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1.1  Akute myeloische Leukamien (AML)

1.1.1 Definition und Klassifikation der AML

Der Begriff Leuk&mie bedeutet ,weiRes Blut‘ und bezieht sich auf die verbreiterte
Leukozytenmanschette auf der Erythrozytensaule nach Zentrifugation bei Leukamie-
patienten mit hohen Leukozytenzahlen. Im Jahr 1895 wurde dieser Begriff erstmals
von Rudolf Virchow bei einer chronischen myeloischen Leukamie (CML) gepragt
(Tefferi 2008). 1891 entwickelte Paul Ehrlich Farbeverfahren fur Blutausstriche, was
in der Folge eine Differenzierung zwischen der myeloischen und lymphatischen
Leukdmie ermdglichte.

Akute myeloische Leukdmien (AML) sind maligne klonale Stammzellerkrankungen,
die zu einer Vermehrung unreifer myeloischer Zellen (Blasten) im Knochenmark und
zu einer konsekutiven Knochenmarkinsuffizienz fuhren. Nach dem Modell der  hie-
rarchischen Organisation der Hamatopoese findet die maligne Transformation auf
der Ebene der hdmatopoetischen Stammzelle statt. Die unterschiedlichen Subtypen
der AML zeigen eine Ausreifung entsprechend den normalen Differenzierungsstufen
myeloischer Progenitorzellen. Die Ursache der Transformation sind erworbene
genetische Veradnderungen in der leukdmischen Stammzelle. Bei bis zu 75% der
Patienten mit AML werden in den malignen Zellen chromosomale Aberrationen
nachgewiesen. Diese sind z.T. fur bestimmte morphologische Varianten der AML
spezifisch und haben vor allem auch prognostische Bedeutung.

Die AML entsteht in mehreren Schritten durch maligne Transformation pluripotenter
hamatopoetischer Stammzellen, welche unkontrolliert proliferieren, ihre Fahigkeit zur
Differenzierung allerdings verloren haben (Lowenberg, Downing et al. 1999; Appel-
baum, Rowe et al. 2001). Im Knochenmark kommt es folglich zur Ansammlung
unreifer Vorlauferzellen und deren Ausschwemmung ins Blut. Durch Verdrangung
der normalen Hamatopoese leiden die Patienten an Anamie, Thrombozytopenie und
Granulozytopenie.

Rund 35% der Patienten sind bei Diagnosestellung alter als 75 Jahre, das mediane
Erkrankungsalter liegt bei 72 Jahren. Die Inzidenz der AML liegt bei ca.
3,54/100.000/Jahr (Ries LAG 2008).
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Die Einteilung der AML erfolgt nach der FAB-(French-American-British) Klassifikation
von Bennett aus dem Jahr 1976, wonach sowohl der Reifungsgrad der Zellen, wie
auch deren Zugehdrigkeit zu einer hamatopoetischen Zelllinie von Bedeutung ist
(Bennett, Catovsky et al. 1976). Die FAB-Klassifikation ist eine rein morphologische
Klassifikation. Die zunehmende Bedeutung chromosomaler und molekulargene-
tischer Aberrationen bei der AML hat die Einfihrung einer neuen Klassifikation
erforderlich gemacht. Die WHO-KIassifikation bertcksichtigt neben morphologischen
Kriterien auch zytogenetische und molekulargenetische Befunde, wie in Abbildung
1.2 dargestellt ist.

Die WHO-Klassifikation definiert das Vorliegen einer AML bereits ab einem Blasten-
anteil im Blut oder Knochenmark von 20%, im Gegensatz dazu sieht die FAB-
Klassifikation eine Diagnosestellung erst ab 30% Blasten vor (Vardiman, Harris et al.
2002).

Bezeichnung Haufigkeit (%)
MO AML mit minimaler myeloischer 5
Differenzierung
M1 AML ohne Ausreifung 15-20
M2 AML mit Ausreifung bzw. 1(8;21) 30-40
(AML1/ETO)
M3 Akute Promyelozytenleukamie 5-10
M3v AML mit t(15;17) (PML/RARa)
M4 Akute myelomonozytare Leukamie 20
M4eo AML mit inv16 oder t(16;16) (CBFB/MYH11) 5
M5a Akute Monoblastenleukamie 5
M5b Akute Monozytenleukamie 5
Mé Akute Erythroleuk&mie 5
M7 Akute Megakaryoblastenleuk&mie 1

Tabelle 1: FAB-Klassifikation der AML
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AML mit rekurrenten genetischen Alterationen

AML mit t(8;21);(g22;g22), (RUNX1-RUNX1T1)

AML mit inv(16)(p13;q22) oder t(16;16)(p13;q22) (CBFB-MYH11)
Akute promyelozytare Leukdmie mit t(15;17)(q22;q12), (PML-RARA)
AML mit £(9;11) (p22;q23) und MLL-Varianten (MLL-MLLT3)

AML mit t(6;9) (p23;q34) (DEK-NUP214)

AML mit inv(3) (g21;926) oder t(3;3) (g21;026) (RPN1-EVI1)

AML mit t(1;22) (p13;913) (RBM15-MKL1) Down-Syndrom

AML mit Genmutationen

AML mit NPM1-Mutationen
AML mit CEPBA-Mutationen
AML mit FLT3-Mutationen
AML mit KIT-Mutationen
AML mit MLL-Mutationen

AML mit RAS-Mutationen

AML mit myelodysplasie-verwandten Verianderungen

> 20% Blasten und eines der folgenden Kriterien

keine rekurrente genetische Alteration, keine vorangegangene Therapie einer nicht-
verwandten Erkrankung

morphologische Kennzeichen einer MLD oder friiheren MDS, oder:

MDS spezifische zytogenetische Veranderungen wie —7/del(7q), -5/del(5q), i(17q), -
13/del(13q) uva.

Therapiebedingte myeloide Neoplasien

therapiebedingte AML (t-AML)

therapiebedingtes MDS (-MDS)

therapiebedingte myelodysplastische/myeloproliferative Neoplasien (t-MDS/MPN)
nach Chemotherapie oder Bestrahlung

ausgeschlossen ist die Transformation einer MPN

AML, die nicht anders kategorisiert ist

AML, minimal differenziert

AML ohne Reifung

AML mit Reifung

Akute myelomonozytare Leukamie

Akute myeloblastische/ akute monozytare Leukamie

Akute erythrozytare Leukamie (erythrozytare/myeloische und reine Erythroleukamie)
Akute megakaryoblastische Leukamie

Akute basophile Leukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Myeloisches Sarkom

Tabelle 2: WHO-Klassifikation der AML (Swedlow SH 20 08)

1.1.2 Atiologie und Pathogenese der AML

Eine AML entsteht durch Ansammlung erworbener genetischer und epigenetischer

Alterationen in hAmatopoetischen Stamm- oder Vorlauferzellen, die sich dadurch in

ihren Zellwachstums-

und Differenzierungseigenschaften verandern (Mrozek,

Marcucci et al. 2007). Die Atiologie der AML ist bis heute nicht vollstandig geklart.

Mehrere Risikofaktoren wurden in epidemiologischen Studien identifiziert. Dabei

konnen Umweltfaktoren von genetischen Risikofaktoren unterschieden werden. Ein
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zunehmendes Problem ist die Entstehung einer AML nach vorangegangener
Chemotherapie, insbesondere mit Alkylanzien oder Topoisomerase-Hemmern.

Durch die Entdeckung von AML spezifischen Chromosomenaberrationen, welche
folglich zur Bildung von Fusionsgenen fuhren und somit Mutationen in
Transkriptionsfaktoren verursachen, wurden in den letzten Jahren grol3e Fortschritte
in der Aufklarung der Pathogenese gemacht. Das heute allgemein akzeptierte Modell
fur die Entstehung einer de novo AML ist die sogenannte ,two-hit* Hypothese, nach
der mindestens zwei kritische genetische Veranderungen notwendig sind, die nur in
ihrer Kombination in der Lage sind, die Proliferations- und Differenzierungssteuerung
des hdmatopoetischen Systems zu durchbrechen. Klasse | Mutationen entstehen in
Tyrosinkinasen und fihren zur deregulierten Proliferation. Diese aktivierenden
Mutationen in Rezeptortyrosinkinasen (RTK) induzieren Veranderungen in
Signaltransduktionskaskaden und rufen einen Proliferationsvorteil hamatopoetischer
Zellen hervor. Klasse Il Mutationen entstehen durch chromosomale Translokationen,
die zur Aktivierung eines Transkriptionsfaktors fihren. Diese Mutationen flhren zu
einem Differenzierungsblock (Gilliland and Griffin 2002). Daneben wurden in der
letzten Zeit eine Reihe weiterer Mutationen, insbesondere epigenetische
Modifikationen entdeckt, welche nicht nur an der Entstehung einer AML beteiligt sind,
sondern auch prognosebestimmend sind. Hierzu z&ahlen unter anderem die an der
DNA-Methylierung beteiligten Enzyme DNMT3A sowie TET2.

Man geht heute von einer Wechselbeziehung zwischen den drei Klassen von
Mutationen im Rahmen der Leuk&mogenese aus (Patel, Gonen et al.; Steffen,
Muller-Tidow et al. 2005; Pedersen-Bjergaard, Andersen et al. 2007).
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Klasse | Mutationen Klasse Il Mutationen Klasse Ill Mutationen

Differenzigrungsblock

Deregulierte Proliferation Epigenetische Modifikation

AML

Abbildung 1: Hypothese als Entstehungsmodell einer d e novo AML. Abbildung modifiziert aus (Gilliland and
Griffin 2002).

1.1.3 Zytogenetische und molekulargenetische Aberra  tionen bei AML

Die Identifikation von chromosomalen Veranderungen bei rund 50% der neu
diagnostizierten AML-Patienten war ein entscheidender Schritt in der Aufklarung der
AML. Diese zytogenetischen Verdnderungen stellen einen wichtigen prognostischen
Faktor dar und erlauben eine Einteilung in drei Risikogruppen. Patienten mit den
Translokationen t(8;21), t(15;17) oder einer Inversion inv(16) haben eine gute
klinische Prognose, wohingegen ein normaler Karyotyp mit einem intermediéren
Risiko vergesellschaftet ist. Veranderungen am Chromosom 5 (Deletion am langen
Arm), Chromosom 7 (Deletion oder kompletter Verlust des Chromosoms) und
komplex aberrante Karyotypen (> 3 chromosomale Aberrationen) sind mit einer
schlechten Prognose assoziiert (Byrd, Mrozek et al. 2002). Da die Mehrzahl der
Patienten in die Gruppe mit intermediarem Risiko fallt, sind weitere prognostische
Marker von Bedeutung (Kottaridis, Gale et al. 2001).

Rezeptortyrosinkinasen (RTK) spielen eine wichtige Rolle in der normalen Hamato-
poese. Bis heute wurden 58 humane RTK identifiziert und anhand ihrer Protein-
liganden in mehr als 20 Klassen unterteilt. Erworbene Mutationen in RTK flhren zur
konstitutiven Aktivierung des Rezeptors und sind an der Entstehung maligner
Neoplasien beteiligt. Bei Patienten mit AML wurden sowohl Mutationen als auch
Uberexpression von RTK der Klasse Il identifiziert. Hierzu zéhlen FLT3, c-KIT,
PDGFRa und PDGFRf (Blume-Jensen and Hunter 2001). In der normalen Hamato-
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poese sind FLT3 und c-Kit fur Uberleben, Proliferation und Differenzierung von
hamatopoetischen Vorlauferzellen von Bedeutung (Lyman and Jacobsen 1998).

Die RTK FLT3 ist in 80-100% aller AML-Patienten unabhangig des FAB-Subtyps
Uberexprimiert (Carow, Levenstein et al. 1996; Drexler 1996). Mutationen im FLT3-
Gen gehoren mit einer Inzidenz von 30% zu den h&aufigsten Alterationen der AML.
Man unterscheidet Punktmutationen (FLT3-JM-PM) in 2% der Falle, Mutationen der
Tyrosinkinasendomane (FLT3-TKD), die bei 7-10% der AML-Patienten zu finden
sind, und FLT3-internal-tandem-duplication-Mutationen (FLT3-ITD). Sie stellen mit
einer Haufigkeit von 20-27% den grof3ten Anteil der FLT3-Mutationen dar. Man findet
FLT3-ITDs in allen FAB-Subtypen, die hochste Frequenz jedoch bei Patienten mit
AML M3 und M5. FLT3-ITD-Mutationen sind mit dem verstarkten Auftreten einer
Leukozytose und mit einer schlechten Prognose assoziiert (Kiyoi, Naoe et al. 1999;
Yamamoto, Kiyoi et al. 2001).

Neben FLT3 exprimiert die Mehrzahl der AML-Patienten auch das Protooncogen
c-KIT. Physiologisch findet man c-KIT neben hamatopoetischen Progenitorzellen
auch auf Mastzellen, Melanozyten und interstitiellen Cajalzellen (Ashman, Ferrao et
al. 1999).

Aktivierende Mutationen der RTK c-KIT werden somit nicht nur bei AML-Patienten
identifiziert, sondern auch bei Mastozytose, Keimzelltumoren und gastrointestinalen
Stromatumoren (Lyman and Jacobsen 1998; Longley, Reguera et al. 2001). Bei
AML-Patienten mit einer Translokation t(8;21) oder einer Inversion inv(16) lassen
sich gehauft c-KIT-Mutationen nachweisen. Eine Mutation im Exon 8 von c-KIT, die
bei 30% der Patienten mit Nachweis einer inv(16) auftritt, geht mit einem erhdhten
Rezidivrisiko einher (Care, Valk et al. 2003) und hat somit eine negative

prognostische Bedeutung.

