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The Man in the Arena

It is not the critic who counts;
not the man who points out how the strong man stumbiles,
or where the doer of deeds could have done them better.

The credit belongs to the man who is actually in the arena, whose face is marred
by dust and sweat and blood; who strives valiantly; who errs, who comes short
again and again, because there is no effort without error and shortcoming; but

who does actually strive to do the deeds; who knows great enthusiasms, the great
devotions; who spends himself in a worthy cause; who at the best knows in the
end the triumph of high achievement, and who at the worst, if he fails, at least

fails while daring greatly, so that his place shall never be with those cold and timid

souls who neither know victory nor defeat.

Excerpt from the speech
"Citizenship In A Republic",

by Theodor Roosevelt

delivered at the Sorbonne,

in Paris, France on 23 April, 1910

Artikel 2: Et kiitt wie et kiitt.
Artikel 3: Et hatt noch emmer joot jejange.

Et rheinisch Jrundjesetz
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Patienten mit einer BCR/ABL positiven (Ph*) akuten lymphatischen Leukamie (ALL)
bilden die gréBte genetisch definierte Untergruppe der ALL und gelten wegen ihrer
schlechten Prognose als Hochstrisiko ALL. Die bisherigen Therapieergebnisse
werden durch die Kombination von Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKI) wie Imatinib
und Chemotherapeutika verbessert, sind aber durch das Auftreten von Resistenzen
gegen TKI in ihrer langfristigen Wirkung limitiert. Die derzeitige Forschung
fokussiert sich weitestgehend auf konstitutive aktive Kinasen, die flir die
leukdmische Transformation verantwortlich sind. Allerdings kann die Deregulation
von Phosphatasen, die als Gegenspieler von Kinasen fungieren, durch eine
verminderte Inaktivierung dieser Kinasen, ebenso zur Leukdmogenese beitragen,
indem ihre physiologische Funktion vermindert wird. Im Vorfeld konnte bereits
gezeigt werden, dass die deregulierte Protein Tyrosin Phosphatase 1B (PTP1B) bei
Ph* Leukamien eine partielle Resistenz gegeniiber TKI vermitteln kann.! Dariiber
hinaus zeigen von Juric et al. (2007)? publizierte Microarrays von 54 Ph+ ALL
Patienten eine transkriptionelle Hochregulierung der Phosphatase ,Supressor of
T-Cell receptor Signalling 1" (STS-1).2 STS-1 (TULA-2) gehért zusammen mit STS-2
(TULA-1) zur Familie der STS/TULA Proteine, von denen keine weiteren Mitglieder
bekannt sind. STS-1 dephosphoryliert diverse Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie z.B.
den T-Cell Receptor (TCR) und den Epidermal-Growth-Factor Receptor (EGFR) und
verhindert somit deren Internalisierung und proteosomalen Abbau.3 Weitere durch
STS-1 dephosphorylierte Substrate sind die Proteintyrosinkinase Syk, die eine
wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung des B-Cell-Receptors (BCR) spielt sowie
andere SRC-Kinasen (z.B. FYN).* Aufgrund der oben beschriebenen
Zusammenhange zwischen STS-1 und der Ph* ALL ist die Untersuchung einer
maoglichen funktionellen Bedeutung von STS-1 bei der Entwicklung einer
mutationsunabhangigen Resistenz von Ph* ALL Inhalt dieser Arbeit. Als
Modellsystem dienen in der hier vorliegenden Arbeit aus der BCR/ABL Zelllinie Sup
B15 abgeleitete TKI resistente Zellen (Sup B15 RT). Imatinib ist in diesen immer
noch in der Lage BCR/ABL zu binden und flhrt zu einer Verschiebung der
Dosiswirkungskurve ohne Apoptose zu induzieren. Mutationen in der Tyrosinkinase

Domane von BCR/ABL konnten als zugrunde liegender Resistenzmechanismus durch




Zusammenfassung

Sequenzanalysen ausgeschlossen werden, ebenso wie zusatzliche Translokationen
oder genomischen Amplifikationen von BCR/ABL. Eine Analyse der STS-1 Expression
zeigte sowohl transkriptionell als auch auf Proteinebene eine deutliche
Herunterregulierung von STS-1 in Sup B15 RT Zellen. Die Interaktion zwischen
STS-1 und BCR/ABL wurde in verschiedenen Zellmodellen gezeigt. Dabei konnten
bezliglich der Interaktion keine Unterschiede zwischen dem p210BCR/ABL ynd
p185BCR/ABL Fysionsprotein festgestellt werden. Auch die ,Gatekeeper" Mutation
T3151 hatte keinen Einfluss auf die Interaktion. Die Unabhangigkeit der Bindung
von STS-1 und BCR/ABL von einer aktiven BCR/ABL Kinase wurde durch die Zugabe
von Imatinib gezeigt. Lediglich auf endogenem Level konnte eine Imatinib
vermittelte Reduktion der Interaktion nachgewiesen werden. Durch die Verwendung
unterschiedlich trunkierter BCR/ABL Proteine wurde gezeigt, dass STS-1 sowohl mit
c-ABL als auch mit dem ABL-Anteil von BCR/ABL interagiert und dass eine
Oligomerisierung flir diese Interaktion nicht notwendig ist. Als Folge der Interaktion
kommt es zu einer Dephosphorylierung von BCR/ABL durch STS-1, wobei vor allem
die im ABL Anteil lokalisierten und flir die Autophosphorylierung wichtigen Tyrosine
245 und 412 dephosphoryliert werden. Mittels eines
Proliferations-Kompetitions-Assay konnte gezeigt werden, dass STS-1 sowohl die
Proliferationsrate reduziert als auch erheblich die Sensitivitdt von SupB15 RT Zellen
gegeniber Imatinib steigert. Dieser Befund steht im Einklang mit der Annahme,
dass diese Sensitivitatssteigerung durch eine gegeniiber den sensitiven Sup B15 WT
deutlich verminderte STS-1 Expression bedingt ist. Dexamethason in Kklinisch
relevanten Konzentrationen (10 M - 10-° M) konnte sowohl in SupB15 WT als auch
in SupB15 RT Zellen die STS-1 Expression um ein Vielfaches steigern und fuhrte in
Kombination mit 1 pM Imatinib sogar in den resistenten Zellen zu einer hoch
signifikanten Inhibition der Proliferation sowie einer gesteigerten Apoptose. Die
Resultate dieser Arbeit riicken Phosphatasen und im speziellen STS-1 in einen
starkeren Fokus, wenn es um die Bildung von Resistenzen geht. Dadurch kénnen
sich eine Vielzahl neuer Behandlungsstrategien sowie neue Ansatze flr die klinische

Wirkstoffforschung ergeben.




Einleitung

1 Einleitung

Der menschliche Organismus zeichnet sich durch eine Vielzahl hochspezialisierter
Zellen aus, die sich durch spezifische Differenzierung aus pluripotenten Stammzellen
entwickelt haben. Die Differenzierung an sich, sowie die Funktionen der einzelnen
Zellen und intrazelluldren Prozesse unterliegen zahlreichen Kontroll- und
Regulationsmechanismen. Eine Storung innerhalb dieser Mechanismen kann
schwerwiegende Folgen haben und je nachdem wo sie auftreten, der Ursprung fir
organ- oder gewebespezifische Krebsarten sein. Liegt solch eine Stérung im Bereich
der hamatopoetischen Zellen vor, kann dies zu einer Leukamie flihren. Um
leukdmische Erkrankungen gezielter behandeln zu kdnnen, ist ein tieferes
Verstéandnis der Hamatopoese kontrollierenden Mechanismen im gesunden

Organismus notwendig.
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Einleitung

1.1 Hamatopoese

Als Hamatopoese bezeichnet man die Bildung der verschiedenen zellularen
Blutbestandteile (Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten), die durch komplexe
Differenzierungsvorgange aus einer begrenzten Anzahl hamatopoetischer
Stammzellen (HSC = haematopoetic stem cells) hervorgehen. Es wird zwischen
embryonaler und adulter Hdmatopoese unterschieden, wobei der Begriff ,adult" in
diesem Zusammenhang missverstandlich ist, da die adulte Hdmatopoese bereits mit
der Geburt einsetzt.>

In den ersten drei embryonalen Monaten (mesoblastische Periode) erfolgt die
Hamatopoese im Mesenchym des Dottersacks, den sogenannten Blutinseln. Diese
frihen Erythrozyten enthalten noch einen Kern. Ab dem zweiten Monat, mit
eintreten in die hepatische Periode, wird die Blutbildung durch die fetale Leber
ubernommen. Hier entstehen zum ersten Mal “reife", kernlose Erythrozyten und es
findet eine Vermehrung sowie der Erhalt von hdmatopoetische Stammzellen statt.
Im vierten fetalen Monat, der sogenannten hepatolinealen Phase, wird die
Hamatopoese auf Milz und Thymus ausgeweitet. Ab Beginn des sechsten fetalen
Monats, mit Beginn der lienomyelopoetischen Periode, wird die Blutbildung von Milz
und Knochenmark Ubernommen und verlagert sich dann, wahrend der
myelopoetischen Periode (6.-7. Monat), nahezu vollstdndig in das Knochenmark. Da
in keinen der hier beschriebenen Organe (Leber, Milz, Thymus, Knochenmark) eine
Erstanlage hamatopoetischer Stammzellen erfolgt, missen diese initial in diese
Organe einwandern und diese besiedeln. Urspriinglich werden hamatopoetischen
Stammzellen in der AGM-Region (AGM = Aorta, Gonaden, Mesonephros) des friihen
Embryos gebildet. Sie entstehen nicht aus denen im Dottersack gebildeten
Hamangioblasten, sondern haben ihren Ursprung in spezialisierten Endothelzellen
(hemogenic endothelial cells). Zwar werden auch im Dottersack hamatopoetische
Stammzellen gebildet, jedoch konnte bisher nur bei Zellen der AMG-Region auch
lymphoide Zellen gebildet werden. Daher wird bisher angenommen, dass das
Knochenmark, als dauerhaftes Organ der Hdmatopoese, lediglich von Zellen aus der
AGM-Region besiedelt werden kann. Wahrend der adulten Hamatopoese wird
zwischen unreifen Lang-Zeit HSCs (LT-HSC = long-term HSCs), die sich durch ein

lebenslanges Selbsterneuerungspotenzial auszeichnen, und reiferen Kurz-Zeit HSCs
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Einleitung

(ST-HSCs = short-term HSCs), deren Selbsterneuerungspotenzial begrenzt ist,
unterschieden. Sowohl LT-HSCs als auch ST-HSCs befinden sich jeweils in einer
eigenen Nische im Knochenmark.b Hier wird der Differenzierungsprozess durch
diverse Zytokine und Transkriptionsfaktoren reguliert, die die Expression
linienspezifischer Gene aktivieren und Proliferation sowie Differenzierung einleiten
(Abb. 1.1)."8

Lin”° c-kit" Sca-1" Thy1.1'° Flk2-
Stem cells LT-HSC @ D Yy (mouse)
y 1IN

— 1 Lin- CD34* CD38" CD90* (human)
- \ Lin" c-kit" Sca-1" Thy1.1% Flk2* (mouse)|

Multipotent : .
prog :n hors MPP ﬂ ‘ Lin7° c-kit"' Sca-1" Thy1.1- FIk2* (mouse) |
= / \

Oligolineage cvP @ @ cr
proge=mtors - \\‘ rodc »~ 4 N\
() GMP ® @ FoT@roNk@rProB @

- N
0/ ) @/ \@

S R }
Mature cells g% B ) * %& ® e ©

Erythrocytes  Platelets Granulocytes Macrophages Dendritic-cells T-cells NK-cells  B-cells

Abb. 1.1
Diagramm der Hamatopoese

Im Rahmen der Hdmatopoese werden durch Reifungsprozesse LT-HSCs zu ST-HSCs, um sich dann
als MPPs zu Vorldufern der lymphatischen oder myeloischen Zellen zu entwickeln. Diese
Entwicklung ist ein unidirektionaler Prozess, der sich nicht auf das Knochenmark beschrankt,
sondern gerade bei den lymphatischen Vorlduferzellen auf diverse Organe wie Milz, Thymus und
Lymphsystem verteilt.

LT-HSC = Long Term Haematopoetic Stem Cell; ST-HSC = Short Term Haematopoetic Stem Cell;
MPP = Multi-Potent-Progenitor; CMP = Common-Myeloid-Progenitor;

CLP = Common-Lymphoid-Progenitor; MEP = Megakaryotic-Erythroid-Progenitor;

Pro-DC = Pro Dendritic-Cells; GMP = granulocyte-macrophage progenitor

Abbildung nach Passegue et al.®

14



Einleitung

Im Gegensatz zu den Vorlauferzellen verfligen die ausdifferenzierten Zellen ber
kein Selbsterneuerungspotenzial, sondern zeichnen sich durch unterschiedlich lange
Lebensdauern aus, nach deren Ablauf die Zelle stirbt.

Bei der Entwicklung von Lymphozyten aus Iymphatisch determinierten
Vorlauferzellen (CLP = common lymphoid progenitor) endet der
Differenzierungsprozess nicht im Knochenmark. Sie reifen im Thymus zu T-Zellen
und im Bursa-aquivalent, beim Menschen das Knochenmark, zu B-Zellen heran,
deren weitere Differenzierung in den sekundaren lymphatischen Organen (Thymus,
Lymphknoten, Milz, Peyer Plaques, Tonsillen, Lymphfolikel) stattfindet. B-Zellen sind
als einzige Zellen in der Lage Antikérper zu bilden, sind verantwortlich fir die
humorale Immunantwort und bilden zusammen mit den T-Zellen den wesentlichen
Bestandteil der adaptiven Immunantwort. Die Stromazellen sind der Ort der B-Zell
Reifung im Knochenmark, da sie durch die Sezernierung des Wachstumsfaktor IL-7
die Differenzierung und Proliferation der B-Zell Vorlaufer férdern. Die Bildung des
B-Zell Rezeptors, der Membran-gebundenen Form des Antikdrpers, ist ein
entscheidendes Merkmal der B-Zell-Entwicklung. Die Antigenspezifitdit des
Rezeptors wird durch die variable Kombination der Gensegmente V, D und ]
bestimmt, welche die schweren und leichten Ketten des Rezeptors und demzufolge
auch der Antikorper bilden. Die B-Zell Vorlaufer werden zunachst zu frihen
pro B-Zellen und beginnen mit der somatischen VDJ-Rekombination zur Bildung der
schweren Ig-Kette. Dabei findet in diesem Stadium der Reifung zunachst die
DJ-Umlagerung statt. Ist diese abgeschlossen erfolgt in der spaten pro B-Zelle im
zweiten Teil der VDJ-Rekombination die Kopplung des fertigen DJ-DNS Segment an
ein V-Segment. Das exprimierte Produkt dieser DNS-Rekombination wird als
“schwere p Kette" bezeichnet. Diese wird in der groBen/friihen pra B-Zelle mit einem
Ersatz fur die leichte Ig-Kette auf der Zelloberflache als préa B-Zell Rezeptor
prasentiert. Gleichzeitig wird die VDJ-Rekombinase vom IgH- zum IgL-Lokus

umgeleitet.
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Mit Beginn der V]-Rekombination reift die Zelle zur kleinen bzw. spaten pra B-Zelle,
die mit der Prasentation des fertigen B-Zell Rezeptors, der IgM-Klasse, an der
Zelloberflache sich weiter zur unreifen B-Zelle entwickelt (Abb. 1.2). Die endgliltige
Reifung der B-Zellen erfolgt in den sekundaren lymphatischen Organen. In dieser
Phase kommt es durch alternatives Splicen der IgM-RNS zu Bildung eines B-Zell

Rezeptors der IgD-Klasse, der ebenfalls auf der Zelloberflache prasentiert wird.

Knochenmark Milz

/ Ph;;elb
Pré—BZR R
' ‘O O ) /'// \\\ /// IgM

O O- O O_)OOO_)Q-) = \ I

Frihe Spate Frihe Spate Unreife
Pro-B-Zelle Pro-B-Zelle Pra-B-Zelle Pra-B-Zelle B-Zelle

Gedachtniszelle
B-Zelle

3
A

Stammzelle

Abb. 1.2
Ubersicht der B-Zell Reifung

Die B-Zelle durchlauft wahrend ihrer Differenzierung im Knochenmark mehrere Phasen und verlasst
dieses Kompartiment erst als unreife B-Zelle mit der Présentation des fertigen B-Zell Rezeptors auf
ihrer Oberflache. Dieser kann sowohl zur Klasse der IgMs als auch IgDs gehdren, da beide durch
alternatives Splicen der gleichen RNS entstehen. Die weitere Differenzierung der B-Zelle erfolgt im
Anschluss an das Knochenmark in den sekundaren lymphatischen Organen, zu denen unter
anderem auch die Milz zahlt.

Das Verstandnis der grundlegenden Mechanismen, die der Hamatopoese,
Zelldifferenzierung und -reifung zugrunde liegen, ist essenziell fir die
hamatologische Forschung, da eine Stérung dieser stark regulierten Mechanismen
der  Ausgang vieler Erkrankungen, wie z. B. angeborenen
Stoffwechselerkrankungen, Anamie, myeloproliferative  Erkrankungen und

Leukémien ist.®
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1.2 Leukamie

Als Leukamie wird eine Erkrankung des hamatopoetischen Systems bezeichnet, die
erstmals 1845 von Rudolf Virchow beschrieben wurde.® Der Name Leukamie leitet
sich aus den altgriechischen Worten /eukds ,weiB" und haima ,das Blut" ab. Im
europdischen Mittel wird allgemein von 10,3 (Manner) bzw. 7,2 (Frauen)
Neuerkrankungen pro 100.000 ausgegangen. Damit liegt Leukamie im Vergleich zu
anderen Krebsarten mit 2,2 % (Manner) und 2,1 % (Frauen) im unteren Drittel aller
Krebsneuerkrankungen bei Erwachsenen (Abb. 1.3).

Méanner Frauen
prstrs [ ) - s
Darm 15,3 16,4 Darm

re

Harnblase* 8,

vagen IR

Niere 4,

o
m Gebirmutterkérper
Eierstocke

43 Malignes Melanom der Haut

Mundhéhle und Rachen m

Malignes Melanom der Hautm
Non-Hodgkin-Lymphome

Hamblase*
Magen
E Bauchspeicheldriise

Bauchspeicheldrﬁse
Leukimien

Hoden

Speisershre m
Nervensystem
Kehlkopf [

Schilddrise I

Morbus Hodgkin I

m Niere

m Non-Hodgkin-Lymphome
Gebarmutterhals
Leukimien

m Schilddriise

Nervensystem

m Mundhéhle und Rachen

I Speiserdhre

I Morbus Hodgkin

| Kehlkopf

1T T T T T T T
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*einschlieRlich bsartiger Neubildungen in situ und Neubildungen unsicheren Verhaltens

Abb. 1.3
Prozentualer Anteil ausgewahlter Krebsneuerkrankungen

In dieser Auswahl an Krebsneuerkrankungen in Deutschland sind 2006 die Leukamien bei den
Mannern mit 2,2 % und bei den Frauen mit 2,1 % vertreten. Nicht melanotischer Hautkrebs wurde
in dieser Statistik nicht ber(icksichtigt.

Quelle: Schétzung der Dachdokumentation Krebs im Robert Koch-Institut (2006)

17



Einleitung

Im Gegensatz dazu gehdrt die Leukamie mit 34,1 % zu der haufigsten malignen
Erkrankung bei Kindern bis 15 Jahre (Abb. 1.4). Die haufigste Einzeldiagnose ist
hierbei die akute lymphatische Leukamie (ALL) mit 27 %, die in der Altersgruppe

bis vier Jahre mehr als doppelt so haufig auftritt wie in anderen Altersgruppen.

Keimzelltumoren 2,9%

/ /Knochentumoren 4,5% Abb. 1.4
/

Sonstige Diagnosen 5,2%

/ Nierentumoren 5,6% KI‘EbS bei Kindern
Leukdamien 34,1% d L ) .
™ __ Weichteilsarkome 5,9% Leukdmie ist mit 34,1 % die am
‘ haufigsten vorkommende
— Periphere Nervenzelltumoren 7,5% Krebsart bel Kindern bis 15
Jahre. Dies ergab die

Auswertung der Daten des

\ Lymphome 11,4% Deutschen Kinderkrebsregisters
(DKKR), die zwischen 1999 und
2008 erhoben wurden.!!

ZNS-Tumoren 22,9%

Das Krankheitsbild der Leukdmie zeichnet sich durch eine stark vermehrte Bildung
von funktionsuntlichtigen Leukozyten (Blasten) im Knochenmark aus. Im weiteren
Verlauf der Krankheit kommt es zu einer verminderten Produktion anderer zellularer
Bestandteile des Blutes (Erythrozyten, Thrombozyten und funktionstiichtiger
Leukozyten), wodurch es zu einer Anamie, Thrombopenie und Neutropenie kommt.
Aufgrund der UbermaBigen Produktion von Blasten werden diese auch an das
periphere Blut abgegeben und kénnen von dort aus andere Organe wie Leber, Milz

und Lymphknoten infiltrieren.
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1.2.1 Leukamogenese und die leukamische Stammzelle

Eine leukdmische Erkrankung entsteht durch die Akkumulation zahlreicher
erworbener Mutationen, die grob in drei Gruppen eingeteilt werden koénnen.

1.) Punktmutationen

2.) Chromosomale Mutationen (Deletion, Amplifikation, Translokation)

3.) Epigenetische Mutationen
Mutationen mit einem transformatorischen Potential verandern die Proliferation, die
Differenzierung und das Uberleben der betroffenen Zelle.!2 Fiir die Transformation
einer hamatopoetischen Zelle in eine leukdmische Zelle scheinen mindestens zwei
Mutationen notwendig zu sein. Die erste sorgt flir eine gesteigerte Proliferation der
Zelle und eine damit verbundene Akkumulation, wahrend die zweite Mutation eine
Differenzierung der betroffenen Zelle unterbindet. Haufig sind Rezeptor Tyrosin
Kinasen (RTK) von genetischen Veranderungen betroffen, in deren Folge sie
unabhangig von einer Ligandenbindung konstitutiv aktiv werden und somit ein
permanentes Signal zur Proliferation der Zelle liefern. Die Mutation der RTKs hat zur
Folge, dass diese auch membranungebunden innerhalb der Zelle aktiv vorliegen
kdnnen und so Signalwege aktivieren, die reguldr nicht das primare Ziel dieser RTKs
sind. Haufig sind Regulationsmechanismen innerhalb der Zelle, die den lysosomalen
Abbau oder ein Inaktivierung der RTKs zur Folge hatten, runter reguliert oder
vollstandig ausgeschaltet.!3
Die Diagnose einer Leukdamie und ihrer anschlieBenden Bestimmung erfolgt mittels
verschiedener diagnostischer Methoden. Bereits in einem normalen Blutbild oder
auch einem Differentialblutbild kann sich durch eine verénderte Menge an
Leukozyten sowie Thrombozyten ein Hinweis flir eine Leukdmie ergeben. Die
panoptische Farbung eines Blut- oder Knochenmarkausstriches nach Pappenheim
oder Wright'* bietet die Moglichkeit reaktive Zellen von Blasten einer akuten
Leukamie zu unterscheiden. Die derzeit wichtigste Rolle in der Klassifizierung der
Leukamie spielt die Immunophanotypisierung. Hierflir wird Vollblut des Patienten
mit entsprechenden fluoreszierenden Antikdrpern inkubiert, die im Blut vorliegenden
Zellen mittels Paraformaldehyd fixiert und die vorhandenen Erythrozyten lysiert.
AnschlieBend kann das Praparat mittels Durchflusszytometrie analysiert werden.

Durch die simultane Verwendung mehrerer Antikdrper kdnnen leukdamiespezifische
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Antigenmuster untersucht werden, wodurch eine exakte Klassifizierung der
Leukamie moglich ist. Besonders die akute lymphatische Leukdmie (ALL) wird in
erster Linie nach immunologischen Kriterien unter Verwendung des EGIL-Schemas
(European Group on Immunological Classification of Leukemia) eingeteilt.1>16 Die
Einteilung L1-L3 der FAB (Frensh-American-British working group for the
classification of leukemia) erfolgt bei der ALL nach rein morphologischen Kriterien
und gilt als veraltet, lediglich die L3-Morphologie ist fiir die akute B-ALL
charakteristisch.

A)

Tumorzellen

X1

Abb. 1.5
Fluoreszenz In-Situ Hybridisierungs-Analyse

A.) FISH-Analyse mit Region-spezifischen Sonden:

Rotes Signal (Chr.9), griines Signal (Chr.22) und 2 rot-griine Fusionssignale der
derivativen Chromosomen 9 und 22 bei der Philadelphia-Translokation
t(9;22)(g34;q11.2).

B.) FISH-Analyse mit Chromosom-spezifischen Sonden:

Mittels Erstellung eines Karyogrammes kdnnen eine Vielzahl chromosomaler
Verénderungen detektiert werden. In dem hier gezeigten Bsp. werden Aberrationen in
den Chromosomen 5, 7, 8, 11, 12 gezeigt. Durch die Wahl der Chromosomen spezifischen

Farben ist eine Identifizierung der an der Translokation beteiligten Chromosomen mdglich.
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Das zytochemische Verhalten von Blasten sowie der zytochemische Nachweis von
Monozytenesterase, Myeloperoxidase und PAS-Reaktion spielt fir die
FAB-Klassifikation der AML eine Rolle und ermdglicht eine Abgrenzung der chronisch
myeloischen Leukdmie zum myeloproliferativen Syndrom.

Spezifische chromosomale Aberrationen sind charakteristisch flir einige
Leukamiearten und deren Diagnose ist verknlipft mit Prognose und Therapie. Zur
Detektierung chromosomaler Veranderung ist derzeit die Fluoreszenz In-Situ
Hybridisierungstechnik die erste Wahl, bei der mittels fluoreszierender Sonden nach
bestimmten Aberrationen gesucht werden kann. Dies ist auch gleichzeitig der
Nachteil dieser Methode, da auch nur die Veranderungen detektiert werden konnen,
nach denen explizit gesucht wurde. Um sich einen Gesamtiiberblick zu verschaffen,
wird mit der gleichen Methode ein Karyogramm mit chromosomenspezifischen
Antikérpern angefertigt, wodurch nahezu alle chromosomalen Veranderungen
angezeigt werden kdnnen (Abb. 1.5).

Mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction = PCR)
kdnnen in der molekulargenetischen Diagnostik spezifische Genloki, wie der
BCR/ABL-Lokus, in der CML und ALL quantitativ nachgewiesen werden. Dies ist
hilfreich, sowohl flir das Therapiemonitoring, als auch fir die Detektion der

minimalen Resterkrankung (MRD = minimal rest disease).
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Mit Hilfe der verschiedenen beschriebenen diagnostischen Techniken kann die
Leukamie grob in vier verschiedene Arten unterteilt werden. Dabei wird ihrem
Zelltyp entsprechend zwischen Leukamie

lymphatischer und myeloischer

unterschieden sowie den Verlauf beschreibend zwischen chronischer und akuter

Leukamie.

Akute lymphatische Leukdamie (ALL)

Chronische lymphatische Leukdmie (CLL)

- Unterformen gemaB EGIL-Schema:
pro-B, common B, pra-B- und B-ALL
early-, thymische-, mature T-ALL
- Haufigste maligne Erkrankung bei Kindern
- 15 % aller erwachsenen akuten Leukamien
- Diverse genetische Aberrationen
B-ALL: BCR/ABL, MLL rearrangements
T-ALL: TAL1, Hox11

- CLL als Sonderform der
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL)

- Haufigste Leukamie

- Medianes Alter >70 Jahre!’

