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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine aggressive hamatopoetische
Erkrankung, die aus unreifen myeloischen Progenitor- und Stammzellen des
Knochenmarks hervorgeht. Die Prognose variiert je nach Alter und ist im hohen
Lebensalter besonders ungtinstig [1, 2].

Ungefahr ein Drittel der Patienten mit AML weisen genetische Veranderungen im
FLT3-Gen (FMS-like tyrosine kinase 3) auf. Dieses kodiert fur eine
Rezeptortyrosinkinase der Klasse lll, die fur die Entwicklung und Differenzierung
hamatopoetischer Zellen von Bedeutung ist. Der grofdte Teil dieser Mutationen sind
Interne  Tandemduplikationen  (ITD), die in dem Bereich, der die
Juxtamembrandoméane der FLT3 kodiert, vorliegen [3]. Sie gelten als besonders
schlechter Prognose-Faktor fir das Gesamtuberleben (OS) der Patienten [4-9].
Zudem haben sie als Treibermutation eine kausale Funktion in der Entstehung und
dem Verlauf der AML [3, 10, 11]. Neben ITD sind regelm&Rig Punktmutationen in der
Tyrosin Kinasedomane (TKD), seltener in der Juxtamembrandomane, nachweisbar. In
Kombination mit ITD verschlechtern sie die Prognose [12], wohingegen bei alleinigem
Nachweis die prognostische Bedeutung nicht geklart ist [3, 4, 12-14]. Allerdings
konnen sie einen Resistenzmechanismus gegen Tyrosinkinaseinhibitoren (TKi)
darstellen [15, 16]. Beide Formen der Mutationen filhren zu einer konstitutiv aktiven
Kinase [3, 12]. In der Folge wird ein wichtiges nachgeschaltetes Protein (Downstream
Signal) der FLT3 Kinase, der Signal Transducer and Activator of Transcription 5
(STATS), vermehrt aktiviert [3, 12].

Zudem wurden weitere Mutationen mit negativem oder positivem Einfluss beschrieben
(Tabelle 1/2). Insgesamt ist die AML eine heterogene Erkrankung, deren Prognose
durch verschiedene Mutationen und deren Zusammenwirken beeinflusst wird [4, 17].
Die Induktionstherapie ,fitter” Patienten beruht auf einer Kombinations-Chemotherapie
(Tabelle 3), die je nach Subtyp mit weiteren Medikamenten erganzt werden kann [18].
Angesichts der schlechten Prognose und dem zunehmenden Verstandnis Uber die
Pathogenese der AML, kommt der Entwicklung neuer Medikamente eine wichtige
Rolle zu. Einen erfolgsversprechenden Ansatz bilden niedermolekulare FLT3
Inhibitoren (FLT3i). Sie bestehen aus kleinen Molekiilen (small molecules), die direkt
an die aktive (Typ 1 Inhibitoren) und/ oder die inaktive FLT3 Kinase (Typ 2 Inhibitoren)
binden [3, 19]. Die erste Generation dieser Inhibitoren zeigte, aufgrund
eingeschréankter Selektivitat und Potenz, maRige Erfolge. Eine Ausnahme stellt die
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Kombination von Midostaurin mit Cytarabin/ Daunorubicin dar [3]. Mit der Entwicklung
von FLT3i der zweiten Generation wird die FLT3 Kinase, bei gleichzeitiger geringerer
Hemmung anderer Kinasen, potenter inhibiert. Ein Vertreter, Gilteritinib, wurde bereits
in den USA zugelassen [20]. Weitere vielversprechende Inhibitoren sind Quizartinib
(AC220), aus der Gruppe der Typ 2 Inhibitoren, und Crenolanib (CP-868,596), ein
Typ 1 Inhibitor [3, 21]. Trotz guter Resultate wird die Wirkung auch solcher FLT3i durch
Resistenzmechanismen, die im Verlauf der Behandlung auftreten, limitiert. Ein
bekannter Mechanismus sind sekundare Punktmutationen, die den Wirkungsverlust
mitverursachen [19, 20].

Resistente Mutationen kénnten durch die Entwicklung weiterer Wirkstoffe tiberwunden
werden. Ergebnisse zu dem neuen Wirkstoff BS228 werden in dieser Arbeit
prasentiert. Entwickelt wurde der Wirkstoff in der Arbeitsgruppe Mahboobi am Institut
fur Pharmazie der Universitat Regensburg und als Marbotinib patentiert [22].

Ziel dieser Arbeit ist es BS228 in Bezug auf die Wirksamkeit gegen verschiedene
FLT3 Mutationen zu testen. Als MaR3stab dient ein Vergleich mit den FLT3i AC220 und
Crenolanib. Als Modell wurden murine Ba/F3 Zellen mit einem FLT3 Wildtyp
(FLT3WT) und funf verschiedenen FLT3 Mutationen verwendet. Darunter sind

Punktmutationen und ITD. Konkret sollen drei Fragestellungen beantwortet werden:

1. Welche FLT3 Mutationen werden durch BS228 gehemmt? Fuhrt deren Hemmung
gleichzeitig zu einer verminderten Aktivierung des nachgeschalteten Proteins
STAT5? Um dies zu untersuchen, werden Ba/F3 Zellen mit FLT3i behandelt und
die Phosphorylierung der Proteine mit Hilfe von Western Blots dargestellt.

2. Welche Auswirkung hat BS228 auf den Zellzyklus? Dieser Frage wird mit einer
Propidiumjodid F&rbung (Pl) und der anschlie@enden Analyse mittels
Durchflusszytometrie nachgegangen.

3. Zuletzt soll eruiert werden, ob dem zu erwartenden Zellzyklus-Arrest der Ubergang
in den Zelltod folgt. Um dies zu ermitteln, werden die behandelten Ba/F3 Zellen
mit Annexin V-FITC/PI gefarbt und im Durchflusszytometer untersucht.

Den Arbeiten wurde ein Versuch zum Einfluss des Wachstumsfaktors Interleukin-3

(IL-3) auf die Phosphorylierung von STAT5S (p-STAT5) vorangestellt. Hintergrund ist,

dass Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen zwar IL-3 unabhangig proliferieren, Zellen mit

FLT3 WT diesen jedoch weiterhin benétigen [23, 24]. IL-3 aktiviert bekanntermal3en

den STAT-Signalweg [25, 26]. Um diesen Zusammenhang fur unser Zellmodell zu

bestatigen, wurden Western Blots von Ba/F3 Zellen mit FLT3 WT mit und ohne

Einfluss von IL-3 erstellt.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Akute Myeloische Leukamie

Die AML ist eine neoplastische Erkrankung myeloischer Zellen, die mit einer
eingeschrankten Lebenserwartung einhergeht. Die 5-Jahres-Uberlebensrate in der
Gruppe der 55- bis 64-jahrigen Patienten betragt lediglich 23%. Patienten unter 30
Jahren haben hingegen eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 60% [2, 18].
Erwéahnenswert ist, dass die Erkrankung in der ersten Halfte des letzten Jahrhunderts
vor der Entwicklung medikamenttser Therapien innerhalb eines Jahres tddlich verlief
[2, 18, 27]. Eine Vielzahl neuer Medikamente, die in der Entwicklung sind, kénnten
dazu beitragen die Prognose weiter zu verbessern [28].

Die Inzidenz der AML liegt bei 3,7 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Mit
steigendem Alter nimmt die Inzidenz deutlich zu. Das mediane Erkrankungsalter
Erwachsener liegt bei 72 Jahren [18, 29]. Risikofaktoren stellen neben radioaktiver
Strahlung, Benzole, Raucherstatus, Mineral6le, Farben, Ethylenoxide, Herbizide,
Pestizide auch Zytostatika-Therapien in der Vorgeschichte und Vorerkrankungen wie
das myelodysplastische Syndrom (MDS) dar [18, 30].

Pathophysiologisch kommt es zur UberschieR3enden Proliferation eines oder mehrerer
myeloischer Klone, die sich im Knochenmark ausbreiten und dadurch die
physiologische Hamatopoese verhindern. Die Differenzierung dieser Zellen ist
gehemmt, sodass sie nicht ausreifen. Die Klone kdnnen entweder aus Stammzellen
(CD34+/CD38-) oder Progenitorzellen (CD34+/CD38+) hervorgehen [1, 18]. CD steht
fur Cluster of Differentiation und ist eine Charakterisierung von Oberflachenmarkern
durch die Organisation Human Cell Differentiation Molecules (HCDM) mit Hilfe derer
Zellen eingeteilt werden koénnen [31, 32]. Im Verlauf der Erkrankung werden die
unreifen Zellen (Blasten) in die Blutbahn ausgeschwemmt, wo sie bei besonders
hohem Vorkommen eine Leukostase verursachen kdnnen. Wird ein Blasten-Anteil von
mehr als 20% im peripheren Blut oder im Knochenmark festgestellt, ist ein
Diagnosekriterium der AML erflllt. AML spezifische Aberrationen gelten als weiteres
Diagnosekriterium [1, 18].

Die Verdrangung der im Knochenmark physiologisch vorkommenden
hamatopoetischen Stammzellen kann zu Granulozytopenie, Thrombozytopenie und
Anamie fuhren und erklart das Kklinische Erscheinungsbild der AML. Eine
Granulozytopenie begunstigt Infektionen, die in einer lebensbedrohlichen Sepsis
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resultieren kdnnen. Blutungen jeglicher Art kdnnen durch eine Thrombozytopenie
verursacht werden. Diese kann klinisch in Form von Petechien, Ekchymosen und als
Epistaxis auffallen. Symptome der Andmie kénnen Leistungsminderung, Mudigkeit
und Blasse bis hin zur Dyspnoe sein [18, 33].

Zyto- und molekulargenetisch prasentiert sich die AML sehr heterogen. Die Bandbreite
der Mutationen wird aus der derzeitigen WHO Klassifikation, mit ihrer Gliederung in
Subgruppen und Spezifikationen, ersichtlich (Tabelle 1) [34, 35]. Zudem konnten mit
der Zeit einigen Mutationen ein positiver oder negativer Einfluss zugeordnet werden.
Eine diesbezugliche Einteilung in drei Risikogruppen anhand genetischer
Abweichungen kann dem European Leukemia Net (ELN) entnommen werden
(Tabelle 2) [36]. Insbesondere Mutationen des FLT3-Gens spielen eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese der AML. Dabei werden ITD von Punktmutationen
unterschieden. ITD wurden als Treibermutation der AML identifiziert, wodurch sie die
FLT3 Kinase als wichtigen Angriffspunkt fur TKi verifizieren [10].

Die bisherige Induktionstherapie ,fitter* Patienten (Einteilung in fitte“ und ,unfitte”
Patienten entsprechend der Onkopedia Leitlinie [18]) basiert, im Falle der meisten
Subgruppen, auf einer Chemotherapie mit Cytarabin fir sieben Tage und einem
Anthrazyklin far drei Tage. Je nach vorliegender Unterform kann die Chemotherapie
mit weiteren Medikamenten, wie beispielsweise Midostaurin, einem TKi der ersten

Generation, kombiniert und angepasst werden (Tabelle 3) [18, 36, 37].
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Tabelle 1. Auszug aus der WHO Kilassifikation der AML und verwandten Neoplasien
[34, 35], angelehnt an die Onkopedia Leitlinie der AML [18].

Subgruppe

Spezifikation

AML mit wiederkehrenden
genetischen Anomalien

AML mit Myelodysplasie-
assoziierten
Veranderungen

Therapieassoziierte
myeloide Neoplasien

AML, Not Otherwise
Specified (NOS)

Myeloisches Sarkom

Myeloische
Proliferationen, die mit
dem Down Syndrom
assoziiert sind

Blastische plasmacytoide
dendritische Zell
Neoplasie

Akute Leukamien
verschiedener Linien

AML mit £(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;922);
CBFB-MYH11

APL mit PML-RARA

AML mit t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

AML mit t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(q21.3926.2) oder t(3;3)(q21.3;926.2);
GATA2, MECOM

AML (megakaryoblastisch) mit (1;22)(p13.3;913.3);
RBM15-MKL1

Vorlaufige Spezifikation: AML mit BCR-ABL1

AML mit mutiertem NPM1

AML mit biallelischen Mutationen von CEBPA
Vorlaufige Spezifikation: AML mit mutiertem RUNX1

AML mit minimaler Differenzierung

AML ohne Reifung

AML mit Reifung

Akute myelomonozytische Leukamie

Akute monoblastische/ monozytische Leukamie
Reine erythrozytare Leukamie

Akute megakaryoblastische Leukamie

Akute basophile Leukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Transiente abnormale Myelopoese (TAM)
Myeloische Leukamie assoziiert mit dem Down
Syndrom

Akute undifferenzierte Leukamie

Gemischter Phenotyp Akute Leukamie (MPAL) mit
1(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1

MPAL mit t(v;11923.3); KMT2A verandert

MPAL, B/myeloisch, NOS

MPAL, T/myeloisch, NOS
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Tabelle 2. Einteilung in Risikogruppen durch das European Leukemia Net [36],
Auszug aus der Onkopedia Leitlinie der AML [18].

Risikogruppe | Aberrationen

Gunstig (8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
Mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-ITDniedrig*
Biallelisch mutiertes CEBPA

Intermediar Mutiertes NPM1 mit FLT3-ITDhoch"
Wildtyp NPM1 ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp) oder mit
FLT3-ITD"ed"g* (ohne ungtinstige genetische Aberrationen)
t(9;11)(p21.3;023.3); MLLT3-KMT2AS3
Zytogenetische Aberrationen, die nicht als glinstig oder ungunstig
eingestuft wurden

Unginstig t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214
t(v;11)(v;q23); KMT2A-Genumlagerung
1(9;22)(g34.1;q11.2); BCR-ABL1
inv(3)(g21926.2) oder t(3;3)(921;926.2); GATA2, MECOM (EVI1)
-5 oder del(5q); -7; -17/abnl(17p)
komplexer Karyotyp (=3 Aberrationent)
monosomaler Karyotyp (eine Monosomie, assoziiert mit
mindestens einer weiteren Monosomie oder einer anderen
strukturellen, chromosomalen Aberration (auRer CBF-AML))
Wildtyp-NPM1 mit FLT3-ITDhoch*
Mutiertes RUNX1*
Mutiertes ASXL1#
Mutiertes TP53

* FLT3-ITDniedrig = Mutant-Wildtyp-Allel-Quotient <0,5; FLT3-ITDhoch = Mutant-Wildtyp-Allel-
Quotient 20,5. Bestimmung Uber semi-quantitative Messung des FLT3-ITD Allel-Quotienten mittels
DNA-Fragment-Analyse als Quotient der AUC fur FLT3-ITD dividiert durch die AUC fur FLT3-Wildtyp

§ in Anwesenheit seltenerer als ungunstig eingestufter Aberrationen ,sticht die t(9;11), d.h. sie gibt
den Ausschlag fir eine Einstufung in die intermediare Risikogruppe

T nur zutreffend, wenn nicht gleichzeitig eine der WHO-definierten AML-typischen Aberrationen
vorliegt (d.h. t(8;21), inv(16) oder t(16;16), t(9;11), t(v;11)(v;g23.3), t(6;9), inv(3) or t(3;3); AML mit
BCR-ABL1).

¥ nur als unguinstig einzustufen, wenn keine als gunstig eingestuften Aberrationen vorliegen, d.h. in
Anwesenheit ginstiger Verédnderungen geben diese den Ausschlag fir eine Einstufung in die glinstige
Risikogruppe
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Tabelle 3. Ubersicht zur Induktionstherapie der AML, Auszug aus der Onkopedia
Leitlinie der AML [18].

Subgruppen Induktionstherapie
Alle Core binding factor AML CD33* 7 + 3! + Go?
Subgruppen NPM1 Mutation mit FLT3 7 + 31+ Go?
auller APL Wildtyp
:Jsr;c,l’fi%tient FLT3 Mutation (ITD oder 7 + 3! + Midostaurin

Mutation in TKD)

AML mit myelodysplastischen CPX-3514
Veranderungen (MRC3)
oder Therapieassoziierte AML

Sonstige der intermediaren 7 + 31 + Go?
Risikogruppe (Tabelle 2) mit
CD33*

Sonstige der intermediaren 7+31
Risikogruppe (Tabelle 2) mit
CD33

Sonstige der unginstigen 7+3t
Risikogruppe (Tabelle 2)

17 +3 = Therapieschemata mit Cytarabin an 7 Tagen und Daunorubicin an 3 Tagen
2Go = Gemtuzumab Ozogamicin

3MRC = Myelodysplasia Related Changes

4 CPX-351 = Cytarabin + Daunorubicin im festen Verhaltnis 5:1, liposomal verkapselt

2.2 FMS-Like Tyrosine Kinase 3

Die FLT3 Kinase wurde erstmals 1991 von zwei unabhangigen Gruppen beschrieben
und ist auch unter den Bezeichnungen stem cell tyrosine kinase-1 (STK-1) und
fetal liver kinase-2 (FLK2), sowie dem cluster of differentiation antigen 135 (CD135)
bekannt. Zusammen mit dem steel factor receptor (KIT), dem colony-stimulating
factor 1R (FMS) und dem platelet-derived growth factor receptor (PDGFRa/f) gehort
sie zur Klasse Il der Rezeptortyrosinkinasen. In der normalen Hamatopoese ist sie
von essenzieller Bedeutung fur die regulare Entwicklung und Differenzierung
hamatopoetischer Stammzellen [38-43]. Sie kommt als reife und unreife Form vor.
Erstere ist hyperglykosyliert und in der Zellmembran lokalisiert. Die unreife Form ist

hypoglykosyliert, mannosehaltig und intrazellular nachweisbar [44].
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2.2.1 Aufbau

Wie auch andere Rezeptortyrosinkinasen der Klasse Il besteht die FLT3 Kinase aus
einer extrazellularen Doméne, einer Transmembrandomane, einer
Juxtamembrandomane (JM) und zwei Kinase-Domanen (Abbildung 1).

Die extrazellulare Komponente besteht aus funf Immunglobulin-ahnlichen
Subdomanen. Die aulReren drei kbnnen den FLT3-Liganden (FL) binden, wahrend die
inneren zwei zusammen mit der Transmembrandoméane an der Verankerung in der
Zellmembran beteiligt sind. Intrazellular schlief3t sich die JM an, die wiederum mit einer
zweiteiligen Kinase-Doméane (TKD1 und TKD2) verbunden ist. TKD1 und TKD2
werden durch die Kinase Insert Doméane getrennt. Zwischen diesen befindet sich die
Aktivierungsschleife, die aus einer langen Peptidkette besteht. In der inaktiven Kinase
liegt sie in der ATP-Bindungstasche (Adenosin-5-triphosphat), wodurch diese
blockiert wird. Auferdem beinhaltet die Aktivierungsschleife ein DFG-Motiv
(Asparaginsaure-Phenylalanin-Glycin), welches entsprechend der inaktiven oder der

aktiven Kinase, in der DFG-out oder der DFG-in Konformation vorliegt [10, 11, 45].

CFL

Extrazellulare
Doméne

Transmembrandoméne e ‘

' ‘ extrazellular
‘ 2Ll ‘ (e L i Zellmembran

APEPPEEPEP PP PR P S 0 10 1o 1 1o 10 1o 15 14 14
intrazellular

Juxtamembrandoméne

ITD (18-31%)

Tyrosin Kinasedomdne 1 == ‘ ‘ — NB76K

Kinase Insert Doméne l I Punktmutationen

(5-11%)
Aktivierungschleife == Q. p - D835Y

Tyrosin Kinasedoméne 2 -~

Abbildung 1. Schematischer Aufbau eines FLT3 Dimers. Bestandteile der FLT3 Kinase und
typische Lokalisation von ITD und Punktmutationen, wie D835Y und N676K. Haufigkeit von ITD:
18-31% [3-9], Haufigkeit aller Punktmutationen: 5-11% [3-7, 12]. Darstellung angelehnt an [20, 22].
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2.2.2 Funktionsweise der FLT3 Kinase

Die inaktive FLT3 Kinase liegt als Monomer vor. Ohne das Vorhandensein von FL,
wird diese Konformation durch die autoinhibitorische Funktion der FLT3 Kinase
stabilisiert. Dabei blockiert die JM sterisch die Aktivierungsschleife. Diese liegt in der
DFG-out Konformation vor und versperrt ATP und Substraten den Zugang zur
ATP-Bindungstasche [10, 11, 45].