1.1.4 Therapie der AML

Unbehandelt fuhrt die AML innerhalb kurzer Zeit zum Tod des Patienten. Die
Therapie der AML ist eine aus mehreren Blocken bestehende Chemotherapie. Das
primare Ziel in der Therapie der AML ist das Herbeifiihren einer kompletten
Remission (<5% Blasten im KM und eine Normalisierung des BB) durch die
sogenannte Induktionstherapie. Durch den Einsatz der Zytostatika Cytarabin (AraC)
und Daunorubicin wird bei 70-80% der Patienten unter 60 Jahren und bei 50% der
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Uber 60-Jahrigen eine komplette Remission erreicht. Im Anschluss erfolgt eine
Postremissionstherapie, bestehend aus Chemotherapie und ggf. autologer oder
allogener Stammzelltransplantation. Die Postremissionstherapie richtet sich nach
dem zytogenetischen Risiko. Wahrend Patienten mit einem ginstigen Risiko mit
Nachweis von t(8;21) und inv(16) durch eine intensive Chemotherapie geheilt werden
konnen, haben Patienten mit einer Hochrisikokonstellation mit einer alleinigen
Chemotherapie kaum Aussicht auf Heilung. Diese Patienten benétigen andere
Therapiestrategien wie z.B. die allogene Stammzelltransplantation. Fir Patienten in
der intermediaren Risikogruppe (im Wesentlichen normaler Karyotyp) ist die optimale
Postremissionstherapie noch nicht definiert und Gegenstand laufender klinischer
Studien.

Ziel der Postremissionstherapie ist die Elimination verbliebener Leuka&miezellen
(Lowenberg, Downing et al. 1999). Die AML M3 (Promyelozytenleukamie) mit einer
Translokation t(15;17) nimmt innerhalb der Therapie der AML eine Sonderstellung
ein, da nahezu 100% der Falle durch eine Behandlung mit all-trans-Retinolsaure in
Vollremission gebracht werden kdnnen.

Trotz grolRer Fortschritte in der Therapie der AML betragt das Gesamtuberleben nur
20-30%. Die Prognose der AML bleibt insgesamt ungunstig und neue
Therapiestrategien sind daher notwendig. Die Identifikation genetischer Mutationen
bei rund der Halfte aller AML-Patienten und weitere AML-spezifische Mutationen wie
die FLT3-ITD eroffnen neue mogliche Therapieoptionen. In der Therapie der
chronischen myeloischen Leukdmie wird der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib
(Glivec®), der selektiv die ATP-Bindungsstelle von Bcr-Abl blockiert, bereits mit
Erfolg eingesetzt (Deininger, Buchdunger et al. 2005). Kleinmolekulare Inhibitoren
kommen auch in der Behandlung der AML zum Einsatz. Insbesondere FLT3-
Inhibitoren, wie z.B. SU5416, Sorafenib, PKC412 und CEP701 sind bereits in
klinischen Studien eingesetzt worden (O'Farrell, Yuen et al. 2004). Die bisherigen
Ergebnisse der FLT3-Inhibitoren als Monotherapie der AML sind aber eher
enttduschend, da Uberwiegend nur ein voribergehendes Ansprechen verzeichnet

werden konnte.
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1.2 Die Aurorakinasen A, B und C

1.2.1 Aufbau und Struktur der Aurorakinasen

Die Aurorakinasen A, B und C zahlen zu den Serin/Threoninproteinkinasen, die eine
Schlusselfunktion wahrend der Zellteilung einnehmen. Sie spielen eine wichtige Rolle
in der Ausbildung des Spindelappartes, der Chromosomenverdichtung und
Anordnung und der Anheftung von Kinetochormikrotubuli an die Zentrosomen.
Aurorakinasen sind fur einen einwandfreien Ablauf der Zytokinese verantwortlich
(Carmena and Earnshaw 2003). Im Jahr 1995 wurde das Aurora-A Allel erstmals in
Droshophila melanogaster Mutanten beschrieben, die ein fehlerhaftes Auftreten des
Spindelpols aufwiesen. Der Name Aurora entstammt dem Phanomen des
Polarlichtes, welches beim Auftreffen des Sonnenwindes auf die Erdatmosphare an
den Erdpolen entsteht (Glover, Leibowitz et al. 1995). Die humanen Aurorakinasen A
und B wurden 1998 identifiziert und zunachst unter dem Namen Aurora 2 und 1
gefuhrt. Das Gen fur die Aurorakinase A ist auf Chromosom 20q13.2 lokalisiert,
Aurora B befindet sich auf Chromosom 17p13.1 und Aurora C auf 19913.43 (Bi-
schoff, Anderson et al. 1998; Kimura, Matsuda et al. 1999).

Die drei Aurorakinasen haben eine gemeinsame Proteinkinasestruktur. Sie weisen
eine hochkonservierte katalytische Domane auf, eine sehr kurze C-terminale
Domane, die in rund 82% zwischen den Aurorakinasen A und B Ubereinstimmt, und
eine N-terminale Domane, die fur die Spezifitdt jeder der drei Kinasen verantwortlich
ist. Die ATP-Bildungsstelle stimmt innerhalb der Aurorakinasen beinahe vollstéandig
uberein.

Die Kiristallstruktur der Aurorakinase A wurde im Jahr 2002 verotffentlicht. Die
katalytische Domane von Aurora A weist eine typische bilobale Kinasefaltung auf,
bestehend aus einer C- und einer N-terminalen Domane. Uber eine Polypeptid,
bestehend aus den Aminoséuren 210-216, welches als Drehachse fungiert, sind die
beiden Doméanen miteinander verbunden. Diese Region spielt eine wichtige Rolle in
der Ausbildung der katalytischen Aktivierungsschleife. Die C-terminale Region aller
Aurorakinasen besteht aus hochkonservierten Aminosauren, die in Schleifenform an
der Oberflache angeordnet sind und als ideales Erkennungsmerkmal fur andere
Proteine und Cofaktoren gilt. Sie ist in der Lage als unabhangige Untereinheit der

katalytischen Domane zu agieren, wohingegen die N-terminale Region nicht an der
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Regulierung der katalytischen Einheit beteiligt ist. Vielmehr dient die N-termiale
Domane, Interaktionen zwischen anderen Proteinen zu vermitteln.

Die ATP-Bindungsstelle ist hydrophob und bindet Adenosin Uber Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen der Aminosaure Trp-277 der Aktivierungsschleife und
Glu-211 und Ala-213, die sich in dem Verbindungspolypeptid zwischen dem C- und
N-Terminus befinden.

Die Aktivierungsschleife beinhaltet einen Threoninrest (Thr-288), der wahrend der
Aktivierung der Kinase in phosphorylierter Form vorliegt. Dies fuhrt zur
Konformationsanderung der Kinase und verhindert eine weitere Anbindung von
Proteinensubstraten.

Die Kiristallstruktur der Aurorakinase A weist einige Besonderheiten auf. Sie besitzt
eine hydrophobe Fluorphenyltasche, die durch eine stark glycerinhaltige Schleife und
das Verbindungspolypeptid gebildet wird. Aul3erdem enthalt die Polypeptidkette
zwischen C- und N-terminaler Doméane eine einzelne Glycinansatzstelle, welche die
GroRRe und Konformation der Adenosinbindungsstelle verandern kann. Diese Bildung
einer kleineren ATP-Bindungsstelle fiihrt zusammen mit einer kurzen Seitenkette an
der Aminosaure Thr-217 dazu, dass Aurora A Adenosin ohne direkte Interaktionen
mit den OH-Gruppen des Riboserings bildet (Giet and Prigent 1999; Cheetham,
Knegtel et al. 2002).

A B i
Activation loop
DFGWSVH-P- - --R-T*-CETLDYLPPE
D-box
LAANE 551y LI PN EA TN H DU
el N
Human ; “.fD
Aurora A | l ! - el )
31 383 402
Human
Aurora B [ | - . | 1

& 25 343

Human il - .'I ]

Aurora (
Activation . Destruction
loop box

Abbildung 2: Struktur der Aurorakinasen

A zeigt den Aufbau der Aurorakinasen. Die katalytis che Region ist hoch-konserviert. Die Auto-
phosphorylierung von Thr288 (rotes T mit Sternchen) dient der Aktivierung von Aurora A. Abbildung A
modifiziert aus (Carmena and Earnshaw 2003).

B zeigt die Struktur der Aurorakinase A orientiert a n den Positionen der C- und N-Schleife. Die  a-Helices
sind in lila, die R-Faltblattstruktur orange, die A ktivierungsschleife griin dargestellt. Mg~ *-lonen erscheinen
als gelbe Kugeln, gebundenes Phosphat griin und rot. Abbildung B aus (Nowakowski, Cronin et al. 2002)
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1.2.2 Aufgaben der Aurorakinasen wahrend der Mitose

Trotz Ahnlichkeiten in ihrem Aufbau unterscheiden sich die drei Aurorakinasen
deutlich in ihrer Funktion und Lokalisation (Carmena and Earnshaw 2003).

Aurora A ist an der Regulation des Zellzyklus von der spaten S-Phase bis zur
M-Phase beteiligt, von dem Eintritt in die Mitose, Uber die Chromosomenteilung,
Ausbildung des Spindelapparates, Anordnung der Chromosomen wéahrend der
Metaphase und die Vervollstandigung der Zytogenese. In menschlichen Zellen steigt
die Aktivitat der Aurorakinase A wahrend der spaten G2- bis zur M-Phase an mit
einem Spitzenwert in der Prophase der Zellteilung (Marumoto, Zhang et al. 2005).
Die Regulation der Aurorakinasen erfolgt durch Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung und Abbau. Durch Phosphorylierung kommt es zur Aktivierung
der Kinasen (Carmena and Earnshaw 2003). Wahrend der Mitose interagiert die
aktivierte Aurorakinase A mit verschiedenen Proteinen wie TACC, CENP-A, Ajuba,
p53, u.a (Giet, McLean et al. 2002; Hirota, Kunitoku et al. 2003; Kunitoku, Sasayama
et al. 2003; Liu, Kaneko et al. 2004). Am Ende der Mitose wird Aurora A Uber ein
Ubiquitin-Proteasomen-System abgebaut. Der Anaphasen-Promoting Komplex
(APC), eine Enzymkomplex, der zu den Ubiquitin-Ligasen z&hlt und den zeitlichen
Ablauf der Mitose reguliert, erkennt eine hochkonservierte Sequenz (D-BOX, siehe
Abb.1-5) in der C-terminalen Doméane von Aurora A. Dies fuhrt zur Aktivierung des
Ubiquitin-Systems und somit zum Abbau der Kinase (Honda, Mihara et al. 2000).
Aurora B ist wahrend der G2- bis zur M-Phase exprimiert (Bischoff, Anderson et al.
1998), mit einem Maximum in der Meta- und Telophase (Sessa, Mapelli et al. 2005).
Aurora B wird als chromosomales ,Passagierprotein® bezeichnet und spielt eine
wichtige Rolle bei der Anlagerung der Chromosomen an die Mikrotubuli, Aktivierung
von Checkpoints zur Ausbildung des Spindelapparates und Zytogenese. Schlissel-
substrate der aktivierten Aurorakinase B sind Zentromerproteine wie z.B INCENP
oder Survivin (Honda, Korner et al. 2003), zytoskeletale Proteine und Histon H3.
Durch Phophorylierung an Ser10 durch die Aurorakinase B wird Histon H3 aktiviert.
Wahrend der Chromosomen-Kondensation ist Histon H3 fir Verdnderungen der
Chromatinstruktur verantwortlich ist (Van Hooser, Goodrich et al. 1998; Giet and
Glover 2001). Aurora B wird auf dieselbe Weise wie Aurora A ubiquitiniert und

abgebaut.
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Die Aurorakinasen andern ihre Lokalisation wahrend der verschiedenen Phasen der
Mitose. In der Prophase ist Aurora A um die Zentrosomen konzentriert, Aurora B
hingegen findet sich im Zellkern. Wahrend der Metaphase ist Aurora A an den Micro-
tubuli in der Nahe der Spindelpole lokalisiert, in der Anaphase lasst sich Aurora A
sowohl an den Spindelpolen, als auch in der Mitte des Spindelapparates detektieren.
Aurora B ist in der Metaphase an den Zentrosomen zu finden, in der Anaphase
erscheint die Aurora B-Kinase vor allem in der Mitte des Spindelapparates, aber
auch an den Zellteilungsfurchen an der Innenseite der Zellmembran.

Aurora C ist im Rahmen der Spermatogenese von Bedeutung, sie wird spezifisch im
Hoden exprimiert (Tang, Lin et al. 2006)

1.2.3 Die Rolle von Aurorakinasen in der Tumorgenes e

Die Chromosomenabschnitte 17g und 20q sind in bestimmten Tumoren wie Brust-,
Ovarial- oder Kolonkarzinomen vervielfaltigt. Die Aurorakinasen A und B sind eben-
falls dort lokalisiert und sind daher in der Krebsforschung von grof3em Interesse. Die
erste Verbindung zwischen Aurorakinasen und der Entstehung maligner Neoplasien
schuf Bischoff im Jahr 1998. In humanen kolorektalen Karzinomen detektierte er eine
Uberexpression von Aurora A und B und identifizierte Aurora A als Onkogen
(Bischoff, Anderson et al. 1998). Im Verlauf wurde in weiteren Tumoren, u.a. in Brust-
Ovarial- und Pankreaskarzinomen eine Uberexpression von Aurora A nachgewiesen.
Wahrend Aurora A in normalen Zellen vor allem in der G2- und M-Phase exprimiert
wird und sich an der Zentrosomen und dem Spindelapparat befindet, lasst sich die
Kinase in Tumorzellen Uberall im Zytoplasma und unabhangig des Zellzyklus detek-
tieren (Miyoshi, lwao et al. 2001; Gritsko, Coppola et al. 2003; Li, Zhu et al. 2003).
Uberexpression von Aurora A fuihrt zur Vervielfaltigung der Zentrosomen, Chromo-
someninstabilitat, fehlerhafter Zellteilung, Polyploidie und Transformation von Zellen.
Die Rolle von Aurora B in der Tumorgenese ist noch nicht vollstandig geklart.
Uberexpression und vermehrte Phosphorylierung von Histon H3 filhren zu Defekten
in der Zellteilung und Zytogenese (Bischoff, Anderson et al. 1998; Zhou, Kuang et al.
1998; Ota, Suto et al. 2002). Aurorakinasen stellen auch im Rahmen der AML-
Therapie ein interessantes Therapietarget dar. Neben soliden Tumoren zeigt sich
auch in leukamischen Zellen eine Uberexpression der Aurorakinasen (lkezoe, Yang
et al. 2007). Daneben stellt sowohl die Schlisselrolle der Aurorakinasen wéhrend der
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Mitose, als auch deren Interaktionen mit Tumorsuppressorgenen wie beispielsweise
p53 eine weitere Indikation, dass diese Rezeptortyrosinkinasen geeignete

Zielstrukturen fur kleinmolekulare Inhibitoren zu sein scheinen (Andrews 2005).

