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1. Einleitung 
 

In den westlichen Industrienationen stellt die Krankheitsgruppe der malignen Entartungen 

nach den Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems die zweithäufigste Todesursache dar. 

Alle malignen Entartungen werden dadurch verursacht, dass Zellen eines bestimmten 

Körpergewebes die Fähigkeit einbüßen, ihr eigenes Wachstum in einer für den 

Gesamtorganismus sinnvollen Weise zu regulieren. Die hierzu führenden Defekte im 

Erbmaterial der Zelle betreffen vorwiegend zwei Gen-Gruppen: die Protoonkogene und die 

Tumorsuppressorgene. Beide können durch Mutation ihre wachstumsregulierende Funktion 

verlieren und somit den Weg für unrestringierte Zellproliferation freigeben. 

In den letzten Jahrzehnten hat der Fortschritt in der Gen-Forschung dazu geführt, dass bei 

immer mehr Tumorentitäten die molekulare Pathogenese zumindest teilweise geklärt werden 

konnte. Die Behandlungsstrategien haben sich bald dieser Entwicklung angepasst, so dass die 

Ziele der Zukunft weniger im Bereich der Strahlen- und Chemotherapie als vielmehr im Feld 

der so genannten „molecular-based, tailor-made“-Therapien definiert werden. 

Die Behandlung der chronischen myeloischen Leukämie (CML) scheint in dieser Beziehung 

bereits ein Stück weit in der Zukunft angekommen: Bereits heute nämlich wird die CML mit 

einem spezifisch auf das bei ihr deregulierte Onkogen Bcr-Abl zugeschnittenen Wirkstoff 

behandelt. 

 

 

1.1 Die chronische myeloische Leukämie (CML) 

 

1.1.1 Definition, Epidemiologie und Ätiologie 

 

Bei der CML handelt es sich um eine klonale Erkrankung der hämatopoetischen Stammzellen, 

die zu einer autonomen Proliferation der Zellen der Granulozytopoese führt. Man beobachtet  

eine hochgradige Erhöhung der Leukozytenzahl im peripheren Blut, die alle Reifungsstufen 

umfasst. 

Jährlich kommt es zu ungefähr 1,5 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern. Allein in 

Deutschland werden somit jedes Jahr ca. 1.000 Patienten erstdiagnostiziert, wobei ethnische 

oder geographische Aspekte keinerlei Rolle zu spielen scheinen. Die CML befällt 

hauptsächlich Menschen mittleren Alters mit einem Median um 45 Lebensjahre und einem 

Geschlechterverhältnis männlich/weiblich von 3/2. 
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Die Ätiologie bleibt weitestgehend ungeklärt. Man schliesst eine hereditäre Komponente aus, 

da nur in sehr wenigen Einzelfällen eine familiäre Häufung beobachtet wird. Dagegen gilt 

ionisierende Strahlung als Risikofaktor, seitdem man acht Jahre nach den 

Atombombenangriffen auf Hiroschima und Nagasaki eine über der Norm liegende Steigerung 

von CML-Fällen bei den Überlebenden beobachtete. 

 

 

1.1.2 Klinik, Diagnostik und Verlauf 

 

Die CML stellt zumeist einen Zufallsbefund dar. Der Patient sucht den Arzt wegen 

unspezifischer Beschwerden auf. Diese können Müdigkeit, abnehmende Leistungsfähigkeit, 

Gewichtsverlust, Verdauungsprobleme, Fieber, Nachtschweiss und Gliederschmerzen 

umfassen. Oftmals ergeben sich bei der Erstuntersuchung zusätzlich Splenomegalie und 

Leukozytose. 

Man unterscheidet drei Stadien der CML: 

 

1) Chronische Phase  

 Sie verläuft stabil über die ersten 3-5 Jahre. Der Patient klagt über ein allgemeines 

Krankheitsgefühl mit sehr diffusen Symptomen. Die infiltrierten Milz- und Lebersinusoide 

führen zu einer leichten bis hochgradigen Hepatosplenomegalie. 

 Das Differentialblutbild ergibt eine Ausschwemmung granulopoetischer Zellen aller 

Reifungsstufen - das so genannte „bunte“ Blutbild - in Kombination mit einer 

kontinuierlichen Linksverschiebung bis hin zum Myeloblasten, wobei der Blastenanteil im 

peripheren Blut weniger als 5% der kernhaltigen Zellen ausmacht. Hinzu kommen Basophilie, 

Eosinophilie, erniedrigter ALP-Index und erhöhte LDH- und Harnsäurewerte. 

 

2) Akzelerationsphase 

 Sie bildet den Übergang zum Blastenschub und dauert 3-6 Monate. Alle oben 

geschilderten Symptome und Laborparameter verstärken sich in ihrer Ausprägung. Der 

periphere Blastenanteil steigt auf bis zu 30%. 

 

3) Blastenschub 

 Er bildet die terminale Erkrankungsphase und verläuft meist über wenige Wochen und 

gestaltet sich ähnlich einer akuten Leukämie. Im Vordergrund stehen hohes Fieber, massiver 
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Gewichtsverlust, Blutungen, Anämie und starke Hepatosplenomegalie. Der periphere 

Blastenanteil liegt nun deutlich über 30%. Je nach Differenzierung der Blasten handelt es sich 

in etwa 60 % um einen myeloischen, in etwa 30 % um einen lymphatischen Blastenschub und 

in 10 % um Mischformen. 

 

 

1.2 Die Molekularbiologische Ursache der CML 

 

1.2.1 Das Philadelphia-Chromosom 

 

Im Jahre 1960 kam es an der University of Pennsylvania in Philadelphia zu einer 

faszinierenden Entdeckung. Bei der Analyse der peripheren Blutzellen von 7 an CML 

leidenden Patienten stieß man in allen Fällen auf ein kleines Chromosom, das bei gesunden 

Menschen noch nie beobachtet worden war (Nowell u. Hungerford, 1960). Zum ersten Mal 

hatte man begründeten Verdacht zu der Annahme, dass eine maligne Entartung auf eine 

Chromosomenanomalie zurückzuführen sei. 13 Jahre später konnte als Ursache für das 

Zustandekommen dieses neuen Chromosoms eine reziproke Translokation zwischen den 

Chromosomen 9 und 22 identifiziert werden (Rowley et al., 1973). 

Im Rahmen dieser Translokation verschmilzt das auf Chromosom 9 liegende ABL-Gen, das 

für eine Tyrosinkinase kodiert, mit dem sich auf Chromosom 22 befindenden BCR-Gen. Das 

dadurch exprimierte Protein wird Bcr-Abl genannt und verkörpert eine konstitutiv aktive 

Tyrosinkinase, die die Hauptrolle bei der Entstehung der CML spielt (Mauro u. Druker, 

2001).    

Neben der CML, wo es in 95 % der Fälle nachgewiesen werden kann, tritt das Philadelphia-

Chromosom auch bei 20 % aller an akuter lymphatischer Leukämie (ALL) Erkrankten auf. 

 

 

1.2.2 c-Abl 

 

1.2.2.1 Aufbau von c-Abl 

 

Die Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase c-Abl gilt als das humane homolog zum transformierenden 

Onkogen des Abelson-Mäuse-Leukämie-Virus und steht in einem verwandtschaftlichen 

Verhältnis zur Familie der Src-Kinasen. Obwohl c-Src und c-Abl ungefähr zur gleichen Zeit 
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als Tyrosinkinasen identifiziert wurden, gelang es zunächst nur im Falle von c-Src, ein 

profundes Verständnis der Regulationsmechanismen zu erlangen. Erst seit kurzem liegen 

strukturbiochemische Daten vor, die einen befriedigenden Einblick in die komplexen 

autoregulatorischen Prozesse gewähren, die den jeweiligen Aktivitätsgrad von c-Abl 

entscheidend beeinflussen (Schindler et al., 2000; Nagar et al., 2003; Hantschel et al., 2003). 

Das ABL-Gen befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 9, erstreckt sich über 230 

kb und umfasst 11 Exons. Es existieren 2 Splice-Varianten von c-Abl, 1a und 1b, 

hervorgehend aus 2 alternativen 5’-Exons, wobei die 1b-Form über 19 zusätzliche 

Aminosäuren und einen N-terminal gelegenen Myristoylrest verfügt und in allen Zelltypen 

exprimiert wird. 

Der Grundaufbau des 145 kd schweren c-Abl kann Abb. 1 entnommen werden. Von N-

terminal ausgehend schließt sich an den Myristoylrest eine sogenannte „cap“-Region an, die 

als Stabilisator im inaktiven Zustand gilt. Die SH3-Domäne wirkt ebenfalls 

aktivitätshemmend und steht über einen sogenannten „rigid linker“ in Verbindung zur SH2-

Domäne, die vor allem dazu dient, Phosphotyrosin enthaltende Peptide anzulagern. Es folgt 

die Kinasedomäne, in der sich die eigentlichen katalytischen Prozesse abspielen. Zum C-

Terminus hin reihen sich Regionen mit Signalen für den nukleären Transport, die DNA- und 

die Aktinbindung aneinander, zwischen denen sich einzelne Prolin-reiche Abschnitte 

befinden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2.2 Autoregulation von c-Abl 

 

Um die bislang aufgedeckten Regulationsmechanismen nachvollziehen zu können, hilft es, 

sich die kristalline Struktur von c-Abl vor Augen zu halten (Abb. 2). 

Abb. 1 
 
Schematischer Überblick über die Domänenstruktur von c-Abl 

MR: Myristoylrest; cap: cap-Region; SH3: Srk-homologe Region 3; SH2: Srk-homologe Region 2; NLS: Nukleäres 

Lokalisationssignal; DNA BD: DNA bindende Domäne; Aktin BD: Aktin bindende Domäne 
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Die Kinasedomäne imponiert als bilobär strukturierte Einheit, die N-terminal („N-lobe“) über 

ein β -Faltblatt und eine α-Helix (αC), C-terminal („C-lobe“) über mehrere α-Helices (αE-I) 

verfügt. 

Im „N-lobe“, der sich zwischen AS 225 und 350 erstreckt, befindet sich die hochkonservierte 

ATP-Bindungsstelle, auch als „p-loop“ bezeichnet. Der sich von AS 354 bis 498 erstreckende 

„C-lobe“ trägt den flexiblen „activation-loop“ („a-loop“, AS 381-402). Zwischen den beiden 

„loops“ liegt in einer Mulde die eigentliche katalytische Region („active site“). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Die Regulation der Aktivität von c-Abl erfolgt über den auch bei c-Src postulierten „switch-

clamp-latch“-(dt.: Schalter-Klammer-Klinke-)Mechanismus (Harrison et al., 2003). Seine 

Einzelkomponenten agieren dabei unabhängig voneinander, verstärken sich jedoch 

gegenseitig in ihrer Wirkung und sollen kurz getrennt voneinander besprochen werden. 

Abb. 2 
 
Kristallstruktur von c-Abl (nach Nagar et al., 2003) 

SH2- (grün) und SH3-Domäne (gelb) stehen über den SH3-2 connector (=“rigid linker“) in Verbindung, die Kinasedomäne 

(blau) läßt sich in N- und C-lobe einteilen, die „active site“ ist eingekreist. In die hydrophobe Tasche zwischen den α-Helices E, 

F, H, I und I’ lagert sich der Myristoylrest ein. Der activation loop (rot) stellt sich im offenen Zustand dar. 
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1.2.2.2.1 „switch“ 

 

Der Schalter zur Aktivierung von c-Abl befindet sich in der Kinasedomäne, genauer gesagt 

im „a-loop“. Die Kinase erreicht den aktiven Zustand, wenn der „a-loop“ in gestreckter, also 

offener Konformation vorliegt. Nur dann nämlich verschiebt sich ein an der „loop“-Basis (AS 

381-402) liegendes hochkonserviertes Asp-Phe-Gly-Motiv so, dass die Asparaginsäure mit 

einem Magnesiumion interagieren kann, das die Bindung von ATP-Phosphatresten 

koordiniert. Hinzu kommt, dass sich nun der gesamte „a-loop“ aus dem katalytischen 

Zentrum hinauskippt, so dass sein C-terminaler Abschnitt eine Substratbindungsstelle liefert. 

 

 

1.2.2.2.2 „clamp“ 

 

Als Klammer bezeichnet man die Konstellation, in der sich die SH2- und SH3-Domäne 

untereinander und im Verhältnis zur Kinasedomäne postieren. 

Zunächst wurde beobachtet, dass sich die SH2-Domäne über ein dichtes Netzwerk aus 

Wasserstoff-Brücken fest an die Kinasedomäne bindet. Als Voraussetzung hierfür gilt der 

Einfluss, den der Myristoylrest auf die Helix αI ausübt. Durch ihn nämlich erhält sie eine 

Biegung um 90°, die zur Exposition des bindungsfähigen positiven Pols der αI’-Helix führt 

(siehe „latch“). Vor allem die N-terminale SH2- αA-Helix legt sich dabei dicht den 

Kinasedomänen-Helices αE und αI an. 

Auch die SH3-Domäne wird in diese Wasserstoff-Brückenbindungen miteinbezogen, vor 

allem über die Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Aminosäuren Tyr-158 und 

Tyr361 die die SH2- und die Kinasedomäne derart zusammenziehen, dass die SH3-Domäne 

am Asn-240 mit der Kinasedomäne in Wechselwirkung tritt. 

Schließlich wurde festgestellt, dass die Domänen SH2 und SH3 über einen sogenannten 

„rigid-linker“ in Verbindung stehen. Genau wie bei c-Src werden in diesem Verbindungsstück 

die molekularen Bindungen von einem Gerüst aus Wasserstoff-Brückenbindungen derart 

umgeben, dass keinerlei Flexibilität zugelassen wird. 

Führt man sich nun vor Augen, wie fest diese in sich schon starke und gewinkelte Verbindung 

zwischen SH2- und SH3-Domäne der Kinasedomäne anliegt, lässt sich leicht verstehen, 

warum dieser Zustand als Klammer bezeichnet wird. 
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1.2.2.2.3 „latch“ 

 

Der Klinke entspricht ein tief in das C-terminale Ende der Kinasedomäne eingebetteter 

Myristoylrest, der an das Glycin in Position 2 bindet. Er erzwingt eine Lockerung in der αI-

Helix, so dass die 4 Aminosäuren Phe-516 bis Ser-519 eine 90°-Biegung formen, der sich die 

neu entstandene αI’-Helix anlagert. Als Fettsäure benötigt das Myristoyl eine lipophile 

Umgebung, die ihm die hydrophoben Seitenketten der Helices αE, αF, αH, αI und αI’ 

liefern. Die ersten vier Helices formen dabei eine Mulde, die das komplette Myristoyl 

aufnimmt und von oben durch die αI’-Helix – gleichwie durch einen Deckel – geschlossen 

wird (Hantschel et al., 2003). Man geht davon aus, dass diese Klinke einen stabilisierenden 

Effekt auf die inaktive Form von c-Abl erzeugt, da nachgewiesen werden konnte, dass am 

Gly-2 punktmutierte c-Abl-Varianten kein Myristoyl binden und in einen erhöhten 

Aktivitätszustand übergehen. Zusätzlich soll die Myristoyleinbettung in die Kinasedomäne 

durch Wechselwirkungen zwischen der N-terminalen „cap“-Region und der SH3-Domäne  

unterstützt werden. 

 

Der „switch-clamp-latch“-Mechanismus steht also für die Fähigkeit von c-Abl, sich selbst zu 

regulieren, oder - besser gesagt - sich selbst zu inhibieren. Die Tyrosinkinase wird also nur 

dann aktiv, wenn sich die Klammer so weit lockert, dass sowohl der „a-loop“ als auch der 

Myristoylrest mehr Bewegungsfreiraum erhalten, um die Anlagerung von Substraten an die 

„active site“ zu gewähren. 

 

 

1.2.3 Die Breakpoint-Cluster-Region (BCR) 

 

Das BCR-Gen befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 22 und umfasst insgesamt 

23 Exons (Heisterkamp et al., 1985). Bei BCR-knock-out-Mäusen stellt man lediglich eine 

erhöhte Anfälligkeit der Granulozyten gegenüber Endotoxinen und abnorme Stressreaktionen 

mit erhöhter Kampfbereitschaft fest. Es ergeben sich dabei keinerlei Unregelmässigkeiten im 

Bereich der Hämatopoese (Voncken et al., 1998). 

Das bcr-Protein verfügt über eine N-terminal gelegene Oligomerisationsdomäne, das so 

genannte „coiled-coil“(CC)-Motiv. Diese Domäne induziert Di- und Tetramerisierungen. 
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Ein ganz zentraler Bestandteil zellulärer Signaltransduktion besteht in der regulierten 

Phosphorylierung von Tyrosinresten. Ein solcher befindet sich in bcr in Form des Y177 und 

ermöglicht die Interaktion mit SH2-Domänen oder Phosphotyrosin-Bindungsdomänen (PBD). 

In Richtung des C-Terminus finden sich des Weiteren ein Abschnitt mit Serin-Threonin-

Kinasenfunktion, der GDP-GTP exchange factor (GEF) und die GAP-Region. 

 

 

1.2.4 Das Fusionsgen BCR-ABL 

 

Sowohl BCR als auch ABL weisen genau beschriebene Bruchstellen auf, über die sie 

miteinander fusionieren können. Typischerweise bricht das ABL-Gen am 5’-Ende von Exon 

2, so dass die Exons 2 bis 11 transloziert werden (Abb. 3). Beim BCR verhält es sich etwas 

anders, da Brüche hier in drei verschiedenen Gen-Abschnitten erfolgen und somit mehrere 

Fragmente entstehen können. 

 

 
 

 

 

 

 

Abb. 3 
 
Die Translokation t(9;22)(q34;q11) als Ursache der CML (nach Faderl et al., 1999) 

Das Philadelphia-Chromosom entsteht durch reziproke Translokation zwischen dem ABL-Gen auf Chromosom 9 und 

dem BCR-Gen auf Chromosom 22. Die roten Pfeile markieren die bevorzugten Bruchstellen. Je nach Bruchstelle 

resultieren verschiedene Fusions-mRNAs, die für 3 verschiedene Bcr-Abl-Proteine kodieren: p190, p210 und p230. 
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Die am häufigsten betroffene Region wird major-(M)-BCR genannt und erstreckt sich 

zwischen den Exons 12 und 16, die auch als b1 bis b5 bezeichnet werden. Sie bricht entweder 

zwischen b2 und b3 oder b3 und b4. Verschmiltzt das Fragment mit dem ABL-Exon a2, wird 

das Konstrukt in mRNA transkribiert, die anschließend die 210 kd schwere chimäre 

Tyrosinkinase 210BCR-ABL exprimiert, die als pathognomisch für CML gilt, sich jedoch auch 

bei 30 % der Philadelphia-Chromosom-positiven (ph1+) ALL-Patienten nachweisen lässt. 

Die überwiegende Mehrzahl der ph1+ ALL-Patienten trägt jedoch das Fusionsprotein p190BCR-

ABL. Hier tritt die Bruchstelle in der so genannten minor-(m)-BCR zwischen den alternativen 

Exons e1’ und e2’ auf. 

Der am seltensten von Brüchen betroffene Abschnitt nennt sich µBCR und generiert p230BCR-

ABL, das lediglich bei der chronisch neutrophilen Leukämie (CNL) nachgewiesen werden 

kann. 

 

 

1.2.5 Die Tyrosinkinase Bcr-Abl 

 

Sowohl p230Bcr-Abl als auch p210Bcr-Abl und p190Bcr-Abl verfügen gegenüber p145Abl über eine 

fortlaufend deutlich gesteigerte Tyrosinkinaseaktivität, weshalb sie als konstitutiv aktive 

Tyrosinkinasen bezeichnet werden. Bereits früh konnte gezeigt werden, dass Bcr-Abl in 

Mäusen ein CML-ähnliches Syndrom auslöst und dass hierfür vor allem der erhöhte 

Aktivitätsgrad der Tyrosinkinase verantwortlich ist (Daley et al. 1990; Lugo et al., 1990). Es 

liegt nahe zu vermuten, dass die gesteigerte Aktivität von c-Abl in dieser Konstellation durch 

die Einbuße von Autoregulationsmechanismen entsteht. Mehrere Faktoren spielen hierbei 

eine Rolle. 

 

 

1.2.5.1 Wegfall der „latch“ 

 

Die essentiellen Bestandteile der c-Abl-Klinke liegen in Form der „cap“-Region und dem 

Myristoylrest am N-Terminus vor. Wie oben beschrieben, gelingt es dem Myristoylrest, sich 

sozusagen als hydrophober Bolzen tief in die Kinasedomäne zu schieben. Durch 

Wechselwirkung zwischen dem „cap“ und der SH3-Domäne wird die Klinke in Position 

gehalten und stabilisiert den inaktiven Zustand der Kinasedomäne. Durch den Strangbruch in 

der für Bcr-Abl kodierenden DNA fallen sowohl die „cap“-Region als auch der Myristoylrest 
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weg, was zur Folge hat, dass der hemmende Klinken-Mechanismus in Bcr-Abl nicht zum 

Zuge kommen kann. 

