadurch vergréBert sich das translatierte Pro-
tein um drei Aminosauren. Wie aus einer von Wongboonma [Wongboonma, Thon-
gnoppakhun et al. 2012] angefertigten Graphik (Abbildung 13), die bisher bekannte
Mutationen innerhalb der ABL-Kinasedomane auflistet, entnommen werden kann, ist
die K294S_insFPQ-Mutation im Bereich des Ubergangs zwischen C-Helix und dem

SH3-Kontakt zu verorten.
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Abbildung 13: Die ABL-Kinasedomane mit bisher bekannten Mutationen

[Wongboonma, Thongnoppakhun et al. 2012]

5.3.2 Experimentelles Vorgehen

Ziel war es, in Ba/F3-Zellen ein BCR-ABL-Konstrukt zu exprimieren, das die
K294S insFPQ-Mutation beinhaltet.

Deshalb wurden in den pBluescript SK + p1855°FBL.vektor die neun Nukleotide an
der besagten Stelle unter Anwendung der ,Megaprimer“-Methode (vgl. Kapitel 3.1.2)
eingefiigt (pBluescript SK + p1858CR#ABL+ Ny ‘AnschlieBend wurde das so abgeander-
te BCR-ABL-Konstrukt in den pcDNA 3.1/Zeo(-)-Vektor zwischen die Schnittstellen
Notl und EcoRl subkloniert. Nach Uberpriifung des Klonierungserfolges mittels Se-

+ p1 8SBCR-ABL + 9N in

quenzierung wurde der so entstandene Vektor pcDNA 3.1/Zeo(-)
parentale Ba/F3-Zellen unter Anwendung der Technik der Nukleofektion (vgl. Kapitel
3.3.5.1) transfiziert, bevor die daraus hervorgehenden Zellen selektioniert wurden

(vgl. Kapitel 3.3.6.1).

Nun konnten diese Ba/F3-Zellen mit Ba/F3-Zellen, welche mit dem unmutierten Kon-
strukt pcDNA 3.1/Zeo(-) + p185°°FAB transfiziert waren (von Jana Sanger zur Verfi-
gung gestellt), verglichen werden. Dabei stand vor allem deren Verhalten bezlglich
Proliferation und BCR-ABL-Phosphorylierung unter Tyrosinkinaseinhibitoreneinfluss

im Fokus.

Bei besagten Zellen wurde die Inhibierung der Autophosphorylierung von BCR-ABL
unter dem Einfluss der Inhibitoren Imatinib, Dasatinib und Nilotinib mittels Western-
Blot Uberprift (Abbildung 14). Dieses Vorgehen erscheint als sinnvoll, da alle drei
Medikamente als ATP-Kompetitoren die Autophosphorylierung von BCR-ABL hem-

men und damit die diesem Fusionsprotein nachgeschalteten und krankheitsausloé-
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senden Signalwege unterdriicken [Patel, Suthar et al. 2010; Reddy et Aggarwal
2012].

AuBerdem wurde die Wirkung der Tyrosinkinaseinhibitoren auf die proliferative Aktivi-

tat der genannten Zelllinien getestet (Abbildung 15).

Die genannten Methoden sind zur Beurteilung des Ansprechens von Zelllinien mit
BCR-ABL-Mutationen auf die Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren gut etabliert
[von Bubnoff, Manley et al. 2006].