1.2.4 Aurorakinaseinhibitoren

Seit der Entdeckung der Aurorakinasen und ihrer Assoziation zur Entstehung
maligner Neoplasien, wurden eine Reihe von Aurorakinaseinhibitoren, wie
ZMA447439, PHA739358 , AZD1152 entwickelt, die teilweise bereits in klinischen
Studien Anwendung finden (Carvajal, Tse et al. 2006; Carpinelli, Ceruti et al. 2007).
Im Jahr 2003 wurde ZM447439 als erster Aurorakinaseinhibitor von Ditchfield cha-
rakterisiert. Die ICso-Werte fur Aurora A und B lagen zwischen 110-130nM.
ZMA447439 fuhrte in  humanen Zelllinien zur Abnahme der Histon HS3-
Phosphorylierung an Serl0, zu einer p53-abhéngigen Polyploidie und einer
gesteigerten Apoptoserate (Ditchfield, Johnson et al. 2003). Ein weiterer Aurora-
kinaseinhibitor AZD1152, der selektiv Aurora B inhibiert (ICso 0.37nM), induziert
Wachstumsstopp, eine Zunahme der Apoptose und fuhrt ebenfalls zur Dephosphory-
lierung von Histon H3 in humanen akuten Leukamiezellen in vitro und in vivo (Yang,
Ikezoe et al. 2007). Insbesondere Zellzyklus spezifische Kinasen, wie beispielsweise
die Aurorakinasen, spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung der sogenannten
mitotischen Katastrophe, einer speziellen Form des Zelltodes wahrend der Mitose.
Diese resultiert aus dem Zusammenwirken fehlerhafter Kontrollpunkte des Zell-
zyklus, welche durch Inhibition der Aurorakinasen induziert werden, sowie zellularer
Schadigung und fihrt somit zur Polyploidie und schlief3lich zum Untergang der Zelle
(Castedo, Perfettini et al. 2004).
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1.2.5 Zielsetzung der Arbeit

Der Aurorakinaseinhibitor AS703569 ist ein von Merck Serono entwickelter Inhibitor
der drei Aurorakinasen A, B und C. Die Wirkung wird durch ATP-kompetitive Bindung
an die Kinase vermittelt. In der nachfolgenden Arbeit wurde das Wirkprofil des
Aurorakinaseinhibitors auf murine und humane Zelllinien, sowie primares Zellmaterial

untersucht.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Materialien fur die Zellkultur

Material

Aqua dest.

Biocoll Separation Solution

BIT 9500

Dimethylsulfoxid (DMSO)

FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3)
Fotales bovines Serum (FCS)
L-Glutamine 200nM

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethan-
sulfonsaure (Hepes)

Hydrocortison

Hyperinterleukin 6 (hyper IL-6)

Interleukin 3 (IL-3, human/murin)

Iscove's modifiziertes Dulbecco's Medium

Low density lipoprotein (LDL)
MyeloCult H5100
Penicillin-Streptomycin (P/S)
Phosphat-gepufferte Salzlésung
(PBS, Dulbecco)

Roswell Park Memorial Institute medium

(RPMI-1640)
Stammzellfaktor (SCF)
Thrombopoetin (TPO)
Trypanblau 0.4%
Trypsin-EDTA

Bezugsquelle

Delta Select (Pfullingen, DE)
Biochrom AG (Berlin, DE)
StemCells Technologies (K6In, DE)
Serva (Heidelberg, DE)

R&D Systems (Wiesbaden, DE)
PAA Laboratories (Pasching, AUT)
Invitrogen (Karlsruhe, DE)
Biochrom AG (Berlin, DE)

SigmaAldrich(Steinheim, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
S.Rose-John (Kiel, DE)

R&D Systems (Wiesbaden, DE)
Invitrogen (Karlsruhe, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
StemCells Technologies (Kéin, DE)

Invitrogen (Karlsruhe, DE)

Biochrom AG (Berlin, DE)

Invitrogen (Karlsruhe, DE)
R&D Systems (Wiesbaden, DE)
R&D Systems (Wiesbaden, DE)
Invitrogen (Karlsruhe, DE)

Invitrogen (Karlsruhe, DE)
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2.1.2 Chemikalien

Acryl-BIS

Ammoniumpersulfat (APS)
Aurorakinaseinhibitor (AS703569)
Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl,)

CellTiter 96® Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay (MTS)
Complete Mini Protease Inhibitor
Dithiothreitol (DTT)

Entwicklerlésung (Super Signal West)
Essigsaure
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA)
Ethanol

Glycerol

Glycin

IgG-Agarose Konjugat

MACS FcR Blocking

MACS CD 34+ MicroBeads
2-Mercaptoethanol

Methanol

Methylcellulose Medium (MethoCult, H4435)

Milchpulver

Natriumazid (NaN3s)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF, #95)
Natriumorthovanadate (NazVO,)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Protein A/G PLUS Agarose

Roth (Karlsruhe, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Serono (Darmstadt, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Fluka (Buchs, SUI)

Merck (Darmstadt, DE)

Promega (Mannheim, DE)
Roche (Mannheim, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
PIERCE (Rockfort, USA)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

Santa Cruz (Heidelberg, DE)
MiltenyiBiotec(Bergisch Gladbach,DE)
MiltenyiBiotec(Bergisch Gladbach,DE)
Invitrogen (Karlsruhe, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

StemCells Technologies (KéIn, DE)
Roth (Karlsruhe, DE)

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Serva (Heidelberg, DE)

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

Santa Cruz (Heidelberg, DE)
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Protein Standart (Precision Plus Protein
Standart Dual Color)

Ponceau S Solution
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tris-HCI

Triton X-100

Tween-20

2.1.3 Antikérper

Primarantikorper

Aurora-A Kinase (35C1) (#A 1231)
Aurora-B Kinase (#A 5102)
B-Aktin (#A 5441)

c-KIT (Ab81) (#3308)
Phospho-c-KIT (Tyr719) (#3391)
c-Myc (N-262) (#sc-764)

ERK 1 (K-23) (#sc-94)

p44/42 MAPK (ERK1/2) (#4695)

Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204)(E10)

(#9106)

FLT3 (8F2) (#3462)

Phospho-FLT3 (Tyr591) (54H1) (#3466)
Phospho-Histon H3 (Serl10) (#6-570)
STATS (#9363)

Phospho-STATS (Tyr694) (C11C5) (#9359)

Sekundarantikorper

Anti-Maus 1gG-HRP
Anti-Kaninchen IgG-HRP

Bio-Rad (Munchen, DE)

Fluka (Buchs, SUI)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

Cell Signaling (Frankfurt a. M. , DE)
Cell Signaling (Frankfurt a. M. , DE)
Santa Cruz (Heidelberg, DE)

Santa Cruz (Heidelberg, DE)

Cell Signaling (Frankfurt a. M. , DE)

Cell Signaling (Frankfurt a. M. , DE)
Cell Signaling (Frankfurt a. M. , DE)
Cell Signaling (Frankfurt a. M. , DE)
Upstate (Lake Placid, NY, USA)

Cell Signaling (Frankfurt a. M. , DE)
Cell Signaling (Frankfurt a. M. , DE)

PIERCE (Rockfort, USA)
PIERCE (Rockfort, USA)



2 Materialien und Methoden

FACS Antikorper

CD117-PE
IgG-FITC Kontrolle

7 _AAD
AnnexinV-FITC
Propidiumiodid (PI)

BD Pharmingen (Heidelberg, DE)

JacksonimmunoResearch(Suffolk,UK)

BD Pharmingen (Heidelberg, DE)
BD Pharmingen (Heidelberg, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

Kit

BrdU Flow Kit BD Pharmingen (Heidelberg, DE)

2.1.4 Zelllinien

Zelllinie Charakteristika, FAB

HL60 akute myeloische Leukamie, M2 (Collins, Gallo et al. 1977)

Kasumi-1 akute myeloische Leukamie, M2, t(8;21) AML1-ETO (Asou, Tashi-
ro et al. 1991)

K-562 chronische myeloische Leukdmie (Lozzio and Lozzio 1973)

M-07e akute megakaryoblastische Leukamie, M7 (Avanzi, Lista et al.
1988)

MV4-11 akute monozytare Leukadmie, M5, t(4;11), FLT3-ITD (Lange, Valtie-
ri et al. 1987)

NB-4 akute promyelozytdre Leuké&mie, M3, t(15;17) (Lanotte, Martin-

Thouvenin et al. 1991)

Parentale Ba/F3 IL-3 abhangige murine pro-B-Zelllinie (Palacios, Henson et al.

1984)

Ba/F3 FLT3-ITD transfizierte pro-B-Zelllinie, freundlicher Weise von Rebecca

Grundler zur Verfigung gestellt (Grundler, Miething et al. 2005)
EL-08-1D2 murine Stroma-Zelllinie (Oostendorp, Harvey et al. 2005)
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2.1.5 Primare AML Zellen

Patient ID Alter Geschlecht Material CD34+ (%) FLT-3-ITD FAB

1 M229/07 68 m pB - neg M4
2 M244/07 61 w pB - neg

3 M271/07 77 m pB - neg

4 M297/08 61 w pB - neg

5 M307/08 47 m pB - neg Mba
6 M250/07 37 w pB - pos M3
7 M275/07 49 w pB - pos

8 M282/07 65 w pB - pos

9 M283/07 47 w pB - pos

10 M284/07 72 w pB - pos

11 M281/07 69 W KM 0,4 neg M5
12 M285/07 68 W KM 9,7 neg M1
13 M259/07 46 m KM 0,5 neg

14  M249/07 37 W KM 10,7 pos M3
15 M291/08 65 W KM 5,2 pos

16 M302/08 72 W KM 51 pos

17 M311/08 71 W KM 12,2 pos

18 M331/09 36 m KM 32,3 pos

Abbildung 3: Charakteristika der in der Arbeit verw endeten Patientenproben

2.1.6 Aurorakinaseinhibitor AS703569

Der von der Firma Merck Serono zur Verfigung gestellte Aurorakinaseinhibitor
AS703569 wurde in DMSO aufgeldst. Die Stocklésung von 1 mmol/l wurde bei -80

T eingefroren.

2.1.7 Laborausstattung und Zubehor

Absorbance Mikroplate Reader (ELx800) BIO-TEK (Bad Friedrichshall, DE)
Brutschrank (Hereaus Hera Cell 240) Hereaus (Hanau, DE)
Combitips (1.25ml) Eppendorf AG (Hamburg, DE)
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Durchflusscytometer (Coulter, Epics XL)

Beckman Coulter (Krefeld, DE)

Einfrierbehéalter (Nalgene Freezing Container) ThermoFisherScientific (Roskilde, DK)

Einfriertubes (2 ml)

FACS-Tubes

Filme (CL-Xposure Film)

Filtereinheit (0.2 um)

20°C Gefrierschrank (Liebherr Premium)
80°C Gefrierschrank

Gel Blotting Paper
Gelelektrophoresekammer (Mini-Protean)
Gelglasplatten

Inkubationsschuttler

45C Kuhlschrank (Liebherr Premium)
MACS Separation Columns

MACS Separation Unit

Mediumfilter (Stericup & Steritop)
Mikroskop (Axiovert 25)
Mikrozentrifuge (Minispin)

Petrischale (mit Nocken, 35mm)
Pipetboy

Pipetten

Pipettenspitzen

PVDF Sequencing Membrane (0.45um)

Rontgenfilmentwickler (Hyperprocessor)

Corning (Corning, NY, USA)

Nunc (Wiesbaden, DE)

Thermo Fisher Scientific (Bonn, DE)
Whatman (Dassel, DE)

Liebherr (O chsenhausen, DE)
SANYO (Oizumi-machi, JP)

Whatman (Dassel, DE)

Bio-Rad (Munchen, DE)

Bio-Rad (Miunchen, DE)

Infors (Einsbach, DE)

Liebherr (Ochse nhausen, DE)
MiltenyiBiotec(Bergisch Gladbach,DE)
MiltenyiBiotec(Bergisch Gladbach,DE)
Millipore (Schwalbach/Ts., DE)

Carl Zeiss (Jena, DE)

Eppendorf AG (Hamburg, DE)

greiner bio-one (Solingen, DE)
Integra Biosciences (Fernwald, DE)
Eppendorf AG (Hamburg, DE)
Eppendorf AG (Hamburg, DE)
Millipore (Schwalbach/Ts., DE)
AmershamLife Science (Freiburg, DE)

Safe-Lock Reaktionsgefafd (0.5ml, 1.5ml, 2ml) Eppendorf AG (Hamburg, DE)

Scanner

Ultraschall-Homogenisator
Spectrophotometer (SmartSpec Plus)
Spritzen (5ml, 50ml)

Sterilpipetten (2ml, 5ml, 10ml, 25ml, 50ml)
Stickstofftank (Messer)

Stromquelle (Bio-Rad Power Pac 200)
Stromquelle (Standart Power Pack P25 T)

Thermomixer comfort
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Epson (Meerbusch, DE)
Bandelin (Burdalingen, DE)
Bio-Rad (Munchen, DE)

B. Braun (Melsungen, DE)
greiner bio-one (Solingen, DE)
Cryotherm (Kirchen/Sieg, DE)
Bio-Rad (Miunchen, DE)
Biometra (Gottingen, DE)
Eppendorf AG (Hamburg, DE)
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Tischzentrifuge (Megafuge 3.0 RS) Hereaus (Hanau, DE)
Transferkammer (Transblot SD Semi-Dry

Tranfer-cell) Bio-Rad (Munchen, DE)
Wasserbad (Grant) VWR International (Darmstadt, DE)
Vortexer (MS1 Minishaker) IKA Werke (Oberstaufen, DE)
Zellkultur Multiwell Platten (6, 12, 24, 96 Well) greiner bio-one (Solingen, DE)
Zellkulturflaschen TPP (Trasadingen, SUI)
Zellkulturréhrchen (15ml, 50ml) greiner bio-one (Solingen, DE)
Zellkulturschalen TPP (Trasadingen, SUI)

2.1.8 Software

Endnote X2
FlowJO Version 7
Microsoft Office 2000

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zellkulturbedingungen

Alle Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37 T und 95% relativer Luftfeuchtigkeit
in Gegenwart von 5% CO, kultiviert.