Die Aktivierung der FLT3 Kinase durch Bindung von FL fahrt zur
Rezeptordimerisierung in der JM. Daraufhin beginnt die Transphosphorylierung von
Tyr 589 und Tyr 591 [45]. Es kommt zur Konformationsanderung der JM und dem
Verlust der Autoinhibition. Durch die Konformationsanderung rotiert die N-terminale
TKD1 um ca. 20° zur C-terminalen TKD2, wodurch die sterische Blockade der
Aktivierungsschleife aufgehoben wird. Sie kann sich 6ffnen und gibt damit die
Bindungsstellen fir ATP und Substrate frei. Die intrazellulare Signalkaskade kann nun
aktiviert werden [11, 45]. Ein wichtiges nachgeschaltetes Protein (Downstream Signal)
der FLT3 Kinase ist STAT5 [3, 46].

Die aktive Kinase wird durch Phosphorylierungen an Tyrosinresten stabilisiert. Die
Deaktivierung erfolgt durch die Internalisierung des Rezeptors und die

Dephosphorylierung durch zytoplasmatische Phosphatasen [11, 45].

2.2.3 Interne Tandemduplikationen

FLT3 ITD kommen in 18-31% aller AML Patienten vor und sind mit einer schlechten
Prognose vergesellschaftet [3-9]. Sie wurden bereits 1996 entdeckt [47]. Das
Gesamtuberleben und die rezidivfreie Zeit (RFS) sind bei Patienten mit ITD im
Vergleich zu solchen ohne Mutation deutlich vermindert [48]. Meistens treten ITD in
der JM auf (71%), sind jedoch auch zu 29% in der TKD1 zu finden [49]. Ihre L&nge
variiert zwischen 3 und 400 Basenpaaren. Unabhangig davon bleibt das Leseraster
stets erhalten [9]. Die Lange der ITD wirkt sich negativ auf die Prognose aus [3].

ITD bewirken die konstitutive Aktivierung der FLT3 Kinase und gelten als
Treibermutation der AML, was durch den Einsatz neuer TKi bestéatigt wurde [10, 11,
50]. Die Behandlung mit dem potenten FLT3 Kinase Inhibitor AC220 fiihrte bei AML
Patienten mit FLT3 ITD zu sekundaren Resistenzen. Daraus l&sst sich schliel3en, dass
die mutierten Zell-Klone einem selektiven Druck unterliegen und dementsprechend
von FLT3 ITD abhéangig sind [10, 11, 50].
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Die intrazellulare Signaltransduktion der FLT3 ITD unterscheidet sich von derjenigen
der FLT3 WT [51]. In der Folge aktivieren FLT3 ITD in starkem Mal3e STAT5, was mit
ihrer veranderten Lokalisation zusammenzuhangen scheint. Wahrend FLT3 WT in der
Zellmembran vorkommen, sind FLT3 ITD in der Nahe des Zellkerns nachweisbar [44,
52]. Letztendlich fuhrt die konstitutive Aktivierung der FLT3 Kinase durch ITD zu einer
gesteigerten Zell-Proliferation, verlangertem Zell-Uberleben und einer gehemmten
Zell-Differenzierung. Alle drei Prozesse sind wichtige Bausteine im
Pathomechanismus der AML [53-55].

2.2.4 Punktmutationen

Die zweite Gruppe der FLT3-Mutationen sind Punktmutationen. Sie sind mit einer
Haufigkeit von etwa 5-11% nachweisbar und damit deutlich seltener als FLT3 ITD [3-
7, 12, 56]. Typischerweise sind sie in der Aktivierungsschleife der TKD2 lokalisiert
(6-8%), 2% befinden sich jedoch in der JM und der extrazellularen Doméne [57, 58].
Die haufigste Punktmutation wird durch den Austausch einer Asparaginsaure durch
Tyrosin an der Position 835 verursacht. Im Folgenden wird die Kurzschreibweise
D835Y verwendet. Punktmutationen aktivieren die FLT3 Kinase ebenfalls konstitutiv.
Die prognostische Relevanz von Punktmutationen bei alleinigem Nachweis ist, im
Gegensatz zu FLT3 ITD, nicht eindeutig geklart. Verschiedene Studien kamen zu
unterschiedlichen Ergebnissen [3, 12-14]. Eine grof3e Studie konnte keine Reduktion
des ereignisfreien Uberlebens (EFS) und des Gesamtiiberlebens nachweisen [12].
Dieselbe Studie zeigte aber auch, dass das Zusammentreffen einer Punktmutation und
einer ITD einen negativen prognostischen Einfluss hat [12].

Die intrazellulare Signaltransduktion der Punktmutationen ahnelt derjenigen der
FLT3 ITD, scheint aber nicht identisch zu sein. Zum Beispiel wird STAT5 durch
Punktmutationen in geringerem Malie als durch FLT3 ITD aktiviert [59, 60]. Als
sekundare Mutation bilden sie einen Resistenzmechanismus gegen TKi und sind

daher bei der Auswahl geeigneter TKi von Bedeutung [15, 16].
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2.3 Tyrosinkinaseinhibitoren

Die Tatsache, dass ITD als eine Treibermutation der AML bestatigt wurde, macht sie
zu einem wichtigen Angriffspunkt fur neue Medikamente. Konsequenterweise wurde
in den letzten Jahren eine Reihe neuer niedermolekularer TKi mit verschiedenen
Eigenschaften entwickelt. Sie sind in unterschiedlichen Versuchsphasen und wurden
in  verschiedenen Konstellationen, auch in Kombination mit anderen
Therapieansatzen, getestet [10, 21, 37]. Der folgende Abschnitt vermittelt einen
Uberblick zu ausgewahlten TKi (Tabelle 4).

TKi werden nach ihrer Potenz und Selektivitdt gegentber anderen Kinasen in eine
erste und zweite Generation eingeteilt. Die erste Generation besteht aus
Multikinase-Inhibitoren wie Sunitinib, Sorafenib und Midostaurin. Diese hemmen die
FLT3 Kinase eher unspezifisch. Stattdessen inhibieren sie weitere Kinasen wie KIT,
PDGFR, RAS/RAF und VEGFR, wodurch ihre generelle Toxizitdt und das damit
verbundene Nebenwirkungsprofil erhéht wird [3, 37].

Die zweite Generation der TKi ist deutlich potenter und selektiver fur FLTS3.
Dementsprechend zeichnen sie sich durch eine erniedrigte halbmaximale
Inhibitorkonzentration (ICso) und weniger Nebenwirkungen, bedingt durch eine
geringere Hemmung anderer Kinasen, aus. Wichtige Vertreter der zweiten Generation
sind AC220, Crenolanib und Gilteritinib [3, 20, 37, 61]. Um die spezifische Wirkung der
neuen TKi zu unterstreichen, wird der Begriff FLT3 Inhibitor (FLT3i) verwendet.
AuRRerdem unterscheiden sich TKi nach ihrem Bindungsmuster. Typ 1 Inhibitoren
binden FLT3 Kinasen in der ATP-Bindungstasche und hemmen sowohl die aktive, als
auch die inaktive Kinase. Crenolanib und Gilteritinib zahlen zu den Typ 1 Inhibitoren.
Im Gegensatz dazu binden Typ 2 Inhibitoren, wie AC220 und Sorafenib, allosterisch
an eine hydrophobe Stelle neben der ATP-Bindungstasche. Diese ist nur in der
inaktiven Kinase-Konformation zuganglich. Typ 2 Inhibitoren verhindern dadurch die
Aktivierung der Kinase [3, 37]. Da die allosterische Bindungsstelle unter den Kinasen
schlechter konserviert ist, als die ATP-Bindungsstelle, kdnnen Typ 2 Inhibitoren in der
Regel selektiver als Typ 1 Inhibitoren binden [62].
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Tabelle 4. Ubersicht zu ausgewahlten TKi [3, 19, 37, 63-65].

TKi Generation Bindungs- inhibierte Grundgerist
typ Kinasen
Midostaurin 1. Typ 1 FLT3, PKC, SYK, Indolcarbazol
FLK-1, AKT, PKA, Alkaloid
KIT, FGR, SRC,
PDGFR a/B,
VEGFR 1/2
Sorafenib 1. Typ 2 RAF/MEK/ERK, Biaryl Harnstoff
BRAF, FLT3, Derivat
VEGFR 1/2/3,
PDGFR o/
Quizartinib 2. Typ 2 FLT3, KIT, RET, Bisaryl Harnstoff
PDGFR a/B, FMS Derivat
Crenolanib 2. Typ 1 FLT3, PDGFR Benzimidazol
Gilteritinib 2. Typ 1 AXL, LTK, ALK, | Pyrazincarboxamid
FLT3 Derivat

2.3.1 TKi der ersten Generation — Beispiel Midostaurin

Die meisten TKi der ersten Generation haben sich weder als Mono-, noch als
Kombinations-Therapie  durchgesetzt, da sie haufig den gewlnschten
antileukamischen Effekt nicht erzielten. Eine Ausnahme stellt Midostaurin dar. Zwar
zeigte es als Monotherapie in AML Patienten mit Rezidiv keine zufriedenstellende
Wirkung, jedoch in Kombination mit der Standard 7+3 Chemotherapie [3, 66]. Hierbei
wird Cytarabin fur 7 Tage und ein Anthrazyklin, wie Daunorubicin, fur 3 Tage
verabreicht (Tabelle 3) [18]. In der zugrunde liegenden multinationalen,
randomisierten, placebokontrollierten und doppelt verblindeten Phase 3 Studie
(RATIFY) wurde Midostaurin mit Cytarabin und Daunorubicin als Induktionstherapie
und anschlieBender Cytarabin Konsolidierungstherapie in Patienten mit neu
diagnostizierter FLT3 mutierter AML verwendet. Die Vergleichsgruppe erhielt die
7+3 Chemotherapie. Die Studie stellte ein erhdhtes ereignisfreies Uberleben und
Gesamtuberleben unter Hinzunahme von Midostaurin fest [67]. Die Ergebnisse waren
ausschlaggebend fur die Entscheidung der FDA (US Food and Drug Administration)
Midostaurin in Kombination mit Cytarabin und Daunorubicin als Induktionstherapie und
anschlieBender Cytarabin Konsolidierungstherapie fur die Behandlung neu
diagnostizierter AML in Erwachsenen im April 2017 zuzulassen. Damit war Midostaurin
der erste FLT3-Inhibitor, der fur die Therapie der AML von der FDA akzeptiert
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wurde [20]. Die Zulassung durch die European Medicines Agency (EMA) erfolgte im
September 2017 [68]. Die Autoren der RATIFY-Studie weisen darauf hin, dass auch
Patienten mit einem niedrigen FLT3 ITD-Anteil von der Hinzunahme Midostaurins
profitierten. Das kdnnte daraufhin deuten, dass die Wirkung des Midostaurins nicht nur
durch die Hemmung der FLT3 Kinase zustande kommt, sondern auch durch seine
Eigenschaft als Multikinase-Inhibitor [3, 67].

2.3.2 Quizartinib (AC220)

AC220, ein Bisaryl-Harnstoff Abkommling und FLT3i der zweiten Generation, ist sehr
potent und selektiv gegenuber anderen Kinasen. In vitro hemmt es FLT3 Kinasen im
nanomolaren Bereich. Als Typ 2 Inhibitor bindet es allosterisch an die inaktive Kinase,
wodurch deren Aktivierung verhindert wird. Neben FLT3 Kinasen inhibiert AC220 auch
KIT, PDGFRa/B, RET (Rearrangement during Transfection) und FMS, jedoch
mindestens 10-fach geringer als FLT3 Kinasen [20, 69, 70].

In Japan wurde AC220 im Oktober 2019 fur Patienten mit Rezidiv-AML und
FLT3 ITD Mutation zugelassen [71]. EMA und FDA verwehrten hingegen die
Zulassung fur Patienten mit Rezidiv im Jahr 2019 [72, 73]. Ein Grund war, dass die
mediane Uberlebensdauer nur um 6 Wochen verbessert wurde. Zudem &uRerten
beide Institutionen Kritik an der zugrunde liegenden Phase 3 Studie (QUANTUM-R),
da sie die Lebensverlangerung nicht ausreichend belege [20, 72-74]. Unabhangig von
diesen Entscheidungen wird AC220 in Kombinationen mit anderen Medikamenten
getestet. So zum Beispiel in Kombination mit Chemotherapie, analog zu der
Anwendung von Midostaurin [20].

Als wesentliche Nebenwirkung sind eine anhaltende Zytopenie und eine verlangerte
QT-Zeit hervorzuheben. Fir die Zytopenie wird die Hemmung von KIT verantwortlich
gemacht, das eine wichtige Rolle in der normalen Hamatopoese spielt. Die

QT-Zeit Verlangerung wird durch eine Kalium-Kanal Blockade verursacht [20].

2.3.3 Resistenzmechanismen

Ein zentrales Problem bei der Anwendung von AC220 und anderen TKi stellen
Resistenzmechanismen dar. Dadurch hélt deren Wirkung in FLT3 ITD tragenden
AML Patienten nur wenige Wochen an. Die Resistenzmechanismen werden in

intrinsische und extrinsische unterteilt. Zu den intrinsischen Resistenzmechanismen
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zéhlen sekundare Punktmutationen, die Selektion von Klonen, die bereits eine
resistente Mutation vor Therapiebeginn aufwiesen und die Aktivierung von weiteren
Signalwegen. Zu den extrinsischen Mechanismen gehért die Kommunikation der
Tumorzellen untereinander und der Einfluss des Knochenmarks auf die Tumorzellen
(Abbildung 2) [19, 20].

In klinischen Studien wurde beobachtet, dass die Behandlung von AML Patienten mit
AC220 den apoptotischen Zelluntergang peripherer Blasten bewirkt. Wohingegen
Blasten im Knochenmark unter dem Einfluss von TKi einem Zellzyklusarrest
unterliegen. Dies wird durch den Einfluss der Mikroumgebung des Knochenmarks
erklart [20, 75]. Dabei spielen sowohl direkte Zell-Zell Kontakte, als auch lésliche
Botenstoffe, wie die vermehrte Ausschittung von FL durch Stroma-Zellen [20], und die
uber ERK vermittelte Signalkaskade eine wichtige Rolle [75]. Eine vollstandige
Beseitigung der Blasten im Knochenmark mit TKi gelingt in der Regel nicht [75-77].
Einer der am besten untersuchten Resistenzmechanismen sind Punktmutationen in
der Aktivierungsschleife der FLT3. Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass unter der
Behandlung von AML Patienten, die eine FLT3 ITD tragen, mit AC220 sekundéare
Punktmutationen entstanden, die zuvor nicht nachweisbar waren und die zu einem
Wirkungsverlust des FLT3i fuhrten [15, 16]. Dabei wurde besonders haufig die
FLT3 ITD D835Y Mutation nachgewiesen. Eine mdgliche Erklarung fir den
Wirkungsverlust des FLT3i ist eine Konformationsédnderung der Kinase, die zu einer
Stabilisierung der aktiven Form fuhrt und damit zu einer Aktivierung der
Signalkaskade. Typ 2 Inhibitoren, wie AC220, binden hingegen die inaktive Kinase [10,
15, 16, 78].

Eine weitere sekundare Mutation ist die FLT3 ITD N676K. Hier ersetzt ein Lysin ein
Asparagin an der Position 676. Diese Mutation wurde in einem AML Patienten mit
Rezidiv unter der Behandlung von Midostaurin entdeckt [79]. Zudem wurde ein
Wirkungsverlust gegeniber AC220 beschrieben [80]. Die Mutation ist in der
ATP-Bindungsdoméne der TKD1 lokalisiert und bewirkt ebenfalls eine konstitutive
Aktivierung der FLT3 Kinase. Opatz et al. schlussfolgern aus der Zusammenschau
ihrer und weiterer Daten, dass die Kombination aus ITD und N676K die
Kinase-Konformation verandert und dadurch die allosterische Bindungsstelle von
AC220 verdeckt wird [80]. Zudem ist FLT3 ITD N676K intrazellular nachweisbar,
wodurch eine geringere Verfugbarkeit von AC220 die Resistenz beglnstigen
konnte [80].
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Neben den oben genannten Mutationen, wurde in dieser Arbeit noch eine weitere

Doppelmutationen mit FLT3 D835Y N676K untersucht. Insgesamt werden kombinierte

Punktmutationen jedoch selten in Patienten mit AML nachgewiesen [12].

Sekundare Punktmutationen

Intrinsische Bereits zu Beginn resistente Zell-Klone/
Resistenzmechanismen Zell-Klone ohne FLT3 Abhangigkeit

Aktivierung alternativer Signalwege

o s Beeinflussung durch andere Tumorzellen
Extrinsische

Resistenzmechanismen

Einfluss des Knochenmarks auf die Tumorzellen

Abbildung 2. Resistenzmechanismen gegen TKi. Uberblick tiber intrinsische und extrinsische
Resistenzmechanismen [19, 20].Crenolanib

Crenolanib kann einige gegen AC220 resistente sekundare Mutationen inhibieren.
Urspriinglich wurde Crenolanib als PDGFR-Inhibitor entwickelt und zunéchst in soliden
Tumoren getestet [81]. Es zahlt wie AC220 zu den FLT3i der zweiten Generation. Im
Gegensatz zu AC220 ist es jedoch ein Typ 1 Inhibitor und hemmt auch die aktive FLT3
Kinase. Dadurch gelingt es sekundare Mutationen, die zu einem Wirkungsverlust von
Typ 2 Inhibitoren fuhren, zu hemmen. Ein weiterer Vorteil von Crenolanib ist, dass es
KIT im Vergleich zu AC220 weniger inhibiert, wodurch die Gefahr von Zytopenien
reduziert wird [61, 62, 78, 82, 83]. Derzeit wird es in einer Phase 3 Studie in
Kombination mit Chemotherapie getestet (NCT03250338) [84].

Trotzdem kommt es auch unter der Therapie mit Crenolanib zu Rezidiven. Die
Mechanismen sind jedoch andere als bei AC220. Es konnten beispielsweise keine

sekundaren Mutationen als Ursache ausgemacht werden [85].

2.3.5 BS228 — der neue FLTS3i

Die Ergebnisse bisheriger FLT3i sind vielversprechend und verdeutlichen das
Potential der selektiven Hemmung von mutierten FLT3 Kinasen. Dennoch ist ihre

Wirkung aufgrund unterschiedlicher Resistenzmechanismen von voribergehender
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Dauer. Vor diesem Hintergrund kommt der Entwicklung neuer Inhibitoren eine grol3e
Bedeutung zu. Ziel dieser Medikamente sollte eine mdglichst breite Wirksamkeit gegen
eine Vielzahl von Mutationen der FLT3 Kinase sein. Zusatzlich sollten sie andere
Kinasen gar nicht oder nur wenig hemmen, um Nebenwirkungen zu reduzieren. Zum
einen konnte durch solche neuen FLT3i die Entstehung von einigen resistenten
Zell-Klonen von vorneherein verhindert werden und zum anderen kénnte die Therapie
von Patienten mit resistenten Mutationen, fir die es ansonsten nur wenige
medikamentdse Optionen gibt, verbessert werden. Insgesamt konnte dadurch eine
langerfristige Wirksamkeit der FLT3i ermdglicht werden [16, 19, 53].

In dieser Arbeit wird der neue FLT3i BS228 gegen Mutationen der FLT3 Kinase im
Vergleich zu den vielversprechenden und viel untersuchten FLT3i AC220 und
Crenolanib getestet. BS228 wurde in der Arbeitsgruppe Prof. Mahboobi am Institut fur
Pharmazie Regensburg auf der Basis eines Bis(1H-indol-2-yl)methanon Grundgeriists
entwickelt [86]. Zusatzlich wurde das mit einem tert-Butylisoxazolrest substituierte
Bisaryl-Harnstoff Motiv des AC220 integriert und das Indolyl-System durch ein
Benzofuranyl-System ersetzt [87]. Der neue FLT3i BS228 wurde unter dem Namen
Marbotinib patentiert [22].