 

 

1.2.5.2 Wegfall der „clamp“ 

 

Durch des Fehlen der „cap“-Region gelingt es der inhibitorischen SH3-Domäne, sich von der 

Kinasedomäne zu entfernen, wobei sich die Wasserstoff-Brückenbindungen lösen. Wie in 

einer Kettenreaktion lockert sich nun auch das Wasserstoff-Brückengerüst des „rigid linker“ 

zwischen SH3- und SH2-Domäne. 

In Abwesenheit des Myristoylrestes fällt auch die 90°-Biegung innerhalb der αI-Helix weg, 

was einen Polaritätsverlust zur Folge hat. Die N-terminale SH2- αA-Helix entfernt sich somit 

von den Kinasedomänen-Helices αE und αI, wodurch auch die Intensität der 

Wechselwirkungen zwischen SH2- und Kinasedomäne geschwächt wird. 

All diese Prozesse führen dazu, dass die Klammer in Bcr-Abl bei weitem nicht so fest sitzt 

wie in c-Abl. 

 

 

1.2.5.3 Öffnung des „switch“ 

 

Man kann sich leicht vorstellen, dass der „a-loop“ erheblich an Beweglichkeit hinzugewinnt, 

sobald er sich durch den Wegfall der „clamp“ aus seiner festen Position zu lösen vermag. Er 

kann sich nun viel leichter in den gestreckten Zustand begeben und ermöglicht somit über 

seine Basis Phosphorylierungsreaktionen und an seinem C-Terminus diverse 

Substratbindungen. 

Bcr-Abl vermag es jedoch nicht nur, sich den autoinhibitorischen Kontrollmechanismen von 

c-Abl zu entziehen, sondern setzt auch durch bcr hinzugewonnene Möglichkeiten der 

Aktivitätssteigerung ein. 

 

 

1.2.5.4 Zugewinn des „coiled-coil“(CC)-Motivs 

 

In Analogie zu den Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) wurde in Bcr-Abl im Gegensatz zu c-

Abl das Phänomen der Oligomerisierung beobachtet (Zhang et al., 2001). RTKs gehen erst 
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dann in den aktiven Zustand über, wenn sie ligandenvermittelt dimerisiert werden, wodurch 

eine Transautophosphorylierung erfolgen kann, die den Beginn nachfolgender Signalkaskaden 

markiert. 

Bcr-Abl scheint zur Oligomerisierung in keinster Weise auf externe Liganden angewiesen, da 

die Proteine untereinender über das CC-Motiv direkt in Wechselwirkung treten. Im 

Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Bcr-Abl-Mutanten mit fehlendem CC-Motiv keine 

CML hervorrufen (McWirther et al., 1993). 

 

 

1.2.5.5 Zugewinn der Effektivität der Aktin-bindenden Region 
 
Während c-Abl sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern auftaucht, lässt sich Bcr-Abl 

ausschließlich im Zytoplasma nachweisen (Van Etten et al., 1989). Der Grund dafür liegt 

darin, dass die Aktin-bindende Region von Bcr-Abl effektiver arbeitet als die von c-Abl und 

eine starke Affinität zum Zytoskelett herstellt. Man vermutet, dass das CC-Motiv von Bcr 

hierbei einen entscheidenden Einfluss ausübt (Faderl et al., 1999). 

Durch Behandlung mit Imatinib gelingt es, dem somit inhibierten Bcr-Abl den Weg in den 

Zellkern zu eröffnen. Blockiert man nun pharmakologisch den Rückfluss ins Zytoplasma und 

stellt die Kinaseaktivität von Bcr-Abl wieder her, wird Apoptose induziert. Daraus lässt sich 

ableiten, dass Bcr-Abl durch seinen ausschließlichen Aufenthalt im Zytoplasma seine 

Onkogenität sicherstellt. Die pharmakologisch induzierte intrazytäre Translokation von Bcr-

Abl stellt somit einen möglichen Therapieansatz dar (Vigneri und Wang, 2001).  

 

 

1.2.6 Auslösung intrazellulärer Signaltransduktions-Wege durch Bcr-Abl 
 
Im folgenden sollen die intrazellulären Signalkaskaden von Ras, PI3-Kinase/Akt und 

Jak/STAT genauer besprochen werden (Abb. 4). Sie alle werden beim gesunden Menschen 

durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. IL-3, induziert. Bcr-Abl-positiven Zellen jedoch gelingt 

es, diese Signalwege zu aktivieren, ohne dabei einer Aktivierung von außen zu bedürfen. 

 

 

1.2.6.1 Der Ras-Signalweg 

 

Ras-Proteine gehören zur Familie der GTPasen, deren Mitglieder durch GTP-Bindung in den 

aktiven Zustand übergehen, wobei sie das GTP zu GDP hydrolysieren. Ihre Hauptaufgabe 
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besteht in der Weiterleitung mitogener Signale, die diversen Oberflächenrezeptoren 

entstammen (Bar-Sagi et al., 2000). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Im Falle von Bcr-Abl wird der Ausgangspunkt vom Tyrosinrest Y177 gebildet, an den das 

Adaptorprotein GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2) bindet und in der Folge mit 

weiteren Adaptorproteinen, CBL (casitas C-lineage lymphoma protein), CRKL (CRK-

oncogene-like protein), SHC (Src homology 2-containing protein) und dem Guanin-

Nukleotid-Austauschfaktor SOS (son of sevenless), einen membrannahen Komplex bildet, der 

Ras aktiviert (Mandanas et al., 1993). Mittlerweile weiß man, dass Bcr-Abl auch über direkte 

Phosphorylierung von SHC und CRKL Komplexe bildet, die den Ras-Signalweg starten 

(Sattler et al., 1998). Ras überträgt das Signal auf die MAP(mitogen activated protein)-

Abb. 4 
 
Signaltransduktionswege von Bcr-Abl (nach Faderl et al., 1999) 

Ser-thr: Serin-Threonin; Y177: Tyrosinrest als Phosphorylierungsstelle; BAP-1: Bcr-assoziiertes Protein 1; GRB2: growth 

factor receptor-bound protein 2; CBL: casitas B-lineage lymphoma protein; SHC: Src homology 2-containing protein; CRKL: 

CRK-oncogene-like protein; JAK-STAT: Janus kinase-signal transducers and activators of transcription; FAK: fokal adhesion 

kinase; SOS: son of sevenless; GDP: Guanosindiphosphat; GTP: Guanosintriphosphat; SRE: stimulated response element; 

GEF: GDP-GTP exchange factor; SH: Src-homology domain. 
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Kinasen, die es schließlich in den Zellkern transferieren. Hier wird die Expression von 

überwiegend anti-apoptotischen bzw. pro-mitogenen Faktoren, wie z.B. Bcl-2 und Cyclin D, 

gefördert.  

Es konnte gezeigt werden, dass dominant-negative Mutanten von Ras, GRB2 und Raf die 

durch Bcr-Abl induzierte Transformation hämatopoetischer Zellen hemmen (Gishizky et al., 

1995). 

 

 

1.2.6.2 Der PI3-Kinase/Akt-Signalweg 

 

Akt gehört zur Familie der AGC-Serin-/Threonin-Kinasen, lässt sich in einer Vielzahl von 

Neoplasien nachweisen und vermittelt dabei hauptsächlich anti-apoptotische Signale. Den 

Ausgangspunkt der Akt-Aktivierung bildet vermutlich die SH2-Domäne des Bcr-Abl, die die 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) stimuliert. Diese phosphoryliert Phosphatidylinositol, 

so dass Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat und Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat 

entstehen, die als „second messengers“ diverse Aufgaben übernehmen. Unter anderem binden 

sie an Akt, was zu dessen Translokation an die Zellmembran führt (Isakoff et al., 1998). Hier 

findet die eigentliche Akt-Aktivierungsreaktion statt, indem zwei Fettsäurereste gebunden 

werden. Nun erfolgt die Dislokation von der Zellmembran und die Wanderung in den 

Zellkern, wo Akt diverse Transkriptionsfaktoren phosphoryliert, u.a. NF-κB (Kandel u. Hay, 

1999). 

 

 

1.2.6.3 Der Jak/STAT-Signalweg 

 

Bislang gelang es, 4 verschiedene Janus-Kinasen zu isolieren: Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2.  In 

aktivem Zustand phosphorylieren sie die Tyrosin-Reste im Umfeld diverser 

Wachstumsfaktorrezeptoren, wo sich auch die STAT(signal transducer and activator of 

transcription)-Proteine befinden. Die phosphorylierten STAT-Proteine lagern sich zu stabilen 

Homo- und Heterodimeren zusammen, wandern in den Zellken und wirken als 

Transkriptionsfaktoren (Ward et al., 2000). 

Es gilt nach wie vor als umstritten, ob Bcr-Abl die Janus-Kinasen aktiviert oder direkt über 

die STAT-Proteine wirkt. Als gesichert jedoch gilt, dass die aktivierten STAT-Proteine durch 
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die Förderung der Expression von z.B. Cyclin D und Bcl-XL stark leukämogen wirken (de 

Groot et al., 2000). 

 

 

1.3 Therapie der CML 

 

1.3.1 Historisches 

 

Die Geschichte der CML-Therapie weist einen stetigen Wandel diverser 

Behandlungsmethoden auf, von denen bislang nur für eine als gesichert gilt, eine endgültige 

Heilung herbeiführen zu können: die in den 70er Jahren begonnene 

Knochenmarktransplantation (KMT). Leider kommt nur etwa 1/3 der CML-Patienten für 

diese Behandlung in Frage, unter anderem bedingt durch Altersvorschriften und den Mangel 

an passenden Spendern. Hinzu kommt das Problem der KMT-assoziierten hohen 

Kurzzeitmortalität und Langzeitmorbidität (Gale et al., 1998). 

In der CML-Therapie der ersten Hälfte des 20. Jahrhunderts bestand das Mittel der Wahl in 

der Strahlentherapie, die zwar die Lebenserwartung nicht beeinflusste, jedoch die subjektiven 

Symptome zu lindern vermochte. Ab den 50er Jahren kamen Alkylanzien, vor allem 

Busulfan, zum Einsatz, deren zytotoxischer Effekt auf einer Alkylierung sowohl der DNA als 

auch der RNA beruht. Für sie lässt sich jedoch weder zytogenetisches Ansprechen noch eine 

Überlebensverlängerung nachweisen. Dennoch konnte sich der 1966 erstmals verwendete 

Purin-Antagonist Hydroxyurea (HU) bis heute als CML-Therapeutikum behaupten. 

Eine generelle Heilungsmöglichkeit der CML schien nahe, als Anfang der 80er-Jahre beim 

Einsatz des immunmodulatorischen Zellbotenstoffes Interferon-α (INF-α) erstmals 

zytogenetische Remissionen in From eines Rückganges Bcr-Abl-positiver Zellen beobachtet 

werden konnten. Die Euphorie wurde jedoch bald durch aufkommende Resistenzentwicklung 

getrübt. Nichtsdestotrotz verlängerte die eingeführte INF-α-Therapie die Lebenserwartung 

gegenüber der HU-Therapie um 2 Jahre (Thiesing et al., 2000). 

Anfang der 90er-Jahre, als sich auch der Pyrimidinantagonist Cytarabin (Ara-C) als wirksam 

erwies, begann man mit der Durchführung einer Kombinationstherapie aus HU, INF-α und 

Ara-C, um mögliche Resistenzentwicklungen hinauszuzögern. 

Trotz all dieser Bemühungen liegt die Heilungsrate an CML erkrankter Patienten nach wie 

vor unter 20 % (Faderl et al., 1999). 
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1.3.2 Imatinib – ein entscheidender Schritt in der CML-Therapie 

 

1996 gelang es der Firma Novartis, das 2-Phenylaminopyrimidin Signal-Transduction-

Inhibitor-571 (STI571, Imatinib mesylat, Glivec) zu synthetisieren, das einen stark 

inhinbitorischen Effekt auf die Autophosphorylierung von vier verschiedenen Kinasen 

aufweist: die Rezeptortyrosinkinasen PDGF-Rα, PDGF-Rβ, c-kit und die Nicht-

Rezeptortyrosinkinase c-Abl. In mit Imatinib behandelten Bcr-Abl-transformierten Zellen 

konnte ein deutlicher Rückgang der Zellproliferation und der Aktivität von Bcl-���������

und Akt nachgewiesen werden (Druker et al., 1996; Deininger et al., 1997; Fang et al., 2000). 

 

 

1.3.2.1 Imatinib als Mittel der Wahl in der CML-Therapie 

 

Nachdem kleinere Studien bereits früh positive Ergebnisse zum Einsatz von Imatinib in der 

CML-Therapie zu berichten wussten (le Coutre et al., 1999), begann man im Januar 2001 die 

International Randomized Study of Interferon versus STI571 (IRIS) als multizentrische und 

prospektive Studie zum Vergleich zwischen der Effektivität von Imatinib und der von INF-α 

in Kombination mit Ara-C (O’Brien et al., 2003). 1106 innerhalb der vorausgegangenen 6 

Monate mit CML in der chronischen Phase diagnostizierte Patienten wurden in zwei Gruppen 

randomisiert, von denen die eine mit 400 mg Imatinib pro Tag therapiert wurde. Die andere 

Gruppe erhielt eine jeweils auf das Körpergewicht angepasste Dosis INF-α in Kombination 

mit einem monatlich durchgeführten 10-Tages-Zyklus Ara-C. 

Die letzte Auswertung nach 42 Monaten ergab bei 98 % der Imatinib-Patienten eine 

komplette hämatologische Reaktion (CHR), im Vergleich zu 55,5 % der mit INF-α und Ara-

C behandelten (Guilhot, 2004). Die CHR wird definiert als ein Zustand mit weniger als 

20.000 Leukozyten/mm3, weniger als 600.000 Thrombozyten/mm3, ohne extramedulläre Foci 

und ohne Blasten im peripheren Blut. 

Hinzu kommt, dass eine CHR in der Imatinib-Gruppe im Mittel bereits nach 1 Monat auftrat, 

während man sie in der Vergleichsgruppe erst nach 2,5 Monaten beobachten konnte. 

Des Weiteren wurde die komplette zytogenetische Reaktion (CCR) analysiert, definiert als 

der Zustand, bei dem sich keine Philadelphia-Chromosomen mehr in mindestens 20 sich in 

der Metaphase befindenden Zellen eines Knochenmarksaspirates nachweisen lassen. Die 

Imatinib-Gruppe erlangte zu 84 % eine CCR, während dies nur 9 % der mit INF-α und Ara-C 

behandelten Patienten gelang. 
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Die progressionsfreie Überlebenszeit für Patienten, die unter Imatinibbehandlung innerhalb 

eines Jahres ihren Bcr-Abl-Spiegel um den Faktor <1000, bzw. >1000 drosseln konnten, liegt 

nach 42 Monaten bei 90 %, bzw. 98 %. 

Alles in allem konnte durch die IRIS-Studie somit die Überlegenheit der Imatinib-Therapie 

gegenüber der bis dahin durchgeführten konventionellen Standartkombinationstherapie 

herausgestellt werden. 

 

 

1.3.2.2 Wirkmechanismus  

 

Imatinib besteht aus einem 2-Phenylaminopyrimidin, dem sowohl ein Pyridinrest als auch ein 

Phenyl-Piperazin-Rest angelagert wird. Es tritt in Form von 6 Wasserstoff-Brückenbindungen 

und 15 van der Vaals-Wechselwirkungen mit 21 Aminosäuren des abl-Abschnitts von Bcr-

Abl in Kontakt und vermittelt somit eine Inhibition der Kinase (Abb.5). 

Die Grundvoraussetzung für die Bindung von Imatinib stellt ein geschlossener „switch“ dar, 

der „a-loop“ muss also der „active site“ anliegen. Dies hat vor allem sterische Gründe. Bei 

geöffnetem „switch“ - also ausgestrecktem „a-loop“ – nämlich kollidiert der Phenyl-

Piperazin-Rest von Imatinib mit den ihm entgegenragenden „loop“-Aminosäuren Asp381 und 

Leu 384, woraus eine sterische Abstoßung resultiert. 

 

 
 

 

 

Abb. 5 
 
Imatinib im Komplex mit der c-Abl-Kinasedomäne (nach Nagar et al., 2002) 

Van-der-Waals-Wechselwirkungen (dunkelblau) zwischen Imatinib und der c-Abl-Kinasedomäne (grün). Imatinib bindet 

ausschließlich bei geschlossenem a-loop (hellblau). 
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Liegt jedoch der „a-loop“ der „active site“ an, so kann sich Imatinib tief in die Kinasedomäne 

einlagern. Hier kommt es in der hydrophoben Region zwischen „p-loop“ und „a-loop“ zum 

Liegen, wobei es durch einen hydrophoben „cage“ (dt.: Käfig), der sich aus dem am Tyr-253 

phosphorylierten „p-loop“ und dem anliegenden „a-loop“ bildet, in Position gehalten wird.  

Imatinib konzentriert sich nun auf gleich zwei Angriffspunkte zur Inhibition von Bcr-Abl. 

Zum einen hebelt es sich derart zwischen den „a-loop“ und die αC-Helix, dass der „switch“ in 

geschlossener Stellung gehalten wird und sich dabei das Tyr393 des „a-loop“ so vorschiebt, 

dass es die Substratbindungsstelle der „active site“ blockiert und somit eine externe 

Enzymaktivierung verhindert.  

Zum anderen ahmt es zwei ganz spezifische Bindungen von ATP an den „p-loop“ von Bcr-

Abl nach. Die Adenin-Gruppe des ATP nämlich bindet an den „p-loop“, indem seine 

extrazyklische Aminogruppe mit Glu-316 und seine Purin-Gruppe mit Met-318 Wasserstoff-

Brückenbindungen eingehen. Imatinib tarnt sich sozusagen als Adenin, bindet über seinen 

Pyridin-Rest an Met-318 und induziert eine Wasserstoffbrücke zwischen Glu-316 und einem 

H2O-Molekül. Die Blockade der ATP-Bindungsstelle ergibt sich also aus der Ausnutzung der 

Strukturanalogie zum Adenin. Dieses „Täuschungsmanöver“ wird auch als „molecular 

mimicry“ bezeichet (Schindler et al., 2000; Nagar et al., 2003). 

Nach dem Bekanntwerden dieser Details über den Wirkmechanismus von Imatinib an Bcr-

Abl blieb jedoch noch eine Frage zu beantworten: Warum bindet Imatinib eigentlich an Bcr-

Abl, wenn dieses doch ausschliesslich konstitutiv aktiviert, also mit gestrecktem „a-loop“ 

vorliegt, was zu einer sterischen Abstoßung führen sollte?  

Zur Beantwortung dieser Frage gibt es zwei Theorien. Die erste besagt, dass sich die 

Kinaseaktivität von Bcr-Abl in gewisser Weise mit der Aktivität zellulärer Phosphatasen in 

einem Gleichgewicht befindet, also zwischendurch kurzzeitig auch dephosphoryliertes Bcr-

Abl auftritt, das von Imatinib inhibiert werden kann. 

Die zweite Theorie vermutet, dass Imatinib frisch exprimiertes Bcr-Abl abfängt, noch bevor 

dieses durch Phosphorylierung aktiviert werden kann.   

  

   

1.4 Das Problem der Resistenzentwicklung 

 

Bereits sehr bald nach der Einführung von Imatinib in die CML-Behandlung stellte man fest, 

dass es bei einem nicht unwesentlichen Teil der Patienten zur Entwicklung von Resistenzen 

kommt, die hauptsächlich in der späten chronischen Phase, der Akzelerationsphase und im 
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Blastenschub auftauchen (Gorre et al., 2001; v. Bubnoff et al., 2002; Roche-Lestienne et al., 

2002; Shah et al., 2002; Hochhaus et al., 2003). 

Intensive molekularbiologische Untersuchungen von Blutproben der nicht mehr auf Imatinib 

ansprechenden Patienten, sowie von in vitro generierten Resistenzen, führten zwei 

Grundprinzipien zu Tage, deren sich Bcr-Abl-positive Zellen bedienen, um sich der Inhibition 

durch Imatinib zu entziehen. 

 

 

1.4.1 Resistenzentwicklung durch Gen-Amplifikation 

 

Konfrontiert man Bcr-Abl-positive Zellen über einen längeren Zeitraum mit Imatinib, können 

sie die Fähigkeit erwerben, die gesamte zelluläre Phosphorylierungsleistung zu erhöhen. 