- Niedrig maligne, Uberlebenszahl variable

- Haufig Chromosomendeletion

Akute myeloische Leukdamie (AML)

Chronische myeloische Leukdamie (CML)

- Klassifizierung gemaB FAB-Klassifizierung
- Proliferation einer Vorlauferzelle mit
Differenzierungsblock
- Mediane Alter 63 Jahre bei Erwachsenen?®
- Bekannte Fusionsproteine:

PML/RARa; AML1/ETO

- CML Sonderform, der chronisch

myeloproliferativen Erkrankungen

- Medianes Alter 55-60 Jahre!®2

- Bekannte Fusionsproteine:
BCR/ABL
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1.2.2 Akute lymphatische Leukdmie

Bei der akuten lymphatischen Leukamie (ALL) handelt es sich laut Definition um
eine T- bzw. B-lymphatische Neoplasie, deren Blastengehalt im Knochenmark
gréBer als 25 % ist. Die Anzahl der ALL Neuerkrankungen pro Jahr betragt etwa
1,5/100.000 verteilt auf alle Altersgruppen. Bei einer detaillierteren Analyse lasst
sich eine hohere Anzahl an Neuerkrankungen bei mannlichen Patienten (1,4:1)
nachweisen. Die Verteilung der altersabhangigen Neuerkrankungen in Deutschland
zeigt ein Gleichgewicht von 500 Neuerkrankungen sowohl bei Kindern als auch bei
Erwachsenen. Das Risiko eines Menschen generell in seinem Leben an einer ALL zu
erkranken ist im Kindesalter relativ hoch (6,5/100.000 < 4 Jahren) und flacht dann
mit zunehmendem Alter ab und erhoht sich wieder geringfligig im hdheren Alter
(1,5/100.000 > 80 Jahre).?! Mehr als 80 % aller akuten lymphatischen Leukémien
treten bei Patienten auf, die jlinger als 15 Jahre sind. Die padiatrische ALL ist mit
75 % die am haufigsten vorkommende Leukamie bei Kindern. Die lbrigen 20 %
aller ALL-Erkrankungen werden bei Erwachsenen (iber 50 diagnostiziert.??

Die ALL wird seit 1976 nach der French-American-British (FAB-) Klassifikation nach
morphologischen und zytochemischen Merkmalen in drei Untergruppen (L1-L3)
aufgeteilt.232* Diese Klassifikation spielt heutzutage jedoch lediglich fiir die
Identifikation der reifzelligen B-ALL bzw. Burkitt-Leukamie/Lymphom eine Rolle.
Zurzeit erfolgt eine genauere Klassifizierung mittels Immunophanotypisierung
basierend auf der Expression verschiedener Antigene, die spezifisch flir die jeweilige
Untergruppe der akuten Leukamie sind (Abb. 1.6).22% 76 % aller ALL
Erkrankungen bei Erwachsenen kénnen der lymphatischen B-Zellreihe zugeordnet
werden und werden je nach Grad der Differenzierung als pro-B (11 %), common-
(49 %), pra-B (12 %) und reifzellige (4 %) B-ALL klassifiziert. Die verbleibenden 24
% der adulten ALL gehdren zur early (6 %), thymischen (12 %) oder reifzelligen (6
%) T-ALL. Den verschiedenen immunologischen Subtypen sind spezifische zyto- und

molekulargenetische Aberrationen zugeordnet.
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Subgruppe
Bezeichnung

Immunphéanotypisierung
Charakt.Marker

Inzidenz

Zyto/Molekulargenetik
Haufige Molekulare
Aberrationen Marker

B- Linien ALL HLA-DR+, TdT+, CD19+u./o. 76%
CD79a+ u./Jo. CD22+

2 B-Vorlaufer ALL
Pro-B CD10- 11% t(4;11) ALL1-AF4
¢- (common) CD10+ 49% t(9;22) BCR-ABL
Pra-B CylgM+ 12% t(1:19) E2A-PBX1

1(9;22) BCR-ABL

» Reife B SigM+ 4% t(8;14) cMYC

T- Linien ALL TdT+, cyCD3+, CD7+ 24%

o LEarly" T CD2-, sCD3-, CD1a- 6%

2 Thymische sCD3¢, CD1a+ 12%

A Mature“ T sCD3+, CD1a- 6%

Abb. 1.6

Klassifizierung der B- und T-Linien ALL

Die ALL gliedert sich zunachst in B- (76 %) und T-Linien (24 %) ALL und wird innerhalb dieser
Linien mittels Immunophéanotypisierung sowie nach zyto- und molekulargenetischen Merkmalen
in weitere Subtypen unterteilt.
B-Linien ALL: Pro-B ALL 1 %; c-(common) ALL 49 %, Pra-B ALL 12 %, Reife B ALL 4 %
T-Linien ALL: ,Early” T-ALL 6 %; Thymische ALL 12 %; ,Mature™ T-ALL 6 %

Abbildung aus Gokbuget et al.'*®
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1.2.3 Genetische Heterogenitit und Aberrationen

Die genetische Heterogenitat und das Auftauchen von genetischen Aberrationen
sind wichtige Merkmale vieler Leukamien. Im Rahmen dieser Arbeit soll der Fokus
auf der Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 t(9,22) liegen, durch
die das sogenannte Philadelphia Chromosom (Ph) entsteht. Dieses
Translokationsprodukt ist neben der ALL besonders charakteristisch fiir die CML und
wird bei etwa 95 % aller Patienten nachgewiesen. Aber auch bei anderen Formen
der Leukamie gibt es Ph positive (Ph*) Varianten. 5 % aller pediatrischen sowie
25 % aller adulten akuten lymphatischen Leukdmien und etwa 1% der akuten
myeloischen Leukamien (Abb. 1.7) werden als Ph* Leuk@mien klassifiziert.?”

Die Identifikation von Translokationen und anderen Mutationen sind von essentieller

Bedeutung fiir die Prognose und die Auswahl eines passenden Therapiemodells.?®

Hypodiploidy

(<45 chromosomes) 2%
Hyperdiploidy

" (>50 chromosomes) 7%
TEL-AMLUI (t{12:21) 2%
MYC

(t(8:4), t(2:8). 1(8:22)) 4%
E2A-PBX] (t(119)) 3%
MLL-ENL 0.5%

andere 23% HOXI1 (10q24) 8%

BCR/ABL
(1(9:22)) 25%

L TALT (1p32) 1.5%

LYLI (19p13) 3%
HOXTIL2 (5q35) 1%

MLL rearrangements
(t(4:m), t(1119), t(9;1)) 10%

| Bl B-lineage [ T-lineage

Abb. 1.7
Die genetische Heterogenitat in der ALL

Sowohl in der B-Linien- als auch in der T-Linien-ALL kénnen zahlreiche genetische Aberrationen
auftreten. Die t(9;22) Translokation ist mit 25 % die haufigste genetische Veranderung in dieser
Form der Leukdmie. Andere genetischen Veranderungen, wie die MLL Translokation, die in
verschiedenen Formen auftauchen kann, kdnnen lediglich bei maximal 10 % aller Patienten
nachgewiesen werden. Abbildung aus Pui et al.*®
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Der Nachweis einer t(9;22) Translokation ist wie bereits erwahnt charakteristisch
fur die CML. Dennoch spielt sie eine wichtige Rolle bei der ALL aufgrund der deutlich
verschlechterten Prognose, die der Nachweis dieser Aberration mit sich bringt. Das
Philadelphia Chromosom ist das Produkt einer Translokation, die in Folge von
Chromosomenbriichen auf dem langen Arm der Chromosomen 9 und 22 entsteht.
Der Bruch von Chromosom 9 erfolgt innerhalb des ersten Introns des c-ABL1 Gens
(Abelson Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog 1). Auf Chromosom 22
hingegen ist der Bruch innerhalb des BCR Gens (Breakpoint Cluster Region),
benannt nach den haufigen Briichen in diesem Gen, lokalisiert.2” Auch in der hier
beschriebenen t(9;22)(q34.1;q11.2) Translokation kann es zu drei verschiedenen
Briichen innerhalb des BCR Gens kommen (Abb. 1.8).

BCR (chromosome 22) ABL (chromosome 9)

e — W

i

Coiled- Ser-thr GEF RAC GAP Myristoylation SH sites Binding sites
coil motif kinase (DBL-like) site (nucleus, DNA, actin)
A A A A
G | =
S VG
| — /\\ J BE B b2a2 or b3a2
—— — ™ L] ]
| — v '\ —.... OB L
Abb. 1.8

BCR/ABL Fusionsproteine in Abhangigkeit des Bruchpunktes

Das Fusionsprotein BCR/ABL ist das Produkt der £(9;22)(q34.1;q11.2) Translokation. Es werden
drei Fusionsproteine unterschieden, die sich abhdngig von ihrem jeweiligen Bruchpunkt
(minor- (185 kDa), major- (210 kDa) und mycro-Bruchpunkt (230 kDa)) in ihrer GroBe

unterscheiden.?’
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Unabhéangig der Bruchstelle im BCR Gen verbindet sich das entstandene 5" -Ende
des BCR Gens bei dieser Translokation mit dem 3" -Ende vom c-ABL1 Gen. Aufgrund
der zuvor erwahnten drei Bruchstellen im BCR Gen kommt es somit auf Chromosom
22, dem Philadelphia Chromosom, zur Bildung des BCR/ABL Fusionsgens, dessen
Lange je nach Bruchpunkt im BCR Gen variieren kann. Im Gegenzug entsteht auf
Chromosom 9 mit den Resten der jeweiligen Gene das Fusionsgen ABL/BCR.

Je nach Bruchpunkt entstehen drei verschiedene BCR/ABL Fusionsproteine mit
210 kDa, 185 kDa und 230 kDa. Das 210 kDa groBe BCR/ABL (p210BCR/ABL) resultiert
durch den major-Bruchpunkt M-BCR, bei dem der léangste BCR-Teil mit dem
konstanten Anteil des c-ABL Gens fusioniert. Diese Variante findet man Uiberwiegend
in der CML, aber auch in der ALL. Charakteristisch flir die ALL ist der
minor-Bruchpunkt (m-BCR). Diese Translokation resultiert in der Bildung eines
185 kDa groBen Fusionsproteins. Ein dritter Bruchpunkt, mycro-Bruchpunkt (p-Bcr),
fuhrt zu einem 230 kD Fusionstranskript, welches mit der chronisch neutrophilen
Leukdmie und Thrombozytose assoziiert ist.2?

Durch die Transkription des BCR/ABL Fusionsgens wird eine konstitutiv aktive
Tyrosinkinase exprimiert. Vermittelt durch eine coiled-coil Struktur am Amino-Ende
von BCR wird die Bildung von Tetrameren ermdglicht, wodurch BCR/ABL in der Lage
ist, sich selber zu phosphorylieren und zu aktivieren.3%31 Durch die Fusionierung der
beiden Proteine geht die Aminoterminale Kappe von c-ABL verloren, die durch eine
intramolekulare Bindung an die Kinasedomane eine autoinhibitorische Funktion
hatte. In Summe sorgen diese beiden Merkmale fir eine konstitutive Aktivitat von
BCR/ABL. In der aktiven Form kann BCR/ABL sowohl selbststandig als auch
vermittelt durch Adapterproteine an verschiedene Interaktionspartner binden. Solch
eine Bindung erfolgt meist mittels der SH2 oder SH3 Domdane im ABL-Teil des

Fusionsproteins.
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Cytoplasm
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8 kinase GEF SH3 SH2 SH1 DNA Actin
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GRB2 gt i
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: CBL SHC CRKL

Transformation g; b FAK
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Pl-3-kinase @ﬁ
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Abb. 1.9
BCR/ABL aktiviert diverse Signalwege innerhalb der Zelle

BCR/ABL ist eine konstitutive aktive Kinase. Dadurch ist sie in der Lage direkt oder mittels

Adapterproteine, wie CBL oder CRKL, verschiedene Signalwege, wie den JAk/STAT, RAS oder PI3K

Signalweg zu aktivieren. Somit wird die Proliferation in BCR/ABL positiven Zellen gesteigert und

Apoptose und Differenzierung verhindert. Abbildung aus Faderl et al%’

Die BCR/ABL vermittelte Phosphorylierung und die damit verbundene Aktivierung
des JAK/STAT, RAS und PI3k Signalweges hat eine gesteigerte Proliferation dieser
Zellen zur Folge, wahrend Differenzierung und Apoptose verhindert werden
(Abb. 1.9).° Damit erfillt BCR/ABL die in Abschnitt 1.2 beschriebenen
Mindestvoraussetzungen, die fur die Transformation einer hamatopoetischen in eine
leukéamische Zelle notwendig sind.
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1.2.4 Therapieansatze in der Leukdmie

In den Anfangen der Krebsforschung war es das Ziel ein Mittel zu entwickeln, um
die gesteigerte Proliferation in Neoplasien zu unterbinden.32

Alle aktuellen und vergangenen Strategien, die versuchten dieses Ziel zu erreichen,
haben gemein, dass sie den Krebs als eine veranderte homogene Einheit betrachten,
obwohl bereits 1953 Hewitt das Konzept der Tumorheterogenitat beschrieb. Dabei
betont er, dass nur ein kleiner Teil der Tumorzellen in der Lage ist die Krankheit zu
erhalten und zu verbreiten. Als logische Konsequenz hat sich seit vielen Jahren der
Begriff der Krebsstammzelle bzw. der Krebs initiierenden Zelle etabliert.33
Krebsstammzellen werden definiert als Zellen innerhalb des Tumors, die in der Lage
zur Selbsterneuerung sind und, die fir die Heterogenitdt der Tumorzellen
verantwortlich sind.3* Derzeit werden zwei Modelle diskutiert, die versuchen die
Tumorheterogenitat zu beschreiben. Das stochastische Modell geht von einem
biologisch homogenen Tumor aus, der durch nicht vorhersehbare intrinsische und
extrinsische Einflisse seine Heterogenitat erlangt. Demnach kann jede Tumorzelle
aufgrund der zuvor beschriebenen Einflisse sich in eine leukdmische Stammzelle
verwandeln. Das hierarchische Modell hingegen geht davon aus, dass der Tumor
ein Abbild des gesunden Gewebes darstellt und sich aus einigen wenigen Zellen
entwickelt, die das Potential zu einer leukdamischen Stammzelle haben. Gerade im
Bereich der akuten Leukdmien werden beide Modelle kontrovers diskutiert. Dabei
zeigen die Arbeiten von Cox et al.3>3%, dass lediglich ein kleiner Teil der
leukdmischen Zellen in der Lage ist als Vorlauferzelle zu fungieren und dass die
Transformation in Zellen stattfindet, die einen wesentlich primitiveren Phanotyp
haben, wie das Gros der ALL Zellen.

Die Arbeitsgruppe von J. Vormoor verdffentlichte zahlreiche Arbeiten, in denen das
stochastische Modell vertreten wird und durch entsprechende Ergebnisse belegt
wurde.3337 In einer aktuellen Arbeit von 2013 zeigen Rehe et al.38, dass B-ALL
verbreitende Zellen in hohem MaBe in verschiedenen Populationen von
Lymphoblasten nachzuweisen sind. Des Weiteren belegt diese Arbeit das Fehlen
einer Stammzellhierarchie in der B-ALL. 2009 wurde diese Kontroverse in einer
Arbeit von Heidenreich und Vormoor genauer untersucht. Dabei stellte sich heraus,

dass eine mdgliche Ursache der unterschiedlichen Forschungsergebnisse in der
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Wahl der Mausmodelle liegen kann. Arbeitsgruppen, die eine geringere Anzahl
leukamischer Stammzellen mit einem sehr unreifen Phanotypen nachgewiesen
haben, verwendeten fiir ihre Untersuchungen meist ein konventionelles NOD/SCID
Mausmodell. Die so produzierten Ergebnisse unterstiitzen die Theorie des
hierarchischen Modells. Arbeitsgruppen, die fir ihre Studien NK-cell depleted
NOD/SCID Mause oder NSG Mause verwendet haben, kdnnen mit ihren Ergebnissen
das stochastische Modell belegen.3” Ahnliche Beobachtungen konnten auch fiir
solide Tumore gemacht werden. Die Wahl eines einheitlichen Mausmodells mit
moglichst guten Voraussetzungen flr die Transplantation humaner Zellen ist daher
notwendig, um diese Divergenz aufzuklaren.32
Die derzeitige Behandlung akuter lymphatischer Leukamien erfolgt in Deutschland
innerhalb der GMALL-Studiengruppe und wird entsprechend der jeweiligen
Studienprotokolle durchgefiihrt. Das Therapiemodell kann in drei Phasen bzw. in
drei verschiedene Arten der Therapie unterteilt werden:

1.) Induktionstherapie

2.) Konsolidierungstherapie

3.) Erhaltungstherapie
Zur Vermeidung eines Tumorlyse-Syndroms werden Patienten im Rahmen einer
Vorphasetherapie mit Steroiden und Cyclophosphamiden behandelt. Mit Beginn der
Therapie erhalten Patienten im Rahmen der Induktionstherapie Vincristin (VCR) in
Verbindung mit Steroiden, Anthrazyklin-Derivaten und gegebenenfalls
Asparaginase. In der zweiten Halfte dieser Therapiephase wird die Behandlung
durch die Zugabe weiterer Medikamente (Cyclophosphamid, Cytosin Arabinosid,

6-Mercaptopurin und Methotrexat) erganzt.
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Ziel der Induktionstherapie ist das Erreichen einer kompletten Remission. Diese
definiert sich laut der Kriterien der internationalen Konsensuskonferenz wie folgt:

- Keine Blasten im peripheren Blut

- Regeneration der Hamatopoese

- Blastenanteil im Knochenmark < 5 %

- Keine nachweisbare extramedulare Manifestation

- Keine transfusionsbediirftige Anamie
Mit Erreichen einer kompletten Remission folgt die Konsolidierungstherapie, die
international unterschiedlichen Konzepten folgt. Derzeit scheint eine zyklische
Konsolidierungstherapie mit wechselnden Substanzen, den hochdosierten Einsatz
von Methotraxat und Asparaginase sowie die Wiederholung der Induktionstherapie
am erfolgreichsten zu sein. Ein wesentlicher Bestandteil der Postremissionstherapie
ist die Stammzelltransplantation (SZT). Die Patienten erhalten in erster Linie eine
allogene SZT oder, wenn kein passender allogener Spender gefunden werden kann,
im Anschluss an eine weitere Konsolidierungstherapie eine autologe SZT. Sollte eine
konventionelle SZT kontrainduktiv sein, stellt die nicht myeloablative SZT eine
therapeutische Alternative dar. Im Rahmen der Erhaltungstherapie wird anhand der
MRD (minimale resdiual disease) Verlaufsuntersuchung die Dauer und Intensitat
festgelegt.
Die Leukamie induzierende Rolle von BCR/ABL in der Ph*-Leukdamie und die zentrale
Rolle der konstitutiv aktiven ABL Kinase, flhrte zur Entwicklung zahlreicher
Tyrosinkinase Inhibitoren, von denen Imatinib-Mesylate (Glivec® or Gleevec®) als
erstes eine Marktzulassung erhielt. Imatinib interagiert mit nicht weniger als 21
Aminosauren der Kinasedomane von BCR/ABL. Allerdings kann es nur an die inaktive
Form von BCR/ABL binden, wenn die A-Schleife, eines der wichtigsten
regulatorischen Elemente, sich in einer inaktiven Konformation befindet, in der sie
das katalytische Zentrum des Fusionsproteins verschlieBt. Befindet sich diese
A-Schleife in ihrer aktiven Form, wird die Bindung von Imatinib sterisch verhindert.3°
Durch die Bindung an BCR/ABL blockiert Imatinib die ATP-Bindedomane und
verhindert die erneute Bindung von ATP und damit verbunden die Reaktivierung
von BCR/ABL. In Folge dessen werden die Signalwege, die verantwortlich sind flr

Proliferation, Differenzierungsblock und Verhinderung der Apoptose, nicht weiter
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aktiviert und die Zelle geht in Apoptose. Im Rahmen der Patientenbehandlung
konnten die Prognosen der betroffenen Patienten mit einer Ph* ALL erheblich
verbessert werden und liegen nach funf  Jahren bei einer
Uberlebenswahrscheinlichkeit von (iber 90 %.04! Bei etwa 90 % aller behandelten
Patienten konnte eine vollstéandige Remission und bei 50 % sogar eine molekulare
Remission erzielt werden.?® Im Rahmen der GIMEMA Studie konnte ein Rezidiv
(Ruickfall) bei 50 % aller Patienten bereits nach weniger als 12 Monaten festgestellt
werden. Nach 24 Monaten sind 68,8 % der Patienten erneut an ALL erkrankt
(Abb 1.10).

Bei 80 bis 90 % aller Patienten mit einem Rezidiv ist dieses mit Mutationen des

BCR/ABL Proteins oder anderen genetischen Veranderungen verbunden.

099

Abb. 1.10
Riickfallhdufigkeit bei
Patienten mit Ph* ALL

Im Rahmen der ,,GIMEMA Study
0201B"-Studie wurde eine
Riickfallwahrscheinlichkeit ~ von
50 % nach weniger als 12
Monaten bei Patienten mit einer
Ph* ALL beobachtet. Innerhalb
von knapp vier Jahren
rezidivierten 84 % aller Patienten.
Freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von M. Vignetti (2009)
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Aufgrund der Mutationen stellen sich bei diesen Patienten hdufig Resistenzen
gegeniber den zur Verfligung stehenden Therapeutika ein und erschweren eine

notwendige Postremissionstherapie.
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1.2.5 Klinische Resistenzmechanismen

Patienten mit Ph* Leukdmien kdnnen im Laufe ihrer Erkrankung Resistenzen
gegenliber Imatinib entwickeln (sekundare Resistenz) oder bereits zu Beginn der
Therapie eine Resistenz aufweisen (primdre Resistenz). Diese entstehen unter
anderem durch die Amplifizierung von BCR/ABL, aber auch durch das Auftreten von
Punktmutationen in der Kinasedomane von BCR/ABL. Zusatzlich zu den BCR/ABL
abhangigen Resistenzen gibt es jedoch Patienten, die BCR/ABL unabhdngige
Resistenzmechanismen entwickeln. Zu diesen zahlt unter anderem die ibermaBige

Expression von Efflux Pumpen in Ph* Zellen.

1.2.5.1 Resistenzen durch BCR/ABL Uberexpression

Etwa 10 % aller Resistenzfille lassen sich auf eine Uberexpression des BCR/ABL
Fusionsproteins zuriickflihren, die entweder auf genomischer oder auf mRNS Ebene
basiert.#24* Aufgrund dieser Uberexpression wird vermutet, dass die intrazellulére
Konzentration an Imatinib nicht in der Lage ist, die Kinaseaktivitat zu unterbinden,
wodurch die Zelle eventuell in ihrer Proliferation gehemmt wird, aber nicht in

Apoptose geht.

1.2.5.2 BCR/ABL Punktmutation als Resistenzmechanismus

Mutationen der Kinasedomane konnen aufgrund ihrer Lokalisation in vier
verschiedene Cluster eingeteilt werden:

ATP-Bindedomane (P-Loop = P-Schleife), T315, M351 und A-Loop (A-Schleife). Die
haufigsten Mutationen kdnne in der P-Schleife nachgewiesen werden, sowie in den
Positionen T315 und M351 (Abb. 1.11).%
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B P-loop mutations (amino acids 248-255)
O T315 mutations
B M351 mutations
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201
=
= 154
]
=
@
3
S 10+
&=
5 ] [
7
%
- o T P-jlml T -'Z]-
AP AIPAPAR AT AT AR o5 0 PSP A0l o580 0 S
Abb. 1.11
Prozentuale Verteilung moglicher Punktmutation der TKD von
BCR/ABL

Mutationen kénnen beziglich ihrer Lokalisierung innerhalb der TKD in klinisch relevante Cluster
eingeteilt werden. Dabei werden Mutationen der P-Schleife (248-255), T3151 Mutation und
Mutationen innerhalb der A-Schleife (379-398) unterschieden. Abbildung aus Deininger et al.>

P-Schleife:

In der P-Schleife befinden sich im Normalfall die Phosphatgruppen des ATPs. Da es
sich bei der P-Schleife um eine sehr flexible glycinreiche Struktur handelt, kann sie
sich sehr gut der Form von Imatinib anpassen, wenn es an diese Struktur bindet.
Stabilisiert  wird diese Bindung durch  die  Ausbildung  einer
Wasserstoffbriickenbindung zwischen Y253 und N322 und der Bildung eines
hydrophoben Kifigs, der Teile von Imatinib umgibt.*¢ Kommt es zu Mutationen in
diesem Bereich kann dies auf zwei Weisen die Interaktion mit Imatinib unterbinden.
Zum einen wird die anpassungsfahige Struktur in diesem Bereich gestort und das
Gleichgewicht zwischen aktivem und inaktivem BCR/ABL zur aktiven Konformation
verschoben, wodurch die Bindung von Imatinib verhindert wird. Zum anderen kann
die Bindung zwischen BCR/ABL und Imatinib nicht mehr stabilisiert werden, wenn

es zu einer Mutation von Y253 kommt.
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T315:

Eine weitere wichtige Mutation befindet sich an der Position T315. Das Threonin an
dieser Position stabilisiert das an BCR/ABL gebundene Imatinib durch die Ausbildung
einer Wasserstoffbriickenbindung. Der Austausch des Threonins durch ein Isoleucin
verhindert nicht nur die Ausbildung der Wasserstoffbriickenbindung, sondern
Isoleucin behindert zusatzlich sterisch die Bindung von Imatinib an BCR/ABL. Die

T3151 Mutation wird auch als ,,Gatekeeper"-Mutation bezeichnet.

M351:

Methionin an der Position 351 bindet an die ABL SH2 Doméne und stabilisiert
dadurch die autoinhibierte Konformation von BCR/ABL. Wird Methionin durch ein
Threonin ausgetauscht, kann BCR/ABL nicht mehr in der autoinhibierten
Konformation stabilisiert werden. Dadurch wird das Gleichgewicht zum aktiven
BCR/ABL hin verschoben und Imatinib kann BCR/ABL nicht mehr inhibieren.

A-Schleife:

Das vierte Cluster an Mutationen befindet sich in der A-Schleife und erstreckt sich
uber 21 Aminosauren von Position 381 bis 402 im ABL-Anteil. Die Position der
A-Schleife reguliert die Kinaseaktivitat von BCR/ABL. Mutationen in diesem Bereich
verhindern, dass die Kinase eine inaktive Konfirmation einnehmen kann, was fir
eine Bindung von Imatinib notwendig ist. Mutationen in der A-Schleife Region
kommen im Vergleich zu Mutationen in den anderen Bereichen vergleichsweise
selten vor.

Mutationen in anderen Bereichen der Kinasedomane kénnen zwar vorkommen, sind
aber selten und fuhren nicht zwangslaufig zu einer Resistenz gegenliber Imatinib.
Generell treten die hier beschriebenen Mutationen nicht nur einzeln auf, sondern
kénnen auch in Kombinationen auftreten, wodurch die daraus resultierende

Resistenz wesentlich ausgepragter sein kann als einzelne Mutationen.
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Als Folge der mutationsvermittelten Resistenzen kamen BCR/ABL Inhibitoren der
zweiten Generation auf den Markt (Nilotinib und Dasatinib). Diese Tyrosinkinase
Inhibitoren zeichnen sich durch ein breiteres Wirkungsspektrum aus, da sie eine
Vielzahl an mutierten BCR/ABL Varianten inhibieren konnen. Lediglich die
~,Gatekeeper"-Mutation T315I kann von keinem der hier beschriebenen Inhibitoren
Uberwunden werden (Abb. 1.12).%

Imatinib {nM) Nilotinib {nM) Dasatinib {nM)
BCR/IABLWT 260 13 0,8
Y253F 125 1.4
Y253H 450 1,3
s T [ mw ]
M351T 15 1,1
H396R 1750 | M1 1.3
. mittlere i
Sensitiv Sensitivitit . Insensitiv
Abb. 1.12

TKI-Sensitivitat vom BCR/ABL mit Mutationen in der Kinasedomane

Die angezeigten Werte entsprechen dem jeweiligen ICso Wert der angezeigten Inhibitoren der
ersten Generation (Imatinib) im Vergleich zu Inhibitoren der zweiten Generation (Nilotinib,
Dasatinib) in BaF3 Zellen. Abbildung aus O 'Hare et al.”

