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Einleitung

1 Einleitung

Bosartige Tumoren stellen bei Erwachsenen der westlichen Welt neben kardiovaskuldren
Ereignissen die hdufigste Todesursache dar. Mit steigendem Alter nimmt sowohl die Inzidenz
als auch die Privalenz fiir eine Tumorerkrankung zu [28]. Tumoren entstehen durch Entartung
korpereigener Zellen. Die zugrunde liegende Storung beeinflusst hdufig die Zellproliferation,
wodurch die erkrankten Zellen im Vergleich zu den gesunden Zellen einen Wachstumsvorteil
erlangen.

Bis zu ihrer Entstehung miissen Tumorzellen einen Entwicklungsprozess vollziehen, der als
Kanzerogenese bezeichnet wird. Am Beginn der Tumorentstehung steht die Initiation. Wenn
die Einwirkung einer Noxe zu einer irreversiblen Schidigung der DNA innerhalb einer Zelle
fiihrt und die zelleigenen Reparaturmechanismen den Defekt nicht beheben konnen, wird deren
onkogene Potenz stimuliert. Diesem Prozess schlieit sich eine Latenzzeit an, die bis zu
zwanzig Jahren dauern kann. Sie stellt die Zeit zwischen Einwirkung der Noxe und der
Manifestation des Tumors dar. Als Promotion wird der zellschidigende Prozess bezeichnet, der
von einer initiierten onkogenen Potenz einer Zelle bis zu ihrer vollstindigen Entartung
iiberleitet. Die zur Promotion fithrenden Noxen (Promotoren) bedingen nach der Initiation
hiufig eine reversible Steigerung der Zellproliferation. Sie verkiirzen die Latenzzeit bis zur
Progressionsphase. Innerhalb der Progression kommt es zur irreversiblen Zellproliferation der
geschidigten Zellklone. Der Primértumor entwickelt sich somit aus einer einzelnen entarteten
Zelle und entsteht durch monoklonales Wachstum. Im Laufe der Tumorprogression kdnnen
weitere DNA-Verinderungen eintreten, wodurch in spiteren Stadien ein polyklonales
Wachstum moglich ist. Dieses kann die Metastasierungsfihigkeit des Tumors begiinstigen, weil
sich die Zellen optimal ihrer Umgebung anpassen konnen, indem sie zum Beispiel ihre

Antigenitit verlieren [4].

Unter den Risikofaktoren fiir eine Entartung finden sich [4, 5]:
e Familiiire Disposition, Genetik
Autosomal-dominant vererbte Veranlagung fiir das Mamma-, Kolon-, Endo-
metrium- und Bronchialkarzinom sowie fiir das Nephroblastom und das ma-
ligne Melanom
Defekte (Punktmutation, chromosomale Translokation) in Protoonkogenen,
Tumorsuppressorgenen, Apoptose-regulierenden Genen, DNA-Reparaturme-

chanismen
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¢ Biologische Faktoren
Onkogene Viren, wie zum Beispiel Papilloma- Herpes- und Oncornaviren
Tumorrisiko (zum Beispiel: malignes Lymphom) bei angeborenen, erworbenen
oder medikamentds bedingten immunologischen Defekten
¢ Chemische Faktoren
Aromatische polyzyklische Kohlenwasserstoffe
Aromatische Amine
Nitrosamine
Anorganische Verbindungen wie Asbest
Aflatoxin
e Strahlenexposition
¢  Weitere begiinstigende Faktoren
Lebensalter

Erndhrung und Genussmittel

1.1. Leukidmien

Bei Leukédmien kommt es zu einer abnormen Proliferation eines leukozytdren Zellstammes. Die
Expansion eines malignen Zellklons fiihrt zu einer generalisierten Ausbreitung im blutbildenden
Knochenmark. Es kann zu einer Infiltration extramedulldrer Organe sowie zu einer Aus-
schwemmung leukdmischer Zellen in das Blut kommen.

Leukidmien werden je nach beteiligtem Zelltyp in myeloische (Granulozyten) oder lymphatische
(Lymphozyten) Formen und je nach Krankheitsverlauf in akute oder chronische Leukédmien
eingeteilt.

Die Inzidenz aller Leukédmieformen bei Erwachsenen betrigt 2-8 Erkrankungen auf 100.000
Einwohner, wobei sie sich gleichermallen zu 50% auf akute sowie zu 50% auf chronische Ver-

laufsformen aufteilen [4].

1.1.1. Chronische myeloische Leukimie

Die chronische myeloische Leukidmie (CML) ist eine klonale Storung der Hamatopoese und
gehort in die Gruppe der myeloproliferativen Erkrankungen. Die CML reprisentiert ein wich-
tiges Beispiel fiir das Verstdndnis einer malignen Transformation. Sie ist die erste Tumor-
erkrankung, welche mit einer genetischen Abnormalitét (reziproke Translokation) assoziiert ist

und somit einer molekulargenetischen Therapie zugédnglich ist [26].
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Erstmals wurde dieses Krankheitsbild 1845 von Rudolf Virchow und John H. Bennett
beschrieben. Virchow prigte zu dieser Zeit den Begriff des ,,Weillen Blutes* aufgrund der
sichtbaren Vermehrung der Leukozyten.

1960 konnten von P. Nowell und D. A. Hungerford neue Erkenntnisse beziiglich des Krank-
heitsbildes erschlossen werden. Sie beschrieben einen spezifischen chromosomalen Defekt in
den leukidmischen Zellen der Patienten, der nach dem Entdeckungsort als Philadelphia-
Chromosom (Ph) bezeichnet wurde [21].

Im Jahre 1973 konnte das Zustandekommen des Philadelphia-Chromosoms von J. Rowley ge-
klart werden. Durch die Anwendung einer Binderungstechnik wurde eine Translokation
zwischen den Chromosomen 9 und 22 nachgewiesen. Mitte der 8Oer Jahre konnte auf
molekularer Basis gezeigt werden, dass das zelluldre Onkogen abl von Chromosom 9 in die
Bruchpunktregion auf Chromosom 22 im Bereich des bcr-Gens transloziert (reziproke
Translokation) wird. Durch die Zusammenlagerung einzelner Teile des ber-Gens und des abl-
Gens auf Chromosom 22 konnte schlieflich 1986 das 210 kD schwere Bcr-Abl-Protein als
Produkt des BCR-ABL-Gens nachgewiesen werden [9, 17, 18, 22].

Etwa 15% aller Leukdmieformen sind chronische myeloische Leukémien. Die Inzidenz liegt bei
einer Erkrankung auf 100.000 Einwohner pro Jahr mit einem Hiufigkeitsgipfel zwischen dem
50.-60. Lebensjahr. Ménner sind 1,4-mal hdufiger betroffen als Frauen.

Eine Hiufung von Leukidmien insbesondere der chronischen myeloischen Leukdmien mit der
reziproken Translokation konnte nach Atombombenabwiirfen (Hiroshima, Nagasaki) durch die
ionisierende Strahlung beobachtet werden, sowie nach langjdhriger Exposition gegeniiber
aromatischen Losungsmitteln wie zum Beispiel Benzolverbindungen. Man geht davon aus, dass
die malignen Vorlduferzellen oder leukimischen Stammzellen, die das BCR-ABL-Gen aus-
bilden, sich als Ergebnis von priadisponierenden genetischen und epigenetischen Ergebnissen
entwickeln. Sie weisen Veridnderungen beziiglich der Differenzierung der hdmatopoetischen
Vorliuferzellen, der Proliferation, des Uberlebens und im Prozess der Selbsterneuerung auf. In

der Mehrzahl der Fille bleibt die Atiologie jedoch unbekannt [17, 18, 28]

1.1.2. Phasen der chronischen myeloischen Leukimie

Die chronische myeloische Leukimie gliedert sich in die folgenden drei Phasen:

1. Chronische Phase

Die chronische Phase der CML bleibt hiufig lange unbemerkt, da es sich um einen schlei-
chenden Prozess in der Krankheitsentstehung handelt. Die Dauer dieser Phase kann drei bis
sieben Jahre betragen. Die klinische Symptomatik ist davon abhingig, wie viele Zellen der

granulozytidren Reihe ausgereift sind [28, 32].
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Folgende Kriterien sprechen fiir die chronische Phase [12]:
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Abbildung 1: Blutausstrich einer CML, chronische Phase [14]

2. Akzelerationsphase

Die Akzelerationsphase stellt einen Ubergang zwischen der chronischen Phase und dem

Blastenschub dar. Sie dauert in der Regel 6-18 Monate. Typisch fiir die Akzelerationsphase ist

die Progredienz der Erkrankung trotz Intensivierung der Therapie.

Kriterien der Akzelerationsphase sind bei der CML.:

Zunehmende Leukozytose

Anidmie

Thrombozytopenie

10-30% Blasten im Blut und/oder Knochenmark
Anstieg der Basophilen/ Eosinophilen > 20% im Blut
Zunehmende Splenomegalie

Fieber
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3. Blastenphase

In 66% der Fille kommt es zu einer myeloischen Blastenkrise mit Anstieg der Myeloblasten
und Promyelozyten. 33% der Patienten entwickeln eine Blastenkrise mit einem lymphatischen
Phinotyp (vor allem bei Interferon-Therapie). Der Verlauf dieser Phase gleicht einer akuten

Leukéimie.

Kriterien der Blastenphase:
e >30% Blasten im peripheren Blut
® >50% Blasten im Knochenmark

e Auftreten von extramedullidren blastiaren Infiltrationen

1.1.3. Pathogenese der chronischen myeloischen Leukimie

Die klassische chronische myeloische Leukidmie ist auf molekularer Ebene durch die reziproke
Translokation (t9; 22)(q34; ql1) zwischen den langen Armen der Chromosomen 9 und 22
(Philadelphia-Chromosom) charakterisiert. Diese genetische Abnormalitiit ldsst sich bei 95%
der Patienten nachweisen. Der Nachweis erfolgt mittels konventioneller Zytologie und
molekularbiologischen Methoden wie der FISH-Analyse oder PCR. 5% der CML-Patienten
weisen keine BCR-ABL-Translokation auf. Die molekularen Mechanismen der
Krankheitsentstehung der Bcr-Abl-negativen CML sind bisher noch unklar. Die Erkrankung
wird zu der Gruppe der myeloproliferativen Syndrome gezihlt [11].

Die Bruchpunkte auf dem Chromosom 9 liegen im Bereich des ABL-Protoonkogens und auf
Chromosom 22 im Bereich des BCR-Gens. Die Zusammenlagerung einzelner Abschnitte beider
Gene fiihrt auf dem Chromosom 22 zur Bildung eines Fusionsgens mit intaktem BCR-Pro-
motor. Dieses kodiert die Synthese eines Fusionsproteins mit erhdhter Tyrosinkinaseaktivitét
und proliferationsférdernder Wirkung [40].

