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1  Einleitung

1.1 Mechanismen der malignen Transformation

Nach wie vor sind die malignen Erkrankungen nach den kardiovaskuldren Erkrankungen die
zweithdufigste Todesursache in der Bundesrepublik Deutschland. Im Jahr 2008 erkrankten in
Deutschland 469.800 Menschen an Krebs, fiir das Jahr 2012 werden 486.200 Neuerkrankun-
gen erwartet (Kaatsch, Spix et al. 2012). Krebs entsteht unter dem Einfluss bekannter Risiko-
faktoren, zu denen beispielsweise das Rauchen, mutagene chemische Verbindungen, ionisie-
rende und ultraviolette Strahlen, virale und bakterielle Infektionen, bestimmte Erndhrungsfak-
toren und genetische Faktoren im Sinne einer genetischen Pridisposition gehéren (Bocker,
Kleihues et al. 2004). Hiufig entsteht Krebs aber auch ohne erkennbare duflere Ursachen.
Krebs ist stets als eine genetische Erkrankung zu betrachten, bei der es durch den schidigen-
den Einfluss von Risikofaktoren oder spontan zu einer Veranderung im Erbgut einer Zelle
kommt, die dazu flihrt, dass die Zelle nicht mehr der normalen Wachstumsregulation unter-
liegt. Die Folge ist eine autonome neoplastische Proliferation der Zelle. Eine derartige malig-
ne Transformation von Zellen erfordert oft mehrere genetische Verédnderungen in einer Zelle,
abhingig von der Art der malignen Erkrankung kann aber auch ein einziges Ereignis ausrei-

chend sein.

Die betroffenen Gene kdnnen unter pathogenetischen Gesichtspunkten in verschiedene Sys-
teme eingeordnet werden. Die beiden wichtigsten an der Kanzerogenese beteiligten Gensys-
teme sind die Onkogene und die Tumorsuppressorgene (Hanahan, Weinberg 2000; Cooper,
Hausman 2007). Tumorsuppressorgene, wie z.B. RB1, TP53 oder BRCAL1, konnen ihre tu-
morsupprimierende Funktion, etwa Apoptoseinduktion oder DNA-Reparatur, durch loss of
function-Mutationen verlieren, so dass Krebs entsteht. Im Unterschied dazu konnen
Protoonkogene, die in der normalen Zelle hdufig wichtige Wachstumsregulationsaufgaben
erfiillen, durch gain of function-Mutationen konstitutiv aktiviert werden. Aktivierungsmecha-
nismen sind beispielsweise Genamplifikation, chromosomale Translokationen, Punktmutatio-
nen oder die Uberexpression von Genen. Die aktivierten Onkogene, bzw. deren Genprodukte,
die Onkoproteine, bewirken eine Stimulation und Enthemmung des Zellwachstums und fiih-

ren dadurch zur Krebsentstehung. Protoonkogene kodieren beispielsweise fiir Wachstumsfak-
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toren (z.B. PDGF, FGF), Wachstumsfaktor-Rezeptoren (z.B. EGFR, Her-2/neu), intrazellula-
re Signaltransduktoren (z.B. Ras, Src, Abl), nukledre Transkriptionsfaktoren (z.B. Myc, Fos,
Myb) und Zellzyklusregulatoren (z.B. Zykline, Cdks) (Bocker, Kleihues et al. 2004).

Die onkogenen Fusionsproteine BCR-ABL und NPM-ALK, die in dieser Arbeit untersucht
werden, gehen zuriick auf die Protoonkogene ABLI, eine zytoplasmatische und nukledre
Tyrosinkinase bzw. ALK, eine Rezeptortyrosinkinase. Die Heterogenitit der malignen Er-
krankungen, die auf molekularer Ebene besonders deutlich wird, erfordert eine genaue mole-
kularbiologische Charakterisierung der einzelnen Entitéten und eine Anpassung der Therapie

an diese Erkenntnisse im Sinne einer Individualisierung der Tumortherapie.
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1.2  Onkogene Tyrosinkinasen und das Konzept der ,,targeted therapy“

Viele Onkogene gehoren zur Gruppe der Proteinkinasen. Allgemein stellen diese ein wesent-
liches Element der zelluldren Signaltransduktion dar. Durch reversible Phosphorylierung von
Proteinen verdndern sie deren Aktivitdt und Bindungseigenschaften und beeinflussen dadurch
den Informationsfluss in der Zelle. Nach ihrer Substratspezifitit unterscheidet man zwischen
Serin-/Threoninkinasen und Tyrosinkinasen, es gibt aber auch Proteinkinasen mit dualer Spe-
zifitit. Die Proteinphosphorylierung erfolgt durch Ubertragung der y-Phosphorylgruppe eines
ATP-Molekiils auf einen Serin-, Threonin- oder Tyrosinrest des zu phosphorylierenden Prote-
ins. Durch Phosphatasen kann die Phosphorylgruppe wieder abgespalten und die Proteinphos-
phorylierung beendet werden. Viele Proteinkinasen weisen konstante Strukturmotive auf, wie
zum Beispiel die ATP-Bindungsstelle, den P-Loop (phosphate binding loop) und den A-Loop
(activation loop) (Blume-Jensen, Hunter 2001; Berg, Tymoczko et al. 2002).

Bei den Tyrosinkinasen werden grundsétzlich Rezeptortyrosinkinasen und Nicht-
Rezeptortyrosinkinasen unterschieden. Rezeptortyrosinkinasen sind Membranproteine mit
einer extrazelluliren Rezeptordoméne, einer Transmembranhelix und einer intrazelluldren
Tyrosinkinasedoméne. Sie dienen als Zelloberfldchenrezeptoren und unterscheiden sich in der
ligandenspezifischen Aminosduresequenz der Rezeptordoméne (Abbildung 1). In der Regel
sind Rezeptortyrosinkinasen enzymatisch inaktiv, solange sie als Monomer vorliegen. Nach
Bindung des Liganden an die Rezeptordoméine kommt es zur Dimerisierung von zwei
Rezeptortyrosinkinasen und dadurch zur Aktivierung der Kinasedoménen. Es erfolgt eine
Autophosphorylierung bzw. gegenseitige Phosphorylierung der Kinasedoménen. Proteine der
intrazelluldren Signaltransduktionskaskaden koénnen mit ihren SH2-Domédnen an die
phosphorylierten Tyrosinreste der intrazelluldren Domine der Rezeptortyrosinkinasen binden.
Je nach Ligand und Rezeptortyrosinkinase kommen unterschiedliche
Signaltransduktionskaskaden in Gang, die dann beispielsweise Prozesse des Zellwachstums
und der Zelldifferenzierung steuern. Im Gegensatz zu den Rezeptortyrosinkinasen handelt es
sich bei den Nicht-Rezeptortyrosinkinasen um im Zytoplasma vorliegende Tyrosinkinasen
(z.B. SRC, ABL, JAK; Abbildung 2), die ebenfalls durch Dimerisierung und Autophosphory-
lierung aktiviert werden und hdufig Bestandteile intrazelluldrer Signaltransduktionskaskaden

sind (Blume-Jensen, Hunter 2001; Lemmon, Schlessinger 2010).
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Abbildung 1: Rezeptortyrosinkinasen. Schematische Darstellung der 20 bekannten
Rezeptortyrosinkinasefamilien mit extrazelluldren (oben) und intrazelluldren (unten) Doménen, darun-
ter sind die Mitglieder der einzelnen Familien angegeben. Die Doménen sind in der Legende benannt,
z.B. bezeichnen rote Rechtecke die intrazelluldre Tyrosinkinasedoméne. ALK ist an zweiter Stelle von

rechts zu sehen (Lemmon, Schlessinger 2010).
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Abbildung 2: Zytoplasmatische Tyrosinkinasen. Abgebildet ist eine Ubersicht iiber die humanen
Nicht-Rezeptortyrosinkinasen. Links sind die Proteinfamilien und rechts einzelne Vertreter dieser
Familien angegeben. Proteinkinasen, die bei malignen Erkrankungen eine Rolle spielen, sind durch

Kursivschrift markiert (Blume-Jensen, Hunter 2001).

Die konstitutive, d.h. reizunabhédngige Aktivierung einer Tyrosinkinase kann eine permanente
Aktivierung der zugehdrigen Signaltransduktionskaskade mit unkontrolliertem Zellwachstum
verursachen. So fiihren die konstitutive Aktivierung der ABL-Kinase durch eine t(9;22)
Translokation zur chronischen myeloischen Leukdmie (CML), die Aktivierung von ALK
durch eine t(2;5) Translokation zum anaplastisch-grof3zelligen Lymphom und die Aktivierung
von c¢-Kit oder PDGFRA durch Mutationen zum gastrointestinalen Stromatumor (GIST). So-
mit ist die molekulare Ursache dieser Erkrankungen bekannt und die identifizierten
Tyrosinkinasen konnen als Zielstrukturen fiir eine ,,targeted therapy®, also eine zielgerichtete
Therapie, dienen. Als Wirkprinzip kommt dabei in erster Linie eine Inhibition der onkogenen
Tyrosinkinasen durch niedermolekulare Verbindungen in Frage. Bei der klassischen Chemo-
therapie erfolgt eine Reduktion der sich schnell teilenden Krebszellen durch unspezifisch zy-
totoxische Substanzen, gleichzeitig werden aber auch normale Korperzellen in Mitleiden-
schaft gezogen. Im Gegensatz dazu ist die targeted therapy tumorzellspezifisch und damit im
Idealfall sehr effektiv und gleichzeitig nebenwirkungsarm, da normale Korperzellen weitge-
hend verschont bleiben. Der Einsatz von Tyrosinkinaseinhibitoren hat sich im Lauf des ver-
gangenen Jahrzehnts als eine sehr vielversprechende Form der targeted therapy erwiesen

(Arora, Scholar 2005).
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Die reversible oder irreversible Bindung eines Inhibitormolekiils an eine onkogene
Tyrosinkinase verhindert die Bindung von ATP und blockiert so die Kinaseaktivitit der
Tyrosinkinase. Die abnorme Aktivierung der betreffenden Signaltransduktionskaskade wird
so verhindert und das Wachstum der malignen Zellen wird gebremst. In der Regel ist dazu die
dauerhafte Verabreichung des Inhibitors erforderlich. Voraussetzungen fiir die Wirksamkeit
von Tyrosinkinaseinhibitoren sind Membrangingigkeit, die bei unpolaren niedermolekularen
Inhibitoren gegeben ist, und hohe Bindungsaffinitit, um eine ausreichende Inhibition in Ge-
genwart der hohen intrazelluliren ATP-Konzentration zu gewihrleisten. Eine hohe Spezifitit
des Inhibitors fiir die Tyrosinkinase, gegen die er gerichtet ist, ist wiinschenswert, um Ne-
benwirkungen gering zu halten, andererseits konnen auch eher unspezifische Pan-
Tyrosinkinaseinhibitoren gute Ergebnisse erzielen, indem sie an mehreren Stellen eingreifen.
Ein wesentliches Problem der Tyrosinkinaseinhibitortherapie ist die Entstehung von Resisten-
zen, ein Prozess, der an die Entstehung von Antibiotikaresistenzen bei Bakterien erinnert.
Durch unterschiedliche Mechanismen, z.B. Punktmutationen in der ATP-Bindungsdomaéne,
welche die Bindung des Inhibitors verhindern, die ATP-Bindung aber weiterhin zulassen,
bilden sich inhibitorresistente Zellen, die in ihrem Wachstum durch den betreffenden
Tyrosinkinaseinhibitor nicht mehr gehemmt werden. Verschiedene Ansétze, um das Problem
der Resistenzentwicklung zu umgehen, sind derzeit Gegenstand klinischer und experimentel-

ler Forschung (Alberts, Johnson et al. 2008).
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1.3 Das BCR-ABL Fusionsprotein

1.3.1 Chronische myeloische Leukéamie und Ph+ akute lymphatische Leukamie

Die chronische myeloische Leukdmie (CML) ist eine maligne klonale Storung der
hidmatopoetischen Stammzelle, die zu einer neoplastischen Proliferation myeloischer Zellen
und damit zu einer starken Erhohung der Leukozytenzahl im peripheren Blut fiihrt (Sawyers
1999). Sie wurde erstmals durch die Pathologen Bennet, Craigie und Virchow unabhéngig
voneinander im Jahre 1845 beschrieben (Wong, Witte 2004). Die CML tritt mit einer Inzidenz
von 1 bis 2 pro 100.000 Einwohner pro Jahr auf und ist fiir etwa 15% der Leukdmien im Er-
wachsenenalter verantwortlich (Faderl, Talpaz et al. 1999). Das durchschnittliche Alter bei
Auftreten der Erkrankung liegt bei ca. 53 Jahren. Typische klinische Symptome bei Erstdiag-
nose sind Miidigkeit, Gewichtsverlust und Splenomegalie oder Hepatomegalie, 40% der Be-
troffenen sind jedoch asymptomatisch. Das Blutbild ist charakterisiert durch eine Erh6hung
der Leukozytenzahl auf mehr als 25.000/mm? Basophilie, reduzierte Aktivitit der
leukozytéren alkalischen Phosphatase und das Auftreten von Granulozyten in allen Differen-
zierungsstadien. In 30 bis 50% der Félle wird eine erhdhte Thrombozytenzahl beobachtet. Im
Knochenmark treten vermehrt Megakaryozyten, ein erhdhtes Verhiltnis von myeloischen zu
erythroiden Zellen und reduzierter Fettgehalt bei gleichzeitiger Hyperzellularitit auf. Der An-
teil von Blasten und Promyelozyten an der Gesamtzellzahl unterschreitet 10%. Die CML ver-
lauft in drei Phasen: Auf die chronische Phase (CP) folgt innerhalb von drei bis fiinf Jahren
die Blastenkrise (BC), der héufig eine Akzelerationsphase (AP) vorausgeht (Sawyers 1999).
Die Blastenkrise wird definiert durch das Auftreten von mindestens 20% leukdmischer Zellen
im peripheren Blut oder Knochenmark oder durch das Vorhandensein extramedullérer Infilt-

rationen durch Blasten (von Bubnoff, Duyster 2010).

Die Diagnose der CML basiert in der Regel auf der Detektion des sog. Philadelphia-
Chromosoms, welches 1960 durch Nowell und Hungerford entdeckt wurde (Nowell,
Hungerford 1960; Wong, Witte 2004). Es handelt sich hierbei um ein verkiirztes Chromosom
22, welches durch eine t(9;22)(q34;q11)-Translokation entsteht (Abbildung 3). Diese geneti-
sche Besonderheit kann bei 95% der Patienten festgestellt werden und tritt in Zellen von mye-

loischer, erythroider, megakaryozytischer und B-lymphoider Abstammung auf, was als Hin-



weis auf eine Stammzellerkrankung gewertet wird. Die Translokation fiihrt zu einer Fusion
des ABL-Gens, das beim Gesunden auf Chromosom 9 liegt, mit dem BCR-Gen auf Chromo-
som 22, so dass auf dem entstehenden verkiirzten Chromosom 22 (dem Philadelphia-
Chromosom) ein BCR-ABL-Fusionsgen gebildet wird. Das zugehorige BCR-ABL-
Fusionsprotein ist konstitutiv aktiv und gilt als molekularer Ausloser der CML (Sawyers
1999). Das Philadelphia-Chromosom kann nicht nur bei der CML, sondern auch bei etwa 20-
30% der Erwachsenen und etwa 2-3% der Kinder mit akuter lymphatischer Leukdmie (ALL)
nachgewiesen werden, wobei die Inzidenz der ALL bei ca. 1,5/100.000 pro Jahr liegt
(Fielding 2010). Man spricht dann von Philadelphia-Chromosom positiver akuter lymphati-
scher Leukdmie (Ph+ ALL).
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Abbildung 3: Durch die Translokation t(9;22)(q34;911) entstehen BCR-ABL-Fusionsgene. Je

nach Lokalisation des DNA-Bruchs (m-ber: minor breakpoint cluster region; M-ber: major breakpoint
cluster region; p-ber: alternative breakpoint cluster region) werden BCR-ABL-Fusionsproteine unter-
schiedlicher Lange (p190, p210, p230) von den entsprechenden Fusionsgenen exprimiert (unterer Teil
der Abbildung). Diese Proteine unterscheiden sich ausschlieBlich im BCR-Anteil, der ABL-Anteil
besteht konstant aus den Exons a2-all. Bei Patienten mit CML tritt in der Regel das p2105“* ", bei
Patienten mit B-ALL das p190®“**BL auf (Faderl, Talpaz et al. 1999; Wong, Witte 2004).
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1.3.2 Struktur und Funktion des BCR-ABL Fusionsproteins

Das zellulire Protein c-Abl wurde als Homolog des leukdmieinduzierenden Proteins im
Abelson murine leukemia virus identifiziert (Wong, Witte 2004). Das humane Protoonkogen
ABL1 ist ca. 174 kb lang und besteht aus 12 Exons. Die Transkription erfolgt in eine etwa
5400 bp lange mRNA, welche in zwei Spleiflvarianten vorliegt. Die resultierenden Protein-
formen ABLla und ABLIb unterscheiden sich ausschlieBlich in der N-terminalen
Aminoséduresequenz:

e ABLla: I-MLEICLKLVGCKSKKGLSSSSSCYLE-26

e ABLIb: 1-MGQQPGKVLGDQRRPSLPALHFIKGAGKKESSRHGGPHCNVFVEH-45

(Glycin-2 ist myristoyliert)

ABL1a wurde als die kanonische Form des Proteins festgelegt, auf welche sich alle folgenden
Erlduterungen und Nummerierungen beziehen, sofern nicht anders angegeben. Die Lange des

Proteins betriagt 1130 Aminosduren, die Masse 123 kDa (NCBI 201 1a; UniProtKB 2011a).

C-Abl besteht aus 5 grolen Doménen, die fiir die Funktion und Regulation des Proteins eine
entscheidende  Rolle  spielen:  SH3-, SH2-, Kinase-, DNA-Bindungs- und
Aktinbindungsdoméne (Abbildung 4). Die hydrophoben Aminosdurereste der N-terminalen
Cap-Struktur sowie der in Spleiliform 1b vorhandene Myristoylrest halten c-Abl in einer eng
gepackten inaktiven Konformation (Harrison 2003). Drei Kernimportsequenzen und eine
Kernexportsequenz ermdglichen es dem Protein, seine intrazelluldre Lokalisation signalab-

héngig zu verdndern (di Bari, Ciuffini et al. 2006).

c-Abltb  Myr-NH-eap s S8 Kinaseimin T 11 R -co:

245

412
Ber-Abl NH;~./‘SH stz | Kinase Emain | I I I _-I—CO;

PXXP 1 DNA binding domain
M Nuclear Localization Signal M Actin binding domain

Nuclear Export Signal

Abbildung 4: Schematische Darstellung von c-Abl 1b und BCR-ABL. Die Kinasedoméne hat eine
zweilappige Struktur (N-lobe und C-lobe) mit zentralem Activation Loop (Aminosduren 381-402).
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Phosphorylierung an Tyr-245 verstéirkt die katalytische Aktivitat. PXXP: Prolinreiche Sequenzmotive
(Nagar, Hantschel et al. 2003).

Die Aktivierung des nativen c-Abl-Proteins erfolgt in drei Schritten: Unlatching, Unclamping
und Switching (Abbildung 5). Beim Unlatching verldsst die N-terminale Cap-Struktur die
hydrophobe Tasche der Kinasedomine. Das Unclamping, also das Auflésen der dichten Pa-
ckung der SH3- und SH2-Doméne gegen die Kinasedoméne, erfolgt dosisabhédngig durch
erhohte lokale Konzentrationen von prolinreichen und phosphotyrosinreichen Peptiden
(Wong, Witte 2004). Im letzten Schritt (Switching) verdndert der Activation Loop der
Kinasedomine seine Konformation von einem geschlossenen und spezifischen Zustand zu
einem offenen und bei vielen Src-Kinasen strukturell konservierten Zustand. Nach Phospho-
rylierung an Tyrosin-412 (Isoform ABL 1la: Tyr-393) liegt c-Abl in seiner vollstindig aktiven

Form vor (Schindler, Bornmann et al. 2000; Nagar, Bornmann et al. 2002).

Abl
-' Myr”
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/ P SH3 and/or
SH2 ligands
unclamping switching
A\ Kinase I |

| (C-lobe) Tyr 245
phosphorylation Tyr 412

withdraw phosphorylation
-

myristoylgroup (g VI00R)EERLeaast .
unlatching

Kinase
(C-lobe)

Kinase
(C-lobe)

Abbildung 5: Aktivierung von c-Abl 1b. Die inaktive Form des Proteins ist dicht gepackt (links).
Unlatching und Unclamping fiihren zu einer Offnung der Struktur (Mitte) bis mit dem finalen Switch
des Activation Loops und der Phosphorylierung an Tyr-412 die Aktivierung abgeschlossen ist
(Harrison 2003).