Imatinib: Nilotinib: Dasatinib:

Sensitiv: Sensitiv: Sensitiv:

< 1000 nM <50 nM <3nM

mittlere Sensitivitat: mittlere Sensitivitat: mittlere Sensitivitat:
< 3000 nM < 500 nM < 60 nM

Insensitiv: Insensitiv: Insensitiv:

> 3000 nM > 500 nM > 60 nM
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1.2.5.3 BCR/ABL unabhangige Resistenzen

Bei der Untersuchung von Resistenzen und deren zugrunde liegenden Mechanismen
in der Ph* Leukamie, mlssen auch BCR/ABL unabhangige Resistenzmechanismen
in Betracht gezogen werden. Ein bereits beschriebener Mechanismus erfolgt iber
die Aktivierung alternativer, SRC-Kinase gesteuerter, anti-apoptotischer Signalwege.
Eine Deregulierung von SRC-Kinasen versetzt die maligne Zelle in die Position, eine
Apoptose induzierende Behandlung mit Imatinib zu Gberleben.*® Alternativ kann
Imatinib-Resistenz durch die Uberexpression von MDR2 erzielt werden. MDR2 ist
eine Efflux Pumpe, die das intrazellulare Level von Imatinib in den Zellen reduziert
und somit deren Uberleben gewéhrleistet.*° Dariiber hinaus gibt es Daten, die eine
Beteiligung von NF-kB bei der Vermittlung BCR/ABL unabhangiger Resistenz in
Betracht ziehen.>0>1

Koyama et al. konnten zeigen, dass nicht nur die Mutation von alternativen Kinasen
zu einer Imatinib-Resistenz flihren kann, sondern auch die Deregulation ihrer
antagonisierenden Phosphatasen.! Es ist fiir eine Vielzahl an Phosphatasen
erwiesen, dass ihnen eine entscheidende Rolle beim Erhalt der verschiedenen

Krebsarten zuteilwird.
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1.3 Phosphatasen

Die intrazellulare Signalweiterleitung ist ein hoch spezifischer Prozess, der schnell
und exakt erfolgt. Dieser Mechanismus unterliegt strikten Kontroll- und
Regulationsmechanismen. Proteinphosphorylierung ist eine der wichtigsten
posttranskriptionellen Modifikationen, die Protein-Protein-Interaktionen vermittelt,
Proteinstabilitat kontrolliert, Enzymaktivitdt reguliert und durch Kinasen
weitergegeben wird. Etwa 30 % aller zelluldren Proteine sind Phosphoproteine, die
Uberwiegend an einem Serin- und/oder Threoninrest phosphoryliert werden.>?
Lediglich 0,01 % bis 0,05 % der gesamten Phosphorylierungen erfolgen an einem
Tyrosinrest.>3>* Nach Stimulierung durch Wachstumsfaktoren oder nach einer
onkogenen Transformation erhéht  sich der  Gesamtanteil der
Tyrosinphosphorylierungen um das 20-200-fache auf 1-2 %. Obwohl der Anteil der
Tyrosinphosphorylierungen nur einen geringen Anteil der
Gesamtphosphorylierungen ausmacht, hat man herausgefunden, dass gerade diese
Phosphorylierungen Zellwachstum, Differenzierung, Metabolismus, Zellzyklus, Zell-
Zell-Kkommunikation sowie Migration, Transkription, Ionenkanale, Immunantwort
und das Uberleben kontrollieren.>>” Eine nicht der Norm entsprechende
Tyrosinphosphorylierung wird haufig im Zusammenhang mit verschiedenen
Erkrankungen, wie zum Beispiel Diabetes oder Krebs, beschrieben.>3

Die Kinase vermittelten Phosphorylierungen missen dynamisch und reversibel sein.
Daher benétigt die Zelle Phosphatasen als Gegenspieler zu den Kinasen, um
Enzymaktivitdten, die Transkription von Genen, Immunantworten und andere
Prozesse aktiv regulieren zu kénnen. Im humanen Genom werden etwa 500
Phosphatasen codiert, die ahnlich wie Kinasen bezliglich ihrer Substratspezifitat in
zwei groBe Klassen eingeteilt werden:

Zum einen die Serin- / Threoninphosphatasen und zum anderen die Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (PTPs).>?2 107 Tyrosinphosphatasen sind im menschlichen Genom
codiert®8, die ihrerseits wiederum in drei Unterklassen eingeteilt werden:

- ,Dual-spezifische Phosphatasen®

- ,Nieder-Molekulare Phosphatasen®

- ,klassische, phosphotyrosin spezifische Phosphatasen™>%-1
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Die Unterklasse der ,klassischen-PTPs" wird nochmals unterteilt in intrazellulare
PTPs und Rezeptor-dhnliche PTPs.%2 Die meisten Phosphatasen besitzen ein Cystein
im aktiven Zentrum, welches die Dephosphorylierungsreaktion katalysiert. Bei dieser
Reaktion bindet der deprotonierte Schwefel des Cysteins Uber einen nukleophilen
Angriff das eher positiv geladene Phosphat. AnschlieBend wird die Bindung zwischen
der Phosphatgruppe und der beteiligten Aminosaure (Serin, Threonin oder Tyrosin)
protoniert und somit aufgehoben. Die nun am Cystein gebundene Phosphogruppe
wird in einem nachsten Schritt hydrolysiert und I6st sich vom Cystein. Gleichzeitig
wird das Cystein im aktiven Zentrum der Phosphatase wieder frei fir die nachste
Reaktion. Fir diese Reaktion ist es wichtig, dass der Schwefel der Phosphatase
deprotoniert ist.53

Einige Tyrosinphosphatasen verfiigen Uber kein Cystein, sondern besitzen ein
konserviertes Histidin im aktiven Zentrum. In diesem Fall erfolgt der nukleophile
Angriff Gber einen freien Stickstoff. Dieser kann im Vergleich zum Schwefel leichter
deprotoniert werden, da es Uber Elektronenumlagerung und die Bildung von
mesomeren Grenzstrukturen zu einer spontanen Abspaltung eines Protons kommen

kann.%4

Die Phosphatase STS-1 (Supressor of T-Cell Receptor Signaling-1) ist ein Mitglied
einer Proteinfamilie, zu der bisher nur zwei Proteine gehdren, STS-1 und STS-2. Die
Bezeichnung STS basiert auf der Erkenntnis, dass ein Knockout beider Proteine in
Mdusen zu einer Hyperreaktivierung von T-Zellen fiihrt.5> Da verschiedene Gruppen
zeitgleich dieses Protein entdeckt und beschrieben haben, sind die beiden Proteine
auch als TULA 1 (T-Cell Ubiquitin LigAnd) und TULA 2 bekannt.%® Beide Proteine
werden von einem Gen codiert, das die Bezeichnung UBASH3 tragt. Dieser Name
setzt sich zusammen aus zwei Domanen, die zum Zeitpunkt der Erstellung dieser
Dissertation bereits bekannt waren. Dabei handelte es sich um eine Ubiquitin
assoziierte (UBA) Domane und eine SRC-Homology3 (SH3) Doméne.®” Sowohl
STS-1 (TULA2, UBASH3b) als auch STS-2 (TULA1, UBASH3a) sind zu 45 % identisch
und dhneln sich zu 60 %.% Wahrend STS-1 jedoch ein ubiquitér exprimiertes Protein

ist, wird STS-2 lediglich in lymphoiden Zellen exprimiert.6>6°
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Beide Proteine setzen sich aus folgenden drei Domanen zusammen:

N-Terminal befindet sich die bereits erwahnte UBA Domane, mit der STS-1 und
STS-2 Proteine an den konservierten hydrophoben Teil des Ubiquitins und somit
auch an ubiquitinierte Proteine binden kénnen.%:7% In der Mitte des Proteins liegt
die 60 Aminosadure-lange SH3 Domane, die das Protein in die Lage versetzt, an
prolinreiche Sequenzen anderer Proteine zu binden. C-Terminal befindet sich die
Phosphoglycerat Mutase (PGM) Domane, die sowohl eine Dimerisierung der STS
Proteine ermdglicht als auch eine Phosphataseaktivitat vermittelt (Abb. 1.13).36°
Die Untersuchung der Phosphataseaktivitat von STS-1 und STS-2 zeigte, dass STS-1
eine Aktivitat vergleichbar zu bekannten Tyrosinphosphatasen aufweist,
wohingegen eine Phosphataseaktivitat von STS-2 unter gleichen Bedingungen nicht
nachgewiesen werden konnte.*’! Eine Analyse der Enzymkinetik beider Proteine
zeigt einen ca. 2000 — 9000-fach héheren Wert flir Keat und Keat/Km bei STS-1 im
Vergleich zu STS-2.368 Da einige Histidinphosphatasen nur in einem sauren Milieu
arbeiten, wurde die Kinaseaktivitat von STS-2 bei einem pH-Wert von 5 untersucht.
Wahrend die Kinaseaktivitdt von STS-1 bei pH 5 leicht zurlickgeht, steigt sie bei
STS-2 um das 10-fache.®® Trotz dieser sehr geringen Phosphataseaktivitdt von
STS-2 konnte ZAP-70 als ein Protein identifiziert werden, das von STS-2 in T-Zellen
dephosphoryliert wird.”? Aufgrund der Struktur der PGM-Domane, die sowohl bei
STS-1 als auch bei STS-2 im aktiven Zentrum der Phosphatase zwei konservierte
Histidine aufweist, welche die Phosphataseaktivitat vermitteln, zahlen beide

Proteine zur Klasse der zuvor beschriebenen Histidin-Phosphatasen.®*73

HUBA SH3 PGM ]

Abb. 1.13
Die Domanenstruktur von STS-1

Die Phosphatase STS-1 besteht aus 649 Aminosduren und besitzt drei verschiedene Domanen.
N-Terminal befindet sich eine Ubiquitin assoziierte Domane (UBA-Domane) mit dem das Protein
ubiquitinierte Proteine binden kann. Im mittleren Bereich von STS-1 ist eine SH3- (SRC-Homology 3)
Domane lokalisiert. Mittels dieser 60 Aminosaure-langen Doméne kann das Protein an prolinreiche
Sequenzen anderer Proteine wie z. B. c-CBL binden. N-Terminal befindet sich die die PGM-
(Phosphoglyceratmutase) Domane, die sowohl eine Dimerisierung des Proteins ermdglicht, als auch
die Phosphataseaktivitat vermittelt. Abbildung verdndert nach Raguz et al.”
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Im Rahmen der Charakterisierung dieser neuen Proteinfamilie konnte flir STS-2 eine
SH3-Domane vermittelte Interaktion mit der E3-Ligase c-Cbl gezeigt werden.66:74-76
Parallel fanden Carpino et al. heraus, dass STS-1 an eine der wichtigsten
Autophosphorylierungsstellen der JAK2 Kinase bindet.®® Eine Vielzahl der bisherigen
Publikationen beschreiben die Interaktionen mit membranstandigen Rezeptoren,
wie dem T-Zell-Rezeptor oder auch dem EGF- (Epidermal growth factor) Rezeptor.
Es konnte gezeigt werden, dass STS-1 und STS-2 mittels c-Cbl an die aktiven
Rezeptoren transportiert werden. Beide Proteine unterbinden die Internalisierung
der aktivierten und phosphorylierten Rezeptoren. STS-1 verhindert die
Internalisierung, indem es die aktive Kinase mittels der PGM-Domane vermittelten
Phosphataseaktivitdt dephosphoryliert. Im Gegensatz dazu verhindert STS-2
aufgrund seiner hohen Bindungsaffinitdt an die jeweiligen aktivierten
Mebranrezeptoren die Bindung von Proteinen (Epsl15, epsin, Hrs), die bei der
Endozytose aktivierter und daher ubiquitinierter Rezeptoren beteiligt sind. Als Folge
davon sind membranstandige Kinasen weiterhin aktiv, wenn STS-2 ihre
Internalisierung verhindert.”! Ein weiterer viel beschriebener Interaktionspartner
von STS-1 ist die Tyrosinkinase Syk.*77.78 Diese zdhlt zur Familie der SRC-Kinasen
und hatte eine Verbindung zum PI3K-Signalweg. Syk ist keine membranstdndige

Kinase, wird aber dennoch von STS-1 dephosphoryliert.
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2 Material &
Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien und Reagenzien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den
Firmen Biozym Scientific GmbH (Hess. Oldendorf), Bio-Rad Laboratories GmbH
(Minchen), Lonza Ltd. (Basel, Schweiz), AppliChem GmbH (Darmstadt), Becton
Dickinson GmbH (Heidelberg), Invitrogen Ltd. (Gibco®) (Paisley, GroBbritannien),
Mallinckrodt Baker, Inc. (J.T. Baker®) (Phillipsburg, NJ, USA), Merck (Darmstadt),
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg)
und Sigma-Aldrich Co. (Fluka, Riedel-de Haén®) (St. Louis, MO, USA) in
p.A.-Qualitdt bezogen und eingesetzt.
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2.1.2 Losungen und Puffer

Tab. 2.1

Ubersicht der verwendeten Puffer/Lésungen

Puffer/Lésungen

Zusammensetzungen/Herstellung

6 x DNS-Ladepuffer

10 x Ponceau S

50 x TAE-Puffer, 1 L

Blocking Lésung

Aktiviertes

Natriumorthovanadat

ECL L6sung 1

ECL Lésung 2

IF-AK Puffer

IF-Blocking Puffer

0,25 %(w/v) Bromphenolblau, 0,25 %(w/v) Xylen
Cyanol FF, 30 %(v/v) Glycerol

2 g Ponceau S, 30 g Trichloressigsaure,
30 g Schwefelsalicylsaure, auf 100 ml mit Wasser

auffillen

242 g Tris-Base, 51 ml Eisessig, 50 uM EDTA

5 %(w/v) Magermilchpulver in TBST

220 mM NasVOs in Wasser herstellen, pH 9,0;
aufkochen bis die Loésung farblos wird, abkiihlen
auf RT, wieder pH 9,0 einstellen, wiederholen bis
der pH-Wert sich nach dem Abkihlen nicht mehr

andert

2,5 mM Luminol, 0,44 ml p-Kumarinsaure (90 mM
in DMSQO), 10 ml 1 M Tris-HCl, pH 8,5;

auf 100 ml mit Wasser auffiillen

64 pl 30 % H202, 10 ml 1 M Tris-HCI, pH 8,5;

auf 100 ml mit Wasser auffillen

1 %(w/v) Magermilchpulver in TBS mit 0,2 %(v/v)
Triton X-100

5 %(w/v) Magermilchpulver in TBS mit 0,2 %(v/v)
Triton X-100
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Puffer/Losungen Zusammensetzungen/Herstellung

Mowiol 4-88 20 g Mowiol 4-88 in 80 ml PBS (iber Nacht bei RT
rihren, 40 ml Glycerin zugeben, wieder tber Nacht
bei RT riihren; Zentrifugation fiir 1 h bei 10000
rpm; Uberstand abnehmen und nach Zugabe von 2
nM NaNs im Dunkeln bei 4 °C lagern.

PBST 0,1 % Tween in PBS

TBS 25 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM KCl, pH 7,4

TBST 0,1 % Tween in TBS

Lysis Puffer

50 ml 1 M Hepes, 30 ml 5 M NaCl, 2 ml 0,5M
EDTA, 2 ml 0,5 M EGTA, 50 ml 20 % Triton X100,
100 ml Glycerol, 25 ml 1 M NaF, 1 ml 10 mM ZnCly;
pH-Wert einstellen: 7,5; add to 1 Liter; Protease
und Phosphatase-Inhibitoren werden frisch

hinzugegeben
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Tab. 2.2

Liste der verwendeten Kits, gebrauchsfertigen Materialien und Losungen

Kits und Materialien

Anbieter

0,2 pm Nitrocellulose Membranen

0,2 um PVDF Membranen, Invitrolon™
Ampecyilin

Cell Proliferation Kit II (XTT)
Chloramphenicol

Gene Ruler DNS Ladder Mix

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (10.000 x)
Gateway® LR Clonase® Enzym Mix
Gateway® BP Clonase® Enzym Mix
Gentamycin

Immunosorb A

Kanamycin

NucleoBond® PC 500 MAXIprep Kit
NuPAGE® Antioxidant

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4 x)
NuPAGE® Sample Reducing Agent (10 x)
NuPAGE® Transfer Buffer (20 x)

NuPAGE® Tris-Acetat Running Buffer (20 x)
NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20 x)
NuPAGE® Novex Bis-Tris Pre-Cast Gels
NuPAGE® Novex Tris-Acetate Pre-Cast Gels
PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I
Protease Inhibitor Cocktail

Precision Plus Protein Std, dual color
Protein A/G PLUS-Agarose

Puromycin

QIAquiqg PCR Purification Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit

RC DC Protein Assay

SimpleyBlue SafeStain

SuperSignal West Femto  Chemiluminescent
Substrate

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
TagMan® Gene Expression Assay Hs00153418_m1

TagMan® Gene Expression Assay Hs00262721_m1

Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Fermentas GmbH (St.Leon-Rot)
Biotium, Inc. (Hayward, CA, USA)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Medicago (Schweden)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
MACHEREY-NAGEL GmbH&Co. KG (Diren)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Invitrogen GmbH, (Darmstadt)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Rockford, IL)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Rockford, IL)
Applied Biosystems GmbH (Darmstadt)
Applied Biosystems GmbH (Darmstadt)
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2.1.3 Bakterienstamme

Tab. 2.3

Verwendete Escherichia coli (E. Coli) Stamme

Stamm Genotyp Verwendung
DH5a F- endAl ginv44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG | Plasmidamplifikation

®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), A

HB101 F- mcrB mrr hsdS20(rB- mB-) recAl3 leuB6 ara-14 proA2 | Plasmidamplifikation
lacY1 galk2 xyl-5 mtl-1 rpsL20(SmR) gIinv44 A-

2.1.4 Maedien

Tab. 2.4

Verwendete Zellkulturmedien und Zusidtze
Medium/Zusatze Anbieter
DMEM Medium GIBCO®, Invitrogen GmbH (Darmstadt)
RPMI 1640 Medium Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Opti-MEM® I Reduced Serum Media GIBCO®, Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Trypsin EDTA (10 x) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
murines IL-3 Pepro Tech (Rocky Hill, NJ, USA)
Imatinib Novartis (Basel, Schweiz)
L-Glutamin (200 nM) GIBCO®, Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Penicillin/Streptamycin (10 mg/ml) GIBCO®, Invitrogen GmbH (Darmstadt)
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2.1.5 Zelllinien

Tab. 2.5

Verwendete murine und humane Zellmodelle

Zelllinie

Beschreibung, Referenz

Sup B15 (ACC 389)

Sup B15 RT

K562 (ACC 10)

Nalmé (ACC 128)

HEK 293 T (ACC 305)

293 T Phoenix

Humane pro B-Zell Leukdmie; hergestellt aus dem
Knochenmark eines 9-Jahre alten Jungen mit einer akuten
lymphatischen Leukamie (pro B-ALL) im zweiten Relaps 1984,
diese ALL tragt die m-BCR Variante des BCR/ABL Fusionsgens

(e1-a2).7980

Tyrosin Kinase Inhibitor resistente Variante der Sup B15

Zelllinie; Resistenz gegeniiber Imatinib bis zu 5 pM.

Humane CML in der Blastenkrise, 1970 etabliert aus dem
Pleuraerguss einer 53-jahrigen Frau mit einer CML in der
Blastenkrise, Zellen produzieren Hamoglobin, die Zellen tragen
das BCR/ABL Fusionsgen (b3-a2).81-83

Humane pro B-Zelle; 1976 etabliert aus dem peripheren Blut

eines 19 jahrigen Mannes mit ALL im Relaps.8*

Humane embryonale Nierenzellen, hoch transfezierbare
Zelllinie der humanen primaren embryonalen Nierenzelllinie
293, die eine temperatursensitive Mutante des SV40 groBen T-
Antigens enthalt; die Expression dieses Antigens erfolgt nur
bei 33 und nicht bei 40 °C.8>%”

Modifizierte 293T Zelllinie, die in der Lage ist ecotrophe oder
amphotrophe Verpackungsproteine zu exprimieren; dienen
der Herstellung von ecotrophen oder amphotrophen Viren
Ref.: Nolan Lab, Stanford,

www.stanford.edu/group/nolan/index.html
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Zelllinie Beschreibung, Referenz

HelLa (ACC 57) Humaner Gebarmutterhalskrebs, 1951 etabliert aus dem
epitheloiden Gebarmutterhalskrebs einer 31 Jahre alten
Frau.®

BaF3 (ACC 300) Maus pro B-Zelle; IL-3 abhdngige murine pro B-Zelle etabliert

aus peripherem Blut von BALB/c Mdusen. 80

HEK-293 (ACC 305) Humane embryonale Nierenzellen, die mittels Adenovirus Typ

5 transformeirt wurden.?
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2.1.6 Transfektions- und Infektionsreagenzien

;rI:I:\.Ni-:dete Reagenzien zur Transfektion und Infektion von Zellen
Reagenzien Anbieter/Zusammensetzung
2 x HBS 1,5 mM Na2HPO4, 280 mM NaCl, 50 mM HEPES,
pH 6,95, steril
CaClx-Puffer 50 mM CaCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 7,4, steril
Chloroquin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Lipofectamin 2000 Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Polybrene Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Polyfect Qiagen (Hilden)
RetroNectin® Takara Bio Inc. (Japan)
Zell-Einfriermedium I RPMI 1640 Medium, 20 % DMSO
Zell-Einfriermedium II RPMI 1640 Medium, 20 % FCS
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2.1.7 Antikorper

Tab. 2.7

Ubersicht der verwendeten Primir- und Sekundirantikérper

(WB: Western-Blot; IF: Immunfluoreszenz; IP: Immunoprazipitation; FACS: Durchflusszytometrie)

Antikorper Spezies Konjugat Applikation Anbieter

c-Abl (Ab-3) Maus - WB, IP, IF EMD Millipore
(Billerica,
Massachusetts, USA)

a-Tubulin (Ab-4) Maus - wB Lab Vision/NeoMarkers
Fremont, CA, USA

B-Aktin (AC-40) Maus - WB Sigma-Aldrich
(Taufkirchen)

y-Tubulin (GTU-88) Maus - IF Sigma-Aldrich
(Taufkirchen)

Ch4 Maus FITC FACS BD Bioscience,

CD 8 Maus PE FACS Heidelberg

CD 10 Maus FITC FACS

CD 13 Maus PE FACS

CD 19 Maus PE FACS

CD 22 Maus PE FACS

CD 33 Maus PE FACS

CD 34 Maus FITC FACS

CD 38 Maus FITC FACS

CD 79 Maus PE FACS

CD 90 Maus FITC FACS

CD 117 Maus PE FACS

CD 133 Maus FITC FACS

CDK4 (DCS156) Maus - wB Cell Signaling

CDK6 (DCS83) Maus - wB Technology Inc.

Cyclin D3 (DCS22) Maus - WB, IHC-P (Beverly, MA, USA)

Cyclin E2 Maus - WB

FLAG M2 Maus - WB, IP Sigma-Aldrich
(Taufkirchen)

JAK2 (D2E12) Kaninchen - WB, IP, IF, FACS | Cell Signaling

Technology Inc.
(Beverly, MA, USA)
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Antikorper Spezies Konjugat Applikation Anbieter
MPO Maus FITC FACS BD Bioscience,
Heidelberg
p15 Kaninchen - WB, FACS Cell Signaling
p21 (DCS60) Maus - WB, IP Technology Inc.
p27 Kaninchen - WB, IP (Beverly, MA, USA)
Phospho-c-ABL Kaninchen - WB Cell Signaling
(Tyr 245) (73E5) Technology Inc.
Phospho-c-ABL Kaninchen - WB (Beverly, MA, USA)
(Tyr 412) (247C7)
Phospho-BCR Kaninchen - FACS, WB
(Tyr 177)
p-JAK2 Kaninchen - wB
(Tyr1007/1008)
(csocC3)
p-STAT5 (Tyr 694) Maus - WB, 1P
(14H2)
p-Syk (Tyr525/526) | Kaninchen - WB, 1P
(C87C1)
PARP Kaninchen - WB
p-Tyr (pY99) Maus - WB, IF, IP Santa Cruz
RAD 51 (3C10) Maus - WB, IP Biotechnology, Inc
STAT5 (C-17) Kaninchen - WB, IF, IP (Santa Cruz, CA, USA)
STS-1 Kaninchen - WB, IP, IF Rockland (Gilbertsville,
PA, USA)
Anti-Goat Kaninchen HRP 2nd WB Jackson
Anti-Rabbit Ziege HRP 2nd WB ImmunoResearch
Anti- Mouse Ziege HRP 2nd WB (West Grove, PA, USA)
Anti-Rabbit Ziege Alexa Fluor® 2nd IF Invitrogen GmbH,
488 (Darmstadt)
Anti- Mouse Ziege Alexa Fluor® 2nd IF
488
Anti-Rabbit Ziege Alexa Fluor® 2nd IF
594
Anti- Mouse Ziege Alexa Fluor® 2nd IF
594
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2.1.8 Vektoren und cDNS

Tab. 2.8
Verwendete Vektoren

Plasmid

Quelle/Referenz

paulo Gateway

paulo BCR/ABI p185

paulo BCR/ABI p185 T315I
paulo BCR/ABL p210
paulo BCR

paulo BCC/ABL

paulo #ABL

pinco Gateway

pinco FLAG-STS-1

92
92,93
92,93
92,93
92,93
92,93
92,93

94

Im Labor hergestellt

pcDNA3 Invitrogen GmbH (Darmstadt)

pcDNA3 FLAG-STS-1 n

pENTR1A Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Tab. 2.9

Verwendete cDNS

cDNS Offizielles Gensymbol GenBank Eintrag

BCR/ABL p185 homo sapiens

Supressor of T-Cell Receptor | UBASH3B

Signaling (STS-1) homo sapiens

Janus kinase 2 homo sapiens JAK2

NM_032873

NM_004972
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2.1.9 Oligonukleotide

Tab. 2.10

Oligonukleotide und Sonden fiir Real-Time PCRs

Oligonukleotide/Sonde mit Farbstoff

Quelle

fw-S18
rev-S18
Probe-18S (FAM-TAMRA)

war im Labor vorhanden; Eurogentec;
18S rRNS Control kit (FAM-TAMRA);
Ref.: RT-CKFT-18S

Tab. 2.11

Sequenzierungsprimer
Sequenzierungsprimer Sequenz
T7 Promotor (FwP) TATACGACTCACTATAGG
SP6 Promotor (RevP) GATATCACAGTGGATTTAC
STS-1 (AA1871 FwP) TTACCAAGGCTGATGAAT
STS-1 (AA2011 RevP) TGAGGAGAATGATAGTAGA

JAK2 fw
JAK2 rev
BCR/ABL fw
BCR/ABL rev

war im Labor vorhanden
war im Labor vorhanden
war im Labor vorhanden

war im Labor vorhanden

Tab. 2.12
Verwendete Geratschaften
Gerate Hersteller
FACS SCAN BD Bioscience (Heidelberg)
FACS CANTO
FluorChem®FC2 Cell Biosciences, Inc. (Santa Clara, Ca, USA)

DNA Engine OPTICON2
MyCycler thermal cycler
Tecan Spectrafluor Plus
LSM 510

Axioplan2 Imaging

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)

Tecan Deutschland (Crailsheim)

Carl Zeiss MicroIlmaging GmbH (Go6ttingen)
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2.1.10 Software

Tab. 2.13
Verwendete Software

Programme

Firma/Hersteller

Office 2003/2007

AlphaEase® FC Software Version 6.0.2
FCS Express Version 3

Clone Manager Professional Suite
GIMP 2.6.11

Axio Vision 4.8

WinMDI Version 2.8

End Note® Windows Version 9
iHOP

PubMed

STRING 9.0

PhosphoSitePlus®

Bioinformatic Harvester IV

Primer3

UbPred: predictor of protein ubiquitination sites

KEGG PATHWAY Database

Microsoft Cooperation

Alpha Innotech Corporation

De Novo Software

Scientific & Educational Software

GNU Image Manipulation Program

Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH
Windows Multiple Document Interface Flow
Cytometry Application

Thomson ResearchSoft
http://www.ihop-net.org/UniPub/iHOP/ 2%
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://string.embl.de/%"%8
http://www.phosphosite.org/homeAction.do
Cell Signaling Technology, Inc.%%:10°
http://harvester.fzk.de/harvester/
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/10t
http://www.ubpred.org/index.htm|1%?
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html
Kanehisa Laboratories
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Herstellung chemokompetenter Bakterienzellen

Die Herstellung transformationskompetenter Escherichia coli erfolgte fir die
Stamme DH5aq, BL21 und DB3.1 nach der Calciumchlorid Methode. Hierzu wurde
eine 400 mL LB-Kultur angeimpft und bei 37 °C und 225 rpm geschiittelt. Bei
Erreichen einer ODeggo von 0,5 wurde die Kultur flir 10 min auf Eis gestellt, um das
Bakterienwachstum zu stoppen. Die Suspension wurde zentrifugiert (4 °C, 15 min,
3500 rpm), das Zellpellet vorsichtig in 160 mL CaCl>-Puffer aufgenommen und
25 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die
chemokompetenten Bakterien in 11 mL CaCl2-Puffer resuspendiert und mit 2 mL
Glycerol versetzt. Aliquots wurden in fllissigem Stickstoff eingefroren und bei -8 °C

bis zur Verwendung gelagert.