Parallel dazu beobachtet man eine Steigerung der BCR-ABL-Transkription und daraus 

folgend erhöhte Bcr-Abl-Proteinexpression (Gorre et al., 2001). Bis zu einem gewissen 

Niveau scheint es allerdings in vitro möglich, dem überexprimierten Bcr-Abl mit einer 

Anhebung der Imatinib-Behandlungsdosis zu begegnen (Keeshan et al., 2001). Die Gen-

Amplifikation bleibt problematisch, liegt jedoch nur der Minderheit aller beobachteten 

Imatinib-Resistenzen zu Grunde (Gorre et al, Hochhaus et al.) 

 

 

1.4.2 Resistenzentwicklung durch Punktmutation 

 

Die überwiegende Mehrzahl aller klinisch beobachteten Imatinib-Resistenzen geht zurück auf 

Punktmutationen im BCR-ABL-Gen, die zur Expression eines an ganz entscheidenden Stellen 

durch Aminosäurenaustausch veränderten Bcr-Abls führen (Gorre et al., 2001; v. Bubnoff et 

al., 2002; Hochhaus et al., 2002; Roche-Lestienne et al., 2002; Shah et al., 2002). Imatinib 

kann somit nicht mehr adäquat an die Tyrosinkinase binden und dadurch keinerlei 

inhibitorischen Einfluss ausüben. Man geht heute davon aus, dass die mutierten Klone bereits 

präexistieren und durch Imatinib lediglich selektioniert werden. 

Die entscheidenden Veränderungen spielen sich dabei allesamt in der Kinasedomäne ab. Als 

therapeutisch relevanteste Mutationen erwiesen sich diejenigen in der „active-site“, im „a-

loop“ und im „p-loop“. 
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1.4.2.1 „active-site“-Mutanten 

 

Es existiert eine Vielzahl von Punktmutationen im Bereich der „active site“. Im Rahmen 

dieser Arbeit wurden 3 davon untersucht: F311I, T315I und F317V. Diese seien im Folgenden 

kurz beschrieben. 

 

Die Aminosäure Threonin an Position 315 stellt eine extrem wichtige Kontaktstelle für 

Imatinib dar. Sie bildet nämlich über ihre Carboxygruppe mit einer Aminogruppe des 

Imatinib eine der insgesamt sechs Wasserstoff-Brücken aus. Kommt es auf DNA-Ebene im 

Nukleotid 1091 zu einem Austausch von Cytosin gegen Thymin, wird anstelle des polaren 

Threonins ein unpolares Isoleuzin exprimiert, das zu einer sterischen Abstoßung der Imatinib-

Aminogruppe und somit des gesamten Imatinib-Moleküls führt. 

  

Die Phenylalanine an den Positionen F311 bzw. F317 treten jeweils über ihren Phenolring in 

van-der-Waals Wechselwirkung mit dem Pyridin-Ring von Imatinib. Bei der Mutation F311I 

wird ein Isoleuzin eingebaut, was die Interaktion mit Imatinib verhindert. Die Mutation 

F317V dagegen, die das Phenylalanin durch ein Valin ersetzt, bleibt gegenüber Imatinib 

sensibel, entwickelt jedoch eine Resistenz gegen den alternativen Abl-Kinaseinhibitor 

PD166326 (siehe Kap. 1.5.1), da dieser vermutlich an der Bindung an das benachbarte 

Met318 sterisch gehindert wird. 

 

 

1.4.2.2 „a-loop“-Mutanten 

 

Als Vertreter der insgesamt selteneren „a-loop“-Mutanten gelten L387M und H396P. Sie 

führen wohl zu einer Lockerung des „switch“-Mechanismusses und somit zu einer sterischen 

Abstoßung von Imatinib (v. Bubnoff et al., 2002). In dieser Arbeit wurde H396P untersucht, 

weshalb kurz auf sie eingegangen werden soll. 

Das Histidin an Position 396 vermag es, vermutlich durch seine freien Elektronenpaare, den 

„a-loop“ von Bcr-Abl näher an die zentrale Kinasedomäne zu ziehen, wodurch dieser in den 

geschlossenen Zustand gezwungen wird. Das Prolin der H396P-Mutante jedoch verfügt über 

keine freien Elektronenpaare, ermöglicht dem „a-loop“ also wahrscheinlich mehr 

Bewegungsspielraum. Dieser scheint das zu nutzen, um sich in den gestreckten Zustand zu 

begeben, der Imatinib sterisch abstößt. 
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1.4.2.3 „p-loop“-Mutanten 

 

Das Konzept der gesteigerten Onkogenität durch Punktmutation an der ATP-Bindungsstelle 

gilt als ein in der Hämatologie mehrfach zu beobachtendes Phänomen. So gilt bereits lange als 

gesichert, dass das Ras-Protein p21 und die Tyrosinkinase c-ErbB diesen Mechanismus 

nutzen, um sich der physiologischen Regulation ihrer Aktivität zu entziehen (Barbacid et al., 

1987; Shu et al., 1990). 

Die im „p-loop“ von Bcr-Abl zu beobachtenden Punktmutationen treten sehr häufig auf und 

betreffen vor allem die Aminosäuren an den Positionen G250, Q252, Y253 und E255 . Mit 

ihnen assoziiert man eine besonders schlechte Prognose (Branford et al., 2003). An Y253F 

konnte zum ersten Mal überhaupt das Phänomen der Imatinib-Resistenzentwicklung durch 

Punktmutation nachgewiesen werden (Gorre et al., 2001). Die „p-loop“-Mutanten bedingen 

eine Destabilisation des „p-loops“, der einerseits zur sicheren Phosphatbindung, andererseits 

als Bestandteil des hydrophoben Käfigs benötigt wird, um Imatinib in Position zu halten. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Mutante E255K untersucht. Bei ihr kommt es auf DNA-

Ebene im Nukleotid 910 zum Austausch des Guanins gegen ein Adenin, was translatorisch 

dazu führt, dass die saure Glutaminsäure durch das basische Lysin ersetzt wird. Die positive 

Ladung des Lysinrestes destabilisiert benachbarte Wasserstoff-Brücken und lockert den 

hydrophoben Käfig, so dass sich das Imatinib nicht in der Kinasedomäne positionieren kann. 

 

 

1.5 Die Kombinationstherapie als Ansatz zur Behandlung der Imatinib-resistenten CML 

 

Bis zum Beweis des Gegenteils muss nach derzeitigem Forschungsstand davon ausgegangen 

werden, dass jeder mit Imatinib behandelte Patient irgendwann eine Resistenz gegen die 

Substanz entwickelt. Aktuell wird verstärkt darüber diskutiert, ob sich die Entwicklung von 

Resistenzen durch Erhöhung der täglichen Imatinibdosis - als Standard gilt 400 mg pro Tag – 

hinauszögern lässt. Es konnte bereits beobachtet werden, dass durch Verdoppelung der 

Tagesdosis auf 800 mg eine CCR deutlich früher erreicht wird; wegen der verstärkten 

Nebenwirkungen kann diese Hochdosistherapie jedoch nur für ca. 2/3 der Patienten länger als 

ein Jahr durchgeführt werden (Kantarjian et al., 2004). Außerdem gibt es noch keine Daten 

darüber, ob das häufigere Auftreten einer CCR auch in einer Verbesserung der Prognose 

resultiert. 
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Als aus der Chemotherapie bekannter Lösungsansatz zur Prävention und Behandlung von 

Resistenzen gilt die Kombinationstherapie. So verwendet man z.B. zur Behandlung der 

Tuberkulose eine Kombination aus Isoniazid, Rifampicin, Pyrazinamid und Ethambutol, da 

die Mykobakterien in der Monotherapie sehr früh Resistenzenen entwickeln. Da die 

kombinierten Antituberkulotika sich jedoch gegenseitig in der Wirkung addieren, kann man 

durch Wirkstoffkombination die Dosierungen entsprechend reduzieren und somit den 

Selektionsdruck auf resistente Keime minimieren. Zusätzlich werden durch den Einsatz 

mehrerer Einzelsubstanzen gleich alle verschieden sensitiven Zustandsformen der 

Mykobakterien therapiert und somit Rezidive durch so genannte „Persister“ vermieden 

(Karow et al., 2004). 

Seit der Entdeckung der Imatinib-Resistenz wird intensiv daran geforscht, ob hierbei das 

Prinzip der Kombinationstherapie Vorteile mit sich bringt. Für die Kombination mit 

Methotrexat wurde bereits Antagonismus beschrieben, mit Doxorubicin und Etoposid 

Additivität und für INF-α, HU, Ara-C und Vincristin sowohl Additivität als auch 

Synergismus (Kano et al., 2000; Thiesing et al., 2000; Topaly et al., 1999). 

In dieser Arbeit sollen vier Substanzen auf ihre Kombinationsfähigkeit mit Imatinib überprüft 

werden: PD166326, 17-AAG, Rapamycin und RAD001.  

 

 

1.5.1 PD166326 

 

PD166326 gehört zur Familie der Pyridopyrimidine (PDs), die als alternative 

Tyrosinkinaseinhibitoren synthetisiert wurden. Zunächst stellte man eine selektive Wirkung 

auf verschiedene Src-Kinasen und c-Kit fest, jedoch erwies sich schon bald, dass PD166326, 

PD173955 und PD180970 auch an Bcr-Abl die ATP-Bindung kompetetiv hemmen (Huron et 

al., 2003). 

In ihrem Wirkmechanismus ähneln die PDs dem Imatinib sehr, was nicht zuletzt an vielen 

Parallelen im molekularen Aufbau liegt. An ihr Grundgerüst, dem Pyridopyrimidin, lagern sie 

einen verschieden substituierten Phenolring und einen Thiomethylring an. 

Genau wie Imatinib betten sich die PDs zwischen „C-lobe“ und „N-lobe“ in die 

Kinasedomäne von Bcr-Abl ein, allerdings nicht so tief, da ihre Moleküllänge nicht an die des 

Imatinib heranreicht (Abb. 6, Nagar et al., 2002). Mit 10 Aminosäuren treten die PDs mit 

Bcr-Abl in van der Waals Wechselwirkung, während sich dabei lediglich zwei 

Wasserstoffbrücken-Bindungen ausbilden, und zwar beide mit Met318. Wie oben 
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beschrieben, bindet normalerweise an eben dieses Met318 das Adenin des ATP. Die PDs 

nutzen also direkt die ATP-Bindungsstelle als einzige feste Verankerung an Bcr-Abl; und das 

gleich mit doppelter Wasserstoff-Brückenbindung. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Der Hauptunterschied zum Imatinib besteht jedoch darin, dass PDs sowohl bei gestrecktem 

als auch anliegenden „a-loop“ an die ATP-Bindungsstelle binden können, ohne in irgendeiner 

Weise sterisch abgestoßen zu werden. Auch hierfür macht man die geringere Molekülgröße 

der PDs verantwortlich, die im Gegensatz zum Imatinib dem „a-loop“ volle 

Bewegungsfreiheit gewähren (Schindler et al., 2000; Nagar et al., 2003). 

PDs binden also sowohl an aktives als auch inaktives Bcr-Abl und das auch noch effektiver 

als Imatinib. Vergleicht man nämlich die IC50-Werte in vitro, ergibt sich für Imatinib ein IC50 

von 250 nM, für PDs IC50-Werte von 10 nM (v. Bubnoff et al., 2003). Zwei Gründe werden 

für diese hohe Effektivität der PDs angeführt: Zum einen können sie gleichzeitig aktives und 

inaktives Bcr-Abl inhibieren, brauchen also nicht eine Dephosphorylierung durch 

Phosphatasen abzuwarten. Zum anderen verlieren sie keine freie Bindungsenergie durch die 

Stabilisierung des anliegenden „a-loops“, lassen diesen sogar gänzlich unberührt. 

Für PD166326 konnte nachgewiesen werden, dass es klinisch relevante Imatinib-resistente 

Mutationen effektiv inhibiert (v. Bubnoff et al., 2003; Huron et al., 2003). 

  

Abb. 6 
 
PD173955 im Komplex mit der c-Abl-Kinasedomäne (nach Nagar et al., 2002) 

Van-der-Waals-Wechselwirkungen (schwarz) zwischen PD173955 und der c-Abl-Kinasedomäne (grün). PD173955 bindet 

sowohl bei geschlossenem als auch geöffnetem a-loop (rot). 

 



1. Einleitung 23 

1.5.2 Geldanamycin und 17-AAG 

 

Geldanamycin, ein von Streptomyces hygroscopicus produziertes Benzoquinon-ansamycin-

Antibiotikum, und sein weniger toxisches Derivat 17-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin 

repräsentieren die Familie der Heat-shock-Protein-90-(Hsp90)-Inhibitoren. Heat-shock-

Proteine gehören zur Gruppe der so genannten Chaperonen, die eine Vielzahl von Aufgaben 

erfüllen. Sie lagern sich aber vor allen Dingen noch während der Translation am Ribosom 

frisch exprimierten Proteinen an und sorgen für deren korrekte Faltung. Wird diese Chaperon-

Assoziation verhindert, kann das nicht korrekt gefaltete Protein seinen physiologischen 

Aufgaben nicht nachkommen. 

Es konnte gezeigt werden, dass sich Hsp90 verschiedenen Transkriptionsfaktoren und 

Tyrosinkinasen, z.B. v-Src, Raf-1, Cdk4 und vor allem auch Bcr-Abl, anlagert und somit 

deren Funktionsfähigkeit garantiert (Smith et al., 1998). Seine Wichtigkeit für die 

molekularphysiologische Homöostase wird deutlich, wenn man sich vor Augen hält, dass 

HSP90 2% des zellulären Gesamtproteins ausmacht (Maloney et al., 2002). 

Die Hsp-90-Inhibitoren binden kompetetiv an die ATP-Bindungsstelle von Hsp90 und 

hindern es an der Ausführung seiner Chaperon-Tätigkeit als Teil eines 

Multichaperonkomplexes, dem auch HSP70 angehört (Stebbings et al., 1997). Bcr-Abl wird 

in der Folge nicht korrekt gefaltet, als insuffizient identifiziert und zum Proteasom 

weitergeleitet, wo seine proteolytische Degradation stattfindet (An et al., 2000).  

Zusätzlich zu ihrem Bcr-Abl-degradierenden Effekt wurde den Hsp90-Inhibitoren auch eine 

proapoptotische Wirkung über die Aktivierung der Kaspasen 3 und 9 nachgewiesen 

(Nimmanapalli et al., 2001). 

 

 

1.5.3 Rapamycin und RAD001 

 

Rapamycin und sein höhere Bioverfügbarkeit aufweisendes Derivat 40-O-(2-hydroxyethyl)-

rapamycin, kurz RAD001, gehören zur Gruppe der Makrolidantibiotika. Zuerst beobachtete 

man an Hefe-Kulturen, dass Rapamycin einen stark proliferationshemmenden Einfluss ausübt, 

und zwar durch Phosphorylierung und damit Inhibition einer den PI3-Kinasen verwandten 

Serin-/Threonin-Kinase, die von da an „target of rapamycin“ (TOR) genannt wurde (Heitman 

et al., 1991). Wenig später entdeckte man das in Säugetieren vorkommende Gegenstück 

mTOR (Brown et al., 1994). Es konnte gezeigt werden, dass Rapamycin zunächst an das 
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intrazelluläre Rezeptormolekül FKBP-12 bindet und im Komplex mit ihm die Inhibition von 

mTOR verursacht (Siekierka et al, 1989).  

Über die genaue Rolle von mTOR in der Proliferationsregulation konnte man seitdem vieles 

in Erfahrung bringen, so dass man bereits von einem eigenen mTOR-Signalweg spricht 

(Schmelzle et al., 2000). 

Dieser Signalweg (Abb. 7) wird beim gesunden Menschen entweder durch 

Wachstumsfaktoren oder durch einen Aminosäurenüberschuss infolge eines guten 

Ernährungszustandes ausgelöst. Man geht davon aus, dass mTOR über direkte Interaktion mit 

Aminosäuren und dem PI3-Kinase/Akt-Signalweg in den aktiven Zustand versetzt wird. Über 

die Aktivierung von STAT3 und pRB fördert es die Produktion von Transkriptionsfaktoren, 

wie z.B. c-myc, während es über die Hemmung des Translationsinhibitors eIF4E und die 

Aktivierung der ribosomalen Proteinkinase S6K die Proteinexpression begünstigt (Panwalkar 

et al., 2004). 

 
 

 

 

 

 

 

Neben Transkription und Translation treibt mTOR auch die Organisation des Zytoskeletts, die 

tRNA- und rRNA-Synthese und die Produktion von Ribosomen voran. Hemmenden Einfluss 

übt es unter anderem auf Lysosomen und den Übergang in die G0-Phase aus. 

Gerade wegen der Verwebungen mit dem PI3/Akt-Signalweg, der ja auch bei der Entstehung 

der CML eine entscheidende Rolle spielt (Kap. 1.2.6), richtet sich die Aufmerksamkeit der 

Abb.7 
 
Schematische Darstellung des mTOR-Signalweges (nach Schmelzle et al., 2000) 

Pfeile bedeuten Aktivierung, Balken zeigen Hemmung an. rap: Rapamycin; FKBP: FK506-binding protein; PI3K: 

Phosphatidylinositol-3-Kinase; Akt: Akt-Kinase; PDK1: PD-Kinase 1; p70s6k: S6-Kinase; S6: ribosomales Protein; 4E-BP1: 

eIF4E-binding protein; eIF4E: eukaryotic translation initiation factor 4E; pRp: ribosomales Protein; Pol I-III: RNA-

Polymerasen I-III; STAT3: signal transducer and activator of transcription 3 
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Tumorforschung zunehmend auf mTOR. In Zellen des Pankreaskarzinoms konnte bereits die 

konstitutive Aktivierung des mTOR-Signalweges nachgewiesen werden (Greewe et al., 

1999). 

Rapamycin ermöglicht es, durch gezielte Phosphorylierung von mTOR dessen Aktivierung zu 

hemmen und somit auch seinen Signalweg zu unterbrechen. Schon länger wird es als 

Immunsuppresivum in der Organtransplantation verwendet, wobei sich beobachten ließ, dass 

die Nebenwirkungen sogar in Kombination mit Cyclosporinen und Kortikosteroiden relativ 

gering ausfallen (MacDonald et al., 2001). Zusätzlich verfügt Rapamycin an diversen 

Tumorentitäten sowohl in vivo als auch in vitro über ausgeprägte Aktivität (Shi et al., 1996). 

Außerdem bringt es den Zellzyklus in der G1-Phase zum Erliegen (Decker et al., 2003). In 

Bezug auf die CML gilt als gesichert, dass Rapamycin in Bcr-Abl überexprimierenden K562-

Zellen die Bcr-Abl-Expression hemmt und Apoptose herbeiführt (Yamamoto-Yamaguchi et 

al., 2001). Ob Rapamycin und RAD001 echte Optionen in der CML-Therapie eröffnen 

könnten, wird derzeit in klinischen Studien überprüft. 

 

 

1.6 Ziele der Arbeit 

 

In Form von Imatinib gelang es kürzlich, der nur einer Minderheit von CML-Patienten zu 

ermöglichenden Knochenmarktransplantation eine medikamentöse Alternative zur Seite zu 

stellen, von der man jedoch noch nicht weiß, ob sie ebenfalls Aussicht auf Heilung bietet, vor 

allem in Anbetracht des Problems der Resistenzentwicklung. Dennoch bahnte die Einführung 

von Imatinib den Weg in eine Zukunft, die dem Ziel der medikamentösen CML-Heilung 

einen großen Schritt näherzukommen scheint. Die Zahlen der IRIS-Studie sprechen eine klare 

Sprache mit dem Tenor, dass sich die chronische Phase durch Imatinib entscheidend 

verlängern lässt. Dies alleine stellt bereits einen deutlichen Erfolg dar, der für die an CML 

Erkrankten über einen verlängerten Zeitraum eine immense Verbesserung der Lebensqualität 

bedeutet. 