Im gesunden zelluldren Kontext unterliegt die Aktivitdt von c-Abl einer genauen und kompli-
zierten Regulation. Die Bildung des Fusionsproteins BCR-ABL durch die t(9;22)-
Translokation fiihrt dagegen zu einer konstitutiven Aktivierung der Kinase. Die Mechanismen

dieser Aktivierung sind vielfdltig, z.B. fehlen dem Fusionsprotein der N-terminale
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Myristoylrest und ein Teil des hydrophoben Caps, was zu einer Verhinderung des latching
und damit zu einer Auflockerung der Gesamtstruktur fithren konnte. Des Weiteren wird bei
BCR-ABL eine Oligomerisierung beobachtet, wohingegen c-Abl als Monomer vorliegt. Die
experimentelle Deletion der Oligomerisationsmotive in BCR-ABL setzt das onkogene Trans-
formationspotential des Proteins stark herab. Die Fusion von ABL mit
Oligomerisationsmotiven anderer Proteine fiihrt ebenfalls zur malignen Tranformation von
Zellen, was auf eine grole Bedeutung der Oligomerisierung fiir die konstitutive
Kinaseaktivierung schlieen ldsst. Des weiteren scheinen Regionen des BCR-Proteins (A box,
B box) mit der SH2-Doméne von ABL zu interagieren und dadurch das Clamping zu behin-

dern (Wong, Witte 2004).

Die Expression von BCR-ABL hat Auswirkungen auf eine Reithe von
Signaltransduktionswegen und beeinflusst unter anderem Apoptose, Himatopoese und die
Struktur des Zytoskeletts (Abbildung 6). So werden z.B. die antiapoptotische Kinase PI3K
oder das mitogene ERK1/2 aktiviert. Eine besondere Bedeutung scheint dem Ras-Pathway
zuzukommen, da dessen Inaktivierung zu einer starken Verminderung des onkogenen Potenti-

als von BCR-ABL fiihrt (Faderl, Talpaz et al. 1999; Wong, Witte 2004).
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Abbildung 6: Auswirkungen der Expression von BCR-ABL. Die Transformation einer Zelle durch
BCR-ABL erfolgt tiber verschiedene Signaltransduktionswege (Faderl, Talpaz et al. 1999).

1.3.3 Therapeutische Inhibition von BCR-ABL

Als molekulare Ursache der CML ist das Fusionsprotein BCR-ABL ein offensichtlicher An-
satzpunkt fiir die zielgerichtete Tumortherapie. Ausgehend von dem PDGFR-Inhibitor CGP
53,716 wurde Imatinibmesylat im Jahre 1996 als spezifischer Hemmstoff fiir BCR-ABL ent-
wickelt (Nagar, Bornmann et al. 2002; Wong, Witte 2004). Dieser Inhibitor, der auch unter
der Bezeichnung STI-571 bekannt ist, bindet an die unphosphorylierte und inaktive Form von
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BCR-ABL und hat daher eine sehr hohe Selektivitit, denn die Konformation des geschlosse-
nen Activation Loops in ABL unterscheidet sich stark von anderen Src-Kinasen. Imatinib
bindet in der Furche zwischen N-lobe und C-lobe der Kinase-Domine (Abbildung 7). Ein Teil
des Molekiils blockiert hierbei die Proteinregionen, die ATP binden konnen (Nagar,
Bornmann et al. 2002). Imatinib tritt mit ABL iiber verschiedene molekulare Mechanismen in
Wechselwirkung: Thr-315 bildet eine Wasserstoffbriicke mit einer sekundiren Aminogruppe
des Inhibitors. Tyr-253, Leu-370, Phe-317, Met-290, Leu-248 und andere hydrophobe Ami-
nosduren stabilisieren die Position der aromatischen Ringe durch Van-der-Waals-Krifte

(Schindler, Bornmann et al. 2000).

Abbildung 7: BCR-ABL-Inhibitoren. A, Imatinib: Der Inhibitor gehort zur Klasse der 2-
Phenylaminopyrimidine. Der Pyridin- und der Pyrimidinring (oranges Oval) binden an die Stelle in
der ABL-Kinase, an die normalerweise der Adeninring des ATP andockt. B, Dasatinib C, Nilotinib D,
Imatinib lagert sich tief in die Furche zwischen N-lobe (iiberwiegend -Faltblatter, unterer Teil der
Darstellung) und C-lobe (a-helical, oberer Teil der Darstellung) der Kinasedoméine von ABL
(Schindler, Bornmann et al. 2000; Nagar, Bornmann et al. 2002; PDB 2002; NCBI 2005b; NCBI
2005a; NCBI 2005c¢).
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Die Wirksamkeit von Imatinib wurde in der IRIS-Studie (International Randomized Study of
Interferon and STIS71; 2000-2006) eingehend untersucht. Der Inhibitor zeigte sich der bishe-
rigen Standardtherapie (Interferon-a + Cytarabin) klar iiberlegen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
ist gegeniiber der Gabe von IFN-a + Cytarabin deutlich erhdht (81-89% vs. 68-70%) (Druker,
Guilhot et al. 2006; Pavlovsky, Kantarjian et al. 2009). Nach 60 Monaten zeigten 98% der
Patienten ein vollstdndiges hdmatologisches Ansprechen (complete hematological response,
CHR) und 87% ein vollstindiges zytogenetisches Ansprechen (complete cytogenic response,
CCyR) ohne Voranschreiten der CML zu Akzelerations- oder Blastenphase (Abbildung 8).
Da die IRIS-Studie als offende Studie angelegt wurde und 65% der Patienten mit IFN-a +
Cytarabin als Initialtherapie in die Imatinibgruppe wechselten, gibt es fiir die Gabe von IFN-a
+ Cytarabin keine vergleichbaren Daten. Die Hauptgriinde fiir den Wechsel der Studiengrup-
pe war Intoleranz gegeniiber der Therapie oder das Ausbleiben einer CHR oder MCyR
(Druker, Guilhot et al. 2006).
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Abbildung 8: Imatinib als Initialtherapie bei Patienten mit Chronische-Phase CML (IRIS-
Studie). CHR, Complete hematologic response: Leukozyten < 10 G/L, Thrombozyten < 450 G/L,
keine Granulozytenvorldufer im Differentialblutbild, < 5% Basophile; PCyR, Partial cytogenetic res-
ponse: 1-35% Ph+ Metaphasen in mindestens 20 Knochenmarkszellen; CCyR, complete cytogenetic
response: 0% Ph+ Zellen; MCyR: major cytogenic response: PCyR+CCyR (Druker, Guilhot et al.
2006; von Bubnoff, Duyster 2010).
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Aufgrund dieser Ergebnisse ist Imatinib heute die Therapie der Wahl, wenn der Patient nicht
fiir eine allogene Stammzelltransplantation in Frage kommt. Die Standarddosis liegt bei 400
mg pro Tag, bei Patienten in der Akzelerationsphase (AP) oder Blastenkrise (BK) bei 600
mg/Tag (Pavlovsky, Kantarjian et al. 2009). Letztere zeigen jedoch deutlich erniedrigte Uber-
lebensraten: 53% nach 4 Jahren bei AP und 11% nach 3 Jahren bei BK (von Bubnoff, Duyster
2010). Zusitzlich zu Imatinib (Gleevec®, Novartis) gibt es zwei weitere klinisch zugelassene
Tyrosinkinaseinhibitoren zur CML-Therapie (Abbildung 7): Dasatinib (Sprycel®, Bristol-
Myers Squibb) und Nilotinib (Tasigna®, Novartis).

1.3.4 Inhibitorresistenz

Trotz der unbestreitbaren Erfolge der Imatinibtherapie spricht ein signifikanter Anteil an Pati-
enten nicht ausreichend an. In der IRIS-Studie erreichten 13% keine MCyR und 24% keine
CCyR nach einem Follow-up von 19 Monaten (Pavlovsky, Kantarjian et al. 2009). Der wich-
tigste Grund fiir ein Ausbleiben des Therapieerfolgs oder einen Riickfall ist das Vorhanden-
sein von BCR-ABL-Mutanten; es wurde aber auch eine Hochregulation der BCR-ABL-
mRNA oder die Expression von MDR-1 (multidrug resistance gene), das den Eintritt des
Wirkstoffs in die Zelle verhindert, beobachtet (Wong, Witte 2004). Des Weiteren scheint auch
eine erhohte Plasmakonzentration von AGP (al acid glycoprotein) die intrazelluldre Verfiig-
barkeit von Imatinib zu senken (von Bubnoff, Peschel et al. 2003). Eine Ubersicht iiber die

verschiedenen Resistenzmechanismen zeigt Abbildung 9.
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Abbildung 9: Mechanismen der Resistenzentwicklung gegen Imatinib. a, Die Imatinib-
Konzentration reicht aus, um alle in der Zelle vorhandenen BCR-ABL Molekiile zu binden, die Thera-
pie ist wirksam. b, Eine Uberexpression von BCR-ABL fiihrt zu zahlreichen freien Onkoproteinen,
die katalytisch aktiv sind. ¢, Eine Mutation in BCR-ABL verhindert die Bindung des Inhibitors. d,
Andere genetische Verdnderungen fordern die Proliferation der Tumorzelle unabhéngig von BCR-
ABL. e, Die Sekretion von AGP verhindert den Eintritt des Inhibitors in die Zelle (von Bubnoff,
Peschel et al. 2003).

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich vor allem mit Punktmutationen in BCR-ABL, die zur
Entwicklung von Inhibitorresistenz fithren. Derartige Mutationen wurden in Blut- und
Knochenmarksproben von Patienten mit Philadelphia Chromosom-positiven Leukédmien iden-
tifiziert, die auf eine Imatinibtherapie nicht mehr ansprachen (Gorre, Mohammed et al. 2001;
von Bubnoff, Schneller et al. 2002). Durch einen Basenaustausch in der BCR-ABL-DNA
kommt es dabei zu einem Aminosaureaustausch im translatierten BCR-ABL-Protein, der
durch sterische oder allosterische Mechanismen dazu fiihrt, dass der jeweilige Inhibitor nicht
mehr an BCR-ABL binden kann und das Fusionsprotein aktiv bleibt. Bisher sind iiber 90 ver-
schiedene Imatinib-resistente Mutationen an iiber 55 Aminosduren der Kinasedoméne bekannt

(Apperley 2007; Pavlovsky, Kantarjian et al. 2009).
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In einer australischen Studie traten bei 27 von 144 Patienten unter Imatinibtherapie Mutatio-
nen in der Kinasedoméne von BCR-ABL auf. Bei Patienten in der Akzelerationsphase waren
87% (13 von 15) der Imatinibresistenzen mit Mutationen assoziiert, bei Patienten in spéiter
chronischer Phase 85% (11 von 13). Mutationen im P-Loop (ATP-phosphate binding loop)
der Kinasedoméne, z.B. Gly250Glu, GIn252His, Tyr253Phe oder Glu255Val, waren dabei
mit einer besonders schlechten Prognose verbunden (Branford, Rudzki et al. 2003).

Ebenfalls klinisch relevant sind Mutationen im Activation Loop (A-Loop), z.B. Val3791le,
Leu387Met oder His396Arg (Wong, Witte 2004). Eine wichtige, hdufig auftretende Mutation
ist auch die Substitution des Threonins 315 durch Isoleucin (Thr3151le bzw. T3151), die durch
Gorre et al. 2001 erstbeschrieben wurde (Gorre, Mohammed et al. 2001). Die Ausbildung
einer Wasserstoftbriickenbindung zwischen Thr-315 und Imatinib wird dadurch verhindert
und die Bindungsaffinitit des Inhibitors zum Protein wird stark herabgesetzt. Bei anderen
auftretenden Mutationen wird eine Verdnderung der Konformation von BCR-ABL vermutet,
die die Bindung von Imatinib verhindert (z.B. Met351Thr, Glu355Gly) (von Bubnoff, Peschel
et al. 2003). Den auftretenden Punktmutationen ist gemein, dass sie zwar die Affinitdt des
Proteins zum Inhibitor herabsetzen, die ATP-Bindung jedoch weiterhin zulassen, so dass die

mutierten Kinasen weiterhin katalytisch aktiv sind.

Um dem Problem der Resistenzentwicklung entgegenzutreten, wurden neue BCR-ABL-
Inhibitoren = wie  Dasatinib und  Nilotinib  entwickelt  (second  generation-
Tyrosinkinaseinhibitoren). Diese unterscheiden sich in der Art und Weise, wie sie an die Ki-
nase-Domine von BCR-ABL binden (Abbildung 10), weshalb die jeweiligen Punktmutatio-
nen auch unterschiedlich auf sie ansprechen. So kann z.B. Dasatinib Proteine mit P-Loop-

Mutationen weiterhin inhibieren (Tokarski, Newitt et al. 2006; Weisberg, Manley et al. 2007).
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Abbildung 10: Inhibition von BCR-ABL durch die Inhibitoren Imatinib, Nilotinib und Dasati-
nib. a, Oberflichendarstellung. A-loop und P-loop werden nicht gezeigt. Wéhrend Imatinib und Nilo-
tinib fast die gesamte Furche zwischen C- und N-lobe iiberspannen, dringt Dasatinib nur etwa bis zur
Hilfte ein. b, Backbonedarstellung. P-loop (rot), A-loop (magenta) und C-Helix (griin) unterscheiden
sich in ihrer Konformation je nach Art des bindenden Inhibitors. Besonders auffillig ist die offene

(=aktive) Konformation des A-loop bei Dasatinib-Bindung (Weisberg, Manley et al. 2007).

Dasatinib und Nilotinib erwiesen sich als effektive Substanzen zur Therapie der CML bei
klinischer Imatinibresistenz. Sie zeigten sich auch bei Patienten mit Mutationen der BCR-
ABL Kinase aktiv, wobei allerdings die T315I-Mutation eine wichtige Ausnahme bildet
(Kantarjian, Giles et al. 2006; Talpaz, Shah et al. 2006). Als Erstlinientherapie bei CML in
der chronischen Phase schneiden beide Substanzen im Vergleich zu Imatinib im Hinblick auf
die Ansprechensraten bei einem follow-up von 24 Monaten vorteilhaft ab (Kantarjian,
Hochhaus et al. 2011; Kantarjian, Shah et al. 2011). In vitro-Studien lieBen auf ein eingeeng-
tes, aber teilweise liberlappendes Spektrum von Resistenzmutationen der neuen Inhibitoren
Dasatinib und Nilotinib gegeniiber Imatinib schlieBen (Burgess, Skaggs et al. 2005; Bradeen,
Eide et al. 2006; von Bubnoff, Manley et al. 2006; O'Hare, Eide et al. 2007; Redaelli, Piazza
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et al. 2009). Klinische Studien zeigten, dass diese in vitro identifizierten Mutationen, ndmlich
Q252H, E255K/V, V299L, F317L und T315I fiir Dasatinib sowie Y253H/F, E255K/V, F3111,
T315I und F359C/V fiir Nilotinib, zum einen mit eher ungiinstigen klinischen
Ansprechensraten verbunden waren, und zum anderen oft zu dem Zeitpunkt auftraten, als es
zu einem Fortschreiten der Erkrankung unter Zweitlinientherapie kam, so dass die in vitro-
Daten durch klinische Daten reproduziert und validiert wurden (Cortes, Jabbour et al. 2007;
Hughes, Saglio et al. 2009; Muller, Cortes et al. 2009).

Dasatinib und Nilotinib werden aktuell als Zweit- und Drittlinientherapie bei CML-Patienten
mit Resistenz oder Unvertrdglichkeit gegeniiber Imatinib verwendet. Deshalb werden viele
Patienten mit einer Sequenz von drei oder mehr Abl-Kinaseinhibitoren behandelt. In der vor-
liegenden Arbeit soll unter anderem der klinische Ansatz der sequenziellen Inhibitortherapie
unter Verwendung eines zellbasierten Screeningmodells in vitro abgebildet und analysiert

werden.
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1.4 Das NPM-ALK Fusionsprotein

1.4.2 Anaplastisch grol3zelliges Lymphom (ALCL)

Neben ABL gibt es zahlreiche andere Tyrosinkinasen, die bei der Entstehung von Krebser-
krankungen eine Rolle spielen. Eine davon ist die membranstéindige Rezeptortyrosinkinase
ALK (Anaplastic lymphoma kinase), die beim anaplastisch grofizelligen Lymphom als
zytoplasmatisches Fusionsprotein mit Nucleophosmin (NPM) vorliegt. Das ALCL (anaplastic
large cell lymphoma, anaplastisch groBzelliges Lymphom) gehort zu den aggressiven Non-
Hodgkin Lymphomen und weist in der Regel T-Zell-Marker auf. Es ist durch die Expression
des CD30/Ki-1 Antigens charakterisiert (Falini, Pileri et al. 1999; Stein, Foss et al. 2000). Das
Fusionsprotein NPM-ALK, das durch eine Chromosomentranslokation t(2;5)(p23;q35) ent-
steht, liegt in ca. 40-60% der Fille des anaplastisch groBzelligen Lymphoms vor (Amin, Lai
2007). Patienten, bei denen ein ALCL diagnostiziert wurde, erhalten heute eine Standardche-
motherapie (z.B. nach dem CHOP-Schema), wobei die Prognose stark vom ALCL-Subtyp
abhiingig ist. Der ALK-positive Typ spricht mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von iiber 70%
gut auf eine Chemotherapie an, wéihrend der ALK-negative Typ mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von ca. 40% eine schlechtere Prognose hat (Gascoyne, Aoun et al. 1999;

Savage, Harris et al. 2008).

1.4.1 Struktur und molekulare Funktionsweise von NPM-ALK

Das Fusionsprotein NPM-ALK wurde 1994 erstmals beschrieben. Es entsteht als Genprodukt
eines NPM-ALK-Fusionsgens, welches durch eine t(2;5)(p23;q35)-Translokation zustande
kommt, die zur Fusion von ALK-Sequenzen auf Chromosom 2 an NPM-Sequenzen auf Chro-

mosom 5 fiihrt (Morris, Kirstein et al. 1994).

Das humane ALK-Gen auf Chromosom 2 ist ca. 730 kb lang und besteht aus 29 Exons (NCBI
2011b). Es kodiert fiir ein 1620 Aminosiuren grof3es Protein, das an der extrazelluliren Do-
miane mehrfach N-glykosyliert ist und somit eine Masse von 200 kDa hat. Die extrazellulédre

Domaéne setzt sich aus zwei MAM-Doménen, die eine LDLa-Doméne einschlieen, und einer
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membrannahen glycinreichen Doméne zusammen (Palmer, Vernersson et al. 2009;
UniProtKB 2011b). Die Transmembrandoméne besteht aus einer hydrophoben Helix, gefolgt
von basischen Aminoséduren, was typisch fiir den Ubergang zwischen Membran und Zyto-
plasma ist. Die intrazelluldre Doméne wird von der Kinase-Domine, die ein YxxxYY-Motiv
enthdlt, und einem ungewohnlich langen C-terminalen Rest gebildet, welcher mit
Downstream-Proteinen interagieren kann (Abbildung 11) (Morris, Naeve et al. 1997; Palmer,

Vernersson et al. 2009).

1278 Yy YY 1283

Mo ]

Abbildung 11: Schematische Darstellung des humanen ALK-Proteins. SP: Signalpeptid (26 AS);
TM: Transmembrandoméine (28 AS); KD: Katalytische Domine (254 AS). Gesamtlange des Proteins:

1620 Aminosduren (Morris, Naeve et al. 1997; Palmer, Vernersson et al. 2009).

ALK wird in Mausen ausschlieBlich in neuronalem Gewebe exprimiert, jedoch nicht in Ba-
salganglien, Cerebellum und Cortex. Bei neugeborenen und adulten Méusen ist die Expressi-
on im Gehirn hauptsidchlich auf die thalamische Region beschrinkt (Morris, Naeve et al.
1997). Wahrend der Embryogenese beobachtet man hohe Konzentrationen von ALK-mRNA
im Nervensystem, die ebenso wie die Proteinkonzentration nach der Geburt abnehmen
(Iwahara, Fujimoto et al. 1997; Palmer, Vernersson et al. 2009). Diese Daten lassen auf eine
Rolle von ALK bei der Entwicklung und Funktion des Nervensystems schlieBen. In Séugetie-
ren wurden die Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren Pleiotrophin (PTN) und Midkin (MK)
als aktivierende Liganden von ALK identifiziert (Abbildung 12). Uber verschiedene
Signaltransduktionwege werden Zellproliferation und —differenzierung stimuliert und

Apoptose verhindert (Palmer, Vernersson et al. 2009).
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Abbildung 12: Signaltransduktion tiber ALK. Die Bindung der Liganden Pleiotrophin (PTN) oder
Midkin (MK) an ALK fiihrt zur Dimerisierung der Rezeptortyrosinkinase und zur Autophosphorylie-
rung. Die Aktivierung von Downstreamproteinen verschiedener Signaltransduktionswege wirkt anti-
apoptotisch und proliferationsféordernd. In inaktivem Zustand wird ALK von Caspase 3 geschnitten,

was Apoptose induziert (links im Bild) (Palmer, Vernersson et al. 2009).

ALK wurde als konstitutiv aktiviertes Fusionsprotein bei verschiedenen Tumorerkrankungen
nachgewiesen (Tabelle 1). Es hat den Anschein, dass Transkription und Lokalisation des Fu-
sionsproteins dabei vom jeweiligen Fusionspartner und nicht von ALK abhingig sind, und
dass die konstitutive Aktivierung iiber Oligomerisierung des Fusionsproteins und anschlie-
Bende Autophosphorylierung von ALK erfolgt. Dariiber hinaus sind auch tumorinduzierende
gain-of-function-Mutationen von ALK bekannt, z.B. beim Neuroblastom (Duyster, Bai et al.