2.2.1.2 Transformation von kompetenten Bakterienzellen

50 pL chemokompetente E. Colis wurden mit der Plasmid-DNS 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock (1 min, 42 °C) erfolgte die Zugabe von 500 pL
LB-Medium. Die Bakteriensuspension wurde fir 60 min bei 37 °C und 225 rpm
geschittelt, anschlieBend auf einer LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum
ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.2.1.3 Plasmidpraparation aus Bakterienzellen

Die Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakterien erfolgte mit Hilfe des NucleoBond®
PC 500 MAXIprep Kit (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG; Diren) oder des
QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen; Hilden) gemaB Herstellerangaben. Die
gewonnene DNS wurde im Anschluss verdaut und im Agarosegel aufgetrennt, um
Verunreinigungen und Degradation auszuschlieBen und die aufgereinigten Plasmide

zu charakterisieren.

2.2.1.4 Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde unter anderem aus dem
pcDNA3 Flag STS-1 Vektor der kodierende Bereich fiur STS-1 flr die
Gatewayrekombination amplifiziert. Um die Fehlerrate bei der Amplifikation so
gering wie moglich zu halten, wurde die Phusion DNS Polymerase (Finnzymes,
Espoo, Finnland) eingesetzt (Fehlerrate von 4,4 x 1077). Das Konstrukt wurde im
Anschluss an die Klonierung sequenziert.

Folgende Standardbedingungen wurden fiir einen 20 pL PCR Ansatz gewahlt:

DNS Template 10 ng
5 X Phusion HF Puffer 4 uL
10 mM dNTPs 0,4 uL
fw-Primer, 10 pM 1L
rev-Primer, 10 uM 1L

Phusion Polymerase (2 U/uL) 0,2 UL
Wasser aufgefillt auf 20 pL

Die PCR wurde in einem Mastercycler personal (Eppendorf, Hamburg) nach dem in

Tab. 2.14 beschriebenen allgemeinen Programm durchgeftihrt.
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Tab. 2.14
Programm fiir eine Standard PCR
Schritt Temperatur/°C Dauer/min:s Zyklen

Initiale Denaturierung 98 0:30 1
Denaturierung 98 0:10
Primeranlagerung 58 0:10 30
Elongation 72 0:30/1kb
Finale Elongation 72 10:00 1
Lagerung 4 00 1

Die Primer wurden so gewahlt, dass sie eine Anlagerungstemperatur von 58-60 °C
aufwiesen. Die Berechnung der Temperatur erfolgte anhand folgender

Naherungsformel flr die Schmelztemperatur (Tm) doppelstréangiger DNS:

Tm=2°Cx(A+T)+4°Cx(C+G).

2.2.1.5 DNS Sequenzierung

Die DNS Sequenzierung wurde von SeglLab Sequence Laboratories (Gottingen) als
Extended HotShot Reaktion Gbernommen. Hierzu wurden ca. 600 ng Plasmid DNS
und 20 pmol Sequenzierprimer in einem 7 pL MaBstab gemischt und eingesendet.
Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte mit Hilfe der Software BioEdit Sequence

Alignment Editor.103

2.2.1.6 Gatewayklonierung

Die Gateway® Technologie (Invitrogen GmbH, Darmstadt) basiert auf dem
sequenzspezifischen DNS Rekombinationssystem des Bakteriophagen A. Es
ermdglicht die unidirektionale Klonierung eines DNS Fragments von einem
sogenannten Entry Vektor (Entry Clone) in eine Vielzahl von Destination Vektoren
ohne weitere Restriktions- und Ligationsschritte,104-106

Da Entry und Destination Plasmide unterschiedliche Antibiotikaresistenzen

vermitteln und Vektoren, die keine Rekombinasereaktion eingehen, das ccdB Gen
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tragen, welches das Wachstum von E. coli Zellen inhibiert!07:108, zeichnet sich dieses
System zudem durch seine hohe Effizienz aus.

Der Ansatz fiir eine Rekombinasereaktion wurde wie folgt zusammengesetzt:

Entry Clone 300 ng
Destination Vektor 300 ng
5 x LR Clonase Reaktionspuffer 2 uL
Wasser aufgefillt auf 9 uL
LR Clonase® Enzym Mix 1L

Die Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur flir 1 h und 5 pL des Ansatzes wurden

fur die Transformation in £. coli DH5a eingesetzt.

2.2.1.7 Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese wurden DNS Fragmente aus PCR Reaktionen
oder Restriktionsverdauen charakterisiert und isoliert. Die Gele wurden mit 0,8-2 %
(w/v) Agarose in TAE - Puffer hergestellt und die Proben sowie der DNS Standard
(GeneRulerTM 1kb Ladder Plus, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) in einer
horizontalen Elektrophoresekammer aufgetrennt. Die DNS wurde mit GelRedTM
(Biotium, Inc., Hayward, CA, USA) oder Ethidiumbromid angefarbt und im UV-Licht

analysiert.

2.2.1.8 Isolierung von DNS Fragmenten aus Agarosegelen

DNS Fragmente, die flir die Klonierung eingesetzt werden sollten, wurden per
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquiq
PCR Purification Kit (Qiagen Hilden) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die DNS

wurde in 10 gL Wasser von der Saule eluiert.
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2.2.1.9 RNS Isolierung

Zur Isolierung der Gesamt-RNS von Suspensionszellen wurden 1x107 Zellen
pelletiert (5 min, 400 x g, Raumtemperatur), in 1 mL TRIzol® Reagenz (Invitrogen
GmbH, Darmstadt) resupendiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Zugabe von 200 pL Chloroform wurden die Ansatze flir ca. 15 sek geschiittelt,
erneut flr 3 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend bei 12000 x g und
4 °C fur 15 min zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde zusammen mit
500 pL Isopropanol gemischt und die RNS flir 10 min bei Raumtemperatur gefallt.
Durch Zentrifugation (12000 x g, 4 °C, 10 min) wurde die RNS pelletiert, zweimal
mit 75 % Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde in mind.

20 pL RNase freiem Wasser aufgenommen und fir 10 min bei 58 °C geldst.

2.2.1.10 DNase Behandlung und reverse Transkription

Vor der reversen Transkription wurde die eingesetzte RNS einer DNase Behandlung
unterworfen, um eventuelle DNS Kontamination auszuschlieBen. Dazu wurde 1 pg
RNS mit 1 pL DNase I (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) entsprechend
Herstellerangaben inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 1 pl 50 mM EDTA
und Erhitzen gestoppt. Der Reaktionsansatz wurde direkt zur reversen Transkription
mit dem RevertAid™ H Minus First Strand cDNS Synthesis Kit (Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot) eingesetzt. Die cDNS wurde nach dem vom Hersteller angegebenen
Protokoll mit random Primern synthetisiert und die cDNS Lésung am Ende 1:5 mit

DNase freien Wasser verdinnt. Sie wurde direkt fir die Real-Time PCR eingesetzt.
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2.2.1.11 Real-Time PCR

Real-Time PCR ermdoglicht die relative Quantifizierung von c¢DNS durch
sequenzspezifische Primer und lasst somit direkt Rickschlisse auf das
Expressionslevel der anfanglich eingesetzten mRNS zu. Das Prinzip der Real-Time
PCR basiert entweder auf der Einlagerung von Fluoreszenzfarbstoffen in den DNS
Doppelstrang (SYBR Green Format) oder der Freisetzung fluoreszenzmarkierter
Nukleotide wahrend der Amplifikation (TagMan Probe Format). Die Messung der
Fluoreszenzsignale erfolgt simultan und wird als Amplifikationskurve an einem
angeschlossenen Computer dargestellt. Bei der Messung mit TagMan Probe Format
wird neben zwei Primern eine spezielle Sonde (Probe) eingesetzt, die zwischen den
beiden Primern an die DNS Matrize bindet. Die Sonde tragt am 5-Ende den
fluoreszierenden Reporterfarbstoff 6-Carboxyfluorescin (FAM) und am 3'-Ende den
Quencher-Farbstoff 6-Carboxytetramethyl-Rhodamin (TAMRA), der solange er sich
in rdumlicher Néhe zum Reporterfarbstoff befindet, dessen Fluoreszenz absorbiert.
In der Extensionsphase der PCR wird die Sonde von der 5-3'-Exonukleaseaktivitat
der DNS Polymerase abgebaut, wodurch Reporter- und Quencher-Farbstoff
freigesetzt werden. Im Fall des SYBR Green Formats enthalten die Reaktionsansatze
Fluoreszenzfarbstoffe wie SYBR Green I, die sich in die kleine Furche der DNS
einlagern kénnen, wodurch die von ihnen emittierte Fluoreszenz bei identischer
Anregungsintensitat vielfach verstarkt wird. In beiden Fallen, SYBR Green und
TagMan Probe Format, ist die Signalstarke somit direkt proportional zur Anzahl

vorhandener Doppelstrange.

Tab. 2.15
Reaktionsansatze fiir die Real-Time PCR
Reagenzien TaqMan Probe Format SYBR Green Format
2 x MasterMix 6,25 uL 6,25 pL
Fw-Primer, 10 uM 0,3 pL 0,3 pL
Rev-Primer, 10 uM 0,3 pL 0,3 pL
Sonde, 5 UM 0,3 uL -
Wasser 2,85 UL 3,15 L
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Zur relativen Quantifizierung verschiedener cDNS wurden die in Tab. 2.15
beschriebenen 10 pL Ansatze zusammengesetzt und in einer 96-Loch-Platte
vorgelegt. Als MasterMix wurden Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X)
und Maxima™ Probe/ROX gqPCR Master Mix (2X) (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
verwendet. Nach Zugabe von 2,5 L cDNS Lésung wurden die Proben am ABI PRISM
7700 Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) gegen eine
Verdiinnungsreihe gemessen und mit Hilfe der zugehoérigen Software (Sequence
Detection System 2.3) ausgewertet. Als endogene Referenz wurde die Expression
der ribosomalen Untereinheit S18 gemessen. Das Standard Real-Time PCR
Programm ist in Tab. 2.16 dargestellt. Da die zu amplifizierende Sequenz nur
wenige Nukleotide umfasste, wurde bei der Erstellung des Programms auf einen

zusatzlichen Extensionsschritt bei 72 °C verzichtet.

Tab. 2.16
Standardprogramm fiir die Real-Time PCR
Schritt Temperatur/°C Dauer/min:s Zyklen
UDG Vorbehandlung 50 2:00 1
Initiale Denaturierung 95 10:00 1
Denaturierung 95 0:15 40
Primeranlagerung 60 1:00 40
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2.2.2 Zellbiologische Methoden

Eukaryotische Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37 ©°C in
wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5 % CO-Anteil kultiviert. Falls nicht anders
angegeben wurden die Zellen flir 5 min bei 400 * g und 4 °C bzw. Raumtemperatur
zentrifugiert. Alle sterilen Arbeiten wurden an der Cleanbench Herasafe (Heraeus

Sepatech, Osterode) durchgefihrt.

2.2.2.1 Kultivierung von Suspensionszellen

Suspensionszellen wurden in RPMI 1640 mit 10 % FCS (15 % (v/v) FCS bei Sup B15
WT und Sup B15 RT), 0,1 mg/mL Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin
kultiviert. Das Medium der IL-3 abhdngig wachsenden Zelllinie BaF3 enthielt
zusatzlich 10 ng/ml IL-3. Die Zellen wurden in einer Dichte von 0,1 - 1 x 10%/mL
kultiviert. Dem Medium der Sup B15 RT Zellen wurde zusatzlich 1 mM Imatinib
zugefigt.

2.2.2.2 Kultivierung von adharenten Zellen

Adhdrente Zelllinien wurden in DMEM mit 10 % (v/v) FCS, 0,1 mg/mL
Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin kultiviert. Um eine Kultur zu
expandieren oder zu splitten, wurde das Medium abgenommen, die Zellen vorsichtig
mit PBS gewaschen und mit einer 1 x Trypsin/EDTA-L6sung bei 37 °C inkubiert. Die
abgelésten Zellen wurden im zehnfachen Volumen DMEM gewaschen und

anschlieBend in DMEM resuspendiert und neu ausgesat.

2.2.2.3 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen

Zur Cryokonservierung von Zelllinien wurden 1 - 1,5x107 Zellen zentrifugiert, der
Uberstand vollstindig verworfen und das Pellet in 1 mL Einfriermedium (RPMI mit
10 % (v/v) hitzeinaktiviertes FCS, 10 % (v/v) DMSO) aufgenommen. Die Suspension

wurde in ein Cryoréhrchen dberflihrt und fiir mindestens 48 h in einem

62



Material & Methoden

Cryoeinfriergerat bei -80 °C gelagert. Fir die langfristige Lagerung der Zellen
wurden die Cryordhrchen anschlieBend in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.
Gefrierkulturen von eukaryotischen Zellen wurden in einem Wasserbad bei 37 °C
aufgetaut. Die Zellsuspension wurde in 10 mL des entsprechenden
Zellkulturmediums aufgenommen, zentrifugiert und die Zellen in frischem Medium

ausgesat.

2.2.2.4 Calciumphosphat Transfektion

18 h vor der Transfektion wurden 2,5-3 x 10® 293T Zellen auf einer 10 cm
Petrischale ausgesat, so dass sie am darauf folgenden Tag eine Konfluenz von 70 %
erreicht haben. In einem sterilen ReaktionsgefaB wurden 5 pg Plasmid DNS in
438 pL Wasser und 62 pL 2 M CaCl; Lésung zusammengefiigt. Unter kraftigem
Mischen wurden tropfenweise 500 pyL 2 x HBS dazugegeben. Die Bildung der
Calciumphosphat/DNS Prazipitate erfolgte bei Raumtemperatur. Nach 10-15 min
wurde 1 mL des Prazipitats auf die Zellen gegeben und fir maximal 30min bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden 9 ml des 37 °C warmen Mediums mit 2,5 ul 0,1 M
Chloroquin vermischt und auf die Zellen gegeben. Nach 6-8 h Inkubation wurde das

Medium durch Chloroquin freies Medium ersetzt.

2.2.2.5 Transfektion mit Transfektionsreagenzien

293T Zellen wurden ebenfalls mit Polyfect (Qiagen) sowie Lipofectamin™ 2000
(Invitrogen) transient transfiziert. Die Durchflihrung erfolgte in beiden Féllen nach
Herstellerangaben. Bei Polyfect handelt es sich um ein Transfektionsreagenz, das
Dendrimere um die DNS bildet und Uber die Bindung an negativ geladene
Membranrezeptoren in die Zelle aufgenommen wird. Des Weiteren ist Polyfect in
der Lage im Lysosom die pH-abhangige Enzymaktivitdt lysosomaler Nukleasen zu
inhibieren. Dadurch kann die DNS unbeschadigt in den Kern gelangen. Dem
Tranfektionsreagenz Lipofectamin™ 2000 liegt das Prinzip der Lipofektion zugrunde.
Hierbei wird die DNS in ein Lumen unilamellarer Phospholipidvesikel eingeschlossen,

die den Transport durch die Zellmembran erméglichen.
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2.2.2.6 Herstellung retroviraler Uberstinde

Plat-E oder 293T Phoenix Zellen wurden entsprechend der Calciumphosphat
Methode mit einem retroviralen Expressionsvektor transfiziert. 24-30 h nach der
Transfektion wurde der Uberstand verworfen und 6ml frisches Medium auf die
Zellen gegeben. Nach 24 h wurde das Medium (erster retroviraler Uberstand)
abgenommen, sterilfiltriert (PorengréBe des Filters: 0,45 um) und bei -80 °C
gelagert. Die Zellen wurden flir weitere 24 h in 5,5 ml frischem DMEM Kkultiviert,
bevor der zweite retrovirale Uberstand genommen, sterilfiltriert und ebenfalls

bei -80 °C eingefroren.

2.2.2.7 Infektion mit retroviralen Uberstinden

Fir die Infektion von murinen BaF3 Zellen wurde die entsprechende Anzahl an
Kammern einer 24-Loch-Platte fir nicht-Gewebe Kulturen mit 200 pl Retronektin
beschichtet und Uber Nacht bei 4 °C oder 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde das Retronektin entfernt, einmal mit 500 pl PBS gewaschen
und anschlieBend fir 30 min bei Raumtemperatur mit einer 2 % BSA/PBS Ldsung
blockiert. Nach der Inkubation wurde die 2 % BSA/PBS Ldsung entfernt und die
Kammern erneut mit 500 pl gewaschen. AnschlieBend wurden 250 pl eines
retroviralen Uberstandes in die praparierten Kammern gegeben und die Platte fiir
15 min bei 4000 rpm und 15 °C zentrifugiert. Dieser Vorgang wird bis zu dreimal
noch wiederholt. AnschlieBend werden die Kammern einmal gewaschen und etwa
80.000 Zellen in einem entsprechenden Volumen an frischem RPMI Medium mit IL-3
auf die Viren gegeben. Eine Zugabe von Polybrene ist nicht notwendig, kann aber
in einer Konzentration von 4 pg/ml verwendet werden. Polybrene haltiges Medium
muss nach spatestens 4-5 h durch frisches Medium ausgetauscht werden. Danach
erfolgt eine Inkubation der Zellen fiir 1-2 Tage und eine anschlieBende Uberpriifung

der Infektionseffizienz.
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2.2.2.8 Durchflusszytometrische Analysen (FACS Analyse)

Die Durchflusszytometrie fand Anwendung, um einerseits die Expression des griin,
fluoreszierenden Proteins (GFP) oder von GFP gekoppelten Proteinen, zum Beispiel
nach retroviraler Infektion, zu messen und um andererseits vergleichend die
Oberflachenexpression von Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen zu analysieren. Die
Messungen erfolgten entweder am FACScan oder FACS Canto (Becton Dickinson,
Heidelberg). GFP exprimierende Zellen wurden aus der Kultur enthommen und
direkt analysiert. Oberflachenmolekiile wurden zunachst mit den angegebenen

Antikdrpern gefarbt und dann gegen eine Isotypenkontrolle gemessen.

2.2.2.9 Zytozentrifugation

Adhdrente Zellen kdnnen auf Deckglaschen wachsen und so fiir verschiedene
mikroskopische Analysen bereitgestellt werden. Im Fall von Suspensionszellen ist
dies nicht méglich. Sie kénnen jedoch durch Zytozentrifugation auf Objekttrager
aufgebracht werden, wodurch die Zellen als Einzelschicht vorliegen, wahrend das
Medium Uber ein Filterpapier abgesaugt wird. Die zu untersuchenden
Suspensionszellen wurden in Abhangigkeit von der Zellgr6Be in einer Dichte von
0,5-1 x 105/ mL in RPMI 1640 mit 10 % (v/v) FCS aufgenommen. 100-200 L der
Suspension wurden flr die Zytozentrifugation in der Shandon Cytospin 2 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) einsetzt. Die Zellen wurden fir 10 min bei
500-1000 rpm auf Objekttrager zentrifugiert und anschlieBend flir 5-10 min bei

Raumtemperatur getrocknet.

65



Material & Methoden

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Immunfluoreszenzfarbung

Flr Immunfluoreszenzfarbungen von Suspensionszellen wurden diese mittels
Zytozentrifugation fir die Farbung vorbereitet. Die Zellen wurden 30 min bei
Raumtemperatur mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd (in PBS) fixiert, kurz mit TBS
gewaschen und dann flir 45 min in IF-Blocking Puffer permeabilisiert und geblockt.
Die Zellen wurden wieder kurz mit TBS gewaschen und anschlieBend mit dem ersten
Antikorper in IF-AK Puffer Gber Nacht bei 4 °C gefarbt. Die Proben wurden drei Mal
fir 15 min mit TBS gewaschen, mit einem Alexa Fluor 488 (griin) oder Alexa Fluor
594 (rot) gekoppelten Sekundarantikdrper fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert
und erneut drei Mal mit TBS und einmal mit Wasser gewaschen. Mit Hilfe von
Hoechst 33342 (0,1 mM in Wasser) wurde die DNS gefarbt und die Zellen mittels
Mowiol 4-88 eingedeckt. Nach einer Trocknungszeit von mind. 12 h bei 4 °C wurden
die Immunfluoreszenzfarbungen unter dem Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 (Carl
Zeiss MicroIlmaging GmbH, Géttingen) bei tausendfacher VergréBerung betrachtet
und fotografiert. Alternativ wurden die Praparate unter einem LSM510 ausgewertet,

um eine bessere Auflosung zu erzielen.

2.2.3.2 Herstellung von Proteinlysaten aus Zelllinien

Zur Herstellung von Proteinlysaten wurden die Zellen abzentrifugiert, das Pellet
einmal mit PBS gewaschen und in 100 pl Lysispuffer pro 8x106 Zellen resuspendiert.
Der Puffer wurde zuvor mit Protease- und Phosphataseinhibitoren komplementiert:
Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich; Taufkirchen) nach Herstellerangaben
und 1 mM Natriumorthovanadat. Die Proben wurden fir 30 min auf Eis inkubiert
und anschlieBend fur 30 — 40 min bei 4 °C und mind. 12000 x g zentrifugiert. Der
proteinhaltige Uberstand wurde bei -80 °C eingefroren oder direkt fiir weitere
Experimente verwendet. Proteinlysate, die flir Immunprazipitationen (IP) eingesetzt

werden sollten, wurden nach dem gleichen Protokoll behandelt und im selben
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Lysispuffer resuspendiert. Die Lysate fir die IP wurden nicht eingefroren, sondern

direkt weiterverwendet.

2.2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration (Lowry)

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des DC Protein Assay Kit der Firma Bio-
Rad gegen eine Rinderserumalbumin (BSA) Standardreihe gemessen. Diese Art der
Proteinbestimmung orientiert sich an der von Lowry begriindeten und durch
Waterborg beschriebenen Methode.1%° Die Messung der Proteinkonzentration wurde
entsprechend Herstellerangaben durchgefiihrt, unter Verwendung eines halben
Ansatzes pro zu bestimmender Probe. Die Proben der Proteinlysate sowie die Proben
der Standardreihe wurden 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurde die Absorption bei 750 nm am BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg)

gemessen und die Konzentration berechnet.

2.2.3.4 Immunoprazipitation

Nach Herstellung von Lysaten und Bestimmung der Proteinkonzentration wurde
1 mg Protein bei der Untersuchung endogener Proteine in Sup B15 RT und WT
Zellen mit dem Standard Lysis-Puffer auf 400 pL verdinnt. Bei der Untersuchung
Uberexprimierter Proteine in BaF3 Zellen wurden 250 ug — 500 pg verwendet und
ebenfalls auf 400 pL verdinnt. Diese Proteinlésungen wurden zunachst mit 20-25 pl
Immunosorb A (Medicargo, Uppsala, Schweden) 1-2 h bei 4 °C unter Rotation
vorgereinigt, um Proteine herauszufiltern, die unspezifisch an die Agerosekiigelchen
binden. Danach wurde die Agarose herunterzentrifugiert und der Uberstand in ein
neues ReaktionsgefaB dberflihrt und erneut mit 20-25 pL einer 50 %
Lysispuffer/ProteinA-Agerose Losung, sowie 2 pg anti-STS-1 Antikérper bzw. 2 ug
Anti-c-ABL Antikorper Gber Nacht bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Die Matrix wurde
5-6mal mit 500 L Lysispuffer gewaschen (12000 x g, 4 °C, 1 min) und abschlieBend
mit einer 27G Nadel der restliche Lysispuffer restlos abgesaugt. AnschlieBend
wurden die Proben in 20 pyL LDS-Ladepuffer aufgenommen und unter starkem
Schitteln 5 min bei 95 °C erhitzt. Nach Zentrifugation (1 min, 4 °C, 12000 g) wurden
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die isolierten Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot

analysiert.

2.2.3.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde unter Verwendung eines
kommerziellen Systems nach Herstellerangaben durchgefiihrt:

NuPAGE® Novex® Bis-Tris Gele sowie NuPAGE® Novex® Tris-Acetat Gele
(Invitrogen GmbH, Darmstadt). Als GroéBenstandard dienten der Precision Plus
Protein Standard, dual color (Bio-Rad Laboratories GmbH Minchen). Fir die
SDS-PAGE wurden identische Mengen Protein mit dem entsprechenden Lysispuffer
auf ein einheitliches Volumen eingestellt, mit Ladepuffer versetzt und flir 5 min bei
95 °C erhitzt. Die Proben wurden zusammen mit dem GréBenstandard geladen, im
Gel unter Anlegen einer konstanten Spannung aufgetrennt und anschlieBend durch

Westernblotting oder Anfarben mit Coomassie Brilliant Blue (CBB) Losung analysiert.

2.2.3.6 Westernblotting

Westernblotting ermdglicht die spezifische Detektion von Proteinen mit
immunologischen Methoden nach Trennung durch SDS-PAGE und Transfer auf eine
proteinbindende Membran. Hier fanden dieselben kommerziellen Systeme wie bei
der SDS-PAGE Verwendung. Der Transfer der Proteine erfolgte auf eine zuvor mit
Methanol aktivierte PVDF-Membran oder alternativ auf eine in TBST eingelegt
Nitrozellulose Membran. Freie Bindungsstellen wurden anschlieBend mit einer
Milchpulverlésung (5 % Milchpulver (w/v) in TBST) abgesattigt, die Membran kurz
mit PBST gewaschen und dann bei 4 °C Uber Nacht mit dem ersten AntikGrper
inkubiert. Dabei wurden die Primarantikbrper entweder nach Herstellerangaben
oder in 5 % (w/v) BSA in TBST eingesetzt. Nach dreimaligem Waschen in PBST flir
10 min wurden die Membranen fir 1h bei Raumtemperatur mit einer 1:5000

Verdiinnung der Meerrettich Peroxidase gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert.
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Die Membran wurde erneut drei Mal flir 10 min in TBST gewaschen und im Dunkeln
fur 1-2 min mit einer ECL-L6sung inkubiert. Die folgenden ECL-L6sungen werden im

Dunkeln kurz vor Gebrauch im Verhaltnis 1:1 zusammengemischt:

ECL-L6sung 1: 2,50 mM Luminol
0,44 ml p-Coumaric Saure
(90 mM in DMSO)
10 ml 1 M TrisHCI, pH8,5
ddH>0 ad 100 ml.

ECL-L6sung 2: 64 pl 30 % H.0;
10 ml 1 M TrisHCI, pH8,5
ddH20 ad 100 ml.

Alternativ wurden zwei kommerzielle ECL Loésungen verwendet:
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

oder

SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate

(Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)

2.2.3.7 Messung der Apoptose mittels 7-AAD

Die Methode nach Schmid et al., 1994 110111 erlaubt die Diskriminierung lebender
Zellen von friihen apoptotischen Zellen und von Zellen, die ihre Membranintegritat
verloren haben (spate apoptotische oder nekrotische, tote Zellen). Auf dem Verlust
der Membranintegritdt beruht die Permeabilitat flir das  Molekil
7-Aminoactinomycin D (7-AAD), das in die DNS der Zellkerne (zwischen Cytosin-
und Guanin-Basen) interkalieren kann!!2 und damit die Identifikation von
apoptotischen und toten Zellen im Rotlichtfluoreszenzkanal ermdglicht. Die zu
untersuchenden Zellen werden pelletiert, der Uberstand verworfen und
anschlieBend die Zellen in 150-200 pL 7-AAD (20 pg/ml) in PBS resuspendiert. Nach

einer Inkubation von 20 min bei 4 °C im Dunkeln werden die Zellen zentrifugiert,
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der Uberstand verworfen, in 300-500 pL in PBS mit 2 % Paraformaldehyd

resuspendiert und anschlieBend im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.3.8 Zellkernisolierung und subzellulare Fraktionierung

Diese Methode ermdglicht die Untersuchung von Proteinen ausschlieBlich im
Zytoplasma oder im Zellkern der jeweiligen Zelle. Daflir wurden die Zellen zunachst
mit PBS gewaschen, herunter zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen
wurden mit dem dreifachen Volumen der Zellpellets in einem hypotonen Lysispuffer
resuspendiert und nach einer Inkubation von 15 min auf Eis mit einer 27G Nadel
homogenisiert, wodurch die Zellmembran aufbricht. Die Zellsuspension wurde
15 min bei 4 °C und 500 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
ReaktionsgefaB Uberflihrt. Dieser enthielt nun das Zytoplasma und die Membranen,
wahrend sich im Pellet die Kerne befanden. Die nukledre Fraktion konnte nun
zweimal in einem Volumen Kern-Waschpuffer 5 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend fiir 5 min bei 500 rpm zentrifugiert werden. Danach wurden die Kerne
mit dem Kern-Lysispuffer flir 10 min auf Eis gestellt und 10 min bei 12.500 g und
4 °C zentrifugiert. Die Kernproteine waren im Uberstand gel6st und konnten in ein
neues ReaktionsgefaB aufgenommen werden. Um eine reine zytoplasmatische
Fraktion zu erhalten, wurde diese zwei Mal bei 12.500 g, 4 °C flir 15 min zentrifugiert

und jedes Mal der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB tberfiihrt.