Bei dem humanen abl-Protein, das dem ABL-Gen des Chromosoms 9 zuzuordnen ist, handelt es
sich funktionell um eine Nichtrezeptor-Tyrosinkinase, die ubiquitir exprimiert, aber nur im
Zellkern lokalisiert ist. Das 145-kD-Protein enthilt drei regulatorische Doménen (SH;, SH, und
SH;) sowie eine GTPase-Funktion. Die Domédnen SH, und SH; regulieren Interaktionen
zwischen dem abl-Protein und anderen Proteinen, wobei die SH;-Domine die eigentliche
Tyrosinkinaseaktivitiit reprasentiert. Das Protein ist an der Regulation des Zellzyklus beteiligt
und wird selbst durch Interaktionen mit p53 und dem Retinoblastomprotein reguliert. Weiterhin
nimmt das abl-Protein eine wichtige Rolle bei der Transduktion von Integrinsignalen ein, die fiir
die Modulation von Zelladhdsionsprozessen bedeutungsvoll ist. Somit ist die zelluldre Adhésion

reduziert, wodurch die Anlagerung an das Knochenmarkstroma verhindert wird. Dadurch
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werden keine Signale zur Reifungsinduktion empfangen und die Leukdmiezellen erhalten einen
Uberlebensvorteil [10].

Das 160 kD-Protein des BCR-Gens von Chromosom 22 ist zytoplasmatisch lokalisiert und weist
eine Serin/Threonin-Kinaseaktivitit auf, durch die eine Autophosphorylierung stattfindet.
Weiterhin kann BCR an verschiedenen Tyrosinresten phosphoryliert werden. Durch eine
Phosphorylierung an Position 177 kann das GRB,-Protein gebunden werden, welches ein
Adapterprotein fiir die Aktivierung des ras-Signaltransduktionsweges ist.

Die Bruchpunkte im BCR-Gen sind auf drei ,breakpoint-cluster regions* begrenzt, wodurch
Fusionsproteine unterschiedlicher Grofle entstehen konnen. In einem Drittel der akuten
myeloischen Leukédmien und bei fast allen chronischen myeloischen Leukidmien entsteht ein
Fusionsprotein mit einem Gewicht von 210 kD. Die weiteren moglichen Fusionsproteine weisen
ein Gewicht von 190 kD oder 230 kD auf. Die Art des Bcr-Abl-Fusionsproteins charakterisiert
den Phénotyp der CML. So ist die CML mit einem 190-kD-Protein durch eine Monozytose und
fehlende Basophilie gekennzeichnet. Dieser Krankheitsverlauf hat eine schlechte Prognose. Die
CML mit einem 230 kD-Fusionsprotein weist eine Thrombozytose und ausgereifte Zellstufen

auf [10, 40].

Bcer-Abl moduliert folgende intrazellulidre Signaltransduktionswege [10, 17]:
Bindung von Adapterproteinen wie GRB, und p62°°%, GRB, fiihrt iiber das SOS-
Protein zur Aktivierung der ras-Signaltransduktionskaskade
Aktivierung der ras-Signaltransduktionskaskade durch direkte Phosphorylierung der
Proteine SHC und CRKL
Phosphoryliertes SHC und CRKL sowie das iiber GRB, gebundene SOS-Protein kann
die Phosphatidylinositol-3-Kaskade aktivieren
Uberexpression des onkogenen Transkriptionsfaktor c-myc, der bei der malignen
Transformation sowie der Apoptosekontrolle beteiligt ist
Beeinflussung von Zelladhédsionsmolekiilen wie Paxillin und Talin, wodurch es zur
vermehrten Zellausschwemmung aus dem Knochenmark kommt
Phosphorylierung der STAT-Proteine (STATI1, STATS), die {iiber eine
Signaltransduktionskaskade zu einer Uberexpression des antiapoptotischen Proteins

Bcl-xL fiihrt

10
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Bcer/Abl

CRKL SHC sos | GRB2 | sH2 *——— axillin
Talin
o -
STAT- src-
ras/MAP PI3-K Proteine Kinasen
(P \ i
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T ! 1 T
H-_J \ " J

Y Y
Proliferation Apoptosehemmung Adhésion |

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Ber-Abl-modulierten Signaltransduktion (nach[12] )

1.1.4. Therapie

Gegenwirtig bietet die allogene Stammzelltransplantation (SZT) weiterhin die einzige
Moglichkeit eines kurativen Therapieansatzes. Durch die FEinfithrung des Tyrosinkinase-
inhibitors Imatinib ist die Indikation zur SZT relativiert worden. Gesamtziel der Therapie ist das
Erreichen einer hdmatologischen, zytogenetischen sowie idealerweise einer molekularen Remis-

sion. Klinisch finden folgende Wirkstoffe Anwendung [24, 41]:

¢ Hydroxyharnstoff
Hydroxyharnstoff ist ein S-phasenspezifischer Inhibitor der Ribonukleotidreduktase. Die
Metabolisierung erfolgt zu 50% hepatisch, die Elimination zu 50% {iiber die Niere. Initial
wird mit 40 mg/kg Korpergewicht (KG) begonnen bis ein Leukozytenwert von 5000/ul
erreicht wird. Als Erhaltungsdosis werden 20 mg/kg KG verabreicht. Als Nebenwirkungen
werden Mukositis, unspezifische gastrointestinale Symptome sowie Hauttoxizitét

beobachtet. Die mittlere Uberlebenszeit kann auf 48-56 Monate erhoht werden [12].

¢ Interferon-a
Interferon-a ist ein Glykoprotein, das die Induktion von Makrophagen, Zytokinen und
Natiirlichen Killerzellen bewirkt. Weiterhin fiihrt es zu einer Genaktivierung und beeinflusst
Stoffwechselvorginge, so dass antiproliferative Mechanismen, die das Wachstum der
klonalen Hamatopoese hemmen, beobachtet werden konnen. AuBlerdem iibt es indirekt eine
Wirkung aus, die die Wachstumsregulation durch die Stromazellen beeinflusst. Uber diese
Mechanismen fiithrt es bei 70-80% der Patienten zu einer stabilen hidmatologischen

Remission, in 5-10% der Fille kann eine komplette zytogenetische Remission erreicht

11
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werden. Die Initialdosis betrigt 3 Mio. IE pro Tag subkutan. In Kombination mit
Hydroxyharnstoff kann die Effizienz sowie die Vertrdglichkeit verbessert werden. Als
Nebenwirkungsspektrum treten grippeartige Symptome wie Fieber, Gliederschmerzen und
Appetitlosigkeit sowie Knochenmarksdepression und Neuropathien auf. Die Neben-

wirkungen kénnen durch den Einsatz von pegyliertem Interferon-a minimiert werden [12].

Tyrosinkinaseinhibitor der ersten Generation: Imatinib (STI 571)

Seit der Markteinfithrung des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib (Abb. 3) im Jahre 2001
bildet diese Substanz die Primirtherapie in der chronischen Phase der CML. Imatinib
(STI571) wurde von Novartis (Basel, Schweiz) entwickelt.

Imatinib hemmt spezifisch eine Gruppe von Tyrosinkinasen. Dabei bindet es reversibel an
die Bindungsstelle fiir ATP, wodurch die Autophosphorylierung der Kinasen sowie die
Phosphorylierung der verschiedenen Proteine ausbleiben. Somit inhibiert es gezielt die
Signaltransduktionswege des Bcr-Abl-Proteins durch Phosphorylierung der Aminosédure
Tyrosin an Position 393. Dadurch wird das aktive Zentrum der Kinase blockiert und die
katalytische Tasche erhilt keinen Zugang zu Substraten. Die unveridnderte Abl-Tyrosin-
kinase wird ebenfalls durch Imatinib gehemmt. Dies macht sich dadurch bemerkbar, dass
die Hamatopoese der gesunden Stammzellen unter der Therapie erst zeitlich verzdgert
reexpandieren kann [2]. Imatinib hemmt neben der Abl- und Bcr-Abl-Tyrosinkinase noch
weitere Tyrosinkinasen, wie zum Beispiel c-Kit und den PDGF-Rezeptor. C-Kit ist in
GIST-Tumoren iiberexprimiert, weshalb Imatinib auch bei dieser Tumorart zur Therapie
zugelassen wurde.

Imatinib fiihrt in der chronischen Phase der Erkrankung bei einem hohen Prozentsatz der
Erkrankten zu einer hidmatologischen und zytogenetischen Remission [40]. Weiterhin
konnte ein Riickgang der im Verlauf der Erkrankung auftretenden Knochenmarkfibrose
unter Imatinib detektiert werden. Imatinib kann ebenfalls bei Therapieversagen mit
Interferon-a eingesetzt werden und fithrt in 60% dieser Fille zur himatologischen und
zytogenetischen Remission.

Es wird mit einer Initialdosis von 400 mg pro Tag begonnen. Die Initialdosis sollte mog-
lichst nicht in den ersten vier Therapiewochen reduziert werden.

Als Nebenwirkungen treten Diarrhoen, Ubelkeit, Fliissigkeitsretention (Pleuraergiisse)
sowie eine Dermatitis auf.

Die Therapie sollte kontinuierlich auch bei dem Erreichen einer kompletten zytogenetischen
Remission fortgefithrt werden. Es wird davon ausgegangen, dass ein kleiner Pool von
leukdmischen Stammezellen als Reservoir vorhanden bleibt, der sich bei Beendigung der

Therapie durch den Verlust des Selektionsdrucks vermehren kann [17, 18].
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Aufgrund von Resistenzbildungen gegen Imatinib ist es zur Entwicklung von Tyrosin-
kinaseinhibitoren der zweiten Generation gekommen. Insgesamt sind iiber siebzig Punkt-
mutationen in der Kinasedomine von Bcr-Abl bekannt, die zur Imatinibresistenz fiihren.
60-70% der Mutanten werden durch den Austausch von folgenden Aminosduren an der
angegebenen Position der Aminosduresequenz erzeugt: Gly 250, Tyr 253, Glu 255, Thr 315,
Met 351, Phe 359. Patienten, die initial nicht auf eine Imatinibtherapie ansprechen, tragen
zu 10-20% von diesen Mutationen den Typ T315I [40, 50]. Dort wurde die Aminosédure
Threonin durch die Mutation gegen Isoleucin ausgetauscht. Isoleucin ist deutlich gréBer als
Threonin und interferiert mit Imatinib an der ATP-Bindungstasche [17].

Die Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten Generation sind in der Lage, diese Mutationen bis
auf T3151 zu inhibieren. Inzwischen treten gehduft weitere Mutationen nach der Therapie

mit einem Tyrosinkinaseinhibitor der zweiten Generation auf [7].
" H

N N N I\/N

Y j‘/©/\ .

Abbildung 3: Strukturformel Imatinib nach [11]

Tyrosinkinaseinhibitor der zweiten Generation:

Nilotinib (AMN 107):

Nilotinib ist wie Imatinib ein Tyrosinkinaseinhibitor, der hinsichtlich der Inhibition des
Ber-Abl-Wildtyps zwanzig Mal potenter ist als Imatinib. Nilotinib bindet ATP-abhingig an
den inaktiven Konformationszustand der ABL-Kinase. Es weist eine Wirkung bei imatinib-
resistenten Ber-Abl-Mutationen auf. Der Einfluss auf die T3151-Mutation bleibt jedoch wie
unter Imatinib und anderen Inhibitoren der zweiten Generation erfolglos. Nilotinib erzielt in
allen Krankheitsphasen ein signifikantes Ansprechen [27, 30, 50].