2001; George, Sanda et al. 2008; Palmer, Vernersson et al. 2009).
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Disease Fusion protein Chromosomal abnormality
ALCL NPM-ALK t(2:5)(p23;q35)
ALCL ALO17-ALK t(2;17)(p23;q25)
ALCL TFG-ALK t(2:3)(p23:q21)
ALCL MSN-ALK t(2:X)(p23:011-12)
ALCL TPM3-ALK t(1:2)(q25;p23)
ALCL TPM4-ALK t(2;19)(p23;p13)
ALCL ATIC-ALK inv(2)(p23;035)
ALCL MYH9-ALK 1(2:22)(p23:q11.2)
ALCL CLTC-ALK t(2,:17)(p23:q23)
IMT TPM4-ALK t(2;19)(p23;p13)
IMT TPM3-ALK t(1,2)(025;p23)
IMT CLTC-ALK t(2;17)(p23;023)
IMT ATIC-ALK inv(2)(p23:035)
IMT SEC31L1-ALK t(2:4)(p23;q21)
IMT RANBP2-ALK t(2;2)(p23;013)
inv(2)(p23:q11-13)
IMT CARS-ALK 1(2:11:2)(p23:p15:031)
NSCLC EML4-ALK inv(2)(p21;p23)
NSCLC TFG-ALK t(2:3)(p23;g21)
DLBCL NPM-ALK t(2;5)(p23;035)
DLBCL CLTC-ALK 1(2:17)(p23:q23)
SCC TPM4-ALK t(2;19)(p23;p13)

Tabelle 1: ALK-Fusionsproteine bei verschiedenen Krebserkrankungen. ALCL: Anaplastic large
cell lymphoma; IMT: Inflammatory myofibroblastic tumours; NSCLC: Non-small cell lung cancer;

DLBCL: Diffuse large B-cell lymphomas; SCC: Squamous cell carcinoma (Palmer, Vernersson et al.

2009).

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich vor allem mit dem Fusionsprotein NPM-ALK, wel-
ches in ca. 50% der Fille des anaplastisch-groBzelligen Lymphoms vorliegt (Amin, Lai 2007).
NPM (Nucleophosmin), das Genprodukt des NPM-Gens auf Chromosom 5, ist ein Chaperon,
das unter anderem die Faltung von Histonen und damit die Chromatinstruktur beeinflusst.
AuBlerdem ist es am Transport von pri-ribosomalen Untereinheiten und an der Verdopplung
des Zentrosoms beteiligt. NPM trégt zwei Kernexportsequenzen (NES, nuclear export signal)

und eine Kernlokalisationssequenz (NLS, nuclear localization signal) und kann somit zwi-

schen Nukleus und Zytoplasma shutteln (Okuwaki 2008).
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Das NPM-ALK-Fusionsgen entsteht durch eine t(2;5)(p23;q35)-Translokation. Das resultie-
rende Fusionsprotein NPM-ALK hat ein Molekulargewicht von 80 kDa und besteht aus den
117 N-terminalen Aminosduren von NPM und den C-terminalen Aminosduren 1058-1620
von ALK (Duyster, Bai et al. 2001; Huret 2001). Der ALK-Anteil entspricht somit der gesam-
ten  intrazelluliren = Domine von ALK. Der NPM-Anteil enthdlt eine
Oligomerisierungsdoméne und beide NES-Motive. In der Zelle ist das Fusionsprotein sowohl
im Zytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert, obwohl es kein NLS-Motiv trigt. Diese Tat-
sache ldsst sich mit einer Heterooligomerisierung von zellulirem NPM mit NPM-ALK erkla-

ren (Duyster, Bai et al. 2001).

NPM-ALK interagiert mit einer Reihe onkogener Molekiile und aktiviert verschiedene
Signaltransduktionskaskaden (vgl. Abbildung 12). So konnte z.B. eine direkte Bindung an
und Phosphorylierung von STAT3 nachgewiesen werden. STAT3 ist ein Transkriptionsfaktor,
der nach Aktivierung in den Nukleus transloziert und dort an der Regulation von Apoptose,
Zellzyklus und Zellwachstum beteiligt ist. Diese aktivierende Phosphorylierung erfolgt nor-
malerweise durch Januskinasen (JAKs), welche indirekt ebenfalls durch NPM-ALK stimuliert
werden konnen, da NPM-ALK-positive Zellen autokrin Interleukin-9, einen Upstream-
Induktor des JAK/STAT-Signalwegs, freisetzen. Ein dritter Mechanismus der Aktivierung
von STAT3 durch NPM-ALK ist die Herunterregulation von Shpl (SH2 domain-containing
protein tyrosine phosphatase 1), welches Januskinasen durch Dephosphorylierung inaktivieren
kann (Amin, Lai 2007).

Phospholipase C-y (PLC-y) ist ein weiterer Interaktionspartner von NPM-ALK, der mit hoher
Affinitét iiber eine SH2-Doméne an das Fusionsprotein bindet. Die Bildung des Komplexes
erfolgt tiber Tyrosin664 (entspricht Tyr1604 im zelluldiren ALK). Zelllinien, die eine Mutati-
on (Y664F) dieser Aminosédure tragen, konnen nicht mehr IL-3-unabhéngig wachsen, was
dafiir spricht, dass der PLC-y-Signalweg eine wichtige Rolle fiir die onkogene Wirkung von
NPM-ALK spielt. Die Aktivierung von PLC-y fiihrt zur Bildung von DAG und IP3 und letzt-
endlich zur Stimulation der Zellteilung (Bai, Dieter et al. 1998).

Ein anderer wichtiger Signaltransduktionsweg, der durch NPM-ALK aktiviert wird, ist der PI
3-Kinase-Pathway. NPM-ALK interagiert mit der C-terminalen SH2-Doméne der p85-
Untereinheit der PI 3-Kinase und fiihrt zu einer Aktivierung von Akt. Dieses Protein wiede-
rum wirkt antiapoptotisch. Die spezifische Inhibition der PI 3-Kinase verlangsamt das Zell-
wachstum von NPM-ALK-positiven Zelllinien und induziert Apoptose (Bai, Ouyang et al.
2000).
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Als ein weiterer Interaktionspartner von NPM-ALK wurde NIPA (nuclear interaction partner
of ALK) identifiziert, ein 60 kDa-Protein mit antiapoptotischen Eigenschaften in NPM-ALK-
vermittelten Signalkaskaden. Es handelt sich um ein humanes F-box-enthaltendes Protein, das
eine E3 Ligase vom SCF-Typ definiert, welche den Mitoseeintritt kontrolliert (Ouyang, Bai et
al. 2003; Bassermann, von Klitzing et al. 2005).

1.4.3 NPM-ALK Inhibition

NPM-ALK ist ein vielversprechendes molekulares Ziel fiir die pharmakologische Intervention
bei ALK-positivem ALCL. Niedermolekulare Kinaseinhibitoren zeigten gute Ergebnisse in
Zellkultur und Mausmodell. Der Inhibitor PF-2341066 z.B. hemmt Zellproliferation und in-
duziert Apoptose in ALK-positiven ALCL-Zellen, aber nicht in ALK-negativen
Lymphomzellen. Er zeigt eine Selektivitit fiir ALK und c-Met gegeniiber 120 anderen
Kinasen. In immundefizienten Mausen mit ALCL-Xenografts erreicht PF-2341066 eine voll-
standige Tumorriickbildung innerhalb von 15 Tagen bei einer Konzentration von 100 mg/kg/d
(Christensen, Zou et al. 2007). Der Inhibitor NVP-TAE684 (Abbildung 13) kann ebenfalls das
Wachstum ALK-abhingiger Zelllinien inhibieren. Er fiihrt zu einer massiven
Dephosphorylierung von NPM-ALK und Downstream-Proteinen und schlieBlich zur
Apoptoseinduktion (Galkin, Melnick et al. 2007).
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Abbildung 13: NVP-TAE684. A, Modell der ALK-Inhibition durch NVP-TAE684. Der Inhibitor ist
im Komplex mit ALK gezeigt, er fligt sich in die ATP-Bindungsstelle ein und bildet Wasserstoftbrii-
ckenbindungen zur Kinase ,,hinge*“-Region von ALK aus. B, Der Aminosédurerest L258 ist fiir die
ALK-Selektivitit von NVP-TAE684 von Bedeutung. Substitution von L258 durch Phenylalanin
(F258) fiihrt zu einem Zusammenstof3 der hinge-Region mit dem Inhibitor und erschwert dessen Bin-

dung. C, Strukturformel von NVP-TAE684 (Galkin, Melnick et al. 2007).



36

1.5 Ziele der Arbeit

Dasatinib und Nilotinib werden als Zweit- und Drittlinientherapie bei CML-Patienten mit
Imatinibresistenz oder —unvertriaglichkeit angewandt. Daher werden viele Patienten mit einer
Sequenz von drei oder mehr Tyrosinkinaseinhibitoren behandelt. Im ersten Teil der Arbeit
soll eine sequenzielle Tyrosinkinaseinhibitortherapie (Erst-, Zweit- und Drittlinientherapie)
mit Imatinib, Dasatinib und Nilotinib mit Hilfe eines dreistufigen Zellkulturmodells in vitro
abgebildet werden. Dabei sollen BCR-ABL positive Ba/F3 Zellen als Modellorganismen ver-
wendet und Reihenfolge und Konzentration der jeweiligen Inhibitoren variiert werden. An-
schlieBend soll in resistenten Zelllinien die BCR-ABL-Kinasedoméne sequenziert und auf
Mutationen hin iiberpriift werden. Folgende Fragestellungen sollen als Ausgangspunkte die-
nen:
e Lisst sich im Zellkulturmodell eine sequenzielle Tyrosinkinaseinhibitortherapie abbilden,
d.h. entstehen sequenziell resistente Zelllinien?
e (@ibt es einen Zusammenhang zwischen sequenzieller Tyrosinkinaseinhibitorresistenz und
Mutationen der BCR-ABL-Kinasedoméne?
e Welche Mutationen der BCR-ABL-Kinasedoméine treten auf und inwiefern ist ihr Auftre-

ten von Art, Konzentration und Reihenfolge der Tyrosinkinaseinhibitoren abhingig?

Im zweiten Teil der Arbeit soll der neu entwickelte Tyrosinkinaseinhibitor 4SC-203 auf seine

Wirksamkeit hinsichtlich der Inhibition der onkogenen Tyrosinkinase NPM-ALK untersucht

werden. Dabei werden sowohl mit NPM-ALK transfizierte murine Ba/F3 Zellen als auch pri-

mire humane Zelllinien im Hinblick auf Proliferation und Kinaseaktivitdt unter dem Einfluss

von zunchmenden Konzentrationen von 4SC-203 getestet. Folgende Aspekte sollen unter-

sucht werden:

e Hemmt 4SC-203 die Autophosphorylierung und damit die Kinaseaktivitit von NPM-ALK
in vitro?

e Hat 4SC-203 cecine spezifische proliferationshemmende Wirkung auf NPM-ALK-
abhéngige Zellen?



2 Material

2.1 Standardgerate

Analysenwaage BP 221 S
CO,-Inkubator SW J 500 TV BB
Digitalwaage LC 1200 S
Durchflusszytometer (EPICS®XL)
Elektrophoresekammer
Elektroporiergerit IBI geneZapper 450
Entwickler Hyperprocessor

Heizblock 5436

Incubator-Shaker Innova 4000

Nalgene Kryobehélter
Kiihlzentrifuge J2-HS
Kiihlzentrifugen 5417R, 5810R
Lichtmikroskop Axiovert 25
Magnetriihrgerét

Mikroskop V 200

Mini-Gel Elektrophoresekammer
Multi-Gel Long Elektrophoresekammer
Nanodrop Spektrophotometer
Neubauer-Zahlkammer
PCR-Thermocycler

pH-Meter @ 32

Schiittler WT 12

Sterile Werkbank, Laminar-Flow 1.8
Stromgenerator, Powerpack P25
Sunrise Mikrotiterplatten-Lesegerit
Tischzentrifuge 5417R

Transphor Electrophoresis Unit
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Sartorius, Gottingen

Nunc, Wiesbaden

Sartorius, Gottingen
Beckman-Coulter, Krefeld
Kodak, New Haven, USA
Kodak, New Haven, USA
Amersham, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

New Brunswick Scientific, Edison,
USA

Nalgene, Hereford, GroB3britannien
Beckman, Fullerton, USA
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Jena

Janke & Kunkel, Staufen
Hund, Wetzlar

Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Nanodrop, Wilmington, USA
Reichert, New York, USA
MWG-Biotech, Ebersberg
Beckman, Fullerton, USA
Biometra, Gottingen

Holten, Gydewang, Danemark
Biometra, Gottingen

Tecan, Minnedorf, Schweiz
Eppendorf, Hamburg

Hoefer, San Francisco, USA



Trio-Thermoblock
UV-Lampe TI 2
Vortex REAX-Top
Wasserbad 1083
Zentrifuge GS-6K

2.2 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid Gel 30
Agarose

Ammoniumpersulfat

Aprotinin, Protease Inhibitor
Aqua ad iniectabilia, steril
Bromphenolblau

BSA, Fraktion V

Chloroform

CompleteTM Protease Inhibitor Cocktail Tbl.

DMSO

dNTP-Mix, 10 mM
DTT

EDTA

Essigsdure
Ethanol, absolut
Ethidiumbromid
Glycerin

Glycin

Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogensulfat
Magermilchpulver
2-Mercaptoethanol
Methanol
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Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Heidolph, Niirnberg

GFL, Burgwedel
Beckman, Fullerton, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Roche, Mannheim

Braun, Melsungen

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Promega, Heidelberg

Fluka, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt



MTS-Reagenz

Naphtol Blauschwarz
Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumfluorid
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat

PBS, 10-fach

Salzsdure

SDS

SuperSignal West Chemiluminescent Substrate

TEMED

Tris

Triton X-100
TrizolTM
Trypanblau
Tween 20

2.3 Standardl6sungen

Amidoschwarz-Farbel6sung

Amidoschwarz-Entfarbelosung
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Promega, Madison, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Fluka, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Fluka, Neu-Ulm
Biochrom AG, Berlin
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

0,2% Naphtol-Blauschwarz
25% Isopropanol

10% Essigsiure

in Aqua dest.

25% Isopropanol
10% Essigsdure
in Aqua dest.

Thermo Scientific, Rockford, USA



DNA-Ladepuffer, 10-fach

PBS-Tween

Protein-Ladepuffer, 2-fach

Protein-Lysispuffer

Sammelgelpuffer fiir SDS-Gele, 4-fach
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50% Glycerin

0,2% Bromphenolblau
0,5% EDTA

in Aqua dest.

0,1% Tween
in PBS

1 M Tris/HCI, pH 6,8
200 mM DTT

4% SDS

0,2% Bromphenolblau
20% Glycerin

in Aqua dest.

10 mM Tris-HCI, pH 7,5

130 mM NacCl

5 mM EDTA

0,5% Triton X-100

20 mM Na,HPO4/NaH,PO4, pH 7,5

10 mM Natriumpyrophosphat, pH 7,0

1 mM Natriumorthovanadat

20 mM Natriumfluorid

1 mM Glycerol-2-Phosphat

1 Protease-Inhibitor-Cocktail Tablette (pro 10 ml)

in Aqua dest.

0,5 M Tris
0,4% SDS
in Aqua dest., pH 6,8



SDS-Elektrophoresepuffer

TAE-Puffer, 10-fach

TBS-Puffer

Transferpuffer fiir Western Blot

Trenngelpufter fiir SDS-Gele, 4-fach

Zell-Einfriermedium (2-fach)
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25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS

in Aqua dest.

0,4 M Tris

1,1% Essigsédure

2% 0,5 M EDTA, pH 8,0
in Aqua dest.

138 mM NaCl
5 mM KCl
248 mM Tris
in Aqua dest.

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS

20% Methanol
in Aqua dest.

1,5 M Tris
0,4% SDS

in Aqua dest.
pH 8,8

20% DMSO
80% FCS
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2.4  Zellkulturmedien und -supplemente

FCS Gold PAA, Pasching, Osterreich
L-Glutamin, 200 mM Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Murines rekombinantes IL-3 R&D Systems, Wiesbaden
PBS, 10x, steril Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin-Losung, 100x Invitrogen GmbH, Karlsruhe
RPMI 1640 Zellkulturmedium Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.5 Kits, Enzyme, Vektoren und Marker

Molekularbiologische Kits:

Proliferationsassay Cell Titer 96 Promega, Madison, USA
NucleoSpin Kit Macherey & Nagel, Diiren
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

Titan One Tube RT-PCR Kit Roche, Penzberg
Enzyme:

AMV Reverse Transkriptase Roche, Penzberg

Taq- und Pwo-Polymerase Roche, Penzberg
Pfu-Turbo Stratagene, La Jolla, USA
Vektoren:

MigRI p185 BCR-ABL (McWhirter, Galasso et al. 1993; von Bubnoff, Veach et al. 2005)
MigRI NPM-ALK (Bai, Ouyang et al. 2000)

Molekulargewichtsmarker:

1 kb Plus DNA-Molekulargewichtsmarker Invitrogen GmbH, Karlsruhe
100 bp DNA-Molekulargewichtsmarker Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Prestained SDS-PAGE Standard, broad range Bio-Rad, Miinchen
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2.6  Oligonukleotid-Primer

BCR-ABL, 2242 bp Fragment:

Forward Primer (BCR, p185xba): 5‘CCACTAAAGCGAGTGAGCTGGACTTGG3¢
Reverse Primer (ABL, p185sphl): 5*GGTGGATGAGTCAAACTGCTTGCCAGC3®
BCR-ABL Kinasedoméine, 579 bp Fragment:

Forward Primer (p185Abl5°): 5*GCGCAACAAGCCCACTGTCTATGG3®

Reverse Primer (p185AbI3°): 5‘GCCAGGCTCTCGGGTGCAGTCC3®

Die Synthese der Primer erfolgte durch MWG-Biotech, Ebersberg.

2.7 Antikorper

Anti-B-Actin (Klon AC-15), monoklonal, Maus IgG, Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Anti-ABL (Klon 8E9), monoklonal, Maus IgG, Pharmingen, BD Biosciences, Heidelberg

Anti-Phosphotyrosin (Klon 4G10), monoklonal, Maus IgG, Upstate Biotechnology, Biozol,
Eching

Anti-Phosphotyrosin (Klon PY20), monoklonal, Maus IgG, Transduction, BD Biosciences,
Heidelberg

Anti-ALK (No.11), polyklonal, Kaninchen IgG, (Morris, Naeve et al. 1997)

Anti-Phospho-ALK (Tyr1604), polyklonal, Kaninchen IgG, Cell Signaling, Frankfurt/Main

Anti-Kaninchen IgG, HRP-konjugiert, Esel IgG, Amersham, Braunschweig

Anti-Maus IgG, HRP-konjugiert, Esel IgG, Amersham, Braunschweig



2.8  Tyrosinkinaseinhibitoren

Imatinib (STI571)
Dasatinib (BMS-354825)
Nilotinib (AMN107)
4SC-203 (SC71710)

2.9 Zelllinien

Murine Zelllinien:
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Novartis, Basel, Schweiz
Bristol-Myers Squibb, New York, USA
Novartis, Basel, Schweiz

4SC AG, Planegg-Martinsried

Ba/F3 par: Parentale Ba/F3 Zellen (murine pra-B-Zelllinie)
Ba/F3 Mig p185 BCR-ABL: BCR-ABL positive Ba/F3 Zellen (Mig-Vektor)
Ba/F3 Mig NPM-ALK: NPM-ALK positive Ba/F3 Zellen (Mig-Vektor)

Humane Zelllinien:

Karpas299: Humane ALCL-Zellen, NPM-ALK positiv
SU-DHL1: Humane ALCL-Zellen, NPM-ALK positiv

JB6: Humane ALCL-Zellen, NPM-ALK positiv

HDLM2: Humane Hodgkin-Lymphomzellen, NPM-ALK negativ

(Bai, Dieter et al. 1998; Bai, Ouyang et al. 2000)
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

In Zellkultur gehaltene eukaryotische Sdugetierzellen dienen als Ausgangsmaterial flir viele
Experimente in dieser Arbeit. Es wurden sowohl die murine Zelllinie Ba/F3 als auch humane
Zelllinien (Karpas 299, SUDHL1, JB6, HDLM?2) verwendet. Die Zelllinien werden als Sus-
pensionszellen in RPMI-Medium mit 10% FCS, 2 mM Glutamin und 200 U Penicillin/200 pg
Streptomycin pro L kultiviert. Die parentalen Ba/F3 Zellen bendtigen zusétzlich 2 ng/ml
murines IL-3 und die HDLM2-Zellen bendtigen 20% FCS statt 10% FCS. Die Zellen werden
in einem Brutschrank bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 inkubiert. Je
nach Wachstumsgeschwindigkeit werden die Zellen alle zwei bis drei Tage z.B. im Verhéltnis
1:10 gesplittet, d.h. 90% der Zellsuspension werden verworfen und die gleiche Menge an fri-
schem Kulturmedium wird hinzugegeben (besonders die HDLM2 Zellen zeigen ein langsa-
meres Wachstum und werden entsprechend seltener gesplittet). In der Regel werden die Zel-
len in Kulturflaschen in 20 ml Medium kultiviert und, falls fiir die Experimente eine groBBere
Zellzahl benoétigt wird, in einem gréferen Volumen expandiert. Fiir Experimente sollten sich
die Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase befinden, was durch Bestimmung der

Zellzahl erkannt werden kann (z.B. ca. 5 x 10° Zellen/ml bei Ba/F3 Zellen).