Tab. 2.17

Losungen zur Zellfraktionierung
Hypotoner Lysispuffer Kern-Waschpuffer Kern-Lysispuffer
Tris/HCl pH 7,5 10 mM | Lysispuffer incl. 0,5 % NP40 | Tris/HCl pH 7,5 10 mM
NaCl 10 mM NaCl 10 mM
MgCl» 3mM Triton 2%
EDTA 1 mM EDTA 1 mM
DTT 1 mM DTT 1 mM

Protease- und Phosphatase Inhibitoren frisch zugeben
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2.2.3.9 Proliferation competition assays

Um den Einfluss von STS-1 auf die Proliferation hamatopoetischer Zellen zu
untersuchen, wurde ein Proliferations-Konkurrenz-Test (Proliferation competition
assay)!13 durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden IL-3 abhéngige hamopoetische
BaF3 Zellen mit paulo BCR/ABL und pinco STS-1 doppelt infiziert. Da BCR/ABL ein
IL-3 unabhangiges Wachstum ermdglicht, wurden diese Zellen 48 — 72 h nach der
Infektion in IL-3-freies Medium Ubertragen und dadurch gleichzeitig auf BCR/ABL
exprimierende Zellen selektioniert. Dazu musste IL-3 aus dem Medium durch
dreimaliges Waschen mit PBS restlos entfernt werden. Die gewaschenen Zellen
wurden in einer Dichte von 100.000 Zellen pro ml ausplattiert und die GFP
Expression an Tag 4 nach IL-3 Entzug als Referenzwert verwendet. Die
Proliferationsgeschwindigkeit sowie der Anteil an einzel- und doppelinfizierten Zellen
wurde anhand der Menge der GFP exprimierenden pinco STS-1 positiven Zellen
mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Nach einigen Tagen wurden diese Zellen
zusatzlich mit Imatinib behandelt, um zu zeigen inwieweit die Antwort auf diese

Behandlung durch STS-1 beeinflusst werden kann.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Sup B15 WT/RT Zelllinie

Im Vergleich zu den meisten Mutationen der Kinasedomane von BCR/ABL sind
mutationsunabhangige Resistenzen bzw. BCR/ABL unabhdngige Resistenzen
deutlich schlechter therapierbar. Um diese Arten der Mutationen besser untersuchen
zu koénnen, wurden im Labor von Prof. Dr. Ottmann Sub B15 Zellen verwendet.
Diese wurden initial 1984 aus dem Knochenmark eines 9-Jahrigen Jungen mit einer
Ph* ALL im zweiten Rezidiv gewonnen. Im Vorfeld zu der vorliegenden Arbeit
wurden diese Imatinib sensitiven Sup B15 Zellen (Sup B15 WT) kontinuierlich mit
steigenden Konzentrationen Imatinib behandelt, wodurch Imatinib resistente Zellen
selektiert wurden. Die so geschaffene Zelllinie (Sup B15 RT) ist nicht nur resistent
gegenliber Imatinib bis zu einer Konzentration von 5uM, sondern auch gegeniber

Nilotinib und Dasatinib, den Inhibitoren der zweiten Generation.
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3.1.1 Analyse der Sup B15 Zelllinien mittels FISH

Um Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen flir die Untersuchung von
mutationsunabhdngiger bzw. BCR/ABL unabhangiger Resistenzen nutzen zu
kdnnen, ist ein Vergleich beider Zellen notwendig. Durch eine Analyse mittels
Fluoreszenz In-Situ Hybridisierung (FISH) konnten Amplifikationen, Deletionen und
Translokationen innerhalb des Genoms beider Zelllinien ermittelt werden
(Abb. 3.1). Ein Vergleich beider Karyotypen zeigte, dass beide Zelllinien, trotz der

erworbenen Resistenz, einen identischen Karyotyp aufweisen.

Sup B15 WT Sup B15 RT

Resultierender Karyotyp:
t(1;4)(p31;935) t(9;22)(q34;q11) der(10)t(8;10)(q22;926) t(4;14)(g25;924)
der(16)t(8;16)(g22;p13)

Abb. 3.1
FISH-Analyse zur Ermittlung des Karyotyps

Vergleichende Fluoreszenz In-Situ Hybridisierung (FISH) von Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen.
Der ermittelte Karyotyp der Imatinib resistenten Zelllinie (Sup B15 RT) weist keinerlei zusatzliche
Translokation, Amplifikation oder andere genomische Veranderung auf, die als primare Ursache fiir
die Imatinib Resistenz in Betracht gezogen werden konnte.

Aufgrund dieser Daten kann eine genomische Aberration als Ursache der
Tyrosinkinase Inhibitor (TKI) Resistenz ausgeschlossen werden. Diese
Untersuchung alleine ist allerdings nicht ausreichend, um Sup B15 WT und

Sup B15 RT Zellen als vergleichendes Zellmodell verwenden zu kdnnen.
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3.1.2 Immunophanotypisierung beider Sup B15 Zelllinien

Die Einteilung akuter Leukamien erfolgt zurzeit nach immunophanotypischen
Gesichtspunkten basierend auf dem Nachweis von leukamiespezifischen
Oberflachenmarker.1® Um eine durch die kontinuierliche Behandlung mit Imatinib
initialisierte Differenzierung der resistenten Sup B15 Zellen auszuschlieBen, wurden
beide Sup B15 Zelllinien immunophanotypisch analysiert. Flir diese Analyse wurde
die Expression, der in (Tab. 3.1) dargestellten CDs (Cluster of Differentiation),

mittels Durchflusszytometrie untersucht.

Tab. 3.1
Auswahl von CDs zur Immunophanotypisierung beider Sup B15 Zelllinien

14 verschiedene CDs wurden untersucht, um den Differenzierungsstatus beider Sup B15 Zelllinien
sowie die immunophanotypische Klassifizierung der Leukdmie bestimmen zu kdénnen. Die Auswahl
der Oberflachenmarker orientiert sich an den durch den EGIL-SCORE definierten Kriterien zur
Klassifizierung akuter Leuk@amien erweitert durch klinisch relevante Differenzierungs- und HSC
Marker.

cD Vorkommen

T-Zellen B-Zellen | Stammzellen Funktion

Initiierung/Steigerung der

Ch4 + - - frithen Phase der T-Zell
Aktivierung
Rolle bei der T-Zell
D8 + } j vermittelten Totung
. - _ Neutrale Endopeptidase;
CD 10 ALL-Marker
CD 13 + - + Aminopeptidase
Reguliert Aktivierung und
CD 19 - + + Differenzierung von B-
Lymphocyten
vermittelt B-Zell B-Zell
CD 22 ) + + interaktion
Marker fiir myeloische
CD 33 + Vorlaufer
Marker fiir hamatopoetische
CD 34 + Stammzellen
Multifunktionelles
CD 38 + + + Ektoenzym in Leukozyten
cD 79 - + _ Initiierung der B-Zell-

Signalweiterleitung

Nicht ausdifferenzierte
CD 90 - - + hamatopoetische
Vorlduferzellen

Rezeptor-Tyrosin-Kinase c-

CD 117 - - + KIT, AML Marker
_ _ Hamatopoetische Stamm-
CD133 + und Vorlduferzellen
MPO + + - Myeloischer Marker
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Die Auswahl der verschiedenen CDs orientierte sich sowohl an den EGIL-Score
Kriterien zur Klassifizierung von Leukamien,!> als auch an CDs, die im Rahmen der
klinischen Routine bei der Analyse von Leukdmien verwendet werden.

Die Untersuchung beider Zelllinien erfolgte sowohl mit als auch ohne einer
vorherigen Behandlung mit 2 pm Imatinib, um einen mdglichen durch Imatinib
induzierten Differenzierungsbeginn feststellen zu kénnen. Fir 12 der 14
untersuchten Oberflachenmarker konnten unabhangig der Imatinib Behandlung
identische Werte gezeigt werden. Lediglich CD33, ein Marker flir myeloische
Vorlaufer, und CD34, ein hamatopoetischer Stammzellmarker, zeigten eine
unterschiedlich starke Auspragung. Wahrend Sup B15 WT Zellen einen Anteil von
2 % CD33 positiver Zellen aufweisen, steigt der Anteil der CD33 positiven Zellen um

25 % in den resistenten Sup B15 Zellen.

Sup B15 WT Sup B15 RT

- Imatinib + Imatinib - Imatinib + Imatinib

4.46 95.54 1.37 98.58 66.07 3393 6437 3573
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10°
0

CD19PE
o o
CD19PE
0 0
CD19PE
10 10°
CD19PE
0 0

i o " o o i o T3 (G o [ o i " ot T o T3 (G o
CDG4 FITC CDG4 FITC CO34 FITC CDG4 FITC

—» CD 34

1.19 2.53 702 2553

0
107
0
0

CD33PE
10%
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CD33PE
0

CD33PE
0

CD33PE

g 10"

CO38 FITC

— CD38

Abb. 3.2
Vergleichende Immunophanotypisierung der beiden Sup B15 Zelllinien

Durch die Messung von 14 verschieden Oberflachenmarkern wurde der Grad der Differenzierung
und die Art der akuten Leukamie untersucht. Im Vergleich zu Sup B15 WT Zellen variierte der Anteil
der CD 33 positiven Zellen (+25 %) und der Anteil der CD34 positiven Zellen (-63 %) in der
Sup B15 RT Zelllinie. Die Expression der tbrigen 12 untersuchten CDs (Tab. 3.1) stimmten in
beiden Zelllinien iberein.
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Der Anteil der CD34 positiven Zellen in beiden Zelllinien wird durch eine vorherige
Behandlung mit Imatinib nicht direkt beeinflusst. Wahrend Sup B15 WT Zellen im
Schnitt zu 97 % CD 34 positiv sind, verringert sich dieser Anteil in Sup B15 RT Zellen
um 63 % auf ca. 34 % CD34 positive Zellen. Sup B15 RT Zellen prasentieren sich
im Vergleich zu Sup B15 WT Zellen deutlich reifer und mit einem leicht myeloischen
Charakter (Abb. 3.2).

3.1.3 Mutationsanalyse der Sup B15 WT/RT Zellen

Die haufigste Ursache fiir Resistenzen in der akuten Leukamie ist das Auftreten von
Mutationen im Fusionsprotein BCR/ABL. Um die vordergriindigste Ursache fir die
Resistenz in den Sup B15 RT Zellen auszuschlieBen, eine Mutation der TKD Domane,
wurde der Bereich von Aminosaure 244 bis Aminosaure 396 sequenziert, da laut
Literatur hier die wichtigsten resistenzvermittelnden Mutationen zu finden sind. Es
konnte in keiner der beiden Sup B15 Zelllinien eine Mutation im untersuchten
Bereich ermittelt werden (Abb. 3.3).

Exon Mutation Befund

4 mM244v Negativ

G250E/A Negativ

Q252H/E Negativ

Y253H Negativ

Zelllinien: E255KIV Negativ
o Sup B15 WT [ T3151 Negativ
F317L Negativ

* Sup B15 RT M351T Negativ
E355G Negativ

F359C/VIL Negativ

7 V3Tl Negativ

L387M Negativ

H396R Negativ

Abb. 3.3
Mutationsanalyse von BCR/ABL in Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen
Eine Sequenzierung des kodierenden Bereichs der Tyrosin Kinase Domane (TKD) von BCR/ABL

zeigte keine Punktmutationen in Sup B15 RT Zellen. Dadurch konnte eine Mutation der TKD als
Ursache der Resistenz ausgeschlossen werden.
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3.1.4 Untersuchung des inhibitorischen Effekts von Imatinib
in Sup B15 WT/RT Zellen

In Leukdmien mit mutationsvermittelten Resistenzen verhindert eine Mutation der
TKD von BCR/ABL das Binden des Inhibitors an das Fusionsprotein. Dadurch verliert
Imatinib seine Wirksamkeit und BCR/ABL wird nicht dephosphoryliert. Daher wurde
untersucht, welchen Effekt Imatinib auf die Phosphorylierung von BCR/ABL in der
resistenten Zelllinie hat. Mittels SDS-Page und anschlieBendem Western-Blot wurde
gezeigt, dass eine Behandlung mit 2 uM Imatinib Gber 24 h auch in den resistenten
Sup B15 Zellen BCR/ABL binden und dephosphorylieren kann. Diese Beobachtung
bestatigt das Ergebnis aus der zuvor durchgefiihrten Sequenzierung, die bereits eine
Mutation von BCR/ABL ausgeschlossen hat (Abb. 3.4).

Sup B15
WT RT
Imatinib (2uM) 24h - + - +
p- p185 BCR/ABL —p ——
p185 BCR/ABL  —
c-ABL —>|

Abb. 3.4
Imatinib dephosphoryliert BCR/ABL in Sup B15 WT und RT Zellen

Zellen aus beiden Zelllinien wurden fir 24 h mit 2 yM Imatinib behandelt. Es konnte gezeigt
werden, dass Imatinib BCR/ABL nicht nur in Sup B15 WT Zellen, sondern auch in Sup B15 RT
Zellen dephosphoryliert.

Obwohl die Behandlung mit Imatinib zu einer Dephosphorylierung von BCR/ABL in
beiden Sup B15 Zelllinien fiihrt, ist nur bei Sup B15 RT Zellen ein Uberleben der
selbigen in Verbindung mit Proliferation zu verzeichnen. Dadurch kann ein
Mechanismus, der eine aktive BCR/ABL Kinase als Voraussetzung hat,

ausgeschlossen werden.
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3.1.5 Analyse des Proteinprofiles in Sup B15 RT/WT Zellen

Durch die Generierung einer TKI resistenten Sup B15 Zelllinie, die beziiglich ihrer
Klassifizierung immer noch der Ausgangszelllinie entspricht, wurde in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ottmann ein Zellmodell geschaffen, das es ermdglicht,
den der Resistenz zu Grunde liegenden Mechanismus zu identifizieren und zu
analysieren. Da Sup B15 RT Zellen trotz hoher Konzentrationen an Imatinib immer
noch in der Lage sind zu proliferieren, wurde in beiden Zelllinien die Expression

zellzykluskontrollierender Proteine untersucht und verglichen. (Abb. 3.5).

A) Sup B15 B) Sup B15
WT RT WT RT
Imatinib (2uM) 24h -+ -+ Imatinib (2uM) 24h -+ -+
P‘P185 BCR/ABL —p w — p_,31.858CR/ABL — ” -
£ ok - . e 4
p185BCR/ABL - 2o TR p1858CR/ABL - Lo
c-ABL — c-ABL —
CyclinD3 — ——-— STS-1 = | e v v
CyclinE2 — - P15 — [ s - —
p21 - ad
CDK4 — e — '
CDK6 — —_——_—— p27 - -*
Tubulin  — | T — Tubulin - — | S———
Abb. 3.5

Expressionsanalyse von G1/S Zellzyklus kontrollierenden Proteinen

Die Zelllysate von Imatinib behandelten Sup B15 WT und RT Zellen wurden im Vergleich zu
unbehandelten Zellen beziiglich ihrer Proteinexpression untersucht, die bei der Kontrolle des
Uberganges von G1 zur S Phase beteiligt sind. In Sup B15 RT Zellen wurde nach Behandlung mit
Imatinib eine Steigerung der Expression fiir Cycline E2 und D3 sowie CDK4 nachgewiesen;
wohingegen die Expression von CDK6, p21 und p27 herunter reguliert ist. In Sup B15 WT Zellen ist
die Expression aller untersuchten Proteine, mit Ausnahme von p15 und Cyclin E2, nach Behandlung
mit Imatinib reduziert.

Zu diesem Zweck wurden sowohl behandelte als auch unbehandelte Sup B15 WT

und Sup B15 RT Zellen verwendet. Die Arbeit von Salloukh et al.1'* in Mauszellen
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zeigte, dass die Effekte von Chemotherapeutika auf den G2/M Kontrollpunkte
lediglich in p210BCR/ABL jedoch nicht in p185BCR/ABL Zellen nachweisbar sind. Aus
diesem Grund lag der Fokus dieser Untersuchung auf Proteinen, die eine wichtige
Rolle beim Ubergang der G1-Phase in die S-Phase spielen. Es zeigte sich, dass
Imatinib eine induzierende Wirkung auf Cyclin D3, Cyclin E2 und CDK4 in Imatinib
resistenten Sup B15 Zellen hat, wenn diese Uber 24 Stunden mit Imatinib behandelt
werden. Die Expression dieser Proteine konnte durch die genannte Behandlung
deutlich gesteigert werden. Im Vergleich dazu blieb die Expression beider hier
untersuchten Cycline in behandelten Sup B15 WT Zellen unverandert. Flir CDK4
wurde nach Behandlung von Sup B15 WT Zellen mit Imatinib eine verringerte
Expression verzeichnet. Die Behandlung mit Imatinib hatte in beiden Zelllinien eine
leichte Reduzierung der Expression von CDK6 zur Folge. Die Untersuchung der
Proteine p21 und p27 ist in Sup B15 RT Zellen im Vergleich zu Sup B15 WT Zellen
deutlich erhdht. Unter Imatinib sinkt in beiden Zelllinien die Expression. Dabei
erreichten in behandelten Sup B15 RT Zellen beide Proteine in etwa das
Expressionslevel, wie es sich in unbehandelten Sup B15 WT Zellen darstellt. Die
durchgefiihrte Untersuchung konnte flr p15 eine erhéhte Expression in Imatinib
resistenten Sup B15 Zellen zeigen. Die Expression von p15 bleibt auch nach der

Behandlung mit Imatinib in beiden Zellen unverandert.

Sup B15

RT WT

Imatinib (2uM) 24h - + - +
Sy ———

Abb. 3.6

Einfluss von Imatinib auf die STAT5 Phosphorylierung

Sup B15 WT und RT Zellen wurden beziiglich ihrer STAT5 Phosphorylierung unter dem Einfluss
von Imatinib untersucht. Dabei zeigt sich eine deutliche Reduktion der Phosphorylierung von
STATS in Sup B15 WT Zellen nach einer Behandlung mit Imatinib. Im Vergleich dazu bleibt die
STATS5 Phosphorylierung in Sup B15 RT Zellen unverandert.
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Bei der Untersuchung von Proteinen, die in BCR/ABL assoziierten Signalwegen eine
wichtige Rolle spielen, konnte in beiden Zellen eine Abnahme der Phosphorylierung
von STATS5, in Folge einer Imatinib Behandlung, festgestellt werden (Abb. 3.6).
Darliber hinaus scheint die Expression von STATS5 in Sup B15 RT Zellen im Vergleich
zu Sup B15 WT Zellen tendenziell héher zu sein. STATS5 ist ein genereller
Transkriptionsfaktor flr diverse Proteine und wurde im Zusammenhang mit Ph* ALL
von Slupianek et al. bereits 2001 als Transkriptionsfaktor fir RAD51 beschrieben
und ist darliber hinaus an der Vermittlung von Resistenzmechanismen beteiligt.11>
RAD 51 ist im Zellkern als DNS-Reparaturprotein aktiv, das durch das
Zusammenwirken mit anderen Proteinen, in der spaten S- und G2-Phase des
Zellzyklus, Doppelstrangbriiche mittels homologer Rekombination repariert.11>116
Um die Expression von Rad 51 zu untersuchen, wurden nukledre Extrakte von
unbehandelten und mit Imatinib behandelten Sup B15 WT und -RT Zellen
hergestellt. AnschlieBend wurde mittels SDS-PAGE und Western Blotting die
Expression von RAD 51 untersucht. PARP wurde in der untersuchten nukledaren

Fraktion als Ladekontrolle verwendet.

A-) B.)
SupB15 RAD 51
0,25 -
RT WT L o2]
g
Imatinib (2uM) - + - + § 0,15 -
0
P % 0,1
RAD 51 — . 005 -
PP p—p— 0
PARP = OSupB1SRT mSup BISWT
Abb. 3.7

RAD 51 ist in Sup B15 RT auf transkriptioneller Ebene reguliert

Sup B15 RT Zellen haben auf Proteinebene eine deutlich héhere RAD 51 Expression im Zellkern im
Vergleich zu Sup B15 WT Zellen (A). Diese Expression ist unabhangig einer Imatinib Behandlung.
Mittels gRT-PCR konnte gezeigt werden, dass dieser Expressionsunterschied transkriptionell
reguliert ist (B).
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Es zeigt sich eine deutlich héhere Expression von RAD 51 in Sup B15 RT Zellen, die
allerdings unabhangig von einer Behandlung mit Imatinib ist. Um eine durch STATS
vermittelte transkriptionelle Regulation von RAD 51 zu Uberpriifen, wurde cDNS aus
Sup B15 RT und Sup B15 WT Zellen verwendet und anschlieBend die mRNS Menge
mittels quantitativer RT-PCR ermittelt. Die gemessenen Werte wurden mit c-ABL
normalisiert. Es zeigte sich auf m-RNS Ebene eine doppelt so hohe Menge an RAD 51
MRNS in Sup B15 RT Zellen im Vergleich zu Sup B15 WT Zellen (Abb. 3.7).

Wie bereits gezeigt, wird BCR/ABL in Sup B15 RT Zellen durch die Behandlung von
Imatinib dephosphoryliert und in Folge dessen inaktiviert. Daher muss die BCR/ABL
unabhangige Phosphorylierung von STATS durch eine alternative Kinase vermittelt
werden. STATS ist ein wichtiger Bestandteil des JAK/STAT Signalwegs. Durch die
Liganden vermittelte Dimerisierung von JAK Kinasen in der Zellmembran wird diese
Kinase aktiviert. Dadurch kénnen gebundene STATSs ihrerseits phosphoryliert und
aktiviert werden. In der Literatur wird JAK2 als Kinase fur STAT5 beschrieben. Im
Rahmen myeloproliferativer Erkrankungen kann es zu einer V617F Punktmutation
von JAK2 kommen. Aufgrund dieser Mutation wird JAK2 konstitutiv aktiv und kann
somit zu einer Imatinib unabhangigen Phosphorylierung von STATS fiihren.l” Um
diese These zu Uberpriifen wurde eine Mutationsanalyse von JAK2 in beiden
Sup B15 Zelllinien durchgeflihrt, die jedoch in beiden Fallen negativ ausfiel. Somit
konnte konstitutiv aktives JAK2 im Zusammenhang mit einer V617F Mutation als
Grund flr eine veranderte STAT5 Phosphorylierung ausgeschlossen werden. Daher
wurde untersucht, ob eine Veranderung der generellen JAK2 Expression vorliegt,
wodurch eine erhéhte STATS5 Phosphorylierung erklart werden kann. Um diese
Annahme zu Uberprifen wurden Gesamtzelllysate von Imatinib behandelten und
unbehandelten Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen verwendet und beziglich ihrer
JAK2 Expression untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass in Sup B15 RT Zellen
im Vergleich zu Sup B15 WT Zellen unabhéngig der Behandlung mit Imatinib
deutlich mehr JAK2 exprimiert wird (Abb. 3.8). Dies wirde eine erhohte

Phosphorylierung von STATS trotz einer Behandlung mit Imatinib erklaren.
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Sup B15

RT WT

Imatinib (2uM) 24h - + - +
JAK2 »lm -

Tubulin  — [ S S

Abb. 3.8
JAK2 Expression ist in Sup B15 RT Zellen erhoht

Die JAK2 Expression wurde in beiden Sup B15 Zelllinien untersucht. Es zeigte sich eine deutlich
erhdhte Expression in Sup B15 RT Zellen. Die Expression ist sowohl in Sup B15 RT als auch
Sup B15 WT Zellen unabhangig von einer Behandlung mit 2 uM Imatinib tGber 24 Stunden.

Es zeigte sich bei allen drei Proteinen (JAK2, STAT5 und RAD 51) eine deutlich
erhOhte Expression in Sup B15 RT Zellen, die sich auch nach Behandlung mit
Imatinib nicht verandert. Aufgrund der erhdhten JAK2 und STATS Expression in
Verbindung mit einer trotz Imatinib gleichbleibenden STATS5 Phosphorylierung ist
eine transkriptionelle Hochregulierung von RAD 51 eine plausible Folge, die hier

experimentell belegt werden konnte.
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3.2 STS-1 interagiert mit BCR/ABL

Im Vorfeld zu der hier vorliegenden Arbeit wurde STS-1 als Interaktionspartner von
BCR/ABL in K562 Zellen mittels eines Tap-Taq Screenings gefunden.!18 Um diese
Interaktion zu Uberprifen, wurde eine Co-IP in 293T Zellen durchgeflihrt, die mit
der p185 oder der p210 Variante von BCR/ABL transfeziert wurden und dieses in
Anwesenheit bzw. Abwesenheit von STS-1 exprimierten. Mit diesem Experiment war
es mdglich einen Interaktionsnachweis zwischen BCR/ABL und STS-1 zu erbringen
(Abb. 3.9). Parallel konnte gezeigt werden, dass die Interaktion unabhdéngig vom
Bruchpunkt und somit nicht exklusiv flir die p210 Variante ist wie sie in K562 Zellen

exprimiert wird.

A) 293T B) 293T
STS-1 -t STS-1 -+
p185 BCR/ABL + + leO BCR/ABL

p-p185 BCR/ABL - — - - | 1B: p-Tyr p-p210 BCR/ABL > IB: p-Tyr

+ +
3 i ¥ H
p185 BCR/ABL  —» I IB: c-ABL p210 BCR/ABL _.- IB: c-ABL
-

IB: STS-1

STS-1 — e | 1B: STS-1 sTS-1

IP: c-ABL IP: c-ABL

Abb. 3.9
STS-1 interagiert mit p185B8CR/ABL ynd p21QBCR/ABL

p185BR/ABL hzw, p210BR/ABL exprimierende 293T Zellen wurden mit STS-1 co-transfiziert. Mittels
Co-Immunprazipitationen konnte eine Interaktion zwischen BCR/ABL und STS-1 unabhdangig der
Bruchpunktvariante von BCR/ABL nachgewiesen werden. Darliber hinaus konnte gezeigt werden,
dass sowohl p185B8R/ABL als auch p210BR/A8L durch STS-1 dephosphoryliert werden.

Des Weiteren galt es herauszufinden, ob STS-1 auch mit der sogenannten
Gatekeeper-Mutation von BCR/ABL interagieren kann und inwiefern sich die
Behandlung mit Imatinib auf die Interaktion der beiden Proteine auswirkt. Zu
diesem Zweck wurden BaF3 Zellen, die bereits p185BCR/ABL oder p185BCR/ABL T3151
stabil exprimieren, zusatzlich retroviral mit STS-1 transduziert und anschlieBend
lysiert. Mit den zur Verfligung stehenden Lysaten wurde mittels Co-IP die STS-1 /
BCR/ABL Interaktion untersucht (Abb. 3.10). Es konnte gezeigt werden, dass
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STS-1 sowohl an das mutierte als auch das unmutierte BCR/ABL im gleichen MaBe
bindet. Durch die Behandlung mit Imatinib wurde unmutiertes BCR/ABL in eine
dephosphorylierte und daher inaktive Form gebracht und auch hier konnte eine
Interaktion mit STS-1 nachgewiesen werden. Bei einem direkten Vergleich der
Autophosphorylierung von BCR/ABL in der Gegenwart von STS-1 konnte in 293T
Zellen eine nahezu vollstdndige Dephosphorylierung gezeigt werden. Im Gegensatz
dazu konnte in BaF3 Zellen lediglich eine geringe STS-1 vermittelte

Dephosphorylierung von BCR/ABL nachgewiesen werden.