Die Therapie erfolgt mit zweimal 400 mg téglich. Es kann bei Patienten mit fortgeschrit-
tenem Krankheitsbild in einem hohen Prozentsatz eine hidmatologische sowie zyto-
genetische Remission erreicht werden. Als Nebenwirkungen treten Hautausschlag, Juckreiz,
Obstipation, Myelosuppression sowie eine transiente Erhohung des indirekten Bilirubin-

spiegels auf [40].

Dasatinib (BMS-354825):
Dasatinib ist ein Multitarget-Tyrosinkinaseinhibitor, der nicht nur das Fusionsprotein

Ber-Abl inhibiert, sondern auch c-kit, Src-Kinasen, PDGF-Rezeptor und die Ephrin-
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Rezeptor-Kinasen. Es wird bei Imatinibresistenz eingesetzt und ist 325-fach potenter als
Imatinib hinsichtlich des Ber-Abl-Wildtyps. In einer Phase II-Studie kam es in 35% der
Fille zu einem hidmatologischen Ansprechen bei Patienten in der Blastenphase. Das
mediane Uberleben unter der Therapie betriigt 11,8 Monate [8]. In einer Phase II-Studie fiir
Patienten der chronischen Phase kommt es unter der Therapie zu einer fiinfzehn monatigen
Progressionsfreiheit bei 90% der Patienten [27].

Therapeutisch werden 140 mg pro Tag verabreicht. Als Nebenwirkungen treten Myelo-
suppression mit einem Uberwiegen der Thrombozytopenie, Ubelkeit, Diarrhden und peri-

phere Odeme, insbesondere Pleuraergiisse auf [20].

Bosutinib (SKI-606):

Bosutinib wurde urspriinglich als Inhibitor der Src-Familie-Kinasen bei soliden Tumoren
entwickelt. Es inhibiert die Autophosphorylierung von Abl-Kinasen und Src-Kinasen,
welche ebenfalls in Zellen der chronischen lymphatischen Leukdmie {iiberexprimiert
werden. Durch die Verhinderung der Autophosphorylierung wird die Zellproliferation inhi-
biert. Allerdings wird nicht c-Kit und der PDGF-Rezeptor, woraus sich ein geringeres
Spektrum an Nebenwirkungen ergibt.

Bosutinib ist es moglich alle imatinibresistenten Zellen, bis auf die Mutation T3151I, in
ihrem Wachstum zu hemmen. Somit kommt es bei dem Vorliegen einer Resistenz gegen
Imatinib, Dasatinib und Nilotinib zum Einsatz.

In Phase I- und Phase II- Studien konnte eine effiziente Wirkung bei gut vertrdglicher
Dosierung von 400-600 mg bei Bcr-Abl-positiven CML und Ber-Abl-positiven ALL-
Patienten festgestellt werden. An Nebenwirkungen traten milde Diarrhoen, Ubelkeit und
Erbrechen auf. Es werden keine Pleuraergiisse erzeugt, da der PDGF-Rezeptor nicht

inhibiert wird [40].

Kombinationstherapie: Imatinib plus Tyrosinkinaseinhibitor der zweiten Generation

Kombinationstherapien werden bei dem Versagen der Erstlinien Therapie mit Imatinib
eingesetzt. Zytogenetische Untersuchungen zeigen bei einem Rezidiv hédufig eine andere
Punktmutation. Es wird davon ausgegangen, dass diese zweite Mutation von Beginn der
Erkrankung neben der ersten Mutation vorlag. Durch die Erstlinientherapie kann der zweite
Mutationstyp durch den medikamentds vermittelten Selektionsdruck heranwachsen. Um
beide Mutationstypen eliminieren zu konnen, ist es sinnvoll eine Kombinationstherapie mit
Imatinib und einem Tyrosinkinaseinhibitor der zweiten Generation durchzufiihren. Dies ist
durch die verschiedenen Bindungsarten der Zweitgenerationstyrosinkinaseinhibitoren
moglich. Dasatinib beispielsweise bindet sowohl an aktive als auch an inaktive Bcr-Abl-

Konformationen, wihrend Imatinib nur an inaktive Konformationen bindet. Diese
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Kombination aus Imatinib und Dasatinib fithrt zu einer signifikanten Reduktion von
resistenten Mutationen. Die Mutation T315I bildet auch hier eine Ausnahme und spricht

nicht auf die Therapie an [50].

Kinaseinhibitoren mit Aktivitiit gegen T315I (Inhibitoren der dritten Generation)

An potenten T315I-Inhibitoren liegen Aurorakinaseinhibitoren, wie beispielsweise VX-680
PHA-680626 und PHA-739358 sowie der Inhibitor ONO12380 der Lyn-Kinase, vor.
ONO12380 blockiert nicht die ATP-Bindungsstelle, sondern Bindungsstellen von anderen
Substraten von Ber-Abl. So konkurriert es mit CRKL und nicht mit ATP.

Aurorakinasen sind Serin/Threonin-Kinasen und spielen eine wichtige Rolle bei der
Zellteilung. Sie regulieren die korrekte Ausbildung der Mitosespindeln wihrend der
Zellteilung. PHA-680626 und PHA-739358 hemmen neben den drei Aurorakinasen auch
die Bcer-Abl-Kinase. Beide Substanzen iiben eine antiproliferative Wirkung sowohl auf
humane als auch murine Bcr-Abl-positive und -negative Zelllinien aus, inklusive der
imatinibresistenten Mutation T3151. Beide Inhibitoren verhindern die Phosphorylierung des
Histons H3, was ein Marker fiir die Aktivitit der Aurorakinasen A und B sowie die von
CRKL (Zielprotein der Ber-Abl-Kinase) ist. In einer Phase I-Studie, in der elf Patienten mit
der Mutation T315I eingeschlossen wurden, konnten gute Ergebnisse mittels Aurorakinase-

inhibitoren erzielt werden [19, 40].

1.2. Imatinibresistenz

1.2.1. Definition der Resistenz in Bezug auf Imatinib

Es wird die primire von der sekundéren Resistenz unterschieden:

Von primérer (intrinsische) Resistenz wird gesprochen, wenn die Imatinibtherapie von Beginn

an kein Ansprechen aufweist.

Tritt ein Rezidiv nach initialem Ansprechen auf Imatinib ein, handelt es sich definitionsgemaf3

um eine sekundére (erworbene) Imatinibresistenz [17].

Die Resistenzen unter der Imatinibtherapie werden weiterhin in folgende Untergruppen

gegliedert [12]:

Hamatologische Resistenz
Eine hiamatologische Resistenz liegt in der chronischen Phase vor, wenn es nicht zu
einer Normalisierung der peripheren Blutwerte kommt, eine Linksverschiebung des

Blutbildes persistiert und eine Basophilie oder Splenomegalie weiter fortbesteht.
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In der akzelerierten Phase und der Blastenkrise wird von einem hidmatologischen Rezi-
div gesprochen, wenn keine zweite chronische Phase oder ein Rezidiv nach initialem
Ansprechen eintritt.

Zytogenetische Resistenz
Eine zytogenetische Resistenz liegt vor, wenn es zu einem Verlust der guten
zytogenetischen Remission, die bei < 34% Philadelphia-positiven Metaphasen vorliegt,
kommt.
Weiterhin kann es bei dem Verlust der kompletten zytogenetischen Remission, die bei
0% Philadelphia-positiven Metaphasen vorliegt, zu einer zytogenetischen Resistenz
kommen.

Molekulare Resistenz
Eine gute molekulare Remission ist quantitativ als Reduktion der Ber-Abl-Transkripte
um mehr als drei Gréenordnungen oder als Quotient Ber-Abl/Abl < 0,12% definiert.
Eine Resistenz liegt vor, wenn dieses nicht erreicht wird.
Eine komplette molekulare Remission liegt vor, wenn mittels real-time PCR keine
nachweisbaren Bcr-Abl-Transkripte vorhanden sind. Eine molekulare Resistenz liegt
dann vor, wenn es zu einem Anstieg der vorher nicht nachweisbaren Bcr-Abl-
Transkripte kommt. Hier liegt quantitativ eine molekulare Resistenz beim Anstieg des

Ber-Abl/Abl-Quotienten um mehr als eine Gréenordnung vor.

1.2.2. Griinde der Resistenzentwicklung

Es bestehen folgende Griinde der Resistenzentwicklung [17, 32, 40]:

Mutation der Bcer-Abl-Tyrosinkinasedoméne, was zu einer Konformationsidnderung der
Kinase fiihrt. Dadurch kommt es zu einem Verlust der Bindungsaffinitit von Imatinib.
Genomische Amplifikation von BCR-ABL, vor allem in der Blastenkrise

Uberexpression des Ber-Abl-Proteins

Gesteigerte Expression des P-Glykoproteins mit Induktion einer Multi-Drug-Resistenz
(MDR)

Zunahme der Autophosphorylierung von Ber-Abl

1.2.3. Abhingigkeit der Resistenzentwicklung vom Stadium der CML

In der IRIS-Studie (,,International Randomized Study of Interferon and STI5S71%) wurde die

Effektivitit der Imatinibwirkung bei unbehandelten Patienten zu Beginn der chronischen Phase

untersucht [9, 32]. Es konnte gezeigt werden, dass von 553 Patienten in dem frithen Stadium der

Erkrankung lediglich fiinf Prozent der Patienten gegen Imatinib resistent waren und kein An-
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sprechen zeigten. Unter der Therapie bei Erstdiagnose erreichten unter Imatinib 87,1% eine
komplette zytogenetische Remission, unter Interferon und Ara-C waren es 34,7% [32]. Im Ver-
lauf der Therapie entwickelten weitere fiinf Prozent eine Imatinibresistenz. Das Risiko einer
primédren Resistenz oder eines Rezidivs ist somit bei Patienten in einem frithen Krankheits-
stadium gering [18]. In weiteren Studien [21] konnte gezeigt werden, dass die Resistenzrate

gegen Imatinib in fortgeschrittenen Stadien der CML deutlich ansteigt.

1.3. Wirkung der Hypusinierungsinhibitoren

1.3.1. Biosynthese der Polyamine Putrescin, Spermidin und Spermin

Die Synthese der Polyamine beginnt bei der Aminosdure L-Arginin. Sie wird durch das Enzym
Arginase entweder im Harnstoffzyklus der Leber in Ornithin umgewandelt und in das Plasma
freigesetzt oder auch intrazellulér in Ornithin verstoffwechselt [36, 47].

Der erste Schritt der Polyaminbiosynthese besteht in der Decarboxylierung des gebildeten
Ornithins durch das Enzym Ornithindecarboxylase, wodurch es zu dem zweiwertigen Polyamin
Putrescin wird. Putrescin wird durch die Putrescin-Aminopropyl-Transferase (PAPT) zu dem
trivalenten Polyamin Spermidin umgewandelt. Als letzter Schritt der Polyaminbiosynthese wird
eine weitere Aminopropylgruppe durch die Spermidin-Aminopropyl-Transferase (SAPT) auf
Spermidin iibertragen, wodurch das tetravalente Polyamin Spermin entsteht. Die jeweilige
iibertragene Amionpropylgruppe stammt von S-Adenosyl-Methionin (SAM) durch die kata-
Iytische Reaktion der S-Adenosyl-Methionin-Decarboxylase (SAMdc) [45].