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Zellzahl und Zellviabilitdt konnen mit einem Trypanblau-Assay bestimmt werden. Die Zell-
suspension wird griindlich geschiittelt, damit die Zellen homogen verteilt sind. Dann werden
50 ul Zellsuspension mit 50 pl 0,5% Trypanblaulésung gemischt und ein Teil der Probe wird
in eine Neubauer-Zihlkammer mit definiertem Volumen pipettiert. Unter dem Lichtmikro-

skop werden die Zellen in vorgegebenen Quadraten gezdhlt. Lebende Zellen erscheinen hell
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leuchtend, wihrend avitale Zellen blau angefirbt werden, da Trypanblau beschadigte Zell-
membranen durchdringen kann. Die Zellzahl pro ml ergibt sich als Produkt aus der durch-
schnittlichen Zellzahl pro 4x4-Quadrat, dem Kammerfaktor 10" und dem Verdiinnungsfaktor

2 (Beispiel: 25 Zellen/Quadrat x 10°x 2 ergibt 5x10° Zellen/ml).

3.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum aufzubewahren, kdnnen sie kryokonserviert werden.
Dazu werden ca. 2 x 10° Zellen pelletiert (3 min, 1500 rpm, RT). Der Uberstand wird abge-
saugt, das Zellpellet wird in 0,8 ml Kulturmedium resuspendiert und in ein Kryotube transfe-
riert. Anschliefend werden 0,8 ml Einfriermedium (80% FCS, 20% DMSO) hinzugefiigt.
DMSO dient als Frostschutzmittel, das die Entstehung von zellschidigenden Eiskristallen
verhindert, allerdings ist es toxisch fiir die Zellen, solange sie nicht gefroren sind. Deshalb
wird die Probe kurz gemischt und sofort in einem Kryobehélter (Abkiihlrate ca. 1°C/min) bei
-80°C eingefroren. Danach konnen die Zellen in fliissigem Stickstoff dauerhaft gelagert wer-
den. Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wird die Probe im Wasserbad bei 37°C rasch
aufgetaut. Das DMSO wird entfernt, indem die Zellen mit etwa 10 ml Kulturmedium gewa-
schen werden (Zentrifugation 3 min, 1500 rpm, RT). AnschlieBend werden die Zellen in fri-

schem Kulturmedium resuspendiert und im Brutschrank inkubiert.

3.1.4 Transfektion eukaryotischer Zellen

Die Konstrukte MigRI p185 BCR-ABL und MigRI NPM-ALK wurden verwendet, um Ba/F3
Zellen mit den Onkogenen BCR-ABL bzw. NPM-ALK zu transfizieren. Bei dem MigRI p185
BCR-ABL Konstrukt handelt es sich um den retroviralen MigRI-Vektor, in den die BCR-
ABL p185 Wildtyp-cDNA kloniert wurde, eine 4812 bp umfassende chimdre cDNA, die hu-
manes BCR und murines Abl enthilt und deren Translationsprodukt ein BCR-ABL Fusions-
protein von 185 kDa ist (McWhirter, Galasso et al. 1993; von Bubnoff, Veach et al. 2005).
Das MigRI NPM-ALK Konstrukt trigt die kodierende Sequenz des humanen NPM-ALK-

Fusionsgens (Morris, Kirstein et al. 1994). Die transfizierten Zellen exprimieren das BCR-
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ABL-Protein bzw. das NPM-ALK-Protein, wodurch sie autonom proliferieren kénnen und,
im Gegensatz zu parentalen Ba/F3 Zellen, IL-3 unabhingig werden. Die Transfektion der
Zellen erfolgte durch Elektroporation. Dabei handelt es sich um eine physikalische Methode,
die zur Transfektion von Suspensionszellen gut geeignet ist. IThr Grundprinzip besteht darin,
dass sich in einem ausreichend starken elektrischen Feld die Transmembranspannung der Zel-
len so weit erhoht, dass in der Plasmamembran Poren entstehen, durch die Plasmid-DNA in
die Zellen eindringen kann. Zur Transfektion eukaryotischer Suspensionszellen durch
Elektroporation werden 5x10° Zellen pelletiert (3 min, 1500 rpm, RT), mit PBS gewaschen
und in 400 pl PBS (4°C) resuspendiert. Die Zellsuspension wird in eine gekiihlte
Elektroporationskiivette pipettiert und es werden 25 ug der jeweiligen Plasmid-DNA hinzuge-
fiigt. Die Kiivette wird in das Elektroporationsgerét gestellt und die Zellen werden 5 Millise-
kunden lang elektroporiert (Spannung 250 V, elektrische Kapazitit 950 uF) und 10 min bei
4°C inkubiert. Anschlieend werden die Zellen in frisches Kulturmedium {iiberfiihrt und im
Brutschrank inkubiert. Da die Zellen durch den Elektroporationsvorgang geschiadigt werden,
proliferieren sie zunichst nur langsam. Es empfiehlt sich, dem Medium noch fiir einige Tage
IL-3 hinzuzufiigen, bis sich die Zellen erholt haben. Der IL-3 Entzug bedeutet dann einen
entscheidenden Selektionsvorteil der erfolgreich transfizierten Zellen und fiihrt zu ihrer stabi-
len Transformation. Der Transfektionserfolg kann durchflusszytometrisch als Prozentsatz der
EGFP-positiven Zellen ermittelt werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten, mit MigRI p185 BCR-ABL bzw. mit MigRI NPM-ALK
transfizierten Ba/F3 Zellen standen aus vorangehenden Experimenten der Arbeitsgruppe be-

reits zur Verfiigung.

3.2 Sequenzielle Screeningstrategie fir TKI-Resistenz

Zur Generierung von Tyrosinkinaseinhibitor-resistenten Zelllinien wurde eine in unserer Ar-
beitsgruppe entwickelte, zellbasierte Screeningmethode angewandt (von Bubnoff, Barwisch et
al. 2005; von Bubnoff, Veach et al. 2005) und im Sinne der Simulation einer sequenziellen
Therapie erweitert. Die verwendeten Inhibitorkonzentrationen fiir Imatinib, Dasatinib und
Nilotinib entsprechen den klinisch erreichbaren Plasmakonzentrationen (Imatinib: 4000 nM
(Peng, Hayes et al. 2004); Dasatinib: 100 nM (Sawyers, Kantarjian et al. 2005); Nilotinib:
1700 nM (Kantarjian, Giles et al. 2006; Kantarjian, Giles et al. 2007) sowie 50% dieser Kon-
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zentrationen (bei Dasatinib und Nilotinib, 2. und 3. Schritt). Im ersten Schritt des dreistufigen
Experiments (vgl. Abb. 14) wurden Ba/F3 Mig p185 BCR-ABL Wildtyp-Zellen in einer Kon-
zentration von 4x10° Zellen/well in zwei 96-well-plates pipettiert und bei einer
Imatinibkonzentration von 4 pM inkubiert. Die Inkubationszeit betrug 28 Tage. Im Laufe
dieser Zeit auftretende resistente Zellkolonien wurden durch Verfiarbung des Indikatormedi-
ums im betroffenen well und durch Lichtmikroskopie identifiziert. Die Expansion der resis-
tenten Replikate erfolgte in 12-well-plates und in Zellkulturflaschen unter Aufrechterhaltung
der initialen Imatinibkonzentration. Im zweiten Schritt wurden die Imatinib-resistenten Linien
so in 96-well-plates ausplattiert, dass eine Spalte von 8 wells fiir Replikate einer resistenten
Linie aus dem ersten Schritt zur Verfiigung stand. 24 Imatinib-resistente Zellklone aus dem
ersten Schritt wurden so der Reihe nach in zwei 96-well-plates ausplattiert und bei einer
Dasatinibkonzentration von 100 nM inkubiert. Der gleiche Vorgang wurde fiir eine
Dasatinibkonzentration von 50 nM sowie fiir Nilotinibkonzentrationen von 1700 nM und 850
nM wiederholt. Die Inkubation der Zellen in den insgesamt acht 96-well-plates erfolgte erneut
fiir 28 Tage und resistente Kolonien und Zelllinien wurden wie im ersten Schritt erkannt und
expandiert. Im anschlieBenden dritten Schritt wurden die resistenten Zelllinien aus dem zwei-
ten Schritt ihrerseits in 8-well-Spalten in 96-well-plates ausplattiert und 28 Tage lang mit In-
hibitor inkubiert, ndmlich die Dasatinib-resistenten aus dem zweiten Schritt mit Nilotinib

(1700 nM und 850 nM) und die Nilotinib-resistenten mit Dasatinib (100 nM und 50 nM).

3.3 Zellproliferationsbestimmung mittels MTS-Assay

Der MTS-Assay (Cell Titer 96, Promega, Madison, USA) ermdglicht die Bestimmung der
Zellproliferation und wurde in dieser Arbeit verwendet, um den antiproliferativen Effekt von
Tyrosinkinaseinhibitoren zu quantifizieren. In lebenden, metabolisch aktiven Zellen werden
die Reduktionsidquivalente NADPH und NADH gebildet. Diese reduzieren im MTS-Assay
mit Hilfe von Phenazinethosulfat das Substrat MTS (d.h. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium) zu Formazan. Die
Formazankonzentration kann photometrisch bestimmt werden und repréisentiert die Anzahl
lebender Zellen. Zur Durchfiihrung eines MTS-Assays werden Zellen in einer definierten
Konzentration in 96-well-plates pipettiert (z.B. 1x10* Zellen pro well, 180 pl Zellsuspension

pro well). Die erste Spalte von wells wird zur Leerwertbestimmung mit zellfreiem Kulturme-
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dium gefillt. Die mit Zellen bestiickten wells werden mit 10-fach konzentrierter
Inhibitorlosung (20 pl) versehen, wobei jeweils ein Triplett von wells die gleiche
Inhibitorkonzentration erhilt und die Inhibitorkonzentration in den wells von links nach rechts
in festgelegter Weise ansteigt. AnschlieBend werden die Zellen bei 37°C, 5% CO; fiir 24, 48
oder 72 h inkubiert, wihrend der Inhibitor auf die Zellen wirken kann. Danach werden pro
well 20 pl MTS-Losung zugefiigt und die Zellen ca. 2 h inkubiert, bis eine durch die
Formazanbildung bedingte Braunverfarbung der wells beginnt. In einem ELISA-Reader (Sun-
rise, Tecan, Ménnedorf, Schweiz) wird die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 490 nm
gemessen und der Leerwert wird von den Messwerten abgezogen. Die optische Dichte bei
490 nm ist direkt proportional zur Zahl metabolisch aktiver Zellen und gibt dariiber Auf-
schluss, ob und wie stark durch den zugesetzten Inhibitor, im Vergleich zur inhibitorfreien
Kontrolle, die Zellproliferation wihrend des Inkubationszeitraums gehemmt wurde. Die Da-
ten werden als Mittelwerte der Messwerte der Triplikate mit Standardabweichung angegeben.
Die Ermittlung der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration (ICso) kann durch graphi-

sche Extrapolation aus den Messwerten erfolgen.

3.4 Arbeiten mit Nukleinsduren

3.4.1 RNA-Isolation

Zur Isolation der mRNA aus eukaryotischen Zellen werden ca. 2x10° Zellen pelletiert, in 1,8
ml Trizol-Reagenz (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert.
Es werden 180 pl Chloroform hinzugefiigt, die Probe wird etwa 10 s lang gevortext und wei-
tere 2 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wird die Probe fiir 15 min bei 14.000 rpm und 4°C
zentrifugiert, wobei eine Trennung in eine obere hydrophile Phase und eine untere lipophile
Phase erfolgt. Die obere Phase enthélt die RNA. Sie wird vorsichtig abpipettiert und in ein
neues Eppendorf-tube transferiert. Zum Fillen der RNA wird ein gleiches Volumen
Isopropanol (ca. 200 pul) hinzugefiigt, vorsichtig gemischt und die Probe fiir mindestens 1 h
bei -20°C inkubiert. Die darauffolgende Zentrifugation (10 min, 14.000 rpm, 4°C) liefert ein
RNA Pellet. Das Isopropanol wird vorsichtig abgekippt und das Pellet wird zweimal mit 500
ul Ethanol 70% gewaschen (zwischendurch abzentrifugieren, 1 min, 14.000 rpm, 4°C). Das
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gesamte restliche Ethanol wird abpipettiert. AnschlieBend wird das Pellet 5-10 min lang bei
RT getrocknet (wobei es aber nicht austrocknen soll) und in 30 pl nukleasefreiem Wasser

gelost. Die Probe wird bei -80°C gelagert.

3.4.2 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Die Konzentration von RNA und DNA kann photometrisch ermittelt werden. Zunéchst wer-
den 2 pul Aqua dest. auf die Messvorrichtung des Spektrophotometers (Nanodrop,
Wilmington, USA) pipettiert und der Leerwert bestimmt. AnschlieBend werden 2 ul der je-
weiligen Probe auf die Messvorrichtung pipettiert und die optische Dichte bei einer Wellen-
linge von 260 nm bestimmt, dem Absorptionsmaximum der Nukleinsduren. Die
Nukleinsdurekonzentration in pg/ml ergibt sich als Produkt aus der OD (260 nm), dem Ver-
diinnungsfaktor und dem Multiplikationsfaktor. Eine OD (260 nm) von 1 entspricht einer
DNA-Konzentration von 50 pg/ml bzw. einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml, weshalb der
Multiplikationsfaktor 50 bei DNA und 40 bei RNA betrdgt. Zur Beurteilung der Reinheit der
Probe werden automatisch auch die optische Dichte bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum
aromatischer Aminosduren in Proteinen und bei 230 nm, dem Absorptionsmaximum weiterer
moglicher Verunreinigungen (z.B. Salze, Phenolrot) gemessen. Als wichtigstes Qualititskrite-
rium dient das Verhiltnis OD (260 nm) : OD (280 nm), das zwischen 1,8 und 2,0 liegen soll-

te.

343 RT-PCR

Mit Hilfe der RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) wird vorher isolierte
mRNA revers transkribiert, d.h. sie wird in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben.
Unmittelbar danach wird ein gewiinschter Abschnitt der cDNA durch PCR amplifiziert. Unter
Verwendung des Titan One Tube RT-PCR Kits (Roche, Penzberg) wird fiir jede Probe ein
Ansatz gemidll Tabelle 2 in ein PCR-tube pipettiert und die Ansidtze werden einem
Thermocycler-Programm nach Tabelle 3 unterzogen. Die cDNA-Synthese erfolgt bei 50°C

durch das Enzym reverse Transkriptase (im Enzymmix: AMV Reverse Transkriptase). Aus-
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gehend von Oligo-dT-Primern (DTT), die an den Poly-A-tail der mRNA binden, werden
dNTPs zum cDNA-Strang verkniipft. Im anschlieBenden PCR-Schritt erfolgt die
Amplifizierung des cDNA-Abschnitts zwischen dem Forward Primer und dem Reverse-
Primer durch das Enzym DNA-Polymerase (im Enzymmix: Mischung aus Tag- und Pwo-
Polymerase). Die PCR besteht aus wiederholten Zyklen von drei Schritten: 1. Trennung der
Doppelstriange (Denaturierung oder melting, bei 94°C), 2. Bindung der komplementéren Pri-
mer an das template (annealing, bei 58°C) und 3. DNA-Synthese aus dNTPs durch die DNA-
Polymerase (elongation, bei 68°C). Das resultierende PCR-Produkt besteht aus stark verviel-
faltigten, identischen DNA-Fragmenten mit der durch die Primerwahl festgelegten Lange und
Sequenz. Um die DNA-Fragmente in reiner Form zu erhalten, ist eine Aufreinigung der PCR-
Produkte mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) nach dem Herstellerpro-
tokoll zweckmidBig. Die DNA-Fragmente werden dabei an eine lonenaustauscher-Saule ge-
bunden und gewaschen, wobei unerwiinschte Bestandteile abzentrifugiert und verworfen wer-

den. Anschlieend wird das aufgereinigte PCR-Produkt mit 30 pl sterilem H,O eluiert und bei

-20°C gelagert.
Bestandteil (Konzentration) Volumen/ul
Mastermix 1 H,O steril 10,5
dNTP-Mix (10 mM) 4
DTT (100 mM) 2,5
RNase-Inhibitor (5 U/ul) 1
Forward Primer (10 mM) 1
Reverse Primer (10 mM) 1
Gesamt 20
Mastermix 2 H,O steril 14
RT-PCR-Puffer (5-fach) 10
Enzym-Mix 1
Gesamt 25
RT-PCR-Ansatz Mastermix 1 20
Template-RNA (1:100 in H,O steril) 5
Mastermix 2 25
Gesamt 50

Tabelle 2: Ansatz fiir die RT-PCR.
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Phase Zyklen Temperatur/°C Dauer/min
Lid 1 80 automatisch
Reverse Transkription 1 50 30

Lid 1 110 automatisch
Denaturierung 1 94 2

PCR 50

- Melting 94 0,5

- Annealing 58 0,5

- Elongation 68 2,5
Elongation 1 68 6
Aufbewahrung 1 4 unbegrenzt

Tabelle 3: Thermocycler-Programm fiir die RT-PCR.

3.4.4 Nested-PCR

Ein durch PCR generiertes DNA-Fragment kann als Matrize (template) flir eine weitere PCR
dienen, eine sogenannte nested-PCR. Die Spezifitit der Reaktion wird durch die nested PCR
erhoht. In dieser Arbeit wurde ein nested PCR-Ansatz verwendet, um die ABL-Kinasedoméne
von BCR-ABL zu erhalten und eine Kontamination durch die ABL-Kinasedoméane von c-Abl
auszuschlieBen. Als template dient ein durch RT-PCR generiertes BCR-ABL-cDNA-
Fragment von 2242 bp Linge (Forward Primer in BCR gelegen, Sequenz
5‘CCACTAAAGCGAGTGAGCTGGACTTGG3", Reverse Primer in ABL gelegen, Sequenz
5‘GGTGGATGAGTCAAACTGCTTGCCAGC3®). Die nested-PCR mit diesem template und
mit Primern, welche die ABL-Kinasedomdne umschlieBen (Forward Primer:
5‘GCGCAACAAGCCCACTGTCTATGG3, Reverse Primer

5‘GCCAGGCTCTCGGGTGCAGTCC3) liefert ein DNA-Fragment der Lange 579 bp. Im
Ubrigen folgt der nested-PCR-Ansatz dem iiblichen PCR-Protokoll und fiihrt iiber wiederhol-
te Zyklen von melting, annealing und elongation zur DNA-Amplifikation. Als DNA-
Polymerase wird die Pfu-Polymerase verwendet. Es werden Ansdtze gemif Tabelle 4

pipettiert und einem Thermocycler-Programm entsprechend Tabelle 5 unterzogen.



53

Bestandteil (Konzentration) Volumen/pl
H,O0 steril 22
dNTP-Mix (10 mM) 1
Pfu-Puffer (10-fach) 3

Forward Primer (10 mM) 1

Reverse Primer (10 mM) 1

DNA Template (RT-PCR-Produkt in H,O steril) 1
Pfu-Polymerase (2,5 U/ul) 1

Gesamt 30

Tabelle 4: Ansatz fiir die nested-PCR.

Phase Zyklen Temperatur/°C Dauer/min
Lid 1 110 automatisch
Denaturierung 1 95 2

PCR 42

-Melting 95 0,5
-Annealing 58 0,5
-Elongation 72 2
Elongation 1 72 6
Aufbewahrung 1 4 unbegrenzt

Tabelle 5: Thermocycler-Programm fiir die nested-PCR.

3.4.5 Agarosegelelektrophorese

DNA-Proben, wie z.B. PCR-Produkte, kdnnen durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt
werden. Je nach ihrer Grofle wandern die DNA-Fragmente im elektrischen Feld unterschied-
lich weit. Ein 1%-iges Agarosegel mit 0,005% Ethidiumbromid wird hergestellt, indem 1 g
Agarose in 100 ml 1-fach TAE-Puffer aufgekocht, mit 5 pul Ethidiumbromidldsung versetzt
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und in eine Form gegossen wird. Das Gel wird in eine mit 1-fach TAE-Puffer gefiillte
Elektrophoresekammer gelegt. Zu 25 pl PCR-Produkt werden 5 pl 6-fach DNA-Ladepuffer
hinzugefiigt und die Proben werden in die Taschen des Agarosegels geladen. Als GroBenstan-
dard werden 10 pl des 1 kb Plus DNA-Molekulargewichtsmarkers oder des 100 bp DNA-
Molekulargewichtsmarkers (beide Invitrogen GmbH, Karlsruhe) aufgetragen. Die elektropho-
retische Auftrennung erfolgt bei einer Spannung von 80 V fiir ca. 30 min. Unter UV-Licht,
das die DNA im Ethidiumbromidgel aufleuchten lédsst, konnen die DNA-Fragmente gemal3
ithrer erwarteten Grofe als Banden identifiziert werden. Sie werden im Block ausgeschnitten
und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) den Herstellerangaben ent-
sprechend aus dem Gel extrahiert. Dabei wird das DNA-haltige Gelstiick aufgeldst und die
DNA-Fragmente werden an eine lonenaustauscher-Sdule gebunden und gewaschen. An-
schliefend wird das so aufgereinigte PCR-Produkt mit 30 pl sterilem H,O eluiert und bei -20
°C gelagert.

3.4.6 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der gelelektrophoretisch aufgereinigten, photometrisch quantifizierten
PCR-Produkte erfolgte durch die Firmen GATC Biotech, Konstanz und MWG Biotech,
Ebersberg.