Ein aus der Chemotherapie bekanntes Prinzip zur Resistenzverzögerung und -verhinderung 

besteht in der Kombination mehrerer verschiedener Wirkstoffe. Eine potenziell Resistenzen 

provozierende Substanz wird dabei mit einem Wirkstoff kombiniert, der als additiver oder gar 

synergistischer Verstärker fungiert, woraus sich eine Abschwächung des auf resistente Klone 

einwirkenden Selektionsdruckes ergibt. 
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In dieser Arbeit soll überprüft werden, ob sich Imatinib mit verschiedenen inhibitorischen 

Wirkstoffen kombinieren lässt, ohne dabei auf seine spezifische Wirksamkeit verzichten zu 

müssen. Als Kombinationspartner werden PD166326, 17-AAG, Rapamycin und RAD001 

eingesetzt. Dabei soll herausgearbeitet werden, inwieweit es gelingt, durch Punktmutationen 

resistent gewordene CML-Zellen durch Kombinationsbehandlung an einer weiteren 

Proliferation zu hindern oder sogar zu eradizieren. Verschiedene Kombinationsmöglichkeiten 

der oben genannten Wirkstoffe sollen auf ihre Wirksamkeit untersucht und einander 

gegenübergestellt werden. Die Wirkstoffe wurden so ausgewählt, dass einer, PD166326 

nämlich, den gleichen Wirkmechanismus wie Imatinib aufweist. Dagegen wirkt 17-AAG über 

Inhibition von HSP90, während Rapamycin und RAD001 über m-TOR ihren hemmenden 

Effekt ausüben. 
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2. Material 
 

2.1 Chemikalien 
 
Acrylamid/bis-Acrylamid Gel 30  Roth, Karlsruhe 

Aprotinin, Protease Inhibitor   Boehringer, Mannheim 

Ammoniumpersulfat    Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 

Antibiotische, antimykotische Lösung Invitrogen, Karlsruhe 

Aqua ad iniectabilia, steril   Braun, Melsungen 

Bromphenolblau    Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 

BSA, Fraktion V    Roth, Karlsruhe 

DTT      Promega, Heidelberg 

ECL-Reagenzien    Amersham Buchler, Braunschweig 

Essigsäure     Roth, Karlsruhe 

Ethanol     Merck, Darmstadt 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Fluka Chemie, Neu-Ulm 

FCS      Serva Feinbiochemika, Heidelberg 

Glycerin     Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 

Glycin      Merck, Darmstadt 

Isopropanol     Merck, Darmstadt 

Kaliumchlorid     Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogensulfat   Merck, Darmstadt 

L-Glutamin     Serva Feinbiochemika 

Methanol     Merck, Darmstadt 

Natriumazid     Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 

Natriumchlorid    Roth, Karlsruhe 

Natriumdihydrogensulfat (SDS)  Merck, Darmstadt 

Natrium-Orthovanadate   Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 

PBS, 10-fach, steril    Invitrogen, Karlsruhe 

PMSF      Roche, Mannheim 

RPMI 1640 Zellmedium   Invitrogen, Karlsruhe 

TEMED     Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 

Tris      Roth, Karlsruhe 

Trockenmilchpulver    Fluka Chemie, Neu-Ulm 

Trypanblau     Invitrogen, Karlsruhe 
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Tween 20     Fluka Chemie, Neu-Ulm 

 

2.2 Zelllinien 
 
Ba/F3      murine pro-B-Zelllinie 

Ba/F3 p185-BCR-ABL    

Ba/F3 p185-BCR-ABLE255K   Imatinib-resistent 

Ba/F3 p185-BCR-ABLF311I    Imatinib-resistent 

Ba/F3 p185-BCR-ABLT315I   Imatinib-resistent 

Ba/F3 p185-BCR-ABLF317V    PD166326-resistent 

Ba/F3 p185-BCR-ABLH396P   Imatinib-resistent 

 

2.3 Vektoren 
 
pCDNA3.1 Zeo(-) 

pCDNA3.1 Mig RI 

 

2.4 Antikörper 
 
Anti-Abl, 8E9, monoklonal, Maus IgG Pharmingen, San Diego, USA 

Anti-Aktin, AC15, monoklonal, Maus IgG Amersham, Braunschweig 

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

Anti-Phosphotyrosin, 4G10,   Upstate Biotechnology, New York, USA 

        monoklonal, Maus-IgG 

Anti-Phosphotyrosin, PY20,   Transduction, Lexington, USA 

        monoklonal, Maus-IgG 

 

2.5 Molekulargewichtsmarker 
 
Prestained SDS-PAGE Standard  Biorad, München 

 

2.6 Standardgeräte 

ABI PRISM 373A Sequencer  Perkin Elmer, Überlingen 

Analysenwaage BP 221 S   Satorius, Göttingen 

CO2-Inkubator SW J 500 TV BB  Nunc, Wiesbaden 

Digitalwaage LC 1200 S   Satorius, Göttingen 

Elektrophoresekammer   Kodak, New Haven, USA 
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Elektroporiergerät IBI geneZapper 450 Kodak, New Haven, USA 

ELISA Reader Emax    MWG-Biotech, Ebersberg 

Heizblock 5436    Eppendorf, Hamburg 

Hyperprocessor    Amersham, Braunschweig 

Incubator-Shaker Innova 4000  New Brunswick Scientific, Edison, USA 

Kühlzentrifuge J2-HS    Beckman, Fullerton, USA 

Kühlzentrifugen 5417 R, 5810 R  Eppendorf, Hamburg 

LKB Ultraspec III, Spektralphotometer Pharmacia, Upsalla, Schweden 

Magnetrührgerät IKAMG RH  Janke & Kunkel, Staufen 

Mikroskop V 200    Hund, Wetzlar 

Multi Gel Long Elektrophoresekammer Biometra, Göttingen 

PH-	
�
��
���    Beckman, Fullerton, USA 

Photosystem EagleeyeTM   Stratagene, Heidelberg 

Schüttler WT 12    Biometra, Göttingen 

Sterile Werkbank, Laminar-Flow 1.8 Holten, Gydewang, Dänemark 

Stromgenerator, Powerpack P 25  Biometra, Göttingen 

Tischzentrifuge 5417 R   Eppendorf, Hamburg 

Transphor Electrophoresis Unit  Hoefer, San Francisco, USA 

Trio-Thermoblock    Biometra, Göttingen 

Vortex REAX-Top    Heidolph, Nürnberg 

Wasserbad 1083    GFL, Burgwedel 

Zentrifuge GS-6K    Beckman, Fullerton, USA 

 

2.7 Software 

CalcuSyn     Biosoft, Ferguson, USA 

 

2.8 Standardlösungen und -puffer 
 
Amidoschwarz-Färbelösung   0,2 % Naphtol Blau Schwarz 

      25 % Isopropanol 

      10 % Essigsäure 

 

Amidoschwarz-Entfärbelösung  25 % Isopropanol 

      10 % Essigsäure 
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Laemmli-Puffer, 2-fach (für SDS-Gele) 1 M Tris-HCl, pH 6,8 

      200 nM DTT 

      4 % SDS 

      0,2 % Bromphenol-Blau 

      20 % Glycerin 

 

Lysispuffer     10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 130 mM NaCl; 5 mM EDTA; 

      0,5 % Triton X-100; 20 mM Na2HPO4/NaH2PO4, pH 7,5; 

      10 mM Natriumpyrophosphat, pH 7,0;  

1 mM Natriumorthovanadate; 20 mM Natriumfluorid; 

      1 mM Glycerol-2-Phosphat; 1 mM PMSF; 1 mM Benzamidin; 

1 x Protease-Inhibitor-Tablette 

 

Sammelgelpuffer (4-fach) für SDS-Gele 0,5 % M Tris 

      0,4 % SDS 

      pH 6,8 

 

SDS-Elektrophoresepuffer   25 mM Tris 

      192 nM Glycin 

      0,1 % SDS 

 

TBS-Puffer     138 mM NaCl 

      5 mM KCl 

      248 mM Tris 

 

Transferpuffer     25 mM Tris 

      192 mM Glycin 

      0,1 % SDS 

      20 % Methanol 

 

Trenngelpuffer (4-fach) für SDS-Gele 1,5 M Tris 

      0,4 % SDS 

      pH 8,8 
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3. Methoden 
 

3.1 Arbeiten mit eukaryoten Zelllinien 

 

3.1.1 Kultivierung von Zelllinien 

 

In Kultur gehaltene Säugerzellen werden in einem Brutschrank bei 37°C, 95 % relativer 

Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2-Gehalt der Umgebungsluft aufbewahrt. 

Die verwendeten Ba/F3-Parentalzellen und alle aus ihnen abgeleiteten Bcr-Abl-

transformierten Zelllinien werden als Suspensionszellen in 20 ml RPMI-Medium kultiviert. 

Hierbei ist darauf zu achten, dass die Ba/F3-Parentalzellen auf den Wachstumsfaktor IL-3 

angewiesen sind, weshalb ihnen stets 0,2 ng/ml IL-3 zugesetzt werden muss. 

Alle zwei Tage erfolgt eine Teilung der Zellkultur, bei der 19 ml der Zellsuspension 

abgenommen und durch das gleiche Volumen an frischem RPMI-Medium ersetzt werden. Die 

Zellkultur ist so zu planen, dass sich kurz vor einem Versuch ungefähr 5 x 105 Zellen/ml in 

Suspension befinden, da in diesem Bereich das beste Proliferationsverhalten vorliegt. 

 

 

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

 

Um Zellen einzufrieren, sollte ungefähr 1 ml dichter Kultursuspension entnommen und 5 

Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert werden. Anschließend wird der Überstand abgesaugt und 

das Zellpellet in 1 ml Einfriermedium resuspendiert. Ohne zeitliche Verzögerung friert man 

die Probe bei –80°C ein. Nach 12 Stunden lagert man die gefrorenen Zellen in einen mit 

flüssigem Stickstoff gefüllten Tank um. 

Um die Zellen aufzutauen, entnimmt man die Probe dem Stickstofftank und erwärmt sie in 

einem Wasserbad bei 37°C. Sobald sich der Inhalt verflüssigt, fügt man Kulturmedium hinzu 

und zentrifugiert ihn 5 Minuten bei 1200 rpm. Um das für die Zellen toxische DMSO zu 

entfernen, wird der Überstand abgenommen, das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert 

und in einer neuen Kulturflasche im Brutschrank inkubiert. 
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3.1.3 Zellzählung 

 

Zunächst entnimmt man ein Aliquot der Zellsuspension und mischt es mit 0,5 %-iger 

Trypanblaulösung im Verhältnis 1:1. Trypanblau lagert sich als Farbstoff in beschädigte und 

tote Zellen ein und macht sie somit kenntlich. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt in der 

Neubauer-Zählkammer. Unter dem Mikroskop - bei 100-facher Vergrößerung - zählt man 

zwei vorgegebene Quadrate aus, multipliziert die erhaltene Summe mit dem Faktor 104 und 

erhält somit die Zellzahl/ml. 

 

 

3.1.4 Zelllysate 

 

Um ein Zelllysat herzustellen, entnimmt man den zu untersuchenden Teil der Zellsuspension 

und zentrifugiert ihn 5 Minuten bei 4 °C und 1200 rpm. Der Überstand wird abgesaugt und 

das Pellet entweder sofort bei –80°C weggefroren oder direkt in frischem Lysispuffer 

resuspendiert, in ein neues Eppendorf-Röhrchen überführt und 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. 

Den entstandenen Zelldetritus zentrifugiert man 20 Minuten bei 4°C und 14000 rpm ab. 

Anschließend überführt man den Überstand zur weiteren Verarbeitung in ein neues 

Eppendorf-Röhrchen. 

 

 

3.1.5 Elektrotransfektion von Suspensionszellen 

 

Ein elektrischer Impuls ermöglicht es, das Membranpotential der Suspensionszellen soweit zu 

erhöhen, dass Poren entstehen und DNA aus der Umgebung in die Zelle diffundieren kann. 

Diesen Vorgang nennt man Elektroporation. Man nutzt ihn, um Zellen mit relativ geringem 

Aufwand zu transformieren.  

Zunächst werden 5 x 106 Zellen mit PBS-Lösung gewaschen und anschließend in 400 µl 

kalter PBS-Lösung resuspendiert. Diese Suspension überführt man in eine vorher gekühlte 

Elektroporationsküvette und fügt ihr 25 µg der gewünschten Plasmid-DNA hinzu. Die 

Küvette wird in die Elektroporations-Vorrichtung eingeführt und 5 msec unter einer 

Spannung von 250 V bei 950 µF elektroporiert. Darauf folgt eine 10-minütige Inkubation bei 

4°C. 
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Um eine Kultur anzulegen, überführt man die elektroporierten Zellen in frisches Medium. Die 

Proliferationsgeschwindigkeit kommt erst langsam in Schwung, erreicht jedoch nach 

spätestens 14 Tagen ihr Normalniveau.  

 

 

3.1.6 Proliferationsmessung durch den MTS-Assay 
CellTiter 96 Proliferationskit (Promega, Mannheim) 

 

Seit kurzem steht in Form des MTS-Assays ein neues Verfahren zur zellulären 

Proliferationsmessung zur Verfügung, das es ermöglicht, eine große Menge an Proben 

auszuwerten, ohne dafür auf radioaktive Methoden, wie z.B. bei der [3H]Thymidin-

Inkorporation, zurückgreifen zu müssen. 

Man macht sich dabei zunutze, dass viable Zellen das Tetrazol-Derivat 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyohenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-Tetrazol (MTS) in 

das braune, UV-Licht-absorbierende Formazan umwandeln (Abb. 8). Diese 

Reduktionsleistung wird vom zelleigenen Metabolismus erbracht, und zwar in Form von 

Reduktionsmitteln wie z.B. NADH und NADPH. Die kommerziell zu erwerbende MTS-

Lösung enthält desweiteren Phenazinethosulfat, das den Elektronenfluss hin zum MTS 

unterstützt und somit die Reduktionsreaktion beschleunigt. 

 
 

 

 

Die Konversion von MTS zu Formazan verläuft durch die Kopplung an den zelleigenen 

Metabolismus proportional zur Viabilität der Zelle. Somit kann durch Absorptionsmessung 

Abb. 8 
 
Reduktion von MTS zu Formazan 

Das MTS wird von der Zelle aufgenommen und proportional zur Proliferationsaktivität zu Formazan umgewandelt. 
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bei einer Wellenlänge von 490 nm eine genaue Aussage über das Proliferationsverhalten 

innerhalb der Probe getroffen werden. 

Die Zellen wurden zu 1 x 105/ml konzentriert und in Dreiergruppen auf Flachboden-96-well-

Platten ausplattiert. Pro well wurden 80 µl Zellkonzentrat eingesetzt. Die Inhibitoren wurden 

nach der „constant-ratio“-Methode zugefügt (Abb. 9). Dabei steigert man die 

Konzentrationen der beiden zu kombinierenden Substanzen in zueinander equipotenten 

Schritten jeweils um den gleichen Faktor. Es ist ratsam, vom jeweiligen IC50-Wert ausgehend 

das gesamte Wirkspektrum der Substanzen durch Verdoppelung bzw. Halbierung der Dosis 

abzudecken.  

 

  
 

 

 

 

3.2 Arbeiten mit Proteinen 

 

3.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Die effektivste und deshalb meist verbreitete Methode, einzelne Bestandteile eines 

Proteingemisches voneinander zu trennen, bildet die SDS-PAGE. Bevor das Proteingemisch 

Abb. 9 
 
Die „constant ratio“-Methode 

Die Konzentrationen zweier Inhibitoren werden in zueinander equipotenten Schritten gesteigert. Ausgehend vom IC50-Wert 

werden sie dabei jeweils um den Faktor 2 reduziert bzw. erhöht. 
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auf das Gel geladen wird, fügt man eine 2x SDS-Lösung hinzu und kocht die Proben 10 

Minuten bei 95°C. Die Kombination aus Hitze und SDS führt dazu, dass die Proteine im 

Gemisch denaturieren und sich das negativ geladene SDS an sie bindet. Hierbei verhält sich 

die Menge an gebundenem SDS proportional zum Molekulargewicht des jeweiligen Proteins. 

Somit gilt: Je schwerer das denaturierte Protein, desto negativer seine Ladung. 

Innerhalb des Polyacrylamidgels bilden polymerisierte Acrylamidmoleküle untereinander 

Querverbindungen aus. Mit steigender Acrylamidkonzentration verdichtet sich somit das 

Netzt aus Querverbindungen innerhalb des Gels. Durch die Maschen dieses Netzes müssen 

sich die negativ geladenen Proteine entlang dem Spannungsgradienten hin zur Anode 

bewegen. Je kleiner also das Protein, desto schneller wandert es innerhalb des Gels und desto 

entfernter vom Startpunkt befindet es sich am Ende der Elektrophorese. 

Die Gussform des Polyacrylamidgels bilden zwei zuvor mit Methanol gründlich gereinigte 

Glasplatten, die über ein Dichtungsgummiband miteinander in Verbindung stehen und von 

außen durch Druckspangen aufeinandergepresst werden. Mithilfe einer 10 ml-Glaspipette 

wird zunächst das Trenngel zwischen die Glasplatten gefüllt. Wie der Name schon sagt, findet 

in diesem Bereich die eingentliche Auftrennung der verschiedenen Proteinfraktionen statt. 

Das Trenngel wird in noch flüssigem Zustand mit etwa 1 ml Methanol überschichtet, um zu 

verhindern, dass von oben her Luft in das Gel diffundiert. Man stellt somit sicher, dass später 

eine scharfe Kante entsteht. Es folgt eine halbstündige Polimerisation, bevor man das 

Methanol abgießt und eventuelle Restspuren mit einem Filterpapier vorsichtig entfernt. 

Anschließend füllt man den Rest der Form mit Sammelgellösung auf. Das stets niedrig 

konzentrierte Sammelgel sorgt zu Beginn der Elektrophorese dafür, dass die im elektrischen 

Feld wandernden Proteinbanden eine kompakte Form erhalten. In das noch flüssige 

Sammelgel wird ein zuvor mit Methanol gereinigter Plastikkamm eingebracht. Nach 

Abschluss der Sammelgelpolimerisation - ca. 30 Minuten - wird der Kamm gezogen und 

hinterlässt als Aussparungen die so genannten Geltaschen, die anschließend mit den 

Proteingemischen aufgefüllt werden. 

Während der Elektrophorese setzt man das Gel zunächst einer Spannung von ca. 40 V aus, bis 

alle Proben sichtbar aus den Taschen in das Gel eingewandert sind. Nun erhöht man die 

Spannung auf bis zu 120 V, bis die unterste Bande des Proteinmarkers nach ca. 5 Stunden die 

Unterkante des Gels erreicht. Zu diesem Zeitpunkt kann die Elektrophorese beendet werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit folgte auf jede SDS-PAGE direkt ein Western-Blot. 
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3.2.2 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran (Western-Blot) 

 

Um die durch das SDS-Gel aufgetrennten Proteine markieren zu können, müssen diese 

zunächst auf eine feste Unterlage - in Form einer PVDF-Membran - übertragen werden. 

Wegen der Analogie zum Löschblatt (engl.: blotting paper) wird dieses Verfahren als 

Western-Blot bezeichnet. 

In einer mit Transferpuffer gefüllten Schale öffnet man zunächst die aus jeweils zwei 

Plastikstabilisatoren und Schwämmen bestehende Blot-Kassette. In ihr platziert man die erste 

von zwei Lagen Whatman-Papier. Nun wird die PVDF-Membran kurz in Methanol getränkt 

und anschließend so auf das Whatman-Papier gelegt, dass sich keine Luftblasen mehr 

darunter befinden. Im nächsten Schritt überführt man das SDS-Gel auf die Membran und 

bedeckt es mit der zweiten Lage Whatman-Papier. Man sollte erneut darauf achten, dass sich 

keine Luft mehr zwischen den einzelnen Schichten befindet, da diese den Transfer behindern 

kann. Nun schliesst man die Blot-Kassette und bringt sie in die vorbereitete Wet-Blot-

Kammer der Firma Hoefer ein, die zuvor mit 5 Litern Transferpuffer gefüllt werden muss. Bei 

einer Stromstärke von 1000 mA erfolgt der Transfer je nach Größe des zu übertragenden 

Proteins unterschiedlich lange. Die Transferzeit für das im Folgenden zu untersuchende Bcr-

Abl beträgt 2,5 Stunden. Die Kammer sollte während des Transfers ständig gekühlt werden. 

 

 

3.3 Berechnung des Kombinationsindexes (CI) zweier Wirkstoffe 

 

3.3.1 Das mittlere Wirkungsprinzip des Massen-Wirkungs-Gesetzes 

 

Bereits in der ersten Hälfte des 20. Jahrhunderts entwickelten sich in der Pharmakologie 

verschiedene mathematische Theorien zur möglichst genauen Analyse der Dosis-

Wirkungsbeziehung einer Substanz.  Mitte der Siebziger Jahre gelang es mit Hilfe von 

verschiedenen Enzymkinetik-Systemen, aus dem Massen-Wirkungs-Gesetz die so genannte 

mittlere Wirkungsgleichung abzuleiten. Diese besagt: 

                                   

fa/fu = (D/Dm)m 

 

fa steht für den Anteil (englisch: fraction) des Systems, der von der Wirkstoffdosis D 

beeinflusst (engl.: affected) wird. Analog dazu bedeutet fu den durch den Wirkstoff nicht 
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beeinflussten (engl.: unaffected) Bruchteil des Systems. Dm definiert die spezifische 

Wirkstoffdosis, die den mittleren Effekt hervorruft, oft auch als IC50, ED50 oder LD50 tituliert. 

Die Variable m beschreibt die Steigung des mittleren Wirkungsgraphen und bestimmt somit 

die Form der gesamten Dosis-Wirkungskurve. 

Für m=1 nimmt die Kurve eine hyperbole Form erster Ordnung an. Ist m > 1, resultiert eine 

sigmoidale, bei m < 1 eine negativ sigmoidale Kurve. 