A) BaF3 B) BaF3
STS-1 . STS-1 S
control - + - - + - control - +
p185 BCR/ABL + + + + + + p185 BCR/ABL T3151 + + + + + +
Imatinib (1uM) - - - + + + Imatinib (1uM)

p-p185 BCR/ABL p-p185 BCR/ABL T3151

IB: c-ABL p-Y412 IB: c-ABL p-Y412

p185 BCR/ABL T315I

I1B: c-ABL

p18s s — | 1B: c-ABL

STS-1 — 1B: STS-1 IB: STS-1

IP: c-ABL IP: c-ABL IP: c-ABL IP: c-ABL

Abb. 3.10
STS-1 interagiert auch mit der Gatekeeper Mutation p1858CR/ABLT3151

Die in 293T Zellen gezeigte Interaktion zwischen BCR/ABL und STS-1 wurde in einem murinen Pra-B
Zellmodell verifiziert. Zu diesem Zweck wurden p1858CR/ABL (A) und p185BCR/ABL T3151 (B) stabil
exprimierende Zellen zusétzlich mit einem Kontrollvektor oder STS-1 transduziert. Mittels Co-IP
wurde die Interaktionsfahigkeit von STS-1 und BCR/ABL mit und ohne einer vorherigen
Imatinib-Behandlung untersucht. In dem hier verwendeten Zellmodell konnte kein
interaktionsvermindernder Effekt von Imatinib oder der Gatekeeper Mutation T315I nachgewiesen
werden.
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3.3 STS-1 Expression in resistenten Ph* ALL Zellen

Um herauszufinden, ob STS-1 bei der Vermittlung des resistenten Phanotyps
beteiligt ist, wurde das Expressionslevel von STS-1 in Sup B15 RT Zellen mit dem
von Sup B15 WT Zellen verglichen. Durch die Verwendung einer quantitativen
Echtzeit PCR (gRT-PCR — quantitive Real Time Polymerase Chainreaction) konnte
eine signifikante Herabregulierung der mRNS in Sup B15 RT Zellen nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis wurde mit beiden Zelllinien auf Proteinebene mittels
Western-Blot bestatigt (4bb. 3.11).

A) B) Sup B15
STS-1 P
;. WT RT
g p185 BCRABL | PR—
E 0,8
-ABL—
v 06 ¢
*
= 044 ok STS-1—| e
E 0,2 -
w B-ACTIN =] s s
0- .

ESup B15WT OSup B15RT

Abb. 3.11
Sup B15 RT Zellen zeigen eine geringere STS-1 Expression

Das Expressionsniveau von STS-1 wurde in beiden Sup B15 Zelllinien sowohl auf mRNS als auch
auf Proteinebene vergleichend untersucht. Sowohl in der gRT-PCR (A), als auch im Western-Blot
(B) konnte bezliglich der STS-1 Expression ein stark signifikanter Unterschied zwischen Sup B15 WT
und Sup B15 RT Zellen gezeigt werden.

Eines der mit am besten beschriebenen Substrate von STS-1 ist die Kinase Syk.%”7:78
Aufgrund der deutlich héheren Expression von STS-1 in Sup B15 WT Zellen im
Vergleich zu Sup B15 RT Zellen ware zu erwarten, dass die Phosphorylierung von
Syk in den TKI sensitiven Sup B15 WT im Vergleich zu den STS-1 niedrig

exprimierenden Sup B15 RT Zellen deutlich reduziert ist.
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Die Analyse der Syk Phosphorylierung in beiden Zelllinien bestatigt die zuvor
ausgefiihrte Annahme. Es konnte eine deutlich geringere Phosphorylierung der Syk
Kinase in Sup B15 WT Zellen nachgewiesen werden. B-Actin wurde als Ladekontrolle
verwendet, um die Analyse einer vergleichbaren Proteingesamtmenge nachweisen
zu kénnen (Abb. 3.12).

SupB15

Abb. 3.12
Analyse des Phosphorylierungslevels
von Syk in Sup B15 WT und RT Zellen

WT RT

pSyk — | B

Die Phosphorylierung von Syk ist aufgrund der
deutlich héheren STS-1 Expression in Sup B15 WT
Zellen erheblich geringer im Vergleich zu Sup B15
RT Zellen, die eine signifikant geringere STS-1
Expression aufweisen.

R-Actin — | " s
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3.4 Lokalisierung von STS-1 und BCR/ABL

Nachdem die Expression von STS-1 in beiden Sup B15 Zelllinien auf Protein- und
mRNS-Ebene nachgewiesen wurde, galt es herauszufinden, ob beide Proteine im
gleichen Kompartiment innerhalb der Zelle lokalisiert sind und ob sich diese

Lokalisierung durch die Behandlung mit Imatinib dndert.

Alexa Fluor 594 Alexa Fluor 488
Sts-1 Ber-Abl

WT+
Sts-1 &
Ber-Abl

Abb. 3.13
Lokalisierung von STS-1 und BCR/ABL in Sup B15 WT und RT Zellen

In Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen wurde mittels Immunfluoreszenz die Lokalisierung von STS-1
und BCR/ABL mit und ohne einer vorherigen Imatinibbehandlung nachgewiesen. In beiden Zelllinien
ist eine deutliche Lokalisierung der Proteine im Zytoplasma zu erkennen. Die Behandlung mit
Imatinib scheint diese Lokalisierung nicht nennenswert zu beeinflussen. STS-1 wurde mit Alexa
Fluor 594 und BCR/ABL mit Alexa Fluor 488 angefarbt. Die Markierung des Zellkerns erfolgte mittels
Dapi. Die mittels konfokaler Laserscanmikroskopie aufgenommenen Bilder wurden anschlieBend
mittels einer Bildbearbeitungssoftware (ibereinander gelegt.
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Zu diesem Zweck wurde STS-1 mit Alexa Fluor 594 und BCR/ABL mit Alexa Fluor
488 angefarbt, wohingegen der Zellkern mittels des Farbstoffes Dapi sichtbar
gemacht wurde. Durch die Verwendung eines konfokalen Laserscanmikroskopes
wurden die Farbstoffe einzeln mit einem Laser der entsprechenden Wellenldnge
angeregt. Die emittierten Signale wurden anschlieBend einzeln detektiert. Die Bilder
wurden mit einer Bildbearbeitungssoftware mit konstanten Parametern bearbeitet
und anschlieBend Uibereinander gelegt, um die Lokalisation von BCR/ABL und STS-1
in Relation zueinander und zum Zellkern besser beurteilen zu kénnen. In beiden
Zellen konnte eine Lokalisation von STS-1 und BCR/ABL im Zytoplasma der Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 3.13). Werden die Zellen im Vorfeld mit Imatinib
behandelt, zeigt sich in Sup B15 WT Zellen ein Rlckgang der Fluoreszenz, die in
Sup B15 RT Zellen nicht beobachtet werden konnte. Auch bei STS-1 konnte ein
leichter Effekt auf die Lokalisation durch eine vorhergehende Behandlung mit
Imatinib nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass unter Imatinib STS-1 zu einem
gewissen Anteil auch im Nukleus lokalisiert ist. Diese Imatinib vermittelte
Delokalisation ist in Sup B15 RT Zellen deutlich starker ausgepragt als in Sup B15 WT
Zellen. Des Weiteren ist in beiden Zellen eine deutliche Konzentration von STS-1
innerhalb des Zytoplasmas an einer bestimmten Stelle nahe dem Nukleus zu sehen.
Der Nachweis von y-Tubulin an dieser Stelle des Zellkerns lasst vermuten, dass es
sich hierbei um das Mikrotubuli organisierende Zentrum handelt (MTOZ). Es wurde
gezeigt, dass y-Tubulin ein Bestandteil des zytoplasmatischen und mitotischen
MTOZ ist und an der Formierung von Mikrotubulis und Spindelfasern beteiligt
ist_119-121

y-Tubulin ist in vielen Spezies, wie Schizosaccharomyces pombe'®, Xenopus laevis,
Homo sapiens und Drospohila melanogastert??> konserviert, macht aber nur etwa
1 % des gesamten Tubulinpools aus. Mittels Immunfluoreszenzaufnahmen und
unter Verwendung eines Laserscanmikroskopes konnte in Imatinib unbehandelten
Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen erneut die punktférmige zytoplasmatische
Akkumulation von STS-1 im Bereich der Einbuchtung des Zellkernes gezeigt werden.
Zusatzlich wurde eine Ph- ALL Zelllinie untersucht, um eine Zellkontext unabhangige

Lokalisation zu demonstrieren.
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Die Verteilung von STS-1 in Nalmé Zellen entspricht in etwa der Verteilung wie sie
in Sup B15 RT Zellen festgestellt wurde. Mittels der Verwendung eines gegen
y-Tubulin gerichteten spezifischen Antikérpers konnte die Lokalisierung von
y-Tubulin und damit verbunden des MTOZ nachgewiesen werden. Durch die
Uberlagerung der drei Einzelaufnahmen zeigt sich eine tiberwiegende Kolokalisation
der beiden Proteine STS-1 und y-Tubulin in den untersuchten Zellmodellen
(Abb. 3.14).

Y-Tubulin

Sup B15RT

Y-Tublin
STS-1

Sup B15WT

Y-Tubulin
STS-1

Nalm6

Y-Tublin
Sts-1

Abb. 3.14
STS-1 und y-Tubulin sind in beiden Sup B15 Zellen kolokalisiert

Bei der Analyse der STS-1 Lokalisation mittels immunfluoreszenzbasierter Laserscanmikroskopie
zeigt sich eine punktuelle Ansammlung von STS-1 innerhalb des Zytoplasmas. Durch die
Verwendung eines y-Tubulin spezifischen Antikérpers konnte gezeigt werden, dass an der
gleichen Stelle im Zytoplasma y-Tubulin lokalisiert ist, welches mit dem MTOZ assoziiert ist. Die
Ubereinanderlegung der Einzelbilder mittels einer Bildbearbeitungssoftware bestétigt die gleiche
Lokalisierung beider Proteine. Eine 100 %ige Kolokalisation von y-Tubulin und STS-1 kann
aufgrund dieser Daten nicht eindeutig belegt werden.
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3.5 Imatinib beeinflusst die Interaktion zwischen
STS-1 und BCR/ABL

Um die Interaktion zwischen BCR/ABL und STS-1 auf endogener Ebene zu
bestdatigen, wurde ein von humanen Patienten abgeleitetes Ph* ALL Zellmodell
verwendet. Durch die Verwendung eines transgenen Uberexpressionssystems
kdnnen im Gegensatz zu Untersuchungen in endogenen Systemen (berzeichnete
und teils artifizielle Ergebnisse erzielt werden. Daher wurden Sup B15 WT und
Sup B15 RT mit Imatinib behandelt und die Interaktion von endogenem BCR/ABL
und endogenem STS-1 unter dem Einfluss von Imatinib mittels Co-IP untersucht. In
diesem Zellsystem zeigte sich, dass die Interaktion durchaus abhdngig vom
Aktivierungszustand von BCR/ABL ist, da die Behandlung von Imatinib in
Sup B15 WT Zellen zu einer deutlichen Reduzierung von gebundenem STS-1 flhrt.
In Sup B15 RT Zellen verschwindet die Menge an gebundenem STS-1 nahezu
vollstandig (Abb. 3.15).

A) Sup B15 B) Sup B15
IgG WT RT WT RT
Imatinib (2uM) 24h -+ -+ -+ Imatinib (2uM) 24h -t -t
p - p185 BCR-ABL  — | “ - - ” — | I1B: p-Tyr p - p185 BCR-ABL — |_ ”_- |
p185 BCR-ABL  — S — (] — 1B e ABL P185 BCRABL  —> | Sl Ml (| S
Y ‘e
c-ABL — || — c-ABL —
STs-1 —»l - “ -"” —4| IB: STS-1 sTS-1 — ug’
IP: c-ABL IP:c-ABL IP: c-ABL o-TUBULIN — |
Input 5%
Abb. 3.15

Untersuchung der Interaktion von endogenem BCR/ABL und STS-1

Co-IP, gefolgt von SDS-Page und Western-Blot wurden mit Sup B15 WT und RT Zellen durchgefiihrt,
um eine Interaktion zwischen BCR/ABL und STS-1 auf endogenem Level zu untersuchen und die
Ergebnisse aus den Uberexpressionsmodellen zu bestétigen. Eine zusatzliche Behandlung mit 2 pM
Imatinib soll den Einfluss des Inhibitors auf die Interaktion in einem endogenen System zeigen. In
beiden Sup B15 Zelllinien konnte eine Interaktion der endogen exprimierten Proteine gezeigt
werden. Diese Interaktion wurde durch die Zugabe von Imatinib deutlich reduziert. Eine Bande, die
einer mono-ubiquitinierten Form von STS-1 entspricht,'>® konnte in der Co-IP nicht detektiert
werden.
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Im Input konnte zusatzlich eine Bande nachgewiesen werden, die einer
mono-ubiquitinierten Form von STS-1 entspricht.!23 Diese Bande konnte in der Co-IP
nicht mehr nachgewiesen werden. Damit konnte mit diesem Experiment eine
Beziehung zwischen dem Autophosphorylierungslevel von BCR/ABL und der Bindung
von nicht-ubiquitiniertem STS-1 hergestellt werden. In einem weiteren Experiment
konnte erneut eine Reduzierung der spezifischen Sekundarbande unter dem Einfluss
von Imatinib in beiden Sup B15 Zelllinien gezeigt werden (Abb. 3.16A). Diese
Ergebnisse wurden mit den Daten eines Kooperationspartners verglichen, der in
einem GST-Pull-Down Experiment die mono-Ubiquitinierung von STS-1 und STS-2
nachweisen konnte (Abb. 3.16B).1%3

A) B)
SupB15 Flag- Flag
Sts1 Sts?
WT RT 3 -
Imatinib {2pM) + + 1'-3"5 é-g’ A, &$ A, &‘33
matinib (2p - - & 58 &
mono-ub STS-1_p 4 MK * Q@ oy O C?
STSA1 ,- ence— — . — WE:
g | @» | aifiag
mono-ub STS-1— >
5 |, e v
Abb. 3.16

Imatinib moduliert die mono-Ubiquitinierung von STS-1

Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen wurden sowohl mit als auch ohne einer vorherigen Imatinib
Behandlung lysiert und untersucht.

Abbildung A - Bei der Untersuchung der Gesamtzelllysate zeigte sich eine Bande oberhalb von
STS-1 in beiden Zelllinien, die nach Zugabe von Imatinib sowohl in Sup B15 WT und Sup B15 RT
Zellen weitestgehend verschwindet.

Abbildung B 2> 293T Zellen wurden mit Flag markiertem STS-1 und STS-2 transfiziert. Unter
Verwendung eines gegen die Flag-Markierung gerichteten spezifischen Antikérpers konnten zwei
Banden detektiert werden. Da nur nicht ubiquitiniertes STS-1 seinerseits ubiquitinierte Proteine
mittels der UBA Domdne binden kann, konnte lediglich nicht ubiquitiniertes STS-1 an
GST-Kigelchen binden, die ihrerseits Ubiquitin gebunden hatten. Dies fiihrt zu dem Schluss, dass
die Sekundarbande eine mono-ubiquitinierte Form von STS-1 darstellt.

Abbildung aus Hoeller et al.*?3
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3.6 Analyse des Interaktions vermittelten Teil von
BCR/ABL

Um den funktionellen Mechanismus der Interaktion zwischen BCR/ABL und STS-1
erklaren zu kénnen, ist es notwendig zu erfahren, welche Domanen bei dieser
Interaktion beteiligt sind. Daher wurde zundchst untersucht, ob die
Interaktionsschnittstelle im BCR- oder ABL-Anteil des p185B°R/ABL Fusionsproteins
liegt. Zu diesem Zweck wurden BaF3 Zellen, die bereits BCR, den ABL Anteil (#ABL)
von BCR/ABL oder den ABL-Anteil inklusive der Oligomerisierungsdomane von BCR
(BCC-ABL) stabil exprimieren, zusatzlich mit STS-1 transduziert (Abb. 3.17).

B
® BECHRE

| |, [Sikinase] p185

Y177

|, [ S/TKinase]) BCR

Abb. 3.17

BCR/ABL Konstrukte zur Identifizierung der Interaktionsdomane

Um den interagierenden Bereich von BCR/ABL zu identifizieren, wurden BaF3 Zellen verwendet,
die die native bzw. unterschiedlich trunkierten Varianten von BCR/ABL stabil exprimieren. Bei BCR
und #ABL handelt es sich um den jeweiligen Einzelteil des p1858<R/ABL Fusionsproteins. Um die
Rolle der N-Terminal lokalisierten Oligomerisierungsdomane (Coiled-Coil Domane = CC) zu

beriicksichtigen, wurden BaF3 Zellen mit BCC-ABL transduziert. Bei dieser ABL Form wurde die
Coiled-Coil Domane direkt an #ABL kloniert.

Die vier doppeltransduzierten Zelllinien wurden verwendet, um mittels
Co-Immunprazipitation die Interaktion zwischen STS-1 und den jeweils trunkierten

Formen von BCR/ABL zu untersuchen.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen STS-1 und BCR/ABL durch
den ABL-Teil vermittelt wird (Abb. 3.18). Im Gegensatz dazu konnte eine
Interaktion zwischen BCR und STS-1 nicht nachgewiesen werden. Da STS-1 auch
an das trunkierte ABL ohne Oligomerisierungsdomane bindet, kann geschlussfolgert
werden, dass eine Oligomerisierung von BCR/ABL fiir die Bindung an STS-1 nicht

notwendig ist.

BaF3
STS-1 - + - + + +
#-ABL - - - - + -
BCC/ABL - - - - - +
p185 BCR/ABL - - + + - -
p185 BCR/ABL e BCC/ABL _ IB: c-ABL
c-ABL = 2 o #-ABL —> | ==
STS-1 — — STS-1 — IB: STS-1
IP: c-ABL  IP: c-ABL IP: c-ABL

Abb. 3.18
Der ABL-Anteil von BCR/ABL interagiert mit STS-1

BaF3 Zellen wurden mit STS-1 sowie p1858R/ABL mit einer trunkierten BCR/ABL Version (BCC/ABL)
oder #ABL transduziert. Es konnte eine Interaktion zwischen STS-1 und BCR/ABL sowie den
trunkierten ABL Formen gezeigt werden. Die Oligomerisierungsdémane scheint demnach fiir die
Interaktion der beiden untersuchten Proteine nicht von Bedeutung zu sein.
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Nachdem die Interaktion mit dem ABL-Anteil von BCR/ABL nachgewiesen werden
konnte, musste gezeigt werden, ob auch der BCR-Anteil von BCR/ABL eine Bindung
mit STS-1 vermitteln kann. Unter Verwendung von BCR und STS-1
Uberexprimierenden BaF3 Zellen wurde wiederum mittels Co-Immunprazipitation
eine mdogliche Interaktion untersucht. Bei diesem Experiment wurde die
Prazipitation sowohl mit BCR Antikérpern, als auch mit STS-1 Antikérpern
durchgefiihrt. In beiden Fallen konnte eine Interaktion nicht nachgewiesen werden
(Abb. 3.19).

A)

BCR

Abb. 3.19
Interaktionsanalyse zwischen BCR und
STS-1
B BaF3
) Fir die Untersuchung einer Interaktion zwischen dem BCR
Anteil von BCR/ABL und STS-1 wurden BaF3 Zellen
BCR + o+ 7 verwendet, die beide Proteine stabil exprimieren. Mittels
STS-1 + + 4+ Co-Immunprazipitation konnte eine Bindung der beiden
N Proteine ausgeschlossen werden. Fir die Prazipitation
BCR b IB: BCR wurden sowohl BCR Antikorper als auch STS-1 Antikdrper
verwendet.
STS-1 — | 1B:STS-1

Input: IP: IP:
5% BCR STS-1
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3.7 STS-1 wird von BCR/ABL phosphoryliert

Es ist bekannt, dass BCR/ABL die Aktivitdt oder das Expressionsniveau
verschiedener Gruppen an Phosphatasen beeinflussen kanni?4125, Im Gegenzug
sind verschieden Phosphatasen in der Lage BCR/ABL zu dephosphorylieren.126
Daher wurde untersucht, inwiefern es eine bidirektionale funktionelle Interaktion
zwischen BCR/ABL und STS-1 gibt. Es wurde mittels Co-IP untersucht, inwiefern
BCR/ABL die Phosphorylierung von STS-1 beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden
BaF3 Zellen verwendet, die stabil STS-1 exprimieren und anschlieBend mit
p185BCR/ABL oder einem Kontrollvektor transduziert. Die resultierenden Ergebnisse
zeigten eine deutliche Phosphorylierung von STS-1 in der Anwesenheit von BCR/ABL
(Abb. 3.20). Durch die Zugabe von 1 pM Imatinib wurde BCR/ABL in den BaF3
Zellen weitestgehend dephosphoryliert und dieses fiihrte ebenfalls zu einer
reduzierten Phosphorylierung von STS-1. Durch die Behandlung mit Imatinib konnte

somit eine BCR/ABL vermittelte Phosphorylierung von STS-1 bestatigt werden.

A) BaF3 B) BaF3
control + +
e g LD
p185 R . sTS-1 o+ o+ o+
STS-1 + o+ o+ o+ Imatinib (14M) 24h -4 +
Imatinib (1uM) 24h - + - +
BCR/ABL _,[ |IB: c-Abl p-Y412
BCR/ABL — : I1B: c-ABL
BCR/ABL —»I HH| 1B: c-ABL
- - L ] *p-
STS-1 1B: p-Tyr STS-1 —»[ IIB: p-Tyr
STS-1 — --4 IB:STS-1 STS-1 _.| i _w_,| 1B: STS-1
IP: STS-1 5% Input
Abb. 3.20

Imatinib unterbindet die Phosphorylierung von STS-1

BaF3 Zellen wurden mit STS-1 und p1858CR/ABL oder einem Kontrollvektor transduziert. Mittels STS-1
spezifischen Antikérpern wurde eine Co-IP durchgefiihrt, mit der eine BCR/ABL abhdngige
Phosphorylierung von STS-1 durch die Verwendung eines Phospho-Tyrosin spezifischen Antikdrpers
nachgewiesen wurde. Diese Phosphorylierung von STS-1 konnte nach Behandlung mit Imatinib
nicht mehr nachgewiesen werden.
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3.8 STS-1 dephosphoryliert BCR/ABL

Die Autophosphorylierung von BCR/ABL kann an drei verschiedenen Tyrosinresten
erfolgen. Ein Tyrosin liegt im BCR-Anteil (Y177) und zwei weitere sind im ABL-Anteil
von BCR/ABL (Y245 und Y412) lokalisiert. Um festzustellen, ob STS-1 eine oder
mehrere dieser Autophosphorylierungsstellen dephosphoryliert, wurde der Effekt
von STS-1 auf diese Tyrosine in BaF3 Zellen untersucht, die BCR/ABL in der An-
bzw. Abwesenheit von STS-1 stabil exprimieren. Im Einklang mit der Erkenntnis,
dass STS-1 nur mit dem ABL-Anteil des Fusionsproteins interagiert, wurde eine
vorrangige Dephosphorylierung der ABL-stéandigen Tyrosine bestatigt. Mittels
densitometrischer Analysen konnte eine etwa 60 %.ige Dephosphorylierung von
Y245 und Y412 nachgewiesen werden (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21

STS-1 kann BCR/ABL partiell dephosphorylieren

Die Proteine aus BCR/ABL und STS-1 exprimierenden BaF3 Zelllysaten wurden mittels SDS-Page
der GroBe nach aufgetrennt und anschlieBend das Phosphorylierungslevel von drei Tyrosinresten
(Y177, Y245, Y412) untersucht, die die Autophosphorylierungsstellen von BCR/ABL darstellen. Die
resultierenden Daten wurden densitometrisch ausgewertet und anschlieBend beziiglich der
BCR/ABL sowie B-Actin Expression normalisiert.
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Die im BCR-Anteil lokalisierte Autophosphorylierungsstelle Tyrosin 177 wies im
Gegensatz dazu lediglich eine Dephosphorylierung von ~40 % auf. Um
herauszufinden inwiefern eine reduzierte STS-1 Expression zur TKI Resistenz in
Sup B15 RT Zellen beitragt, wurde die Autophosphorylierung von BCR/ABL in Sup
B15 WT und RT vergleichend untersucht. Das Level der Autophosphorylierung in
beiden Sup B15 Zelllinien wurde densitometrisch analysiert und mittels des BCR/ABL
und B-Actin Expressionslevels normalisiert. Aufgrund der vorangegangenen
Untersuchung in BaF3 Zellen war eine Reduzierung der Autophosphorylierung in
Sup B15 WT Zellen zu erwarten, da in diesen Zellen die STS-1 Expression signifikant
hoher ist als in Sup B15 RT Zellen.
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Abb. 3.22

Endogenes STS-1 dephosphoryliert BCR/ABL in Pht ALL Zellen

Das Phosphorylierungslevel von Y177, Y245 und Y412 von endogenem BCR/ABL wurde in
Sup B15 WT und -RT Zellen untersucht und verglichen. Eine gesteigerte STS-1 Expression in Sup
B15 WT Zellen hat eine Dephosphorylierung von BCR/ABL zur Folge, die deutlich ausgepragter im
ABL-Anteil von BCR/ABL ist.
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Gerade im ABL-Anteil von BCR/ABL konnte eine deutliche Reduzierung der
Phosphorylierung an beiden dort lokalisierten Autophosphorylierungsstellen (Y245
und Y412) gezeigt werden. Die Reduzierung der Phosphorylierung in Sup B15 WT
Zellen betrug an beiden Tyrosinen 30 - 40 % im Vergleich zu Sup B15 RT Zellen.
Tyrosin 177 zeigt im Vergleich zu den resistenten Zellen eine ~17 %ige
Dephosphorylierung in den TKI sensitiven Sup B15 Zellen (Abb. 3.22). Diese Daten
fihren zu der Schlussfolgerung, dass eine geringere STS-1 Aktivitat zum

Resistenzphanotyp in Sup B15 RT Zellen beitragt.

3.9 STS-1 reduziert die Proliferation in Ph* Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass STS-1 die Autophosphorylierung von
BCR/ABL reduziert, wurde untersucht, welchen Einfluss STS-1 auf die Proliferation
von BCR/ABL exprimierenden BaF3 Zellen (Ph* BaF3 Zellen) hat. Mittels BCR/ABL
transformierte BaF3 Zellen sind in der Lage auch ohne Zugabe von IL-3 zu
proliferieren, so dass BCR/ABL regulierende Effekte, die Auswirkungen auf das
Wachstum haben, in diesem Zellsystem nachgewiesen werden konnen. Ein
maoglicher Effekt von STS-1 auf Ph* BaF3 Zellen wurde mittels eines modifizierten
kompetitiven Proliferationstests (PCA: proliferation competition assay) ermittelt. Der
Entzug von IL-3 bewirkt eine Selektion von p185BCR/ABL stabil exprimierenden BaF3
Zellen, welche anschlieBend mit einem GFP Vektor oder mit GFP markiertem STS-1
transduziert wurden. Die Proliferation dieser beiden Zelllinien wurde mit BaF3 Zellen
verglichen, die p185BCR/ABL T3151 ynd GFP markiertes STS-1 stabil exprimieren. Der
Effekt von STS-1 wurde durch die Bestimmung des Anteils GFP positiver Zellen
mittels FACS-Analyse innerhalb der jeweiligen Zelllinie ermittelt. Die GFP-Expression
an Tag vier nach der Transduktion wurde als Wert zur Normalisierung verwendet.
Ebenso wurde die BaF3 Zelllinie, die lediglich GFP ohne STS-1 exprimiert, als
Kontrolle verwendet, um einen proliferationsinhibierenden Effekt des verwendeten
Vektors auszuschlieBen. Im Vergleich zur Kontrolle konnte ein leichter inhibitorischer
Effekt auf die Proliferation in STS-1 exprimierenden Zellen nachgewiesen werden.
Dieser Effekt konnte in BaF3 Zellen gezeigt werden, die sowohl p185BCR/ABL 3ls gquch
p185BCR/ABL T35SI exprimieren (Abb. 3.23).
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Kompetitiver Proliferationsassay
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Abb. 3.23

STS-1 erhoht die TKI Sensitivitat und reduziert die Proliferation

BaF3 Zellen wurden mit p1858R/ABL oder p185BCR/ABLT315I in Kombination mit STS-1 oder einem GFP
exprimierenden Kontrollvektor transduziert. Um einen BCR/ABL abhédngiges Wachstum in diesen
BaF3 Zellen zu gewahrleisten, wurde den Zellen IL-3 entzogen. Die Gr6Be der GFP-positiven
Zellfraktion wurde vier Tage nach Transduktion mittels Durchflusszytometrie bestimmt, um eine
optimale Expression der transduzierten Proteine zu gewahrleisten. 14 Tage nach IL-3 Entzug
wurden die Zellen zusatzlich mit 0,5 pyM Imatinib behandelt (gestrichelte Linie). STS-1
hat einen leicht proliferationshemmenden Effekt, der durch die Zugabe von Imatinib noch verstarkt
wird.