2.4 Ba/F3 Zellen und Interleukin-3

Als Basis fur die Versuche dient die murine Pro-B-Zelllinie Ba/F3, die sich fur Versuche
mit Onkogenen bewahrt hat [24]. Die Expression von FLT3 Mutationen ermdglicht
den Zellen eine von dem Wachstumsfaktor IL-3 unabh&ngige Proliferation. Im
Gegensatz dazu sind Ba/F3 FLT3 WT (spater zur Vereinfachung nur als Ba/F3 WT
bezeichnet) Zellen IL-3 abhangig [24]. Da IL-3 die Phosphorylierung von STAT5
vermittelt, ist ein vermehrtes Auftreten von p-STAT5 in Ba/F3 WT Zellen zu erwarten
[25]. Die in dieser Arbeit verwendeten Ba/F3 Zellen exprimieren neben FLT3 WT
sowohl Punktmutationen, als auch ITD und die Kombination von beiden. Konkret
wurden Ba/F3 Zellen mit folgenden Mutationen verwendet: FLT3 ITD, FLT3 D835Y,
FLT3 D835Y N676K, FLT3 ITD D835Y und FLT3 ITD N676K.
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3 Material

3.1 Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Acrylamid Rotiphorese Gel 40 Roth
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth

Annexin V-FITC Miltenyi Biotec
Bromphenolblau Sigma-Aldrich
Calciumchlorid (CaCly) Merck
Coomassie Brilliant Blau Merck
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Applichem
Glycin Roth

Glycerin Sigma-Aldrich
HEPES Roth
Milchpulver Blotting grade, pulv., Roth

fettarm

Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich
Nonidet P-40 (NP-40) Thermo Scientific Fluka
Page Ruler Plus Prestained Protein Thermo Scientific
Ladder

Phosphate Buffered Saline Dulbecco  Biochrom
(PBS)

Phosphorsaure Roth
Propidiumjodid (PI) Sigma-Aldrich
Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche
RNase A Sigma-Aldrich
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) Roth

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Roth
(Tris)

Tween 20 Roth




Material

3.2 Puffer und Losungen

3.2.1 Western Blot-Analyse

Puffer und Losungen Zusammensetzung

100 mL 5x Lammli Puffer
ad 1000 mL H20Ovidest.

Bradford Reagenz 50 mg Coomassie Brilliant Blau
25 mL Ethanol
50 mL H3POs4
ad 500 mL H20pbidest.

5x Lammli Puffer 30 g Tris
144 g Glycin
ad 1000 mL H2Onidest.

NET-N Lysepuffer 0,5% 100 mM NacCl
10 mM Tris-HCI, pH 8
10% Glycerin
1 mMEDTA
0,5% NP-40
ad 200 ml Hz2Ovidest.

1x SDS-Elektrophoresepuffer 200 mL 5x Lammli Puffer
10 mL 10 % SDS
ad 1000 mL H20pidest.

6x SDS-Probenpuffer (6x PP) 375 mM Tris, pH 6,8
12% SDS
30% Glycerin
500 mM DTT
0,01 Bromphenolblau

10x TBS pH 7,6 200 mM Tris
1,4 M NacCl
ad 1000 mL H20pidest.

TBS-T 100 mL 10x TBS
0,5 mL Tween
ad 1000 mL H2Ovidest.
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3.2.2 Durchflusszytometrie

Puffer und Losungen Zusammensetzung

10x Annexin V-Bindepuffer, pH 7,4 100 mM HEPES
1,4 M NaCl
25 mM CaClz
1% BSA
ad 50 mL H20pidest.

Propidiumjodid-Lésung P1 50 ug/mL in PBS

3.3 Acrylamidgele

Sammelgel Ansatz fur 2 Gele (1 mm)
H20bidest. 4,4 mL

TrispH6,81 M 760 uL

SDS 10% (w/v) 60 pL

Acrylamid 760 pL

APS 10% (w/v) 60 pL

TEMED 6 uL

Trenngel Ansatz fur 2 Gele 10% (1 mm)
H20bidest. 5,7 mL

TrispH8,81,5M 3 mL

SDS 10% (w/v) 120 uL

Acrylamid 3mL

APS 10% (w/v) 60 uL

TEMED 6 uL
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3.4 Inhibitoren

Name

Katalognummer Hersteller

Crenolanib (CP-868,596)

Quizartinib (AC220)

BS228

S2730 Selleckchem
S1526 Selleckchem

Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von der
Arbeitsgruppe Prof. Mahboobi, Institut fur Pharmazie,
Universitat Regensburg

3.5 Medien und Medienzusatze

Name Hersteller
RPMI-1640 Sigma-Aldrich
Fetales Kalberserum (FCS) Biochrom
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich

WEH]I-Zellen-Uberstand
(enthalt IL-3)

Freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Frau Dr. Mandy Beyer,
Universitadtsmedizin Mainz, mit bestem

Dank!
3.6 Zelllinie
Zelllinie  FLT3 Mutation  Wachstum Eigenschaft Quelle
Ba/F3 Wildtyp (WT) IL-3 abhangig  Murine Freundlicherweise
Pro-B Zellen, zur Verfligung
Ba/F3 ITD N676K Suspensions- gestellt vom Institut
Ba/F3 D835Y zellen fur Toxikologie,
Ba/F3 ITD DS35Y IL-3 I\U/Ir;\li\r/]ezrs|tatsmed|2|n
hanai :
Ba/F3 D835y Ne7ek  nabnandig
Ba/F3 ITD

ITD = Insertion von 36 Basenpaaren an der Position 598
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3.7 Antikorper

3.7.1 Primare Antikorper

Antikorper Wirt Verdinnung in Katalognummer  Hersteller
2% Milchpulver/
TBS-T
Anti-FLT3 Kaninchen 1:1000 3462 Cell
(8F2) Signaling
Anti-p-FLT3 Kaninchen 1:250 3461 Cell
(Tyr591) Signaling
Anti-STAT5 Maus 1:1000 610192 BD
Biosciences

Anti-p-STAT5 Kaninchen 1:100 MAS5-14973 Thermo
(Tyr694) Scientific
Anti- Kaninchen 1:1000 ab176560 Abcam
a-Tubulin
3.7.2 Sekundare Antikorper

Antikdrper Wirt Verdinnung in Hersteller

2% Milchpulver/
TBS-T

lgG Kaninchen IRDye Ziege 1:10000 LI-COR
800CW Biosciences
IgG Maus IRDye Ziege 1:10000 LI-COR
800CW Biosciences
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3.8 Gerate und Apparaturen

Name Hersteller
Absaugpumpe Vacusafe Integra
Blottingapparatur Mini Trans-Blot Cell = Bio-Rad

Bildgebender Detektor fir Western
Blot Odyssey

Durchflusszytometer FACSCanto™

Elektrophoreseapparatur Protean Tetra

System

Feinwaage Basic
Gefrierschrank VIP series -86 °C
Gefrierschrank 6ko super
GelgieRRapparatur
Lichtmikroskop Primovert
Pipette Pipet-Lite XLS

Pipette AutoRep E

Pipettierhilfe Pipetboy acu
Plattformschuttler Rocking Platform
Rollmischer RM 5
Ruhrplattform Variomag Mono
Spannungsquelle PowerPac HC
Sterilbank LaminAir HB2472
Thermomixer C

Tischzentrifuge Micro Centrifuge
Ultraschall-Handgerat UP200Ht
Vortexer REAX 2000

Waage PJ Precisa Junior
Wasserbad Aqualine AL 5
Zahlkammer Neubauer
Zentrifuge Heraeus Fresco 21

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16

Li-Cor Biosciences

BD Biosciences
Bio-Rad

Sartorius

SANYO

Liebherr

Bio-Rad

Zeiss

Rainin

Rainin

Integra Biosciences
VWR

CAT M. Zipperer GmbH
Thermo Scientific
Bio-Rad

Thermo Scientific
Eppendorf

Roth

Hielscher

Heidolph

Swiss Quality
LAUDA
Marienfeld-Superior
Thermo Scientific

Thermo Scientific
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3.9 Labormaterialien

Name

Hersteller

Cell star 6-well-Platte
Cell star 12-well-Platte

Greiner Bio-one

Greiner Bio-one

FACS-Rohrchen 5 ml REF 55.1579 Sarstedt

Nitrocellulose Blotting Membrane GE Healthcare

Pasteurpipetten ohne Watte Roth
Pipettenspitzen BioClean Universal Rainin
Tips

Pipettenspitzen Universal

Pipettenspitzen 5 mL und 10 mL

Rotilabo-Mikrotestplatten Art.: 9293.1

Safe-Lock Tubes 1.5 mL
Wasserbad Aqualine AL 5
Zellkulturflaschen Cell Star

Zentrifugenréhrchen 15 mL und

Greiner Bio-one
Greiner Bio-one
Roth

Eppendorf
LAUDA

Greiner Bio-one

Greiner Bio-one

50 mL

3.10 Software

Name Hersteller

Adobe Photoshop Elements 10.0
Endnote X7.7.1

FACSDiva Software

GraphPad Prism Version 6.01

Adobe Systems Incorporated
Thomson Reuters

BD Biosciences

GraphPad Software, Inc.
Image Studio Lite Version 5.2.5 Li-Cor Biosciences
Microsoft Office 365 Word 2016

Microsoft Office 365 Excel 2016

Microsoft

Microsoft
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

Die Zellkultur ist ein Verfahren, welches erlaubt bestimmte Zelllinien zu kultivieren und
so genannte in vitro Versuche durchzufiihren. Die Zellen werden dabei in einem
geeigneten Nahrmedium in speziellen Zellkulturflaschen aufbewahrt und in einem
Brutschrank bei 37 °C gelagert. Regelmallig wird ein Teil des Nahrmediums ersetzt
und die Zelldichte kontrolliert. Alle Arbeiten mit den Zellen geschehen schonend und
unter sterilen Bedingungen in einer Sterilbank. Die in dieser Arbeit verwendeten
murinen Ba/F3 Zellen sind Suspensions-Zellen, die sich zwar am Flaschenboden
ablagern, aber sich gut durch vorsichtiges ,,Resuspendieren® mit der Pipette aufwirbeln

lassen.

4.1.1 Kultivierung

Fir den Erhalt der Zellen wird mit Hilfe eines Lichtmikroskops die Dichte der
Zellsuspension abgeschatzt und anhand dessen festgelegt, in welchem Mal3e sie mit
frischem Nahrmedium verdinnt werden sollen (,Splitten, Passagieren®). Meistens
liegt das Verhaltnis von Zellen zu frischem Nahrmedium bei den Ba/F3 Zellen bei
1:10. In der Sterilbank werden die Zellen mit Hilfe einer 10 mL Pipette vorsichtig
sresuspendiert” und die zu verwerfende Menge entnommen. Dabei ist darauf zu
achten, dass die Pipette weder die Umgebung noch den Hals der Zellkulturflasche
bertihrt. Nun kann die entsprechende Menge des zuvor im Wasserbad angewarmten
Nahrmediums hinzugegeben werden. Die Ba/F3 WT Zellen erhalten Nahrmedium,
welches aus RPMI-1640, 10% fetalem Kalberserum (FCS),

1% Penicillin/Streptomycin und 10% WEHI-Zellen-Uberstand (enthalt IL-3) besteht.
Der WEHI-Zellen-Uberstand wurde freundlicherweise von Frau Dr. Mandy Beyer zur
Verfiigung gestellt. Das Nahrmedium fur die Ba/F3 ITD, ITD N676K, D835Y,

ITD D835Y und D835Y N676K Zellen besteht hingegen aus RPMI-1640, 10% FCS
und 1% Penicillin/Streptomycin (Tabelle 5). Anschlie3end kann die Zelldichte unter
dem Mikroskop beurteilt werden. Die Zellen werden im Brutschrank bei 37 °C
aufbewahrt. Ba/F3 Zellen missen in der Regel jeden zweiten Tag gesplittet werden.
Die Zellkulturflaschen sollten in regelméRigen Abstanden von maximal zwei Wochen

gewechselt werden.
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Tabelle 5. Zusammensetzung der Nahrmedien.

Na&hrmedium fur Ba/F3 ITD, RPMI-1640
ITD N676K, D835Y, ITD D835Y, FCS 10%
D835Y N676K Zellen Penicillin/Streptomycin 1%
Nahrmedium fur Ba/F3 WT Zellen RPMI-1640
FCS 10%

Penicillin/Streptomycin 1%
WEHI-Zellen-Uberstand 10% (enthalt IL-3)

4.1.2 Einfrieren und Auftauen von Ba/F3 Zellen

Um Zellen langerfristig zu erhalten, werden sie in flussigem Stickstoff (-196 °C)
gelagert. 10 mL der Zellsuspension werden in ein Zentrifugenréhrchen tberfihrt und
bei 1300 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt und die Zellen in
1 mL FCS mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSOQO) ,resuspendiert”. DMSO soll verhindern,
dass sich beim Einfrieren fir die Zellen schadliche Eiskristalle bilden [88]. Die
Zellsuspension wird nun in ein Kryo-Rdhrchen dberfuhrt, und in einer Einfrierbox
(gefullt mit Isopropanol) fir eine Woche bei — 80 °C gelagert und anschlieend in den
Stickstofftank tberflhrt.

Um die eingefrorenen Zellen erneut zu kultivieren, missen diese aufgetaut und in
frisches Nahrmedium Uberfuhrt werden. Dabei wurde folgendes Procedere
angewendet. In der Sterilbank wird in ein Zentrifugenréhrchen 5 mL und in eine
Zellkulturflasche 9 mL des entsprechenden angewarmten Nahrmediums pipettiert. Die
eingefrorenen Zellen werden im Wasserbad aufgetaut und unmittelbar danach mit dem
Nahrmedium in dem Zentrifugenrohrchen aliquotiert. AnschlieBend erfolgt die
Zentrifugation bei 1200 rpm fiur 5 Minuten. Der Uberstand wird abgesaugt und
verworfen. Die Zellen werden nun in 1 mL frischem Nahrmedium ,resuspendiert und
in die Zellkulturflasche uberfuhrt. AnschlieBend konnen die Zellen unter dem

Mikroskop beurteilt werden.
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4.2 Vorbereitung und Behandlung mit Inhibitoren

4.2.1 Bestimmung der Zellkonzentration

Zunachst werden die Zellen in der Zellkulturflasche ,resuspendiert® und 100 pL in ein
1,5 mL Eppendorf-Gefal3 tberfihrt. AnschlieRend erfolgt eine 1:2 Verdinnung durch
die Zugabe von 100 pL Phosphatpuffer (PBS). Dabei wird ebenfalls ,resuspendiert”.
10 uL der Zellsuspension werden auf die Neubauer Zahlkammer Ubertragen und die
Anzahl der Zellen unter dem Mikroskop ermittelt. Mithilfe der folgenden Formel kann
anschlielend die Zellkonzentration bestimmt werden:

Zellzahl — Anzahl der gezahlten Zellen

102 .
mL 2 10" - Verdunnungsfaktor

Der Verdunnungsfaktor betragt in diesem Fall: ﬁ .

4.2.2 Aussaat

Das Aussaen der Zellen fur die Versuche erfolgt in well-Platten. Zunachst wird die
gewulnschte Zellzahl pro Probe abhéngig vom Versuch festgelegt, beispielsweise
108 Zellen pro Probe in 5 mL. Dann wird die insgesamt benétigte Zellzahl bestimmt.
Die entsprechende Menge wird aus der Zellkulturflasche entnommen, in ein
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt und bei 1300 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend wird der Uberstand verworfen und die Zellen in frischem Nahrmedium
zresuspendiert®. Die Menge des Nahrmediums, in dem die Zellen geldst werden, richtet
sich dabei nach der Anzahl der Proben. Sind beispielsweise sieben Proben
gewinscht, werden 7 mL N&hrmedium hinzugegeben. Nun wird in die Vertiefungen
der well-Platte die gewiinschte Menge des Nahrmediums pipettiert und jeweils 1 mL
der Zellsuspension hinzugeftigt. Den Zellen wird anschlie3end eine Adaptationszeit im
Brutschrank gewahrt. Diese betragt fur Durchflusszytometrie-Analysen 2 h und fir

Western Blot-Analysen bis zum ndchsten Tag.
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4.2.3 Behandlung mit Inhibitoren

Fir die verschiedenen Versuche wurden die Ba/F3 Zellen mit den Inhibitoren AC220,
Crenolanib und BS228 behandelt. Fur die Behandlung werden die Inhibitoren bei
Raumtemperatur aufgetaut. Da diese in einer verhaltnismaRig hohen Konzentration
(100 pM) vorliegen, werden 1 yM Vorverdiinnungen mit PBS angesetzt. Nun werden
die bei der Aussaat vorbereiteten well-Platten aus dem Brutschrank entnommen und
die zuvor errechneten Mengen der Inhibitoren in die entsprechenden Vertiefungen zu
den Zellsuspensionen pipettiert. Anschlielend werden die well-Platten mit einer
waagerechten Bewegung, die der Form einer Acht gleicht, bewegt und die Inhibitoren
somit in der Zellsuspension verteilt. Fur die Dauer der Behandlung werden die Zellen

im Brutschrank aufbewahrt.

4.3 Herstellen von Gesamtzellextrakten

4.3.1 Ernte und Herstellen der Gesamtzellextrakte

Die Ernte der Zellen findet auf Eis statt. Mit einer Pipette werden die Zellen aus der
well-Platte in auf Eis stehende 15 mL Zentrifugenréhrchen tberfiuhrt. Eventuell in der
well-Platte zurtickgebliebene Zellen, werden mit 1 mL PBS geldst und ebenfalls in das
Zentrifugenrohrchen ubertragen. Die Zellen werden bei 1300 rpm fir 5 Minuten
zentrifugiert und sammeln sich dadurch am Boden des Zentrifugenréhrchens (Pellet).
Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 1 mL PBS geldst. Die gelosten Zellen
werden in ein 1,5 mL Eppendorf-Gefald dberfuhrt und gekuhlt (4 °C) zentrifugiert,
diesmal bei 13300 rpm fur 5 Minuten. Der Uberstand wird entfernt und die Zellen in
Lysepuffer (der zuvor aus Net-N Lysepuffer, Protease Inhibitor [eine Tablette] und
Phosphatase Inhibitor [1:100] angesetzt wurde) ,resuspendiert® und fir 15 Minuten auf
Eis inkubiert. Anschliel3end werden die Proben fiir 10 Sekunden und einer Amplitude
von 40% sonifiziert. Die Lysate werden fur 25 Minuten bei 13300 rpm gekdhlt (4 °C)
zentrifugiert, sodass sich ungeloste, feste Zellbestandteile am Boden des Eppendorf-
GefaRes sammeln. Der Uberstand mit den lysierten Zellen wird in ein beschriftetes
Eppendorf-Gefald Ubertragen. Die Gesamtzellextrakte werden bei minus 20 °C

gelagert.
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4.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford [89]

Das Verfahren wird genutzt, um die Proteinkonzentration der Gesamtzellextrakte
kolorimetrisch zu ermitteln. Dafur wird eine kleine Menge der Gesamtzellextrakte
entnommen und mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G 250 versetzt. Dieser
bindet rasch an die Proteine der Gesamtzellextrakte und verandert dadurch sein
Absorptionsmaxium (von 465 nm auf 595 nm). Es kommt zu einem Farbumschlag. Die
Menge der Farbstoff-Protein-Komplexe, die ein Absorptionsmaximum bei 595 nm
haben, verhalt sich proportional zum Proteingehalt der zu untersuchenden Probe.
Durch die quantitative Detektion mit einem Photometer lasst sich mit Hilfe einer
Eichgeraden die Proteinmenge der Probe ermitteln. Da das Messverfahren dem
Lambert-Beer'schen Gesetz folgt, ist ein lineares Verhaltnis zwischen
Proteinkonzentration der Probe und Extinktion nur bis zu einer Extinktion von 1
gegeben. Die zu untersuchenden Proben der Gesamtzellextrakte werden
daher verdinnt [89].

Zunachst werden 5 pL jedes Gesamtzellextraktes entnommen und diese mit je 45 L
destilliertem Wasser verdinnt (1:10). Fur die Eichgerade werden verschiedene
Proteinkonzentrationen mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellt (Tabelle 6).

Tabelle 6. Erstellen einer Eichgeraden.