Die Regulierung der Polyaminbiosynthese erfolgt durch die Schliisselenzyme Ornithin-De-

carboxylase und S-Adenosyl-Methionin-Decarboxylase [37, 52].

Ornithine

l oDC

Putrescine

SAM486A
precursor
S-adenosyl- B dc-AdoMet Spermidine —_— ons
Methionine

elF-5A
intermediate
Spermine l DHH

elF-5A
active protein

Abbildung 4: Polyaminbiosynthese nach [45]
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1.3.2. Die Rolle der Polyamine Putrescin, Spermidin und Spermin

Die Polyamine Putrescin, Spermidin und Spermin sind wichtig fiir das Zellwachstum und die
Differenzierung. Wird die Aktivitit des Schliisselenzyms Ornithindecarboxylase gehemmit,
kommt es zu einem Arrest der DNA-Replikation [47]. So korreliert der intrazellulére
Spermidinlevel mit der Zellproliferation, was therapeutisch genutzt werden kann. In einer
Studie konnte belegt werden, dass die Polyamine mit verschiedenen Makromolekiilen
interagieren und somit die Zellfunktionen beeinflussen. Weiterhin induzieren Wachstumsstimuli
die Polyaminbiosynthese, welche eine Voraussetzung fiir das Zellwachstum ist [36, 52].

In einer Phase I-Studie konnte in Leukozyten des peripheren Blutes von Patienten mit soliden
Tumoren eine verinderte Polyaminhomdoostase im Vergleich zu gesunden Zellen aufgezeigt
werden. Es konnten in den erkrankten Zellen erhohte Polyaminspiegel, sowie eine gesteigerte
Aktivitéit der Schliisselenzyme SAMdc und ODC gemessen werden [36]. Weiterhin konnte in
Studien gezeigt werden, dass eine Reduktion von Spermidin indirekt zu einer verminderten elF-
SA-Aktivitét fiihrt, da der Deoxyhypusinsynthase das Substrat (Aminobutyl-Gruppe des Sper-
midins) entzogen wird. Durch den Mangel an elF-5A kommt es zu einer verminderten Protein-
biosynthese, die eine Zytostase der Zellen induziert. Hierbei werden zwei Phasen unterschieden.
In der akuten Phase kann Spermin die Zellfunktionen aufrecht erhalten ohne in Spermidin, dem
eigentlichen Precursor fiir Hypusin, umgewandelt zu werden. Die spite Phase ist hypusin-
abhingig. Es muss Spermidin gebildet werden, um fiir den Hypusinierungsvorgang zur Ver-
fligung zu stehen. Aufgrund der Erkenntnis, dass die akute Phase hypusinunabhégig ist, scheint
elF-5A eine lange Halbwertszeit zu besitzen, um die zelluldren Funktionen lange aufrechtzu-
erhalten [23, 35, 47]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen von entziindlichen
Prozessen wie der Sepsis und dem akuten Lungenversagen zu einem Anstieg des Polyaminpools
kommt. Es wird vermutet, dass die Elevation der Polyamine fiir die Bereitstellung des elF-5A
induziert wird, welches eine Rolle bei der Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten
spielt. Es konnte gezeigt werden, dass Inhibitoren des Enzyms DHS einen

antiinflammatorischen Effekt auslosen [25].

1.3.3. Hypusinierung von elF-5A

Die Aminosdure Hypusin wurde 1971 entdeckt. Sie ist das Ergebnis einer posttranslationalen
Modifikation des eukaryoten Initiationsfaktors SA (eIF-5A) und an der Umwandlung eines
inaktiven elF-5A-Precursorproteins zu einer aktiven Hypusin-tragenden Form des elF-5A

beteiligt. Fiir diesen Prozess ist der Polyaminbiosynthese notwendig (Spermidin).
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Hypusin wird in zwei enzymatischen Schritten gebildet:

e NAD"-abhiingige Ubertragung einer Aminobutylgruppe von dem Polyamin Spermidin
auf die e-Gruppe eines einzelnen spezifischen Lysins (Lys50) in dem elF-5A

e Hydroxylierung des Lysins in dem elF-5A

llmz 'ilﬂz
NH,-CH,-CH,-CH,-CH, NH- (CH,);-NH, GH: GH:
Spermidine CH, . (sz
Deoxyhypusine (I:Hz Deoxyhypusine HOH
+ synthase hydroxylase
—_— H, _— GH:
NH, H H
) i
(CHz)s (CH.) (Erl
[NHCHCO (NHCHCO [NH HCO
elF5A mature
elF5A precursor elF5A intermediate Hypusine
Lysine Deoxyhypusine
Inactive Active

Abbildung 5: Hypusinierung des elF-5A [6]

Diese beiden Reaktionen werden durch zwei Enzyme katalysiert. Der erste Schritt wird durch

die Deoxyhypusinsynthase (DHS) begiinstigt und der zweite Schritt durch die Deoxyhypusin-

hydroxylase (DHH). EIF-5A reprisentiert das einzige bisher bekannte Protein, das durch die

posttranslationale Hypusinierung aktiviert wird [6, 36, 45].

EIF-5A ist an folgenden Funktionen beteiligt:

Der Initiationsfaktor ist essentiell fiir die Proliferation aller Zellen, da er eine wesentliche
Rolle in der Proteinbiosynthese (Translation) spielt. Er liegt vermehrt in sich schnell teilen-
den Zellen, wie Tumorzellen vor [23, 35].

Ihm wird eine Bedeutung bei dem Export von mRNA aus dem Zellkern zugeschrieben.

Er begiinstigt die Neurogenese und ist an der Ausbildung von Synapsen im Hippocampus
beiteiligt. Dem elF-5A wird eine Bedeutung bei der Entstehung des Langzeitgedédchtnisses
zugeschrieben. Im Alter nimmt die Konzentration von elF-5A ab, was im Zusammenhang
mit der Verschlechterung der Gedéchtnisleistung stehen konnte [31].

Der Initiationsfaktor kontrolliert die p5S3-vermittelte Apoptose und bietet einen Apoptose-
schutz vor TNF-a [25].

EIF-5A ist an der Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten sowie an der
Aktivierung der entziindlichen Reaktion gesunder Zellen beteiligt [25].

EIF-5A ist an der Reifung von dendritischen Zellen beteiligt [47].

19



Einleitung

1.3.4. Der indirekte Hypusinierungsinhibitor SAM486A

Der indirekte = Hypusinierungsinhibitor ~ S-Adenosyl-Methionin-Decarboxylase-Inhibitor
(SAM486A) wurde von Novartis (Basel, Schweiz) entwickelt. SAM486A greift in den Stoff-
wechsel der Polyamine ein und fiihrt zu einer Verminderung von Spermidin, welches an der
Aktivierung des eukaryoten Initiationsfaktors SA beteiligt ist (Abb. 4, 6). Durch die Reduktion
des Spermidingehaltes wird die Hypusinierung des elF-5A indirekt verhindert und ein
antiproliferativer Effekt auf die Zellen ausgeiibt, da die Proteinbiosynthese unterbunden wird.
Direkte Hypusinierungsinhibitoren blockieren im Gegensatz zu SAM486A Enzyme, die un-
mittelbar an dem Vorgang der Hypusinierung beteiligt sind (DHH, DHS).

SAMA486A ist eine Weiterentwicklung von élteren Hypusinierungsinhibitoren. Als Vorldufer ist
5’-{[(Z)-4-Amino-2-butyl]-methylamino }-5’deoxyadenosin (AbeAdo) als potenter, selektiver
und irreversibler SAMdc-Inhibitor, bekannt. Diese Substanz erbrachte jedoch in vivo keinen
Antitumoreffekt. Dies wurde hypothetisch damit erklért, dass es zu einer Akkumulation von
Putrescin in hohen Leveln kam, wodurch die Funktion der hoheren Polyamine ersetzen werden
konnte. Zu der ersten Generation von Hypusinierungsinhibitoren zé&hlt weiterhin Methylglyoxal-
bis-guanylhydrazone (MGBG). MGBG weist einen antitumor und antileukdmischen Effekt auf,
wirkt jedoch nicht sehr spezifisch auf SAMdc. In einem Vergleich konnte ein Selektivititsindex
von 1000 fiir SAM486A in Bezug auf die Inhibierung des Enzyms SAMdc ermittelt werden.
Fiir MGBG lésst sich ein Wert unter 1 ermitteln. Unter der Therapie mit MGBG kam es zu
schweren Nebenwirkungen, die sich durch Interaktionen mit mitochondrialen Funktionen
erkldren liefSen [52].

SAMA486A ist die freie Base von 4-(Aminoiminomethyl)-2,3-dihydro-1-H-inden-1-1-diamino-
methylenhydrat. Es ist 200-fach aktiver als die Vorldufersubstanzen. Es zeigt keine Inter-
aktionen mit den mitochondrialen Funktionen und zeigt ein geringes Nebenwirkungsspektrum
im Vergleich zu den vorherigen Hypusinierungsinhibitoren. SAM486A fiihrt bei verschiedenen
Tumorzelllinien und metastasierten Tumoren zu einer Wachstumsinhibition. Die ICs, liegt
selbst bei Zellen mit MDR im mikromolaren Bereich (0,1 uM bis 5 uM). Eine dosislimitierende
Toxizitdt in Form der Myelosuppression tritt bei einer Gabe von 102,4 mg/m?/Tag auf. Dies
entspricht einer Plasmakonzentration von 11 uM und iiberschreitet deutlich die 1Cs, fiir die
Wachstumsinihibition der Tumorzellen in vitro [46, 52].

Weiterhin konnten sowohl additive als auch synergistische Effekte in der Kombinationstherapie
mit 5-Fluorouracil, Cisplatin und Eflornithin (ODC-Inhibitor) aufgezeigt werden. Hierbei wird
SAM486A in einer Dosis bis 400 mg/m” Korperoberfliche pro Zyklus gut toleriert. Die Wieder-
holung eines Zyklus erfolgt alle vier Wochen. Dabei tritt keine kumulative Toxizitidt auf, die
zum Abbruch des Zyklus fiihrt. Ab einer Dosis von 550 mg/m’ pro Zyklus tritt eine unkompli-

zierte reversible Granulozytopenie auf. Beziiglich der Therapie des fortgeschrittenen kolo-
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rektalen Karzinoms mit 5-Fluorouracil und SAM486A wird in 30% der Fille eine partielle Re-
mission und in 35% eine Stabilisierung der Erkrankung erreicht [49, 52].

Als Nebenwirkungsprofil tritt in milder Form Ubelkeit, Erbrechen und Fatigue auf. Bei der
Verabreichung von kurzen hochdosierten Gaben kommt es zur Neutropenie, sowie zu akuten
respiratorischen und kardialen Symptomen wie Hyperdmie, Tachykardie, Zyanose und
Dyspnoe. Bei Langzeitgaben kam es zu morphologischen Verdanderungen an der Leber und dem

Herzen [42, 46, 52].

NH
A NH,
NH,

Abbildung 6: Strukturformel SAM486A (nach [45])
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2 Fragestellung

Die Zulassung des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib brachte 2001 einen Durchbruch in der
Therapie der Bcer-Abl-positiven chronischen myeloischen Leukédmie. Es ergaben sich jedoch
schnell Resistenzen gegen den Tyrosinkinaseinhibitor, weshalb nach neuen therapeutischen
Zielstrukturen (Targets) geforscht werden muss.