5.4 Ergebnisse
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Abbildung 14: Die K294S_insFPQ-Mutation vermindert die Inhibierung der Autophosphorylie-
rung von BCR-ABL bei der Anwendung von Tyrosinkinaseinhibitoren

Ba/F3-Zellen, transfiziert mit dem pcDNA 3.1/Zeo(-) + p185°°F*B-+ MN_Konstrukt oder zur Kontrolle mit
dem pcDNA 3.1/Zeo(-) + p1855°""B-_Konstrukt, wurden in Anwesenheit der drei genannten Tyrosinki-
naseinhibitoren in den jeweils angegebenen Konzentrationen fir 2,5 Stunden inkubiert. AnschlieBend
wurden die verwendeten Zellen geerntet und deren Zelllysate gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die
Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine im Western-Blot mit zwei anti a-
Phospho-Tyrosin-Antikérpern (pY20/4G10), einem anti ABL-Antikérper und als Ladungskontrolle ei-
nem anti a-B-Aktin-Antikérper. Die Beschriftung ,Medium* bedeutet dabei, dass die zugehdrigen Zellen
nicht mit einem Inhibitor behandelt wurden.
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Wie Abbildung 14 zeigt, ist die Inhibierung der Autophosphorylierung von BCR-ABL
bei Zellen mit der K294S_insFPQ-Mutation (BCR-ABL + 9N) im Vergleich zu Zellen,
die diese Mutation nicht aufweisen (BCR-ABL WT), unter Einfluss der drei genannten
Medikamente vermindert. So sind Phospho-Tyrosin-Banden bei den BCR-ABL + 9N-
Zellen sichtbar bis 4000 nM Imatinib, bis 50 nM Dasatinib und bis 250 nM Nilotinib.
Dagegen enden derartige Banden bei den BCR-ABL-Wildtyp-Zellen bei etwa 500 nM
Imatinib, bei 12,5 nM Dasatinib und bei 25 nM Nilotinib.
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Abbildung 15: Die K294S_insFPQ-Mutation fiihrt zu einer relativen Steigerung der proliferativen
Aktivitat von BCR-ABL-positiven Zellen bei der Anwendung von Tyrosinkina-

seinhibitoren

Es wurden, wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben, Messungen bezuglich der proliferativen Aktivitat von
Ba/F3-Zellen durchgefihrt. Dazu wurden Ba/F3-Zellen, transfiziert mit dem pcDNA 3.1/Zeo(-) +
p185°CF 4B+ MN_Konstrukt oder zur Kontrolle mit dem pcDNA 3.1/Zeo(-) + p185°°"*B--Konstrukt, die 3
genannten Tyrosinkinaseinhibitoren in den jeweils angegebenen Konzentrationen zugesetzt. AuBer-
dem wurden parentale Ba/F3-Zellen als zuséatzliche Kontrolle behandelt. Die Abbildung zeigt die ge-
messenen optischen Dichten bei 490 nm in Prozent nach insgesamt 50 Stunden Inkubation.

Abbildung 15 zeigt, dass unter dem Einfluss von Imatinib die Zellen mit
K294S_insFPQ-Mutation (Ba/F3 BCR-ABL + 9N) in ihrer proliferatorischen Aktivitat
deutlich weniger eingeschrankt sind als diejenigen Zellen, die das unmutierte BCR-
ABL-Konstrukt beinhalten (Ba/F3 BCR-ABL WT) . Ahnliches gilt, wenn auch in etwas
geringerem AusmapB, fir die Inhibitoren Dasatinib und Nilotinib. Die Ergebnisse aus
Abbildung 15 korrelieren mit den Messungen aus Abbildung 14.
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5.5 Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse

Die Ergebnisse aus Kapitel 5.4 lassen den Schluss zu, dass BCR-ABL-positive
Ba/F3-Zellen, die in ihrem Fusionsgen eine K294S_insFPQ-Mutation aufweisen, re-
sistenter sind gegenlber einer Behandlung mit einem der drei getesteten Tyrosinki-
naseinhibitoren als diejenigen Zellen, die diese genetische Veranderung nicht auf-
weisen. Werden dabei zusatzlich die bei der Therapie von Patienten erreichbaren
Plasmakonzentrationen der Medikamente beachtet (Imatinib 4000 nM, Dasatinib 100
nM und Nilotinib 2000 nM [Bradeen, Eide et al. 2006]), so ist ersichtlich, dass die Zel-
len mit Mutation bei klinisch erreichbaren Konzentrationen eine residuelle Empfind-
lichkeit gegentber Dasatinib und Nilotinib zeigen, wahrend gegeniber Imatinib eine
vollstandige Resistenz besteht.