Samtliche Zelllinien (Ba/F3, HL-60, K-562, MO-7e, MV4-11, NB4) wurden von der
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ;
Deutschland) bezogen und deren Empfehlungen entsprechend kultiviert.
Suspensionszelllinien wurden in Zellkulturflaschen in RPMI-1640 Medium kultiviert,
das mit 10% fétalem Kalberserum (FCS), sowie 50 U/ml Penicillin und 50 pg/mi
Streptomycin versetzt und anschlie3end filtriert wurde. Vor der ersten Verwendung
wurde das aufgetaute FCS fur 30 Minuten bei 56 T im Wasserbad inaktiviert,
wodurch hitzeempfindliche Komponenten des Komplement-Systems im Serum
zerstort werden. Daraufhin wurde das hitzeinaktivierte FCS in 50 ml Zellkulturrohr-

chen aliquotiert und bei -20 T aufbewahrt.
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Die AML-Zelllinien HL-60, Kasumi-1, K-562, MO-7e, MV4-11 und NB-4 wurden alle
zwei Tage 1:3 gesplittet.

Die IL-3-abhangige murine pro-B-Zelllinie Ba/F3 wurde in RPMI-Vollmedium unter
Zusatz von 10 ng IL-3 / ml kultiviert und taglich 1:10 gesplittet

Das verwendete periphere Blut und das Knochenmark stammen von Patienten mit
AML zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und vor Therapiebeginn, welche zwischen
2003 und 2008 in die deutschen AMLSG Studien aufgenommen wurden. Alle
Patienten hatten in die Verwendung ihrer Proben fir wissenschaftliche Zwecke
eingewilligt. Samtliche Patientenproben wurden zytogenetisch, molekulargenetisch,
zytomorphologisch und immunphé&notypisch untersucht. FLT3-Mutationen wurden
mittels DNS-Sequenzierung bestatigt.

Nach dem Auftauen der Priméarzellen erfolgte eine Dichtegradientenzentrifugation
mittels Ficoll zur Isolation von mononuklearen Zellen. Nach der CD34+-Separation
dieser Zellen aus dem Knochenmark erfolgte die Kultivierung in serumfreiem
Medium, welches mit den Wachstumsfaktoren SCF, TPO, FLT3, IL-3 und hyper-IL-6
versetzt wurde Uber Nacht. Bei hyper-IL-6 handelt es sich um ein bioaktives
Fusionsprotein aus humanem IL-6 und dem IL-6-Rezeptor (Fischer, Goldschmitt et
al. 1997).

Die aus peripherem Blut stammenden mononuklearen Zellen wurden unbehandelt 24
Stunden kultiviert und anschlieRend mit dem Aurorakinaseinhibitor AS703569

behandelt.

Serumfreies Medium: SCF (1pl/ml bei einer Stocklésung von 100ug/ml)
FLT3 (1pl/ml bei einer Stocklésung von 50 pg/ml)
TPO (0,8 pl/ml bei einer Stocklésung von 50 pg/ml)
IL-3 (0,2 pl/ml bei einer Stocklésung von 50 pg/ml)
hyper-IL-6 (0,2 pl/ml bei einer Stockldsung von 50 pug/ml)

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

In regelméRigen Abstanden wurden 1-2 x 107 Zellen pelletiert und in 1 ml Einfrier-
medium aufgenommen, die Suspension in einem speziellen Isopropanol haltigen
Einfrierbehélter bei —80C eingefroren. Der Alkohol sorgt fur eine langsame

Abkuhlgeschwindigkeit der Zellen. Nach einigen Tagen wurden die Zellen in
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flussigen Stickstoff (-196 C) uberfihrt und kdénnen dort mehrere Jahre aufbewahrt
werden.

Zum Auftauen wurden die Zellen in 37 € warmen Wasserbad erwdrmt und
umgehend in 10 ml Medium aufgenommen, um einen Zellschaden durch das im
Einfriermedium enthaltene DMSO zu verhindern. Nach zweimaligem Abzentri-

fugieren wurden die Zellen resuspendiert und kultiviert.

Einfriermedium: 90% FCS und 10% DMSO

2.2.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Trypa  nblau

Der Trypanblau-Exklusionstest dient der Bestimmung der Lebendzellzahl. Dafir
wurden 20 pl Zellsuspension mit 20 pl Trypanblau gefarbt und unter dem Licht-
mikroskop in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt. Lebende Zellen erscheinen
farblos, wohingegen Tote den Farbstoff durch ihre pordose Zellwand aufnehmen und
unter dem Mikroskop blau erscheinen. Zur Berechnung der Lebendzellzahl wurde

folgende Formel verwendet:

Lebendzellzahl / ml = Anzahl lebender Zellen x 10*

22.1.4 MTT-Proliferationsassay

Das MTT-Proliferationsassay ist ein farbmetrisches Verfahren zur Bestimmung der
Viabilitat einer Zellpopulation in Proliferationsexperimenten. Dieser Methode liegt die
Umwandlung des gelben Tetrazoliumsalzes 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid zu dunkelrotem Formazan-Salz durch mitochondriale Dehydroge-
nasen metabolisch aktiver Zellen zu Grunde. Die Menge des kalorimetrisch gemes-
senen Formazan-Salzes ist proportional zur Anzahl der lebenden Zellen. Die
Experimente wurden in 96-Well-Platten mit flachem Boden angesetzt, wobei die
Randreihen frei gelassen und jeder Wert dreifach angesetzt wurde. Die Zellen
wurden mit einer Dichte von 1 x 10° pro Well ausgeséht, mit 100 pl Medium aufgefillt
und verschiedene Konzentrationen (1.5nM, 3.75nM, 7.5nM, 12.5nM, 25nM, 50nM,
100nM) des Aurorakinaseinhibitors AS703569 zugeflgt. Nach 24- bis 72- stindiger
Kultivierung im Brutschrank wurden die Zellen entsprechend den Instruktionen des
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Herstellers mit MTT-L6sung behandelt, fir weitere 1,5 bis 4 Stunden inkubiert und
anschlielBend im Absorbance Mikroplate Reader (ELx800) vermessen. Aus jeweils

drei Messwerten wurde ein Mittelwert gebildet.

2.2.15 Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen mittels Annexin-V-
FITC und Propidium-lodid (P1)

Die Bestimmung apoptotischer Zellen in einer Kultur oder nach Stimulation mit
AS703569 erfolgte durch eine Doppelfarbung mit Annexin-V-FITC und Pl und
anschlielBender Messung im Durchflusszytometer. Phosphatidylserin (PS) findet sich
normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran einer lebenden Zelle. Im Frih-
stadium der Apoptose beobachtet man einen Zusammenbruch der Membran-
asymmetrie, wobei es zur Exposition des Phosphatidylserins auf der Aussenseite der
Membran kommt (Martin, Reutelingsperger et al. 1995). Annexin-V ist ein Ca*'-
abhangiges Protein, welches mit hoher Affinitat Phosphatidylserin bindet und durch
Kopplung mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) durchflusszytometrisch nachgewiesen
werden kann. Die Differenzierung der apoptotischen Zellen von nekrotischen erfolgt
mit Hilfe des DNA-Farbstoffes Propidium-lodid (PI), welcher nur in nekrotische
Zellen, welche eine durchlassige Zellmembran aufweisen, eindringt. Vitale Zellen
sind demnach Annexin-V-FITC und PI negativ, frihapoptotische Zellen Annexin-V-
FITC positiv und Pl negativ und tote Zelle Annexin-V-FITC und PI positiv. Hierzu
wurden jeweils 5 x 10° Zellen in 1ml Medium ausplattiert und 24 bzw. 48 Stunden mit
AS703569 behandelt. Anschliessend wurden die Proben mit 1ml Facspuffer
gewaschen und jeweils 5004l Annexinpuffer, 5ul Annexin-V-FITC sowie 0.5ul PI

hinzugeflgt. Nach 15 Minuten Inkubationzeit erfolgte die Messung im Durchfluss-

zytometer.

Facspuffer: PBS, 0.5% BSA

Annexinpuffer: 5 ml 1M Hepes (pH 7.4), 28 ml 2.5M NacCl, 0.18 g CaCl,, 467 ml
Aqua dest.

2.2.1.6 Isolierung von CD34+ Zellen

Aus dem Knochenmark der Patienten wurden CD34+ Zellen durch eine positive
Separation mit Hilfe von MiniMACS-Separationssaulen und MACS MicroBeats iso-

liert. Die Durchfuhrung erfolgte nach Anweisung des Herstellers Miltenyi Biotec.
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Nach dem Auftauen der Proben wurde eine Dichtegradientenzentrifugation zur Isolie-
rung mononuklearer Zellen mittels Ficoll durchgefiihrt. Nach Resuspension in 10ml
HF2+-Puffer wurden die Zellen gewaschen und in 19ml IMDM + 2% FCS + 300l
DNAse Uberfuhrt und im 37C Wasserbad funf Minuten inkubiert. Dieser Vorgang
dient der Reduktion nicht lebensfahiger Zellen durch Zerkleinerung der DNA im
Rahmen der Apoptose. Nach Abzentrifugation wurde das Zellpellet mit 300l DNA-
se, 100pl CD34 MicroBeads und 100pl FcR Blocking Reagenz pro 1 x 10° Zellen
versetzt. Nach 30-minutiger Inkubtion auf dem Kippschittler (4C) wurde das Pellet
erneut gewaschen und in 5ml HF2+-Puffer aufgenommen. Es folgte sie Separation
mittels MinIMACS-Separationssaulen. Die Reinheit der CD34+-Population wurde

nach der Separation immunphanotypisch bestimmt und betrug >90%.

HF2+-Puffer: 50 ml 10x HBSS, 5 ml P/S, 5 ml 1M Hepes, 10 ml FCS, 430 ml|
Agua dest.
2.2.1.7 CFC Assay mittels Methylcellulose

Human Colony Forming Cell Assays (CFC) mittels Methylcellulose dienen dem
Nachweis determinierter ha&maopoetischer Vorlauferzellen  verschiedender
Differenzierungsgrade und basieren auf der Fahigkeit hdmatopoetischer Vorlaufer-
zellen zur Proliferation und Differenzierung von Kolonien. Zu diesem Zweck wurden
jeweils 5000 bzw. 20000 CD34+ Knochenmarkszellen von AML-Patienten sowohl mit
einer FLT3-ITD-Mutation als auch ohne (FLT3-WT) in 1.1 ml Methylcellulose
aufgenommen, eine bestimmte Menge von AS703965 zugesetzt, ausplattiert und bei
37 T und 5% CO , kultiviert. Die Zellen wurden zuvor Uber Nacht im Brutschrank in
SFM, welchem die Wachstumsfaktoren SCF, TPO, FLT3, IL-3 und hyper-IL-6
zugefiugt wurden, aufbewahrt. Nach 14 Tagen wurden die verschiedenen Kolonie-
typen nach standardisierten Kriterien ausgezahlt und bewertet. Es wurden CFU-GM
(Granulozyten-Makrophagen-Kolonien), GEMM (Granulozyten-Erythrozyten-
Monozyten-Megakaryozyten-Kolonien), BFU-E (multizentrische Kolonien aus

Vorlauferzellen der Erythropoese) unterschieden.
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2.2.1.8 Langzeitkultur (LTC)

Mit Hilfe von Langzeitkulturversuchen (LTC) ist es mdglich, hamatopoetische Stamm-
und Vorlauferzellen nachzuweisen, wie auch deren Differenzierung zu untersuchen
(Cindy L. Miller 2001). LTC-IC (long-term culture-initiating cells) sind frihe Vorlaufer-
zellen, welche nach 6 Wochen Kokultur mit einer stromalen Zellinie, wie unserem
Versuch FBMD-1, noch in der Lage sind, kologene Zellen (CFUs) auszubilden. Die
Anwendung von LTC-Assays dient somit dem Nachweis von Stammzellen in vitro
(Sutherland, Eaves et al. 1991; Breems, Blokland et al. 1994).

In unserem Versuch wurde Knochenmark von AML-Patienten verwendet. Es wurde
zwischen Patienten mit einer FLT3-ITD Mutation und Patientenproben ohne
Vorliegen dieser Mutation (FLT3-WT) unterscheiden.

Nach dem Auftauen der primaren Knochenmarksproben wurden CD34+ Zellen
isoliert und in IMDM resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit SFM +
Wachstumsfaktoren versetzt. Je 2.5ml wurden in An- und Abwesenheit von DMSO
bzw. AS703569 sowie in Suspension oder auf ausplattierten ELO8-Zellen fir 48
Stunden inkubiert. Die murine Stromazelllinie ELO8 wurde identifiziert, die Stamm-
zellnische in vitro zu imitieren. Unter Verwendung dieser Zelllinie in unserem Versuch
soll der protektive Effekt der stromalen Stammzellnische  gegeniber dem
Aurorakinaseinhibitor untersucht werden (Oostendorp et al. (2005).

Nach zwei Tagen galt es die Zellen mittles Trypsinierung zu l6sen und in 250ml
IMDM zu resuspendieren. Jeweils 5 und 20% der Zellen wurden in Methylcellulose
aufgenommen, ausplattiert und 14 Tage bei 37 T kultiviert, 75% der Zellen wurden
in 2.5ml Langzeitkulturmedium resuspendiert und in Zellkulturschalen Uberfuhrt,
welche mit der murinen Stromazellinie FBMD1 beschichtet waren, und sechs
Wochen im Brutschrank (37 €, 5%CO ) in Kultur gehalten. Einmal woéchentlich
wurde die Halfte des Langzeitkulturmediums abgesaugt und frisches hinzugefugt.
Die Methylcellulose konnte nach 14 Tagen ausgezahlt werden, die LTC wurden nach
sechs Wochen trypsiniert, in 334ul IMDM Uberfihrt und in Methylcellulose tberfihrt,
welche nach weiteren 14 Tagen ausgewertet werden konnte. In Abbildung 4 wird der

Versuchsaufbau veranschaulicht.
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Abbildung 4: Versuchsaufbau LTC
2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

22.2.1 Praparation von Proteinlysaten

Nach Inkubation der Zellen mit AS703569 (12.5 nM bzw. 25 nM) Uber verschiedene
Zeitraume (10 und 30 Minuten, sowie 1.5, 6, 16, 24 und 48 Stunden) wurden diese
2x mit PBS gewaschen, pelletiert und zur Zelllyse in geeigneten Lysispuffer
aufgenommen. 5 x 10° Zellen wurden in 200 pl Puffer resuspendiert, 15 Minuten auf
Eis inkubiert und anschliessend durch Ultraschallbehandlung (Sonicaten) lysiert.
Zelltrummer wurden durch Zentrifugation fur zwei Minuten bei 4 € und 14000 rpm in
einer Tischzentrifuge pelletiert, der Uberstand in ein EppendorfgefaR pipettiert und
bei —80 T eingefroren.
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Lysis-Puffer: 5 ml 1M Hepes, 3.75 ml 4M NaCl, 0.5 ml 0.2 M EDTA, 25 ml 10
mM EGTA, 100 pl Tween-20
pro ml Puffer: 10 pl 200 mM PMSF, 20 pl 1.9 mg/ml Aprotinin,
10 pl 1 M 3-Glycerolphosphat, 2.5 ul 0.4 M NaF, 1 pl 100 mM
NaVO,

2.2.2.2 Bradford-Assay zur Bestimmung der Proteinko  nzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration eines Zelllysates erfolgte nach der
Methode von Bradford (Bradford 1976), welche auf Absorbtionsmessung im
Spektralphotometer basiert. Als Referenzwert dient das Reagenz.