Neben der Entwicklung von Zweitgenerationen der Tyrosinkinaseinhibitoren wurden neue
direkte und indirekte Bcr-Abl-abhingige Targets identifiziert, die zu einer Entwicklung von
neuen Behandlungsstrategien beitragen konnten.

In einer Studie wurden Bcr-Abl-positive K562-Zellen mit und ohne Imatinib kultiviert und
Unterschiede in der Proteinexpression mittels der 2-dimensionalen-Gelelektrophorese analy-
siert, um neue zelluldre Ber-Abl-downstream Targets zu detektieren. Es konnte gezeigt werden,
dass unter 19 verschiedenen Proteinen der eukaryote Initiantionsfaktor 5A in den mit Imatinib
behandelten Zellen vermindert exprimiert wird [1].

Der Initiationsfaktor spielt eine wesentliche Rolle in der Proteinbiosynthese, die fiir die
Zellproliferation essentiell und in Leukdmiezellen erhoht ist. EIF-5A stellt das bisher einzige
bekannte Protein dar, das durch eine posttranslationale Hypusinierung aktiviert wird und durch
das Eingreifen in den Polyaminstoffwechsel mittels Hypusinierungsinhibitoren gehemmt
werden kann [23, 35, 47, 52].

Hypusinierungsinhibitoren wirken auf Zellen antiproliferativ und bieten somit einen wirkungs-
vollen Angriffspunkt in der Therapie von bosartigen Erkrankungen. Beziiglich der chronischen
myeloischen Leukdmie konnte ein synergistischer Effekt zwischen Imatinib und dem Hypu-
sinierungsinhibitor Ciclopirox in der Kombinationstherapie der Ber-Abl-positiven K562-Zellen
gezeigt werden. Somit wurde postuliert, dass die Ber-Abl-Aktivitéit eine Voraussetzung fiir den
synergistischen Effekt zwischen Imatinib und Hypusinierungsinhibitoren zu sein scheint [1].
Um weitere therapeutische Moglichkeiten in der Therapie der chronischen myeloischen Leuki-
mie zu schaffen, wird in dieser Arbeit die Wirkung des indirekten Hypusinierungsinhibitors
SAM486A (S-Adenosyl-Methionin-Decarboxylaseinhibitor) auf Bcr-Abl-positive sowie
Ber-Abl-negative Leukidimiezellen in vitro untersucht. Es wird anhand von humanen (K562,
HL60) und murinen Leukdmiezelllinien (Ba/F3+IL3) mit unterschiedlichen Mutationen (Ba/F3-
p210, Ba/F3-p210-E255K, Ba/F3-p210-T315I) sowie anhand von Primédrmaterial (CD34+
Zellen) in verschiedenartig gestalteten Versuchen getestet, ob SAM486A eine Bcr-Abl-
abhingige Wirkung zeigt und ob es in Kombination mit Imatinib einen synergistischen anti-
proliferativen Effekt aufweist. Im Hinblick auf die Resistenzentwicklungen gegen Imatinib und
das nicht Ansprechen einiger Mutationen auf Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten Generation,
wird ein besonderes Augenmerk auf die Wirkung des Hypusinierungsinhibitors SAM486A
beziiglich der resistenten Zelllinien Ba/F3-p210-E255K und Ba/F3-p210-T315I gelegt.
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3 Methoden und Materialien

3.1. Zelllinien

In dieser Arbeit wurden murine und humane Bcr-Abl-positive sowie Bcer-Abl-negative
Leukémiezellen verwendet.

Morphologisch handelt es sich bei den murinen Zellen um einzelne runde Suspensionszellen. In
ihrer Wachstumsphase bilden sie Ausziehungen. Unter der Behandlung mit Imatinib werden
diese Zellen groBer, runder und bilden keine Ausziehungen mehr, woran der inhibitorische Ef-
fekt der Substanz morphologisch in Erscheinung tritt.

Zu den Bcr-Abl-positiven murinen Zellen gehdren die mittels retrovirale Transduktion
hergestellten Ba/F3-p210, Ba/F3-p210-E255K und Ba/F3-p210-T3151, die von N. P. Shah und
C. L. Sawyers (University of California- Los Angeles) bereitgestellt wurden. Trotz der
Ausbildung des Philadelphia-Chromosoms reagiert nur Ba/F3-p210 sensitiv auf Imatinib. Die
Mutante Ba/F3-p210-E255K ist partiell imatinibsensitiv, wobei die Zelllinie Ba/F3-p210-T3151
durch ihre Mutation an der Position 315 der Tyrosinkinase kein Ansprechen auf Imatinib zeigt.
Als Ber-Abl-negative murine Zelllinie dient Ba/F3+IL-3. Diese Zellen sind Interleukin-3-
abhingige pro-B-Zellen, die aus dem peripheren Blut der BALB/c-Maus gewonnen wurden.

Durch das Fehlen des Philadelphia-Chromosoms sprechen diese Zellen nicht auf Imatinib an.

Als humane Ber-Abl-positive Zelllinie wurden die Zellen K562 aus der Blastenkrise einer CML
in den Versuchen eingesetzt. Es handelt sich morphologisch um einzelne groBle, runde
Suspensionszellen. Sie tragen das Philadelphia-Chromosom mit dem Fusionsgen BCR-ABL
b3-a2. Die Zellen reagieren sensitiv in Form einer Proliferationshemmung auf eine Imatinib-
therapie.

Die humanen runden Suspensionszellen HL60 dienen als Ber-Abl-negative Vergleichszellen.
Sie wurden aus dem peripheren Blut eines Patienten mit einer akuten myeloischen Leukidmie
(AML FAB M2) gewonnen. Sie tragen kein Philadelphia-Chromosom und sprechen somit nicht
auf Imatinib an.

Die Zelllinien Ba/F3+IL-3, K562 und HL60 wurden von DSMZ (Bielefeld, Deutschland) zur
Verfiigung gestellt.

Das Kulturmedium bestand sowohl fiir die murinen als auch fiir die humanen Zellen aus 90%
RPMI 1640 und 10% FBS (fotales Rinderserum). Zusitzlich wurden jeweils nicht-essentielle
Aminosduren (2 mM) und Natriumpyruvat (1 mM) zugegeben. Zur Prophylaxe von bakteriellen
Verunreinigungen dienten Penicillin (50 U/ml) und Streptomycin (50 mg/ml). Die Zellen
erhielten dreimal wochentlich frisches Medium. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5% CO,.
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Zum Einfrieren von Suspensionszellen wurde ein Einfriermedium aus 90% FCS und 10%
DMSO (Dimethylsulfoxid) verwendet. Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen in fliissigen
Stickstoff bei -196°C {iberfiihrt. Die Kryokonservierung unterhalb von -120°C unterbricht
biochemische Vorginge und somit den Stoffwechsel der Zellen. Als Gefrierschutzmittel diente
Dimethylsulfoxid, indem es die Kristallbildung innerhalb und auflerhalb der Zelle sowie die
partielle Dehydratation des Zytoplasmas verhindert. Es bindet und ersetzt das Zellwasser. Bei
dem Auftauen der Zellen wurde auf den zytotoxischen Effekt der Substanz bei Temperaturen

iiber 0°C geachtet.

Die CD34+ Zellen wurden in einem serumfreien Medium kultiviert. Die Zellen benétigten fiir
das Wachstum und die Differenzierung verschiedene humane Wachstumsfaktoren. Es wurden
zu dem Medium S-CSF (100 ng/ml), Flt-3 Ligand (100 ng/mL), TPO (50 ng/mL), IL-3 und IL-6
(jeweils 20 ng/ml) und G-CSF (20 ng/mL) zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5%
CO..

3.2. Wachstumsfaktoren der Himatopoese

Das zu sehende Schema gibt einen Uberblick iiber die Entwicklung und Differenzierung der
Blutzellen. Ausgangspunkt ist die pluripotente Stammzelle, deren Proliferation durch den
Stammzellfaktor (SCF) angeregt wird und zur Bildung von Vorlduferzellen fiihrt. Die Ent-
wicklung der Blutzellen wird durch die Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren wie
c-Myb, PU.1 und E2A gesteuert. Wenn die Richtung der Entwicklung zu den bestimmten Blut-
zellen festgelegt ist, regulieren Zytokine (Interleukine) und koloniestimulierende Faktoren die

weitere Differenzierung (IL-2, 3, 5, 7, 15, G-CSF, M-CSF, TPO, EPO).
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Abbildung 7: Ablaufschema der Hamatopoese [5]
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Die in dieser Arbeit verwendeten Zytokine wurden rekombinant hergestellt. Bei der
Kultivierung der CD34+ Zellen wurden zur Stimulierung des Wachstums und der

Differenzierung folgende humane Wachstumsfaktoren eingesetzt [5]:

e Interleukin-3 (IL-3)
Interleukin-3 ist ein hamatopoetischer Wachstumsfaktor, der die Differenzierung und
Proliferation der Vorlduferzellen der Megakaryozyten, Makrophagen, FEosinophilen,
Basophilen und Mastzellen fordert. Es wird in vivo von T-Zellen, Mastzellen und den
Eosinophilen gebildet. Es erhoht die Thrombopoese, Phagozytose und die antikorperver-
mittelte Immunabwehr. Weiterhin aktiviert es die Monozyten und besitzt somit eine im-

munmodulatorische Wirkung.

¢ Interleukin-6 (IL-6)
Interleukin-6 ist ein pleiotropes Zytokin, das eine sehr wichtige Rolle bei der Abwehr durch
die Regulierung der immunologischen und inflammatorischen Antwort spielt. Es wird von
T-Zellen, Monozyten, Fibroblasten, Endothelzellen und Keratinozyten gebildet und erfiillt
verschiedene biologische Funktionen. Es stimuliert die B-Zell-Differenzierung und Anti-
korperproduktion. Weiterhin induziert es die Expression von Akute Phase Proteinen und

reguliert den Knochenstoffwechsel.

e Flt3-Ligand (Fms-relatedbtyrosine kinase 3 ligand)
Der Flt3-Ligand ist ein Wachstumsfaktor, der die Proliferation der frithen hiimatopoetischen
Zellen reguliert. Der Flt3-Ligand bindet an Zellen, die den Flt3-Rezeptor exprimieren. Der
Ligand selbst stimuliert nicht die Proliferation, sondern bewirkt einen synergistischen Effekt
mit anderen CSFs und den Interleukinen hinsichtlich der Wachstumsinduktion und

Differenzierung.

e G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor)
G-CSF ist ein himatopoetischer Wachstumsfaktor, der die Entwicklung der Vorlduferzellen
zu den Neutrophilen und ausgereiften Zellen stimuliert. Es wird in den verschiedensten
Zellen, wie den Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen und im Stroma des Knochen-
marks gebildet. Es wird klinisch nach Knochenmarktransplantationen und Chemotherapien

zur schnelleren himatopoetischen Regeneration eingesetzt.
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¢ SCF (Stem Cell Factor)
SCF ist ein himatopoetischer Wachstumsfaktor, der seine Aktivitit iiber den Signalweg des
c-Kit-Rezeptors ausiibt. SCF und c-Kit sind essentiell fiir das Uberleben, die Proliferation

und die Differenzierung der himatopoetischen Zellen.

e TPO (Thrombopoetin)
TPO ist ein zelllinienspezifischer Wachstumsfaktor, der in der Leber, den Nieren und im
Skelettmuskel gebildet wird. Es stimuliert die Proliferation der Megakaryozyten und fordert

die Zirkulation ansteigender Thrombozytenlevel.