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Zelllysate

Die proteinbiochemische Untersuchung von Zelllysaten diente in dieser Arbeit vor allem zur
Bestimmung des Effekts von niedermolekularen Inhibitoren auf die Phosphorylierungsaktivi-
tdt von Tyrosinkinasen. Die betreffenden Zellen werden in festgelegter Konzentration in 6-
well-plates pipettiert (z.B. 2x10° Zellen pro well, 4,5 ml Zellsuspension pro well) und es wird
10-fach konzentrierte Inhibitorlésung (500 pl) in ansteigenden Konzentrationen hinzugefiigt.

Die Zellen werden bei 37°C, 5% CO, z.B. fiir 2, 4 oder 6 h inkubiert. Anschlieend werden
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die Zellen geerntet, indem sie in 15 ml-tubes transferiert, in kaltem PBS gewaschen, pelletiert
und in fliissigem Stickstoff gefroren werden (Zentrifugation jeweils 1500 rpm, 3 min, 4°C,
der Uberstand wird sorgfiltig abgesaugt und verworfen). Die Zellpellets werden auf Eis auf-
getaut und durch Zugabe von 150 pl Protein-Lysispuffer und 20-miniitiges Stehenlassen auf
Eis lysiert. Die Lysate werden in Eppendorf-tubes transferiert und die Zelltriimmer werden
abzentrifugiert (14.000 rpm, 20 min, 4°C). Der proteinhaltige Uberstand wird vorsichtig
abpipettiert und jeweils in ein neues Eppendorf-tube transferiert. Zur Denaturierung der Prote-
ine werden die Lysate mit 150 pl 2-fach Protein-Ladepuffer (Laemmli-Puffer) versetzt, 10
min bei 95°C inkubiert, auf Eis abgekiihlt und kurz zentrifugiert. Die Proben konnen gleich
einer SDS-PAGE unterzogen werden oder bei -20°C aufbewahrt werden.

3.5.2 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) ermoglicht die
elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht in einem
Polyacrylamidgel. Abhéngig von ihrer Grofle und Ladung wandern Proteine im elektrischen
Feld unterschiedlich weit. Um den Einfluss der Protein-Eigenladung auszuschalten, werden
die zu untersuchenden Zelllysate mit dem SDS-haltigen Protein-Ladepuffer auf 95°C erhitzt.
Das anionische Detergens SDS bindet an die Proteine im Lysat und tiberdeckt durch seine
negative Ladung die Eigenladung der Proteine. Das Erhitzen fiihrt zur Denaturierung der Pro-
teine, d.h. zur Auflosung der Sekundér- und Tertidrstruktur. In diesem Zustand kann die
Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im elektrischen Feld ihrem Molekulargewicht ein-
deutig zugeordnet werden. Wihrend der Elektrophorese bewegen sich die durch SDS negativ
geladenen Proteine im Polyacrylamidgel zur Anode. Ein Polyacrylamidgel besteht aus einem
Sammelgel (5% Acrylamid/Bisacrylamid, pH 6,8) und einem Trenngel (5-15% Acryl-
amid/Bisacrylamid, pH 8,8). Zundchst sammeln sich die Proteine im pordsen Sammelgel. In
dem diskontinuierlichen Puffersystem kommt es an der Grenze zwischen Sammelgel und
Trenngel zu einem stacking-Effekt, d.h. zu einer Konzentration der Proteine in einem sehr
kleinen Volumen, wodurch die Auflosung der SDS-PAGE stark erhoht wird. Im Trenngel
erfolgt dann die Auftrennung der Proteinfraktionen durch den Siebeffekt des quervernetzten
Polyacrylamids, wobei sich kleine Proteine schnell und groBe Proteine langsam durch die

Polyacrylamid-Poren bewegen. In einem niedrig konzentrierten Polyacrylamidgel steht den
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Proteinen ein geringer Widerstand entgegen, weshalb auch grofle Proteine relativ weit wan-
dern und voneinander getrennt werden konnen. Dagegen eignet sich ein hoch konzentriertes
Gel zur Auftrennung von Proteinen mit niedrigem Molekulargewicht. Zur Durchfiihrung einer
SDS-PAGE wird zuerst das Trenngel hergestellt, indem z.B. fiir ein 12%-iges Gel 4,5 ml Ac-
rylamid/Bisacrylamid, 3,9 ml H,O, 2,8 ml 4-fach Trenngelpuffer, 37,5 pl APS und 7,5 pl
TEMED zusammenpipettiert werden. Das TEMED startet die Polymerisationsreaktion zu
Polyacrylamid, weshalb das Trenngel sogleich in die Gelform gegossen wird. Um eine glatte
Oberfldche zu erzielen, wird das Trenngel mit Isopropanol iiberschichtet, das nach dem Fest-
werden des Trenngels nach etwa 30 min sorgfiltig entfernt wird. Anschlieend wird das 5%-
ige Sammelgel, bestehend aus 0,9 ml Acrylamid/Bisacrylamid, 4,3 ml H,O, 1,8 ml 4-fach
Sammelgelpuffer, 35,0 ul APS und 7,0 ul TEMED, auf das Trenngel gegossen. Ein Kamm
fiir die Geltaschen wird eingesetzt und das Gel polymerisiert in ca. 30 min aus. Das fertige
Polyacrylamidgel wird in eine Elektrophoresekammer gespannt, die mit SDS-
Elektrophoresepuffer gefiillt wird. In die Taschen des Gels werden 25 pl der einzelnen Prote-
in-Proben bzw. 10 ul eines Molekulargewichtsmarkers (Prestained SDS-PAGE Standard,
Bio-Rad, Miinchen) gefiillt. Die Elektrophorese erfolgt zunéchst bei 60 V, bis die Proben ins
Trenngel gewandert sind und danach bei 120 V fiir ca. 5 h oder bei 25 V {iber Nacht.

3.5.3 Western Blot (Immunoblot)

Bei dem Western Blot-Verfahren werden durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine von einem
Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran iibertragen und mit Hilfe von Antikdrpern detek-
tiert. Der Proteintransfer erfolgt elektrophoretisch, in der vorliegenden Arbeit mit der wet-
blot-Methode. In einer mit Transferpuffer gefiillten Schale wird eine Blot-Kassette in dieser
Reihenfolge bestiickt: Auf ein Whatman-Papier folgt die in Methanol aktivierte PVDEF-
Membran, darauf wird das Polyacrylamidgel gelegt und auf dieses ein weiteres Whatman-
Papier. Luftblasen sollen vermieden bzw. entfernt werden. Die Kassette wird verschlossen
und so in die mit Transferpuffer gefiillte Elektrophoresekammer gespannt, dass das Gel auf
der Kathodenseite und die PVDF-Membran auf der Anodenseite liegt. So konnen die Proteine
in Richtung Anode aus dem Gel auf die Membran wandern. Der Proteintransfer erfolgt unter
Wasserkiihlung bei einer Stromstirke von 1,00 A fiir 1,5 h. Bei kleineren Proteinen wird eine

kiirzere, bei groBBeren Proteinen eine lingere Transferzeit gewéhlt (Richtwert ca. 1 min/kD).
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Um die Proteine auf der Membran sichtbar zu machen, kann eine Amidoschwarz-Féarbung
erfolgen. Die Membran wird dazu ca. 10 min in die Amidoschwarz-Féarbelosung gelegt und
danach solange mit Entfarbelosung behandelt, bis die Proteinbanden zu erkennen sind. Fiir die
Darstellung bestimmter Proteine mittels spezifischer Antikdrper und Chemiluminiszenz wird
die PVDF-Membran zunédchst in Blocking-Losung gelegt und fiir 30 min bei 37°C sanft ge-
schiittelt. Dadurch werden unspezifische Bindungsstellen der Proteine blockiert. Wéhrend
normalerweise eine Losung von 5% Magermilch in PBS-T zum Blocken verwendet wird,
empfiehlt sich bei der Darstellung phosphorylierter Proteine die Verwendung von 5% BSA in
PBS-T zum Blocken und fiir alle weiteren Schritte, denn Milch selbst ist reich an
phosphorylierten Proteinen. AnschlieBend wird die Membran mit dem Primérantikorper, der
nach Herstellerangaben in 5% Milch- oder 5% BSA-L6sung verdiinnt wurde, fiir mindestens
2,5 h bei RT oder besser tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wird die Membran dreimal 10
min lang in PBS-T gewaschen und 30 min bei RT mit dem horseradish-peroxidase-
gekoppelten Sekundérantikdrper (1:1000 in 5% Milch- oder 5% BSA-Losung) inkubiert.
Wiederum wird die Membran dreimal fiir 10 min in PBS-T gewaschen. Die ECL-Reagenzien
(SuperSignal West Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, Rockford, USA) werden
nach Herstellerangaben in einer Schale angesetzt und die Membran wird damit bedeckt. Da-
rauthin kommt die Membran in eine Belichtungskassette und im Dunkeln wird ein Rontgen-
film darauf gelegt. Der Rontgenfilm wird durch das von der horseradish peroxidase umgesetz-
te ECL-Substrat an den Stellen belichtet, wo sich auf der Membran das gesuchte Protein mit
gebundenem Primér- und Sekundirantikorper befindet. Nach einer festgelegten Belichtungs-
zeit (Sekunden bis Minuten) wird der Film entwickelt. Um auf der gleichen Membran noch
weitere Proteine darzustellen, konnen die gebundenen Komplexe aus Primédr- und Sekundér-
antikorper durch sog. ,,Stripping* von der Membran entfernt werden. Dazu wird die Membran
fiir 10 min bei RT in 0,2 M NaOH-Losung inkubiert und anschlieend dreimal 10 min in
PBS-T gewaschen.
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4 Ergebnisse

4.1 Sequenzielle Tyrosinkinaseinhibitor-Resistenz BCR-ABL positiver

Zellen

4.1.1 Mutationen der ABL-Kinasedoméane treten unter sequenzieller TKI-

Behandlung regelmafiig auf

In dem zellbasierten Screen zur Untersuchung sequenzieller Tyrosinkinaseinhibitor-Resistenz
(Abbildung 14), der in dieser Arbeit vorgestellt wird, erfolgte zunéchst eine Erstlinientherapie
BCR-ABL positiver Ba/F3 Zellen mit Imatinib bei einer Konzentration von 4 uM, was etwa
der Plasma-Talkonzentration bei einer Dosis von 800 mg tdglich beim Menschen entspricht
(Peng, Hayes et al. 2004). Dabei wurden 24 Imatinib-resistente Zellklone erzeugt. Die Se-
quenzierung der durch PCR amplifizierten BCR-ABL-Kinasedomine zeigte, dass alle 24
Klone einzelne Punktmutationen der BCR-ABL-Kinasedoméne enthielten, wobei insgesamt

zehn unterschiedliche Mutationen an neun verschiedenen Aminosédurepositionen auftraten.

Als nichstes wurden jeweils acht Replikate von jeder der 24 Imatinib-resistenten Zelllinien
einer Zweitlinientherapie mit Dasatinib bzw. Nilotinib unterzogen. Dabei wurden sowohl die
»optimalen® Inhibitorkonzentrationen Dasatinib 100 nM (entsprechend der Plasma-
Talkonzentration beim Menschen bei einer Dosis von 70 mg zweimal tiglich (Sawyers,
Kantarjian et al. 2005)) und Nilotinib 1700 nM (entsprechend der Plasma-Talkonzentration
beim Menschen bei einer Dosis von 400 mg zweimal tdglich (Kantarjian, Giles et al. 2006))
verwendet als auch die ,,suboptimalen‘ Inhibitorkonzentrationen Dasatinib 50 nM und Niloti-
nib 850 nM (entsprechend 50% der jeweils optimalen Dosis).

Acht von den 24 Imatinib-resistenten Klonen wuchsen auch in Gegenwart von Dasatinib als
Zweitlinienbehandlung, fiinf von den acht bei der optimalen Dasatinibkonzentration von 100
nM, die drei iibrigen wuchsen nur bei der suboptimalen Dasatinibkonzentration von 50 nM.
Da ein Imatinib-resistenter Klon (Nr.10 in Tabelle 7) zwei unabhingige Dasatinib-resistente

Klone lieferte, konnten insgesamt neun Dasatinib-Zweitlinien-resistente Zelllinien generiert
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werden. Sie alle behielten ihre urspriinglichen Kinasedomdnenmutationen und vier von ihnen
entwickelten zusitzliche Mutationen.

Unter Zweitlinientherapie mit Nilotinib wuchsen 23 von 24 Imatinib-resistenten Klonen. 13
von den 23 wuchsen bei der optimalen Nilotinibkonzentration von 1700 nM, die zehn iibrigen
wuchsen nur bei der suboptimalen Nilotinibkonzentration von 850 nM. Es entstanden insge-
samt 24 Nilotinib-Zweitlinien-resistente Zelllinien. Auch von diesen zeigten alle ABL-
Kinasedominenmutationen; 22 behielten ihre urspriingliche Mutation, 13 entwickelten zuséitz-
liche Mutationen und zwei verdnderten ihren Mutationsstatus zu einer anderen Punktmutation

(Switch).

Bei der Drittlinientherapie Imatinib-Dasatinib-resistenter Zelllinien mit Nilotinib zeigte sich
eine Resistenz aller neun Zelllinien, alle wuchsen bei der optimalen Nilotinibkonzentration
von 1700 nM. Neun Drittlinien-resistente Zelllinien (Imatinib-Dasatinib-Nilotinib-resistent)
wurden gewonnen. Alle von ihnen behielten ihre vorbestehenden Kinasedomidnenmutationen
und eine zusitzliche Mutation trat auf. Unter Drittlinientherapie mit Dasatinib waren 18 von
24 Nilotinib-Zweitlinien-resistenten Zelllinien Dasatinib-resistent. Zwdlf von den 18 wuchsen
bei der optimalen Dasatinibkonzentration von 100 nM, die sechs iibrigen wuchsen nur bei der
suboptimalen Dasatinibkonzentration von 50 nM. Insgesamt 21 Imatinib-Nilotinib-Dasatinib-
resistente Zelllinien wurden generiert, von denen alle ihre vorbestehenden Mutationen behiel-

ten und von denen sieben neue Mutationen entwickelten (Abbildung 15).

Insgesamt traten in diesem Screen 20 unterschiedliche BCR-ABL Kinasedomidnenmutationen
an 14 unterschiedlichen Stellen auf. Sie sind in Tabelle 6 mit den zugehorigen ICsy Werten fiir

Imatinib, Nilotinib und Dasatinib verzeichnet.
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Erstlinientherapie

Imatinib4 pM

Zweitlinientherapie
Dasatinib 50 nM
Dasatinib 100 nM

Drittlinientherapie
Nilotinib 850 nM
Nilotinib 1700 nM
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Abbildung 14: Schema des zellbasierten Screens fur sequenzielle TKI-Resistenz. BCR-ABL-
positive Ba/F3 Mig pl185 Wildtyp-Zellen wurden einer Erstlinientherapie mit Imatinib sowie einer
Zweit- und Drittlinientherapie mit jeweils Dasatinib oder Nilotinib unterzogen. Weille Wells stehen
fiir kein Wachstum, schwarze Wells reprdsentieren allgemeines, diffuses Wachstum und einzelne
Punkte stehen fiir einzelne resistente Klone. Unter Zweit- und Drittlinientherapie sind Zellen mit dem

gleichen Erstlinien-Ursprung in Spalten von 8 wells gruppiert, wie durch den senkrechten Kasten an-

gedeutet. Durchgestrichene wells wurden nicht mit Zellen belegt.
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Erstlinientherapie
24 Imatinib-resistente Zelllinien

24 von 24 mit Einzelmutationen

/N

Zweitlinientherapie Dasatinib Nilotinib
Inhibitorresistenz: 8/24 23/24
Generierte resistente Zelllinien : 9(4) 24 (13)

(davon mit neuen Mutationen)

i i
Drittlinientherapie Nilotinib Dasatinib
Inhibitorresistenz: 9/9 19/24
Generierte resistente Zelllinien : 9(1) 21(7)
(davon mit neuen Mutationen)

Abbildung 15: Sequenzielle TKI-Resistenz im zellbasierten Screen. Verteilung von
Inhibitorresistenz, erzeugten resistenten Zelllinien und Entwicklung zusitzlicher neuer BCR-ABL-

Kinasedoménenmutationen unter Erst-, Zweit-, und Drittlinienbehandlung.
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Mutation Imatinib Dasatinib Nilotinib
Typ Austausch ICs0 (NM) Ref. ICs0 (NM) Ref. ICs0 (NM) Ref.

P-loop M2441 ~1400 A n.a. n.a.

L248V 1866 R 9.36 R 49.48 R

G250E 3613 R 8.14 R 80.67 R

Y253H >6400 @) 1.3 (0] 450 (0]

E255K 3174 R 10.26 R 118.4 R

E255V 8953 R 6.30 R 182.3 R

C-helix E281K 1601 B n.a. 49 B

ATP binding V299L 813.7 R 15.83 R 23.7 R
region F311I n.a. n.a. n.a.

T315I 9221 R 137.30 R 697.1 R

T315A 971 @) 125 (0] 61 (0]

F317C 694 B n.a. 19 B

F317L 1370 R 8.16 R 39.19 R

F317v 549 B 53 (@) 28 B

Substrate F359C 2377 B n.a. 201 B
binding region F359I n.a. n.a. n.a.

A-loop A380S 3744 B n.a. 179 B
A380T n.a. n.a. n.a.

L387M 1000 @) 2 (0] 49 (0]

H396P 1280 R 1.95 R 42.65 R

WT 527 R 1.83 R 17.69 R

Parental 5683 R >100 R 679.9 R

Tabelle 6: Uberblick Gber die unter sequenzieller TKI-Therapie auftretenden BCR-ABL-
Mutationen mit 1Cso-Werten fiir Imatinib, Dasatinib und Nilotinib. Es wurden 20 Mutationen an
14 verschiedenen Stellen identifiziert. Mutationen, die auch in der Klinik beobachtet wurden, sind fett
gedruckt (Apperley 2007; Branford, Melo et al. 2009; Muller, Cortes et al. 2009). Die jeweiligen ICs,-
Werte fiir die Proliferation transformierter Ba/F3-Zellen sind angegeben wie in der Literatur berichtet.
Zum Vergleich sind auch die ICso-Werte fiir Wildtyp (WT) BCR-ABL und fiir parentale Ba/F3-Zellen
angegeben. A, (Azam, Latek et al. 2003); B, (von Bubnoff, Manley et al. 2006); O, (O'Hare, Eide et al.
2007); R, (Redaelli, Piazza et al. 2009); n.a., keine Angabe in der Literatur.
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4.1.2 Zellulare Wachstumsmuster korrelieren mit dem BCR-ABL-

Mutationstatus inhibitorresistenter Zelllinien

Mit Hilfe des sequenziellen Screens konnten 24 Imatinib-Erstlinientherapie-resistente Zell-
klone generiert werden sowie neun Dasatinib-Zweitlinientherapie-resistente Zelllinien, 24
Nilotinib-Zweitlinientherapie-resistente ~ Zelllinien, neun  Nilotinib-Drittlinientherapie-
resistente Zelllinien und 21 Dasatinib-Drittlinientherapie-resistente Zelllinien. Dabei waren
also z.B. Nilotinib-Drittlinientherapie-resistente Zelllinien resistent gegen Imatinib als Erstli-
nientherapie, Dasatinib als Zweitlinientherapie und Nilotinib als Drittlinientherapie. Bei der
Behandlung Imatinib-resistenter Klone mit Dasatinib oder Nilotinib beobachteten wir drei
spezifische, wiederkehrende zelluldire Wachstums- bzw. Resistenzmuster: 1. Allgemeine Re-
sistenz mit Wachstum aller Zellen; 2. Wachstum einzelner Klone/Kolonien; und 3. Kein
Wachstum (vgl. Abbildung 14; in den Tabellen 7 und 8 sind die Resistenzmuster bezeichnet

als 1. “alle”, 2. “einzelne” and 3. “keine”).

Bei dem ersten Resistenzmuster zeigt sich das sofortige Wachstum Imatinib-resistenter Zell-
klone in allen Replikaten trotz der Gegenwart von Dasatinib oder Nilotinib als Zweitlinienin-
hibitoren, was nahelegt, dass diese Klone bereits Verdnderungen in sich trugen, die ihnen so-
fortige Resistenz gegen die Zweitlinieninhibitoren verlichen. Tatsdchlich konnten in diesen
Zelllinien durch Sequenzierung der ABL-Kinasedomine die T315I-Mutation als Einzelmuta-
tion nach Dasatinib-Zweitlinientherapie (Tabelle 7) und die T3151-, Y253H- und E255V-
Mutationen als Einzelmutationen nach Nilotinib-Zweitlinientherapie nachgewiesen werden
(Tabelle 8). Die zelluldren ICsp-Werte sind bei T3151 mit 137,3 nM fiir Dasatinib und 697,1
nM fiir Nilotinib vorbeschrieben (vgl. Tabelle 6). Die ICso-Werte flir Nilotinib betragen bei
Y253H 450 nM und bei E255V 182,3 nM. Es zeigt sich also, dass allgemeines, sofortiges
Zellwachstum unter Zweitlinientherapie mit Kinasedomé@nenmutationen assoziiert ist, die ho-

he substanzspezifische ICso-Werte aufweisen.