Das Bradford-Reagenz wurde 1:5 mit Wasser verdinnt, 980 pl in eine Kulvette
Uberfahrt und 20ul des 1:10 verdiinnten Lysates zugefiigt. Anschliessend erfolgte die
Messung der Absorption bei 595nm. Zur Bestimmung der absoluten Protein-
konzentration wurde eine Eichkurve mit definierten Konzentrationen einer BSA-

Ldsung erstellt und in gleicher Weise vermessen.

2.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Nach der Zelllyse erfolgte die Auftrennung der Proteine der Grof3e ihres Molekular-
gewichtes nach mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Es wurden 7-12 %ige
Trenngele verwendet, die nach Polymerisation mit 4-prozentigem Sammelgel
beschichtet wurden. Zur Bildung von Taschen, welche zum Beladen des Geles mit
Proteinlysaten nétig sind, wurden Gelkdmme in das Sammelgel eingebracht. Zur
Denaturierung der Proteine wurden die Zelllysate im Verhaltnis 1:2 mit 2x Laemmli-
Puffer versetzt (Laemmli 1970), fur 5 Minuten bei 95 T erhitzt und in einer Tisch-
zentrifuge 1 Minute abzentrifugiert. Anschliessend wurden die Geltaschen mit jeweils
20 ul des Protein-Puffer-Gemisches beladen, als Grof3enreferenz fir die Proteine
diente ein Molekular-gewichtsmarker, ein sogenannter Protein-Standard. In einer mit
1x Running-Puffer gefullten Elektrophoresekammer liefen die Proben bei 80 Volt aus
den Taschen in das Sammelgel, danach wurde die Voltzahl auf 120 Volt erhoht.

Nach 1.5 bis 2.5 Stunden waren die Proteine vollstandig aufgetrennt.

2 x Laemmli-Puffer: 1.55gDTT in 12.5 ml Aqua dest., 5 ml 1M Tris-
Puffer, 20 ml 10% SDS 2.5 ml 1% Bromphenolblau,
10 ml Glycerol
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10 x Running-Puffer: 288 g Glycin, 60 g Tris, 20 g SDS, 2000 ml Aqua
dest.

4 x Sammelgelpuffer (pH 6.8): 6.05 g 0.5 M Tris-HCI, 0.4 g 0.4% SDS, 40 ml Aqua

dest.

4 x Trenngelpuffer (pH 8.8): 91 g 0.5 M Tris-HCI, 2 g 0.4% SDS, 300 ml Aqua
dest.

Trispuffer 1 M (pH 6.8): 12.1 g Tris-HCI, 100 ml Aqua dest.

2224 Westernblot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese nach der
~semi-dry“-Methode auf eine PVDF-Membran (PorengrofRe 0.45um) transferriert.
Das mit aufgetrennten Proteinen beladene Gel wurde auf ein in Methanol getranktes
Stuck PVDF-Membran gebracht und von zwei Gel-Blotting Papieren umgeben. Der
Transfer vom Gel auf die Membran erfolgte in sogenanntem Transferpuffer flr eine
Stunde bei 20 Volt und 0.1 Amper pro Gel in einer Semi-dry-Transferkammer.
Darauffolgend galt es, durch Inkubation fir eine Stunde in 5%-iger Milch bzw. 5%-
igem BSA in PBS fiur Phosphoantikorper, unspezifische Proteinbindestellen zu
blockieren. Die Membran wurde Uber Nacht bei 4C mit dem Primarantikdrper in
entsprechender Verdinnung (meist 1:1000) auf dem Kippschittler inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen in PBS-T fur 15 Minuten wurde die Membran erneut fir eine
Stunde mit dem Sekundarantikdrper (Verdinnung meist 1:2000) inkubiert.
Anschliessend wurde die Membran 2x fir 15 Minuten mit PBS-T und 1x fur 20
Minuten mit PBS gewaschen. Die mit Antikdrpern markierten Proteine wurden mit

Hilfe einer Entwicklerldsung auf einem Réntgenfilm detektiert.

Transferpuffer: 1 | Methanol, 0.5 | 10x Running-Puffer, 3.5 | Aqua dest.
5%-ige Milch: 25 g Milchpulver, 500 ml PBS-T

PBS: 9.55 g PBS, 1000 ml Aqua dest.

PBS-T: 9.55 g PBS, 1 ml Tween-20, 1000 ml Aqua dest.
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2.2.2.5 Immunprazipitation

Die Immunprazipitation (IP) dient der Aufkonzentrierung eines Proteins. Hierzu
wurden 1000ug Protein in 200ul Lysispuffer mit 10ul Antikdrper versetzt und bei 4C
Uber Nacht auf einem Rollrad (9rpm) inkubiert. Anschliessend wurden 20ul des
Protein A/G PLUS-Agarose Reagents dazugegeben. Nach einstindiger Inkubation
bei 4C wurden die Immunprazipitate bei 4 T 30 Sek unden in einer Tischzentrifuge
abzentrifugiert, der Uberstand fir eventuelle spatere Analysen eingefroren. Die im
Pellet enthalteten Proteine wurden 4x mit 500ul Lysispuffer gewaschen. Das Pellet
wurde in 30ul 1,5x Laemmlipuffer resuspendiert und 3 Minuten lang bei 95T erhitzt,
um das Antigen von den Beeds zu lI6sen. Nach erneuter Zentrifugation wurde der
Uberstand nochmals fur 5 Minuten bei 95C erhitzt. Die Proteinanalyse erfolgte

mittels SDS-Gelelektrophorese.

Lysis-Puffer: 1.5 ml 1M NacCl, 0.1 ml Triton X-100, 0.25 ml Natriumdeoxy-
cholat, 0.5 ml 1 M Tris-HCI pH 7.4, 0.1 ml 200mM PMSF, 0.1
ml 100mM NazVO,, 0.02 ml 0.5 M NaF,1 Proteaseinhibitor-
tablette (EDTA-frei), 7.43 ml Aqua dest.

2.2.2.6 Strippen der PVDF-Membran

Um weitere Proteine auf der bereits entwickelten Membran zu lokalisieren, 16st man
durch Strippen die Antigen-Antikérper-Bindung auf der Membran.

Dazu wurde die Antikorperbindung durch Inkubation mit Stripping-Puffer fur 20
Minuten geldst und die Membran anschliessend mit PBS-T fir 3x 15 Minuten gewa-
schen. Nach erneutem Blocken kann die Membran mit einem weiteren Primaranti-

korper versetzt werden.

Stripplésung: 10% Methanol, 10% Essigsaure, 80% Aqua dest.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss des Aurorakinaseinhibitors auf murine Ba/F3-Zellen

3.1.1 AS703569 wirkt antiproliferativ und induziert Apoptose in murinen
Ba/F3-Zellen

Bei Ba/F3-Zellen handelt es sich um eine murine Pro-B-Zelllinie. Das Wachstum und
Uberleben erfolgt in Abhangigkeit von Interleukin 3. In Abwesenheit dieses Zytokins
gehen die Zellen in den programmierten Zelltod tber (Rodriguez-Tarduchy, Collins et
al. 1990). Im Gegensatz dazu weisen die FLT3-ITD transformierten Ba/F3-Zellen ein
IL-3 unabhéngiges Wachstum auf. (Hayakawa, Towatari et al. 2000). Die Zelllinie ist
daher besonders gut geeignet, die Wirkung der FLT3-Mutation in vitro genauer zu
untersuchen (Grundler et al. 2005).

Das Protoonkogen c-KIT exprimierende Ba/F3 Zellen wurden ebenfalls untersucht.
Aktivierende Mutationen der Rezeptortyrosinkinase c-KIT werden bei rund 17% der
Patienten mit einer neu diagnostizierten AML detektiert, hauptsachlich bei AML mit
CBF (inv16) und t(8;21) (Malaise, Steinbach et al. 2009). Neben Mutationen im Exon
17 an der Position D816 wurden auch Ba/F3-Zellen mit der weniger haufigeren
Mutation im Exon 9 AY502-503 verwendet. Aktivierende c-KIT-Mutationen
exprimierende Ba/F3-Zellen wachsen ebenfalls IL-3 unabhéngig (Beghini, Larizza et
al. 1998), (Boissan, Feger et al. 2000), (Debiec-Rychter, Dumez et al. 2004).

Um die wachstumshemmende Wirkung des Aurorakinaseinhibitors AS703569 auf die
aktivierende FLT3 Mutation bzw. die c-KIT Mutation in vitro zu untersuchen, wurde
fur Ba/F3-FLT3-ITD und Ba/F3-c-KIT Zellen zunachst eine Dosiswirkungskurve
erstellt, um die optimale Konzentration des Inhibitors zu bestimmen. Hierzu wurden
die Zellen mit ansteigenden Konzentrationen des Inhibitors tber einen Zeitraum von
48h inkubiert. Die FLT3-ITD exprimierenden Ba/F3 Zellen wurden zusétzlich in
An-und Abwesenheit von IL-3 kultiviert. Den Ausganswert (Kontrolle, 100%) stellen
unbehandelte Zellen dar.

Wie in Abbildung 5 ersichtlich, wird die Proliferation der parentalen und transformier-
ten Ba/F3-Zellen dosisabhangig inhibiert. Eine Reduktion des Wachstums auf 50%
des Ausgangswertes (ICsp) erfolgt fiir die parentalen Ba/F3-Zellen bei einer Inhibitor-
konzentration von 10.8 nM, bei den Ba/F3 FLT3-ITD-Zellen liegt dieser Wert bei
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6.9nM. Die Ba/F3 Zellen mit der c-KIT Mutation an Position D816 weisen einen IC50-
Wert von 8.7 nM auf. Bei einer Inhibitorkonzentration von 10,3 nM kommt es bei den
Ba/F3-c-KIT 502/503 zu einer Wachstumshemmung auf 50%. Ferner ist ersichtlich,
dass es ab einer Inhibitorkonzentration von rund 12.5nM bis 100 nM zu keiner
weiteren Proliferationshemmung kommt. Vielmehr ist die Ausbildung eines Plateaus
bei ca. 27 % proliferierender Zellen zu beobachten.

Der anti-proliferative Effekt des Aurorakinaseinhibitors auf die transformierten FLT3-
ITD Ba/F3-Zellen lasst sich durch Zugabe von IL-3 aufheben. Die Anwesenkeit von
Interleukin 3 fuhrt somit zur Ausbildung einer Resistenz der FLT3-ITD
exprimierenden Zellen gegenuber der wachstumsinhibitorischen Wirkung von
AS703569, wahrend dies bei parentalen Ba/F3 Zellen nicht der Fall ist.
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Abbildung 5: Der Aurorakinaseinhibitor AS703569 hemm t die Proliferation von parentalen, FLT3-ITD und
c-KIT exprimierenden Ba/F3-Zellen. 5x10 ® Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von
AS703569 (1.5 bis 100 nM) behandelt, die FLT3-ITD tr ansformierten Ba/F3 zusatzlich in An- und
Abwesenheit von 10ng IL-3 pro ml. Parentalen Ba/F3 Z ellen wurde ebenso IL-3 zugesetzt. Nach 48h
erfolgte die Auswertung des MTT-Assays mittels Farb  umschlag im Elisa-Reader. Datenpunkte
repréasentieren Mittelwerte und Standartabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten. Die IC  so-
Werte wurden anhand der Dosis-Wirkungs-Kurven ermit  telt.

Neben dem anti-proliferativen Effekt des Aurorakinaseinhibitors auf FLT3-ITD
exprimierende Ba/F3-Zellen, fihrt die Behandlung der Zellen mit AS703569 zu einer
Steigerung der Apoptoserate. Die Zugabe des Inhibitors fihrt zur dosisabhéngigen
Zunahme der Apoptose mit einem Maximum von 70% apoptotischer Zellen bei einer

Wirkkonzentration von 12.5 nM. Als Referenzpunkt (Kontrolle) dienen unbehandelte
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Zellen, welche die natirliche Apoptoserate der Zellen reprasentieren. Abbildung 6
veranschaulicht, dass unter Zugabe von IL-3 ein grof3er Teil der Zellen vor dem
programmierten Zelltod gerettet wird. Der Wert flr die maximale Apoptoserate liegt
hier bei 22%. Der protektive Effekt des Interleukin 3 gegeniber AS703569 wird er-
neut bestatigt.

Zusammenfassend besteht eine deutlich erhéhte Sensitivitat der FLT3-ITD bzw. c-
KIT mutierten Ba/F3 gegenuber AS703569 im Vergleich zu den parentalen Ba/F3
Zellen. Als optimale Dosis wurde 12,5 nM ermittelt, die dann in den folgenden

Ver-suchen eingesetzt wurde.
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Abbildung 6: AS703569 fuhrt zu Apoptoseinduktion in FLT3-ITD transformierten Ba/F3-Zellen.
5 x 10° Ba/F3 FLT3-ITD-Zellen wurden in 1 ml Medium in ein  er 12-Well-Platte mit dem Aurorakinaseinhitor
inkubiert. Ferner wurde ein Teil der Zellen zusatzl ich mit 10 ng IL-3 pro ml versetzt. Nach 48 Stunden

Inkubationszeit erfolgte die Messung im Durchflussz ytometer nach Farbung der Zellen mit PE-
konjugiertem AnnexinV und 7-AAD.