3.3. Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau-Fiarbung

Die Neubauer—Zihlkammer ist eine Glasplatte, in deren Mitte zwei quadratische Felder de-
finierter GroBe zur Zellzahlbestimmung vorhanden sind. Das Prinzip dieser Methode beruht
darauf, dass der Farbstoff Trypanblau nur die Zellmembran nekrotischer beziehungsweise
apoptotischer Zellen durchdringen kann und diese Zellen somit blau férbt.

Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurden 10 ul der zu zdhlenden Zellsuspension mit 40 ul
Trypanblau resuspendiert (1:5-Verdiinnung). 10 pl dieses Zellsuspensions-Farbstoffgemisches
wurden entnommen und in den definiert hohen Zwischenraum der Neubauer-Zihlkammer

pipettiert.

Die zwei quadratischen Felder im Mittelfeld der Glasplatte wurden getrennt voneinander be-
trachtet. Jedes quadratische Feld besteht aus 3x3 GroBquadraten (Abb. 8). Die Anzahl der

Zellen wurde nur in den vier grauen Grof3quadraten bestimmt.
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Abbildung 8: Neubauer Zihlkammer, (nach Wikipedia)
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34. Isolation von CD34+ Zellen

Zu der Isolation von CD34+ Zellen wird das ,,indirekte CD34 MicroBead Kit* von der Firma
Miltenyi Biotecs verwendet. Es beinhaltet drei wesentliche Bestandteile:

e FcR-Blockierungsreagenz: Humanes Immunglobulin

e  Monoklonaler CD34-Antikorper, der an ein Hapten gebunden ist: Maus IgG1-Isotyp

¢ Anti-Hapten Micro Beads

Das Kit wird zur Isolation von hidmatopoetischen Stammzellen aus dem peripheren Blut,
Knochenmark und der Zellapherese verwendet. Die Zellen konnen mit einer Reinheit von

85-98% mittels dieser Methode aus dem vorliegenden Material gewonnen werden.

Die Isolation der hdmatopoetischen Vorlduferzellen ist durch ihre Expression des Oberfldchen-
molekiils CD34 moglich. Mononukledre Zellen werden mittels einer Dichtegradienten-
zentrifugation iiber Ficoll® gewonnen.

Fiir die MACS® Separation werden die CD34+ Zellen indirekt isoliert. Dies geschieht mithilfe
eines primdr monoklonalen Antikorpers, der an ein Hapten gebunden ist und an die Zellen
bindet. Weiterhin wird ein anti-Hapten-Antikorper, der an MACS MicroBead gekoppelt ist,
verwendet. Somit bindet der anti-Hapten-Antikorper das Hapten, an das die CD34+ Zellen
durch vorherige Bindung gekoppelt sind. Die so vorbehandelten Zellen werden anschlieend zur
Gewinnung in eine Separationssdule iiberfithrt. Somit werden die Zellen mittels einer klas-

sischen Antigen (CD34+ Zellen)-Anikorperreaktion isoliert.

Fiir die routinemifige Isolation der CD34+ Zellen wurde das Knochenmark in 50 ml Tubes mit
5 ml PBS und 2 ml EDTA oder 200 U/ml Heparin gegeben. Zum Losen der Zellen wurde die
Losung im Uberschuss mit RPMI 1640, das mit 0,02% Kollagenase B und 100 U/ml DNAse
angereichert wurde, gewaschen. Die Zellen wurden in einen mit Puffer benetzten
Priseparationsfilter gegeben. 35 ml der gewaschenen Zellsuspension wurden iiber eine Schicht
mit 15 ml Ficoll gelegt und 35 Minuten bei 20°C in einer ungebremsten Zentrifuge mit
2000 rpm zentrifugiert. Danach wurde die obere Schicht vorsichtig abgenommen, so dass die
mittlere Schicht mit den mononukledren Zellen unberiihrt bleibt. AnschlieBend wurden die
Zellen entnommen und mit EDTA angereichertem PBS gewaschen. Die Losung wurde fiir 10
Minuten zentrifugiert und das Zellpellet in einem Endvolumen von 300 ul Puffer pro 10° Zellen

resuspendiert.
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3.5. Kurzeitproliferationsassay

In dem Kurzzeitproliferationsasssay wurden die eingesetzten Zellen fiir fiinf Tage mit
SAM486A behandelt.
In einer 24-Wellplatte mit flachem Boden wurden je Well 1x10* Zellen einer Zelllinie pro ml

ausgesit und mit folgenden SAM486A-Konzentrationen behandelt.

Kontrolle 0,0625 uM 0,125 uM 0,25 uM 0,5 uM 1 uM
Kontrolle 0,0625 uM 0,125 uM 0,25 uM 0,5 uM 1 uM
Kontrolle 0,0625 uM 0,125 uM 0,25 uM 0,5 uM 1 uM

Tabelle 1: Pipettierschema der SAM486A-Konzentrationen

Die Kontrollzellen erhielten statt SAM486A das Losungsmittel ddH,O. Nach der Behandlung
wurde die 24-Wellplatte mit den Zellen fiir 72 Stunden in einen Brutschrank bei 37°C und
einem CO,-Gehalt von 5% gelagert.

Nach 72 Stunden erfolgte die erste Bestimmung der Zellzahlen mittels Trypanblaufarbung. An
diesem Tag wurden die Zellen im Verhéltnis 1:10 gesplittet, um den Zellen ein ungestortes
Wachstum zu gewéhrleisten. Es wurde frisches Medium mit den entsprechenden SAM486A-
Konzentrationen nach dem oben abgebildeten Schema zugegeben. Nach weiteren 48 Stunden

erfolgte die nichste Zellzahlbestimmung, womit der Versuch endete.

3.6. Langzeitproliferationsassay

In dem Langzeitproliferationsassay wurden die Zellen fiir zwei Wochen kultiviert und mit 1pM
SAMA486A behandelt.

Es wurden 5x10* Zellen pro ml in 10 ml Medium ausgesit und fiir 13 Tage kultiviert. Es er-
folgte eine dreifach Bestimmung der Kontrollzellen sowie der behandelten Zellen.

Die Zellzahlbestimmung erfolgte an den Tagen 3, 6, 8, 10 und 13 der Behandlung. Bei der je-
weiligen Zellzihlung wurden die Zellen auf die Ausgangszellzahl von 5x10* Zellen pro ml
reduziert und in einer neuen Kulturflasche mit frischem Medium weiterkultiviert, um optimale
Wachstumsbedingungen zu gewéhrleisten. An dem achten Tag wurden die Zellen, die nicht
weiterkultiviert wurden in 70% Ethanol zur spiteren FACS-Analyse (Fluorescence-Activated

Cell Sorting) fixiert.
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3.7. Durchflusszytometrie

Das Prinzip der FACS-Messung (FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting) beruht auf der
Emission optischer Signale seitens der Zellen, wenn diese innerhalb des Gerites durch eine
Kapillare flieBen und im Sensormodul einzeln einen Laserstrahl passieren. Bei dem Passieren
des Laserstrahls wird das Licht je nach Eigenschaft der Zelle gestreut und mittels Detektoren
registriert. Die Streuung des Lichts ist abhingig von der Grofe der Zellen und ihrer
Granularitit. So ist das Vorwirtsstreulicht (FSC=Forward Scatter) ein MaB fiir die Beugung des
Lichts im flachen Winkel und hingt vom Volumen der Zellen ab. Das Seitwirtsstreulicht
(SSC=Sideward Scatter) ist ein Maf fiir die Brechung des Lichts im rechten Winkel, die von der
Granularitit der Zelle abhiéngt.

3.7.1. Apoptosenachweis mittels Durchflusszytometrie

Zum Nachweis des programmierten Zelltodes, der Apoptose, sowie der Nekrose wurde die
Zellzyklusanalyse herangezogen. Diese Methode beruht auf der Feststellung, dass bei
apoptotischen beziehungsweise nekrotischen Zellen eine Fragmentierung der chromosomalen
DNA durch Endonukleasen einsetzt. Die entstethenden DNA-Bruchstiicke verlassen den
Zellkern, sodass apoptotische und nekrotische Zellen einen niedrigeren nuklearen DNA-Gehalt
aufweisen im Vergleich zu intakten Zellen mit diploidem oder hyperploidem
Chromosomensatz. Man spricht von sub-G;-Zellen.

Durch Anfirbung der DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid (PI) kann der DNA-
Gehalt im Durchflusszytometer gemessen werden. Lebende Zellen besitzen eine intakte Zell-
membran, welche fiir kationische Farbstoffe wie PI nicht durchlissig ist. Im Rahmen des
Zellsterbens rupturiert die Zellmembran, so dass PI eindringen und in doppelstringigen DNA
und einzelstringige RNA interkalieren kann. Die Fluoreszenzintensitit von Propidiumjodid ist
proportional zu dem DNA-Gehalt der Zelle und ldsst somit die Unterscheidung zwischen
apoptotischen Zellen mit subdiploidem Chromosomensatz und lebenden Zellen mit diploidem
oder hyperploidem Chromosomensatz zu [43].

Die in 70% Ethanol fixierten Zellen wurden zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen und bei
2000 rpm fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils abgenommen und das
Zellpellet nach dem zweiten Waschvorgang in 300 pul der DNA-Firbelosung (1 ml PBS, 25 pl
RNAse, 10ul PI) resuspendiert und in ein FACS-Rohrchen zur FACS-Analyse iiberfiihrt. Es
erfolgte eine Inkubation der DNA-Firbelosung von mindestens 20 Minuten Dauer auf Eis.
Die Messung wurde durchflusszytometrisch am FACS-Calibur™ im FL-3 Kanal durchgefiihrt,
um das Emissionsmaximum von Propidiumjodid von 650 nm zu erfassen. Die Auswertung er-

folgte mit Hilfe der CellQuest-Software.
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3.8. Proliferationsassay mit Kombinationstherapie

Pro Zelllinie wurden zwei 24-Wellplatten mit flachem Boden bendtigt. In der ersten Platte
wurden 1x10° der unvorbehandelten Zellen pro ml Medium ausgesiit. In der zweiten Platte
wurden 1x10° Zellen pro ml Medium ausgesit, die sechs Tage mit 1uM SAMA486A
vorbehandelt wurden.

Die Behandlung mit Imatinib erfolgte auf beiden Platten gleichermalen nach folgendem

Schema:
Kontrolle 0,039 uM 0,156 uM 0,625 uM 2,5 uM 10 uM
Kontrolle 0,039 uM 0,156 uM 0,625 uM 2,5 uM 10 uM
Kontrolle 0,039 uM 0,156 uM 0,625 uM 2,5 uM 10 uM

Tabelle 2: Pipettierschema fiir die Imatinibzugabe der unvorbehandelte Zellen

Die Kontrollzellen erhielten jeweils das Losungsmittel von Imatinib, einem Gemisch aus glei-
chen Anteilen von H,O und DMSO.