Als ein zweites Resistenzmuster zeigte sich das Wachstum einzelner resistenter Zellklone
innerhalb einer Serie von Replikaten Imatinib-resistenter Zellen in der Gegenwart von Niloti-
nib oder Dasatinib. Offensichtlich gelang es diesen Zweitlinien-resistenten Zellklonen, in Ge-
genwart der neuen Tyrosinkinaseinhibitoren einen Uberlebensvorteil gegeniiber den verblei-

benden Zellen der Imatinib-resistenten Zelllinie zu nutzen, die nicht proliferieren konnten.



64

Die Sequenzierung dieser Einzelklone zeigte, dass sequenzielle TKI-Therapie héufig zum
Erwerb einer zweiten oder sogar dritten BCR-ABL-Mutation zusitzlich zur urspriinglich vor-
handenen fiihrt, so dass zusammengesetzte Mutationen (sog. compound-Mutationen) entste-
hen und es zu einer schrittweisen Erhohung der Inhibitorresistenz kommt. Dies veranschau-
licht beispielsweise die Mutationsfolge H396P (Imatinib, Nr.18 in Tabelle 8) — H396P/E255V
(Nilotinib) — H396P/E255V/T315A (Dasatinib) oder die Mutationsfolge E255K (Imatinib,
Nr.13 in Tabelle 3) — E255K/A380S (Nilotinib) — E255K/A380S/V299L (Dasatinib). Dop-
pelmutationen unter Zweitlinientherapie waren gelegentlich ausreichend, um der Zelllinie
allgemeine Drittlinientherapieresistenz zu verleihen, was sich im sofortigen Wachstum aller
Zellen zeigte. Das traf sowohl fiir die Sequenz Imatinib-Dasatinib-Nilotinib zu (z.B.
Y253H/F317L, Nr.1 und Y253H/V299L, Nr.11 in Tabelle 7) als auch fiir die Sequenz Imati-
nib-Nilotinib-Dasatinib (z.B. L248/E255V, Nr.2 oder G250K/E255K, Nr.10 in Tabelle 8).
Andererseits kann es zur Drittlinientherapieresistenz genauso wie zur Zweitlinientherapiere-
sistenz durch die Entwicklung von Doppel- oder Dreifachmutationen kommen, was zum
Wachstum einzelner resistenter Klone mit zusétzlichen Mutationen fiihrt (z.B. die Sequenz
G250E/F317C/A380T, Nr.10 in Tabelle 7 oder die Sequenz E255V/F317L, Nr.3 in Tabelle
8). Im vorliegenden Screen traten auch Imatinib-resistente Zelllinien mit Einzelmutationen
auf, die unter Zweitlinientherapie bei suboptimaler Inhibitorkonzentration Wachstum als ein-
zelne  Zellklone und unter Drittlinientherapie  allgemeines = Wachstum  bzw.
Einzelklonwachstum zeigten, ohne dass Verdnderungen im Mutationsstatus auftraten (z.B.
Nr.23 mit E281K in Tabelle 7; Nr.5 und Nr. 6 mit L248V sowie Nr.7 mit H396P in Tabelle
8). Dies deutet darauf hin, dass in diesen Zellen zusitzliche mutationsunabhédngige Resis-
tenzmechanismen vorliegen, die schwache Mutationen (d.h. mit geringem ICso-Wert) zur vol-
len Resistenz ergidnzen. Im Gegensatz zu dem hiufigen Auftreten von Doppelmutationen kam
es in der vorliegenden Untersuchung nur selten zu einer Verdnderung des Mutationsstatus im
Sinne eines Wechsels (Switch) zu einer anderen Punktmutation. Es traten zwei derartige Fille
auf, beide unter Zweitlinientherapie mit Nilotinib (Wechsel von E255K zu E255V, Nr. 12 in
Tabelle 8, und Wechsel von H396P zu F3591, Nr. 14 in Tabelle 8), was fiir klonale Heteroge-
nitdt nach Selektion durch Imatinib und klonale Selektion wihrend der Zweitlinientherapie in
diesen Zelllinien spricht. Das Auftreten neuer Mutationen war in diesem Screen stark mit dem
zweiten Wachstumsmuster (einzelne Zellklone) assoziiert, was einen schrittweisen Erwerb

zusitzlicher Mutationen bei der Entstehung sequenzieller TKI-Resistenz nahelegt.



65

Das dritte Resistenzmuster (kein Wachstum) trat auf, wenn Erstlinientherapie-resistente Klo-
ne in allen Replikaten durch Zweitlinieninhibitoren erfolgreich inhibiert wurden und wenn
Zweitlinientherapie-resistente Zelllinien in allen Replikaten durch Drittlinieninhibitoren er-
folgreich inhibiert wurden. Unter Dasatinibtherapie zeigte die Mehrheit (16/24) der Imatinib-
Erstlinien-resistenten Zelllinien kein Wachstum, wobei Zelllinien mit Mutationen im P-Loop
(L248V, E255K/V), in der C-Helix (E281K, abgesehen von einem Fall mit Wachstum unter
50 nM Dasatinib, Nr. 23 in Tabelle 8), der Substratbindungsregion (F3591) und im A-Loop
(H396P) betroffen waren (Tabelle 7). Einige Imatinib-Nilotinib-resistente Zelllinien (5/24)
mit Einzel- (Y253H) und Doppelmutationen (F359I/E255K, E281K/Y253H, E281K/F359C
und H396P/F3111) wurden ebenfalls durch Dasatinib vollstindig am Wachstum gehindert
(Tabelle 8). Mit Nilotinib als Zweitlinientherapie konnte bei der suboptimalen Konzentration
von 850 nM lediglich eine einzige Imatinib-resistente Zelllinie mit E281K (Nr. 22 in Tabelle
8) am Wachstum gehindert werden. Bei der hoheren Nilotinibkonzentration von 1700 nM
wurden Imatinib-resistente Zelllinien mit den Mutationen 1L.248V, G250E, E255K, E281K
und H396P wirksam inhibiert. Imatinib-Dasatinib-resistente Zellinien konnten in dieser Stu-

die durch Drittlinientherapie mit Nilotinib nicht am Wachstum gehindert werden.
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Erstlinientherapie Zweitlinientherapie Drittlinientherapie
Imatinib (4 uM) Dasatinib (50 nM, 100 nM) Nilotinib (850 nM, 1700 nM)
Nr. Mutation Resistenz Mutation Resistenz Mutation
1 Y253H einzelne Y253H/F317V alle Y253H/F317V
2 L248V keine
3 E255V keine
4 T315I alle T315I alle T315I
5 L248V keine
6 L248V keine
7 H396P keine
8 T315I alle T315I alle T315I
9 F317L keine
10 G250E einzelne G250E/F317C einzelne G250E/F317C/A380T
einzelne G250E alle G250E
11 Y253H einzelne Y253H/V299L alle Y253H/V299L
12 E255K keine
13 E255K keine
14 H396P einzelne T315I/H396P alle T315I/H396P
15 T315I alle T315I alle T315I
16 F359I keine
17 H396P keine
18 H396P keine
19 F359I keine
20 E255K keine
21 E281K keine
22 E281K keine
23 E281K einzelne E281K alle E281K
24 H396P keine

Tabelle 7: Resistenzmuster und BCR-ABL-Kinasedomanenmutationen bei Behandlung mit der
TKI-Sequenz Imatinib—Dasatinib—Nilotinib. Imatinib-resistente Klone (Nr.1-24) wurden einer
Zweitlinienbehandlung mit Dasatinib unterzogen und Imatinib-Dasatinib-resistente Zellen wurden mit
Nilotinib als Drittlinientherapie behandelt. Resistente Zellen zeigen charakteristische Wachstumsmus-

ter, wobei “alle” fiir allgemeines, sofortiges Wachstum aller Zellen steht und “einzelne” fiir das
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Wachstum einzelner Klone/Kolonien. “Keine” steht fiir keine Resistenz/kein Wachstum und somit fiir
Inhibitorsensitivitit. Der Kinasedoménenmutationsstatus der resistenten Zellen wurde durch PCR und
Sequenzierung bestimmt, wobei Doppel- und Dreifachmutationen der Kinasedoméne beobachtet wur-
den. Unter Zweit- und Drittlinientherapie bezeichnet Fettdruck Zelllinien, die bei den optimalen
Inhibitorkonzentrationen auftraten (Dasatinib 100 nM, Nilotinib 1700 nM). Mit Kursivschrift sind
dagegen resistente Zellen bezeichnet, die nur bei den niedrigeren Inhibitorkonzentrationen auftraten

(Dasatinib 50 nM, Nilotinib 850 nM).
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Erstlinientherapie Zweitlinientherapie Drittlinientherapie
Imatinib (4 uM) Nilotinib (850 nM, 1700 nM) Dasatinib (50 nM, 100 nM)

Nr. Mutation Resistenz Mutation Resistenz Mutation

1 Y253H alle Y253H keine -

2 L248V einzelne L248V/E255V alle L248V/E255V

3 E255V alle E255V einzelne E255V/F317L

4 T315I alle T315I alle T315I

5 L248V einzelne L248V alle L248V

6 L248V einzelne L248V alle L248V

7 H396P einzelne H396P alle H396P

8 T315I alle T315I alle T315I

9 F317L einzelne T3151/F317L alle T3151/F317L

10 G250E einzelne G250E/E255K alle G250E/E255K

11 Y253H alle Y253H einzelne Y253H/F317L

12 E255K alle E255V einzelne M2441/E255V

13 E255K einzelne E255K/A380S einzelne E255K/V299L/A380S

14 H396P einzelne F359I einzelne F317V/F359I

einzelne V299L/F359I

15 T315I alle T315I alle T315I

16 F359I einzelne L248V/F359I einzelne L248V/F359I
einzelne G250E/F359I einzelne G250E/F359I

17 H396P einzelne G250E/A380S/H396P alle G250E/A380S/H396P

18 H396P einzelne E255V/H396P einzelne E255V/H396P

einzelne E255V/T315A/H396P

19 F359I einzelne E255K/F359I keine

20 E255K einzelne E255K/L387M alle E255K/L387M

21 E281K einzelne Y253H/E281K keine

22 E281K keine

23 E281K einzelne E281K/F359C keine

24 H396P einzelne F311I/H396P keine

Tabelle 8: Resistenzmuster und BCR-ABL-Kinasedomanenmutationen bei Behandlung mit der
TKI-Sequenz Imatinib—Nilotinib-Dasatinib. Imatinib-resistente Klone (Nr.1-24) wurden einer

Zweitlinienbehandlung mit Nilotinib unterzogen und Imatinib-Nilotinib-resistente Zellen wurden mit
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Dasatinib als Drittlinientherapie behandelt. Resistente Zellen zeigen charakteristische Wachstumsmus-
ter, wobei “einzelne” fiir das Wachstum einzelner Klone/Kolonien steht und “alle” fiir allgemeines,
sofortiges Wachstum aller Zellen. “Keine” steht fiir keine Resistenz/kein Wachstum und somit fiir
Inhibitorsensitivitit. Der Kinasedoménenmutationsstatus der resistenten Zellen wurde durch PCR und
Sequenzierung bestimmt, wobei Doppel- und Dreifachmutationen der Kinasedoméne beobachtet wur-
den. Unter Zweit- und Drittlinientherapie bezeichnet Fettdruck Zelllinien, die bei den optimalen
Inhibitorkonzentrationen auftraten (Nilotinib 1700 nM, Dasatinib 100 nM). Mit Kursivschrift sind
dagegen resistente Zellen bezeichnet, die nur bei den niedrigeren Inhibitorkonzentrationen auftraten
(Nilotinib 850 nM, Dasatinib 50 nM).
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4.1.3 Effektivitat von Dasatinib gegentber Nilotinib als Zweit- und Drittlinien-

inhibitor in vitro

Von 24 Imatinib-Erstlinientherapieresistenten Zellklonen konnten 16 durch Zweitlinienthera-
pie mit Dasatinib erfolgreich inhibiert werden, wéahrend fiinf von ihnen Resistenz gegeniiber
Dasatinib bei einer Konzentration von 100 nM zeigten und weitere drei von ihnen Resistenz
gegeniiber Dasatinib bei einer Konzentration von 50 nM zeigten. Unter Zweitlinientherapie
mit Nilotinib wurde lediglich einer von 24 Imatinib-Erstlinientherapieresistenten Zellklonen
durch Nilotinib sowohl bei der hohen als auch bei der niedrigen Konzentration inhibiert, wih-
rend 13 von ihnen Nilotinib-resistent bei 1700 nM waren und weitere 10 von ihnen Nilotinib-
resistent bei 850 nM waren. Von den 24 Zelllinien, die bereits gegen die Sequenz Imatinib-
Nilotinib resistent waren, wurden fiinf durch Drittlinientherapie mit Dasatinib erfolgreich in-
hibiert, zwolf waren resistent gegeniiber Dasatinib bei 100 nM und weitere sieben waren Da-
satinib-resistent bei 50 nM. Die neun Zelllinien, die bereits resistent gegeniiber der Sequenz
Imatinib-Dasatinib waren, konnten durch Drittlinientherapie mit Nilotinib nicht inhibiert wer-
den, alle neun zeigten Wachstum bei der optimalen Nilotinibkonzentration von 1700 nM.

Mit anderen Worten lag die Effektivitdt von Dasatinib als Zweitlinientherapie nach Imatinib
bei 79% (19/24) Inhibition bei der optimalen (klinisch erreichbaren) Konzentration und bei
75% (18/24) Inhibition bei der suboptimalen Konzentration. Fiir Dasatinib als Drittlinienthe-
rapie nach Imatinib-Nilotinib sanken die Werte auf 50% (12/24) Inhibition bei der optimalen
Konzentration und auf 25% (6/24) Inhibition bei der suboptimalen Konzentration. Die Effek-
tivitdt von Nilotinib als Zweitlinientherapie nach Imatinib lag bei 46% (11/24) Inhibition bei
der optimalen Konzentration und bei 4% (1/24) Inhibition bei der suboptimalen Konzentrati-
on. Als Drittlinientherapie nach Imatinib-Dasatinib erreichte Nilotinib bei beiden Konzentra-
tionen 0% (0/9) Inhibition. Insgesamt zeigte sich also, dass nach dem Auftreten von
Imatinibresistenz in Gegenwart von BCR-ABL-Resistenzmutationen in vitro Dasatinib bei
Konzentrationen, die den klinisch erreichbaren Plasmakonzentrationen entsprechen, Nilotinib
iiberlegen ist, und dass insbesondere die Aktivitit von Nilotinib von der optimalen

Inhibitorkonzentration kritisch abhingig ist.
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414 Die BCR-ABL-Mutationsprofile sind von Art und Reihenfolge der

Tyrosinkinaseinhibition abhéangig

Die vorherrschenden BCR-ABL-Mutationsprofile im vorliegenden Screen waren kreuzresis-
tente FEinzelmutationen und sequenziell erworbene zusammengesetzte Mutationen
(compound-Mutationen). Diese beiden Mutationsmuster traten sowohl unter Dasatinib-
Zweitlinientherapie/Nilotinib-Drittlinientherapie als auch unter Nilotinib-
Zweitlinientherapie/Dasatinib-Drittlinientherapie auf. Eine graphische Ubersicht geben die

Abbildungen 16 und 17.

Zelllinien mit der T3151-Mutation als kreuzresistente Einzelmutation zeigten erwartungsge-
mal sofortiges Wachstum in allen Replikaten unabhéngig von der Art der Zweit- und Drittli-
nientherapie. Die Anzahl der T315I-Mutationen nahm im Verlauf des sequenziellen Screens
allerdings kaum zu. T315I trat nur in einem Fall wéihrend der Zweitlinientherapie mit Dasati-
nib neu auf (Nr.14 in Tabelle 7) sowie in einem Fall wiahrend der Zweitlinientherapie mit Ni-

lotinib (Nr. 9 in Tabelle 8).

Im Gegensatz dazu erwarben vier von neun Dasatinib-Zweitlinienresistenten Zelllinien und
13 von 24 Nilotinib-Zweitlinienresistenten Zelllinien compound-Mutationen unter Zweitli-
nientherapie. Unter Nilotinib-Drittlinientherapie zeigten wiederum vier von neun Nilotinib-
resistenten Zelllinien die préexistierenden compound-Mutationen, und nur eine Mutation
wurde neu erworben (Nr. 10 in Tabelle 7). Von den 21 Dasatinib-Drittlinienresistenten Zellli-
nien zeigten 15 compound-Mutationen, und von diesen 15 Zelllinien hatten sieben im Ver-
gleich zu ihrem Mutationsstatus nach Zweitlinientherapie neue Mutationen erworben. Tabelle

9 gibt einen Uberblick iiber die sequenziell erworbenen compound-Mutationen.

Unter Zweitlinientherapie mit Nilotinib wurde eine groBere Haufigkeit resistenter Klone im
Vergleich zur Zweitlinientherapie mit Dasatinib beobachtet, besonders bei der suboptimalen
Konzentration von 850 nM (23/24 gegeniiber 8/24 unter Dasatinib; Abb. 16B, 17B). Diese
Klone zeigten zum groBten Teil P-loop-Mutationen (L248V, G250E, E255K/V, Y253H), die
entweder in imatinibresistenten Zelllinien préexistierten oder nach Nilotinib-
Zweitlinientherapie neu hinzukamen (Abb. 17D). Dies steht im Einklang mit dem Befund,
dass P-loop-Mutationen die héaufigste Gruppe von Mutationen sind, die klinische

Imatinibresistenz vermitteln (Apperley 2007) und damit, dass zur vollstindigen Hemmung der
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P-loop Mutationen Y253H und E255V in vitro Nilotinibkonzentrationen im Bereich der kli-
nisch erreichbaren Plasmakonzentrationen erforderlich sind (von Bubnoff, Manley et al.

2006).

Mutationen an den Positionen V299 und F317, die mit klinischer Dasatinibresistenz assoziiert
sind (Soverini, Martinelli et al. 2006; Cortes, Jabbour et al. 2007; Soverini, Colarossi et al.
2007; Muller, Cortes et al. 2009), waren nur in einer imatinibresistenten Zelllinie praexistent
(Nr.9 in Tabelle 7), die iibrigen acht Félle traten nach Zweit- oder Drittlinientherapie mit Da-
satinib auf. Sie lagen in Gestalt von compound-Mutationen vor, in der Regel als Ergénzung zu
préaexistierenden P-loop Mutationen (Abb. 16D, 17G, Tab. 9). Obwohl sich Nilotinib gegen
V299L und F317C/L/V als wirksam gezeigt hatte (von Bubnoff, Manley et al. 2006;
Weisberg, Manley et al. 2006; Muller, Cortes et al. 2009), konnte eine Nilotinib-
Drittlinientherapie das Wachstum resistenter Klone in dieser Situation im hier beschriebenen
Screen nicht verhindern. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die préexistierenden P-loop Mutati-

onen in Imatinib-Dasatinib-resistenten Zelllinien ursdchlich dafiir waren.

Insgesamt trat Dasatinib-Resistenz in bereits imatinibresistenten Zelllinien weniger hiufig auf
als Nilotinib-Resistenz, hauptsédchlich aufgrund von vorbestehenden P-loop Mutationen. Un-
ter Zweit- und Drittlinientherapie wurden hiufig substanzspezifische Mutationen erworben,
so dass compound-Mutationen entstanden. Zweitlinientherapieresistente Zelllinien neigten
dabei auch zur Drittlinientherapieresistenz. Was die Drittlinientherapie betrifft, war Dasatinib
bei einer Konzentration von 100 nM bei einem Teil der Imatinib-Nilotinib-resistenten Zellli-
nien wirksam, wihrend Imatinib-Dasatinib-resistente Zelllinien stets auch resistent gegeniiber
Nilotinib-Drittlinientherapie waren. Die Inhibitorkonzentrationen waren kritische Determi-

nanten der Resistenzentwicklung unter Zweit- und Drittlinientherapie.
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Abbildung 16: Sequenzielle Therapie mit Imatinib-Dasatinib-Nilotinib. A, Mutationstypen nach
Erstlinientherapie mit Imatinib. B, Zellwachstum unter Zweitlinientherapie mit Dasatinib. C, Mutati-
onsmuster unter Zweitlinientherapie mit Dasatinib. D, Zusammensetzung der compound-Mutationen
nach Zweitlinientherapie mit Dasatinib. E, Zellwachstum unter Drittlinientherapie mit Nilotinib. F,
Mutationsmuster unter Drittlinientherapie mit Nilotinib. G, Zusammensetzung der compound-

Mutationen nach Drittlinientherapie mit Nilotinib.
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Abbildung 17: Sequenzielle Therapie mit Imatinib-Nilotinib-Dasatinib. A, Mutationstypen nach

Erstlinientherapie mit Imatinib. B, Zellwachstum unter Zweitlinientherapie mit Nilotinib. C, Mutati-

onsmuster unter Zweitlinientherapie mit Nilotinib. D, Zusammensetzung der compound-Mutationen

nach Zweitlinientherapie mit Nilotinib. E, Zellwachstum unter Drittlinientherapie mit Dasatinib. F,

Mutationsmuster unter Drittlinientherapie mit Dasatinib. G, Zusammensetzung der compound-

Mutationen nach Drittlinientherapie mit Dasatinib.
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TKI-Sequenz Mutation Typ Drittlinientherapie-
Resistenz
Imatinib-Dasatinib Y253H/F317V P-loop/ABR ja
G250E/F317C P-loop/ABR ja*
Y253H/V299L P-loop/ABR ja
H396P/T315I A-loop/ABR ja
Imatinib-Dasatinib-Nilotinib G250E/F317C/A380T P-loop/ABR /A-loop n.a.
Imatinib-Nilotinib L248V/E255V P-loop/P-loop ja
F317L/T315I ABR/ABR ja
G250E/E255K P-loop/P-loop ja
E255K/A380S P-loop/A-loop ja*
F3591/L248V SBR/P-loop ja
F3591/G250E SBR/P-loop ja
H396P/G250E/A380S A-loop/P-loop/A-loop ja
H396P/E255V A-loop/P-loop ja*
F3591/E255K SBR/P-loop nein
E255K/L387M P-loop/A-loop ja
E281K/Y253H C-helix/P-loop nein
E281K/F359C C-helix/SBR nein
H396P/F311I A-loop/ABR nein
Imatinib-Nilotinib-Dasatinib E255V/F317L P-loop/ABR n.a.
Y253H/F317L P-loop/ABR n.a.
E255K/M244| P-loop/P-loop n.a.
E255K/A380S/V299L P-loop/A-loop/ABR n.a.
F3591/F317V SBR/ABR n.a.
F3591/\/299L SBR/ABR n.a.
H396P/E255V/T315A A-loop/P-loop/ABR n.a.