Da per definitionem 

     fa +fu = 1     (1) 

gilt, ergeben sich die folgenden für die Berechnung sinnvollen Ableitungen: 

       

   fa/(1- fa) = [(fa)-1-1]-1 = [(fu)-1-1] = (D/Dm)m   (2) 

 

   fa = 1/[1+(D/Dm)m]      (3) 

 

D = Dm[fa/(1- fa)]1/m      (4) 

 

Sobald also m und Dm experimentell bestimmt werden können, besteht die Möglichkeit, 

Aussagen über das gesamte Dosis-Wirkungsspektrum zu treffen. Jede bestimmte Wirkung (fa) 

bietet somit die Grundlage zur Berechnung der dazu gehörigen Dosis (D). Auch anders herum 

kann man nun einer bestimmten Dosis (D) rechnerisch die spezifische Wirkung (fa) zuordnen.   

 

 

3.3.2 Der mittlere Wirkungsgraph  

 

Logarithmiert man Gleichung 1, so erhält man die linearisierte Form der Dosis-

Wirkungskurve: 

log(fa/fu) = m log(D) – m log(Dm) 

und entsprechend 

   log[(fa)-1-1]-1 = m log(D) – m log(Dm)   (5) 

 

   log[(fu)-1-1] = m log(D) – m log(Dm) 

 

Den mittleren Wirkungsgraphen (siehe Abb. 10) erhält man nun, wenn man y = log(fa/fu) bzw. 

seine Ableitungen (siehe obige Gleichungen) dem x = log(D) gegenüberstellt. Seine 
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Wichtigkeit besteht darin, dass man aus ihm gleich zwei zentrale Informationen entnehmen 

kann: 

Zum einen erhält man aus der Steigung der Geraden die Variable m. Zum anderen muss man 

sich vergegenwärtigen, dass am Schnittpunkt der Dosis-Wirkungsgeraden mit der mittleren 

Wirkungsachse, sprich der x-Achse, fa = fu gilt, also auch fa / fu = 1 und log(fa /fu) = 0. Setzt 

man diese Erkenntnise in Gleichung 5 ein, so ergibt sich der Wert für log(Dm), aus dessen 

zehnter Potenz sich Dm, also die mittlere Wirkungsdosis ergibt. 

 
 

 

 

 

3.3.3 Kombinationstherapie 

 

3.3.3.1 Zwei verschiedene Systeme der Kombinationstherapie 

 

Bevor auf die Details weiterer Kalkulationen eingegangen werden kann, muss erwähnt 

werden, dass in der Kombinationstherapie zwischen zwei Wirk-Systemen unterschieden wird, 

nämlich dem gegenseitig exklusiven und dem gegenseitig nicht exklusiven. 

Ein System wird als gegenseitig exklusiv bezeichnet, wenn die miteinander kombinierten 

Substanzen über die gleiche oder sehr ähnliche Pharmakodynamik verfügen. Ein einfaches 

Beispiel hierfür ist die kompetetive Hemmung, bei der zwei Wirkstoffe um denselben 

Abb. 10 
 
Mittlerer Wirkungsgraph zweier Wirkstoffe und ihrer Kombination 

Aus dem mittleren Wirkungsgraph ergeben sich mit m die Geradensteigung sowie mit dem x-Achsenschnittpunkt die mittlere 

Wirkungsdosis Dm. 
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Wirkort, z.B. einen Enzymrezeptor, konkurrieren. Die Wirkung des einen schließt somit die 

Wirkung des anderen Stoffes aus. In einem System höherer Ordnung, wie z.B. einer 

Säugetierzelle, stellen sich die Zusammenhänge jedoch ein wenig komplexer dar. Man 

definiert hier, dass das System dann gegenseitig exklusiv ist, wenn die Mittleren 

Wirkungsgraphen der jeweiligen Einzelsubstanzen und ihrer Kombination parallel zueinander 

verlaufen. 

Ein gegenseitig nicht exklusives System liegt vor, wenn die kombinierten Einzelsubstanzen 

sich in ihrem Wirkungsort voneinander unterscheiden. Als Beisspiel sei hier die nicht-

kompetetive Hemung zwischen zwei Wirkstoffen auf Enzymebene erwähnt. Erneut muss man 

ein wenig genauer werden, wenn man den Begriff auf Säuger ausdehnen will. Hier gilt, dass 

zwei Wirkstoffe sich dann gegenseitig ausschließen, wenn die Einzelsubstanzen zwar 

parallele mittlere Wirkungsgraphen hervorbringen, ihre Kombination jedoch eine aufwärts 

konkave Kurve ergibt. 

Wie sich denken lässt, ist es in Systemen höherer Ordnung somit oftmals recht schwierig, 

eindeutige Aussagen über die Exklusivitätsverhältnisse zu treffen. In der Praxis wird die 

Definition „gegenseitig exklusives System“ sehr großzügig verwendet, auch wenn bekannt ist, 

dass die Effektoren auf Enzymebene verschiedene Angriffspunkte ansteuern. 

 

 

3.3.3.2 Das mittlere Wirkungsprinzip in der Kombinationstherapie 

 

Die bislang geschilderten mathematischen Zusammenhänge beziehen sich ausschließlich auf 

das Dosis-Wirkungsverhältnis einer einzelnen Substanz. Ohne weiteres lassen sich jedoch die 

in der Monotherapie gewonnenen Erkenntnisse auf die Kombinationstherapie übertragen 

(Chou und Talalay, 1984). Um die Interaktion zweier Wirkstoffe miteinander zu beschreiben, 

erweitert man die oben beschriebenen mittleren Wirkungsgleichungen, so dass für ein 

gegenseitig exklusives System gilt:  
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2,1)( af : durch die Kombinationstherapie beeinflusster Anteil 

2,1)( uf : durch die Kombinationstherapie nicht beeinflusster Anteil 

1)( af :  durch Wirkstoff 1 beeinflusster Anteil 

2)( uf :  durch Wirkstoff 2 beeinflusster Anteil 
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1)(D :  Dosis des Wirkstoffes 1 

2)(D :  Dosis des Wirkstoffes 2 

1)( mD : Dosis des Wirkstoffes 1, der die mittlere Wirkung erzielt 

2)( mD : Dosis des Wirkstoffes 2, der die mittlere Wirkung erzielt 

m :  Steigung des Mittleren-Wirkungsgraphen 

  

In einem gegenseitig nicht exklusiven System verlängert sich die Formel um einen Term: 
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3.3.3.3 Das Isobologram 

 

Ein Graph, der für eine festgesetzte Wirkungsstärke die benötigten Dosen zweier Substanzen 

zusammenhängend darstellt, wird als Isobologram bezeichnet. So zeigt z.B. ein IC50-

Isobologram diejenigen Dosen, die ausreichen, um 50 % der Zellen zu inhibieren (Abb. 11). 

Sowohl die Dosen der Einzelsubstanzen in der Monotherapie als auch diejenigen der 

Kombinationstherapeutika werden dabei zugleich dargestellt.  

 

 
 

 

Abb. 11 
 
IC50-Isobologram zweier Wirkstoffe 

Die Verbindung der IC50-Werte beider Wirkstoffe ergibt die Isobolengerade. Liegt die Dosis eines Wirkstoffes in der 

Kombinationstherapie graphisch unterhalb der Isobolengerade, verstärken sich beide Wirkstoffe synergistisch, liegt sie 

oberhalb, handelt es sich um Antagonismus. Deckt sich die Kombinationsdosis mit der Isobolengeraden, weist dies auf 

Addition hin. 
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Klassischerweise liegt der IC50-Wert der ersten Substanz auf der x-Achse, derjenige der 

zweiten Substanz auf der y-Achse. Verbindet man nun beide IC50-Werte, so ergibt sich eine 

Isobolengerade, die Aussagen über die jeweiligen Anteile der Einzelsubstanzen an der 

Kombinationstherapie enthält, die ebenfalls zu 50 %iger Inhibition führen. 

Da für den IC50 fa = fu und somit auch fa/fu = 1 gilt, ergibt sich die IC50-Isobolengleichung: 
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Dieses Konzept lässt sich natürlich auch auf alle anderen möglichen Wirkungsgrade 
ausweiten: 
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1)(D :  Dosis des Wirkstoffes 1, die in der Kombinationstherapie den Effekt x erzielt 

2)(D :  Dosis des Wirkstoffes 2, die in der Kombinationstherapie den Effekt x erzielt 

1)( xD :  Dosis des Wirkstoffes 1, die in der Monotherapie den Effekt x erzielt 

2)( xD : Dosis des Wirkstoffes 2, die in der Monotherapie den Effekt x erzielt 

 

Diese so genannte klassische Isobolengleichung gilt jedoch nur für gegenseitig exklusive 

Systeme und wird für gegenseitig nicht exklusive Systeme um einen Term erweitert: 
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Liegt die Dosis eines Wirkstoffes in der Kombinationstherapie graphisch unterhalb der 

Isobolengerade, so spricht dies für Synergismus, befindet sie sich darüber, handelt es sich um 

Antagonismus. Eine additive Wirkung besteht, wenn die Kombinationsdosis mit der 

Isobolengeraden zur Deckung gelangt. 

 

 

3.3.3.4 Der Kombinationsindex 

 

Um eindeutige Aussagen über die Auswirkungen der Interaktion zwischen zwei kombinierten 

Wirkstoffen treffen zu können, wurde der Kombinationsindex (CI) eingeführt. 

Auf der Basis der Gleichungen 6 und 7 wurde dessen Formel definiert: 
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Hierbei gilt α = 1 für gegenseitig nicht exklusive Systeme und �������ür gegenseitig exklusive 

Systeme. 

 

Zur Interpretation des CI-Wertes kann folgende Tabelle herangezogen: 

 

 

                CI Bereich    Bedeutung 

 

< 0,1 sehr starker Synergismus 

0,1 – 0,3 starker Synergismus 

0,3 – 0,7 Synergismus 

0,7 – 0,85 mäßiger Synergismus 

0,85 – 0,9 leichter Synergismus 

0,9 – 1,1 additive Wirkung 

1,1 – 1,2 leichter Antagonismus 

1,2 – 1,45 mässiger Antagonismus 

1,45 – 3,3 Antagonismus 

3,3 – 10 starker Antagonismus 

> 10 sehr starker Antagonismus 

 

Grob lässt sich also sagen, dass ein CI-Wert < 1 Synergismus anzeigt, ein CI-Wert = 1 für 

eine additive Wirkung spricht, während ein CI-Wert > 1 auf Antagonismus hinweist. 

 

 

3.3.3.5 Die einzelnen Schritte zur Berechnung des Kombinationsindexes 

 

1) Zunächst entwirft man ein Experiment, in dem es möglich ist, die zu kombinierenden 

Substanzen in verschiedenen Verhältnissen zueinander zu mischen und die Wirkung 

des jeweiligen Gemisches zuverlässig auszuwerten. Wir entschieden uns hier für einen 

MTS-Assay (Kap. 3.1.6). 
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2) Als Nächstes muss das Dosis-Wirkungsverhältnis für jede Einzelsubstanz und die 

verschiedenen Mischungen gemessen werden. 

3) Die Daten werden mit dem mittleren Wirkunsgraphen nach Gleichung 5 dargestellt. 

Aus der jeweiligen Steigung des Graphen und seinem Schnittpunkt mit der x-Achse 

ergeben sich die Variablen m1, m2, m1+2 bzw. (Dm)1, (Dm)2, und (Dm)1+2. (Dm)1+2 steht 

für die mittlere Wirkungsdosis der Kombinationstherapie. 

4) Nun bestimmt man, bei welchem Wirkungsgrad man Aussagen über das 

Interaktionsverhalten der kombinierten Substanzen machen will. Hat man sich für den 

Wirkungsgrad x % entschlossen, so setzt man jeweils die Variablen m und Dm in 

Gleichung 4 ein, um die Dosen (Dx)1, (Dx)2, und (Dx)1+2 zu erhalten, also die 

Wirkstoffkonzentrationen, die zur Wirkung x % führen. 

5) Aus (Dx)1+2, also der Konzentration der Wirkstoffmischung, müssen nun die 

Konzentrationen (D)1 und (D)2 berechnet werden, also die anteiligen Dosen der 

kombinierten Substanzen. Da ja das Verhältnis beider Substanzen zueinander aus der 

Versuchsplanung als (D)1/(D)2 = P/Q bekannt ist, gilt (D)1 = (Dx)1+2 x P/(P+Q) und 

(D)2 = (Dx)1+2 x Q/(P+Q). 

6) Zuletzt setzt man (D)1, (D)2, (Dx)1 und (Dx)2 in Gleichung 8 ein und erhält somit den 

CI-Wert für den in Punkt 4 ausgewählten Wirkungsgrad der Kombinationstherapie. 

 

Zur Berechnung der CI-Werte wurde das Programm CalcuSyn der Firma Biosoft (Ferguson, 

USA) verwendet. 
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4. Resultate 
 

4.1 Beschreibung der Interaktion zwischen Imatinib und PD166326 an mit Bcr-Abl-   

      Wildtyp und Bcr-Abl-Mutationen transformierten Ba/F3 Zellen 
 
Die Ausmaße der Wechselwirkungen zwischen den beiden Tyrosinkinaseinhibitoren Imatinib 

und PD166326 sollten an verschiedenen Bcr-Abl-transformierten Ba/F3-Zellen charakterisiert 

werden. Der Schwerpunkt lag dabei darauf herauszufinden, ob die jeweiligen Einzeleffekte 

der Wirkstoffe sich antagonisieren, addieren oder sogar synergistisch zueinander verhalten. 

 

 

4.1.1 Bcr-Abl-WT  
 
Zunächst sollte die Wirkung auf mit dem Bcr-Abl-p185-Wildtyp transformierte Ba/F3 Zellen 

untersucht werden. Sowohl Imatinib als auch PD166326 wurden in sechs sich jeweils 

verdoppelnden Konzentrationsstufen kombiniert und analysiert, für deren Festlegung als 

Anhaltspunkte die jeweiligen IC50-Werte herangezogen wurden (IC50Imatinib: 250 nM, 

IC50PD166326: 10 nM). Für Imatinib wurde dazu der Bereich bis zu 2000 nM abgedeckt, 

während sich die PD166326-Konzentrationen parallel dazu bis 80 nM steigerten. 

 

Abb. 12 
 
Inhibition von Bcr-AblWT-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und PD166326 

Bcr-AblWT-Zellen wurden 48 h lang verschiedenen Kombinationen aus Imatinib (bis 2000 nM) und PD166326 (bis 80 nM) 

ausgesetzt. Die Proliferationsaktivität wurde nach Zugabe von MTS-Lösung anhand der Absorption bei 490 nm gemessen. 

Die dabei resultierende optische Dichte (OD) wird im prozentualen Verhältnis zum nicht inhibitertem Wachstum dargestellt.  

 



4. Resultate 45 

In der Darstellung der Rohdaten in Form eines Säulendiagrammes (Abb. 12) erkennt man 

deutlich, dass die höchsten Konzentrationen der Einzelsubstanzen jeweils ausreichen, um die 

Zellproliferation komplett zu unterdrücken. Es zeigt sich, dass durch Kombination beider 

Substanzen das Zellwachstum schneller abnimmt als beim alleinigen Einsatz der jeweiligen 

Einzelsubstanz. Dies wird z.B. deutlich an der Wirkung der Kombination aus 500 nM 

Imatinib und 10 nM PD166326. 

Aus den Gesamtdaten des MTS-Assays konnten nun die Kombinationsindices für die 

Konzentrationsverhältnisse zwischen Imatinib und PD166326 von 6,25:1, 12,5:1, 25:1, 50:1 

und 100:1 errechnet werden. Es zeigte sich, dass ganz besonders in den 

Konzentrationsverhältnissen 12,5:1 und 25:1 additive Effekte auftreten, da die 

Kombinationsindices (CI) jeweils leicht unter Werten von 1,1 rangieren. Dies ist im 

Verhältnis 25:1 ab dem ED50, sprich ab 50 %-iger Proliferationshemmug, der Fall und in der 

Konstellation 12,5:1 sogar bereits ab dem ED20 (Abb. 13a). Das zugehörige Isobologramm 

(Abb 13b) zeigt die Isobolengeraden der Einzelsubstanzen für den ED50, ED75 und den ED90. 

Man sieht, dass die entsprechenden ED-Werte der Kombinationen jeweils nahe an bzw. auf 

den Isobolengeraden der Einzelsubstanzen liegen, was den additiven Charakter der 

Wechselwirkungen unterstreicht. 

 
 

 

Abb. 13 
 
Auswertung der Kombiationswirkung aus Imatinib und PD166326 im Verhältnis 12,5:1 auf Bcr-AblWT-Zellen 

a: Kombinationsindices (CI) im Verhältnis zum Wirkungsgrad der Inhibition (fractional effect) 

b: Das Isobologramm zeigt die Isobolengeraden der ED50-, ED75- und ED90-Werte der Wirkstoffe als Einzelsubstanzen und die 

entsprechenden Werte der Wirkstoffe in Kombination. 
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4.1.2 F317V 

 

Als Nächstes stellte sich die Frage, ob man diese additiven Effekte auch in Zelllinien würde 

nachweisen können, die durch Bcr-Abl-Punktmutationen gegenüber einer der beiden 

interagierenden Substanzen eine starke Resistenz entwickeln. 

Zunächst wurde die Mutation F317V überprüft, die gegenüber PD166326 eine starke 

Resistenz aufweist. In Abb. 14a wird die PD166326-Resistenz der F317V-Mutante in Form 

des geringen Einflusses der ansteigenden PD166326-Konzentrationen auf das zelluläre 

Proliferationsverhalten deutlich. Besonders in der Spalte, in der PD166326 als Einzelsubstanz 

wirkt, sieht man, dass eine signifikante Verringerung des Zellwachstums erst ab einer 

Inhibitorkonzentration von 40 nM erfolgt (zum Vergleich: 40 nM PD166326 reichte beim 

Wildtyp bereits aus, um die Proliferation komplett zu unterdrücken). Imatinib hingegen, wie 

man in der obersten Zeile erkennen kann, entfaltet als Einzelsubstanz seine volle Wirkung bis 

hin zum fast völligen Proliferationsstop bei einer Konzentration von 2000 nM. 

 
 

 

Bei der Auswertung der Kombinationsindizes konnte erneut eine klar additive Wirkung beider 

Substanzen errechnet werden. Im Konzentrationsverhältnis zwischen Imatinib und PD166326 

Abb. 14 
 
Inhibition von Bcr-AblF317V-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und PD166326 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices (CI) simuliert über das gesamte Inhibitionsspektrum (fractional effect), Imatinib/ PD166326-

Konzentrationsverhältnis 25:1 
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von 50:1 sinken die CI-Werte bereits ab einer Proliferationshemmung von 40 % unter die 

relevante Marke von 1,1. Als noch effektiver erwies sich das Verhältnis 25:1, das bereits ab 

dem ED15 CI-Werte unter der 1,1-Marke hervorbringt (Abb. 14b). 

 

 

4.1.3 F311I 

 

Um zu klären, ob die additive Wirkung beider Tyrosinkinaseinhibitoren auch bei der 

Behandlung einer Imatinib-resistenten Mutante zu beobachten ist, kamen nun Zellen zum 

Einsatz, die die Bcr-Abl-Punktmutation F311I exprimieren. In Abb. 15a erkennt man eine 

deutliche Imatinib-Resistenz bis zu einer Konzentration von 1000 nM, während PD166326 ab 

einer Konzentration von 20 nM deutlich die Proliferation zu hemmen beginnt. 

 
 

 

 

Die Kombinationsindices ergeben im Konzentrationsverhältnis zwischen Imatinib und 

PD166326 von 50:1 über fast den gesamten Proliferationsbereich Werte zwischen 1,1 und 1,0 

(Abb. 15b). Auch hier lässt sich also eine additive Wechselwirkung feststellen. 

Abb. 15 
 
Inhibition von Bcr-AblF311I-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und PD166326 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices (CI) simuliert über das gesamte Inhibitionsspektrum (fractional effect), Imatinib/ PD166326-

Konzentrationsverhältnis 50:1 
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 4.2 Kombination von Imatinib und PD166326 zur Behandlung von zwei gleichzeitig  

       auftretenden resistenten Bcr-Abl-Punktmutationen 

 

In den vorhergehenden Versuchen konnte demonstriert werden, dass eine einzelne Zelllinie, 

welche gegen eine der beiden Tyrosinkinaseninhibitoren über Resistenz verfügt, effektiv 

durch die andere Substanz inhibiert wird. 

Da die Koexistenz mehrerer verschiedener resistenter Mutationen in Patienten beschrieben 

wurde (REF) , sollte im nächsten Schritt der Frage nachgegangen werden, ob eine 

Kombination beider Tyrosinkinaseinhibitoren auch in der Lage ist, eine effektive 

Proliferationshemmung in einem Gemisch aus zwei Zelllinien herbeizuführen, von denen die 

eine über PD166326- und die andere über Imatinib-Resistenz verfügt. Solch eine Koexistenz 

verschiedener Mutationen in einem Patienten wurde bereits ausführlich beschrieben (Branford 

et al., 2003). Zusätzlich zu den Effekten der Wirkstoffkombinationen sollten auch diejenigen 

der Einzelsubstanzen untersucht werden. 