Die Proliferation von BCR/ABL transformierten BaF3 Zellen kann durch die
Behandlung mit Imatinib reduziert werden und fuhrt in diesen Zellen schlieBlich zu
Apoptose. Nachdem gezeigt werden konnte, dass STS-1 die Proliferation von
Ph* BaF3 Zellen reduziert, galt es nun zu untersuchen, welchen Effekt eine
zusatzliche Behandlung mit 0,5 M Imatinib auf STS-1 und BCR/ABL exprimierende
Zellen hat. Im Gegensatz zur Kontrollpopulation und der T3151 Mutante konnte eine

um etwa das fiinffache reduzierte Proliferationsrate in BCR/ABL positiven BaF3
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Zellen nachgewiesen werden. Diese Experimente konnten zeigen, dass STS-1 nicht
nur einen leicht reduzierenden Effekt auf die Proliferation von Ph* Zellen hat,
sondern auch deren Sensitivitdt gegenliber Imatinib deutlich steigern kann. Die
Sensitivitat der T315I Mutation gegeniber Imatinib konnte jedoch nicht durch die

Uberexpression von STS-1 erhéht werden.
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3.10 Dexamethason induziert STS-1 Expression

Dexamethason ist ein therapeutisch vielseitig eingesetztes kiinstliches
Glukokortikoid, 27122 welches die Immunantwort pharmakologisch herunterreguliert
durch die Modulierung der Signalweitergabe des T-Zell Rezeptors.!3? Dexamethason
ist 20-30-mal potenter in seiner Wirkung wie naturlich vorkommendes Kortisol und
4-5-mal potenter wie Prednison, ein weiteres kiinstliches Glukokortikoid, das neben
anderen Bereichen auch bei der Behandlung von ALL eingesetzt wird. Onkologisch
kann Dexamethason sowohl begleitend zu einer Chemotherapie eingesetzt werden,
um Nebenwirkungen zu minimieren, als auch als alleiniges Chemotherapeutikum bei
einigen hematopoetischen Erkrankungen.!3! Aufgrund der Tatsache, dass STS-1 ein
wichtiger molekularer Supressor des T-Zell Rezeptor Signalweges ist,>132 liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass Dexamethason die STS-1 Aktivitdt durch die

Regulierung der Expression verdandern kann.

Dexamethason 10-’"M

Oh 2h 4h 6h 8h 12h 24h
STS-1 —»| w f-
Sup B15 WT
a-TUBULIN — o N
STS1 — —
Sup B15 RT
a-TUBULIN — — et Ac——
Abb. 3.24

Dexamethason erhoht die Expression von STS-1

Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen wurden 24 h lang mit 107 M Dexamethason behandelt.
AnschlieBend wurde die STS-1 Expression zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h — 24 h) gemessen. In
beiden Zelllinien wurde ein deutlicher Anstieg der STS-1 Expression nachgewiesen.
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Um diese Vermutung zu untersuchen, wurden Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen
mit klinisch relevanten Konzentrationen (107 M) an Dexamethason behandelt.
AnschlieBend wurde die Veranderung der STS-1 Expression mittels Western-Blot
Analysen ermittelt. Es wurde die Expression von STS-1 in einem zeitlichen Verlauf
von 0 h - 24 h gemessen (Abb. 3.24).

Dexamethason Behandlung (107 M)
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Abb. 3.25

Dexamethason erhoht die STS-1-Expression in Sup B15 Zelllinien

Die Analyse der STS-1-Expression nach Dexamethasonbehandlung wurde densitometrisch
ausgewertet. Sup B15 RT Zellen weisen nach 24 h eine 4,5 mal héheres STS-1 Expression auf,
wohingegen die Expression von STS-1 in Sup B15 WT Zellen nach 24 h Dexamethasonexposition
nur um das 2,5 fache steigt.

Es ist zu erkennen, wie die Expression von STS-1 im Laufe der Zeit im Vergleich zu
unbehandelten Zellen ansteigt, bis sie sich in Sup B15 RT Zellen nach 24 h um das
4,5-fache gesteigert hat. In Sup 15 WT Zellen hingegen konnte lediglich eine
Steigerung um das 2,5-fache gezeigt werden (Abb. 3.25). Mittels dieser Daten
kann ein expressionssteigernder Effekt von Dexamethason auf STS-1 bestdtigt

werden.
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Neben der hier beschriebenen Wirkung auf die STS-1 Expression findet
Dexamethason auch Anwendung als Therapeutikum bei ALL Patienten. Dies fuhrte
zu der Annahme, dass Dexamethason induzierte Expressionssteigerung von STS-1
eine erhohte Dephosphorylierung von BCR/ABL zur Folge hat und dadurch die
Sensitivitat beider Sup B15 Zelllinien gegentiber Imatinib steigert. Um dies zu
zeigen, wurden Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen mit 10° M Dexamethason
alleine und in Kombination mit Imatinib behandelt und anschlieBend die
Proliferationsrate mittels eines XTT Tests ermittelt. Man erkennt in beiden Zelllinien
einen deutlich inhibitorischen Effekt von Dexamethason auf die Proliferation. Dieser
Effekt wird durch die zusatzliche Behandlung mit Imatinib deutlich verstarkt. Gerade
in Sup B15 RT Zellen konnte eine hoch signifikante Reduktion der Proliferation
mittels der Doppelbehandlung im Vergleich zu einer Imatinib Einzelbehandlung
festgestellt werden (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26

Dexamethason erhdht die Imatinibsensitivitat in TKI resistenten Zellen

Sup B15 WT und Sup B15 RT Zellen wurden mit 1 uM Imatinib und 10° M Dexamethason jeweils
allein oder in Kombination behandelt. Nach zwei Tagen wurde ein XTT Test durchgefiihrt. Eine
kombinierte Dexamethason- und Imatinib-Behandlung reduziert die Proliferation in Sup B15 RT

Zellen. Unbehandelte Zellen wurden als Kontrolle verwendet.
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4 Diskussion

Die Behandlung Philadelphia positiver Leukamien mittels inhibitorisch wirkender
Therapien sowie die Erforschung von Resistenzmechanismen fokussieren sich
Uberwiegend auf konstitutiv aktive Kinasen, die fir die leukamische Transformation
verantwortlich sind und den leukamischen Phanotyp wesentlich beeinflussen. Es gilt
jedoch zu bedenken, dass die Deregulation von Phosphatasen ebenso zur
Leukamogenese beitragen kann. Phosphatasen fungieren als Gegenspieler von
Kinasen, indem sie der Kinaseaktivitéat durch deren Inaktivierung entgegenwirken
und damit die involvierten Signalwege modulieren. Dadurch kénnen Signalwege
trotz einer unveranderten Kinase konstitutiv aktiv sein.

Dass die Veranderung der Phosphatasefunktion ein dhnlich starkes onkogenes
Potential hat wie dysfunktionale Kinasen, konnte flir Phosphatasen wie PTP1B, PTEN
und PP2A in diversen hamatopoetischen Erkrankungen,133-136 aber auch in soliden

Tumoren!3’ gezeigt werden. Gerade die Arbeit von Koyama et al.! zeigt, dass die
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Inhibierung der Phosphatase PTP1B eine Imatinib Resistenz in Ph* Leukamiezellen
zur Folge hat.

Basierend auf den Arbeiten von Juric et al., 20072 und Marc Brehme et al., 2009118
wurde in der hier vorliegenden Arbeit die Expression von STS-1 in der Ph* pra B-ALL
Zelllinie Sup B15 (Sup B15 WT) sowie einer im Labor von Prof. Dr. Ottmann daraus
abgeleiteten Imatinib resistenten Zellpopulation (Sup B15 RT) untersucht. Zundchst
wurde die Vergleichbarkeit der beiden Zelllinien mittels zytogenetischer
Untersuchungen, Immunophdnotypisierung und Mutationsanalysen der TKD
bestatigt (Abb. 3.1-3.3). Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte eine Mutation
im Bereich der Tyrosinkinase Domane als Ursache einer erworbenen
Imatinib-Resistenz ausgeschlossen werden (Abb. 3.3). Es konnten die Ergebnisse
von Juric et al., 20072 im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden. Zusatzlich wurde
gezeigt, dass in der Ph* ALL Zelllinie Sup B15 STS-1 hdher exprimiert wird als in der
Ph- ALL Zelllinie Nalm6 (Abb. 3.21). Beim Vergleich der STS-1 Expression in den
beiden Sup B15 Zelllinien konnte eine deutlich geringere Expression von STS-1 in
Sup B15 RT Zellen festgestellt werden (Abb. 3.11). Mittels gqRT-PCR konnte eine
transkriptionelle Regulation der hier untersuchten Phosphatase nachgewiesen
werden (Abb. 3.11). Aufgrund der zuvor erwahnten Publikationen lag die
Vermutung nahe, dass auch die Herunterregulation von STS-1 einen Einfluss auf
den Resistenzmechanismus in der Ph* ALL haben kénnte. /133136

Um dies zu untersuchen, wurden BaF3 Zellen mit p185B8R/ABL oder p185BCR/ABLT3LSI
transduziert und mit den gleichen Zellen, denen zusatzlich STS-1 transduziert
wurde, in einem kompetitiven Proliferationsassay vergleichend untersucht. Die
Auswertung dieses Experimentes zeigte, dass Zellen, die STS-1 co-exprimieren, im
Vergleich zu einfach transduzierten Zellen eine reduzierte Proliferation aufweisen.
Dieser Effekt wird durch die zusatzliche Behandlung mit 0,5 pM Imatinib an Tag 14
in p185BCR/ABL + STS-1 doppelt transduzierten Zellen erheblich verstarkt. Um dieses
Ergebnis zu verifizieren und auf das pra B-ALL spezifische Zellmodell zu Gbertragen,
wurde die Auswirkung von STS-1 auf die Proliferation sowie das Ansprechen auf
Imatinib in Sup B15 Zellen untersucht.

Die Manipulation der Proteinexpression mittels Trans-, Lipo- und Nukleofektion

sowie lentiviraler Transduktion war in diesen Zellen nicht erfolgreich. Daher wurde
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ein pharmakologischer Ansatz gewahlt. Dieser basierte auf der Hypothese, dass die
bekannte immunsuppressive Wirkung von Glukokortikoiden auf T-Zellen lber STS-1
vermittelt werden kann. In diesem Fall ware davon auszugehen, dass ein potentes
Glukokortikoid wie Dexamethason, welches eine gegeniber Cortisol 30-fach
starkere Wirksamkeit aufweist, eine Hochregulation von STS-1 induzieren kdnnte.
Diese Hypothese konnte in mehreren Experimenten bestatigt werden, die zeigten,
dass eine Behandlung mit Dexamethason fliir 24 h bereits in nanomolarer
Konzentration eine bis zu vierfache Steigerung der STS-1 Expression in Sup B15 RT
Zellen zur Folge hat. Im Verhaltnis zu unbehandelten Zellen ist die Steigerung der
STS-1 Expression in Sup B15 RT Zellen deutlich ausgepragter als bei der Imatinib
sensitiven Population (Abb. 3.24). Obwohl dieses Experiment mehrfach wiederholt
wurde, konnte mittels Western-Blot und anschlieBender densitometrischer
Auswertung lediglich eine qualitative Aussage Uber den expressionssteigernden
Effekt von Dexamethason gemacht werden (Abb. 3.25). Dexamethason erweist
sich somit nicht nur als Modulator flir die STS-1 Expression, sondern auch als klinisch
relevantes Therapeutikum. Aufgrund der Vermutung, dass eine geringere
Expression von STS-1 zur Vermittlung der Resistenz in Sup B15 Zellen beitragt,
musste eine Dexamethason vermittelte Hochregulierung der STS-1 Expression in
Sup B15 RT Zellen ein erneutes Ansprechen von Imatinib zur Folge haben. Diese
Annahme wurde mittels beider Sup B15 Zelllinien und einem XTT Proliferationsassay
untersucht. Die Ergebnisse von drei unabhdngigen Experimenten, die jeweils in
Triplikaten durchgefiihrt wurden, zeigen eine signifikante Reduktion der
Proliferation in Sup B15 RT Zellen, wenn diese mit Dexamethason und Imatinib
behandelt werden. Dieser Effekt konnte mit einer alleinigen Behandlung mit
Dexamethason nicht gezeigt werden (Abb. 3.26).

Da Glukokortikoide und ihre Analogons bei lymphatischen Erkrankungen
therapeutisch eingesetzt werden und Apoptose und/oder einen Zellzyklusarrest
induzieren,38-140 stellte sich die Frage, ob die bekannten Wirkmechanismen

tatsachlich STS-1 vermittelt sind oder andere Signalwege involvieren.

106



Diskussion

Buttgereit et al. entwickelten das modulare Konzept der Glukokortikoidwirkung,

nachdem sich drei qualitative Wirkmechanismen unterscheiden lassen.141-143

1.) Therapeutische Wirkung Uber genomische und ligandenspezifische Mechanismen
vermittelt durch niedrige Konzentration mit einer zeitlichen Latenz von mehreren
Stunden.

2.) Spezifische nicht genomische Wirkung, die ebenfalls rezeptorabhdngig ist, aber
dafir transkriptions- und translationsunabhangig, vermittelt durch niedrige bis
mittlere Konzentrationen. Die Wirkung ist nach Sekunden bis Minuten messbar.

3.) Es gibt Hinweise auf unspezifische nicht genomische Effekte, die weder durch
Induktion noch Repression der Transkription bestimmter Gene erklart werden

kénnen.

Im Rahmen der therapeutischen Wirkung, die ihre volle Wirkung erst nach mehreren
Stunden entfaltet, wandert das Glukokortikoid durch die Zellmembran und bindet
im Zytoplasma an den zytosolischen Glukokortikoidrezeptor (GR). Dies hat eine
Konformationséanderung zur Folge, wodurch verschiedene Chaperone und
Hitzeschockproteine vom GR abgespalten werden.#* Der so freigesetzte GR kann
die Transkription potentieller Zielgene auf zwei verschiedene Arten kontrollieren
(Abb. 4.1). Zum einen konnen aktivierte GR-Homodimere an spezifische Gene
binden, die liber ein GRE (Gluocorticoid-response-elements) ihrer Promotorregion
verfligen. Dadurch kommt es zu einer Induktion antiinflammatorischer Gene, wie
z. B. Lipocortin-1,*> IL-1-Rezeptorantagonist!4® oder 1kBa!4’:148, Dariiber hinaus
konnte aber auch eine Kontrolle von Genen nachgewiesen werden, die iber keine
GRE-Bindestelle verfiigen.!*® Zum anderen wird vermutet, dass aktivierte
GR-Monomere mit anderen Transkriptionsfaktoren (TF) interagieren und so
repressiv auf verschiedene Gene, wie z. B. proinflammatorische Zytokine!*® wirken
kdnnen. Direkte Protein-Protein Interaktionen zwischen GR-Monomeren und TF
wurden bereits fiir die p65 Untereinheit von NFkB!1, AP-1152, STAT31>3, STAT51%*
und STAT6> beschrieben. Nicht zuletzt bewirken Glukokortikoide eine

posttranskriptionelle Beeinflussung lber eine Modifizierung der mRNS-Stabilitat.>¢
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Glukokortikoidvermittelte Transkriptionsregulation von Genen

Extrazelluléres Glukokortikoid 16st sich vom Steroid-Bindeprotein (SBP), diffundiert durch die Zellmembran und
bindet an den zytosolischen Glukokortikoidrezeptor (GR). Dieser formt einen Proteinkomplex mit Chaperonen
und Hitzeschock-Proteinen. Sobald ein Glukokortikoid an den GR bindet l6st sich dieser aus dem
Proteinkomplex und wandert als Homodimer oder Monomer in den Zellkern. Dimere sind in der Lage sich an
der DNS an sogenannte Gluocorticoid-response-elements (GRE) zu binden und die Transkription verschiedener
Gene zu aktivieren. Als Monomere kdnnen sie mit anderen Transkriptionsfaktoren wie AP-1 oder NFkB
interagieren und deren Aktivitat als Transkriptionsfaktor unterbinden. Beide Mechanismen produzieren einen
klinischen Effekt, der sich in Form von Apoptose, Zellzyklusarrest, veranderte Expression von Onkogenen oder
der Inhibierung der Zytokinproduktion widerspiegelt. Abbildung aus Inaba et al.*3!
Bezug nehmend auf die von Buttgereit beschriebenen Wirkmechanismen beruht der
klinische Einsatz von Dexamethason auf seiner stark genomischen Wirkung, die
bereits bei geringen Dosierungen einen immunsupressiven  sowie
antiinflammatorischen Effekt hat. Im Rahmen der Behandlung von akuten
lymphatischen Leuk@amien muss allerdings auch der spezifische nicht genomische
Effekt von Dexamethason berlicksichtigt werden, der durch steroidselektive
Membranrezeptoren vermittelt wird. Diese werden nicht nur in Monozyten oder

Lymphomzellen exprimiert, sondern auch in humanen B-Lymphozyten.!>’
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4.1 Die Rolle von STS-1 in der resistenten Ph* ALL

Aus den im Ergebnisteil prasentierten Resultaten wurden zwei Aussagen abgeleitet.
Zum einen inhibierte eine erhéhte Expression von STS-1 die Proliferation in einer
pra B-ALL Zelllinie und zum anderen zeigten BaF3 und TKI-resistente Sup B15 Zellen
ein deutlich besseres Ansprechen auf Imatinib, wenn die Expression von STS-1
gesteigert wurde. Aufgrund der im Vorfeld zu dieser Arbeit publizierten Ergebnisse
von Marc Brehme et al., 2009118 wurde im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit die
Interaktion von STS-1 und BCR/ABL in drei verschiedenen Zellsystemen mittels
Co-IP untersucht (4bb. 3.9, 3.10 und 3.15). In allen Co-IP Experimenten konnte
eine Wechselwirkung zwischen dem STS-1 Vektor und den Sapherose Beads durch
die Verwendung eines Leervektors als Kontrolle ausgeschlossen werden (Abb. 3.18
und 3.19). Da wie zuvor erldutert eine genetische Modifizierung beider Sup B15
Zelllinien nicht erfolgreich war, wurde zundachst bei leicht transfizierbaren 293T
Zellen demonstriert, dass BCR/ABL unabhdngig vom Bruchpunkt an STS-1 bindet
(Abb. 3.9). Um zu verifizieren, dass die Ergebnisse auch im Zellkontext der ALL
gelten, wurde anschlieBend die Interaktion in stabil transduzierten murinen pra B-
ALL Zellen (BaF3) erfolgreich nachgewiesen (Abb. 3.10). Schlussendlich konnten
die bisherigen Beobachtungen mit endogen exprimiertem STS-1 und BCR/ABL in
beiden Sup B15 Zelllinien verifiziert werden (Abb. 3.15). Im Gegensatz zu den
Ergebnissen in den murinen BaF3 Zellen konnte hier gezeigt werden, dass eine
vorherige Imatinib-Behandlung die Interaktion zwischen STS-1 und BCR/ABL
reduziert. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Bindung der beiden
untersuchten Proteine durch den Aktivierungszustand von BCR/ABL gesteuert wird.
Wieso dieser Effekt in BaF3 Zellen nicht widergespiegelt wurde, konnte nicht geklart
werden. Gegebenenfalls wird dieser durch die Uberexpression beider Proteine
nivelliert. Auch ware ein sekundarer Effekt von Imatinib denkbar, der im murinen
Uberexpressionssystem nicht zum Tragen kommt bzw. mittels Western-Blot nicht
dargestellt werden kann. Aufgrund des eindeutigen Nachweises einer Interaktion
beider Proteine auch auf endogenem Level, wurde erstens der Frage nachgegangen,
welcher Teil von BCR/ABL die Bindung vermittelt und zweitens inwiefern eine
Tetramerisierung flr die Bindung wichtig ist. Diese Fragen konnten durch die Wahl
von drei BCR/ABL Konstrukten beantwortet werden (4bb. 3.18, 3.19).
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Es zeigte sich, dass alle ABL assoziierten Konstrukte eine Bindung zu STS-1
vermitteln konnten, wohingegen eine Interaktion zwischen BCR und STS-1 nicht
nachzuweisen war (Abb. 3.19). Der zuvor beschriebene Effekt von Imatinib auf die
Interaktion zwischen STS-1 und BCR/ABL lieB vermuten, dass der
Aktivierungszustand sowie die Tetramerisierung von BCR/ABL eine wichtige Rolle
spielt. Diese Frage war durchaus relevant, da die Tetramerisierung von BCR/ABL die
Aktin-Bindedomane aktiviert und flr die konstitutive Aktivierung der Kinase
verantwortlich ist. Dies konnte jedoch ausgeschlossen werden, da STS-1 mit dem
trunkierten BCR/ABL (BCC-ABL), dem alleinigen ABL-Teil (#ABL) sowie dem
endogenen c-ABL interagiert (Abb. 3.18). Es darf bei dieser Schlussfolgerung
jedoch nicht vergessen werden, dass es sich hierbei um ein murines Zellsystem
handelt, indem der inhibierende Effekt von Imatinib auf die Bindung auch in den
anfanglichen Co-IP Experimenten nicht nachzuweisen war (Abb. 3.10). Um diese
Frage abschlieBend zu kldren, ware es mdglich die gleichen Konstrukte in einer
modellierbaren humanen B-Zell Zelllinie zu untersuchen. Welche Domanen im Detail
fur die Interaktion von STS-1 und BCR/ABL verantwortlich sind und ob eventuell
noch andere Proteine bei der Bindung selbst bzw. bei der Vermittlung dieser
Bindung eine entscheidende Rolle spielen, konnte aus zeitlichen Grinden nicht
nachgegangen werden. Bereits in friiheren Arbeiten wurde gezeigt, dass die
Interaktion zwischen Phosphatasen und BCR/ABL zum einen die Phosphorylierung
der Phosphatase bedingt, aber auch zu einer Dephosphorylierung von BCR/ABL
fihrt.12+126  In der hier vorliegenden Arbeit konnten im  murinen
Uberexpressionssystem BaF3 gezeigt werden, dass STS-1 in Gegenwart von
BCR/ABL phosphoryliert wird. Sobald die Zellen mit Imatinib behandelt werden ist
parallel zur reduzierten BCR/ABL Phosphorylierung auch ein Rlickgang der STS-1
Phosphorylierung zu erkennen (Abb. 3.20). Als Kontrolle wurden Zellen verwendet,
die zusatzlich zu STS-1 einen Leervektor stabil exprimierten, wodurch die
Vermittlung der STS-1 Phosphorylierung durch ein  endogenes Protein
ausgeschlossen werden konnte. Dieses Ergebnis kénnte im Zusammenhang mit
bereits veroffentlichten Daten von Hoeller et al., 2006123 und Kowanetz et al., 200470
ein Hinweis darauf sein, dass STS-1 durch die BCR/ABL vermittelte Phosphorylierung

mono-ubiquitiniert und anschlieBend inaktiviert wird. Durch die Behandlung mit
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Imatinib wird STS-1 nicht phosphoryliert und es kommt daher auch zu keiner
mono-Ubiquitinierung und anschlieBenden Inaktivierung. Dieser Arbeitshypothese
wird in Kapitel 4.3 im Detail nachgegangen. Dieses Experiment wurde aus
zeitlichen Grinden nicht in Sup B15 Zellen wiederholt. Auch wenn das gleiche
Resultat zu erwarten ist, miisste die Beteiligung anderer Proteine oder ein
Sekundareffekt von Imatinib berticksichtigt werden. In einem vorher gezeigten
Experiment konnte bereits gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen STS-1 und
BCR/ABL nach Imatinib-Behandlung in der TKI resistenten Sup B15 Zelllinie sehr
stark reduziert ist, ware eine Untersuchung der Phosphorylierung von STS-1 nach
Imatinib-Behandlung schwierig nachzuweisen.

Im Anschluss wurde untersucht, inwiefern sich die Phosphorylierung von BCR/ABL
in Abhangigkeit von der STS-1 Expression in BaF3 Zellen (Abb. 3.21) und beiden
Sup B15 Zelllinien (Abb. 3.22) verhdlt. Die densitometrische Auswirkung zeigt eine
partielle Dephosphorylierung der drei untersuchten Tyrosine (Tyrl77, Tyr 245,
Tyr 412). Diese Ergebnisse konnten durch die vergleichende Analyse der
Sup B15 WT und -RT Zellen bestatigt werden. Auch wenn der Effekt nicht so deutlich
ist wie im murinen Uberexpressionssystem, so ist auch hier eine deutlich stirkere
Dephosphorylierung an den ABL lokalisierten Tyrosinen zu erkennen. Wie in
(Abb. 3.5) und (Abb. 3.22) zu erkennen, wird durch die hier verwendeten
Phospho-Antikdrper des Ofteren eine Doppelbande detektiert. Anhand dieser
(Abb. 3.5) zeigt sich jedoch deutlich, dass bei der Behandlung der Zellen mit
Imatinib die obere der beiden Banden verschwindet. Alle auswertbaren
Versuchsansatze wiesen diese Doppelbanden auf. Anhand der zuvor beschriebenen
Beobachtung wurde lediglich die oberste Bande fur die densitometrische
Auswertung verwendet. Aufgrund der Konstanz in der Auswertung, gezeigt durch
die geringe Standardabweichung sowie der Parallelitdt zu den Ergebnissen in den
BaF3 Zellen, sind diese Ergebnisse als valide anzusehen.

Basierend auf den zuvor beschriebenen Effekt von Dexamethason auf diese Zellen,
ware als Folgeexperiment denkbar gewesen, diese Zellen mit Dexamethason zu
behandeln, um anschlieBend den Effekt auf die BCR/ABL Phosphorylierung zu
untersuchen. Basierend auf den zuvor gezeigten Ergebnissen ware eine starkere

Dephosphorylierung von BCR/ABL zu erwarten. In einer zuvor in der Arbeitsgruppe
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von Prof. Dr. Ottmann durchgefiihrten Arbeit von Dr. Mambou Kamdem Gwanmesia
Patricia Neh wurde gezeigt, dass BCR/ABL in Sup B15 RT Zellen im Vergleich zu
Imatinib sensitiven Sup B15 Zellen erst bei einer hdéheren Imatinib Dosierung
dephosphoryliert wird. Es ware denkbar, dass dieses verzdgerte Ansprechen auf die
Imatinib-Behandlung durch deregulierte Phosphatasen wie STS-1 und PTP1B
vermittelt werden.! Der zeitliche Vorteil, den die Zellen dadurch erlangen, kdnnte
ausreichen, um alternative Signalwege zu aktivieren, die das Uberleben der Zelle
garantieren. Durch das oben erwahnte Folgeexperiment kénnte gezeigt werden, ob
eine Dexamethason vermittelte Erhéhung der STS-1 Expression in ein frihes
Ansprechen auf Imatinib resultiert. Im Gegensatz zu den Beobachtungen in BaF3
Zellen muss in beiden Sup B15 Zelllinien der Einfluss anderer bereits beschriebener
deregulierter Phosphatasen in Betracht gezogen werden. Es ist denkbar, dass STS-1

lediglich im Verbund mit anderen Phosphatasen eine Resistenz vermitteln kann.