3.1.2 Einfluss des Inhibitors auf Histon H3, FLT3u nd STAT5

Die Aurorakinasen regulieren den Zellzyklus durch Phosphorylierung ihrer Substrate.
Die Phosphorylierung von Histon H3 an SerlO durch Aurora B ist fur die
Kondensation der Chromosomen wahrend der Mitose verantwortlich (Giet and Glo-
ver 2001). Eine Dephosphorylierung von Histon H3 wahrend der Mitose fuhrt zur
einem Defekt der Chromosomenteilung und einem Progressionsstopp des Zellzyklus
(Van Hooser, Goodrich et al. 1998). Somit stellt der Phosphorylierungsstatus des
Histon H3 einen relevanten Marker in der Signalkaskade der Aurora-B-Kinase dar.

Die Aktivierung der RTK FLT3 erfolgt durch Bindung des FLT3-Liganden, was zur
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Phosphorylierung von Tyrosinresten und zur Dimerisierung des Rezeptors fiihrt. Eine
Verlangerung der JM-Domane, wie sie bei der FLT3-ITD-Mutation auftritt, resultiert in
einer konstitutiven Autoaktivierung des Rezeptors durch Liganden unabhéangige
Dimerisierung und Phosphorylierung von FLT3 (Kiyoi, Towatari et al. 1998). Bei
STATS5 handelt sich um ein Zielprotein in der Signalkaskade der konstitutiv
aktivierten Rezeptortyrosinkinase FLT3 (Hayakawa, Towatari et al. 2000).

Nachdem die ersten Versuche gezeigt haben, dass Ba/F3 Zellen mit konstitutiv
aktiviertem FLT3 (FLT3-ITD) besonders empfindlich gegenlber einer Inhibition mit
AS703569 sind, geht es im Nachfolgenden darum, die Rezeptortyrosinkinase FLT3
und der downstream folgenden Signalmolekile als weitere Targetproteine des
Aurorakinaseinhibitors zu identifizieren.

Um die Wirkung von AS703569 auf die Autophosphorylierung von FLT3 und dessen
nachgeordnete Signalwege darzustellen, wurden FLT3-ITD exprimierende Ba/F3-
Zellen jeweils 10 Minuten bzw. 1 Stunde mit 12.5 nM Aurorakinaseinhibitor
behandelt, lysiert und mittels Westernblottechnik unter Verwendung der phospho-
spezifischen Antikérper analysiert. Darauffolgend wurden die Blots gestrippt und mit
den dazugehorigen Antikdrpern gegen FLT3, STATS5 und Histon H3 inkubiert und
entwickelt, um gleiche Proteinmengen zu gewahrleisten. Die Kontrolle stellen
unbehandelte FLT3-ITD positive Ba/F3-Zellen dar.

Wie in Abbildung 7 ersichtlich kommt es durch die Behandlung der Zellen mit dem
Inhibitor zur Hemmung der Autophosphorylierung von Histon H3, was auf eine
Hemmung der Aurora-B-Kinase hinweist. Die inhibitorische Wirkung von AS703569
auf die FLT3-ITD lasst sich durch ein verminderte Phosphorylierung dieser an der
Aminosaure Tyr591, sowie eine Inhibition der Phosphorylierung von STAT5
nachweisen. Nach einer Stunde ist keine STAT5 Aktivitat mehr nachweisbar. Dies
spricht fir das Vorhandensein weiterer Zielproteine des Aurorakinaseinihibitor neben
den drei eigentlichen Aurorakinasen A, B und C. Das Signal der Aurorakinasen stellt
sich konstant dar, was bei dem Wirkmechanismus des Inhibitors zu erwarten ist.

3-Aktin dient dem Nachweis einer gleichmafiig verwendeten Proteinmenge.
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Abbildung 7: AS703569 fiihrt zur Hemmung der Autophos phorylierung von Histon H3 an Ser 10, FLT3 an
Tyr591 und STATS an Tyr694. FLT3-ITD exprimirende Ba /F3-Zellen wurden nach Inkubation mit 12.5 nM
AS703569 lysiert und die Proteine mittles Geleletroph  orese aufgetrennt. Die Detektion erfolgte unter
Zunahme spezifischer Antikdrper in Westernblottechn ik.

3.2 Charakterisierung des zytotoxischen Potentials des Aurorakinase-
inhibitors AS703569 auf AML-Zelllinien

3.2.1 AS703569 fuhrt zur Proliferationshemmung in A ML-Zellinien

Die vorangegangenen Versuche belegen die inhibitorische Wirkung von AS703569
sowohl auf die Aurorakinasen A und B wie auch auf FLT3-ITD und seine downstream
Signalmolekile wie STAT5. Damit stellt AS703569 eine potentiell interessante
Sub-stanz dar, um uber eine duale Hemmung speziell akute myeloische Leukamien
mit FLT3-ITD zu behandeln. Um dies in vitro eingehender zu testen, wurden humane
AML-Zellinien verwendet.

MV4-11-Zellen stellen eine humane akute monozytare leukdmische Zelllinie dar,
welche eine FLT3-ITD Mutation aufweist. Da Mutationen der Rezeptortyrosinkinase
FLT3, insbesondere die FLT3-ITD zu den haufigsten genetischen Alterationen bei
AML-Patienten zahlt, erweisen sich MV4-11-Zellen als optimale Modellzelllinie zur
Evaluation des Wirkspektrums des Aurorakinaseinhibitors auf humane Zellen.
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MV4-11-Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen des Inhibitors (1.5 bis 100
nM) inkubiert. Nach 24 bzw. 48 Stunden wurde die proliferative Aktivitat der Zellen
mittels MTT-Assay im Elisa-Reader bestimmt. Unbehandelte Zellen (Kontrolle)
dienen als Bezugswert (100%). Es zeigt sich eine dosisabhangige Inhibition des
Wachstums nach 24 Stunden mit einer geringen Steigerung nach 48 Stunden. Das
Wachstum der Zellen wird in ansteigenden Konzentrationen von AS703569 von
100% auf einen Minimalwert von rund 30% reduziert. Der ICso-Wert fir MV4-11 nach
48 Stunden betragt 7.0 nM. Diese Ergebnisse korrelieren mit dem Einfluss des

Inhibitors auf die bereits untersuchten murinen Ba/F3-Zelllinien.
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Abbildung 8: Proliferationsassay zur Bestimmung der Empfindlichkeit von MV4-11 auf AS703569. Jeweils
1 x 10° Zellen wurden in einer 96-Wellplatte mit flachem B oden 24 bzw 48 Stunden mit verschiedenen
Konzentrationen des Aurorakinaseinhibitors behandel t. Die Proliferationsmessung erfolgte 1.5 Stunden
nach Zugabe des Formazansalzes im Elisa-Reader. Pro K onzentration wurden Triplikate angesetzt. Die
Datenpunkte stellen Mittelwerte und deren Standardab  weichungen aus drei separaten Versuchen dar.

Neben MV4-11 wurden auch zwei andere AML-Zelllinien auf eine Proliferations-
inhibition nach Behandlung mit AS703569 untersucht.

Kasumi-1 ist eine humane AML-Zelllinie mit einer Translokation t(8;21) sowie einer
aktivierenden c-KIT Mutation. K562 ist eine humane CML-Linie mit Nachweis von
bcr-abl. Wie in Abbildung 9 gezeigt, tritt eine Wachstumshemmung der Kasumi-1-
Zellen mit einem ICsp-Wert von 11.4 nM ein. Interessanterweise zeigt auch die
Kasumi-1 Zelllinie eine erhbhte Empfindlichkeit gegeniiber AS703569, wahrend dies
bei K562 Zellen nicht der Fall ist. Diese Ergebnisse bestatigen damit die erhdhte
Empfindlichkeit von AML-Zellen mit konstitutiv aktivierten FLT3 oder c-KIT auf eine
Inhibition mit AS703569, wie es die Versuche mit den transformierten BaF3 Zellen

erwarten lieRen.
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Abbildung 9: Der Aurorakinaseinhibitor hemmt die Pro liferation der AML-Zelllinien MV4-11 und Kasumi-1.
Die CML-Zelllinie K-562 zeigt verminderte Empfindlic ~ hkeit gegeniiber AS703569.
Der Versuchsaufbau erfolgte wie in Abb. 8 beschriebe  n.

3.2.2 AS703569 induziert Apoptose in AML-Zelllinien

Ferner wurden HL60 (akute myeloische Leukédmie, M2), K-562 (chronische
myeloische Leukdmie) und NB-4 (akute promyelozytare Leukamie, M3, mit dem
Nachweis der Translokation t(15;17) verwendet, um eine Varianz der Zytotoxizitat
des Inhibitors auf verschiedene leukamische Zelllinien zu untersuchen. In einer
unbehandelten Zellpopulation liegt der Anteil apoptotischer Zellen bei ca. 5%. Im
nachfolgenden Experiment gilt es, die Auswirkungen des Aurorakinaseinhibitors auf
die Apoptoserate humaner AML- bzw. CML-Zelllinien zu charakterisieren. Zu diesem
Zweck wurden die Zellen Gber 48 Stunden mit AS703569 (3.75 nM und 12.5 nM)
kultiviert und anschlieRend nach Farbung mittels Annexin V-FITC und PI durchfluss-
zytometrisch gemessen. Durch den zytotoxischen Effekt des Inhibitors kam es bei
allen Zelllinien mit Ausnahme von HL60-Zellen zu einer statistisch signifikanten
Zunahme der Apoptose. Auch hier zeigt sich aber, dass humane Zellen, die
entweder eine FLT3-ITD oder c-KIT Mutation tragen (MV4-11 oder Kasumi-1),
besonders sensitiv sind. Die Kontrolle reprasentiert die sich im programmierten

Zelltod befindlichen Zellen ohne Behandlung mit dem Inhibitor.
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Abbildung 10: Apoptoseinduktion durch AS703569 in AM L-Zelllinien. 5 x 10 ° Zellen wurden in 1ml Medium
in einer 12-Wellplatte unter Zugabe von 3.75 bzw 1 2.5 nM AS703569 inkubiert. Nach 48 Stunden wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit Annexin V-FITC u nd Pl gefarbt. Die Messung erfolgte im
Durchflusszytometer. Die Balken reprasentieren Mitt  elwerte aus drei unabhéngigen Experimenten.

3.2.3 AS703569 dephosphoryliert Histon H3 an Ser10

Eine Reduktion der Autophosphorylierung von Histon H3 an Serl0 durch den
Aurorakinaseinhibitor an murinen FLT3-ITD exprimierenden Ba/F3-Zellen konnte be-
reits nachgewiesen werden. Die inhibitorische Wirkung von AS703569 auf die
Proliferation und  Apoptoseinduktion humaner Zelllinien wurde ebenso
veranschaulicht. Um die Wirkung des Inhibitors auf die Aurorakinase B humaner
Zelllinien aufzuzeigen, wurden MV4-11-Zellen tGber verschiedene Zeitrdume mit 12.5
nM AS703569 behandelt. Es galt einen optimalen Inkubationszeitraum fur die
einheitliche Durchfihrung nachfolgender Versuche zu finden. Mittels Western-Blot-
Technik und der Verwend-ung spezifischer Antikérper konnte gezeigt werden, dass
es bereits nach rund 30-minitiger Inkubation zu einer Reduktion der
phosphorylierten Form von Histon H3 kommt. Eine Abnahme des Signals der
Aurorakinasen nach 24 Stunden deutet auf einen vermehrten Zelluntergang nach

Behandlung der Zellen mit AS703569 hin.
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Abbildung 11: Die Behandlung von MV4-11 mit AS703569  flhrt zur Dephosphorylierung von Histon H3 an
Ser10. Je 5 x 10° Zellen wurden in 5 ml Medium unter Zugabe von 25 nM AS703569 Uber bestimmte
Zeitrdume bei 37T inkubiert. Nach der Zelllyse erf  olgte die Analyse mittels Western-Blot-Technik.

Neben MV4-11 Zellen wurden weitere AML-Zelllinien mit AS703569 behandelt und
die Phosphorylierung von Histon H3 untersucht. Abbildung 12 zeigt, dass es zu einer
Reduktion der Phophorylierung von Serl0 kommt, die Expression von Aurora A und
B nach einer Stunde Inkubation mit dem Aurorakinaseinhibitor unveréndert bleibt.
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Abbildung 12: AS703569 dephosphoryliert Histon H3 an Serl0 in AML-Zelllinien. Es zeigt sich eine
konstante Expression der Aurorakinasen nach einstind iger Behandlung der Zellen mit AS703569.
Die Analyse erfolgte mittel Western-Blot-Technik.

3.2.4 Der Aurorakinaseinhibitor AS703569 inhibiert die Autophosphorylierung
von FLT3 und STATS in humanen AML-Zelle n

Der wachstumsinhibitorische Einfluss von AS703569 auf murine FLT3-ITD
transformierte Ba/F3-Zellen konnte bereits veranschaulicht werden. Im nach-
folgenden gilt es, den Einfluss des Inhibitors auf FLT3 und dessen Signalkaskade,
sowie Veradnderungen des Phosphorylierungsstatus von c-KIT in humanen AML-
Zelllinien zu untersuchen. Wie in Abbildung 13 ersichtlich, fihrt die Behandlung der
Zellen mit dem Aurorakinaseinhibitor zu einer Inhibition der Phosphorylierung von
sowohl FLT3 als auch STAT5 in MV4-11 Zellen. Wéahrend FLT3 bereits nach 10
Minuten inhibiert wird, zeigt sich eine Hemmung von STAT 5 erst nach einer Stunde.
Das downstream target ERK1/2 bleibt unbeeinflusst. 3-Aktin dient dem Nachweis

gleichmafiig eingesetzer Proteinmengen.
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Abbildung 13: AS703569 inhibiert die Autophosphoryli erung von FLT3 und STATS5, zeigte jedoch keinen
Einfluss auf den nachfolgenden Signalweg ERK1/2.

Je 5 x 10° Zellen wurden in 5ml Medium unter Zugabe von 125 n M AS703569 uber bestimmte ZeitrAume
bei 37 T inkubiert, lysiert und mittels Western-Bl ot-Technik analysiert. Die Detektion von FLT3 erfol gte
mittels IP mit aFLT3 und anschlieBendem Westernblot fir FLT3 und p-  FLT3. Hierfir wurde 1mg Protein
verwendet.