H2Opbidest. (ML) 1 mg/mL BSA (uL) Konzentration (ug/mL) 2@

0 30 0 0

A 28,5 15 2,5
B 27 3 5

C 24 6 10
D 21 9 15
E 18 12 20
F 15 15 25

a Konzentration von BSA in der 96-well-Platte, nachdem 10 uL der entsprechenden BSA-
Konzentration und 200 pL Bradford Reagenz zusammengefihrt wurden.

Nun werden 10 uL als Doppelbestimmung jeder BSA-Konzentration nebeneinander in
eine 96-well-Platte pipettiert. Gleiches geschieht mit den Proben. Anschliel3end
werden 200 yuL Bradford Reagenz hinzugegeben. Die 96-well-Platte wird
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lichtgeschutzt in Alufolie eingeschlagen und ziigig mit einem Photometer bei 595 nm
Wellenldnge gemessen. Mit der Eichgeraden wird die Proteinkonzentration bestimmt.
Fur die Gelelektrophorese werden die Proben so vorbereitet, dass sie alle die gleiche
Proteinkonzentration und das gleiche Volumen besitzen. Daftr wird berechnet, welche
Menge jeder Probe benétigt wird. Die entsprechenden Mengen werden entnommen
und mit destilliertem Wasser auf ein einheitliches Volumen ausgeglichen. Jede Probe
erhalt anschlieRend 1/6 des Gesamt-Volumens als 6x Probenpuffer. Die Proben
werden zum Schluss fur funf Minuten bei 800 rpm auf 95 °C erhitzt. Nach dem
Abkuhlen werden sie bei minus 20 °C aufbewabhrt.

4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli [90]

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgt mit der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)
denaturiert die Proteine und versieht diese mit einer negativen Gesamtladung. Die
Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht gelingt mit Hilfe eines
Polyacrylamid-Gels, an dem eine Spannung anliegt. Die negativ geladenen Proteine
bewegen sich im elektrischen Feld durch die Poren des Polyacrylamid-Gels in
Richtung Anode und werden dabei nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Kleine
Proteine werden schneller durch das Polyacrylamid-Gel gezogen, als grofR3e Proteine.
Je hoher der Anteil an Acrylamid im Gel, desto kleiner sind die Poren, was eine feinere
Unterscheidung der Proteine erlaubt [91].

Nach Madglichkeit werden die Gele fur die SDS-Gelelektrophorese am Vortag
gegossen. Zunachst wird das Trenngel zubereitet (s. Kap. 3.3) und zwischen zwei, in
einer Apparatur befestigten, Glasplatten pipettiert. AnschlieRend wird es mit
Isopropanol beschichtet, was die Oberflache des Gels glattet. Sobald das Trenngel
ausgehartet ist, wird das Isopropanol mit einem Filterpapier entfernt und das in der
Zwischenzeit hergestellte Sammelgel aufgetragen. In das Sammelgel werden die
Taschenk&amme fir 10 bzw. 15 Taschen eingesetzt. Die Gele kdnnen im Kiuhlschrank
in feuchten Zellstoff gewickelt etwa eine Woche gelagert werden.

Fur die SDS-Gelelektrophorese werden der Zellstoff und die Taschenkdmme entfernt
und die Glasplatten mit dem dazwischen befindlichen Gel in die Elektrophorese-
Apparatur eingespannt. Die Gele stehen dabei in Elektrophoresepuffer und kénnen
nun beladen werden. Dafir werden 3,5 uyL des Markers (Page Ruler Plus) und

daneben die Proben aufgetragen. Die jeweils aul3eren ungefillten Taschen werden

29
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mit 6x Probenpuffer beladen. Wahrend die Proben durch das Sammelgel laufen, wird
die Elektrophorese mit einer Spannung von 95 V betrieben. Sobald sie das Trenngel

erreicht haben, kann die Spannung auf 125 V erhéht werden.

4.5 Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren zum Transfer von Proteinen auf eine
Tragermembran, hier Nitrocellulose, die zuvor in der Gelelektrophorese aufgetrennt
wurden. Die Ubertragung der Proteine aus dem Polyacrylamid-Gel auf eine
Nitrozellulosemembran erfolgt elektrophoretisch. Freie Protein-Bindungsstellen auf
der Membran werden durch 5% Trockenmilch, die in TBS-T geldst ist, gesattigt.
Anschliel3end wird die Membran mit einem spezifischen primaren Antikoérper inkubiert.
Dieser wird durch einen infrarot markierten sekundaren Antikorper gebunden. Die
Emission kann durch einen Infrarot Fluoreszenz Detektor (Odyssey®) aufgenommen
werden [92].

Der Western Blot folgt der Gelelektrophorese. Das Gel wird aus den Glasplatten
herausgelost und auf eine Membran zwischen zwei Filterpapiere gelegt. Dies
geschieht in einem Gefal3 mit Blotpuffer. Mit einem Rdhrchen werden durch rollende
Bewegungen behutsam Luftblasen zwischen dem Filterpapier und dem Gel entfernt.
Alles zusammen wird zwischen zwei Schwammen, in der mit Blotpuffer gefillten und
mit Kihlakkus bestlckten Western Blot Apparatur, befestigt. Der Western Blot ben6tigt
bei einer Stromstarke von 300 mA (pro Kammer) 2:10 h. Anschlie3end werden die
Membranen entnommen und 5 Minuten in TBS-T gewaschen, bevor sie 1h in
Blockpuffer (5% Milchpulver/TBS-T) geschwenkt werden. Daraufhin werden sie
dreimal fir 5 Minuten in TBS-T gewaschen und mit dem entsprechenden priméren
Antikorper ber Nacht in einem gekihlten Raum (5 °C) inkubiert.

Am nachsten Tag werden die Membranen dreimal 5 Minuten in TBS-T gewaschen und
far - 2h mit dem  sekundaren  Antikérper  (1:10000 Verdlinnung in
2% Milchpulver/TBS-T) bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
werden sie erneut dreimal 5 Minuten in TBS-T gewaschen und mit einem Infrarot
Fluoreszenz Detektor (Odyssey®) aufgenommen. Die entwickelten Membranen

werden in Folie eingeschweil3t und bei minus 20 °C gelagert.
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4.6 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Quantifizierung von Zellen anhand bestimmter
Merkmale. Dabei wird die Zellsuspension tber eine diinne Kapillare angesaugt und
die Zellen bzw. Zellfragmente vereinzelt. Mit Hilfe verschiedener Laser kann die
GroRRe (Forward Scatter) und die Granularitat (Sideward Scatter) der Zellen bestimmt
werden [93]. Werden die Zellen zusatzlich vorher angefarbt, kénnen weitere

Informationen gewonnen werden.

4.6.1 Propidiumjodid Farbung

In diesem Fall wurde eine Propidiumjodid (PI) Farbung zur Darstellung des Zellzyklus
verwendet [94, 95]. PI interkaliert in die DNA und ermdglicht mit Hilfe der
Fluoreszenzintensitat die Bestimmung des DNA-Gehalts. Durch diesen koénnen
Ruckschlisse auf die Zellzyklus-Phasen gezogen werden. Um den Durchtritt des PI
nach intrazellular durch die Zellmembran intakter Zellen zu ermdglichen, wird eine
Fixierung in Ethanol vorgenommen. AuRerdem werden die Zellen zuvor mit RNase
inkubiert, um zu verhindern, dass das Pl neben der DNA auch in die RNA
interkaliert. Abgesehen von der DNA intakter Zellen markiert das Pl auch jegliche
weitere  DNA-Stiicke. Diese kdnnen beispielsweise aus Zellfragmenten
stammen (Debris) [94, 95].

Wahrend der Messung am Durchflusszytometer werden Ausschnitte (Gates) aller
gefarbten Bestandteile definiert. Die Gates werden so angelegt, dass Debris und
Zellen, die mit einer anderen Zelle zusammenhangen (doppelter DNA-Gehalt,
ersichtlich an der doppelten Menge an PI), nicht mitberticksichtigt werden. Letztendlich
l&sst sich ein Profil erstellen, das darstellt, wie viele Zellen welcher Zellzyklus-Phase
zugeordnet werden kénnen. Zuséatzlich zeigt ein Gate DNA-Fragmente. Fir diese
Klassifizierung werden vier Gates, entsprechend den Fraktionen subG1, G1, S und
G2, definiert. In der Gl-Fraktion befinden sich Zellen mit einem einfachen
Chromosomensatz. Die S-Fraktion entspricht Zellen in der Replikationsphase und die
G2-Fraktion zeigt Zellen mit einem doppelten Chromosomensatz. Dahingegen steht
die subG1-Fraktion nicht fir eine Zellzyklus-Phase, sondern reprasentiert den Bereich
mit fragmentierter DNA. Diese Fraktion vergrof3ert sich, wenn Zellen dem Zelltod
unterliegen. Das ist beispielsweise bei der Apoptose, einer Form des programmierten

Zelltods, der Fall. Dabei kommt es zur Fragmentierung der DNA durch DNasen.




Methoden

Dementsprechend stellen sich diese Zellen mit einem verminderten DNA-Gehalt dar.
Ein Rickschluss auf die Art des Zelltods, wie beispielsweise die Unterscheidung
zwischen Apoptose oder Nekrose (unkontrollierte Form des Zelltods) ist mit dieser
Farbung jedoch nicht moéglich [94, 95].

Fur den Versuch werden die Ba/F3 Zellen zunachst ausgesat (s. Kap. 4.2.2) und mit
den Inhibitoren behandelt (s. Kap. 4.2.3). Anschliel3end werden sie geerntet und direkt
in auf Eis stehende Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. Die Vertiefungen der well-Platte
werden mit 1 mL PBS gespult, um restliche Zellen zu 16sen und diese ebenfalls in die
Flacons zu uberfuihren. Es folgt die Zentrifugation bei 1300 rpm fir 5 Minuten. Der
Uberstand wird entsorgt und die Zellen in 100 yL kaltem (5 °C) PBS ,resuspendiert”.
Wahrend die Zellen mit einem Vortexer aufgewirbelt werden, werden 2 mL minus
20 °C kaltes Ethanol (80%) tropfenweise hinzugegeben. Die Zellen werden fir 1 h bei
minus 20 °C fixiert. Danach werden sie erneut bei 1300 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert,
der Uberstand wird verworfen und die Zellen in 333 uyLPBS und
1 yL RNase A (10 mg/mL) ,resuspendiert® und in FACS-R6hrchen Uberfihrt. Es folgt
eine 1-stiindige Inkubationszeit bei Raumtemperatur. Die Proben erhalten nun je
164 yL Pl in einer Konzentration von 50 pug/mL und werden direkt im
Durchflusszytometer FACSCanto™ gemessen. Die Einstellung der Gates erfolgt wie
oben beschrieben. Fir die anschlielende Auswertung wurde Graph Pad Prism 6

verwendet.

4.6.2 Annexin V-FITC/PI Farbung

Die zweifache Farbung aus Annexin V-FITC und PI unterscheidet zwischen vitalen,
apoptotischen und nekrotischen Zellen [93, 96]. Wéahrend der Apoptose durchlaufen
die Zellen verschiedene Veranderungen. Eine davon besteht darin, dass
Phosphatidylserin (PS), ein negativ geladenes Phospholipid, an der Aul3enseite der
Zellmembran prasentiert wird. Vitale Zellen weisen PS hauptsachlich auf der
Innenseite der Zellmembran, also zum Zytosol zeigend, auf. Annexin V hat eine hohe
Affinitdt zu PS und ermdglicht dieses spezifisch zu binden. Um Annexin V nachweisen
zu konnen, wird es an einen fluoreszierenden Farbstoff (Fluorescein
Isothiocyanate [FITC]) gekoppelt. Neben apoptotischen Zellen bindet es jedoch auch
PS von nekrotischen Zellen, da diese eine gestdrte Zellmembran Integritat aufweisen.
Somit weist Annexin V-FITC apoptotische und nekrotische Zellen nach. Daher bedarf

es einer zweiten Farbung, die helfen soll die beiden Formen des Zelltodes zu
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unterscheiden. Hierfur wird eine Pl Farbung genutzt. Pl kann die intakte Membran von
Zellen in der friihen Phase der Apoptose nicht durchdringen. Nekrotische Zellen und
Zellen in der Spatphase der Apoptose weisen jedoch eine Pl durchlassige
Zellmembran auf. Dadurch kann das Pl in die DNA interkalieren und diese markieren.
Im Ergebnis stellen sich vitale Zellen Annexin V-FITC und Pl negativ dar, wahrend
apoptotische Zellen in der frithen Phase Annexin V-FITC positiv und PI negativ
erscheinen. Nekrotische Zellen und apoptotische Zellen in der Spéatphase sind
hingegen Annexin V-FITC und PI positiv [93, 96].

Fir diese Farbung sind neben einer Annexin V-FITC/PI gefarbten und einer
ungefarbten Kontroll-Probe auch drei mit 5 uyM Staurosporin  behandelte
Positivkontrollen nétig. Davon wird je eine Positivkontrolle mit Pl, Annexin V-FITC und
Annexin V-FITC/PI gefarbt. Diese werden als Referenz fur die Einstellung des
Durchflusszytometers bendtigt.

Die Aussaat, die Behandlung mit Inhibitoren und die Ernte der Zellen erfolgen wie bei
der PI Farbung (s. Kap. 4.6.1). Die Zellen werden auf Eis geerntet, bei 1300 rpm fur
5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand wird entfernt und die Zellen in 1 mL PBS
gewaschen. AnschlieRend werden sie erneut bei 1300 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert,
der Uberstand entsorgt und die Zellen in 50 yL 1x Annexin-Bindepuffer gelost. Die
Proben werden in FACS-Réhrchen Uberfihrt und erhalten je 2,5 yL Annexin V-FITC
(Ausnahme: die ungeféarbte Kontrolle und die Pl gefarbte Positivkontrolle). Es folgt eine
30-mindtige Inkubationszeit in Dunkelheit auf Eis. Daraufhin werden 430 uL
1x Annexin-Bindepuffer und 10 pL PI-Losung (50 pg/mL) hinzugegeben (Ausnahme:
ungefarbte Kontrolle und die Annexin V-FITC gefarbte Positivkontrolle). Die Messung
erfolgt unverziiglich im Durchflusszytometer FACSCanto™. Die Auswertung wurde mit
Graph Pad Prism 6 durchgefuhrt.
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5 Ergebnisse

5.1 IL-3 vermittelt Phosphorylierung von STATS in Ba/F3 WT Zellen

Ba/F3 WT Zellen bendétigen fiir die Kultivierung den Wachstumsfaktor IL-3, der jedoch
die Phosphorylierung von STAT5 vermittelt (s. Kap. 2.4). Um herauszufinden, wie stark
die IL-3 bedingte Phosphorylierung von STATS ist, wurden Ba/F3 WT Zellen 4 h mit
und ohne WEHI-Zellen-Uberstand  (enthalt IL-3)  kultiviert. Es  wurden
Gesamtzellextrakte erstellt und mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese und Western Blot
untersucht. Zu erkennen sind die hyper- (150-160 kDa) und hypoglykosylierte Form
(130-140 kDa) der FLT3 Kinase. Zudem lassen sich die zwei Banden der
a- und B-Form des STATS identifizieren. Der gegen p-STAT5 gerichtete Antikorper

detektiert lediglich die a-Form. Als Ladekontrolle dient a-Tubulin.

WT WT
125 + - + -
FLT3 :

130 kDa
p-FLT3

130 kDa

100 kDa
100 kDa

STATS o[
P-STATS 0| s

Abbildung 3. Auswirkung von IL-3 auf p-STAT5. Western Blot-Analyse von Ba/F3 WT Zellen, die fir
4 h kein IL-3 erhielten, im Vergleich zu Ba/F3 WT Zellen, die in IL-3 haltigem Medium kultiviert wurden.
a-Tubulin dient als Ladekontrolle. n=2

Die Intensitaten der Banden des p-FLT3 zeigen keine Verdnderungen nach
4-stindigem Mangel von IL-3 verglichen mit denen, die IL-3 erhielten. Dahingegen ist
der Unterschied zwischen den Banden des p-STAT5 eindeutig sichtbar. Wahrend bei
Ba/F3 WT Zellen ohne IL-3 Einfluss kaum eine p-STATS5 Bande zu erkennen ist, sind
die Banden des p-STAT5 unter IL-3 Einfluss sehr deutlich ausgeprégt (Abbildung 3).
Dieser Versuch bestétigt, dass IL-3 mal3geblich zur Phosphorylierung von STATS5 in
Ba/F3 WT Zellen beitragt. Mit Rucksicht auf die Kultivierbarkeit der Ba/F3 WT Zellen
erhielten diese weiterhin IL-3 haltiges Medium. Die starke Phosphorylierung des
STATS5, bedingt durch IL-3, sollte jedoch in allen weiteren Versuchen berucksichtigt

werden.
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5.2 TKireduzieren die Phosphorylierung von FLT3 Mutationen und STAT5

5.2.1 Vergleich verschiedener TKi nach 2-stiindiger Behandlung

In diesem Versuch wurde der ersten Fragestellung, welche Wirkung die Inhibitoren
AC220, BS228 und Crenolanib auf die Mutationen der Rezeptortyrosinkinase FLT3
und der Aktivierung des in der Signalkaskade nachgeschalteten Proteins STAT5
haben, nachgegangen. Insbesondere sollte herausgefunden werden, ob es BS228
gleichermalRen wie den beiden anderen Inhibitoren gelingt die Phosphorylierung der
FLT3 Mutationen und damit auch von STATS5 zu reduzieren. Zu diesem Zweck wurden
murine Ba/F3 Zellen mit &quimolaren Dosen (5 nM) der drei Inhibitoren Uber einen
Zeitraum von 2 h behandelt.

Aufgrund der unterschiedlichen Proteinauspragungen sind insbesondere
FLT3 ITD N676K und FLT3ITD D835Y gut beurteilbar (Abbildung 4A-C).
FLT3 ITD D835Y zeigen nach der Behandlung mit jedem der drei Inhibitoren eine
Abnahme der Phosphorylierung. GleichermalRen sind die dazugehorigen STATS
vermindert phosphoryliert (Abbildung 4A-C). Ahnliches ist fur FLT3 ITD N676K unter
AC220 und BS228 zu beobachten. Unter beiden Inhibitoren ist eine verminderte
Phosphorylierung, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, festzustellen
(Abbildung 4A/B). Dahingegen ist die Phosphorylierung von FLT3 ITD N676K und
STAT5 bei den mit Crenolanib behandelten Ba/F3 Zellen, verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle, nicht reduziert (Abbildung 4C).

Wie der vorangegangene Versuch zum Einfluss von IL-3 auf STATS erwarten lief3, ist
STATS5 in Ba/F3 WT Zellen deutlich phosphoryliert. Die Banden der Gesamt FLT3 und
STATS5, sowie die Ladekontrolle a-Tubulin weisen unter der Behandlung keine
Veranderungen auf (Abbildung 4A-C).

Insgesamt gelingt es BS228 in diesem Versuch die Phosphorylierung von
FLT3 ITD D835Y, sowie STAT5, vergleichbar mit AC220 und Crenolanib zu
verringern. Die Phosphorylierung von FLT3 ITD N676K wird durch AC220 und BS228
gleichermalRen reduziert, wohingegen dies Crenolanib nicht gelingt. Da die
Proteinauspragung der Mutationen FLT3 D835Y und FLT3 D835Y N676K gering ist,

werden sie in einem spateren Versuch direkt miteinander verglichen (s. Kap. 5.2.3).
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Abbildung 4. Vergleich verschiedener TKi nach 2-stiindiger Behandlung. Ba/F3 WT Zellen und
Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen wurden fur 2 h mit 5nM A AC220, B BS228 und C Crenolanib
behandelt und mittels Western Blot analysiert. a-Tubulin dient als Ladekontrolle. n=2. AuRer B n=4.
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5.2.2 Vergleich verschiedener TKi nach 4-sttindiger Behandlung

Als Nachstes wurden Ba/F3 Zellen Uber einen langeren Zeitraum von 4 h mit
aguimolaren Dosen (5nM) AC220, BS228 und Crenolanib behandelt. Die
Gesamtzellextrakte wurden ebenfalls mit Hilfe des Western Blots auf die zuvor
genannten Proteine untersucht.