 

 

4.2.1 F317V und H396P 
 
Zuerst sollte ein Gemisch aus gleichen Anteilen von PD166326-resistenten Bcr-AblF317V-

Zellen und Imatinib-resistenten Bcr-AblH396P-Zellen untersucht werden. 

Der IC95 von H396P gegenüber PD166326 beträgt 50 nM, der IC95 von F317V gegenüber 

Imatinib 1,2 µM. Um sicherzustellen, dass die jeweiligen Einzelsubstanzen einen nahezu 100 

%-igen Proliferationsstop bei der ihnen gegenüber sensiblen Mutante hervorbringen würden, 

wurden die Konzentrationen der jeweiligen IC95-Werte als Komponenten der 

Wirkstoffkombinationen übernommen. 

Abb. 16a stellt das Gesamtproliferationsverhalten im Verhältnis zum zeitlichen Verlauf über 3 

Tage dar. PD166326 als Einzelsubstanz verringert das Zellüberleben bereits am 1. Tag auf 

unter 33 %, am 2. Tag sogar auf 26 %. Danach allerdings steigt die Proliferation wieder stark 

an und erlangt am 3. Tag 69 %. Analog dazu erwirkt Imatinib als Einzelwirkstoff in den 

ersten 2 Tagen einen Überlebensrückgang auf 50 % bzw. 40 %. Bis zum 3. Tag jedoch 

wachsen wieder so viele Zellen nach, dass sich ein 89 %-iges Überleben nachweisen lässt. 

Ein durchaus anderer Verlauf ergibt sich bei Anwendung der Wirkstoffkombination. Bereits 

am 1. Tag wachsen nur noch 9 % der Zellen, am 2. Tag lediglich noch 1 %. Der bei den 

Einzelsubstanzen zu beobachtende Wachstumsanstieg nach Tag 2 bleibt aus: am 3. Tag 

schließlich lässt sich überhaupt kein Zellüberleben mehr nachweisen. 
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Abb. 16b vergleicht den jeweiligen Phosphorylierungszustand von Bcr-Abl ohne Inhibition, 

nach Inhibition durch die Einzelwirkstoffe und die Wirkstoffkombination nach 2,5 Stunden 

Inkubationszeit.  

Ohne jegliche Tyrosinkinaseinhibition und in der DMSO-Kontrolle erkennt man, dass das 

gesamte Bcr-Abl in phosphoryliertem Zustand vorliegt. Durch die jeweilige Einzelsubstanz, 

entweder 1,2 µM Imatinib oder 50 nM PD166326, wird die Phosphorylierungsaktivität der 

konstitutiv aktivierten Tyrosinkinase um über die Hälfte verringert. Den größten Effekt erzielt 

jedoch die Kombination aus 1,2 µM Imatinib und 50 nM PD166326: Hier deutet sich der 

phosphorylierte Bcr-Abl-Anteil nur noch schwach an. 

An den konstanten β-Aktin-Banden erkennt man, dass jeweils gleiche Proteinmengen pro 

Spalte in der Elektrophorese aufgetragen wurden. 

Abb. 16 
 
Inhibition von Bcr-AblF317V- und Bcr-AblH396P-Zellen durch Imatinib und PD166326 

a: Ein Zellgemisch, das jeweils zur Hälfte aus F317V- und H396P-Zellen (1 x 105 Zellen/ml) bestand, wurde über 3 Tage 

1,25 µM Imatinib und 50 nM PD166326 als Einzelsubstanzen und ihrer Kombination ausgesetzt. Die Proliferation wurde 

täglich im MTS-Assay bei 490 nm gemessen. 

b: Ein entsprechendes Zellgemisch (1 x 106 Zellen/ml) wurde 2,5 h mit 1,25 µM Imatinib und 50 nM PD166326 als 

Einzelsubstanzen und ihrer Kombination inkubiert und in einem Volumen von 150 µl lysiert. Je 30 µl der Lysate wurden 

durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteinfraktionen wurden anschließend im Western-Blot mit monoklonalen anti-Abl- 

(8E9), anti-pTyr- (PY20, 4G10) und anti-Aktin- (AC15) Antikörpern dargestellt. 
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4.2.2 F317V und E255K 

 

Um herauszufinden, ob die Effektivität einer Kombinationstherapie auch dann noch gegeben 

ist, wenn sehr stark resistente Bcr-Abl-Punktmutationen inhibiert werden, wurde im 

folgenden Experiment die Mutante H396P durch E255K ersetzt, deren Imatinib-Resistenz die 

von H396P weit übersteigt. Die PD166326-Sensibilität von E255K (IC50PD166326: 40 nM) liegt 

etwas niedriger als bei H396P (IC50PD166326: 10 nM). Zum Einsatz kamen 2 µM Imatinib und 

100 nM PD166326.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

In Abb. 17a wird deutlich, dass PD166326 alleine die Zellproliferation 2 Tage lang unter die 

20 %-Marke drängt (1. Tag: 19 %, 2. Tag: 13 %). Zum 3. Tag hin lässt sich ein Anstieg der 

Abb. 17 
 
Inhibition von Bcr-AblF317V- und Bcr-AblE255K-Zellen durch Imatinib und PD166326 

a: Ein Zellgemisch, das jeweils zur Hälfte aus F317V- und E255K-Zellen (1 x 105 Zellen/ml) bestand, wurde über 3 Tage 2 
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durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteinfraktionen wurden anschließend im Western-Blot mit monoklonalen anti-Abl- 

(8E9), anti-pTyr- (PY20, 4G10) und anti-Aktin- (AC15) Antikörpern dargestellt. 
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Zellproliferation auf 47 % nachweisen. Imatinib alleine verringert die Gesamtproliferation des 

Zellgemischs über die ersten 2 Tage auf jeweils 77%. Die Resultate von Tag 3 allerdings 

ergeben, dass hier die 100 %-ige Wachstumsfähigeit wieder hergestellt ist. Die Kombination 

beider Tyrosinkinaseinhibitoren reduziert die Proliferationstätigkeit bereits nach einem Tag 

auf 8 %, am 2. Tag auf 1 %, und am 3. Tag ist keinerlei Proliferation mehr nachzuweisen. 

Abb. 17b vergleicht die Effekte der Wirkstoffkombination mit denen der Einzelsubstanzen. 

Imatinib als Einzelsubstanz drängt die Phosphorylierung deutlich zurück, ähnlich wie 

PD166326, das nicht ganz so stark wirkt. Die effektivste Einschränkung der Phosphorylierung 

geschieht jedoch durch die Kombination beider Tyrosinkinaseinhibitoren. Hier lässt sich nur 

noch geringe Restaktivität nachweisen. 

 

 

4.3 Beschreibung der Interaktion des Heat-Shock-Protein-90-(HSP-90)Inhibitors 17- 

      Allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG) mit Imatinib und PD166326 

 

Die bislang nachgewiesenen additiven Effekte zwischen Imatinib und PD166326 beschrieben 

ausschließlich Inhibitionsaktivitäten direkt an der Tyrosinkinase Bcr-Abl. Nun sollten auch 

HSP-90-Inhibitoren zum Einsatz kommen, da sie über einen anderen Mechanismus wirken. 

Als prominenteste Vertreter gelten Geldanamycin und sein weniger toxisches Derivat 17-

AAG. 

 

 

4.3.1 Untersuchung der Bcr-Abl-Spezifität von Geldanamycin und 17-AAG 

 

In einem Vorversuch sollte zunächst geklärt werden, inwieweit die beiden HSP90-Inhibitoren 

eine spezifischen Wirkung auf mit dem Bcr-Abl-Wildtyp transformierte Ba/F3-Zellen im 

Vergleich zu parentalen Ba/F3-Zellen aufweisen. 

Beide Zelltypen wurden parallel zueinander 2 Tage lang sowohl 

Geldanamycinkonzentrationen bis zu 1000 nM als auch 17-AAG-Konzentrationen bis zu 

4000 nM ausgesetzt. In Abb. 18a erkennt man, dass sich im Falle von Geldanamycin an 

beiden Zelltypen fast identische Prozesse abspielen. Der Anstieg der Proliferationshemmung 

findet jeweils zwischen Geldanamycinkonzentrationen von 2 nM und 24 nM statt. Da sich 

also keinerlei Unterschiede erkennen lassen, wirkt Geldanamycin zu unspezifisch und wurde 

deshalb nicht weiter verwendet. 
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Anders bei 17-AAG (Abb. 18b): Im Gegensatz zu Geldanamycin werden hier die Bcr-Abl-

positiven Wildtypzellen deutlich früher inhibiert als die Parentalzellen. So erkennt man beim 

Wildtyp eine deutliche Wirkung bereits ab 62,5 nM 17-AAG, während die 

Parentalzellproliferation erst ab 125 nM gehemmt wird. Ermittelt man die IC50-Werte für 

beide Zelltypen, so ergeben sich für den Wildtyp 190 nM und für die Parentalzellen 430 nM. 

Der spezifische Bereich muss also um 190 nM bis maximal 430 nM liegen. Alle 

nachfolgenden Inhibitionsexperimente griffen also auf 17-AAG-Konzentrationen zwischen 

110 nM und 430 nM zurück. Da dieser Bereich mit der „constant-ratio“-Methode nicht 

deutlich genug aufgelöst werden kann, wurde Anstelle einer Verdoppelung der 

Konzentrationsstufen von 17-AAG eine jeweilige Steigerung um den Faktor 1,3 durchgeführt. 

Somit konnte keine durchgehende Simulation der CI-Werte über den gesamten 

Proliferationsbereich errechnet werden, es wurden stattdessen repräsentative CI-Einzelwerte 

bestimmt. 

Abb. 18 
 
Wirkung von Geldanamycin und 17-AAG auf Ba/F3-Parental- und Ba/F3-Bcr-AblWT-Zellen 

Ba/F3-Parental- und Ba/F3-Bcr-AblWT-Zellen wurden über 48 h ansteigenden Konzentrationen von Geldanamycin (a) und 

17-AAG (b) ausgesetzt. Die Proliferation wurde jeweils mittels MTS-Assay bei 490 nm gemessen. 
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4.3.2 17-AAG als Kombinationstherapeutikum 
 
Um herauszufinden, ob grundsätzlich mit positiven Effekten - sprich Addition oder 

Synergismus – beim Einsatz von 17-AAG als Kombinationspartner von 

Tyrosinkinaseinhibitoren bei Bcr-Abl-positiven Zellen zu rechnen sei, sollten zunächst die 

sowohl gegenüber Imatinib als auch PD166326 sensiblen Bcr-Abl-Wildtypzellen untersucht 

werden. In zwei voneinander getrennten Versuchen sollte 17-AAG einmal mit Imatinib und 

einmal mit PD166326 kombiniert werden.  

 

4.3.2.1 17-AAG in Kombination mit Imatinib 

 

4.3.2.1.1 Bcr-Abl-WT 
 
Zunächst wurden die Wechselwirkungen zwischen 17-AAG und Imatinib in mit dem Bcr-

Abl-Wildtyp transformierten Zellen analysiert. Die Auswertung ergab das Säulendiagramm 

der Abb. 19a. Man erkennt in der obersten Zeile, dass 17-AAG in den eingesetzten 

Konzentrationsschritten nahezu  equitoxisch gegenüber Imatinib wirkt und die 

Zellproliferation bereits als Einzelsubstanz in der Maximalkonzentration auf 13 % absenkt. 

 
 

 

Abb. 19 
 
Inhibition von Bcr-AblWT-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und 17-AAG 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices an fünf über das Wirkspektrum verteilten Punkten 
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Die in Abb. 19b dargestellten CI-Einzelwerte reflektieren fast das gesamte 

Proliferationshemmungsspektrum. An Punkt 3 zum Beispiel, der das Zusammenwirken von 

247 nM 17-AAG und 250 nM Imatinib wiederspiegelt, ergibt sich ein CI von 1,07, also ein 

deutlich additiver Effekt. Die CI-Werte der ersten beiden Punkte liegen etwas darüber (1,34 

und 1,13) und diejenigen der folgenden zwei Messpunkte etwas darunter (0,99 und 0,80). 

 

 

4.3.2.1.2 F311I 

 

Die gegenüber Imatinib resistente Bcr-Abl-Mutation F311I wurde ebenfalls einer 

Kombination aus Imatinib und 17-AAG ausgesetzt, um festzustellen, ob die für den Wildtyp 

geltenden Verhältnisse auch hier aufrecht erhalten würden. Im Säulendiagramm (Abb. 20a) 

erkennt man die deutliche Imatinibresistenz daran, dass erst der Einsatz von 2000 nM 

Imatinib das Zellwachstum auf 81 % zurückzudrängen vermag. Die CI-Werte rangieren über 

den gesamten Proliferationsbereich zwischen 0,92 und 1,16, weisen also auf eine Addition der 

Einzelsubstanzeffekte hin (Abb. 20b). 

 
 

 

Abb. 20 
 
Inhibition von Bcr-AblF311I-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und 17-AAG 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices an fünf über das Wirkspektrum verteilten Punkten 
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4.3.2.2 17-AAG in Kombination mit PD166326 

 

4.3.2.2.1 Bcr-Abl-WT 
 
Bei der Kombination aus 17-AAG und PD166326 zur Behandlung von mit Bcr-Abl-Wildtyp 

transfizierten Zellen ergab sich ein zur Kombination mit Imatinib analoges Bild. Im 

Säulendiagramm (Abb. 21a) erkennt man einen deutlich proliferationshemmenden Einfluss 

der Einzelsubstanzen. Diese verhalten sich additiv zueinander, was aus der Berechnung der 

CI-Werte hervorgeht, die sich in einem engen Bereich um 1,0 bewegen (Abb. 21b). 

 
 

 

 

4.3.2.2.2 F317V 

 

Zuletzt wurden Zellen, die mit der PD166326-resistenten Bcr-Abl-Mutante F317V 

transformiert worden waren, einer Kombination aus 17-AAG und PD166326 ausgesetzt. Abb. 

22a stellt die Effekte dieser Kombination dar. Die Kombinationsindizes können Abb. 22b 

entnommen werden: Es zeigt sich eine Addition der Wirkungen von 17-AAG und PD166326. 

Abb. 21 
 
Inhibition von Bcr-AblWT-Zellen durch eine Kombination aus PD166326 und 17-AAG 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices an fünf über das Wirkspektrum verteilten Punkten 
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Die hierbei errechneten CI-Werte bewegen sich über den gesamten Proliferationsbereich um 

1,1. 

 
 

 

 

4.4 Untersuchung der Bcr-Abl-Autophosphorylierung bzw. -Degradation nach  

      Inkubation mit Imatinib, PD166326 und 17-AAG und deren Kombinationen 
 
Um den Einfluss der Einzelsubstanzen und ihrer Kombinationen auf verschiedene Varianten 

von Bcr-Abl beobachten zu können, wurden sowohl Zellen mit dem Bcr-Abl-Wildtyp als 

auch solche mit der Imatinib-resistenten Mutation E255K inhibiert. 

 

4.4.1 Bcr-Abl-WT 
 
Abb. 23a zeigt die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse bei der Behandlung von Ba/F3-

Zellen, die den Bcr-Abl-Wildtyp exprimieren. Betrachtet man zunächst nur die Bcr-Abl-

Expression, stellt man fest, dass sie in allen Inhibitorkonstellationen deutlich erkennbar ist, 

außer in denen, die 17-AAG enthalten. Während durch 17-AAG alleine bereits eine deutlich 

Abb. 22 
 
Inhibition von Bcr-AblF317V-Zellen durch eine Kombination aus PD166326 und 17-AAG 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices an fünf über das Wirkspektrum verteilten Punkten 
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abgeschwächte Bcr-Abl-Expression auftritt, kann man diese in der Kombination mit Imatinib 

kaum noch und in der Kombination mit PD166326 gar nicht mehr beobachten. 

Bei der Untersuchung des Phosphorylierungszustandes von Bcr-Abl stellt man fest, dass 

dieser in sämtlichen Wirkstoffkonstellationen verringert ist. Bereits die Einzelsubstanzen 

verhindern die vollständige Phosphorylierung von Bcr-Abl. Die Kombination aus Imatinib 

und PD166326 drängt die Phosphorylierung noch weiter zurück, während die Kombinationen 

von Imatintib oder PD166326 mit 17-AAG nur noch äußerst schwache Restphosphorylierung 

erkennen lassen. 

 
 

 

 

 

 

 

4.4.2 E255K 

 

In Form von E255K sollte der Zustand einer Imatinib-resistenten Mutation von Bcr-Abl nach 

Inkubation mit den verschiedenen Wirkstoffkonstellationen untersucht werden. Man erkennt 

Abb. 23 
 
Kombinationsinhibition von Bcr-AblWT- und Bcr-AblE255K-Zellen durch Imatinib, PD166326 und 17-AAG 

Bcr-AblWT- (a) und Bcr-AblE255K-Zellen (b) wurden zu 1 x 106 Zellen/ml ausplattiert und 2,5 h mit 1 µM Imatinib, 10 nM 

PD166326 und 250 nM 17-AAG als Einzelsubstanzen und ihren Kombinationen inkubiert. Die Lyse erfolgte in einem 

Volumen von 150 µl. Je 30 µl der Lysate wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteinfraktionen wurden 

anschließend im Western-Blot mit monoklonalen anti-Abl- (8E9), anti-pTyr- (PY20, 4G10) und anti-Aktin- (AC15) 

Antikörpern dargestellt. 
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in Abb. 23b, dass die Bcr-Abl-Expression - wie im vorausgegangenen Versuch - durch 17-

AAG alleine und in Kombination mit den Tyrosinkinaseinhibitoren stark vermindert wird. 

Dieser Effekt tritt erneut in den 17-AAG-haltigen Kombinationen deutlicher hervor als durch 

die Einzelsubstanz. Die Bcr-Abl-Phosphorylierung nimmt durch sämtliche Inhibitoren ab, mit 

Ausnahme von Imatinib als Einzelsubstanz. PD166326 alleine erzeugt etwa die gleiche 

Phosphorylierungsreduktion wie die Kombination aus PD166326 und Imatinib. Die 17-AAG-

haltigen Wirkstoffkombinationen wirken der Phosphorylierung von Bcr-Abl am stärksten 

entgegen. Betrachtet man nur die Bcr-Abl-Expression, so erkennt man erneut, dass diese 

durch die degradierende Wirkung von 17-AAG reduziert wird. 

 

 

4.5 Die m-TOR-Inhibitoren Rapamycin und RAD001 als Kombinationsinhibitoren 
 
Um die Kombinationsfähigkeit weiterer Substanzen zu überprüfen, die über einen anderen 

Wirkmechanismus als Imatinib verfügen, kamen nun die m-TOR-Inhibitoren Rapamycin und 

RAD001 zum Einsatz. 

 

4.5.1 Ermittlung der Bcr-Abl-Spezifität von Rapamycin und RAD001 

 

Über 48 Stunden wurden sowohl Ba/F3-Parentalzellen als auch Bcr-Abl-WT-transformierte 

Ba/F3-Zellen ansteigenden Rapamycinkonzentrationen bis zu 40 nM und parallel dazu 

RAD001-Konzentrationen bis zu 6,4 nM ausgesetzt. 

Abb. 24a zeigt, dass bereits bei 0,63 nM Rapamycin eine deutliche Proliferationshemmung 

einsetzt. Ab 5 nM wird ein Plateau von ca. 60 %-iger Proliferationshemmung erreicht, das 

sich auch in hohen Konzentrationen konstant hält. Da sowohl die Parentalzellen als auch die 

Bcr-Abl-positiven Zellen gleich stark inhibiert werden, lässt sich keinerlei spezifische 

Wirkung von Rapamycin nachweisen. Auf 100 %-ige Proliferationshemmung bezogen liegt 

der IC50-Wert bei ca. 4 nM Rapamycin. In Anbetracht der Tatsache, dass sich bei 60 %-iger 

Proliferationhemmung jedoch ein Plateau einstellt, kann man sagen, dass Rapamycin 50 % 

seines Inhibitionspotenzials bei einer Konzentration von ca. 0,5 nM erreicht. Rapamycin 

wurde also in den folgenden Kombinationsversuchen in Konzentrationsstufen von 0,125 nM 

bis 4 nM eingesetzt. 

In Abb. 24b erkennt man, dass RAD001 die Wildtypzellen ebenfalls in gleichem Maße wie 

die Parentalzelen hemmt, also gleichsam unspezifisch wirkt. Die effektiven Konzentrationen 

liegen dabei zwischen 0,1 nM und 1,6 nM, bevor durch höhere Konzentrationen ein 
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Inhibitionsplateau bei ca. 60 % erreicht wird. In den folgenden Kombinationsversuchen 

kamen deshalb RAD001-Konzentrationen zwischen 0,1 nM und 3,2 nM zum Einsatz. 