3.2.5 Der Aurorakinaseinhibitor AS703569 hemmt die  Autophosphorylierung
von c-KIT

Die vorangegangenen Experimente deuten darauf hin, dass der zytotoxische Effekt
des Aurorakinaseinhibitors AS703569 neben der Inhibition der Aurorakinasen A, B
und C, auch auf der Hemmung anderer Rezeptortyrosinkinasen beruht. Daher
untersuchten wir neben FLT3 die Autophosphorylierung von c-KIT in humanen AML
Zelllinien unter der Behandlung mit dem Aurorakinaseinhibitor. Zu diesem Zweck
wurden Kasumi-1-Zellen mit dem Inhibitor kultiviert, die Zellen lysiert und mittels
Westernblottechnik analysiert. Es zeigte sich keine Veranderung der Gesamt-
proteinmenge der Aurorakinasen. Im Gegensatz hierzu ist bereits nach 10-mindtiger
Inkubationszeit mit AS703569 eine Reduktion der phosphorylierten Form von c-KIT

an Tyr719 festzustellen.
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Abbildung 14: AS703569 fuhrt zur Reduktion der Autop hosphorylierung von c¢-KIT an Tyr719.

Je 5 x 10° Zellen wurden in 5 ml Medium unter Zugabe von 12.5n M AS703569 Uber bestimmte Zeitraume
bei 37 < inkubiert, lysiert und mittels Western-BI ot-Technik. Die Analyse unter Verwendung spezifische  r
Antikorper.

3.3 Analyse des Wirkungspektrums von AS703569 auf P rimarzellen -
weisen Patienten mit einer FLT3-ITD eine erhbhte Se  nsitivitat
gegenuber dem Aurorakinaseinhibitor auf?

3.3.1 AS703569 induziert Apoptose in peripheren AML  -Blasten

Der zytotoxische Effekt des Aurorakinaseinhibitors auf FLT3-ITD exprimierende
MV4-11-Zellen konnte bereits dargestellt werden. Daher stellte sich die Frage, ob
Patienten mit AML und einer nachgewiesenen FLT3-ITD Mutation eine erhdhte
Sensitivitat gegentber AS703569 aufweisen. Als Vergleichsgruppe dienten Patienten
mit AML ohne Nachweis einer FLT-ITD (Wildtyp). AML-Blasten aus dem peripheren
Blut der Patienten bei Erstdiagnose wurden Uber einen Zeitraum von einer Stunde
mit 12.5 nM des Inhibitors in serum-freien Medium mit den Wachstumsfaktoren SCF,
TPO, FLT3, IL-3 und hyper-IL-6 kultiviert. Es wurden insgesamt 5 Patientenproben

gemessen. Unbehandelte Zellen stellen den Ausgangswert dar (Kontrolle). Die
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Messung des Anteils apoptotischer Zellen erfolgte nach Farbung mittels Annexin V-
FITC und Pl im Durchflusszytometer.
Durch den Inhibitor kam es zu einer statistisch signifikanten Zunahme der Apoptose

in beiden Gruppen. Es konnte jedoch kein Unterschied in der Sensitivitdt gegentuber

dem Inhibitor von FLT3-ITD+ AML Zellen im Vergleich zu FLT3-WT AML Zellen
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Abbildung 15: AS703569 induziert Apoptose in Primarze  llen. Es zeigt sich keine erhéhte Sensitivitat der
FLT3-ITD exprimierenden Patientenproben gegeniiber de  m Aurorakinaseinhibitor im Vergleich zu FLT-ITD
negativen Zellen. Periphere Blutzellen wurden nach d  em Auftauen ficolliert und anschlieRend uber 24
Stunden in serumfreien Medium kultiviert. Spéater wurd en diese fur 1 Stunde mit 12.5 nM AS703569
behandelt. Die Messung des Anteils apoptotischer Ze llen erfolgte durchflusszytometrisch. Jeweils 5
Patienten pro Gruppe wurden zusammengefasst.

3.3.2 Die inhibitorische Wirkung von AS703569 auf  die Differenzierungs- und
Teilungsfahigkeit humaner Knochenmarksz  ellen

Hamatopoetische Stammzellen sind durch Selbsterneuerungsfahigkeit und Pluri-
potenz charakterisiert. Ihre Fahigkeit, selbst nach mehreren Wochen in Kultur
differenzierungsfahige Kolonien zu bilden, zeichnet sie aus. Im Gegensatz hierzu
sind frihe hamotopoetische Vorlauferzellen befahigt, nur in Methylcellulose Kolonien,
CFUs (colony forming units), auszubilden. Der in-vitro-Nachweis hamatopoetischer
Stammzellen erfolgt durch Kultivierung der Zellen Uber einen Zeitraum von sechs
Wochen und nachfolgender Uberfiihrung auf Methylcellulose. Stromazellen und ein
spezielles Langzeitkulturndhrmedium schaffen optimale Kulturbedingungen fir das

Uberleben der Stammzellen (Eaves, Sutherland et al. 1991).
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Im nachfolgenden Versuch sollte die inhibitorische Wirkung von AS703569 auf die
Differenzierungs- und  Teilungsfahigkeit von  CD34+-Knochenmarkszellen
veranschaulicht werden. Des Weiteren galt es, den Einfluss des Aurorakinase-
inhibitors auf FLT3-ITD-Mutation exprimierende AML-Zellen und sogenannte
Wildtyp-Zellen, AML-Zellen ohne FLT3-ITD-Mutation, zu differenzieren.

Nach der Separation der Knochenmarkszellen wurden diese Uber 48 Stunden mit
AS703569 bzw. DMSO behandelt. Ferner wurde ein Teil der Zellen in Suspension,
ein anderer Teil auf Stroma Kkultiviert. Anschlieend wurden zu einem Methyl-
zellulosekulturen, zum anderen Langzeitkulturen angelegt.

Abbildung 16 veranschaulicht, dass die Anzahl der CFUs in beiden Patienten-
kollektiven durch die Behandlung der Zellen mit dem Aurorakinaseinhibitor reduziert
wird. Die Kultivierung der Knochenmarkszellen auf Stroma fihrt zu einer deutlichen
Zunahme an CFUs. Es kann allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen
FLT3-ITD exprimierenden Zellen gegentber den Wildtyp-Zellen ausgemacht werden.
In der Langzeitkultur wird dies ebenfalls bestatigt. Wiederum hemmt der Inhibitor die
Ausbildung von CFUs, eine erhdhte Sensitivitdt FLT3-ITD Mutation tragender AML-
Patienten gegentber AS703569 kann aber nicht nachgewiesen werden. AML Zellen
werden durch Kokultur auf ELO8-1D2 Stromazellen vor dem Effekt von AS703569

partiell geschutzt.
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Abbildung 16: Die inhibitorische Wirkung von AS70356 9 auf die Differenzierungs- und Teilungsfahigkeit
humaner Knochenmarkszellen.

A veranschaulicht die Ausbildung von CFUs nach 48-s  tlndiger Inkubation in Suspension bzw. auf der
stromalen Zelllinie ELO8 unter Zugabe von 125 nM AS7 03569 bzw. DMSO. Das Verhalten der
Knochenmarkszellen beziglich der Bildung von CFUs n ach 6-wochiger Kultivierung in
Langzeitkulturmedium wird in B demonstriert. Die Ba Iken reprasentieren Mittelwerte aus jeweils 3
Patienten.
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4 Diskussion

Patienten mit AML haben ohne intensive Chemotherapie nur eine geringe
Uberlebenschance. Durch den Einsatz von Zytostatika kann in vielen Fallen eine
komplette Remission erreicht werden. Trotz Erreichen einer kompletten Remission in
einer hohen Prozentzahl der Félle, erleidet die Mehrzahl der Patienten im Verlauf
ihrer Erkrankung ein Rezidiv. Die geringe Gesamtiberlebensrate von 20-30% der
AML-Patienten gibt Anlass zur Entwicklung neuer Therapieoptionen. Der Nachweis
einer ITD-Mutation in der juxtamembrandsen Doméane von FLT3 korreliert negativ mit
dem Gesamtuberleben und der Rezidivrate der Patienten (Kottaridis, Gale et al.
2001).

In der Vergangenheit wurden eine Reihe von RTK-Inhibitoren zur Therapie der AML
entwickelt. Unter anderem gelten FLT3-Inhibitoren als erfolgsversprechend.
Allerdings hat sich in laufenden Studien gezeigt, dass FLT3-Inhibitoren bisher nur
transiente Remissionen erreichen kénnen und daher nicht ausreichend effektiv sind
(Levis, Ravandi et al.; Serve, Krug et al.)

Fur Patienten mit FLT3-ITD missen daher unbedingt effektivere Therapien
entwickelt werden. Die nachgewiesene Uberexpression von Aurorakinasen bei der
AML sowie deren essentielle Bedeutung bei der Mitose macht die Aurorakinasen zu
einer vielversprechenden Zielstruktur in der Therapie der AML (Andrews, Knatko et
al. 2003). Einige Aurorakinaseinhibitoren wie u.a. AZD1152, ein selektiver Aurora B-
Kinaseinhibitor liefern erfolgsversprechende Resultate in préaklinischen und klinischen
Studien (Azzariti, Bocci et al.). Merck-Serono produzierte im Jahr 2005 mit
AS703569 einen weiteren Aurorakinaseinhibitor. Der Vorteil dieses Inhibitors besteht
in der Aussicht, gleichzeitig Aurorakinasen sowie FLT3-ITD oder c-KIT hemmen zu
kbnnen und somit mdoglicherweise eine gesteigerte Wirkung auf FLT3-ITD

exprimierende Zellen zu haben. Diese Hypothese zu prifen ist Ziel dieser Arbeit.

4.1 Das zytotoxische Potential von AS703569 gegeniib  er Zelllinien

Ein Ziel dieser Arbeit war es, das zytotoxische Potential des Aurorakinaseinhibitors
AS703569 gegenuber murinen und humanen Leuk&mie Zelllinien sowie priméren

AML Zellen zu charakterisieren.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung parentaler und FLT3-ITD
transformierter Ba/F3-Zellen zu einer dosisabhangigen Proliferationshemmung sowie
Apoptoseinduktion fihrt. Der IC50-Wert war bei den FLT3-ITD positiven Ba/F3 mit
6.9 nM niedriger als das ermittelte Ergebnis der parentalen Ba/F3-Zellen (10.8 nM),
was darauf hindeutet, dass FLT3-ITD+ Zellen eine hohere Empfindlichkeit gegeniber
dem Inhibitor aufweisen. Der proliferationshemmende Effekt ist durch die Zugabe
von Interleukin-3 antagonisierbar. Die Expression einer FLT3-ITD-Mutation fuhrt in
Ba/F3-Zellen zur IL-3-Unabhangigkeit. Durch Zugabe des Aurorakinaseinhibitors
scheint dieses IL-3-unabhangige Wachstum inhibiert zu werden.

Das zytotoxische Potential des Inhibitors war auch auf humane Zelllinien
Ubertragbar. Insbesondere die FLT3-ITD exprimierende Zelllinie MV-4-11 sowie die
das Protoonkogen c-KIT tragende Kasumi-1-Zelllinie erwiesen sich als sehr sensitiv.
Die IC50-Werte waren vergleichbar mit den Ergebnissen der murinen Zellen. Die
wachstumshemmende und apoptoseinduzierende Wirkung des Aurorakinaseinhibi-
tors konnte jedoch nicht auf alle untersuchten humanen Zelllinien Ubertragen werden.
Im Jahre 2009 wurde von McLaughlin das Wirkspektrum von AS703569 charakteri-
siert. Zum Erreichen einer Viabilitat von 50% des Ausgangswertes waren Inhibitor-
konzentrationen im unteren nM-Bereich nétig. In unseren Versuchen lag diese
zwischen 6.9 bis 11.4 nM. Der IC50-Wert fur MV4-11 wurde in unseren Versuchen
bei 7.0 nM detektiert. In der Veréffentlichung von Mclaughlin wird dieser mit 3 nM
angegeben. Die Abweichung lasst sich am ehesten durch Verwendung unterschiedli-
cher Messmethoden erklaren. In der vorliegenden Arbeit wurden MTT-Assays zur
Bestimmung der Proliferationsinhibiton verwendet, welchen die Umwandlung des
gelben Tetrazoliumsalzes zu dunkelrotem Formazan-Salz durch mitochondriale
Dehydrogenasen metabolisch aktiver Zellen zu Grund liegt. Die Prolierationsmes-
sungen in der Publikation von McLaughlin erfolgten jedoch mittels BrdU-Assays
(McLaughlin, Markovtsov et al. 2009).

PHA-739358 stellt einen weiteren vielversprechenden Panaurorakinaseinhibitor dar,
welcher aktuell bereits in Phase II-Studien getestet wird. Die 1C-50-Werte der unter-
suchten Tumorzelllinien liegen im Vergleich zu AS703569 um ein Vielfaches hoher.
Fur Hela-Zellen beispielsweise wurde ein IC50-Wert fur AS703569 von 8 nM, fur
PAH-739358 von 410 nM beschrieben (Carpinelli, Ceruti et al. 2007). Somit erscheint

der Aurorakinaseinhibitor AS703569 sehr potent zu sein.
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Auffallig ist das selektive Ansprechen einzelner humaner Zelllinien auf die
Bahandlung mit AS703569. Der antiproliferative Effekt des von Merck Serono
entwickelten Pan-Aurorakinaseinhibitors gegentber einer Vielzahl von Tumorentita-
ten wurde bereits im Jahr 2009 publiziert. Vergleichbar mit unseren Ergebnissen,
galten auch hier die FLT3-ITD exprimierenden MV-4-11 als sehr empfindlich
gegeniber AS703569 (McLaughlin, Markovtsov et al. 2009). Ein Grund hierflr
konnte sein, dass der inhibitorische Effekt von AS703569 nicht ausschlie3lich Uber
die Hemmung der Aurorakinasen vermittelt wird, sondern durch Inhibition weiterer
RKT, wie beispielsweise FLT-3. Fraglich ist, ob die erh6hte Sensitivitdt der MV4-11-
Zellen ausschlief3lich auf dualer Inhibition der Aurorakinasen und der RTK FLT-3
beruht. AML-Patienten mit einer nachgewiesenen FLT-3-Mutation weisen einen
deutlich schlechteren Krankheitsverlauf auf. Von grof3er Bedeutung ware somit ein
erhohtes Ansprechen FLT-3-Mutation tragender Leukamiezelllinien gegentber dem
Aurorakinaseinhibitor.