Tabelle 9: Uberblick tiber Doppel- und Dreifachmutationen der BCR-ABL-Kinasedomane unter
sequenzieller TKI-Therapie. Wéihrend der Medikamentensequenz Imatinib-Dasatinib-Nilotinib tra-
ten fliinf compound-Mutationen auf, davon vier Doppelmutationen nach Dasatinib und eine Dreifach-
mutation nach Nilotinib. Die Medikamentensequenz Imatinib-Nilotinib-Dasatinib lieferte 20
compound-Mutationen, davon zwolf Doppelmutationen und eine Dreifachmutation nach Nilotinib
sowie finf Doppelmutationen und zwei Dreifachmutationen nach Dasatinib. Die compound-
Mutationen sind hier in der Reihenfolge des Auftretens der einzelnen Mutationen benannt, z.B. bedeu-
tet unter Behandlung mit Imatinib-Dasatinib-Nilotinib die Bezeichnung G250E/F317C/A380T, dass
sich G250E unter Imatinib entwickelte, F317C unter Dasatinib hinzukam und A380T unter Nilotinib
entstand. Fettdruck bezeichnet Mutationen, die bei den optimalen Inhibitorkonzentrationen auftraten
(Dasatinib 100 nM, Nilotinib 1700 nM), mit Kursivschrift sind die Mutationen bezeichnet, die bei
den suboptimalen Inhibitorkonzentrationen auftraten (Dasatinib 50 nM, Nilotinib 850 nM). Der Muta-

tionstyp sowie das Resistenzverhalten gegeniiber Drittlinientherapie sind ebenfalls angegeben. ABR,
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ATP binding region; SBR, substrate binding region; n.a., nicht anwendbar. * bezeichnet die Entwick-

lung einer zusitzlichen Mutation unter Drittlinientherapie.

4.1.5 BCR-ABL-unabhangige Resistenzmechanismen tragen zur sequenziellen
TKI-Resistenz bei

In einem weiteren Experiment wurden die Resistenzmechanismen, die der sequentiellen TKI-
Resistenz zugrundeliegen, ndher beleuchtet. Hierzu wurden sequenziell resistente Zelllinien
aus dem sequenziellen Screen in Kultur genommen, mit Imatinib, Dasatinib oder Nilotinib
inkubiert, lysiert und im Western Blot im Hinblick auf BCR-ABL-Expresssion und -
Phosphorylierung untersucht. Die Inhibitorkonzentrationen wurden so gewihlt, dass sie der
Inhibitorkonzentration beim jeweiligen Auftreten der resistenten Zelllinie entsprachen. Falls
dies nicht anwendbar war, wurde die niedrigere der beiden im Screen verwendeten
Inhibitorkonzentrationen verwendet, um eine etwaige Restphosphorylierung nicht vollstindig
zu unterdriicken. In Abbildung 18A ist eine Ba/F3 Mig p185 BCR-ABL-Wildtyp-Kontrolle
abgebildet, die zeigt, dass unter der Tyrosinkinaseinhibitortherapie die BCR-ABL-Level kon-

stant bleiben und die Phosphorylierung erwartungsgemaill verschwindet.

Es wurden vier Zelllinien-Sequenzen nédher analysiert. Als erstes wurden die Zelllinien mit
den Mutationen E255K und E255K/A380S (Nr. 13 in Tabelle 8, Abbildung 18A) betrachtet.
Sowohl bei der Imatinib-resistenten Zelllinie E255K, als auch bei der nachfolgenden Imati-
nib-Nilotinib-resistenten Zelllinie E255K/A380S, die bei einer Nilotinibkonzentration von
1700 nM als Einzelklon aus der Zelllinie E255K hervorging, zeigte sich eine konstante BCR-
ABL-Expression. Unter Behandlung mit Imatinib zeigte sich die BCR-ABL-
Phosphorylierung bei E255K erhalten, bei Behandlung mit Nilotinib oder Dasatinib wurde sie
dagegen weitgehend unterdriickt. Die Imatinib-Nilotinib-resistente Zelllinie E255K/A380S
wies unter Imatinib- und Nilotinib-Behandlung eine erhaltene BCR-ABL-Phosphorylierung
auf, wiahrend die Phosphorylierung unter Dasatinib verschwand. Somit liegt hier am ehesten
ein BCR-ABL-abhéngiger und mutationsabhidngiger Resistenzmechanismus vor: Die E255K-
Mutation verursacht die initiale Imatinibresistenz, A380S liefert die zusitzliche

Nilotinibresistenz und verstiarkt die Imatinibresistenz.
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Als néchstes wurde die Zellliniensequenz G250E — G250E/F317C - G250E/F317C/A380T
untersucht (Nr. 10 in Tabelle 7, Abbildung 18B). Bei der Imatinib-resistenten Zelllinie G250E
und der daraus unter Behandlung mit Dasatinib als Einzelklon hervorgehenden Zelllinie
G250E/F317C zeigte sich der BCR-ABL-Expressionslevel konstant. Die BCR-ABL-
Phosphorylierung bei G250E blieb unter Imatinib-Behandlung in reduzierter Form erhalten,
unter Dasatinib und Nilotinib verschwand sie fast vollstindig. Bei G250E/F317C war nach
TKI-Behandlung eine stirkere Restphosphorylierung vorhanden. Es ist anscheinend ein BCR-
ABL-abhédngiger Resistenzmechanismus vorhanden, der durch die zusétzliche F317C-
Mutation zustande kommt. In der unter Nilotinib-Behandlung als Einzelklon aus der Zelllinie
G250E/F317C hervorgehenden Zelllinie G250E/F317C/A380T kam es zu einer deutlichen
Zunahme der BCR-ABL-Expression, es lag eine BCR-ABL-Uberexpression vor. Die BCR-
ABL-Phosphorylierung war unter TKI-Behandlung in diesem Zellklon weiterhin vorhanden.
Am ehesten liegt hier ein Kombinationseffekt aus BCR-ABL-Uberexpression und mutations-

abhingiger Resistenzerhohung durch die zusitzliche A380T-Mutation vor.

Des weiteren wurden Sequenzen von Zelllinien mit durchgehender schwacher BCR-ABL-
Mutation (d.h. mit niedrigem ICso-Wert) analysiert. Zuerst wurde eine Zellliniensequenz mit
konstanter L248V-Mutation untersucht, wobei die Zelllinie, die nach Imatinib-Behandlung
auftrat, als L.248V-1 bezeichnet wird, die nach Nilotinib als L248V-2 und die nach Dasatinib
als L.248-3 (Nr. 6 in Tabelle 8, Abbildung 18C). Die BCR-ABL-Expression blieb in dieser
Folge sequenziell resistenter Zelllinien konstant, eine BCR-ABL-Uberexpression trat nicht
auf. Die BCR-ABL-Phosphorylierung blieb in L248-2 und L248-3 gut erhalten, unabhingig
vom eingesetzten Inhibitor. Es besteht am ehesten ein BCR-ABL-abhingiger, mutationsunab-
hiangiger Resistenzmechanismus, z.B. moglicherweise eine zellulire Pumpe, die den

Tyrosinkinaseinhibitor aus dem Zellinneren entfernt.

Die vierte untersuchte Zellliniensequenz zeigte eine durchgehende E281K-Mutation, die in
der Regel, genau wie L248V, nur schwache TKI-Resistenz verleiht. Die Zelllinien werden als
E281K-1, E281K-2 und E281K-3 bezeichnet (Nr. 23 in Tabelle 7, Abbildung 18D). Die BCR-
ABL-Expression blieb hier im Verlauf konstant. Eine BCR-ABL-Phosphorylierung war ab
dem Dasatinib-resistenten, als Einzelklon aus E281K-1 hervorgegangenen Zellklon E281K-2
kaum mehr nachweisbar. Es liegt somit am ehesten ein BCR-ABL-unabhéngiger Resistenz-

mechanismus vor.
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Abbildung 18: Expression und Phosphorylierung von BCR-ABL in sequenziell
Tyrosinkinaseinhibitor-resistenten Zelllinien nach Behandlung mit Imatinib, Dasatinib oder
Nilotinib. Ba/F3 Zellen mit Wildtyp p185 BCR-ABL und mutiertem p185 BCR-ABL aus dem se-
quenziellen Screening-Experiment wurden bei einer Konzentration von 8x10°/ml kultiviert und mit
Imatinib, Dasatinib oder Nilotinib in den angegebenen Konzentrationen inkubiert, entsprechend dem
Behandlungsregime, das im Screen angewendet wurde. Nach 2,5 h wurden die Zellen lysiert, eine
SDS-PAGE wurde durchgefiihrt und die BCR-ABL-Expression und -Phosphorylierung wurden im
Western Blot analysiert. Die B-Actin-Expression dient als Ladekontrolle. A, Die Zelllinien E255K
(nach Imatinib) und E255K/A380S (nach Nilotinib), Sequenz Nr.13 in Tabelle 8. B, Die Zelllinien
G250E (nach Imatinib), G250E/F317C (nach Dasatinib) und G250E/F317C/A380T (nach Nilotinib),
Sequenz Nr.10 in Tabelle 7. C, Die Zelllinien L248V-1 (nach Imatinib), L248V-2 (nach Nilotinib)
und L.248V-3 (nach Dasatinib), Sequenz Nr.6 in Tabelle 8. D, Die Zelllinien E281K-1 (nach Imatinib),
E281K-2 (nach Dasatinib) und E281K-3 (nach Nilotinib), Sequenz Nr.23 in Tabelle 7.

wt, Wildtyp; w/o, without/ohne Inhibitor; Ima, Imatinib; Nilo, Nilotinib; Dasa, Dasatinib; Konzentr.,

Inhibitorkonzentration; P-Tyrosin, Phosphotyrosin.
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4.2 Die Substanz 4SC-203 als NPM-ALK Inhibitor

4.2.1 Wirkung von 4SC-203 auf NPM-ALK-abhangige Ba/F3 Zellen

Die niedermolekulare Verbindung 4SC-203 wurde als neuer Tyrosinkinaseinhibitor mit mul-
tiplen Zielen (multi-target kinase inhibitor) entwickelt. Um den Effekt von 4SC-203 auf ALK-
positive Lymphome zu untersuchen, wurden zunéchst in vitro Experimente mit MigRI NPM-
ALK-transfizierten Ba/F3 Zellen durchgefiihrt. In einem MTS-basierten Zellwachstumsassay
wurde die Proliferation von Ba/F3 NPM-ALK Zellen durch 4SC-203 deutlich gehemmt, mit
einem [Cso-Wert von 362 nM (Abbildung 19). Die Proliferation von parentalen Ba/F3 Zellen

blieb dagegen vollstindig unbeeintrichtigt, selbst bei Inhibitorkonzentrationen von 10 pM.

Der antiproliferative Effekt von 4SC-203 auf Ba/F3 NPM-ALK Zellen korrelierte mit einer
dosisabhingigen Reduktion der Autophosphorylierung von NPM-ALK (Abbildung 20; ge-
zeigt wird die Phosphorylierung am NPM-ALK Aminosédurerest Y664, der dem Y 1604-Rest
von ALK entspricht). Die Behandlung von Ba/F3 NPM-ALK Zellen mit 4SC-203 fiihrte nach
eine Inkubationszeit von 6 h zu einer bedeutenden Verringerung der Phosphorylierung von
NPM-ALK, mit einem ICso-Wert von weniger als 312,5 nM. Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass 4SC-203 auf NPM-ALK-abhingiges Zellwachstum einen spezifischen

inhibitorischen Effekt ohne unspezifische Toxizitét ausiibt.
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Abbildung 19: 4SC-203 hemmt die Zellproliferation von MigRlI NPM-ALK transfizierten Ba/F3
Zellen ohne parentale Ba/F3 Zellen zu schadigen. Die Zellen wurden in einer Konzentration von 1 x
10°/ml ausplattiert und 48 h lang mit Inhibitor in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Die
Proliferation wurde im MTS-Assay gemessen. Die Werte sind als Mittelwert einer Dreifachbestim-

mung =+ Standardabweichung angegeben.
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Abbildung 20: 4SC-203 hemmt die Phosphorylierung von NPM-ALK in Ba/F3 NPM-ALK Zel-
len. Die Zellen wurden bei einer Konzentration von 8 x 10°/ml kultiviert und mit seriellen
Inhibitorverdiinnungen inkubiert. 4SC-203 wird alternativ als SC71710 bezeichnet. Nach 6 h wurden
die Zellen lysiert und die Kinaseaktivitit wurde durch Western blot analysiert. Als Ladekontrolle dient
B-Actin.

4.2.2 Wirkung von 4SC-203 auf humane NPM-ALK positive Zelllinien

Um den Effekt von 4SC-203 auf primédre humane Lymphomzelllinien zu evaluieren, wurde
die Aktivitdt der Verbindung gegen die NPM-ALK-positiven humanen Zelllinien Karpas299,
SU-DHL1 und JB6 untersucht. Die NPM-ALK-negativen, humanen Hodgkin-
Lymphomzellen HDLM2 wurden als Kontrolle verwendet. Proliferationsstudien zeigten eine
betrachtliche wachstumshemmende Wirkung von 4SC-203 mit einer ICsy von 260 nM auf
Karpas299 Zellen, mit einer ICsy von 210 nM auf SU-DHL1 Zellen und mit einer I1Csy von
140 nM auf JB6 Zellen (Abbildung 21). Der antiproliferative Effekt gegeniiber NPM-ALK-
negativen HDLM?2 Zellen war geringfiigig, bei einer 4SC-203 Konzentration von 625 nM
betrug die Uberlebensrate von HDLM2 Zellen 70,2%, im Vergleich dazu 29,8% bei
Karpas299 Zellen, 0% bei SU-DHL1 Zellen und 3,6% bei JB6 Zellen.
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Die NPM-ALK Autophosphorylierung in primiren humanen Lymphomzelllinien wurde durch
Behandlung mit 4SC-203 deutlich verringert (Abbildung 22). Eine Inhibitorkonzentration von
250 nM, nahe den in den Proliferationsassays ermittelten ICso-Werten, reichte aus, um nach
einer Inkubationszeit von 6 h die Phosphorylierung von NPM-ALK in Karpas299, JB6 und
SU-DHL1 Zellen vollstindig zu unterdriicken. Die hohe Wirksamkeit von 4SC-203 gegen
NPM-ALK positive humane Lymphomzelllinien und seine Selektivitit fir NPM-ALK-
abhédngige Zellen machen die Verbindung zu einem geeigneten Kandidaten fiir in vivo Expe-

rimente und klinische Studien.
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Abbildung 21: 4SC-203 hemmt die Proliferation der humanen NPM-ALK positiven
Lymphomzelllinien Karpas299, SU-DHL1 und JB6 mit nur geringer Toxizitdt gegeniber
HDLM2 Hodgkin-Lymphom Kontrollzellen. Die Zellen wurden bei einer Konzentration von 1 x
10°/ml kultiviert und mit Inhibitor in den angegebenen Konzentrationen 48 h lang inkubiert. Die Proli-
feration wurde in einem MTS-Assay gemessen. Die Werte sind als Mittelwert einer Dreifachbestim-

mung = Standardabweichung angegeben.
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Abbildung 22: 4SC-203 hemmt die Phosphorylierung von NPM-ALK in humanen NPM-ALK
positiven Lymphomzelllinien. A, Karpas299, B, JB6, C, SU-DHL1. Die Zellen wurden jeweils bei
einer Konzentration von 8 x 10°/ml kultiviert und 6 h lang mit seriell verdiinntem Inhibitor behandelt.
4SC-203 wird alternativ als SC71710 bezeichnet. Nach der Zelllyse und SDS-PAGE wurde die
Kinaseaktivitdt durch Western blot analysiert. B-Actin dient als Ladekontrolle.
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5 Diskussion

5.1 Sequenzielle Tyrosinkinaseinhibitortherapie in vitro und klinisch

5.1.1 Mutationsstatus und Wachstumsverhalten

Derzeit erhalten die meisten Patienten mit chronischer myeloischer Leukdmie in chronischer
Phase eine Erstlinientherapie mit Imatinib. Die Inhibitoren der zweiten Generation, Dasatinib
und Nilotinib, werden als Zweit- und Drittlinientherapie gegeben, wenn Imatinibresistenz
oder —unvertraglichkeit auftritt. Vor kurzem wurden sie auch zur Erstlinientherapie der CP-
CML zugelassen. Viele Patienten werden derzeit mit einer Sequenz aus drei oder mehr ABL-
Tyrosinkinaseinhibitoren behandelt. Daten aus klinischen Studien lassen darauf schliefen,
dass dieses therapeutische Vorgehen zum Auftreten von bestimmten Mutationsmustern fiihrt,
beispielsweise zur Selektion der panresistenten T315I-Mutation oder zum Erwerb zusitzli-
cher, medikamentenspezifischer Mutationen. Diese konnen auch in Form von compound-
Mutationen (d.h. von mehreren Mutationen auf dem gleichen BCR-ABL-Transkript) auftre-
ten oder in Form von multiplen Mutationen, im Sinne von mehreren Mutationen in unter-
schiedlichen Zellklonen im selben Patienten (Cortes, Jabbour et al. 2007; Shah, Skaggs et al.
2007; Soverini, Gnani et al. 2009). Durch Simulierung einer sequenziellen
Tyrosinkinaseinhibitortherapie im Zellkulturmodell wurde es in dieser Arbeit moglich, die
Auswirkungen einer solchen Therapie auf das Wachstumsverhalten und den Mutationsstatus
der ABL-Kinase in BCR-ABL positiven Zellen aufzudecken und die zelluldren Wachstums-
muster mit dem Mutationsstatus zu korrelieren. Die Evolution individueller Mutationen konn-
te in Abhangigkeit von Reihenfolge und Konzentration der Inhibitoren Dasatinib und Niloti-
nib, die in identischen Replikaten imatinibresistenter Zelllinien sequenziell angewandt wur-
den, nachverfolgt werden. Es wurden Inhibitorkonzentrationen verwendet, die den therapeu-
tisch erreichbaren Plasma-Talkonzentrationen entsprechen (4 uM fiir Imatinib 800 mg einmal
tiaglich, 1700 nM fiir Nilotinib 400 mg zweimal tdglich und 100 nM fiir Dasatinib 70 mg
zweimal tiglich als ,,optimale* Konzentrationen) und fiir die Zweit-/Drittlinientherapie auch
»suboptimale* Konzentrationen von 850 nM Nilotinib und 50 nM Dasatinib (Peng, Hayes et
al. 2004; Sawyers, Kantarjian et al. 2005; Kantarjian, Giles et al. 2006; Kantarjian, Giles et al.
2007).
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Da die zugrundeliegenden Experimente in der Zellkultur durchgefiihrt wurden, konnte der
zelluldre Mutationsstatus mit zelluliren Wachstumsmustern verglichen werden. Sofortige
Resistenz gegeniiber der Inhibitortherapie der nichsten Linie mit allgemeinem Wachstum in
allen Replikaten ohne Anderung im Mutationsstatus war mit starken vorbestehenden Mutatio-
nen vergesellschaftet. Dazu gehoren kreuzresistente Einzelmutationen wie die T315I-
Mutation bei allen drei getesteten Inhibitoren, die Y253H- oder E255V-Mutationen bei Imati-
nib und Nilotinib sowie auch Kombinationen von Mutationen wie z.B. Y253H/F317V, die
jeweils zu sequenzieller Inhibitorresistenz flihrten. Andererseits konnten in unter sequenziel-
ler Inhibitortherapie neu aufgetretenen resistenten Einzelklonen neu erworbene Mutationen
nachgewiesen werden, wie in der Folge H396P (Einzelklon, imatinibresistent) —
H396P/E255V  (Einzelkolon, nilotinibresistent) — H396P/E255V/T315A (Einzelklon,
dasatinibresistent), die das Resistenzspektrum der Zellklone jeweils um die neu hinzukom-
mende Inhibitorsubstanz erweiterten. Dieses Wachstums-/Resistenzverhalten erinnert an die
Entwicklung multiresistenter Bakterienstimme und ist mit einem stufenweisen Prozess der
Aneignung zusitzlicher Mutationen in einem malignen Zellklon vereinbar. Dieses Phdnomen
konnte  die  Effektivitdit der sequenziellen  Tyrosinkinaseinhibitortherapie  bei

imatinibresistenten Patienten mit mutierter ABL-Kinasedomine einschrianken.