Die Zellzahlbestimmung beider Platten erfolgte 24, 48 und 72 Stunden nach der Imatinibzu-
gabe.

3.9. MTT-Assay (Zytotoxizitiatstest)

Mittels dieses Tests kann die Stoffwechselaktivitit kultivierter Zellen unter dem Einfluss spe-
zifischer Substanzen bestimmt werden.

Der Zytotoxizititstest beruht darauf, dass das gelbe MTT [3-(4,5Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-tetrazoliumbromid] von den lebenden Zellen aufgenommen und in den aktiven Mito-
chondrien mittels der Succinatdehydrogenase nach der folgenden Reaktionsgleichung zu dem
blau-schwarz aussehenden Formazan [1-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan]

reduziert wird.

NADH + MTT —2dudrosenase s NAD*Y + Formazan

Das Formazan wird durch das Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS) aus den Zellen freigesetzt,
indem das SDS die Zellen lysiert. Die Intensitit der Formazanbildung wird photometrisch bei
570 nm mit Hilfe des ELISA-Readers gemessen. Die Hohe der Absorption ist proportional zur
mitochondrialen Aktivitét der Zellen.

An dem ersten Tag wurden die zu untersuchenden Zellen in flache 96-Well-Platten mit einer
Zellzahl von 9x10° Zellen pro Well in einem Mediumvolumen von 150 pl ausgesit [1, 2]. Die
fiir sechs Tage mit SAM486A vorbehandelten Zellen erhielten vor dem Aussden nochmals 1uM
SAMA486A. Die Zellen wurden zur Inkubation fiir zwei Stunden in einem Brutschrank bei 37°C

und 5% CO, gelagert. AnschlieBend wurden die unbehandelten sowie die vorbehandelten Zellen
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mit 50 ul der entsprechenden Imatinibkonzentration in aufsteigenden Konzentrationen

behandelt. Die Einwirkzeit des Medikaments betrug 72 Stunden. Somit ergab sich folgendes

Pipettierschema:

H,0 | H,O H,O H,0 H,0 H,O H,0 H,0 H,0 | H,0 | H,0 | H,0
H,0| K |0039uM| 0,078 uM | 0,156 uM | 031 uM | 0,625 uM | 125 uM | 2,5 uM | 5 uM | 10uM | B0
H0| K 0039uM| 0,078 uM | 0,156 uM | 031 pM | 0,625 uM | 125 uM | 2,5 uM | 5 uM | 10uM | H,0
H,0| K |0039uM | 0,078 uM | 0,156 uM | 0,31 uM | 0,625 uM | 1,25 uM | 2,5 uM | 5 uM | 10uM | H,O
H,0| K |0039uM| 0,078 uM | 0,156 uM | 031 uM | 0,625 uM | 125 uM | 2,5 M| 5 uM | 10uM | H,0
H0| K 0039uM| 0,078 uM | 0,156 uM | 031 pM | 0,625 uM | 125 uM | 2,5 uM | 5 uM | 10uM | H,0
H,0| K |0039uM | 0,078 uM | 0,156 uM | 0,31 uM | 0,625 uM | 1,25 uM | 2,5 uM | 5 uM | 10uM | H,O
H,0 | H,O H,O H,0 H,0 H,O H,0 H,0 H,0 | H,0 | H,0 |H,O

Tabelle 3: Pipettierschema fiir Imatinib, K: Kontrollzellen

Nach 72 Stunden Behandlung wurden 10 ul MTT pro Well zu den Zellen gegeben und fiir zwei
Stunden inkubiert. Zur Freisetzung des Formazans wurden 90 upl Lysispuffer in jedes Well
pipettiert. Die 96-Well-Platten wurden zum Schutz vor UV-Licht in Alufolie gewickelt und iiber
Nacht auf einen Schiittler gestellt. Am néchsten Tag erfolgte die Messung der Intensitéit der
Formazanl6sung am Photometer bei 570 nm gegen eine Referenzwellenldnge von 690 nm. Die
Intensitédt der Farbentwicklung stand im direkten Verhiltnis zur Anzahl der lebenden Zellen vor

der MTT-Zugabe. Die Auswertung der Messung erfolgte mit Hilfe der Calcusyn-Software.

3.10. Proliferationsassay mit CD34+ Zellen

3.10.1. Monotherapie mit SAM486A

Die CD34+ Zellen von je zwei gesunden, zwei Ber-Abl-positiven und einem Ber-Abl-neagtiven
CML-Patienten wurden aufgetaut und in 15 ml Auftaumedium bestehend aus 60% RPMI und
40% FCS iberfithrt. Die Zellsuspension wurde fiir fiinf Minuten bei 1500 rpm und 21°C
zentrifugiert, sodass der Uberstand anschlieBend verworfen werden konnte. Das Zellpellet
wurde zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen, um serumfreie Zellen zu gewinnen. Der Uberstand
wurde abgesaugt, das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl mittels Trypanblau-
farbung bestimmt.

Es wurden 1x10° Zellen pro Well in 75 pl zytokinangereicherten serumfreien Medium (IL-3,
IL-6, Flt-3, TPO, S-CSF und G-CSF) ausgesit und fiir 10 Stunden in den Brutschrank gestellt.
Die Behandlung mit SAM486A erfolgte nach dem

angegebenen Schema in einem

Mediumvolumen von 25 pl:

Kontrolle 0,25 uM 0,5 uM 1 uM 2 uM 4 uM
Kontrolle 0,25 uM 0,5 uM 1 uM 2 uM 4 uM
Kontrolle 0,25 uM 0,5 uM 1 uM 2 uM 4 uM

Tabelle 4: Pipettierschema fiir SAM486A, CD34+ Zellen
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Am fiinften Tag wurde 100 pl frisches Medium mit entsprechender SAM486A-Konzentration

zugegeben. Die Zellzahlbestimmung erfolgte an den Tagen 3, 6, 8 und 10 nach dem Aussien.

3.10.2. Kombinationstherapie mit Imatinib und SAM486A

Analog der Monotherapie wurden die CD34+ Zellen aufgetaut und auf zwei 96-Wellplatten mit
1x10° Zellen pro Well in 175 ul zytokinangereichertem Medium ausgesit und fiir 10 Stunden in
den Brutschrank gestellt. Eine Platte wurde fiir sechs Tage mit einer subapoptotischen
Konzentration von 0,5 uM SAM486A vorbehandelt, die andere Platte blieb fiir sechs Tage
unbehandelt. Die subapoptotische Konzentration von 0,5 pM SAM486A wurde aus den
erhobenen Daten der Monotherapie abgeleitet. Am fiinften Kulturtag wurden 100 ul des mit
Zytokinen angereicherten Mediums zu den Zellen gegeben. Die vorbehandelten Zellen erhielten
das Medium mit 0,5 uM SAM486A. Am sechsten SAM486A-Behandlungstag wurde Imatinib

nach dem angegebenen Schema in einem Mediumvolumen von 15 pl zugegeben.

Kontrolle 0,039 uM 0,156 uM 0,625 uM 2,5 uM 10 uM
Kontrolle 0,039 uM 0,156 uM 0,625 uM 2,5 uM 10 uM
Kontrolle 0,039 uM 0,156 uM 0,625 uM 2,5 uM 10 uM

Tabelle 5: Pipettierschema fiir Imatinib

Es erfolgten Zellzahlbestimmungen mittels Trypanblaufarbung 24, 48 und 72 Stunden nach der

Imatinibzugabe.

3.11. Statistische Methoden

Zur Auswertung der Versuche wurden der ,,T-Test fiir paarweise angeordnete Messwerte
sowie die ,,Regressionsanalyse* verwendet.

Der T-Test diente zur Auswertung des Kurzzeitversuchs, der FACS-Analyse, der Kombi-
nationstherapie der etablierten Zelllinien und der Auswertung der Versuche mit dem Patienten-
material. Das statistische Signifikanzniveau betrégt fiir alle Versuche 5%. Somit miissen bei der
Auswertung der Versuche mit dem T-Test P-Werte < 0,05 vorliegen, um einen statistisch
signifikanten Unterschied in den jeweiligen Behandlungsoptionen aufzeigen zu konnen.

Die Regressionsanalyse wurde zur statistischen Interpretation des Langzeitproliferationsassays
herangezogen. Bei der Regressionsanalyse wurde der berechnete Wert Ivl betrachtet. Um hier
statistisch signifikante Unterschiede (5% Signifikanzniveau) zwischen den Kontrollzellen und
den mit SAM486A behandelten Zellen zu detektieren, muss vl Werte =2,78 annehmen. Weitere

Erlduterungen zu den jeweiligen statistischen Modellen befinden sich im Anhang.
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4 Ergebnisse

4.1. Vorversuch des Kurzeitproliferationsassays

Zu Beginn der Versuchsreihen wurde ein Kurzzeitproliferationsassay mit einem relativ breiten
Bereich der SAM486A-Konzentrationen durchgefiihrt, um den Wirkungsbereich von der

Substanz zu ermitteln.

Ba/F3-p210 unter SAM486A
100 —e—Kontrolle
2 80 —a—0,5uM
> 60 1uM
S 40 ——ium
o ——4u
Nt 28 ——8uM

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Tage der Behandlung a
Abbildung 9:
Ba/F3-p210 unter SAM486A
Vorversuch
o 100 Kurzzeitproliferations-
S 80 m 0,5uM
£ 60 o 1uM assay Ba/F3-p210
o
m2uM
T ma || unter SAMAS6A
° 20
2 0 m8uM
Tag 3 Tag 5 9 a: Wachstumskurven
Tage der Behandlung b 9 b: % der Kontrolle

Es wurden SAM486A-Konzentrationen von 0,5 uM bis 8 uM gewdhlt. Die Zellzahl wurde
schon bei 0,5uM SAM486A erheblich reduziert (Abb. 9a, b). Der prozentuale Anteil der vitalen
Zellen betrug an dem dritten Tag der Behandlung bei 0,5 uM SAM486A 46,67% und bei 8§ uM
15,56%.

Die Zellzahl wurde zeitabhingig gesenkt und erreichte an dem fiinften Behandlungstag bei

0,5 uM 14,77% und bei 8 puM 4,55%.

Anhand dieser Daten wurde als SAM486A-Hochstkonzentration 1 pM fiir die folgenden Ver-
suche gewihlt. Die Konzentrationsstufen stellen jeweils Verdopplungen der niedrigsten Kon-

zentrationsstufe dar.
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4.2 Kurzeitproliferationsassay

e Ba/F-3+1IL3

Mit zunehmender SAM486A-Konzentration kam es an dem fiinften Tag der Behandlung zu
einer kontinuierlichen dosisabhingigen Zellzahlreduktion (Abb. 10a).

An dem dritten Behandlungstag war lediglich bei 0,5 uM und 1 uM eine Zellzahlabnahme auf
70% im Vergleich zu den Kontrollzellen zu verzeichnen (Abb. 10b). An diesem Tag lag kein
signifikanter Wachstumsunterschied zwischen den Kontrollzellen und den SAMA486A
behandelten Zellen vor (P >0,05).