Im Wesentlichen bestatigen die Ergebnisse die Resultate des vorangegangenen
Versuchs. Sowohl unter der Behandlung mit AC220, als auch unter BS228 ist eine
deutliche Abnahme der Phosphorylierung von FLT3 ITD N676K und FLT3 ITD D835Y
zu erkennen. Die jeweiligen STATS5 sind dementsprechend vermindert phosphoryliert.
Hierbei reduziert BS228 vergleichbar mit AC220 die Phosphorylierung beider
Mutationen (Abbildung 5A/B). Im Gegensatz dazu sind unter der Behandlung mit
Crenolanib weder die phosphorylierte Form der FLT3 ITD N676K, noch der
FLT3 ITD D835Y wesentlich vermindert. Ebenso wurden die dazugehorigen
phosphorylierten STAT5 kaum reduziert (Abbildung 5C). Die Expression der Gesamt
FLT3 und STATS5 sind unter der Behandlung unverandert. Ebenso sind die Banden
des a-Tubulin gleichbleibend (Abbildung 5A-C).

Die 4-stiindige Behandlung mit 5 nM der Inhibitoren zeigt, dass AC220 und BS228 die
Phosphorylierung von FLT3 ITD N676K und FLT3 ITD D835Y, sowie der STAT5
vergleichbar reduzieren. Wohingegen unter Crenolanib diese Wirkung nicht zu

erkennen ist.
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Abbildung 5. Vergleich verschiedener TKi nach 4-stiindiger Behandlung. Ba/F3 WT Zellen und
Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen wurden fir 4 h mit 5nM A AC220, B BS228 und C Crenolanib
behandelt und mittels Western Blot analysiert. a-Tubulin dient als Ladekontrolle. n=2.
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5.2.3 Direkter Vergleich von Mutanten mit dhnlicher Proteinauspragung nach
Behandlung mit gesteigerter Dosis

Um die Wirksamkeit der Inhibitoren besser bestimmen zu kdnnen, wurden in diesem
Versuch Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen mit einer ahnlichen Proteinauspragung im
Western Blot zusammen untersucht. Die Dosis von AC220, BS228 und Crenolanib
wurde auf 20 nM erhéht und die Behandlungsdauer auf 2 h festgelegt.

Im Fall der FLT3 ITD D835Y ist eine deutliche Reduktion der Phosphorylierung durch
alle drei Inhibitoren, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, zu erkennen. Das trifft
auch auf das nachgeschaltete Protein STAT5 zu und ist bei jedem der Inhibitoren
vergleichbar ausgepragt (Abbildung 6A). Anders stellt es sich bei FLT3 ITD N676K
dar. Wahrend AC220 und BS228 eindeutig die Phosphorylierung von FLT3 ITD N676K
und STATS reduzieren, kann dies bei den mit Crenolanib behandelten Zellen nicht
beobachtet werden (Abbildung 6A). Diese Beobachtungen entsprechen den
Ergebnissen der vorherigen Versuche (s.Kap.5.2.1 und 5.2.2). Die alleinige
Punktmutation FLT3 D835Y weist unter dem Einfluss aller drei Inhibitoren, ebenso wie
STATS, eine verminderte Phosphorylierung, verglichen mit der unbehandelten
Kontrolle, auf. Hierbei sind die Wirkungen der Inhibitoren annahernd gleich
(Abbildung 6B). Im Falle der FLT3 D835Y N676K ist deren Phosphorylierung und die
von STATS unter jedem Inhibitor reduziert. Die Wirkung von Crenolanib ist dabei am
geringsten (Abbildung 6B). Die Banden der Gesamt FLT3 und STATS5 sind in den
behandelten Proben unverandert im Vergleich zu den unbehandelten Proben.
Dasselbe trifft auf die Ladekontrolle a-Tubulin zu (Abbildung 6A/B).
Zusammenfassend zeigt der direkte Vergleich von FLT3 Mutationen mit &hnlicher
Proteinauspragung in den Western Blots, dass alle drei FLT3i die Phosphorylierung
von FLT3ITD D835Y, FLT3 D835Y und FLT3 D835Y N676K, sowie den
entsprechenden STAT5S beinahe gleichermal3en reduzieren. Davon abweichend sind
die Ergebnisse der Mutation FLT3 ITD N676K. Wahrend AC220 und BS228 die
Phosphorylierung der FLT3ITD N676K und STATS5 deutlich reduzieren, zeigt
Crenolanib diese Wirkung nicht. Diese Beobachtung entspricht den Resultaten aus
den beiden vorherigen Experimenten (s. Kap. 5.2.1 und 5.2.2).
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Abbildung 6. Vergleich verschiedener TKi nach 2-stiindiger Behandlung mit 20 nM. Western
Blot-Analyse von Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen mit ahnlich starker Auspragung der Proteine im
direkten Vergleich: A FLT3 ITD N676K und FLT3 ITD D835Y, B FLT3 D835Y und FLT3 D835Y N676K.
Die Ba/F3 Zellen wurden mit 20 nM AC220, BS228 und Crenolanib Uber 2 h behandelt. a-Tubulin dient
als Ladekontrolle. n=2. AuRer B n=3.

5.2.4 Ubersicht: Ergebnisse der Western Blot-Analysen

Einen Uberblick Giber die Ergebnisse der vorangegangenen Western Blot-Analysen
soll Tabelle 7 vermitteln. AC220 gelingt es die Phosphorylierung aller getesteten
FLT3 Mutationen und die nachgeschaltete Signalkaskade (gemessen an der
Phosphorylierung von STAT5) zu blockieren. Crenolanib zeigt eine vergleichbare
Wirkung in FLT3 D835Y und FLT3 ITD D835Y. Im Gegensatz dazu fuhrt es jedoch
nicht zu einer reduzierten Phosphorylierung der FLT3 ITD N676K. Zudem ist die
Phosphorylierung der FLT3 D835Y N676K etwas geringer reduziert als durch AC220.
Bemerkenswert ist, dass BS228 eine mit AC220 vergleichbare Reduktion der
Phosphorylierung der getesteten FLT3 Mutationen erreicht. Die Wirkung gegen
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FLT3 ITD N676K ist sogar deutlich besser als die von Crenolanib. Und auch die
Phosphorylierung von FLT3 D835Y N676K wird durch BS228 deutlicher als durch

Crenolanib herabgesetzt.

Tabelle 7. Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse aus den
vorangegangenen Western Blot-Analysen. @

Zelllinie FLT3 Mutation AC220 BS228 Crenolanib
Ba/F3 Wildtyp (WT) - - -
Ba/F3 ITD N676K ++ ++ -
Ba/F3 D835Y ++ ++ ++
Ba/F3 ITD D835Y ++ ++ ++
Ba/F3 D835Y N676K ++ ++ +

a — keine, + geringe, ++ ausgepragte Reduktion der Phosphorylierung der FLT3 Mutationen und dem
dazugehdrigen STATS im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Behandlung mit jeweils 5 nM TKi
fir 2 h und 4 h bzw. mit 20 nM fir 2 h. Aussagen zu Ba/F3 D835Y und Ba/F3 D835Y N676K Zellen
stutzen sich inshesondere auf den zuletzt gezeigten Versuch (s. Kap. 5.2.3).

5.3 Einfluss der TKi auf den Zellzyklus

5.3.1 Langzeitbehandlung mit verschiedenen TKi tber 24 h

Im folgenden Versuch sollte der Einfluss der Inhibitoren auf den Zellzyklus mit Hilfe
einer Pl Farbung und der Durchflusszytometrie untersucht werden. Ba/F3 Zellen mit
FLT3 Mutation und dem FLT3 WT wurden zunéchst fir 24 h mit 5 nM AC220, BS228
und Crenolanib behandelt. Die Abbildungen zeigen den Zellzyklus und den Anteil
fragmentierter DNA. Die Fraktionen G1, S und G2 entsprechen dem DNA-Gehalt der
Zellen und bilden damit die Zellzyklusphasen ab. Die subGl-Fraktion entspricht
hingegen fragmentierter DNA. Diese vergroRert sich, wenn Zellen dem Zelltod
unterliegen. Sollte die Behandlung mit den TKi letztlich den Zelltod bedingen, ist ein
Anstieg dieser Fraktion zu erwarten (s. Kap. 4.6.1).

Einen Uberblick lber die Verteilung des DNA-Gehalts ist in Abbildung 7 dargestellt.
Besonders aufféllig ist die Akkumulation von Zellen mit FLT3 D835Y in der G1-Phase
unter allen drei Inhibitoren (Abbildung 7A-C). Unter der Behandlung mit AC220 nimmt
diese von 43% auf 51% (Abbildung 7A), unter BS228 von 44% auf 63% (Abbildung 7B)
und unter Crenolanib von 42% auf 56% zu (Abbildung 7C). Die Ubrigen Ba/F3 Zellen
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Abbildung 7. Auswirkung auf den Zellzyklus nach 24 h. Dargestellt ist die Zellzyklusverteilung von
Ba/F3 WT Zellen im Vergleich zu Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen nach Behandlung mit 5 nM
A AC220, B BS228 und C Crenolanib tUber 24 h. Die Zellen wurden mit Pl gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Gezeigt ist der Mittelwert + SD. n=3.
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Abbildung 8. SubG1-Fraktion nach 24-stiindiger Behandlung. Ba/F3 WT Zellen im Vergleich zu
Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen nach Behandlung mit 5 nM A AC220, B BS228 und C Crenolanib.
Two-way-ANOVA, Bonferroni-Korrektur. Als signifikant wurde p < 0,05 gewertet. * p < 0,05; ** p < 0,01,
*** n < (0,001; *** p < 0,0001. Gezeigt ist der Mittelwert + SD. n=3.
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mit FLT3 Mutationen zeigen hingegen nur teilweise Veranderungen in der G1-Phase
(Abbildung 7A-C). Beispielsweise vergroRert sich die Anzahl von Zellen mit
FLT3 ITD N676K in der G1-Phase unter der Behandlung mit AC220 von 33% auf 38%
(Abbildung 7A), unter BS228 von 33% auf 42% (Abbildung 7B) und unter Crenolanib
lediglich von 30% auf 33% (Abbildung 7C).

Die isolierte Darstellung der subG1-Fraktionen zeigt den Anteil mit fragmentierter DNA
(Abbildung 8A-C). Unterschiede zwischen den einzelnen FLT3 Mutationen und den
TKiwerden so hervorgehoben. Zu erkennen ist, dass die Behandlung mit AC220 keine
signifikanten Unterschiede der subG1-Fraktionen verglichen mit den unbehandelten
Kontrollen ergab (Abbildung 8A). Im Gegensatz dazu weisen Ba/F3 Zellen mit den
Mutationen FLT3 ITD N676K, FLT3 D835Y und FLT3 D835Y N676K, die mit BS228
behandelt wurden, einen signifikanten Unterschied der subG1-Fraktion verglichen mit
den unbehandelten Zellen auf. Unter der Inkubation mit BS228 ist in Zellen mit
FLT3 ITD N676K ein Anstieg der subG1-Fraktionen von 6% auf 10%, in FLT3 D835Y
von 4% auf 14% und in FLT3 D835Y N676K von 11% auf 17% zu erkennen
(Abbildung 8B). Zudem sind unter Crenolanib die subG1-Fraktionen der Zellen mit
FLT3 D835Y und FLT3 D835Y N676K signifikant erhoht. In Zellen mit FLT3 D835Y
steigt der Anteil der subGl-Fraktion von 4% auf 12% und in Zellen mit
FLT3 D835Y N676K von 8% auf 19% (Abbildung 8C). In Zellen mit FLT3 ITD D835Y
sind die Veranderung der subG1-Fraktionen unter allen drei Inhibitoren marginal und
nicht signifikant. Sie verandern sich nach der Inkubation mit AC220 von 2% auf 3%,
mit BS228 von 5% auf 6% und mit Crenolanib von 4% auf 5% (Abbildung 8A-C).
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bereits nach der Behandlung mit TKi
Uber 24 h Auswirkungen auf den Zellzyklus erkennbar sind. Insbesondere ist eine
deutliche Akkumulation von Zellen in der G1-Phase festzustellen. Eindricklich ist das
in Ba/F3 Zellen mit FLT3 D835Y nach der Behandlung mit allen drei TKi zu erkennen.
Zudem stellen sich unter BS228 und Crenolanib signifikante Anstiege der
subG1-Fraktion von Ba/F3 Zellen mit FLT3 D835Y und D835Y N676K, sowie im Falle
von BS228 zusatzlich von Ba/F3 Zellen mit FLT3 ITD N676K dar.

In einem weiteren Schritt wurde die Behandlungsdauer erhdht, um die Folgen flr den
Zellzyklus zu ergrinden. Konkret ging es darum, ob sich die Akkumulation der Zellen

in der G1-Phase zugunsten der subG1-Fraktion verschieben wirde.
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5.3.2 Langzeitbehandlung mit verschiedenen TKi tber 48 h

In diesem Versuch wurden die Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen und mit dem
FLT3 WT fur 48 h mit 5 nM AC220, BS228 und Crenolanib behandelt. Die Farbung
und Auswertung erfolgten analog zu der Behandlung tber 24 h.

Die Zellzyklusverteilung zeigt, anders als der vorangegangene Versuch, dass der
Anteil einiger Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen in der G1-Phase nach der Behandlung
zugunsten der subG1-Fraktionen verringert ist. Am deutlichsten ist das in Zellen mit
FLT3 D835Y nach der Behandlung mit BS228 und Crenolanib zu erkennen. Der Anteil
der Ba/F3 Zellen mit FLT3 D835Y in der G1-Phase, der mit BS228 behandelt wurde,
reduziert sich, verglichen mit den unbehandelten Zellen, von 43% auf 20% und mit
Crenolanib von 44% auf 25% (Abbildung 9B/C). Die Anzahl von Ba/F3 Zellen in der
G1-Phase mit FLT3 D835Y N676K nach Behandlung mit BS228 ist von 40% auf 33%
und mit Crenolanib von 37% auf 27% verringert (Abbildung 9B/C). Zellen mit
FLT3 ITD N676K in der G1-Phase wurden nach Behandlung mit AC220 von 40% auf
35% und mit BS228 von 42% auf 37% reduziert (Abbildung 9A/B).

Die subG1-Fraktionen der entsprechenden Zellen sind vergrol3ert. Beispielsweise sind
die subG1-Fraktonen von Zellen mit FLT3 D835Y unter AC220, BS228 und Crenolanib
signifikant erhoht verglichen mit den unbehandelten Zellen. In mit AC220 behandelten
Zellen mit FLT3 D835Y steigt die subG1-Fraktion von 5% auf 19%, mit BS228 von 4%
auf 40% und mit Crenolanib ebenfalls von 4% auf 40% (Abbildung 10A-C).

Die subG1-Fraktion der Zellen mit FLT3 D835Y N676K ist unter Crenolanib signifikant
von 13% auf 30% erhdht und unter BS228 von 11% auf 20% (Abbildung 10B/C). Unter
der Behandlung mit AC220 ergibt sich in Zellen mit FLT3 ITD N676K ein signifikanter
Anstieg der subG1-Fraktion von 4% auf 13% und mit BS228 von 5% auf 14%,
wohingegen mit Crenolanib die subG1-Fraktion sich unwesentlich von 5% auf 6%
vergrol3ert (Abbildung 10A-C).

Zellen mit der Mutation FLT3 ITD D835Y zeigen lediglich geringe und nicht signifikante
Veranderungen im Zellzyklus und den subG1l-Fraktionen nach der Inkubation mit
AC220, BS228 und Crenolanib. Die subG1-Fraktion nach Behandlung mit AC220 ist
unverandert bei 3%, mit BS228 steigt sie von 4% auf 9% und mit Crenolanib von 4%
auf 7% (Abbildung 10A-C).

Insgesamt bestatigen die Ergebnisse der 48-stindigen TKi Behandlung die
Ergebnisse der 24-stiindigen Inkubation. Zusatzlich sind jedoch unter 48-stiindiger
AC220 Behandlung die subG1-Fraktionen von Zellen mit FLT3 ITD N676K und
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Abbildung 9. Auswirkung auf den Zellzyklus nach 48 h. Dargestellt ist die Zellzyklusverteilung von
Ba/F3 WT Zellen im Vergleich zu Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen nach Behandlung mit 5 nM
A AC220, B BS228 und C Crenolanib tber 48 h. Die Zellen wurden mit Pl gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Gezeigt ist der Mittelwert + SD. n=4.
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Abbildung 10. SubG1-Fraktion nach 48-stindiger Behandlung. Ba/F3 WT Zellen im Vergleich zu
Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen nach Behandlung mit 5 nM A AC220, B BS228 und C Crenolanib.
Two-way-ANOVA, Bonferroni-Korrektur. Als signifikant wurde p < 0,05 gewertet. * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** n < (0,001; **** p < 0,0001. Gezeigt ist der Mittelwert + SD. n=4.
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FLT3 D835Y signifikant vergrof3ert. Auffallend ist die, im Vergleich zu dem
vorangegangenen Versuch, insgesamt verringerte Anzahl von Zellen in der G1-Phase.
Daflr ist ein Anstieg der subGl-Fraktionen zu erkennen. Das zeigt sich am
deutlichsten in Zellen mit FLT3 D835Y.

5.3.3 Langzeitbehandlung mit verschiedenen TKi tiber 72 h

Um zu ergrinden, welche Wirkung die Inhibitoren auf Ba/F3 Zellen mit
FLT3 Mutationen Uber einen langeren Zeitraum haben und ob diese anhaltend ist,
wurde der Versuch mit einer Behandlung tber 72 h und 5 nM AC220, BS228 und
Crenolanib wiederholt. Zudem wurden exemplarisch Ba/F3 Zellen mit einer alleinigen
FLT3 ITD Mutation hinzugenommen (im Weiteren mit Ba/F3 ITD abgekuirzt). In einem
Vorversuch wiesen diese unter BS228 eine deutlich verminderte Phosphorylierung von
FLT3 ITD und STATS auf (s. Kap. 9.1).

Wie auch in den vorherigen Experimenten, wird der Zellzyklus von Zellen mit
FLT3 D835Y sehr stark beeinflusst. Unter AC220 sind Zellen in der G1-Phase im
Vergleich zu unbehandelten Zellen von 60% auf 41% reduziert und die subG1-Fraktion
steigt von 9% auf 27%. Unter BS228 ist eine noch deutlichere Reduktion der Zellen
mit FLT3 D835Y in der G1-Phase von 44% auf 16% zu sehen und die subG1-Fraktion
vergroRert sich von 20% auf 61%. Ahnlich stellt es sich nach der Inkubation mit
Crenolanib dar. Zellen mit FLT3 D835Y in der G1-Phase werden von 60% auf 16%
reduziert und die subG1-Fraktion steigt von 8,4% auf 68% (Abbildung 11/12).

In Zellen mit FLT3 ITD sind ebenfalls grof3e Veranderungen des Zellzyklus nach der
Behandlung mit AC220, BS228 und Crenolanib zu erkennen. Die Anzahl der Zellen in
der G1-Phase vermindert sich in den mit AC220 behandelten Zellen von 51% auf 21%,
mit BS228 von 48% auf 5% und mit Crenolanib von 51% auf 40% verglichen mit den
unbehandelten Zellen (Abbildung 11A-C). Dementsprechend steigt die
subG1-Fraktion nach der Inkubation mit AC220 von 7% auf 55%, mit BS228 von 11%
auf 83% und mit Crenolanib von 8% auf 19% (Abbildung 12A-C).