4.2  AS703569 inhibiert die Wirkung der Aurorakinase n

Zunachst wurde jedoch die Wirkung des Inhibitors auf die Aurorakinasen selbst
bestétigt. Als optimaler Marker gilt Histon H3. Als Downstream-Target der Aurora-B-
Kinase hat sich dessen Phosphorylierungsstatus an der Aminosaure Serin 10 als
Aktivitatsparameter von Aurora B etabliert. Eine Reduktion der Aurora B-
Kinaseaktivitat resultiert in einer Abnahme der Autophosphorylierung von Histon H3
an Serin 10. Bei den MV-4-11-Zellen kam es nach einer Inkubationszeit von rund 30
Minuten mit 12.5 nM AS703569 zu einer Reduktion der phosphorylierten Form von
Histon H3. Dieser Effekt war bei allen untersuchten humanen Zelllinien und den
FLT3-ITD exprimierenden Ba/F3-Zellen zu beobachten. Dadurch wird bestétigt, dass
AS703569 sein zytotoxisches Potential Uber Inhibition der Aurorakinasen,
insbesondere der Aurora B-Kinase vermittelt. McLaughlin verwendete ebenfalls den
intrazellularen Phosphorylierungsstatus von Histon H3. Eine 50%-ige Inhibiton der
Aurora-B-Kinase war bei einer Inhibitorkonzentration von 14 nM zu verzeichnen
(McLaughlin, Markovtsov et al. 2009). Der IC50 fur Aurora B des Panaurorakinasein-
hibitors PHA-739358 beispielsweise liegt erneut um ein vielfaches héher (79 nM) im
Vergleich zu dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Aurorakinaseinhibitor
(Boss, Beijnen et al. 2009).
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4.3 FLT3 als Targetprotein des Aurorakinaseinhibito  rs

In unseren Versuchen konnte gezeigt werden, dass sowohl die FLT3-ITD exprimie-
renden murinen BaF3-Zellen, als auch die MV4-11, welche ebenfalls diese Mutation
tragen besonders sensitiv gegeniiber AS703569 sind, was die Vermutung nahelegt,
dass die RTK FLT3 ein weiteres Zielprotein der Panaurorakinaseinhibitor seien kénn-
te. Bestatigt wurde dies durch Nachweis einer Inhibition von konstitutiv aktiviertem
FLT3 sowie seines down-stream-targets STATS5 nach Inkubation der Zelllinien mit
dem Inhibitor. Durch Behandlung der Zellen kam es zu einer Reduktion der phospho-
rylierten, aktivierten Form von FLT3. STAT5 ist ein wichtiges Targetmolekdl
downstream von FLT3-ITD, was durch den Wildtyp FLT3 Rezeptor nicht aktiviert wird
(Hayakawa, Towatari et al. 2000). Eine Inhibierung der Phosphorylierung bestétigt
die inhibitorische Wirkung von AS703569 auf FLT3-ITD. Auch andere Aurorakina-
seinhibitoren wie AZD1152 vermitteln ihr zytotoxisches Potential nicht ausschlief3lich
Uber Inhibition der Aurorakinasen selbst. FLT3 wurde bereits als zusatzliche Ziel-
struktur des Aurora B-Kinaseinihibitors AZD1152 identifiziert (Grundy, Seedhouse et
al.). AS703569 betreffend, konnte neben den Aurorakinasen FLT3 als Targetprotein
von anderen bestatigt werden (McLaughlin, Markovtsov et al. 2009). Dies lasst die
Existenz weiterer Zielproteine vermuten. Unklar ist jedoch, ob die zytotoxische Wir-
kung des Aurorakinaseinhibitor ausschlief3lich durch Inhibition der Aurorakinasen,
insbesondere der Aurorakinase B selbst oder durch Hemmung weiterer Zielstruktu-

ren vermittelt wird

4.4 c-KIT als weitere Zielstruktur von AS703569

Das Protoonkogen c-KIT zéhlt neben FLT3 zu den RTK der Klasse lll. Dieser
Rezeptor ist die Bindungsstelle fur den Stammzellfaktor (SCF), welcher eine
entscheidene Rolle in der Hamatopoese spielt. Physiologisch findet sich c-KIT auf
70% der hdmatopoetischen Zellen. Aktivierende Mutationen dieser RTK konnten bei
einem Teil der AML-Patienten identifiziert werden, besondere Bedeutung wird der
AML M2 mit einer Translokation t(8;21) beigemessen (Beghini, Larizza et al. 1998,
Ashman, Ferrao et al. 1999). Die 1991 entwickelte Kasumi-1-Zelllinie gilt als Modell
fur die AML mit der Translokation t(8;21). Neben dieser chromosomalen Alteration
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konnte eine aktivierende Mutation in der Tyrosinkinasedomane des KIT-Gens identi-
fiziert werden (Larizza, Magnani et al. 2005).

Wir konnten mittels MTT-Proliferationsassays und Apoptoseuntersuchungen im
Durchflusszytometer nachweisen, dass sowohl murine als auch humane Zelllinien,
welche aktivierende Mutationen im c-KIT-Rezeptor exprimieren, sehr sensitiv
gegeniber dem Aurorakinaseinhibitor sind. Daraus folgend stellte sich die Frage, ob
dieser Effekt durch die zusatzliche Inhibition der RTK c-KIT hervorgerufen wird. In
der Westernblottechnik konnten wir eine Reduktion der phosphorylierten Form des
Protoonkogens c-KIT nach Behandlung der Kasumi-1 mit 12.5 nM AS703569 Uber
einen Zeitraum von einer Stunde detektieren. C-KIT stellt somit neben der bereits
identifizierten RTK FLT3 ein weiteres Targetprotein des Inhibitors dar. Auch in
anderen Untersuchungen konnte eine gesteigerte Empfindlichkeit c-KIT-Mutation
tragender Zellen gegentuber Tyrosinkinaseinhibitoren gezeigt werden. Im Vergleich
zum Wildtyp erwiesen sich beispielsweise c-KIT- und FLT3-Mutation tragende pa-
diatrische AML-Proben als signifikant sensitiver gegentuber SU11657 (Goemans,

Zwaan et al.).

4.5 FLT3-ITD exprimierende priméare AML-Zellen zeige n keine erhohte
Sensitivitat gegentiber dem Aurorakinaseinhibitor

Das zytotoxische Potential des Aurorakinaseinhibitors AS703569 auf eine Reihe von
Tumorzelllinien konnte bereits aufgezeigt werden. Insbesondere FLT3- und c-KIT
exprimierende Zellen gelten als besonders empfindlich. In einem weiteren Schritt
wurde die inhibitorische Wirkung von AS703569 auf primares Zellmaterial untersucht.
In einem ersten Schritt wurden periphere Blutzellen von AML-Patienten mit
AS703569 uber 48 Stunden behandelt, anschlie3end die Apoptosrate durchflusszy-
tometrisch gemessen. Eine signifikante Zunahme der apoptotischen Zellpopulation
im Vergleich zu unbehandelten Primérzellen konnte verzeichnet werden. Die
durchschnittlich in Apoptose befindliche Population betrug bei den peripheren
Blutzellen rund 24% nach Inkubation mit AS703569 Uber 48 Stunden. Bei den MV4-
11-Zellen liegt dieser Anteil bei rund 42%, bei den Kasumi-1-Zellen bei 56%. Grund
fur das bessere Ansprechen humaner Zelllinien im Vergleich zu Prim&rmaterial er-
scheint die im Vergleich zu Zelllinien deutlich langsamere Zellteilungsgeschwindigkeit

primarer Zellen zu sein. Die erhéhte Empfindlichkeit der FLT3-ITD exprimierenden
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MV-4-11-Zellen gegeniber dem Aurorakinaseinhibitor sollte auf priméare AML-Zellen
Ubertragen werden. Es wurde zunachst die Apoptoseinduktion durch AS703569 in
peripheren Blutzellen untersucht. Differenziert wurde zwischen FLT3-ITD tragenden
Patientenproben und FLT3-Wildtyp-Zellen. Entgegen den Erwartungen konnten wir in
unseren Versuchen keine hdhere Apoptoseinduktion der FLT3-ITD-positiven Zellen
nachweisen.

Die inhibitorische Wirkung von AS703569 auf die Differenzierungs- und Teilungs-
fahigkeit humaner Knochenmarkszellen wurde im Weiteren untersucht. Hierzu
wurden Langzeitkulturen mit humanen Knochenmarkszellen angelegt.

In der Langzeitkultur konnte ebenso kein Unterschied im Ansprechen auf AS703569
zwischen beiden Patientengruppen ausgemacht werden.

Dennoch konnten wir den zytotoxischen Effekt des Aurorakinaseinhibitors auch in
primarem Zellmaterial nachweisen, wenn auch ohne ein eindeutige gesteigerte
Sensitivitat der FLT3-ITD exprimierenden AML-Patienten zu verfizieren.
Interessanterweise konnten wir in den Langzeitkulturversuchen unter Verwendung
der Stromazellen darstellen, dass primare AML Zellen in vitro durch Stromakontakt
vor der Wirkung des Inhibitors geschutzt werden.

Insgesamt zeigen unsere Versuche, dass sich Ergebnisse von Zelllinien (sowohl
murin als auch human), nicht ohne weiteres auf priméare Zellen Gbertragen lassen.
Primare Zellen zeigen eine andere Wachstumskinetik, befinden sich haufiger in GO
des Zellzyklus (dies gilt besonders fur leukamische Stammzellen) und sind durch die
Interaktion mit der Mikroumgeung des Knochenmarks besonders geschiitzt. Dies
unterstreicht die groRe Bedeutung der Testung von neuen Substanzen auch an
Primarmaterial in vitro oder sogar in vivo sowie die klinische Prifung in Phase |
Studien.

4.6 Aurorakinaseinhibitoren - Anwendung in klinis chen Studien

Aurorakinaseinhibitoren erscheinen ein vielversprechender Bestandteil in der
Therapie der AML zu werden. Eine Reihe von Panaurorakinaseinhibitoren, als auch
spezifische Aurora A und B-Inhibitoren werden bereits in Phase | und Il Studien ge-
testet. Das zytotoxische Potential von AS703569 konnte bereits in leukdmischen
Tumorzelllinien und leukdmischen Primarzellen bestatigt werden. Im Jahr 2007
wurde von Renshaw eine Phase | Studie unter Verwendung des Aurorakinaseinhibi-
tors AS703569 verdffentlicht. Insgesamt wurden 15 Patienten in einem fortge-
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schrittenen Stadium verschiedenster Tumorentitaten eingeschlossen. Der Aurora-
kinaseinhibitor wurde oral verabreicht. Patienten wurde in zwei Gruppen geteilt, der
Inhibitor nach unterschiedlichem Schema eingenommen. Initial konnte eine gute
Vertraglichkeit des Aurorakinaseinhibitors AS7063569 nachgewiesen werden (J. S.
Renshaw 2007). Nach Beendigung der experimentellen Versuche dieser Arbeit
wurden eine Reihe weiterer Phase-l Studien verdffentlicht, welche eine starke
Toxizitat der Substanz auf die normale Hamatopoese zeigen, ohne dass sie eine
dauerhafte Unterdriickung der AML bewirken konnte. Die klinische Entwicklung des
Aurorakinaseinhibitors AS703569 wurde schliefl3lich trotz viel versprechender in vitro
Ergebnisse daher fur die Behandlung der akuten myeloischen Leukamie nicht weiter
verfolgt worden.

Andere Aurorakinaseinhibitoren wie der selektive Aurora B-Kinaseinhibitor AZD1152
(Astra-Zeneca) werden noch weiter in klinischen Phase I/ll Studien getestet (Lowen-
berg, Muus et al. 2011). Die Ergebnisse dieser laufenden Studien bleiben
abzuwarten. Mittlerweile sind Tyrosinkinaseinhibitoren der 3. Generation fur FLT3-
ITD verfugbar, die derzeit ebenfalls in klinischen Studien geprift werden. Die Zeit
wird zeigen, ob sich diese Inhibitoren als effektiver in der Behandlung der FLT3-
ITD+ -AML erweisen und die desolate Prognose dieser Erkrankung verbessern
konnen. Bisher haben diese Patienten selbst nach einer erfolgreichen allogenen

Stammzelltransplantation eine sehr schlechte Prognose.
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5 Zusammenfassung

Der Entwicklung von Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren als weitere Therapiesaule in
der Behandlung maligner hamatopoetischer Erkrankungen sowie maligner solider
Tumoren kommt grof3e Bedeutung zu. Seit der Entdeckung der Aurorakinasen und
ihrer Assoziation zur Entstehung maligner Neoplasien wurden eine Reihe von Auro-

rakinaseinhibitoren entwickelt.

AS703569 ist ein im Jahr 2005 von Merck-Serono hergestellter Pan-

Aurorakinaseinhibitor.

Die Identifikation des vermehrten Auftretens von Mutationen der Rezeptor-
tyrosinkinase FLT3, insbesondere der FLT-ITD-Mutation bei AML-Patienten in Asso-
ziation mit einem ungunstigen Krankheitsverlauf gibt Anlass, spezifische Therapien
insbesondere fur Patienten mit einer nachgewiesenen FLT3-ITD-Mutation zu
entwickeln.

In dieser Arbeit konnte die wachstumshemmende und apoptoseinduzierende
Wirkung von AS703569 sowohl gegen murine als auch humane Zelllinien aufgezeigt
werden. Dabei wiesen sowohl FLT3-ITD sowie c-KIT exprimierende Zelllinien eine
gesteigerte Sensitivitdt gegeniber dem Aurorakinaseinhibitor auf. Das zytotoxische
Potential von AS703569 konnte teilweise auch auf priméares Zellmaterial Ubertragen
werden. Periphere Blutzellen von AML-Patienten zeigen nach Inkubation mit dem
Inhibitor eine signifikante Zunahme der Apoptoserate. Die Ausbildung von CFUs
primarer Knochenmarkzellen konnte ebenso durch Behandlung der Zellen mit dem

Tyrosinkinaseinhibitor reduziert werden.

Eine erhohte Sensitivitat FLT-ITD exprimierender Patientenproben gegeniber dem

Inhibitor konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
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