 
 

 

 

 

4.5.2 Rapamycin in Kombination mit Imatinib 
 
4.5.2.1 Bcr-Abl-WT 
 
Wie schon in den vorhergehenden Versuchen sollten zunächst mit dem Bcr-Abl-WT 

transformierte Ba/F3-Zellen inhibiert werden. Abb. 25a zeigt das Säulendiagramm nach 48 

Stunden Wachstumshemmung durch die Kombination aus Imatinib und Rapamycin. Man 

erkennt, dass die einzelnen Konzentrationsschritte von Rapamycin als Einzelsubstanz den 

proliferationshemmenden Bereich gut auflösen, bevor das Wirkungsplateau bei ca. 60 % 

Wachstumsinhibition - ensprechend 40 % OD - beginnt. Die Berechnung der 

Kombinationsindices im Konzentrationsverhältnis zwischen Rapamycin und Imatinib von 

1:1000 ergibt über den gesamten Inhibitionsbereich Werte zwischen 0,9 und 0,45, die auf 

deutlichen Synergismus hinweisen (Abb. 25b). Im Gegensatz zu den vorhergehenden 

Abb. 24 
 
Wirkung von Rapamycin und RAD001 auf Ba/F3-Parental- und Ba/F3-Bcr-AblWT-Zellen 

Ba/F3-Parental- und Ba/F3-Bcr-AblWT-Zellen wurden über 48 h ansteigenden Konzentrationen von Rapamycin (a) und 

RAD001 (b) ausgesetzt. Die Proliferation wurde jeweils mittels MTS-Assay bei 490 nm gemessen. 
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Kombinationstherapien aus Imatinib und PD166326 untereinander und in Verbindung mit 17-

AAG, die allesamt wegen der um den Wert 1 streuenden Kombinationsindices additiv 

wirkten, liefert Rapamycin als Interaktionspartner keinen einzigen CI-Wert im additiven 

Bereich zwischen 0,9 und 1,1. Sämtliche CI-Werte weisen auf synergistische Wirkung hin. 

 
 

 

 

 

4.5.2.2 F317V 

 

Um zu überprüfen, ob der beim Wildtyp gemessene Synergismus auch im Rahmen der 

Kombinationsbehandlung einer resistenten Form von Bcr-Abl auftritt, sollte nun die Mutante 

F317V zum Einsatz kommen. Diese verfügt über Resistenz gegenüber PD166326 und wurde 

mit einer Kombination aus Imatinib und Rapamycin inhibiert. Abb. 26a  zeigt das 

Proliferationsverhalten nach 48 Stunden. Man erkennt, dass beide Inhibitoren alleine bereits 

ihre volle Wirkung entfalten: 2000 nM Imatinib drängt die Proliferation fast 100 %-ig zurück, 

während Rapamycin bereits ab einer Konzentration von 1 nM das Inhibitionsplateau erreicht. 

Abb. 26b zeigt die Kombinationsindices von Rapamycin und Imatinib im  Verhältnis 1:500. 

Abb. 25 
 
Inhibition von Bcr-AblWT-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und Rapamycin 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices (CI) simuliert über das gesamte Inhibitionsspektrum (fractional effect), Imatinib/Rapamycin-

Konzentrationsverhältnis 1000:1 
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Die CI-Werte liegen ähnlich im synergistischen Bereich wie diejenigen des Bcr-Abl-

Wildtyps: Zwar rangieren sie bis zum ED40 zunächst im antagonistischen Bereich (CIED40: 

1,3), jedoch registriert man bereits ab dem ED50 einen CI von 0,85, der leichten Synergismus 

anzeigt. Im Folgenden sinken die CI-Werte tief in den deutlich synergistischen Bereich und 

erreichen ab dem ED80 einen Plateau-CI von 0,44. 

Es lässt sich also sagen, dass Imatinib und Rapamycin sich in ihrer Wirkung ab dem ED50 

deutlich synergistisch verstärken. 

 
 

 

 

 

4.5.2.3 T315I 

 

Die Bcr-Abl-Punktmutation T315I zeichnet sich durch starke Resistenz sowohl gegenüber 

Imatinib als auch PD166326 aus. Es stellte sich nun die Frage, ob es gelingen könnte, durch 

Kombination mit Rapamycin diese Imatinib-Resistenz zu durchbrechen. 

Abb. 26 
 
Inhibition von Bcr-AblF317V-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und Rapamycin 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices (CI) simuliert über das gesamte Inhibitionsspektrum (fractional effect), Imatinib/Rapamycin-

Konzentrationsverhältnis 500:1 
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Abb. 27 zeigt, dass T315I auf Imatinib auch in Gegenwart von Rapamycin keinerlei Effekte 

zeigt. Rapamycin dagegen entfaltet seine volle Effektivität. Aufgrund der Wirkungslosigkeit 

von Imatinib, lassen sich somit für T315I keine Kombinationsindizes berechnen. 

 
 

 

 

 

4.5.2.4 E255K 

 

Nach T315I wurde eine weitere stark Imatinib-resistente Mutation der Kombination aus 

Rapamycin und Imatinib ausgesetzt, nämlich E255K. Abb. 28 zeigt, dass hierbei die 

Proliferationshemmung analog zu T315I verläuft: Imatinib alleine zeigt keinerlei 

inhibitorische Wirkung, während Rapamycin die Mutation genauso effektiv hemmt, wie den 

Wildtyp. Es lassen sich somit erneut keine Aussagen über die Kombinationsindizes machen.  

 

Abb. 27 
 
Inhibition von Bcr-AblT315I-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und Rapamycin 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices (CI) simuliert über das gesamte Inhibitionsspektrum (fractional effect), Imatinib/Rapamycin-

Konzentrationsverhältnis 500:1 
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4.5.3 Rapamycin in Kombination mit PD166326 
 
4.5.3.1 E255K 
 

E255K-Zellen wurden nun der Kombination aus Rapamycin und PD166326 ausgesetzt, um zu 

untersuchen, wie sich die Interaktion zweier wirksamer Inhibitoren bei dieser Imatinib-

resistenten Mutation gestalten würde. Abb. 29a zeigt, dass sowohl PD166326 als auch 

Rapamycin bereits als Einzelsubstanzen ihre jeweilige Maximalwirkung erreichen: Schon ab 

einer PD166326-Konzentration von 80 nM erfolgt eine vollständige 

Proliferationsunterdrückung, während Rapamycin ab einer Konzentration von 1 nM sein 

Inhibitionsplateau bei 60 %-iger Wachstumshemmung erreicht. Die Kombinationsindizes 

beider Wirkstoffe im Verhältnis Rapamycin zu PD166326 von 1:40 stellen sich in Abb. 29b 

dar. Ab dem ED60 sinken die CI-Werte unter 1 und beschreiben ab dem ED70 (CI: 0,88) 

leichten Synergismus, der sich zum ED90 hin auf 0,72 steigert. Zwar liegen diese CI-Werte 

nicht so weit im synergistischen Bereich wie diejenigen, die durch Rapamycinkombination 

mit Imatinib an Zellen mit der F317V-Variante oder dem Wildtyp  errechnet werden konnten, 

Abb. 28 
 
Inhibition von Bcr-AblE255K-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und Rapamycin 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices (CI) simuliert über das gesamte Inhibitionsspektrum (fractional effect), Imatinib/Rapamycin-

Konzentrationsverhältnis 500:1 
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jedoch lässt sich nach diesem Versuch auch PD166326 als synergistisch wirkender 

Kombinationspartner von Rapamycin bezeichnen. 

 
 

 

 

 

4.5.4 RAD001 in Kombination mit Imatinib 
 
4.5.4.1 Bcr-Abl-WT 
 

Die Kombinationsfähigkeit von RAD001 sollte zunächst an mit dem Bcr-Abl-Wildtyp 

transfizierten Ba/F3-Zellen untersucht werden. Abb. 30a zeigt die Resultate der 

Kombinationstherapie im Säulendiagramm. Man erkennt, dass mit den ausgewählten 

RAD001-Konzentrationen der effektiv inhibierte Proliferationsbereich ausreichend aufgelöst 

werden kann, bevor der Übergang in das Inhibitionsplateau erfolgt. 

Abb. 30b stellt die berechneten Kombinationsindices zwischen RAD001 und Imatinib im 

Verhältnis 1:625 dar. Zwischen dem ED40 und dem ED90 ergeben sich auf Synergismus 

hinweisende CIs mit dem stärksten Wert von 0,73 am ED70. 

Abb. 29 
 
Inhibition von Bcr-AblE255K-Zellen durch eine Kombination aus PD166326 und Rapamycin 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices (CI) simuliert über das gesamte Inhibitionsspektrum (fractional effect), Imatinib/Rapamycin-

Konzentrationsverhältnis 1000:1 
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4.5.4.2 F317V 

 

Als Nächstes wurde das Wachstumsverhalten der PD166326-resistenten Bcr-Abl-Mutation 

F317V gegenüber der Kombination aus RAD001 und Imatinib untersucht. Abb. 31a zeigt die 

Ergebnisse nach 48 Stunden Inhibition. Die daraus berechneten Kombinationsindices für 

RAD001 und Imatinib im Verhältnis 1 zu 625 (Abb. 31b) verdeutlichen das synergistische 

Potenzial dieser Kombination zwischen dem ED35 und dem ED90, mit dem stärksten Wert von 

0,69 am ED65. Zwar finden sich hier insgesamt nicht ganz so ausgeprägte CIs wie im 

entsprechenden Versuch mit Rapamycin, wo ein CI von 0,44 ermittelt werden konnte, jedoch 

kann das Ergebnis auch hier als eindeutiger Synergismus gewertet werden. 

Abb. 30 
 
Inhibition von Bcr-AblWT-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und RAD001 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices (CI) simuliert über das gesamte Inhibitionsspektrum (fractional effect), Imatinib/RAD001-

Konzentrationsverhältnis 625:1 
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4.5.4.3 E255K 

 

Auch im Falle von RAD001 sollte die Effektivität einer Kombination mit Imatinib zur 

Inhibition der stark Imatinib-resistenten Bcr-Abl-Mutante E255K überprüft werden. Abb. 32 

zeigt das Proliferationsverhalten nach 48 Stunden. Man erkennt, dass Imatinib als 

Einzelsubstanz keinerlei hemmende Wirkung entfaltet, während RAD001 genauso effektiv 

inhibitert, wie beim Wildtyp. Es ließen sich somit keine Kombinationsindizes berechnen. 

Abb. 31 
 
Inhibition von Bcr-AblF317V-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und RAD001 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices (CI) simuliert über das gesamte Inhibitionsspektrum (fractional effect), Imatinib/RAD001-

Konzentrationsverhältnis 625:1 
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4.5.5 RAD001 in Kombination mit PD166326 

 

4.5.5.1 E255K 

 

Zuletzt sollte herausgefunden werden, ob RAD001 genau wie Rapamycin in Kombination mit 

PD166326 an E255K-Zellen einen Synergismus erzeugen würde. Abb. 33a zeigt die Resultate 

nach 48 Stunden Inkubation. Die berechneten Kombinationsindizes für RAD001 und 

PD166326 im Verhältnis 1:25 spiegeln sich in Abb. 33b wieder. Ab dem ED50 erreicht die 

Wirkstoffkombination auf Synergismus hinweisende CI-Werte bis zu 0,53. Im Vergleich zum 

entsprechenden Kombinationsversuch mit Rapamycin (Abb. 29b) fallen die CIs mit RAD001 

deutlich synergistischer aus. 

Abb. 32 
 
Inhibition von Bcr-AblE255K-Zellen durch eine Kombination aus Imatinib und RAD001 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices (CI) simuliert über das gesamte Inhibitionsspektrum (fractional effect), Imatinib/RAD001-

Konzentrationsverhältnis 625:1 
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4.5.6 Bcr-Abl-Autophosphorylierung nach Kombinationsinhibition durch RAD001 und 

         die Tyrosinkinaseinhibitoren 

 

Nachdem wir beobachtet hatten, dass an E255K-Zellen RAD001 in Kombination mit Imatinib 

additiv, in Kombination mit PD166326 jedoch synergistisch wirkt, sollte nun das Bcr-Abl-

Autophosphorylierungsverhalten in den einzelnen Kombinationen untersucht werden. Abb. 34 

zeigt, dass in Wildtypzellen sowohl Imatinib als auch PD166326 als Einzelsubstanzen und  in 

Kombination mit RAD001 die Bcr-Abl-Autophosphorylierung deutlich reduzieren. Man 

erkennt ebenfalls, dass RAD001 keinerlei Einfluss ausübt. Anders verhalten sich die E255K-

Zellen: Imatinib entfaltet hier keinerlei inhibitorische Wirkung auf die Bcr-Abl-

Autophosphorylierung, während PD166326 diese deutlich einschränkt. RAD001 weist erneut 

keine Beeinflussung der Phosphorylierung auf. 

Abb. 33 
 
Inhibition von Bcr-AblE255K-Zellen durch eine Kombination aus PD166326 und RAD001 

a: Proliferationsverhalten nach 48 h Kombinationsinhibition 

b: Kombinationsindices (CI) simuliert über das gesamte Inhibitionsspektrum (fractional effect), PD166326/RAD001-

Konzentrationsverhältnis 25:1 
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Abb. 34 
 
Kombinationsinhibition von Bcr-AblWT- und Bcr-AblE255K-Zellen durch Imatinib, PD166326 und RAD001 

Die Zellen wurden zu 1 x 106 Zellen/ml ausplattiert und 2,5 h mit 2nM RAD001, 900 nM Imatinib und 20 nM PD166326 als 

Einzelsubstanzen und ihren Kombinationen inkubiert. Die Lyse erfolgte in einem Volumen von 150 µl. Je 30 µl der Lysate 

wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteinfraktionen wurden anschließend im Western-Blot mit monoklonalen anti-

Abl- (8E9), anti-pTyr- (PY20, 4G10) und anti-Aktin- (AC15) Antikörpern dargestellt. 
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5. Diskussion 
 
 
Imatinib nimmt eine Sonderstellung unter den in der Hämatologie verwendeten Wirkstoffen 

ein. Dies liegt vor allem am höchst spezifischen Wirkmechanismus dieses 

Tyrosinkinaseinhibitors: Durch die Entwicklung von Imatinib gelang es nämlich überhaupt 

zum ersten Mal, die molekulare Ursache eines Tumors gezielt auszuschalten. Sicherlich spielt 

dabei auch eine Rolle, dass sich als onkogene Ursache bei der CML in Form des Bcr-Abl-

Fusionsgens ein einziges Gen identifizieren lässt, das durch reziproke Translokation zwischen 

den Chromosomen 9 und 22 entsteht (Rowley et al., 1973). Dieser im Vergleich zu vielen 

anderen Tumoren „simplen“ Genese der CML kann man es zuschreiben, dass sich die 

Forschungsbemühungen in diesem Bereich bereits sehr früh auf Bcr-Abl und seine 

spezifischen Auswirkungen auf die Zellphysiologie konzentrierten. 

Neben diesem Pionier-Status in der Geschichte der Onkologie existiert jedoch noch ein 

weiterer Grund für die Besonderheit von Imatinib: seine Effektivität. In den letzten Jahren 

setzte sich Imatinib gegenüber seinen Vorgängern INF-α und Ara-C in der klinischen CML-

Behandlung durch. Sowohl die CCR als auch die CHR, die beide mit einer besseren Prognose 

in Verbindung gebracht werden, lassen sich früher und bei einem größeren Anteil der 

Behandelten nachweisen (Guilhot, 2004). 

Bereits im Jahr 2000 jedoch wurde durch le Coutre et al. ein Resistenzmechanismus durch 

Bcr-Abl-Amplifikation beschrieben, bevor ein Jahr später die Bcr-Abl-Mutation T315I als 

Prototyp der Resistenzbildung durch Punktmutation identifiziert wurde (Gorre et al., 2001). 

Seitdem wurden über zwei Dutzend verschiedene Bcr-Abl-Punktmutationen beschrieben, die 

eine Imatinib-Resistenz erzeugen (v. Bubnoff et al., 2002; Roche-Lestienne et al., 2002; 

Branford et al., 2003; Hochhaus et al., 2003). 

Derzeit werden verschiedene Lösungsansätze dem Problem der Prävention und Behandlung 

dieser Punktmutationen gegenübergestellt. Zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass sich 

bestimmte Resistenzen gegenüber Imatinib durch Imatinibdosiserhöhung durchbrechen lassen 

(v. Bubnoff 2002, 2003). Dadurch lassen sich bei Patienten raschere Remissionen erreichen, 

jedoch bleibt weiterhin unklar, ob sich eine Verbesserung der Langzeitergebnisse ergibt 

(Kantarjian et al., 2004). 

Einen weiteren sehr interessanten Ansatz bietet das vor allem aus dem Bereich der 

Antibiotika/Virostatika-Behandlung bekannte Prinzip der Kombinationstherapie. Hiermit 

werden z.B. in der Therapie von Tuberkulose oder HIV seit Jahren Erfolge erzielt. Kürzlich 
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konnte gezeigt werden, dass bei Bcr-Abl-positiven CML-Zellen die Kombination mehrerer 

Tyrosinkinase-Inhibitoren inhibitionsverstärkend wirkt (v. Bubnoff, 2003). 

Auf diese Grundidee aufbauend wurde in dieser Arbeit untersucht, ob sich Imatinib mit 

weiteren auf Bcr-Abl inhibitorisch wirkenden Substanzen und vor allem auch nicht primär die 

Tyrosinkinase inhibierenden Wirkstoffen kombinieren lässt. Dabei sollte herausgearbeitet 

werden, welche spezifischen Kombinationskonstellationen gegenüber Imatinib resistente 

Klone am effektivsten in ihrem Wachstum hemmen. 

 

5.1 Imatinib in Kombination mit PD166326 
 
Die Gruppe der Pyrido-Pyrimidine, deren Vertreter PD166326 in dieser Arbeit zum Einsatz 

kam, verfügt über vielerlei Ähnlichkeiten mit Imatinib (Kap. 1.5.1). Sowohl Imatinib als auch 

PD166326 entfalten ihre inhibitorische Wirkung direkt an der ATP-Bindungsstelle von Bcr-

Abl. Der Hauptunterschied besteht jedoch darin, dass PD166326 sowohl an aktives als auch 

an inaktives Bcr-Abl bindet. Hinzu kommt, dass sich PD166326 durch seine geringere 

Molekülgröße leichter in die ATP-Bindungstasche einfügt und somit die meisten der 

Imatinib-resistenten Punktmutationen von Bcr-Abl hemmen kann. 

Die Kombinationsbehandlung aus Imatinib und PD166326 wurde an Ba/F3-Zellen 

durchgeführt, die entweder mit dem Bcr-Abl-Wildtyp transformiert worden waren oder mit 

dessen Imatinib-resistenter Mutante F311I oder mit der PD166326-resistenten Mutation 

F317V (Abb. 13, 14, 15). An allen drei Varianten von Bcr-Abl konnte eine gegenseitig 

additive Wirkungsverstärkung der beiden Tyrosinkinaseinhibitoren festgestellt werden. Die 

additive Wirkung der beiden Tyrosinkinaseinhibitoren lässt sich leicht nachvollziehen, wenn 

man sich bewusst macht, dass beide ihre Wirkung über die ATP-Bindungsstelle der 

Kinasedomäne von Bcr-Abl entfalten. Nach dem Prinzip der kompetetiven Hemmung kann 

immer nur ein Inhibitor Wasserstoffbrückenbindungen zu einer ATP-Bindungsstelle 

ausbilden. Er blockiert somit nicht nur den Zugang für ATP, sondern auch für den anderen 

Tyrosinkinaseinhibitor. Dieser wiederum muss sich ein freies Bcr-Abl suchen, um dort seine 

dem Kombinationspartner gleichwertige Wirkung zu entfalten. 

Für den klinischen Alltag könnte dieses additive Verhalten der kombinierten 

Tyrosinkinaseinhibitoren die Möglichkeit eröffnen, ein größeres Resistenzspektrum effektiv 

zu behandeln. Dabei sollte darauf geachtet werden, dass mindestens ein Kombinationspartner 

über hohe Potenz verfügt (v. Bubnoff et al., 2005). Als erster Schritt zur Einführung in die 

CML-Therapie wird PD166326 derzeit in präklinischen im Mausmodell getestet (Wolff et al., 

2005). 
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Bei der Bewertung der Wechselwirkungen zwischen Imatinib und PD166326 sollte auch eines 

nicht vergessen werden: Addition schließt Antagonismus aus. Schon der simple Nachweis, 

dass sich beide Tyrosinkinaseinhibitoren in ihrer Effektivität nicht gegenseitig behindern, 

kann als positiv gewertet werden. Diese Tatsache bildet die Grundvoraussetzung für eine 

mögliche klinische Anwendung solch einer Kombinationstherapie. 