Weniger deutlich ist die Wirkung der Inhibitoren gegenuber Zellen mit
FLT3 ITD N676K. Die Anzahl der Zellen in der G1-Phase verringert sich unter BS228
von 55% auf 48% (Abbildung 11B) und die subG1-Fraktion steigt von 4% auf 14%
(Abbildung 12B). Unter AC220 und Crenolanib sind hingegen nur minimale
Veréanderungen der subG1-Fraktion zu erkennen (von 4% auf 5% bzw. von 5% auf
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Abbildung 11. Auswirkung auf den Zellzyklus nach 72 h. Dargestellt ist die Zellzyklusverteilung von
Ba/F3 WT Zellen im Vergleich zu Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen nach Behandlung mit 5 nM
A AC220, B BS228 und C Crenolanib tber 72 h. Die Zellen wurden mit Pl gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Gezeigt ist der Mittelwert + SD. n=2.
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Abbildung 12. SubG1-Fraktion nach 72-stiindiger Behandlung. Ba/F3 WT Zellen im Vergleich zu
Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen nach Behandlung mit 5 nM A AC220, B BS228 und C Crenolanib.
Gezeigt ist der Mittelwert + SD. n=2. Auf eine statistische Auswertung wurde aufgrund der
Versuchsanzahl verzichtet.
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3%, Abbildung 12A/C). Die Veradnderungen des Zellzyklus von Zellen mit
FLT3ITD D835Y und FLT3 D835Y N676K nach der Inkubation mit allen drei
Inhibitoren sind ebenfalls nur gering ausgepragt (Abbildung 11A-C).

Die Zellzyklus-Analyse zeigt, genauso wie in den vorherigen Versuchen, dass
Ba/F3 Zellen mit FLT3 D835Y besonders deutlich auf die Behandlung mit den drei
Inhibitoren ansprechen. Zudem ist ein ebenfalls deutliches Ansprechen von
Ba/F3 Zellen mit FLT3ITD zu erkennen. Dieses ist unter BS228 und AC220
ausgepréagter als durch Crenolanib (Abbildung 11A-C). Die Zellen mit den Ubrigen
FLT3 Mutationen zeigen, verglichen mit Zellen der FLT3 D835Y und FLT3ITD
Mutation, deutlich geringere Veranderungen des Zellzyklus (Abbildung 11/12).

5.3.4 Ubersicht: Einfluss der TKi auf den Zellzyklus

Der Einfluss der drei Inhibitoren auf den Zellzyklus unterscheidet sich je nach
FLT3 Mutation erheblich (Tabelle 8). Gemeinsam haben sie, dass es zunachst zu einer
Akkumulation der Zellen in der G1-Phase (meistens nach 24 h) kommt und dann zu
einem Anstieg der subGl-Fraktionen (nach 48 h und 72 h). Der Anstieg der
subG1-Fraktion geschieht zu Lasten der Zellen in der G1-Phase. Die Wirkung
schwankt dabei zwischen den verwendeten Mutationen und den Inhibitoren
bedeutend. Alle drei Inhibitoren zeigen, wie auch in den Western Blot-Analysen
(s. Kap. 5.2.4), eine gute Wirksamkeit gegen Ba/F3 Zellen mit FLT3 D835Y. Diese
spiegelt sich zunachst in einer Zunahme der Zellen in der G1-Phase nach 24-stindiger
Behandlung und dann in dem eindrticklichen Anstieg der subG1-Fraktionen nach 48 h
und 72 h wider. Gegen Zellen mit FLT3ITD und FLT3ITD N676K wirken
hauptsachlich AC220 und BS228. Hierbei sind Zellen mit FLT3 ITD deutlich
empfindlicher gegentber den beiden TKi als Zellen mit FLT3 ITD N676K. Auch in den
Western Blot-Analysen haben beide Inhibitoren die Phosphorylierung von
FLT3 ITD N676K und STAT5S reduziert. Crenolanib beeinflusst den Zellzyklus von
Zellen mit FLT3 ITD, verglichen mit AC220 und BS228, geringer und Zellen mit
FLT3 ITD N676K weisen lediglich minimale Zellzyklusveranderungen auf. Dafur wirkt
Crenolanib ebenso wie BS228 gegen Zellen mit FLT3 D835Y N676K.
Interessanterweise konnte keiner der Inhibitoren den Zellzyklus von Zellen mit
FLT3 ITD D835Y erheblich beeinflussen. Dennoch ist erwahnenswert, dass minimale,
aber nicht signifikante, Erhdhungen der subG1-Fraktionen durch BS228 nach 24 h,

48 h und 72 h zu erkennen sind. Im Gegensatz dazu haben in den Western Blot-
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Analysen alle drei Inhibitoren eine Reduktion der Phosphorylierung von
FLT3 ITD D835Y und STAT5 bewirkt. Zu einer Veranderung des Zellzyklus von
Ba/F3 Zellen mit FLT3 WT kommt es unter keinem Inhibitor.

Tabelle 8. Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse aus den
vorangegangenen Durchflusszytometrischen-Analysen mit Pl Farbungen. 2

Zelllinie FLT3 Mutation AC220 BS228 Crenolanib
Ba/F3 Wildtyp (WT) - - -
Ba/F3 ITD N676K + + -
Ba/F3 D835Y + ++ ++
Ba/F3 ITD D835Y - - -
Ba/F3 D835Y N676K - + ++
Ba/F3 ITD ++ ++ +

a — keine/méaRige, + deutliche, ++ grol3e Zellzyklus-Veranderungen im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen nach Behandlung mit jeweils 5 nM TKi fur 24 h, 48 h und 72 h. Ba/F3 ITD Zellen wurden

ausschlieflich tiber einen Behandlungszeitraum von 72 h getestet.

Die Zellzyklus-Analysen verdeutlichen die unterschiedliche Wirksamkeit der
Inhibitoren abh&angig von der vorliegenden FLT3 Mutation. Zudem zeigt deren
Vergleich, dass BS228 sowohl den Zellzyklus von AC220 empfindlichen, als auch von
Crenolanib sensiblen FLT3 Mutationen hemmt. Damit hemmt BS228 den Zellzyklus
von mehr FLT3 Mutationen als AC220 und Crenolanib.

5.4 Zelltod-Analyse nach Behandlung mit TKi tber 48 h

In diesem Versuch wurde untersucht, ob der zuvor in der Zellzyklus-Analyse
beobachtete Arrest in der G1-Phase und die vergrof3erten subG1-Fraktionen einiger
Zellen mit FLT3 Mutationen erhdhten Zelltod-Raten entsprechen. Hierfir wurden
Ba/F3 Zellen mit FLT3 WT und mit FLT3 Mutationen erneut mit 5 nM TKi tber 48 h
behandelt und diesmal mit Annexin V FITC/PI gefarbt (s. Kap. 4.6.2). Anschliel3end
erfolgte die Analyse im Durchflusszytometer und der Vergleich von vitalen und
apoptotischen/ nekrotischen Zellen (Abbildung 13). Wahrend die vorangegangenen
Versuche mit Hilfe der PI Farbung besonders geeignet sind die Zellzyklusphasen zu
untersuchen, ergeben sich Uber die subGl-Fraktionen nur indirekte Hinweise fir
vermehrten Zelltod. Die in diesem Experiment verwendete Annexin V FITC/PI
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Farbung ist bezlglich der Detektion von Apoptose und Nekrose deutlich
empfindlicher (s. Kap. 4.6).

Insbesondere Ba/F3 Zellen mit FLT3 D835Y zeigten im vorangegangenen Versuch
nach 48-stiindiger Behandlung eine deutliche Erhéhung der subG1-Fraktionen unter
allen drei Inhibitoren. Hierbei ist die Wirkung von AC220 etwas geringer, als die der
anderen TKi (s. Kap. 5.3.2). Das zeigt sich auch in der Annexin V FITC/PI Farbung.
Unter der Behandlung mit BS228 bzw. Crenolanib ist ein grof3er Anteil der Ba/F3 Zellen
mit FLT3 D835Y Zellen apoptotisch oder nekrotisch. Nach der Behandlung mit BS228
steigt der Anteil apoptotischer oder nekrotischer Zellen verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle von 8% auf 50% und mit Crenolanib von 8% auf 58%
(Abbildung 13C). Dieser Anteil ist unter AC220 etwas kleiner, entsprechend einem
Anstieg 8% auf 22% (Abbildung 13C).

Ba/F3 Zellen mit FLT3 ITD N676K weisen eine erhohte subG1-Fraktion unter AC220
und BS228 auf, jedoch nicht unter Crenolanib (s. Kap. 5.3.4). Gleichermal3en fuhren
AC220 und BS228 zu vergroRerten Anteilen apoptotischer bzw. nekrotischer Ba/F3
Zellen mit FLT3 ITD N676K. Der Anteil apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen steigt
unter AC220 von 4% auf 11% und unter BS228 von 4% auf 23% verglichen mit den
unbehandelten Zellen. Dahingegen ist der Anteil apoptotischer bzw. nekrotischer
Zellen unter Crenolanib (5%) mit denen der unbehandelten Zellen (4%) vergleichbar
(Abbildung 13B).

Sowohl die Darstellung von Ba/F3 Zellen mit FLT3 ITD D835Y, als auch mit
FLT3 D835Y N676K zeigen keine Unterschiede in der Anzahl apoptotischer bzw.
nekrotischer Zellen in den mit den Inhibitoren behandelten Zellen verglichen mit den
unbehandelten Kontrollen. Ba/F3 Zellen mit FLT3 ITD D835Y haben ohne Inkubation
mit einem Inhibitor einen Anteil von 22% apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen, mit
AC220 betragt dieser ebenfalls 22%, unter BS228 26% und unter Crenolanib
23% (Abbildung 13D). Das bestatigt die Ergebnisse der Zellzyklus-Analyse, in denen
ebenfalls kein Einfluss der Inhibitoren auf Zellen mit FLT3 ITD D835Y nachgewiesen
werden konnte (s. Kap. 5.3.4).

Die Standardabweichung in Zellen mit FLT3 D835Y N676K sind hoch, was die
Aussagekraft einschrankt. Eine Tendenz lasst sich jedoch dahingehend erkennen,
dass der Anteil apoptotischer/ nekrotischer Zellen unter keinem Inhibitor verglichen mit
der unbehandelten Kontrolle erhéht ist. Der Anteil apoptotischer bzw. nekrotischer
Zellen liegt ohne Einfluss eines Inhibitors bei 52%, mit AC220 bei 51%, mit BS228 bei
48% und mit Crenolanib bei 51% (Abbildung 13E). Dahingegen zeigt die Pl Farbung
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Abbildung 13. Zelltod-Analyse nach 48 h. Darstellung von A Ba/F3 WT, B Ba/F3 ITD N676K,
C Ba/F3 D835Y, D Ba/F3ITD D835Y und E Ba/F3 D835Y N676K Zellen unbehandelt und nach
Behandlung mit 5 nM AC220, BS228 und Crenolanib tber 48 h. Differenzierung zwischen vitalen und
apoptotischen/ nekrotischen Zellen mit Hilfe einer Annexin V-FITC/PI Farbung und der
Durchflusszytometrie. Gezeigt ist der Mittelwert + SD. n=2. Two-way-ANOVA, Bonferroni-Korrektur. Als
signifikant wurde p < 0,05 gewertet. Ohne signifikantes Ergebnis.



Ergebnisse

von Ba/F3 Zellen mit FLT3 D835Y N676K eine signifikante Erhdéhung der
subG1-Fraktionen unter BS228 und Crenolanib (Abbildung 8B/C).

In Ba/F3 Zellen mit FLT3 WT sind keine vermehrten apoptotischen oder nekrotischen
Zellen nach der Behandlung mit den Inhibitoren zu erkennen. Der Anteil apoptotischer
und nekrotischer Zellen betragt ohne Inhibitor 5%, in den mit AC220 behandelten
Zellen 2%, mit BS228 4% und mit Crenolanib 5% (Abbildung 13A).

Der Vergleich der Ergebnisse der Pl Farbung (s. Kap. 5.3.4) mit der Annexin V FITC/PI
Farbung zeigt, dass der in der Pl Farbung beobachtete Zellzyklus-Arrest bzw. die
erhohte Anzahl von DNA-Fragmenten mancher Ba/F3 Zellen unter dem Einfluss der
Inhibitoren sich in einem erhdhten Anteil apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen
widerspiegelt. Besonders deutlich ist das in Zellen mit FLT3 D835Y und
FLT3 ITD N676K zu erkennen.




Diskussion

6 Diskussion

Die akute myeloische Leukamie ist eine schwerwiegende Erkrankung, deren Prognose
insbesondere im hoheren Lebensalter, trotz deutlicher Fortschritte in der Therapie,
haufig unglnstig ist [1-3, 18]. Einen wesentlichen Pathomechanismus stellen
genetische Veranderungen im FLT3-Gen dar. Dieses kodiert fir das gleichnamige
Protein FLT3, eine Rezeptortyrosinkinase der Klasse lll, die fur die Entwicklung und
Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen verantwortlich ist [3]. Besonders
haufig werden Interne Tandemduplikationen nachgewiesen, die als Treibermutationen
der AML gelten [3, 10, 11]. Sie haben eine kausale Rolle in der Pathogenese der
Erkrankung und sind mit einer schlechten Prognose assoziiert [4-9]. Daher wurden
speziell gegen Mutationen der FLT3 Kinase gerichtete Inhibitoren (FLT3i) entwickelt
und Klinisch getestet [3, 37]. Im Verlauf zeigte sich jedoch, dass
Resistenzmechanismen auftraten, die zum Wirkungsverlust der FLT3i fuhrten. Diese
Beobachtung bestatigte die Abhangigkeit der AML-Zell-Klone von FLT3 ITD und
unterstrich ihre Funktion als Treibermutation [10, 19, 20]. Umso mehr sind FLT3
Mutationen in den Fokus der Therapie mit diesen Inhibitoren gertickt. Neue Inhibitoren
erlauben  zunehmend die potente und spezifische Hemmung der
Rezeptortyrosinkinase [3, 37]. Trotzdem kommt es im Verlauf der Therapie zu
unterschiedlichen Resistenzmechanismen, die einen Wirkungsverlust der FLT3i
bewirken. Hierflr sind, neben weiteren Mechanismen, sekundare Punktmutationen
des FLT3-Gens verantwortlich [15, 16, 19]. In der logischen Konsequenz ist es das
Ziel neuer Wirkstoffe moglichst viele Mutationen zu inhibieren und letztlich
Resistenzen zu Uberwinden. Mit einem dieser neuen FLT3i beschaftigt sich die
vorliegende Arbeit. Es handelt sich um BS228, das in der Arbeitsgruppe Mahboobi am
Institut fir Pharmazie der Universitat Regensburg entwickelt und synthetisiert wurde.
Es wurde unter dem Namen Marbotinib patentiert [22].

Als Basis fur die Untersuchungen dient ein Zellmodell mit murinen Ba/F3 Zellen und
der Vergleich mit den zwei vielversprechenden FLT3i AC220 und Crenolanib. Sowohl
AC220, als auch Crenolanib gehoren zur zweiten Generation der FLT3i [3, 20, 37, 61].
Wahrend AC220 als Typ 2 |Inhibitor jedoch an die inaktive Form der
Rezeptortyrosinkinase FLT3 bindet, hemmt Crenolanib die aktive Form der Kinase
(Typ 1 Inhibitor) [20]. AC220 wurde in Japan fir Patienten mit Rezidiv-AML
zugelassen [71], nicht jedoch in den USA und Europa [72, 73]. Eine Hirde in der

Therapie stellen die oben erwéhnten Resistenzmechanismen, wie sekundéare
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Punktmutationen, dar. In einem solchen Fall sind haufig FLT3 ITD D835Y nachweisbar
[10, 15, 16, 19, 78]. Crenolanib soll einige der sekundaren Punktmutationen
Uberwinden kénnen [61, 62, 78, 82, 83]. Aulerdem hemmt es den Steel factor receptor
KIT nur geringfiigig, wodurch die Gefahr von Zytopenien vermindert wird [62, 82]
(s. Kap. 2.3). In dem Versuchsaufbau wurden die verschiedenen FLT3i sowohl an
FLT3 Mutationen mit der Kombination aus ITD und Punktmutation, als auch an einer
alleinigen FLT3 Punktmutation, sowie einer doppelten FLT3 Punktmutation getestet.
Zur Beurteilung der Wirksamkeit des neuen FLT3i BS228 wurde zunachst dessen
Auswirkung auf die FLT3 Mutationen und deren nachgeschaltete Proteine STAT5
untersucht. Dabei wurde die Dosis gesteigert und die Inkubationszeit variiert. In einem
zweiten Schritt wurde die Wirkung auf den Zellzyklus nach 24 h, 48 h und 72 h
analysiert. Schlie3lich wurde untersucht, ob die FLT3i-Behandlung der Ba/F3 Zellen
mit FLT3 Mutation zum Zelltod fuhrt.

6.1 Vor- und Nachteile des Versuchsaufbau

Als Grundlage der Versuche wurde die Methode der Zellkultur verwendet. Als
Zellmodell dienten murine Ba/F3 Zellen, die unterschiedliche Mutationen der FLT3 und
deren Wildtyp exprimieren (s. Kap. 3.6). Prinzipiell ist die Zellkultur ein weit
verbreitetes und gut funktionierendes in vitro Verfahren. Im Gegensatz zu in vivo
Verfahren ist es Zeit-effektiv, Ressourcen und Kosten schonend [97]. Damit steht es
im Einklang mit dem Prinzip der ,3 R* (replace, reduce, refine) [98]. Dieses empfiehlt,
wenn moglich Tierversuche durch andere Methoden zu ersetzen (replace), bzw., wenn
nicht maoglich, die Anzahl an invivo Versuchen zu reduzieren (reduce) und die
Lebensbedingung von Tieren zu optimieren (refine) [98]. Zudem unterliegen die Zellen
in der Zellkultur definierten Einflussfaktoren, die entsprechend des Versuchsaufbaus
reguliert und angepasst werden kdnnen [97]. Sollte die Regulierung aus technischen
Grunden nicht mdglich sein, wie die Abhéngigkeit der Ba/F3 WT Zellen von IL-3, so
kann dieser Effekt in der spateren Auswertung beriicksichtigt werden.

Trotz der vielen Vorteile der Zellkultur hat ein solcher Versuchsaufbau auch
Limitationen. Versuche im Tiermodell beinhalten weit mehr Einflussfaktoren als in vitro
Versuche und kommen der Anwendung am Menschen deutlich ndher. In vivo sind viele
Einflussfaktoren gegeben und lassen sich nur bedingt anpassen. Hinzu kommen

solche, die bisher noch nicht bekannt sind [97].
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Manche Einflussfaktoren lassen sich in der Zellkultur nur bedingt nachbilden, obwohl
ihnen im Tiermodell eine relevante Rolle zu kommt. Beispielsweise schiitzen Stroma-
Zellen des Knochenmarks durch eine Ubermafiige Ausschittung von FL vor dem
Zelltod [19] und stellen so einen Resistenzmechanismus gegen FLT3i dar. Zudem
bieten in vivo Versuche, im Gegensatz zu in vitro Versuchen, die Mdglichkeit die
Pharmakokinetik einer Substanz zu erforschen.

Der verwendete Versuchsaufbau mit der Zellkultur als Grundlage ist gut geeignet die
Wirksamkeit des neuen FLT3i BS228 anhand des Vergleichs mit den Ergebnissen der
beiden bekannten FLT3i AC220 und Crenolanib einzuordnen. Insgesamt handelt es
sich um Grundlagenforschung, die richtungsweisende Aussagen erlaubt. In einem

weiteren Schritt ist die umfangreiche Erforschung im Tiermodell mdglich.

6.2 Einfluss von AC220, Crenolanib und BS228 auf den FLT3-Signalweg

In einem Vorversuch wurde zunachst der Einfluss des WEHI-Zellen-Uberstands auf
die Phosphorylierung von FLT3 Kinasen und STAT5 in Ba/F3 WT Zellen untersucht.
Diese benttigen das darin enthaltene IL-3 zum Wachstum in der Zellkultur [24],
wohingegen Ba/F3 Zellen mit mutierter FLT3 ohne diesen proliferieren [23, 24].
BekanntermalRen vermittelt eine Stimulation mit IL-3 die Phosphorylierung von
STATS5 [25]. Daher wurde untersucht, wie sich der WEHI-Zellen-Uberstand auf die
Phosphorylierung von STATS5 in Ba/F3 WT Zellen auswirkt. Daftr wurden diese fur 4 h
mit und ohne WEHI-Zellen-Uberstand kultiviert. Dieser Zeitraum wurde ausgewahlt, da
nach IL-3 Depletion von Ba/F3 WT Zellen die Dephosphorylierung von STATS sehr
schnell, innerhalb von Minuten bis Stunden, ablauft [23]. Ein vermehrter Zelltod der
Ba/F3 WT Zellen ist jedoch nach 4 h ohne IL-3 noch nicht zu erwarten. Dieser ist nach
ein bis drei Tagen besonders ausgepragt [23, 99].