Diese Resultate decken sich weitestgehend mit den Beobachtungen, die bei dem in
Kapitel 5.2 geschilderten klinischen Fall gemacht wurden. Wahrend Imatinib bei der
37-jahrigen Patientin, die an einer CML mit nachgewiesener K294S insFPQ-
Mutation erkrankt war, keinen nennenswerten Behandlungserfolg brachte, wurde un-
ter Dasatinib neben einem molekularen Ansprechen eine komplette hamatologische
Remission erreicht. Nilotinib kam bei der Patientin nicht zur Anwendung.

Diese Erkenntnisse sind, bezlglich der vorliegenden Insertions-Mutation
K294S insFPQ, vor dem Hintergrund bereits verdffentlichter Félle zu sehen, bei de-
nen Mutationen im BCR-ABL-Gen die Wirksamkeit von Tyrosinkinaseinhibitoren ne-
gativ beeinflussen. In diesem Zusammenhang werden in der Literatur eine Vielzahl
von Punktmutationen, vornehmlich in der ABL-Kinasedoméne, genannt, die zum Aus-
tausch einer Aminosaure im fertigen Protein fihren [Apperley 2007 (Part 1)], wahrend
Insertionen und Deletionen kaum bekannt sind [Hayette, Chabane et al. 2009]. Umso
erstaunlicher erscheint es, dass mindestens drei klinische Félle bekannt sind, bei
denen eine Insertions-Mutation an der Stelle K294 des BCR-ABL-Fusionstranskripts
eine Imatinib-Resistenz hervorgerufen hat. So wird von einem 47-jahrigen Mann be-
richtet, bei dem in der Blastenkrise einer CML ein Klon mit einer K294R_insGG-
Mutation nachzuweisen war [Sakai, Ishikawa et al. 2011]. Ferner wurde der Fall einer
57-jahrigen Frau veréffentlicht, die im Rahmen einer BCR-ABL-positiven akuten Leu-
kamie eine vier Aminosauren umfassende Insertion zwischen den Positionen 1293

und K294 aufwies [Hayette, Chabane et al. 2009]. In beiden Féllen sprach eine The-
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rapie mit Dasatinib an. Zusatzlich ist der Fall eines 18-jahrigen Mannes bekannt,
dessen chronisch myeloische Leukamie sich durch eine K294H_insH-Mutation aus-
zeichnete [Nadarajan, Ang et al. 2012]. Da sich bei diesem Patient neben Imatinib
auch Nilotinib als ineffektiv erwies, wurde eine allogene Stammzelltransplantation
durchgefihrt. Dasatinib wurde anscheinend nicht angewendet [Nadarajan, Ang et al.
2012].

Es deuten folglich alle Fakten darauf hin, dass eine Insertionsmutation an der Stelle
K294 im BCR-ABL-Gen eine Resistenz gegenlber Imatinib hervorruft. Eine Theorie,
wodurch diese verursacht wird, liefert Veera Sekaran Nadarajan [Nadarajan, Ang et
al. 2012]. Demnach kénnte es sein, dass durch zusatzliche Aminosauren am besag-
ten Ort der inhibitorische Einfluss des SH3-Kontakis (vgl. Kapitel 5.3.1) auf die ABL-
Tyrosinkinase negativ beeinflusst wird. Dadurch kdme es zu einer weiteren Steige-
rung der damit verbundenen Enzymaktivitat, was die Wirkung von Imatinib beein-

trachtigen wirde.

Zusammenfassend liegen ausreichende Hinweise daflir vor, dass eine Insertionsmu-
tation an der Stelle K294, insbesondere die K294S insFPQ-Mutation, durch Dasati-
nib wirkungsvoll behandelt werden kann.
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