5.1.2 Mutationsabh&ngige sequenzielle Inhibitorresistenz

Der sequenzielle Erwerb von Mutationen der Kinasedoméne wihrend der TKI-Therapie stellt
bei der CML eine klinische Herausforderung dar (Cortes, Jabbour et al. 2007; Branford, Melo
et al. 2009). In diesem Zusammenhang wurden die Mutationen F317L/I/C/V, V299L, T315A
und T315I fiir Dasatinib als SGI- (second generation inhibitor-) klinisch relevante Mutationen
klassifiziert. Die Mutationen Y253H, E255K/V, F359V/C and T3151 wurden fiir Nilotinib als
SGI-klinisch relevante Mutationen klassifiziert (Branford, Melo et al. 2009). Beispielsweise
wurden fast alle diese Mutationen als neu erworbene Mutationen in einer klinischen Studie
mit 95 Patienten, die Dasatinib oder Nilotinib als Zweit- oder Drittlinientherapie erhielten,
beobachtet, und ein Fortschreiten der Erkrankung war in 83% der Félle mit dem Auftreten neu
erworbener Mutationen verbunden (Soverini, Gnani et al. 2009). Eine Studie mit 17 Patienten,

die sequenziell mit Imatinib und Dasatinib behandelt wurden, zeigte bei allen Patienten neu
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erworbene Mutationen; bei vier Patienten wurden nach Zweitlinientherapie mit Dasatinib Mu-
tationen in den Codons 299 oder 317 beobachtet und bei 12 Patienten trat T315I neu auf
(Shah, Skaggs et al. 2007).

In den in vitro-Experimenten der vorliegenden Arbeit zeigte sich keine Akkumulation von
T315I nach Zweit- oder Drittlinientherapie: T315 trat in einem Fall nach Dasatinibtherapie
und in einem Fall nach Nilotinibtherapie als neue Mutation auf. Jedoch zeigten die Zellen, die
die T315I-Mutation trugen, eine ausgeprigte Inhibitorresistenz unter sequenzieller TKI-
Therapie, was die Notwendigkeit einer Substanz mit Aktivitit gegen T315I erneut deutlich
macht. Eine Reihe von Molekiilen hat diesbeziiglich in priklinischen und klinischen Studien
vielversprechende Ergebnisse gezeigt (Giles, Cortes et al. 2007; Gontarewicz, Balabanov et
al. 2008; Weisberg, Choi et al. 2010; Zhang, Adrian et al. 2010), darunter auch der BCR-
ABL-Inhibitor Ponatinib und die Verbindung Homoharringtonine (Omacetaxine), die einen
von der Tyrosinkinaseinhibition unabhingigen Wirkmechanismus hat (Cortes-Franco, Khoury

et al. 2009; Cortes, Talpaz et al. 2010).

Das héufige Auftreten zusétzlicher Aminosdureaustausche an den Positionen F317 und V299
nach Zweit- oder Drittlinientherapie mit Dasatinib in den fiir diese Arbeit durchgefiihrten Ex-
perimenten ist mit dem Auftreten dieser Mutationen in anderen in vitro-Screens gut vereinbar
(Burgess, Skaggs et al. 2005; Bradeen, Eide et al. 2006). Es stimmt auch mit den klinischen
Befunden {iberein, die zeigen, dass bei Patienten mit einer F317L-Mutation, die nach
Imatinibresistenz mit Dasatinib behandelt wurden, die zytogenetischen Ansprechensraten ver-
gleichsweise niedrig sind, und dass F317L und V299L (abgesehen von T3151) die am héu-
figsten neu nachgewiesenen Mutationen nach dem Auftreten klinischer Dasatinibresistenz
sind (Muller, Cortes et al. 2009). Eine dhnliche Beziehung besteht fiir Nilotinib und P-Loop-
Mutationen, denn das hiufige Auftreten von P-Loop-Mutationen nach Zweitlinientherapie mit
Nilotinib in unserer Untersuchung passt zu der beobachteten Entwicklung von P-Loop-
Mutationen in Screens flir Erstlinien-Nilotinibresistenz (von Bubnoff, Manley et al. 2006;
Ray, Cowan-Jacob et al. 2007). P-Loop Mutationen (E255K/V, G250E, Y253H) waren zu-
sammen mit T3151 und F359C/V die klinisch am hdufigsten detektierten neuen Mutationen
unter Nilotinibtherapie zum Zeitpunkt des Fortschreitens der Erkrankung (Hughes, Saglio et
al. 2009). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Wirksamkeit der
Inhibitorsequenz  Imatinib-Nilotinib durch préexistierende P-Loop-Mutationen und

compound-Mutationen, die P-Loop-Mutationen enthielten und unter Nilotinibtherapie her-
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vortraten, begrenzt war. Die Zweitlinientherapie mit Nilotinib beglinstigte damit stark die
Selektion zusétzlicher P-Loop-Mutationen (in 8 von 13 Fillen), wohingegen die
Inhibitorsequenz Imatinib-Dasatinib weniger verwundbar gegeniiber P-Loop-Austauschen
war. Dasatinib-spezifische Mutationen, wie z.B. F317C/V und V299L, traten nicht vor der
Behandlung mit Dasatinib auf. Allerdings zeigte sich fiir Nilotinib als Zweitlinientherapie ein
starker Dosiseffekt. Die optimale, d.h. klinisch erreichbare Konzentration von 1700 nM fiihrte
zu einer Anreicherung der starken P-loop-Mutationen Y253H und E255K/V sowie des T3151
Aminosdureaustauschs, doch war sie im Gegensatz zu der suboptimalen Konzentration von
850 nM immer noch in der Lage, das Wachstum imatinibresistenter Zelllinien zu unterdrii-
cken, die andere P-loop-Mutationen wie L[248V oder G250E, Mutationen der C-helix
(E281K), der Substratbindungsregion (F359I) oder des A-loop (H396P) trugen.

5.1.3 Compound-Mutationen und multiple Mutationen

Es ist vorgeschlagen worden, dass compound-Mutationen das Ansprechen auf Inhibitoren in
unvorhergesehener Weise modulieren und es dadurch komplexer machen, das Ansprechen
vorauszusagen (Branford, Melo et al. 2009). In diesem Zusammenhang kénnen die Ergebnis-
se dieser Arbeit dazu beitragen, Vorhersagen beziiglich des Ansprechens auf eine Drittlinien-
Inhibitortherapie zu machen. Wenn wir die compound-Mutationen betrachten, die nach der
Zweitlinientherapie mit Dasatinib auftreten (Tab. 7), dann stellen wir fest, dass sie alle auch
eine Resistenz gegen Nilotinib als Drittlinientherapie zeigten. Alle auler einer von ihnen be-
stehen aus einer Mutation an Position F317 oder V299, die die Dasatinib-Resistenz erklaren
kann, und einer P-loop-Mutation, welche die darauffolgende Nilotinibresistenz erkldren kann
(die einzige Ausnahme, H396P/T315I, kombinierte eine A-loop-Mutation mit der panresisten-
ten T3151 Mutation). Die compound-Mutationen, die wihrend der Inhibitorsequenz Imatinib-
Dasatinib auftraten, brachten also auch eine Inhibitorresistenz gegeniiber der Drittlinienthera-
pie mit Nilotinib mit sich. Im Gegensatz dazu war Dasatinib als Drittlinientherapie in der La-
ge, das Wachstum Imatinib-Nilotinib-resistenter Zelllinien mit compound-Mutationen in vier
von 13 Fillen zu unterdriicken. Ubertragen auf die Klinik bedeutet das, dass die Anwendung
von Dasatinib als Drittlinientherapie bei Patienten mit compound-Mutationen nach Resistenz-
entwicklung gegen Imatinib-Nilotinib eine sinnvolle Option sein kann. Allerdings wurde auch

gezeigt, dass Nilotinib klinische Aktivitdt bei der CML nach der Entwicklung von Imatinib-
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und Dasatinib-Resistenz haben kann, auch bei Patienten mit praexistierenden Mutationen wie
F317L (Giles, Abruzzese et al. 2010). Es konnte also sein, dass unser in vitro-System die
Ativitit von Nilotinib als Drittlinientherapie bei CML-Patienten mit Imatinib- und
Dasatinibresistenz unterschitzt. Die hier vorgelegten Ergebnisse betonen jedoch die Notwen-
digkeit einer optimalen Dosierung von Nilotinib bei Patienten mit imatinibresistenter CML
mit BCR-ABL-Mutationen. Die Sicherstellung der Patientencompliance zur Vermeidung ei-

ner Unterdosierung ist in diesem Zusammenhang besonders wichtig.

Das héufige Auftreten von compound-Mutationen in unserem Resistenz-Screen legt nahe,
dass ein Teil der Konstellationen, die unter sequenzieller TKI-Therapie in Patienten beobach-
tet und als “multiple Mutationen” zusammengefasst wurden, tatsdchlich compound-
Mutationen in sequenziell resistenten Zellklonen sein konnten, was eine sequenzielle Mono-
therapie zu einem weit weniger wirksamen Konzept fiir diese Patienten machen wiirde, als sie
es im Fall von polyklonaler Resistenz wire. In einer aktuelle Studie wurden compound-
Mutationen in Patienten identifiziert, die mit der Sequenz Imatinib-Dasatinib behandelt wur-
den (Shah, Skaggs et al. 2007), was dafiir spricht, dass eine sequenzielle TKI-Monotherapie
eine stufenweise Akkumulation von Mutationen in Form von compound-Mutationen begiins-
tigt. Eine andere klinische Studie identifizierte eine Untergruppe von Patienten mit
imatinibresistenter CML mit multiplen Mutationen, die durch sensitive Mutationsanalyse,
jedoch nicht durch konventionelle Sequenzierung identifiziert werden konnten (Parker, Ho et
al. 2012). Die Anwesenheit von multiplen Mutationen wirkte sich in jener Studie negativ auf
das Ansprechen auf eine Zweitlinientherapie mit Nilotinib oder Dasatinib aus und begiinstigte
auch das Auftreten von neuen Mutationen, die durch Standardsequenzierung detektiert wer-
den konnten, wobei in zehn von 25 Fillen mehr als eine Mutation vorlag.

Therapeutische Strategien zur Minimierung der Resistenzentwicklung konnten in der primi-
ren Kombinationstherapie mit mehreren Tyrosinkinaseinhibitoren (begrenzt durch Toxizitéts-
effekte) oder in einer Erstlinientherapie mit Nilotinib oder Dasatinib bestehen. Im Hinblick
auf die Effektivitidt von Dasatinib gegen P-loop-Mutationen und von Nilotinib gegen Mutatio-
nen an Position 299 und 317 sollte die Therapie entsprechend des Mutationsstatus individuali-
siert werden. Dies kann auch sensitive Detektionsmethoden involvieren, denn multiple Muta-
tionen konnten in geringer Zahl koexistieren, wihrend der Zweit- oder Drittlinientherapie
selektiert werden und dann jederzeit hervortreten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
lassen darauf schlieen, dass wihrend einer TKI-Therapie, die mit Imatinib begonnen und mit

Nilotinib oder Dasatinib fortgefiihrt wird, die Entstehung von nilotinib- und
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dasatinibresistenten compound-Mutationen, die aus P-loop- oder F359I-Mutationen zusam-
men mit F317- oder V299-Mutationen bestehen, ein hiufigeres Resistenzproblem darstellen

konnte als das Auftreten von T3151.

5.1.4 Mutationsunabhangige Resistenzmechanismen

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich die TKI-Resistenz stark mit Mutationen der
ABL-Kinasedoméine assoziiert. Es ist bekannt, dass andere Resistenzmechanismen, wie z.B.
BCR-ABL-Uberexpression, Genamplifikation oder die Hochregulierung von Transportprotei-
nen zur TKI-Resistenz beitragen konnen (von Bubnoff, Peschel et al. 2003; Apperley 2007).
Durch das in dieser Arbeit beschriebene in vitro-System konnte die mutationsabhingige Re-
sistenz eventuell iiberbetont werden. Obwohl das System beabsichtigt, vor allem die mutati-
onsabhingige TKI-Resistenz abzubilden, wurde kein Mutageneseschritt eingebaut, so dass
auch mutationsunabhingige Mechanismen zur TKI-Resistenz beitragen konnen (von Bubnoff,
Barwisch et al. 2005). Des weiteren war in einer aktuellen Analyse klinischer Daten die se-
quenzielle Resistenz gegeniiber einem Zweit- oder Drittlinien-TKI in 83% der Félle mit dem
Auftreten von BCR-ABL Kinasedoméinenmutationen verbunden (Soverini, Gnani et al. 2009),
und es wurde gezeigt, dass Patienten, die bereits BCR-ABL Kinasedomidnenmutationen tra-
gen, fiir die Entwicklung zusétzlicher Mutationen mit sequenzieller TKI-Resistenz pradispo-
niert sind (Cortes, Jabbour et al. 2007; Soverini, Gnani et al. 2009). Das Wachstum einzelner
Zellklone unter Zweitlinientherapie bei niedriger Inhibitorkonzentrationen und darauffolgen-
des allgemeines Wachstum unter der Drittlinientherapie mit Vorliegen lediglich einer
“schwachen” Mutation (d.h. mit einem niedrigen ICso-Wert), die sich wahrend der Therapie
auch nicht verdndert, deutet in der vorliegenden Arbeit auf das Wirksamwerden eines mutati-
onsunabhingigen Resistenzmechanismus hin. Mithin kénnten suboptimale Medikamenten-
konzentrationen das Auftreten mutationsunabhéngiger Resistenzmechanismen (auch in der
Klinik) begiinstigen. Die Western Blot-Analyse (Abbildung 18) ausgewihlter sequentiell re-
sistenter Zelllinien aus dem Screening-Experiment lieferte deutliche Hinweise auf das Vor-
handensein BCR-ABL-abhingiger, mutationsunabhingiger Resistenzmechanismen und BCR-
ABL-unabhéngiger Resistenzmechanismen, besonders in Zellliniensequenzen mit im Verlauf
persistierenden schwachen BCR-ABL-Mutationen. Obwohl das in dieser Arbeit verwendete

Screening-System mit vergleichsweise hohen Inhibitorkonzentrationen fiir die Detektion mu-
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tationsabhingiger TKI-Resistenz optimiert ist, zeigte sich, dass sowohl BCR-ABL-abhéngige,
mutationsunabhingige Mechanismen als auch BCR-ABL-unabhéngige Mechanismen schwa-
che BCR-ABL-Mutationen so ergénzen konnten, dass vollstindige TKI-Resistenz der betrof-

fenen Zellen entstand.

Zusammenfassend wird in dieser Arbeit ein effektives Screening-Modell fiir sequenzielle
Tyrosinkinaseinhibitor-Resistenz vorgestellt, dem ein zellbasierter in vitro-Ansatz zugrunde-
liegt und das auf verschiedene Onkogene, Inhibitoren und Behandlungsstrategien iibertragen
werden kann. Die Ergebnisse flir BCR-ABL-abhingige Zellen, die mit Imatinib und den neu-
en Inhibitoren Dasatinib und Nilotinib behandelt wurden, ermdglichen klinische Schlussfolge-
rungen beziiglich der Auswahl von therapeutischer Substanz und Reihenfolge bei der Behand-
lung der CML. Die in vitro-Wachstumsmuster korrelierten mit bestimmten Mutationsprofilen
und die durchgefiihrte sequenzielle TKI-Monotherapie war haufiger mit dem schrittweisen
Auftreten von Doppel- und Dreifachmutationen assoziiert als mit dem Erwerb der panresis-
tenten T315I-Mutation. Die Zusammensetzung der compound-Mutationen zeigte sich von der
Art des Inhibitors und von der Anwendungsreihenfolge der Inhibitoren abhéngig. Sowohl
compound-Mutationen als auch T3151 schrinkten die Aktivitdt der Drittlinientherapie stark

ein.
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5.2 Die Verbindung 4SC-203 - ein effektiver NPM-ALK-Inhibitor

Von der Wirksamkeit niedermolekularer ALK-Inhibitoren gegeniiber ALCL-Zelllinien und in
ALCL-Mausmodellen wurde in der Literatur bereits berichtet (Christensen, Zou et al. 2007;
Galkin, Melnick et al. 2007). Jedoch ist bisher kein ALK-Inhibitor zur klinischen Routinean-
wendung zugelassen. Der neue, multi-target Kinaseinhibitor 4SC-203 (SC-71710) wird mo-
mentan in klinischen Studien als Inhibitor der FLT3-Kinase bei akuter myeloischer Leukidmie
getestet. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Wirkung von 4SC-203 auf NPM-ALK
positive murine Zellen und auf humane, NPM-ALK positive Lymphomzelllinien untersucht.
Unter dem Einfluss von 4SC-203 nahm die Phospho-NPM-ALK-Konzentration in murinen
und humanen Zelllinien ab, wihrend die NPM-ALK-Konzentration stabil blieb, was die Ef-
fektivitdt von 4SC-203 als NPM-ALK-Inhibitor im Zellkulturmodell belegt. Sowohl in den
ALK-positiven Ba/F3-Zellen als auch in den humanen Lymphomzelllinien hemmte die Sub-
stanz die Zellproliferation in dosisabhéngiger Weise. Es zeigten sich kaum zytotoxische Ne-
benwirkungen gegeniiber NPM-ALK negativen Ba/F3-Kontrollzellen und humanen HDLM?2-
Kontrollzellen. Die hohe Wirksamkeit von 4SC-203 gegen primédre humane NPM-ALK-
positive Lymphomzelllinien und seine Selektivitit fiir NPM-ALK-abhédngige Zellen machen
die Substanz zu einem geeigneten Kandidaten fiir in vivo-Experimente und klinische Studien
zur ALK-Inhibition beim anaplastisch grofzelligen Lymphom und unter Umstédnden auch bei

anderen ALK-positiven Erkrankungen.
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6  Zusammenfassung

Tyrosinkinaseinhibitorresistenz bei Philadelphia-Chromosom positiven Leukdmien wird am
héufigsten durch Punktmutationen in der BCR-ABL-Kinasedoméne verursacht. Derzeit wird
der Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) Imatinib zur Erstlinientherapie bei CML und Ph+ ALL ver-
wendet. Dasatinib und Nilotinib werden im Fall von Imatinibresistenz eingesetzt und viele
Patienten werden sequenziell mit drei oder mehr ABL-Kinaseinhibitoren behandelt. Ziel des
ersten Teils der vorliegenden Arbeit war es, das Szenario der sequenziellen
Tyrosinkinaseinhibitortherapie mit Hilfe eines in-vitro Modells nachzuzeichnen. In einem
zellbasierten Resistenz-Screen wurden BCR-ABL-positive Ba/F3 Zellen nacheinander mit
Imatinib, Dasatinib und Nilotinib behandelt, wobei die Reihenfolge und die Konzentration der
Inhibitoren variiert wurde. Es wurden charakteristische zellulire Wachstumsmuster beobach-
tet und die Sequenzanalyse der resistenten Zellen zeigte typische Mutationsmuster, ein-
schlieBlich der Entwicklung von Doppel- und Dreifachmutationen (compound-Mutationen)
und der Resistenzentstehung ohne Verdnderung im Mutationsstatus. Die durchgefiihrte se-
quenzielle TKI-Monotherapie war 6fter mit dem schrittweisen Auftreten von Doppel- und
Dreifachmutationen verbunden als mit dem Erwerb der panresistenten T3151-Mutation. Die
Zusammensetzung der compound-Mutationen zeigte sich von der Art des Inhibitors und von
der Anwendungsreihenfolge der Inhibitoren abhidngig. Sowohl compound-Mutationen als
auch T315I schriankten die Wirksamkeit einer Drittlinientherapie stark ein. Insgesamt wird in
dieser Arbeit ein effektives Screening-Modell fiir sequenzielle Tyrosinkinaseinhibitorresistenz
vorgestellt, dem ein zellbasierter in vitro-Ansatz zugrundeliegt und das so auf verschiedene
Onkogene, Inhibitoren und Behandlungsstrategien {ibertragen werden kann. Die vorliegenden
Ergebnisse fiir BCR-ABL-abhéngige Zellen, die mit Imatinib und den neuen Inhibitoren Da-
satinib und Nilotinib behandelt wurden, ermoglichen Schlussfolgerungen fiir die Auswahl von
Tyrosinkinaseinhibitoren und Anwendungsschemata bei der CML, die zur Therapieentschei-

dung beitragen konnen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der neue multi-target Kinaseinhibitor 4SC-203 (SC71710)
auf seine Wirksamkeit zur NPM-ALK-Inhibition untersucht. Das Fusionsprotein NPM-ALK
(nucleophosmin-anaplastic lymphoma kinase), das durch eine t(2;5)(p23;q35) entsteht, ist
eine konstitutiv aktive Tyrosinkinase, die in etwa der Hilfte der anaplastisch grof3zelligen

Lymphome (ALCL) vorliegt. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
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Substanz 4SC-203 in vitro einen antiproliferativen Effekt auf NPM-ALK positive Zelllinien
ausiibt und zur Dephosphorylierung von NPM-ALK fiihrt. Die hohe Wirksamkeit von 4SC-
203 gegen primire humane NPM-ALK positive Lymphomzelllinien und seine Selektivitit fiir
NPM-ALK-abhéngige Zellen machen die Substanz zu einem geeigneten Kandidaten fiir in

vivo Experimente und klinische Studien zur ALK-Inhibition.
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10 Anhang

Fin- und Dreibuchstaben-Codes der Aminoséuren:

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val

~ =< A x O Tz o0~ T T@Oo OO

Tyr

Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin
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