Im klinischen Alltag kommt es bei CML-Patienten häufig vor, dass mehrere verschiedene 

punktmutierte und somit resistente Bcr-Abl-Klone gleichzeitig auftreten. Um die Einflüsse 

einer Kombinationsbehandlung auf solch eine Resistenzkonstellation möglichst realitätsnah 

zu erkunden, wurden in dieser Arbeit Gemische aus Zellen, die die PD166326-resistente 

Mutante F317V exprimieren, und solche, die die Imatinib-resistenten Mutanten H396P oder 

E255K beherbergen, einer Kombination aus beiden Tyrosinkinaseinhibitoren unterzogen 

(Abb. 16, 17). 

Es stellte sich beim Einsatz von PD166326 bzw. Imatinib als Einzelsubstanzen heraus, dass 

die Zellgemische über 2 Tage stark in ihrer Proliferation gehemmt werden, danach jedoch 

zum 3. Tag hin einen deutlichen Wachstumsschub aufweisen. Dies muss man so 

interpretieren, dass das gemessene Gesamtwachstum in den ersten 2 Tagen durch Inhibition 

der sensitiven Hälfte des Zellgemisches zwar zurückgedrängt werden kann; am 3. Tag jedoch 

„überwächst“ der resistente Klon sozusagen die inhibierten sensitiven Mutanten und erzeugt 

dadurch den gemessenen Gesamtproliferationsanstieg. Die Kombination aus Imatinib und 

PD166326 dagegen führte über die ersten 2 Tage im Vergleich zu den Einzelsubstanzen zu 

einer deutlich verstärkten Proliferationsinhibition und brachte bis spätestens zum 3. Tag 

sämtliches Zellwachstum zum Erliegen. Die Western-Blot-Analyse zeigt, dass die mit den 

Einzelsubstanzen behandelten Zellgemische nach 2 Tagen noch eine deutliche 

Phosphorylierung von Bcr-Abl aufweisen. Man kann davon ausgehen, dass dies dem 

konstitutiv aktiven Bcr-Abl der jeweils resistenten Mutante entspricht. Bei der Kombination 

aus Imatinib und PD166326 erkennt man nur noch äußerst geringe Bcr-Abl-Restaktivität, da 

beide Bcr-Abl-Mutationen gleichzeitig effektiv inhibiert werden. 

Insgesamt lässt sich also festhalten, dass Imatinib und PD166326 erfolgreich nebeneinander 

eingesetzt werden können und sich dabei ihre jeweiligen Einzelwirkungen addieren. 

 

5.2 Imatinib und PD166326 in Kombination mit 17-AAG 
 
Der HSP90-Inhibitor 17-AAG verfügt im Vergleich zu seinem Ursprungsmolekül 

Geldanamycin über weniger Toxizität und mehr Stabilität, weshalb er derzeit auch in Phase-I-

Studien an diversen Tumorentitäten, wenn auch noch nicht bei der CML, untersucht wird 
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(Sausville et al., 2003). Bei mehreren Melanompatienten konnte bereits eine Stabilisierung 

des Zustandes durch 17-AAG nachgewiesen weden (Banerji, 2003). 

Vor kurzem fand man heraus, dass die Affinität von 17-AAG zu HSP90 in entarteten Zellen 

100fach diejenige zu HSP90 in gesunden Zellen übersteigt (Kamal et al., 2003). In 

Übereinstimmung damit gelingt es 17-AAG, selektiv in Tumorgewebe zu akkumulieren (Xu 

et al., 2003). Man geht davon aus, dass dies zum einen darin begründet liegt, dass HSP90 in 

entarteten Zellen in einem Multienzymkomplex auftritt, der seine Affinität sowohl für 

Substrate als auch für 17-AAG steigert (Kamal et al., 2004). Zum anderen verfügt eine 

entartete Zelle durch die Überproduktion von Proteinen an den Ribosomen über einen 

erhöhten HSP90-Bedarf, um für möglichst korrekte Faltung zu sorgen. Es liegt hier also ein 

Selektionsdruck für HSP90 vor, der schließlich zu dessen Hochregulierung in der Tumorzelle 

führt, wodurch gleichzeitig mehr 17-AAG binden kann (Workman, 2003). 

Bereits länger betrachtet man 17-AAG deshalb auch bei der Erforschung der CML als einen 

äußerst interessanten Wirkstoff. Es gilt als gesichert, dass 17-AAG bei Bcr-Abl-positiven 

Zellen Apoptose induziert (Nimmanapalli et al., 2001) und sogar die Imatinib-resistenten 

Punktmutationen T315I und E255K inhibiert (Gorre et al., 2002). 

Während die Tyrosinkinaseinhibitoren Imatinib und PD166326 direkt an Bcr-Abl ansetzen, 

um dieses zu inhibieren, benutzt 17-AAG den „Umweg“ über die spezifische Hemmung von 

HSP90, was die proteasomale Degradation von Bcr-Abl zur Folge hat. Es bietet sich also an, 

diese beiden Substanzklassen zu kombinieren, um herauszufinden, ob sie sich ebenfalls 

gegenseitig in ihrer Wirkung verstärken. Da hierzu noch keinerlei Daten vorliegen, wurden 

17-AAG und Imatinib oder PD166326 an verschiedenen Varianten von Bcr-Abl untersucht, 

nachdem sich der Ursprungswirkstoff Geldanamycin als zu toxisch für die Verwendung in 

den Kombinationsexperimenten erwiesen hatte. 

Zunächst wurden Ba/F3-Zellen, die den Bcr-Abl-Wildtyp exprimieren, sowohl einer 

Kombination aus 17-AAG und Imatinib als auch einer aus 17-AAG und PD166326 ausgesetzt 

(Abb. 19, 21). Anschließend wurde die Kombination aus Imatinib und 17-AAG zur Inhibition 

der Imatinib-resistenten Bcr-Abl-Mutation F311I eingesetzt, während die PD166326-

resistente Mutation F317V der Kombination aus 17-AAG und PD166326 unterzogen wurde 

(Abb. 20, 22). In allen vier Fällen ließen sich Kombinationsindices berechnen, die auf 

Additivität hinweisen. Die Kombination von 17-AAG mit den Tyrosinkinaseinhibitoren 

eröffnet also die Möglichkeit, bei gleichen Wirkstoffdosen im Vergleich zur Behandlung mit 

den Einzelsubstanzen größere Effekte zu erzielen.. 



5. Diskussion 74 

Der additive Charakter der Wirkung von 17-AAG in Kombination mit den 

Tyrosinkinaseinhibitoren bestätigte sich in der Western-Blot-Analyse sowohl bei der 

Einzelsubstanzen- als auch der Kombinationsbehandlung von Zellen, die mit dem Bcr-Abl-

Wildtyp transformiert worden waren, und solchen, die die Imatinib-resistente Bcr-Abl-

Mutation E255K exprimieren (Abb. 23). Für beide Bcr-Abl-Varianten gilt: Sowohl die 

Kombination aus Imatinib und PD166326 als auch die Kombinationen aus 17-AAG und 

Imatinib oder PD166326 verringern die Bcr-Abl-Autophosphorylierung effektiver als die 

Einzelsubstanzen. Es sei hier erwähnt, dass 17-AAG die Phosphorylierung natürlich nicht 

direkt reduziert, sondern lediglich über Bcr-Abl-Degradation wirkt, unabhängig davon, ob 

dieses phosphoryliert oder unphosphoryliert vorliegt. Die wirkungsvollste 

Phosphorylierungsunterdrückung kam somit durch die 17-AAG-haltigen Kombinationen zu 

Stande. 

Zusätzlich beobachtet man bei den Bcr-AblE255K exprimierenden Imatinib-resistenten Zellen, 

dass Imatinib alleine keinen Effekt zeigt. In Kombination mit PD166326 entspricht die 

Wirkung recht genau derjenigen, die durch PD166326 als Einzelwirkstoff auftritt. Es lässt 

sich hier also folgern, dass in der Kombination einzig und alleine PD166326 wirkt. 

Interessanterweise ergibt sich beim Vergleich mit der Kombination aus 17-AAG und Imatinib 

bei genauer Betrachtung ein anderes Bild. In dieser Konstellation scheint Imatinib doch einen 

gewissen Beitrag, wenn auch einen sehr kleinen, zur Phosphorylierungsinhibition zu leisten, 

da die Kombinationsbande etwas schmäler ausfällt als die bei 17-AAG als Einzelsubstanz. 

Man sollte diese Beobachtung ob ihrer relativ geringen Ausprägung sicherlich nicht 

überbewerten. Dennoch sollte man auch nicht ausschließen, dass an einen 17-AAG-HSP90-

Komplex gebundenes Bcr-AblE255K früher für die inhibitorische Wirkung von Imatinib 

empfänglich wird als in Bindung an nicht inhibiertes HSP90. 

Über 17-AAG lässt sich nach den mit ihm durchgeführten Versuchen sagen, dass es genau 

wie PD166326 als additiver Kombinationspartner mit Imatinib wirkt. Der Vorteil gegenüber 

dem PD166326 besteht zum einen darin, dass es einen von Imatinib völlig verschiedenen 

Wirkort ansteuert, das HSP90 nämlich. Es kann also nicht vorkommen, dass ihm durch 

Imatinib der Wirkort zur Bcr-Abl-Inhibition versperrt wird, wie dies beim PD166326 

geschehen kann, das in dieser kompetetiven Situation erst wieder bei Zusammentreffen mit 

einem freien Bcr-Abl binden kann. Zum anderen bietet sich 17-AAG als Bestandteil einer 

Kombinationsbehandlung an, da es im Gegensatz zu PD166326 bereits in Phase-I-Studien 

getestet wird und man deshalb recht genaue Aussagen über seine Nebenwirkungen treffen 
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kann, die hauptsächlich die Leber und den Magen-Darm-Trakt betreffen. Diese Nebeneffekte 

jedoch gelten im therapeutischen Rahmen als absolut vertretbar (Workman, 2004). 

 

5.3 Imatinib und PD166326 in Kombination mit Rapamycin und RAD001 
 
Der m-TOR-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle in der Zellproliferation. Er reagiert 

sowohl auf den allgemeinen Ernährungszustand der Zelle als auch auf Signale von 

Wachstumsfaktoren und trägt zur Regulation der Proteinexpression und des Überganges von 

der G1- in die S-Phase bei (Schmelzle et al., 2000). Sowohl Rapamycin als auch sein höhere 

Bioverfügbarkeit aufweisendes Derivat RAD001 unterbrechen diesen Signalweg und werden 

bereits in diversen klinischen Studien auf ihre Verwendbarkeit in der Tumortherapie 

untersucht (Boulay et al., 2004). 

Da in der CML-Forschung nur wenige Daten über Rapamycin und RAD001 vorliegen, kamen 

beide Substanzen in dieser Arbeit als Kombinationspartner von Imatinib und PD166326 zum 

Einsatz. 

Rapamycin wirkte synergistisch mit Imatinib bei der Inhibition von mit Bcr-Abl-Wildtyp und 

dem PD166326-resistenten Bcr-AblF317V transformierten Zellen (Abb. 25, 26). Dieser 

Synergismus fiel sowohl beim Wildtyp als auch bei F317V deutlich aus. Bei der Inhibition 

von T315I entfaltete Rapamycin als Einzelsubstanz zwar seine volle Inhibitionseffektivität, 

jedoch konnte die starke Imatinibresistenz nicht durch Imatinib/Rapamycin-Kombination 

durchbrochen werden (Abb. 27).  

Diese Ergebnisse decken sich weder mit denen von Ly et al., die für T315I sowohl Imatinib- 

als auch Rapamycin-Resistenz beobachten, noch mit denen von Mohi et al., die hier eine 

synergistische Wechselwirkung beider Substanzen beschreiben (Ly et al., 2003; Mohi et al., 

2003). Die Verschiedenheiten zu Mohi et al. könnten darin begründet liegen, dass hier [3H]-

Thymidin-Inkorporation gemessen wurde, also mehr die Proliferationsaktivität der Zellen 

bewertet wurde, während in der vorliegenden Arbeit die zelluläre Verwertung von MTS als 

Indikator verwendet wurde, was hauptsächlich die Bewertung des Stoffwechselaktivität 

ermöglicht. Analog zu T315I wurden auch bei der entsprechenden Kombinationsinhibition 

der ebenfalls stark Imatinib-resistenten Mutation E255K keine additiven oder synergistischen 

Wechselwirkungen beobachtet (Abb. 28). Als jedoch Imatinib durch das als Einzelsubstanz 

wirksame PD166326 ersetzt wurde, errechneten sich CI-Werte bis 0,72, was auf 

synergistische Wechselwirkung beider Kombinationspartner hinweist (Abb. 29). Das 

Auftreten von Synergismus scheint also im Falle von Rapamycin dadurch bestimmt zu 



5. Diskussion 76 

werden, dass der kombinierte Tyrosinkinaseinhibitor bereits als Einzelsubstanz wirkungsvoll 

inhibiert. 

RAD001 wurde analog zu Rapamycin sowohl mit Imatinib als auch PD166326 kombiniert. In 

Kombination mit Imatinib erzielte RAD001 bei der Behandlung des Bcr-Abl-Wildtyps und 

der PD-resistenten Mutation F317V ebenfalls deutlichen Synergismus (Abb. 30, 31). Genau 

wie bei Rapamycin, gelang es bei der Inhibition von E255K-Zellen in Kombination mit 

Imatinib nicht, die Imatinibresistenz in durch Imatinib/Rapamycin-Kombination zu 

durchbrechen, während in Kombination mit PD166326 CI-Werte bis zu 0,52 gemessen 

wurden, was um 0,2 stärker im synergistischen Bereich liegt, als beim entsprechenden 

Versuch mit Rapamycin (Abb. 32, 33). Die Western-Blot-Analyse zeigt, dass RAD001 

durchaus mit den Tyrosinkinaseinhibitoren kombiniert werden kann, ohne dabei deren 

inhibitorische Wirkung auf die Bcr-Abl-Autophosphorylierung zu behindern (Abb. 34). 

Sowohl Rapamycin als auch RAD001 empfehlen sich diesen Befunden zufolge als mögliche 

Bestandteile einer Kombinationsbehandlung mit Imatinib oder PD166326. Synergistische 

Wirkungsverstärkung lässt sich dabei nur dann erzielen, wenn der kombinierte 

Tyrosinkinaseinhibitor die zu behandelnde Bcr-Abl-Form auch als Einzelsubstanz hemmt. 

Als Erklärung für den durch die m-TOR-Inhibitoren ausgelösten Synergismus in Kombination 

mit Imatinib oder PD166326 bieten sich die zwei gleichzeitig aktiven 

Inhibitionsmechanismen an, die sich gegenseitig verstärken: Während Imatinib und 

PD166326 Bcr-Abl direkt an der ATP-Bindungsstelle inhibieren, verhindern die m-TOR-

Inhibitoren „downstream“ die konstitutiv aktivierte Signalweiterleitung von Bcr-Abl. 

Zusätzlich kommt der Zellzyklus durch die m-TOR-Inhibition in der G1-Phase zum Erliegen, 

die Zellen können also nicht mehr proliferieren. In diesem G1-arrest wäre eine zusätzliche 

Anfälligkeit von Bcr-Abl für sowohl Imatinib als auch PD166326 denkbar. Solch eine erhöhte 

Sensitivität für die Tyrosinkinaseinhibitoren könnte die synergistischen Wechselwirkungen 

erzeugen. 

Insgesamt lässt sich also festhalten, dass die in dieser Arbeit untersuchten Kombinationen aus 

Imatinib mit PD166326 und 17-AAG sich in ihren Wirkungen addierten, während die 

Kombinationen mit Rapamycin oder RAD001 sogar Synergismus erzeugten. Für alle 

untersuchten Kombinationen gilt, dass sie durchaus im klinischen Alltag der CML-Therapie 

neue Möglichkeiten eröffnen könnten. Zunächst spräche die gegenseitige Kompensation 

unterschiedlicher Resistenzprofile bei Kombination verschiedener Tyrosinkinaseinhibitoren 

alleine schon für eine klinische Erbrobung dieses Konzeptes (v. Bubnoff et al., 2005). 

Darüber hinaus erscheint es denkbar, dass sich bei klinischer Nutzung der in dieser Arbeit 
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nachgewiesenen synergistischen Verstärkungen zwischen Tyrosinkinase- und mTOR-

Inhibitoren Resistenzen nicht nur besser behandeln, sondern eventuell sogar verhindern 

ließen. Solch eine Kombination zweier Wirkstoffe, die an verschiedenen zentralen 

Schnittstellen der Onkogenität von Bcr-Abl ihr inhibitorisches Potential synergistisch 

entfalten, könnte durchaus neue Möglichkeiten bieten, die CML effektiver zu behandeln. 

Das Model der Imatinib-Kombinationsbehandlung sollte demzufolge möglichst bald seinen 

Weg aus dem Labor in die Klinik finden. 
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6. Zusammenfassung 
 

Den Ausgangspunkt für die Entstehung der CML bildet eine reziproke Translokation 

zwischen den Chromosomen 9 und 22. Dabei entsteht das so genannte Philadelphia-

Chromosom, das für die konstitutiv aktive Tyrosinkinase Bcr-Abl kodiert. Obwohl diese 

molekulare Pathogenese bereits vor über 30 Jahren aufgedeckt wurde, gelang es erst Ende der 

90-er Jahre, einen spezifischen Bcr-Abl-Inhibitor zu entwickeln: Imatinib. In der CML-

Behandlung gilt Imatinib seitdem als effektivster Wirkstoff in der chronischen Phase der 

CML, jedoch beobachtet man in den fortgeschritteneren Krankheitsphasen häufig das 

Phänomen der Imatinib-Resistenz, das zumeist aus Punktmutationen innerhalb des BCR-

ABL-Genes entsteht. 

In der vorliegenden Arbeit wurden Wege erkundet, Imatinib-resistente CML-Klone durch 

Kombination von Imatinib mit alternativen Inhibitoren zu behandeln. 

Zunächst wurde Imatinib mit dem alternativen Abl-Kinaseinhibitor PD166326 kombiniert. 

Dieser hemmt im Gegensatz zu Imatinib sowohl aktives als auch inaktives Bcr-Abl. Sowohl 

bei der Behandlung Bcr-AblWT-positiver Zellen als auch bei der PD166326-resistenten 

Mutation Bcr-AblF317V und dem Imatinib-resistenten Bcr-AblF311I zeigte sich, dass sich beide 

Wirkstoffe in ihrer Wirkung addieren und somit die Resistenzen durchbrochen werden 

können. Bei der Inhibition gleichzeitig auftretender Imatinib- und PD166326-Resistenzen in 

Form der Bcr-Abl-Mutationen H396P oder E255K und F317V gelang eine effektive 

Proliferationshemmung nur mit Hilfe der Kombination beider Wirkstoffe, während bei 

Behandlung mit einem Einzelwirkstoff das Zellwachstum nicht langfristig supprimiert werden 

konnte. 

Da die Wirksamkeit des HSP90-Inhibitors 17-AAG auf Imatinib-resistente Bcr-Abl-

Mutationen bereits vor einiger Zeit beschrieben werden konnte, wurde er in dieser Arbeit 

sowohl mit Imatinib als auch mit PD166326 kombiniert. Sowohl bei der 

Kombinationsbehandlung des Bcr-Abl-WT als auch der Mutationen F311I und F317V 

ergaben sich dabei additive Effekte. Des Weiteren konnte beim WT und der Imatinib-

resistenten Bcr-Abl-Mutation E255K gezeigt werden, dass 17-AAG die inhibitorische 

Wirkung von Imatinib durch Degradation von Bcr-Abl unterstützt. 

Schließlich wurden die m-TOR-Inhibitoren Rapamycin und RAD001 in Kombination mit 

Imatinib untersucht. Während sich für die Inhibition von Bcr-Abl-WT und der PD166326-

resistenten Mutation F317V Synergismus ergab, wurden bei den stark Imatinib-resistenten 

Mutationen T315I und E255K keine resistenzdurchbrechenden Wechselwirkungen 
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festgestellt. Synergismus ergab sich bei E255K-Zellen nur bei der Kombination aus m-TOR-

Inhibitor und PD166326, das hier im Gegensatz zu Imatinib auch als Einzelsubstanz 

inhibitorische Wirkung entfaltet. Inhibitorische Wirksamkeit beider Einzelsubstanzen 

erscheint also als eine Grundvoraussetzung für das Auftreten von Synergismus. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass sich für die vier getesteten Inhibitoren 

PD166326, 17-AAG, Rapamycin und RAD001 die klinische Erprobung in Kombination mit 

Imatinib als vorteilhaft für sowohl die Prävention als auch die Therapie Imatinib-resistenter 

CML-Krankheitsklone erweisen könnte. 
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