Wie erwartet, zeigte sich eine deutliche Phosphorylierung des STATS bei den mit
WEHI-Zellen-Uberstand behandelten Ba/F3 WT Zellen, im Gegensatz zu den
unbehandelten Zellen. Die Phosphorylierung von FLT3 WT wurde durch die
Hinzugabe des WEHI-Zellen-Uberstandes nicht beeinflusst und zeigte sich auf
niedrigem basalem Niveau (s. Kap. 5.1).

Die Ergebnisse des Vorversuchs bestéatigen die Annahme, dass die Phosphorylierung
des STAT5 in Ba/F3 WT Zellen durch das, im WEHI-Zellen-Uberstand enthaltene, IL-3
vermittelt wird [23, 25]. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die in den folgenden
Western Blots ersichtliche Phosphorylierung des STATS der Ba/F3 WT Zellen nur in
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einem geringen Mal3 durch die auf basalem Niveau aktive FLT3 WT Kinase zu Stande
kommt (s. Kap. 5.2). Dennoch konnte bei Ba/F3 WT Zellen zwecks Kultivierbarkeit
nicht auf den Zusatz von WEHI-Zellen-Uberstand verzichtet werden, da der
unweigerliche Zelltod in Folge des IL-3 Mangels zu erwarten wéare und eine etwaige
Wirkung der Inhibitoren auf Ba/F3 WT Zellen nicht hatte nachgewiesen werden
konnen.

Zunachst wurde die Wirksamkeit des FLT3i BS228 auf Proteinebene untersucht und
verglichen mit den bekannten FLT3i AC220 und Crenolanib. Hierfur wurden Ba/F3
Zellen, die FLT3 WT oder verschiedene Mutationen in der FLT3 tragen, mit
unterschiedlichen Dosierungen und Uber verschiedene Zeitrdume mit den FLT3i
inkubiert (5 nM FLT3i tber 2 h und 4 h bzw. 20 nM FLT3i tber 2 h). AnschlieRend
wurde mit Hilfe von Western Blots die Wirkung auf die Phosphorylierung von FLT3
Kinasen und STATS5 analysiert. Die phosphorylierten Proteine sind von besonderem
Interesse, da sowohl FLT3 Kinasen, als auch STAT5 in der aktiven Form
phosphoryliert vorliegen. STATS5 ist ein wichtiges nachgeschaltetes Protein der
aktivierten FLT3 Kinase und sollte daher bei effektiver Hemmung der FLT3 Kinase
durch die FLT3i konsequenterweise nicht bzw. weniger phosphoryliert werden [3, 51].
Zunachst ist festzustellen, dass keiner der Inhibitoren die Phosphorylierung des
FLT3 WT und des zugehérigen STATS5, in der verwendeten niedrigen nanomolaren
Dosis (5 nM) und der kurzen Inkubationszeit (2 h), wesentlich beeinflusst (s. Kap. 5.2).
Das spricht fur die spezifische Inhibition der FLT3i gegentber den mutierten Formen
der FLT3 Kinase. Dies gilt insbesondere auch fir BS228. Nicht untersucht wurden
jedoch langere Zeitrdume und hohere Dosen. Wie anfangs erwéhnt, wird die
Phosphorylierung des STATS5 in Ba/F3 WT Zellen aufgrund der Zugabe des
WEHI-Zellen-Uberstands, der IL-3 enthalt, verstarkt. Ein schitzender Effekt vor den
FLT3i durch Zytokine des WEHI-Zellen-Uberstands, beispielsweise durch IL-3
vermittelt, kann nicht ganzlich ausgeschlossen werden und ist durchaus denkbar.
Sung et al. konnten in einer anderen Zelllinie einen Zytokin-vermittelten Schutz vor der
Dephosphorylierung von STAT5 durch FLT3i zeigen [100].

Die haufigste bekannte Punktmutation, FLT3 D835Y, wird durch den Austausch einer
Asparaginsaure durch Tyrosin an der Position 835 verursacht [12]. Tritt diese
zusammen mit FLT3 ITD (FLT3 ITD D835Y) auf, kdnnen sie als sekundare Mutation
einen Wirkungsverlust von FLT3i hervorrufen. Dieser wurde beispielsweise fir AC220
beschrieben [10, 78]. Daher gilt ihnen ein besonderes Augenmerk. Interessanterweise
sollen FLT3ITD D835Y Mutationen gegenuber Crenolanib, aufgrund dessen
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Eigenschaft als Typ 1 Inhibitor, sensibel sein [62, 78, 82]. Sowohl in einer Dosierung
von 20 nM, als auch mit 5 nM konnten alle drei getesteten FLT3i die Phosphorylierung
von FLT3 D835Y und von STATS5 deutlich reduzieren, verglichen mit der
unbehandelten Probe. Selbiges wurde fir die Doppelmutation FLT3 ITD D835Y und
dem entsprechenden STATS5 beobachtet (s. Kap. 5.2). Die Ergebnisse zeigen, dass
BS228 die grundlegende Voraussetzung erfullt, sowohl an die Punktmutation FLT3
D835Y, als auch an die Doppelmutationen FLT3 ITD D835Y zu binden, diese zu
inhibieren und deren Signalweg zu unterbrechen. Daraus lasst sich schlussfolgern,
dass die kausale Funktion dieser Mutationen in der Pathogenese der AML auf
Proteinebene unterbunden und somit das onkogene Potential der Zellklone reduziert
wird. Hervorzuheben ist, dass BS228 gegeniber beiden Mutationen sowohl eine mit
Crenolanib, als auch mit AC220 vergleichbare Wirkung aufweist.

Die in der Literatur [10, 20] beschriebene verminderte Wirkung von AC220 gegen
FLT3 ITD D835Y, ist auf Proteinebene nicht zu erkennen. Mdéglicherweise ist diese
dosisabhangig. Das legen die Western Blot-Analysen von Smith et al. nahe [10]. Die
Arbeitsgruppe verwendete unterschiedliche Konzentrationen von AC220 tber 90 min
und testete diese gegen FLT3 ITD D835Y. Hierbei ist unter der Verwendung von
2 nM AC220 keine Dephosphorylierung der FLT3 zu erkennen, diese zeigt sich jedoch
in den mit 5nM behandelten Zellen. Dementsprechend ware die Dosierung der
Inhibitoren in dem vorliegenden Experiment mit 5 nM knapp zu hoch angesetzt, um die
Resistenz von AC220 gegeniber FLT3 ITD D835Y abbilden zu koénnen. Eine
Versuchsreihe mit 2 nM AC220, Crenolanib und BS228 kénnte méglicherweise den
Wirkungsverlust von AC220 darstellen und Unterschiede im Vergleich zu Crenolanib
und BS228 aufzeigen.

Es sind mehrere Resistenzmechanismen gegen AC220 bekannt (s. Kap. 2.3.3). Der
Nachweis von sekundaren Mutationen, wie beispielsweise FLT3 ITD D835Y, ist ein
solcher Mechanismus. Da es BS228 gelingt diese Mutation auf Proteinebene zu
hemmen, besteht die grundsatzliche Mdglichkeit die Resistenz von Zellklonen mit
dieser Mutation mit Hilfe des neuen FLT3i zu Uberwinden.

FLT3 ITD N676K sind weitere sekundare Mutationen, die urspriinglich in Patienten mit
Rezidiv unter Midostaurin entdeckt wurden [79]. AC220 und BS228 gelang es in
unseren Versuchsreihen (5nM und 20nM) die Phosphorylierung von
FLT3 ITD N676K und von STAT5 zu reduzieren (s. Kap. 5.2). Hieraus lasst sich
schlief3en, dass BS228 die strukturelle Eigenschaft besitzt an diese Mutation zu binden
und sie erfolgreich zu inhibieren, sodass in der Folge die intrazellulare Signalkaskade
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unterbrochen wird. Somit besteht die Moglichkeit mit Hilfe von BS228 diese Mutation
zu Uberwinden. Die Wirkung ist mit der von AC220 vergleichbar. Crenolanib gelingt es
hingegen nicht die sekundare Mutation FLT3 ITD N676K zu inhibieren und die Aktivitat
von STATS5 zu unterdricken (s. Kap. 5.2.4). Es ist anzunehmen, dass Crenolanib
gegenuber Zellklonen mit dieser Mutation wirkungslos ist.

Vergleichbare Untersuchungen, die Western Blot-Analysen nutzen, um die Wirkung
von AC220 bzw. Crenolanib auf FLT3 ITD N676K zu analysieren, sind uns nicht
bekannt. Zwei weitere Arbeitsgruppen beschaftigten sich jedoch mit der Mutation
FLT3 ITD N676K. Huang et al. [83] bestimmten mit Hilfe von ,colony forming assays*
die halbmaximale Inhibitor Konzentration (ICso) von Crenolanib in FLT3 ITD N676K
und sehen eine Wirksamkeit des Inhibitors gegen diese Mutation. Diese konnten wir
in den Western Blot-Analysen nicht nachweisen. Opatz et al. [80] ermittelten die
halbmaximale Inhibitor Konzentration von AC220. Sie konnten zwar eine Sensibilitat
von AC220 gegenuber FLT3 N676K nachweisen, stellten jedoch einen
Wirkungsverlust gegen FLT3 ITD N676K fest. Dieser stellt sich in den von uns
durchgefuhrten Western Blots nicht dar. Denkbare Ursachen fir diese Unterschiede
sind vielfaltig. Die Methodik beider Arbeitsgruppen zielte im Gegensatz zu den von uns
durchgefiihrten Experimenten nicht auf die Wirkung der Inhibitoren auf Proteinebene
ab, sodass ein Vergleich nur eingeschrankt moglich ist. Zudem verwendeten
Huang et al. [83] keine Ba/F3 Zellen und andere Nahrmedien. Opatz et al. [80] erklaren
den Wirkungsverlust von AC220 durch eine gehaufte intrazellulare Lokalisation der
FLT3 ITD N676K. Die Konzentrationen von AC220 seien intrazellular vermindert,
wodurch der Wirkungsverlust zu Stande kame. Zudem postulieren sie, dass ITD die
Konformation des Proteins so verédndern, dass eine Bindung von AC220 erschwert
wird. Das widerspricht den Ergebnissen unserer Western Blot-Analysen, in denen
AC220 die Inhibition von FLT3 ITD N676K gelingt. Eine mdgliche Ursache fir diese
Diskrepanz konnte auch hier die Verwendung der unterschiedlichen Methodik sein.
Zudem verwendeten Opatz et al. AC220 von einem anderen Hersteller.

Die aus zwei Punktmutationen bestehende Doppelmutation FLT3 D835Y N676K wird
durch alle drei FLT3i erfolgreich inhibiert (s. Kap.5.2.4). Somit weisen sie die
grundlegende Eigenschaft auf, die Aktivitat von onkogenen Zellklonen mit dieser
Mutation auf Proteinebene zu reduzieren. AC220 und BS228 haben eine hdhere
Wirksamkeit als Crenolanib. Interessanterweise ist die Wirkung aller drei FLT3i jedoch
geringer als gegeniber der Punktmutation FLT3 D835Y (s. Kap. 5.2.3). Eine Erklarung
hierfir ware eine veranderte Konformation der FLT3 Kinase, die durch die zuséatzliche
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N676K Mutation verursacht sein konnte und die Bindung der Inhibitoren erschwert.
Untersuchungen von Opatz et al. zeigen dies fur FLT3 ITD N676K [80].
Zusammenfassend gelingt es BS228 jede der getesteten FLT3 Mutationen zu
inhibieren und deren konstitutive Aktivitat zu unterbinden. Dartber hinaus konnte
gezeigt werden, dass hierdurch deren intrazellulare Signalweiterleitung, gemessen an
der Phosphorylierung von STATS5, unterbrochen wird. Diese Erkenntnisse sind
bedeutend, da den getesteten FLT3 Mutationen als Treiber- und sekundare
Mutationen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der AML zukommt [3, 6, 10,
11, 19, 20]. Die Wirkung entspricht in etwa der des viel untersuchten Inhibitor AC220,
der ebenfalls jede der getesteten Mutationen inhibiert. Im Vergleich zu Crenolanib
erwies sich BS228 vorteilhaft gegeniber zwei der vier getesteten Mutationen. Fir
keinen der Inhibitoren konnte ein Einfluss auf Zellen mit dem FLT3 WT nachgewiesen
werden, was fur deren Spezifitat spricht (s. Kap. 5.2.4).

6.3 BS228 blockiert den Zellzyklus

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob die im vorangegangenen Versuch
beobachtete Inhibition der mutierten FLT3 Kinasen in einer Veranderung des
Zellzyklus resultiert. Fur mehrere FLT3i, darunter auch AC220, wurde eine
Zellzyklus-Blockade in der G1-Phase vorbeschrieben [101, 102]. Hierflr wurden Ba/F3
Zellen mit gleichbleibender Dosis FLT3i (5 nM) inkubiert und deren Wirkung zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (24 h, 48 h, 72 h) untersucht. Die verwendete
Propidiumjodid Farbung erlaubt, aufgrund der Interkalation in die DNA, Rickschlisse
auf die Zellzyklus-Phasen (s. Kap. 4.6.1).

Bei Betrachtung des kirzesten Inkubationszeitraums (24 h) zeigt sich, dass einige
Ba/F3 Zellen mit mutierter FLT3 Kinase unter der Behandlung mit den drei FLT3i in
der G1-Phase akkumulieren. Besonders deutlich ist das in Ba/F3 Zellen mit
FLT3 D835Y zu erkennen (s. Kap. 5.3.1). Unter der Behandlung mit AC220 nimmt der
Anteil der Zellen mit FLT3 D835Y in der G1-Phase, verglichen mit den unbehandelten
Zellen, von 43% auf 51% (Abbildung 7A), unter BS228 von 44% auf 63%
(Abbildung 7B) und unter Crenolanib von 42% auf 56% zu (Abbildung 7C). Aus dieser
Beobachtung ist zu schlieRen, dass diese Zellen durch die Inkubation mit den
Inhibitoren daran gehindert werden den Zellzyklus reguldr zu durchlaufen und

dementsprechend eine Zellzyklus-Blockade in der G1-Phase vorliegt. Ein solcher
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Mechanismus wurde flir mehrere FLT3i vorbeschrieben [101, 102] und scheint auch
fur BS228 zuzutreffen.

Zudem sind die subG1-Fraktionen von Ba/F3 Zellen mit den Mutationen FLT3 D835Y,
FLT3 D835Y N676K und FLT3 ITD N676K nach der Behandlung mit Crenolanib und
BS228 vergrolRert. Beispielsweise ist in Zellen mit FLT3 D835Y unter BS228 ein
signifikanter Anstieg der subG1-Fraktion von 4% auf 14% und unter Crenolanib von
4% auf 12% zu erkennen (Abbildung 8B/C). Die subG1-Fraktionen korrelieren mit der
Menge fragmentierter DNA (s. Kap. 4.6.1) und lassen eine erhohte Freisetzung von
DNA durch die mit den Inhibitoren behandelten Zellen vermuten. Eine nahe liegende
Erklarung fur den vermehrten Nachweis fragmentierter DNA kdnnte deren Entstehung
im Rahmen eines erhéhten Zelluntergangs sein.

Diese Uberlegungen werden durch die Beobachtungen der Versuche mit langeren
Inkubationszeiten (48 h und 72 h) unterstitzt (s. Kap. 5.3.2 und 5.3.3). Hier zeigen sich
teilweise sehr grof3e und im Zeitverlauf zunehmende subG1-Fraktionen in denen mit
FLT3i behandelten Zellen, die mdglicherweise auf einen vermehrten Zelltod im
Rahmen der langeren Behandlungsdauer mit den FLT3i zurlickzufihren sind. Das gilt
insbesondere fur Ba/F3 ITD N676K, die mit AC220 und BS228 behandelt wurden.
Aulerdem ist dies fur Ba/F3 D835Y und Ba/F3 ITD bei der Behandlung mit allen drei
FLT3i, sowie fir Ba/F3 D835Y N676K bei der Behandlung mit BS228 und Crenolanib
zutreffend. Am Beispiel von Ba/F3 D835Y Zellen ist der Anstieg der subG1-Fraktion
eindrucklich zu erkennen. Nach der Inkubation mit AC220 Uber 48 h steigt die
subG1-Fraktion verglichen mit den unbehandelten Zellen signifikant von 5% auf 19%,
mit BS228 von 4% auf 40% und mit Crenolanib ebenfalls von 4% auf 40%
an (Abbildung 10A-C).

Wie die Versuche mit lAngeren Inkubationszeiten (48 h, 72 h) der FLT3i zeigen, sind
in Zellen mit den oben genannten FLT3 Mutationen zunehmende subG1-Fraktionen
und weniger Zellen in der G1-Phase nachweisbar. Der Anteil von fragmentierter DNA
nimmt zu Gunsten von Zellen, die sich in der G1-Phase befinden, zu (s. Kap. 5.3).
Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass die in der G1-Phase arretierten Zellen
dem Zelltod unterliegen und somit vermehrt DNA-Fragmente entstehen. Anzumerken
ist, dass die verwendete Propidiumjodid Farbung lediglich fragmentierte DNA
nachweist und keinen direkten Nachweis von Apoptose bzw. Nekrose liefert.

Eine Erklarung fiur den Wirkmechanismus der FLT3i konnen folgende Uberlegungen
liefern. ITD und Punktmutationen des FLT3-Gens bewirken die konstitutive Aktivierung
der FLT3 Kinase, wodurch es zur Phosphorylierung und Aktivierung des ihr
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nachgeschalteten Proteins STATS5 kommt [3, 12]. Das aktivierte STAT5 wird als Dimer
in den Nucleus transloziert, wo es mit dem dort ubiquitdr vorkommenden
Transkriptionsfaktor Oct-1 (Octamer-Binding Protein 1) interagiert und den Promoter
des Cyclin D1 aktiviert. In der Folge wird Cyclin D1 exprimiert, welches als wichtiger
Regulationsfaktor fur die Passage des Restriktionspunktes der G1-Phase des
Zellzyklus mitverantwortlich ist [103]. Zudem ist die Aktivierung von weiteren
Signalwegen, Uber die Phosphorylierung von ERK, AKT und p38, durch
FLT3 Mutationen bekannt, wodurch die Expression von BCL2 unterstitzt und eine
anti-apoptotische Wirkung vermittelt wird [104-109]. Des Weiteren beschrieben
Peschel et al. [102] die Phosphorylierung von p27 durch FLT3 ITD, wodurch dieses
seiner Aufgabe, Cyclin-abhéngige Kinasen zu inaktivieren, nicht nachkommen kann
und es zu einer Zellproliferation kommt. Wie die, in dieser Arbeit durchgefihrten
Western Blot-Analysen zeigen, gelingt es den getesteten FLT3i die Signalwege einiger
der FLT3 Mutationen, gemessen an der Phosphorylierung von STAT5, zu unterbinden.
Zudem konnte mit Hilfe der Propidiumjodid Farbung nachgewiesen werden, dass es
in der Folge zu einem Arrest der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus kommt. Dieser
ist mutmalllich durch die verminderte Expression des Cyclin D und die damit
verhinderte Passage des Restriktionspunktes der G1-Phase zu erklaren. An dieser
Stelle sind weitere Untersuchungen nétig, um die Hypothese zu untermauern.
Beispielsweise konnten Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen nach 24-stindiger
Inkubation mit den Inhibitoren auf die Expression von Cyclin D untersucht werden. Der
24-stindige Zeitraum bietet sich an, da zu diesem Zeitpunkt in den Experimenten
dieser Arbeit die gro3te Akkumulation von Zellen in der G1-Phase nachgewiesen
wurde.

Es ist anzunehmen, dass durch die Inhibition der FLT3 Mutationen auch die anderen
oben erwdhnten Signalwege in geringerem Mal3e aktiviert werden und dies zur
Wirkung der FLT3i beitrdgt. Vermutlich spielt auch p27 eine Rolle bei der von uns
beobachteten Blockade des Zellzyklus, da gezeigt werden konnte, dass eine Inhibition
von FLT3 ITD mit AC220 zu einer reduzierten Phosphorylierung von p27 und einem
Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase fuhrt [102].