4.2 Untersuchung des Expressionsprofils in
Sup B15 RT und Sup B15 WT Zellen

Wie bisher gezeigt, hat STS-1 nicht nur einen Einfluss auf die Phosphorylierung von
BCR/ABL, sondern auch auf die Proliferation der Ph* Sup B15 Zellen. Um Hinweise
auf alternative Mechanismen der mutationsunabhangigen Resistenz zu erhalten, die
nicht zwangslaufig im funktionellen Zusammenhang mit Phosphatasen stehen,
wurde die Expression verschiedener Zellzyklus kontrollierender Proteine und
BCR/ABL assoziierter Proteine sowie die Phosphorylierung letzterer untersucht. Wie
in (Abb. 3.6) zu sehen, ist nicht nur die STATS5 Expression in Sup B15 RT Zellen
hoher als in den Sup B15 WT Zellen, darliber hinaus zeigt die STAT5
Phosphorylierung in diesen Zellen keinerlei Ansprechen auf Imatinib.

Da BCR/ABL auch in Sup B15 RT Zellen durch Imatinib inaktiviert werden kann,
wurde zunachst eine V617F Punktmutation von JAK2, die zu einer konstitutiven
Aktivierung der JAK2 Kinase fiihrt und somit eine STATS5 Phosphorylierung
vermittelt,1>> experimentell ausgeschlossen. In Sup B15 RT Zellen konnte eine
erhdhte JAK2 Expression als mogliche Ursache flr eine BCR/ABL unabhangige
STATS Phosphorylierung 1°8-160 gezeigt werden (Abb. 3.8). Ein Nachweis der JAK2
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Phosphorylierung war jedoch nicht mdéglich. 2011 wurde von Samanta et al. gezeigt,
dass JAK2 die BCR/ABL Stabilitat und die Phosphorylierung onkogener Signalwege
kontrolliert und somit eine Uberexpression von JAK2 eine Imatinib Resistenz in CML
Zellen vermitteln kann.133 In diesem Zusammenhang ware es interessant, den Effekt
von STS-1 auf JAK2 zu untersuchen. In der Literatur wurde die Interaktion zwischen
JAK2 und STS-1 bereits beschrieben.3®® Gegebenenfalls kann unter anderem durch
die Uberexpression von STS-1 ein erneutes Ansprechen auf Imatinib {iber den

JAK/STAT Signalweg vermittelt werden.

Wie zuvor bereits erwahnt, ist STATS5 im Kontext der Ph* ALL ein bekannter
Transkriptionsfaktor fir RAD 51. Durch das Zusammenwirken mit anderen Proteinen
verzégert RAD 51 in der spaten S und G2 Phase des Zellzyklus den Ubergang von
G2- in die M-Phase, repariert Doppelstrangbriiche (DSB) und schitzt so die Zellen
vor Apoptose.11°:116

Um DNS-Schaden zu reparieren stehen der Zelle verschiedene DNS-Reparatur-
Mechanismen, wie zum Beispiel die “Homologues recombination repair* (HRR) oder
auch die “Non-homologues end joining" (NHEJ), zur Verfligung.161-163 Dije
Behandlung mit Chemotherapeutika induziert Doppelstrangbriiche von deren Folgen
sich Ph* Leukdmie Zellen, wie bereits mehrfach gezeigt werden konnte, effektiv
schiitzen konnen.!15164-167 DNS-Schaden konnen jedoch nicht nur infolge anti-
leukamischer Therapien induziert werden, sondern auch durch Ungenauigkeiten bei
der Replikation sowie die Anhdufung von chemischen Stoffen wie ROS (reactiv
oxigen species) auftreten.®® Die ROS Bildung in Ph* Zellen wird durch BCR/ABL
erhoht und hat unter anderem seinen Ursprung in der NADPH Oxidase, wie sie in
Granulozyten vorkommt.169.170 ROS werden unter anderem produziert, um oxidative
Schaden an der DNS von Pathogenen zu verursachen.!’! Wie wichtig die HRR fiir
die Ph* Leukamie ist, wird durch Daten bestatigt, die zeigen, dass ein NHEJ], ein
weiterer entscheidender Reparaturmechanismus flir DSB durch BCR/ABL
runterreguliert wird.1”?2 Die Hochregulierung von HRR in Ph* Leukdmiezellen basiert
auf der durch BCR/ABL induzierten Uberexpression und Phosphorylierung von
RAD 51.
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Wie in (Abb. 3.7) gezeigt, konnte durch die Analyse von RAD 51 mRNS mittels
gRT-PCR eine transkriptionelle Regulierung der in Sup B15 RT Zellen gesteigerten
RAD 51 Expression im Zellkern verifiziert werden.

Die gesteigerte HRR in RAD 51 hochexprimierenden Sup B15 RT Zellen kann
genomische Instabilitat induzieren, die chromosomale Translokationen, Deletionen,
zusatzliche Chromosomen, Genamplifikationen und Mutationen zur Folge haben
kann.173-17> Darliber hinaus kann ein HRR-abhéngiger Mechanismus zu einem
kopieneutralen Verlust der Heterozygotie fiihren (Copy neutral Loss of
Heterozygosity = LOH). LOH kdnnen nicht mittels FISH oder Array CGH detektiert
werden.

Aufgrund der erhéhten RAD 51 Expression in Sup B15 RT Zellen wére sowohl

1.) ein erhohtes Auftreten von Translokationen, Deletionen und zusatzlichen
Chromosomen mdglich sowie

2.) der Verlust der Heterozygositat von verschiedenen Genen.

Der erste Punkt konnte weitestgehend durch die durchgefiihrte FISH Analyse
widerlegt werden (Abb. 3.1). Der Verlust der Heterzygositat kann lediglich mittels
SNP-based arrays!’®177 nachgewiesen werden, wodurch eine SNP Analyse beider

Zelllinien notwendig ware, um einen RAD 51 vermittelte Effekt zeigen zu kénnen.

Bei der Untersuchung Zellzyklus kontrollierender Proteine in Sup B15 WT und -RT
Zellen fiel eine deutlich unterschiedliche Expression von Cyclin D3, Cyclin E2 und
CDK4 (Abb. 3.5) in Abhangigkeit der Imatinib-Behandlung auf. Alle drei Proteine
sind an der Regulierung des G1/S Transfers beteiligt.178-18 Die Untersuchung von
D-Typ Cyclin Knock-Out Mausen hat gezeigt, dass Mause ohne Cyclin D3 schwere
Defekte in der friihen B- und T-Zell Differenzierung aufweisen sowie eine gestorte
Proliferation von Granulozyten.81184 Gerade die Uberexpression von Cyclin D3 und
der damit verbundenen konstitutiven Aktivierung des Notch Signalweges spielt nicht
nur eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der reifen T-ALL, sondern auch bei
anderen malignen Erkrankungen.18>:186

Basierend auf friiheren Arbeiten von Li et al., 2008187 und Joshi et al., 2009188 wurde
Cyclin D3 2012 von Sawai et al.!® als therapeutisches Ziel in der T-ALL identifiziert.
Durch eine Reduktion von Cyclin D3 kann der Cyclin D3 CDK4/6 Komplex nicht
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gebildet werden und aufgrund der dadurch ausbleibenden Retinoblastom
Phosphorylierung kommt es zu einem G1 Arrest in diesen Zellen. Eine
Uberexpression, wie sie in malignen Zellen beobachtet werden kann, hebt den G1
Arrest auf und verhindert den programmierten Zelltod.'®® Die Behandlung von
Sup B15 WT Zellen mit Imatinib reguliert die Expression von Cyclin D3 komplett
herunter, was zur Apoptose der Zellen flihrt. Im Gegensatz dazu wird die im
Vergleich schwachere Cyclin D3 Expression in Sup B15 RT Zellen deutlich
hochreguliert. Aufgrund der zuvor zitierten Literatur wird durch dieses Experiment
sofort ersichtlich, dass TKI-sensitive Zellen nach der Imatinib-Behandlung in
Apoptose gehen. Im Gegensatz dazu haben Sup B15 RT Zellen einen Mechanismus
entwickelt, der Cyclin D3 hochregulieren lasst und die Zellen aus dem G1 Arrest
holen und somit die Imatinib induzierte Apoptose verhindert. Ein gleiches
Expressionsmuster zeigt sich bei dem Cyclin D3 assoziierten Protein CDK4. CDK®,
das letzte Protein in dem Cyclin D3 CDK4/6 Komplex, der flir die Retinoblastom
Phosphorylierung verantwortlich ist, zeigt keine durch Imatinib modulierbare
Expression. In CML Patienten konnte gezeigt werden, dass BCR/ABL und mTORC1
die Formierung des Translation initiierenden Komplexes eIF4F induzieren. Ein
Zieltranskript flir diesen Komplex ist Cyclin D3, welches somit durch BCR/ABL und
mTORC1 translationell reguliert wird.11

Aufgrund der hier diskutierten Ergebnisse zeichnet sich das Bild von einer TKI
resistenten Zelle, die die notwendigen Signalwege zur Verhinderung der Imatinib

induzierten Apoptose erst durch die Zugabe von Imatinib aktiviert.

115



Diskussion

4.3 Hypothese der STS-1 vermittelten Resistenz

Aufgrund der bisher vorgestellten Ergebnisse kann beziiglich der Entstehung nicht
mutationsbedingter Resistenzen unter Beteiligung von STS-1 folgende Hypothese
aufgestellt werden.

Die BCR/ABL vermittelte Phosphorylierung von STS-1 induziert die Ubiquitinierung
der Phosphatase mittels einer E3-Ligase (z.B. c-CBL), da eine Interaktion zwischen
c-Cbl und STS-1 bereits gezeigt wurde.”® Sobald STS-1 mono-ubiquitiniert ist, kann
es mit seiner eigenen UBA Domdne an dieses mono-Ubiquitin binden und eine
inaktive Konfirmation einnehmen. Mono-ubiquitiniertes STS-1 ist nicht in der Lage
an maogliche Zielproteine wie Syk oder andere Tyrosin-Kinasen zu binden und
anschlieBend zu dephosphorylieren.3# Dadurch bleiben Signalwege, die unter der
Kontrolle dieser Kinasen stehen und zur Proliferation und zum Uberleben der Zelle
beitragen kdnnen, weiterhin aktiv (Abb. 4.1A).

Die Zugabe des TKI Imatinib inaktiviert BCR/ABL und unterbindet somit die
Phosphorylierung von STS-1. Dadurch bleibt STS-1 aktiv und dephosphoryliert
entsprechende Kinasen, wodurch die beteiligten Signalwege inaktiviert werden und

ein Uberleben der Zellen verhindert wird.
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Abb. 4.2

Postulierte Effekte der Interaktion zwischen BCR/ABL und STS-1

A) Aufgrund der Phosphorylierung von STS-1 durch BCR/ABL wird STS-1 von c¢-CBL ubiquitiniert.
Dadurch nimmt STS-1 eine inaktive Konfirmation ein und betroffene Signalwege bleiben aktiv.

B) Bei einer Behandlung von Imatinib wird BCR/ABL inaktiviert und es kommt zu keiner Phosphorylierung
und Aktivierung wichtiger Signalwege, die fiir das Uberleben der Zelle notwendig sind. Dariiber hinaus
wird auch STS-1 nicht mehr phosphoryliert und verbleibt somit in seiner aktiven Konfirmation. In
Verbindung mit einem hohen Expressionsniveau von STS-1, wie es in TKI sensitiven Ph* ALL Zellen
(Sup B15 WT) nachgewiesen wurde, kommt es zu einer Inaktivierung alternativer
Uberlebenssignalwege und Apoptose wird ausgel@st.

C) In Zellen deren STS-1 Expressionslevel niedrig ist, wie in TKI resistenten Ph+ ALL Zellen (Sup B15 RT),
kommt es durch die Behandlung von Imatinib zu keiner Beeintrachtigung alternativer, durch STS-1
regulierter Signalwege. Dadurch ist es der Zelle méglich trotz einer Behandlung mit Imatinib zu
Uberleben.

Es konnte gezeigt werden, dass resistente Sup B15 RT Zellen trotz Imatinib
vermittelte Deaktivierung der Kinaseaktivitat von BCR/ABL nicht in Apoptose gehen.
Daher werden in der hier vorliegenden Arbeit BCR/ABL unabhdngige
Uberlebenssignalwege postuliert, die im Fall einer Imatinib-Behandlung das

Uberleben der Zellen gewshrleisten. Die verminderte STS-1 Expression in
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Sup B15 RT koénnte zur unveranderten Aktivitat dieser alternativen Signalwege
fuhren, indem deren STS-1 vermittelte Dephosphorylierung entfallt (Abb. 4.1B).
Dies ware in den TKI sensitiven Sup B15 WT nicht der Fall, da aufgrund der hohen
STS-1 Expression potentielle Uberlebenssignalwege dephosphoryliert und inaktiviert
werden, wodurch diese Zellen in Apoptose gehen kénnen (Abb. 4.1C).

Durch eine pharmakologische Steigerung der STS-1 Expression mittels
Dexamethason Exposition, kdnnten diese alternativen Signalwege durch die
Steigerung der STS-1 vermittelten Dephosphorylierung wichtiger Kinasen
nachtraglich abgeschaltet und somit die Sensitivitdt gegentber Imatinib wieder
hergestellt werden. In Zellen, deren STS-1 Expressionslevel niedrig ist, wie in TKI
resistenten Ph* ALL Zellen (Sup B15 RT) gezeigt, kommt es durch die Behandlung
von Imatinib zu keiner Beeintrachtigung alternativer, durch STS-1 regulierte
Signalwege. Dadurch ist es der Zelle mdglich, trotz einer Behandlung mit Imatinib,
zu Uberleben.

Die Src-Kinase Syk, die als Ziel von STS-1 bereits zahlreich beschrieben wurde, hat
eine Verbindung zum PI3K Signalweg.!?> Somit wére sie, ebenso wie die zuvor
diskutierte JAK2 Kinase mit ihrer Verbindung zur STATS5 Phosphorylierung und ihrem

BCR/ABL stabilisierenden Effekt, ein attraktives Ziel fir weitere Untersuchungen.
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4.4 Ausblick

Weiterflihrende Experimente kénnten sich zunachst auf den nachgewiesenen Effekt
konzentrieren, den Dexamethason auf die STS-1 Expression in dem hier
verwendeten ALL Zellmodell hat. Zu diesem Zweck kdnnte mittels quantitativer
Real-Time PCR Dexamethason behandelte Sup B15 Zellen beziiglich ihrer mRNS
Menge analysiert werden. Der Vergleich mit unbehandelten Sup B15 Zellen wiirde
Aufschluss tber den Effekt von Dexamethason auf die mRNS Produktion und somit
die Transkription des UBASH3B Gens geben. Die Einzelbehandlung mit
Dexamethason hat nicht nur eine erhdhte Expression von STS-1 in diesen Zellen zur
Folge, sondern induziert einen Rickgang der Proliferationsrate, sowohl in
Sup B15 WT als auch in Sup B15 RT Zellen. Werden diese zusatzlich mit Imatinib
behandelt, so wird auch in Sup B15 RT Zellen der proliferationsinhibierende Effekt
signifikant verstarkt. Die reduzierte Proliferation geht einher mit einer starken
Zunahme der Apoptose in beiden Sup B15 Zelllinien. Die Glukokortikoid vermittelte
Apoptose wird groBtenteils durch rezeptor- und kernabhdngige Mechanismen
ausgelost.1°0193 Ein mogliches Modell beschreibt die Repression von Genen, die fiir
die zelluldre Homdostase verantwortlich sind, durch die Hemmung von
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und NFkB 138, Darliber hinaus gibt es Ansatze, die
auf eine schnelle, durch den zytoplasmatischen GR vermittelte Apoptose hinweisen,
die transkriptionsunabhangig ablaufen.'®* Es konnte im Rahmen der hier
vorgelegten Arbeit leider nicht ermittelt werden, welcher der hier vorgestellten
Apoptosemechanismen durch die Behandlung mit Imatinib in den Sup B15 Zellen
ausgelost wird und weshalb Dexamethason diesen Effekt noch verstarkt. Aufgrund
der geringen Dexamethason-Konzentrationen und der groBen zeitlichen Latenz bis
der Effekt deutlich wird, ist zu vermuten, dass es sich um einen genomisch
vermittelten Prozess handelt. Apoptose ist ein ATP abhangiger Prozess, der sich in
Nekrose umwandelt, wenn der Zelle nicht in ausreichender Menge ATP zur
Verfligung steht.1®> Wird nun durch die Zugabe von Imatinib BCR/ABL, ein wichtiger
ATP-Verbraucher innerhalb der Dexamethason behandelten Zelle, inhibiert, kbnnte

dies eine mogliche Ursache fiir eine gesteigerte Apoptose sein.
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Welche Rolle STS-1 nun genau bei der BCR/ABL unabhangigen Resistenzvermittlung
spielt und inwiefern der Effekt von Dexamethason durch STS-1 in Ph* ALL Zellen
vermittelt wird, muss noch weiter untersucht werden. Es zeigt sich jedoch, dass die
mutationsunabhangige Resistenz im Gegensatz zu einer Resistenz wie sie durch die
BCR/ABLT315I Mutation vermittelt wird, nicht an einer einzelnen Mutation oder einem
veranderten Protein festgemacht werden kann. Vielmehr tragen viele
Verdnderungen zum Uberleben der mit Imatinib behandelten Zellen bei. Durch die
prasentierten Ergebnisse und den im Vorfeld dieser Doktorarbeit erzielten Resultate,
lassen sich viele Veranderungen in den Sup B15 Zellen auf eine Deregulation von
Phosphatasen zurilickfihren. Durch das oftmals breite Spektrum an Substraten sind
die Auswirkungen einer deregulierten Phosphatase dementsprechend mannigfaltig
und ebenso vielfdltig wie bei einer konstitutiv aktiven Kinase. Gerade STS-1
prasentiert sich in diesem Zusammenhang als interessantes Ziel flir weitere
Untersuchungen, da es durch die Interaktion mit Kinasen wie Syk, JAk2 und
BCR/ABL viele regulatorische Mechanismen wie Apoptose, DNS Reparatur,
Proliferation und Zellzykluskontrolle innerhalb der Zelle beeinflussen und steuern
kann. Durch die gezeigte Modulierung der STS-1 Expression mittels Dexamethason
bietet sich ein therapeutisch relevanter Ansatz zur Behandlung nicht-

mutationsbedingter und BCR/ABL-unabhangiger Resistenzen.
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Abkiirzungen

6 Abklrzungen

7-AAD 7-Aminoactinomycin D

AGM-Region Aorta, Gonaden, Mesonephros - Region
ALL Akute lymphatische Leukamie

AML Akute myeloische Leukamie

ATP Adenosintriphosphat

BCR B-Cell Rezeptor

M-BCR mycro breakpoint cluster region

m-BCR minor breakpoint cluster region

M-BCR major breakpoint cluster region

BSA Bovines Serumalbumin

CD Cluster of Differentiation

CLL Chronische lymphatische Leukamie
CLP Common-Lymphoid-Progenitor

CML Chronische myeloische Leukamie

CMP Common-Myeloid-Progenitor

DKKR Deutsches Kinderkrebsregister

DNS Desoxyribonukleinsdure

DSB Doppelstrangbruch

EGF-R Epidermal Growth Factor - Receptor
EGIL European Group of Immunol. Classific. of Leukemias
FACS Fluorescence activated cell sorting

FCS Fetal Calf Serum

FISH Fluoreszenz In Situ Hybridisierung
g/ug/ng/kg (mycro/nano/kilo) gramm

GIMEMA Gruppo Italiano Malattie Ematologiche Ddell'Adulto
GFP Grin Fluoreszierendes Protein

GMP granulocyte-macrophage progenitor
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Abkiirzungen

GMALL
GR

GRE
GST

H

HSC
IL-3/IL-7
IgG/IgM
IP/ Co-IP
JAK

Kb

kDa
L/pL
LSM
LT-HSC
M

MPP
MEP

Min

mL

MRD
MTOZ

PBS
PCA
PCR
gPCR
RT-PCR
PGM
Ph+t
PTP1b

Study Group on Adult Acute Lymphoblastic Leukemia
Glukokortikoid-Rezeptor
Glucocorticoid-response-elements
Glutatione S-transferase
hour/Stunde

Hematopoetic stem cells
Interleukin-3 / Interleukin-7
Immunglobulin G / Immunglobulin M
Immunprazipitation

Januskinase

Kilobase

Kilo-Dalton

Liter / mycro Liter

Laserscan Mikroskop

Longterm - Hematopoetic stem cells
molare Masse
Multi-Potent-Progenitor
Megakaryotic-Erythroid-Progenitor
Minute

Milliliter

Minimal Rest Disease

Microtubuli Organisierendes Zentrum
Asparagin

Prolin

Phosphat buffered saline
Proliferation competition assay
Polymerase Kettenreaktion
quantitative Polymerase Kettenreaktion
Real Time Polymerase Kettenreaktion
phosphoglycerate mutase
Philadelphia Chromosom positiv

Protein-Tyrosine Phosphatase 1B
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Abkiirzungen

PTP

RNS

rpm

RT

RTK

SBP
SDS-Page

sec

Ser
SH2/SH3
STAT
ST-HSC
STS-1
SZT

T

Tm

TBS
TCR

TF

Thr
TKD
TKI
TULA
Tyr/ Y
UBA
uv

WT

Protein-Tyrosine Phosphatase
Ribonukleinsdure

revolutions per minute

Resistent

Rezeptor Tyrosin Kinase
Steroid-Bindeprotein

Sodium  Dodecyl Sulfate  polyacrylamide  gel
electrophoresis

second

Serin

Src-homology 2/3

Signal Transducers and Activators of Transcription
Shortterm Hematopoetic stem cells
Supressor of T-Cell Receptor Signaling 1
Stammzelltransplantation

Temperatur

Schmelztemperatur

Tris Buffered Saline (Tris gepufferte Saline
T-Cell Receptor (T-Zell Rezeptor))
Transkriptionsfaktor

Threonin

Tyrosin Kinase Domane

Tyrosin Kinase Inibitor

T-cell Ubiquitin Ligand

Tyrosin

Ubiquitin assoziiert

Ultraviolet

Wildtyp
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Lebenslauf

8 Lebenslauf

Personliche Daten

Name:
Anschrift:

Geburtsdatum:
Geburtsort:
Familienstand:

Nationalitat:

Berufserfahrung

Marcus Theo Martin Liebermann
Neugasshohl 1

61352 Bad Homburg
16.12.1978

Leverkusen

ledig

deutsch

01/2012 - 02/2015

Clinical Research Associate (Trainee - CRA2)
Chiltern International GmbH / Bad Homburg

Studienerfahrungen in folgenden Indikationen:

Diabetische Polyneuropathie (Phase 3)
Kastrationsresistentes Prostatakarzinom (Phase 3)
Morbus Crohn (Phase 3)

Polycythaemia vera (Phase 2)

Essentielle Thrombozythamie (Phase 2)

Tatigkeitserfahrungen:

e Selbststdndige Durchfiihrung von Feasibilities fiir div.
Indikationen und Study Start-Up
e Vertragsverhandlungen mit den Zentren
e Durchfithrung von Ersteinreichungen & (Substantial)
Amendements bei Ethiken
e Country-/Site IP Release
o Ubersetzungen studienrelevanter Dokumente
e Vorbereitung, Durchfiihrung und Follow-Up von:
- Pre Study Besuchen, Initilerungen
- Monitoring Besuche
- Close Out Besuche
¢ Site management & query resolution mit Zentren und
Data Management
eCRFs (RAVE, Datalabs)
QC-Checks (Ubersetzungen, ISF, TMF)
Filing von studienrelevanten Dokumenten
Training von Trainee-CRAs
Optimierung Firmen interner Prozesse
Vorbereitung und Halten von Vortrdgen im Rahmen
von Investigator und Sponsoren Meetings
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e Durchfiihrung eines Trainings zum Thema:
Investigator Fee Invoices and VAT & Reverse
Charge”
e Entwicklung und Durchfiihrung eines Trainings zum
Thema:
Body Language and Self Presentation"

Promotion, Studium und Schulbildung

08/2007 - 01/2015

04/2006 - 01/2007

10/2003 - 04/2006

10/2001 - 10/2003

10/1999 - 10/2001

Promotion in der Himatologie/Onkologie,
Prof. Dr. O. G. Ottmann
J. W. Goethe-Universitat / Frankfurt am Main

Thema:

Die Bedeutung der Phosphatase STS-1 bei der Vermittiung
einer mutationsunabhdngiger Resistenz gegentiber
Imatinib in der Ph* ALL

Zentrale Arbeitstechniken:

Zellkultur

protein-biochemische Methoden
Durchflusszytometrie

genetische Methoden

Wirkungsanalyse pharmazeutisch relevanter
Substanzen

Forschungsaufenthalt in Innsbruck/Osterreich

Diplomarbeit im Fachbereich Genetik,
AK Prof. K. Willecke,
Rheinische Friedrich Wilhelms Universitat / Bonn

Abschluss:  Diplom-Biologe
Gesamtnote: sehr gut (1,5)

Thema:

Charakterisierung von Antikérpern gegen das humane
Connexin31.9 Protein

Note: sehr gut (1,3)

Zentrale Arbeitstechniken:

o Zellkultur
e protein-biochemische Methoden
e genetische Methoden

Hauptstudium Biologie
Rheinische Friedrich Wilhelms Universitat / Bonn

Vordiplom Biologie
Goethe Universitat / Frankfurt am Main

Studium der Elektrotechnik
Rheinisch Westfdlische Technische Hochschule / Aachen
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08/1989 - 06/1998 Allgemeine Hochschulreife
Stadtisches Gymnasium Herkenrath
Note: 2,3

Zivildienst

1998 - 1999 Zivildienst

Stadtische Feuerwehr Bergisch Gladbach

Abgeschlossene Ausbildung: Rettungssanitater

Note: 1,0

Weitere Kenntnisse

Sprachkenntnisse: Englisch verhandlungssicher
Franzosisch Grundkenntnisse
Spanisch Grundkenntnisse

EDV-Kenntnisse: MS Office sehr gut
Photoshop/Lotus Notes gut

Sonstige Interessen

NLP; Body language und Kommunikation
Kochen
Triathlon und Cross-Fit
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9 Publikationen

Marcus Liebermann, Nicola Crosetto, Patrick Briick, Oliver G. Ottmann, and Ivan Dikic

~Posttranscriptional modifications of Signal proteins in resistant Bcr-Abl positive leukaemias"
2nd INTERNATIONAL CONFERENCE ON MOLECULAR PERSPECTIVES ON
PROTEIN-PROTEIN INTERACTIONS; June 27-July 1, 2008, Dubrovnik, Croatia

Beitrag wurde fiir das Mildred Scheel scholarship ausgewahlt

Marcus Liebermann, Daniela Hoeller, Susanne Badura, Tamara Tesanovic, Martin Ruthardet,
Oliver G. Ottmann
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XVIIIL. Wilsede Meeting - MODERN TRENDS IN HUMAN LEUKEMIA AND CANCER;

June 19 -23, 2010; Wilsede, Germany

Marcus Liebermann, Daniela Hoeller, Susanne Badura, Tamara Tesanovic,
Martin Ruthardt, Oliver G. Ottmann

“The Role of the phosphatase Sts-1 in the Acute Lymphoblastic Leukaemia (ALL)"”
2" UCT Science Day; September 8th, 2010; Frankfurt, Germany

Marcus Liebermann, Daniela Hoeller, Susanne Badura, Tamara Tesanovic, Hubert Serve,

Martin Ruthardt, Oliver G. Ottmann

The Protein Tyrosine Phosphatase STS-1 interacts with BCR-ABL and impairs the Response

of Philadelphia-positive Acute Lymphablastic Leukemia (ALL) to Tyrosine Kinase Inhibitors

52nd ASH Annual Meeting and Exposition, December 4-7, 2010; Orlando, Florida, America
Beitrag erhielt den ,ASH Travel Award"

Marcus Liebermann, Daniela Hoeller, Susanne Badura, Tamara Tesanovic,
Martin Ruthardt, Oliver G. Ottmann

“The Role of the phosphatase Sts-1 in the Acute Lymphoblastic Leukaemia (ALL)”
39 UCT Science Day; September 9th, 2011; Frankfurt, Germany

Marcus Liebermann, Susanne Badura, Tamara Tesanovic, Martin Ruthardt, Oliver G. Ottmann
"Die Resistenz gegeniber Tyrosinkinase-Inhibitoren in der Ph+ ALL wird durch die Phosphatase STS-
1 vermittelt"

Jahrestagung der DGHO; 30. September - 4. Oktober, 2011; Basel, Schweiz
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