Die Erkenntnis, dass der neue FLT3i BS228 Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus
arretiert, konnte in der spateren klinischen Anwendung von Relevanz sein.
Beispielsweise entfaltet das bisher in der Therapie der AML verwendete Cytarabin
seine Wirkung in der S-Phase des Zellzyklus [101]. In der G1-Phase arretierte Zellen

waren dementsprechend fir diese Substanz nicht mehr sensibel.
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Die Ergebnisse der Zellzyklus-Analyse stehen weitestgehend im Einklang mit den
vorangegangenen Western Blot-Analysen und sprechen fir den oben geschilderten
Pathomechanismus. Fur fast alle getesteten FLT3 Mutationen ist festzuhalten, dass
die auf Proteinebene beobachtete Inhibition, mit anschliel3end reduzierter Aktivitat von
STATS5, zu einer Zellzyklus-Blockade in der G1-Phase fuhrt (s. Kap. 5.2.4 und 5.3.4).
Auffallend ist, dass FLT3 ITD D835Y zwar durch AC220, Crenolanib und BS228
gehemmt und STAT5 vermindert phosphoryliert wird, es jedoch im Falle dieser
Mutation nicht zu einer Zellzyklus-Blockade unter der verwendeten niedermolaren
Dosierung der FLT3i kommt. Interessanterweise unterscheiden sie sich darin von
Zellen mit alleiniger FLT3 D835Y Mutation ohne ITD. ITD scheinen hierbei eine
wichtige Rolle zu spielen. Denkbar ist die fortbestehende Aktivierung weiterer
Signalwege, trotz Inhibition von FLT3 ITD D835Y, die zu einer Passage des
Restriktionspunktes der G1-Phase fuhren. Hierbei konnten beispielsweise der
PISK/AKT/mTOR und MAPK-ERK Signalweg eine wichtige Rolle spielen, die neben
STATS5, durch FLT3 ITD aktiviert werden [104, 105]. Méglicherweise ist die Inhibition
der FLT3 ITD D835Y durch die FLT3i nicht ausreichend, um diese Signalwege zu
unterbrechen. Interessanterweise fuhrt, laut unveréffentlichten Daten von Beyer et al.,
BS228 in einer Dosierung von 40 nM zum Zelltod von Zellen mit FLT3 ITD D835Y
(Manuskript in Bearbeitung), was eine dosisabhangige Inhibition nahelegt. In weiteren
Experimenten konnte nicht nur die Expression der Proteine, sondern auch
Veranderungen der mRNA untersucht werden, um ein besseres Verstandnis fur die
Wirkung der FLT3i auf transkriptioneller Ebene zu erhalten. Im Hinblick auf die
Tatsache, dass FLT3 ITD D835Y als sekundare Mutationen bekannt sind, kommt der
weiteren Erforschung der Ursache eine grof3e Bedeutung zu [10, 15, 16, 19, 78].
Gegenstand aktueller Forschung ist das Einsatzgebiet von PI3K-Inhibitoren und deren
Kombination mit anderen Inhibitoren [104]. Es konnte gezeigt werden, dass die
alleinige PI3K-Inhibition aufgrund persistierender STAT5 Aktivitat unzureichend ist, um
Apoptose von FLT3 ITD tragenden Zellen herbeizufiihren [110]. Mdglicherweise flihrt
die Kombination aus PI3K-Inhibitoren und FLT3i zur Apoptose der FLT3 ITD D835Y
tragenden Zellen und Uberwindung deren Resistenz gegen FLT3i [104].

Zusammenfassend bestéatigen die Versuche, dass die Inhibition der FLT3 Mutationen,
sowohl durch die herkdbmmlichen FLT3i AC220 und Crenolanib, als auch durch den
neuen FLT3i BS228, zu einer verminderten Aktivitat des nachgeschalteten Signalwegs
fuhrt und eine Zellzyklus-Blockade in der G1-Phase hervorruft. Keinem der Inhibitoren
gelingt es jedoch den Zellzyklus von Zellen mit FLT3 ITD D835Y zu beeinflussen, trotz
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deren Inhibition auf Proteinebene. Insgesamt zeigt BS228 eine vergleichbare, teilweise

sogar effektivere Wirkung als AC220 und Crenolanib.

6.4 FLT3i vermittelte Zellzyklus-Blockade fuhrt zum Zelltod

Um genauer zu untersuchen, ob die in dem vorangegangenen Versuch festgestellte
Zellzyklus-Blockade tatsachlich zum Zelltod fuhrt, wurden die mit FLT3i behandelten
Zellen  exemplarisch  mit  einer  Annexin V FITC/PI Farbung und  der
Durchflusszytometrie auf die Induktion von Apoptose bzw. Nekrose untersucht. Fir
verschiedene FLT3i, darunter auch AC220, wurde dieser Wirkmechanismus
beschrieben [77, 102]. Zur Analyse von Zelltod ist die vorausgegangene Pl Farbung
unzureichend, da hier lediglich der interkalierende Farbstoff in die DNA nachgewiesen
wird und die subG1-Fraktion nur als indirekter Hinweis fur einen vermehrten Zelltod
gewertet werden kann. Daher wurde eine Annexin V FITC/PI Farbung erganzt. Diese
macht sich die Tatsache zu Nutze, dass apoptotische Zellen, im Gegensatz zu vitalen,
das Phospholipid Phosphatidlyserin an der Aul3enseite ihrer Zellmembran
prasentieren. Dieses wird durch Annexin V gebunden und markiert. Zellen in der
spaten Apoptose und Nekrose weisen zuséatzlich eine Pl durchlassige Zellmembran
auf, wodurch dieses in die DNA interkalieren kann. Dadurch kdnnen sie von Zellen in
der friihen Apoptose unterschieden werden (s. Kap. 4.6.2).

Das Experiment bestétigt die Hypothese, dass Zellen, die durch FLT3iin der G1-Phase
des Zellzyklus arretieren, dem Zelltod unterliegen. Besonders deutlich ist das in
Ba/F3 Zellen mit FLT3 D835Y und FLT3ITD N676K zu erkennen (s. Kap. 5.4).
Hervorzuheben ist, dass auch jene Zellen, die mit BS228 behandelt wurden, diesem
Mechanismus unterliegen, was als Nachweis fur dessen Wirksamkeit auf zellularer
Ebene gewertet werden kann.

Wie erwartet, zeigen Zellen mit FLT3 ITD D835Y keine erhdhten Zelltod-Raten im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den
Ergebnissen der Zellzyklus-Analyse, in der keine Blockade des Zellzyklus dieser
Zellen festgestellt werden konnte. Somit ist nicht von einer Wirksamkeit der drei
Inhibitoren in der niedrigen Dosierung von 5nM gegenuber dieser Mutation
auszugehen. Das entspricht den Ergebnissen von Studien aus der klinischen
Anwendung von AC220, in denen FLT3 ITD D835Y als sekundare Mutationen in
Patienten mit einem Rezidiv der AML nachgewiesen wurden [10, 15, 78] und

unterstreicht die Schwierigkeit diese Resistenz zu Uberwinden. Uberlegungen tber
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mogliche Ursachen, wie der weiterhin bestehenden Aktivitat alternativer Signalwege,
wurden oben angestellt. Die Erforschung der Ursache und die Uberwindung dieser
Resistenz wird bedeutend fir die weitere Therapie mit FLT3i sein. Wissenswert ist,
dass eine Inkubation mit einer hoheren Dosis (40 nM) BS228 zum Zelltod fuhrt
(unveroffentlichte Daten von Beyer et al., Manuskript in Bearbeitung).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der neue FLT3i BS228 die FLT3
Mutationen FLT3 D835Y, FLT3 ITD N676K und FLT3 D835Y N676K erfolgreich auf
Proteinebene inhibiert, woraufhin ein Arrest des Zellzyklus in der G1-Phase der
entsprechenden Zellen festzustellen ist, der letztlich den Zelltod bedingt. BS228 ist
damit ein vielversprechender FLT3i gegeniber Zellen mit diesen Mutationen und weist
eine vergleichbare, teilweise sogar bessere Wirksamkeit als AC220 und Crenolanib
auf. Dahingegen konnte in den verwendeten niedrigen Dosierungen keine Wirksamkeit
gegen Zellen mit FLT3 ITD D835Y festgestellt werden. Hier wird eine hdhere

Dosierung von BS228 notig sein (unvertffentlichte Daten von Beyer et al.).

6.5 Fazit und Ausblick

BS228 ist ein neuer FLT3i, der in dieser Arbeit mit den FLT3i AC220 und Crenolanib
verglichen wurde. Es gelingt ihm alle der getesteten FLT3 Mutationen auf
Proteinebene zu inhibieren, sodass auch die Phosphorylierung des nachgeschalteten
Proteins STATS5 reduziert wird. Zudem fuhrt es in fast allen Mutationen in der
verwendeten Dosierung, mit Ausnahme von Ba/F3 ITD D835Y Zellen, zu einem
Zellzyklus-Arrest. Exemplarisch wurde gezeigt, dass dieser den Zelltod der
entsprechenden Zellen bedingt. Derselbe Wirkmechanismus wurde auch fur die
anderen FLT3i beschrieben [101, 102]. Insgesamt zeigt BS228 eine vergleichbare
Wirkung mit AC220 und Crenolanib. In einzelnen Mutationen ist es sogar wirksamer
als Crenolanib und es gelingt BS228 mehr Mutationen zu inhibieren als AC220 bzw.
Crenolanib. Die mangelnde Wirksamkeit gegeniber Zellen mit FLT3 ITD D835Y istam
ehesten auf die fortgesetzte Aktivitdt von weiteren Signalwegen, sowie die niedrige
Dosierung der FLT3i zurlickzufihren und bietet Raum fiir weitere Untersuchungen.

Die AML ist eine heterogene Erkrankung, deren Verlauf durch verschiedene
Mutationen beeinflusst wird. Treibermutationen der FLT3, wie ITD, und
Punktmutationen, die zu einer sekundaren Resistenz gegen FLT3i beitragen kénnen,
sind wesentliche Bestandteile des Pathomechanismus. Neue Inhibitoren, wie der

FLT3i BS228, geben Hoffnung Rezidive behandeln oder sogar verhindern zu kénnen.
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Trotz vielversprechender Ergebnisse erscheint es jedoch unwahrscheinlich, dass es
in naher Zukunft eine ,magic bullet’, also ein einzelnes Medikament, das wirksam
gegen alle Mutationen ist, geben wird [28]. Mutmalflich kann die Prognose einer derart
heterogenen Erkrankung am ehesten durch eine multimodale Therapie verbessert
werden. Dazu zahlt auch die Erprobung von Medikamenten Kombinationen [28].
Beispielhaft sei hier auf die erfolgreiche Kombination von Chemotherapeutika mit
Midostaurin verwiesen (s. Kap. 2.3.1). Ob sich die FLT3i der nachsten Generation, wie
BS228, fir solche Synergismen eignen, werden weitergehende Untersuchungen
zeigen.

In Zeiten der personalisierten Medizin bedarf es einer individuell maRgeschneiderten
und zielgerichteten Therapie, die sich an den vorliegenden Mutationen des Patienten
orientiert [28, 105]. Daflr ist es essenziell, die Wirksamkeit der einzelnen FLTS3i
gegenuber den unterschiedlichen Mutationen zu kennen, um den jeweils am besten
geeigneten Inhibitor auswéahlen zu kénnen. Entsprechend den Ergebnissen dieser
Arbeit ist es nahe liegend BS228 bei nachgewiesener FLT3 D835Y, FLT3 ITD N676K
und FLT3 D835Y N676K Mutation zu verwenden. Im Fall von Zellen mit
FLT3 ITD D835Y sind hohere Dosierungen von BS228 notig (unveroffentlichte Daten
von Beyer et al.). Wahrend der Therapie mit FLT3i wére ein regelméliges Screening
auf Mutationen winschenswert, um so die aktuelle Therapie, abhangig von den
nachgewiesenen Mutationen, anpassen zu konnen [101, 105].

Insgesamt zeigen die vorliegenden Versuche, dass BS228 die grundlegenden
Eigenschaften eines FLT3i, die Hemmung von FLT3 Mutationen auf zellularer Ebene,
erfullt. Somit sind die Voraussetzungen zur weiteren Erforschung von BS228 gegeben.
Neben der Frage des Resistenzmechanismus von FLT3 ITD D835Y und dem Einfluss
auf weitere Signalwege, wie beispielsweise PI3K/AKT/mTOR und MAPK-ERK, wird
besonders die Wirkweise in vivo interessant sein. Welchen Einfluss werden das
Knochenmark und Zytokine auf die Wirksamkeit von BS228 haben? Stellen diese
moglicherweise Resistenzmechanismen gegenuber dem neuen Wirkstoff dar? Sollte
BS228 auch in weiteren Versuchen erfolgsversprechende Ergebnisse erzielen, wird
die Pharmakokinetik der Substanz eine weitere Herausforderung darstellen.
AulRerdem stellt sich langfristig die Frage nach Nebenwirkungen und der Mdglichkeit
der Kombination mit anderen Substanzen, wie beispielsweise PI3K-Inhibitoren, um

Synergismen zu erzielen.
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7 Zusammenfassung

Die AML ist eine heterogene Erkrankung, deren Prognose je nach Alter und
nachgewiesenen Mutationen variiert [1, 2, 4-9]. Die haufigsten Mutationen sind ITD im
FLT3-Gen, die mit einer schlechten Prognose korrelieren und als Treibermutation
identifiziert wurden [3, 6, 10, 11]. Zudem konnten verschiedene Punktmutationen
nachgewiesen werden [3, 4, 12]. Spezifische FLT3 Inhibitoren (FLT3i) wurden
entwickelt, um diese Mutationen zu hemmen. Wahrend die erste Generation, wie
beispielsweise Midostaurin, relativ unspezifisch wirkt, weist die zweite Generation, wie
Quizartinib, Crenolanib und Gilteritinib, eine deutlich spezifischere Inhibition der FLT3
Mutationen auf [3, 19-21, 61, 62, 69, 82]. Unter der Behandlung mit FLT3i treten jedoch
regelméliiig sekundare Mutationen auf, die eine Resistenz der Zellen bewirken [19, 20].
Daher ist ein Ziel in der Entwicklung neuer FLT3i, neben der effektiven Hemmung von
FLT3 ITD, die Uberwindung solcher Resistenzen. Getestet wurde der neue FLT3i
BS228, der unter dem Namen Marbotinib patentiert ist [22], und verglichen mit den
zwei vielversprechenden FLT3i der zweiten Generation AC220 und Crenolanib. Als
Basis diente ein Zellmodell aus murinen Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen und einem
FLT3 WT [24]. Sowohl ITD, als auch Punktmutationen des FLT3-Gen bewirken eine
konstitutive Aktivitat der FLT3 Kinase und des nachgeschalteten Proteins STATS,
wodurch es in der Folge, unter anderem durch die Expression von Cyclin D, zu einer
vermehrten Zellproliferation kommt [3, 12, 103]. Daher wurde zunachst die Wirkung
von BS228 auf Proteinebene untersucht und mit AC220 und Crenolanib verglichen.
Wie die Ergebnisse zeigen, konnte BS228 die Phosphorylierung aller getesteten
FLT3 Mutationen und deren STATS5 reduzieren (s. Kap. 5.2.4). Damit zeigte es eine
mit AC220 vergleichbare und teilweise bessere Wirksamkeit als Crenolanib. Fir die
Spezifitat der Inhibitoren spricht, dass ein Einfluss auf FLT3 WT und STAT5 nicht
nachgewiesen werden konnte. Erwartungsgemaf, und durch einen Vorversuch
bestatigt, wurde eine vermehrte Phosphorylierung von STATS5 in Zellen mit FLT3 WT
beobachtet, die auf deren Kultivierung in WEHI-Zellen-Uberstand und dem darin
enthaltenen IL-3 beruht und nicht etwa durch eine vermehrte Aktivierung des FLT3 WT
begrundet ist (s. Kap. 2.4 und 5.1).

In einem weiteren Schritt wurde der Einfluss von BS228 auf den Zellzyklus analysiert
(s. Kap. 5.3). Es zeigte sich, dass die verwendeten FLT3i in Ba/F3 Zellen mit
FLT3ITD, FLT3 ITD N676K, FLT3 D835Y und FLT3 D835Y N676K einen Zellzyklus-

Arrest in der G1-Phase bewirken. Uberraschenderweise war dies nicht der Fall fiir
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Zellen mit FLT3 ITD D835Y, obwohl fir diese ebenfalls eine Inhibition auf
Proteinebene gezeigt werden konnte (s. Kap. 5.2). Diese Beobachtung ist insofern
relevant, da FLT3ITD D835Y als sekundare Mutation unter FLT3i Therapie
nachgewiesen wurde [10, 15, 16, 19, 78]. Bedeutenderweise gelang es Beyer et al.
mit hoheren Dosierungen BS228 (40 nM) den Zelltod in Zellen mit FLT3 ITD D835Y
nachzuweisen (unveréffentlichte Daten, Manuskript in Bearbeitung). Das spricht fur
eine dosisabhangige Wirkung von BS228. Der genaue Wirkmechanismus bleibt
weiterer Forschung uberlassen, denkbar ist die persistierende Aktivitat von weiteren
intrazellularen Signalwegen, wie PISBK/AKT/mTOR und MAPK-ERK [104, 105].

Neben den Zellzyklusveranderungen wurde ein, mit langerer Inkubationszeit der
Inhibitoren, zunehmender Anteil an fragmentierter DNA nachgewiesen (s. Kap. 5.3).
Zur Klarung der Frage, ob diese durch vermehrten Zelltod unter der Therapie mit FLT3i
entsteht, wurden exemplarisch Annexin V FITC/PI Farbungen durchgefihrt. Diese
erbrachten den Nachweis von Zelltod in den Zellen, in denen zuvor eine FLT3i
vermittelte Zellzyklus-Blockade in der G1-Phase festgestellt wurde (s. Kap. 5.4).

FUr den neuen FLT3i BS228 kann resumiert werden, dass er alle getesteten FLT3
Mutationen inhibiert, wodurch das nachgeschaltete Protein STAT5 in geringerem
Mafl3e aktiviert wird. Die entsprechenden Zellen, mit Ausnahme von solchen mit
FLT3 ITD D835Y, unterliegen zunachst einem Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase und
schlie3lich dem Zelltod. Die Wirksamkeit ist vergleichbar mit der von AC220 und
Crenolanib und teilweise sogar effektiver. Die Ergebnisse legen nahe, dass BS228 ein
potenter FLT3i zur Anwendung gegen Zellen mit FLT3ITD, FLT3 D835Y,
FLT3 ITD N676K und FLT3 D835Y N676K ist, dessen weitere Erforschung
vielversprechend erscheint. Ein sicherlich entscheidender Faktor in der Therapie der
AML wird die Identifizierung der individuell vorliegenden Mutationen sein, um so einen
geeigneten FLT3i auswahlen zu koénnen [28, 105]. Dies setzt ein umfangreiches
Wissen Uber die verfugbaren FLT3i und deren Wirksamkeit gegeniber den FLT3
Mutationen voraus. Wahrend einer Therapie mit FLT3i ware ein regelmaliges
Screening auf neue Mutationen erstrebenswert, wodurch die Therapie
dementsprechend angepasst werden konnte [101, 105]. Die Vielzahl an
Resistenzmechanismen und die Bandbreite unterschiedlicher Mutationen lasst
vermuten, dass es in naher Zukunft keine ,magic bullet® [28], also ein einzelnes
Medikament, fir die Therapie der AML geben wird. Vielmehr erscheint eine
multimodale, aus mehreren Medikamenten-Kombinationen bestehende, und

personalisierte Therapie aussichtsreich [28, 101, 105].
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9 Anhang

9.1 BS228 reduziert Phosphorylierung von FLT3 ITD und STAT5
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Abbildung 1. Wirkung von BS228 gegen FLT3ITD. Einmalig wurden Ba/F3 WT Zellen und
Ba/F3 Zellen mit FLT3 Mutationen fiir 2 h mit 5 nM BS228 behandelt und mittels Western Blot analysiert.
a-Tubulin dient als Ladekontrolle. n=1.
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