An dem fiinften Tag der Behandlung traten signifikante Wachstumsunterschiede im Vergleich
der Kontrollzellen mit den 0,5 uM (P=0,018) sowie 1 uM (P=0,013) SAM486A behandelten
Zellen auf (Tab. 6).

Ba/F3 +IL3 unter SAM486A
1500

o —e— Kontrolle

- R | —=—0,0625 M

= 1000 v 0,125 uM

e —0,25 M

N 500 —%—0,5 uM

N 0 —o— 1M

Tag 0 Tag 3 Tag 5
Tage der Behandlung
a
Ba/F3 +IL3 unter SAM486A Abbildung 10:
Kurzzeitproliferations-
@ assay Ba/F-3+IL3
2 m 0,0625uM
= 0 0,125uM unter SAM486A,
o
< : ggﬁw *:Signifikanz
[ 3
§ | 1pM
Tag 3 Tag5 10a: Wachstumskurven
Tage der Behandlung b 10b: % der Kontrolle

Es ergaben sich folgende P-Werte fiir die einzelnen Konzentrationsstufen mithilfe des T-Tests.

Ba/F3+IL3 P (Tag 3) P (Tag 5)
0,0625 uM 0,697 0,525
0,125 uM 0,109 0,259
0,25 uM 0,338 0,076
0,5 uM 0,213 0,018
1 uM 0,105 0,013

Tabelle 6: P-Werte fiir den dritten und fiinften Behandlungstag, Kurzzeitversuch, Ba/F3+IL3
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e Ba/F3-p210

Auch bei dieser Zelllinie war eine konzentrationsabhingige Zellzahlreduktion festzustellen
(Abb. 11a). Diese wurde vor allem an dem fiinften Behandlungstag deutlich. Wurde die Zellzahl
der behandelten Zellen in Bezug zu der Anzahl der Kontrollzellen gesetzt, ist mit zunehmender
SAMA486A-Konzentration ein stufenférmiger Abfall der Zellzahl zu erkennen (Abb. 11b).

Fiir diese Zelllinie ergab sich an dem fiinften Behandlungstag ein signifikanter Wachstums-
unterschied zwischen den Kontrollzellen und den mit 1 pM SAMA486A behandelten Zellen
(P=0,039). Hier sank die Zellzahl auf 44,14% ab im Vergleich zu den Kontrollzellen. Bei den
restlichen Konzentrationsstufen sowie dem dritten Behandlungstag konnte kein signifikanter
Unterschied in den Wachstumsraten der behandelten im Vergleich zu den unbehandelten Zellen

festgestellt werden (Tab. 7).

Ba/F3-p210 unter SAM486A
o 800 —e— Kontrolle
~ 600 —8—0,0625 uM
x 0,125 uM
< 400 ——0,25 uM
N 200 —%—05uM
N . ‘ —e— 1M
Tag 0 Tag 3 Tag 5
Tage der Behandlung a
Abbildung 11:
Ba/F3-p210 unter SAM486A
Kurzzeitproliferations-
120 assay Ba/F3-p210
£ g 00,125,M unter SAM486A,
< 60 m 0,25uM *:Signifikanz
g 40 m0,5uM
® 20 B 1M
0 11a: Wachstumskurve
Tag3 Tag 5 b
Tage der Behandlung 11b: % der Kontrolle
Ba/F3-p210 P (Tag 3) P (Tag 5)
0,0625 uM 0,716 0,553
0,125 uM 0,448 0,125
0,25 uM 0,191 0,122
0,5 uM 0,181 0,322
1 uyM 0,148 0,039

Tabelle 7: P-Werte fiir den dritten und fiinften Behandlungstag, Kurzzeitversuch, Ba/F3-p210
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e Ba/F3-p210-E255K

Bei dieser Zelllinie zeigte sich eine ausgeprigte Zellzahlabnahme mit steigender SAM486A-

Konzentration. Im Gegensatz zu den vorherigen Zelllinien war hier ab Tag drei der Behandlung

eine signifikante konzentrationsabhingige Zellzahlreduktion zu verzeichnen (Tab. 8). An dem

dritten Behandlungstag waren bei 1 pM SAMA486A lediglich 35% (P=0,029) der Zellen vital im

Vergleich zu den Kontrollzellen. An dem fiinften Behandlungstag betrug die Anzahl der vitalen
Zellen bei 1 pM SAM486A 20,5% (P=0,004) (Abb. 12b).

Zellzahl x 104
o
S

Ba/F3-p210-E255K unter SAM486A

Tage der Behandlung

—e— Kontrolle
—8—0,0625 uM
0,125 yM
—«—0,25uM
—%—0,5uM
—e— 1M

% der Kontrolle

Tag 3

Tage der Behandlung

Ba/F3-p210-E255K unter SAM486A

@ 0,0625 uM
00,125 yM
m 0,25 pM
m0,5uM
m1uM

Abbildung 12:
Kurzzeitproliferations-
assay
Ba/F3-p210-E255K
unter SAM486A,

*: Signifikanz

12a:Wachstumskurven

12b: % der Kontrolle

Ba/F3-p210-E255K P (Tag 3) P (Tag 5)
0,0625 uM 0,019 0,052
0,125 uM 0,092 0,020

0,25 uM 0,022 0,012
0,5 uM 0,004 0,034
1 uM 0,029 0,004

Tabelle 8: P-Werte fiir den dritten und fiinften Behandlungstag, Kurzzeitversuch, Ba/F3-p210-E255K
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e Ba/F3-p210-T3151

Bei der Zelllinie Ba/F3-p210-T3151 waren, wie bei den Ba/F3-p210-E255K, sowohl an den
Behandlungstagen drei und fiinf deutliche dosisabhingige Zellzahlverminderungen bei
steigender SAMA486A-Konzentration zu verzeichnen (Abb. 13a). An dem dritten
Behandlungstag fiel der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bei 1 uM SAM486A auf 44% ab,
am fiinften Behandlungstag auf 30% (Abb. 13b). Statistisch signifikante Werte lagen an Tag
drei der Behandlung bei den Konzentrationsstufen 0,5 uM (P=0,009) und 1uM (P=0,039) vor.
An dem fiinften Behandlungstag wurde die Zellproliferation der mit SAM486A behandelten
Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen stark eingeschrinkt. Es ergaben sich

statistisch signifikante Werte ab einer SAM486A-Konzentrationsstufe von 0,125 uM (Tab. 9).

Ba/F3-p210-T315] unter SAM486A
< 1500 —e—Kontrolle
e —8—0,0625 pM
> 1000 A 0,125 K/IM
= ——0254
S 500 —%—05 M
Tag 0 Tag 3 Tag 5
Tage der Behandlung
a Abbildung 13:
Kurzzeitproliferations-
Ba/F3-p210-T315l unter SAM486A
assay
o 120
S 100 * ok ¥ ook ok ok Ba/F3-p210-T3151
= 25uM
5 o 80 9o unter SAM4S6A,
g gg =8§ﬁk/lM *: Signifikanz
2 0 | 1M
Tag 3 Tag 5
% % 13a:Wachstumskurven
Tage der Behandlun
g g b 13b: % der Kontrolle
Ba/F3-p210-T3151 P (Tag 3) P (Tag 5)
0,0625 uM 0,560 0,742
0,125 uM 0,120 0,147
0,25 uM 0,115 0,004
0,5 uM 0,009 0,036
1 uM 0,039 0,015

Tabelle 9: P-Werte fiir den dritten und fiinften Behandlungstag, Kurzzeitversuch, Ba/F3-p210-T3151
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e HL60

Bei dieser Ber-Abl-negativen Zelllinie konnte an dem fiinften Behandlungstag nur ein geringer

Unterschied der Zellzahlen in Abhingigkeit von der SAM486A-Konzentrationsstufe aufgezeigt

werden (Abb. 14a).

An dem dritten Behandlungstag sank die Zellzahl bei 1 uM SAM486A auf 66,67% (P=0,004)

im Vergleich zu den Kontrollzellen ab. An dem fiinften Behandlungstag wurden signifikante

Wachstumsunterschiede durch die SAM486A-Behandlung ab der Konzentrationsstufe 0,5 uM
SAMA486A erreicht. Die Zellzahl wurde bei 0,5 uM auf 71,52% (P=0,015) und bei 1 uM auf

52,43% (P=0,017) gesenkt (Tab. 10).

HL60 unter SAM486A
o 150 —e— Kontrolle
~ 100 —8—0,0625 uM
x 0,125 uM
< —< 0,25 M
N 50 —%—0,5 uM
N ‘ ‘ 1
Tag 0 Tag 3 Tag 5
Tage der Behandlung
a
Abbildung 14:
HL60 unter SAM486A Kurzzeitproliferations-
assay HL60
@ 120 * %
g 1%8 @ 0,0625uM unter SAM486A,
S 0,125uM
< 60 20:253%\14 *: Signifikanz
3 38 m 0,5uM
2 0 | 1M
Tag 3 Tag 5 14a:Wachstumskurven
Tage der Behandlung b 14b: % der Kontrolle
HL60 P (Tag 3) P (Tag 5)
0,0625 uM 0,667 0,308
0,125 uM 0,084 0,244
0,25 uM 0,184 0,304
0,5 uM 0,331 0,015
1 uM 0,004 0,017

Tabelle 10: P-Werte fiir den dritten und fiinften Behandlungstag, Kurzzeitversuch, HL60
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o K562

Diese Bcr-Abl-positive Zelllinie zeigte ein sensitives Ansprechen auf die SAM486A-Therapie.
Es konnte ein zeitlicher und konzentrationsabhingiger Abfall der Zellzahlen beobachtet werden
(Abb. 15a, b). An dem dritten Behandlungstag wurde die Zellzahl unter der Behandlung mit
1 uM SAMA486A auf 80% (P=0,347) gesenkt (Abb. 15b). An dem fiinften Behandlungstag trat
eine deutliche dosisabhingige Zellzahlreduktion auf. Der Anteil der vitalen Zellen betrug bei
0,5 uM 42,3%, bei 1 uM SAM486A 28,5% (Abb. 15b). An diesem Behandlungstag lagen fiir
alle SAM486A-Konzentrationen signifikante Wachstumsunterschiede im Vergleich zu den

Kontrollzellen vor (Tab.11).

K562 unter SAM486A
< 80 —e—Kontrolle
— 60 —=—0,0625uM
= 125 uM
Z w0 Pt
o 20 ‘Vj —%—0,5uM
I&l) 0 —e—1uM
Tag 0 Tag 3 Tag 5
Tage der Behandlung a
Abbildung 15:
K562 unter SAM486A Kurzzeitproliferations-
assay K562
o 120
S 100 B0.0625%M | ynter SAM486A,
= 80 0o0,125uM
2 60 m0.25M *: Signifikanz
5 40 BOSUM
g 28 B M
Tag3 Tag 5 15a:Wachstumskurven
Tage der Behandiung b 15b: % der Kontrolle
K562 P (Tag 3) P (Tag 5)
0,0625 uM 0,924 0,077
0,125 uyM 0,363 0,040
0,25 uM 0,232 0,025
0,5 UM 0,898 0,004
1 uM 0,347 0,019

Tabelle 11: P-Werte fiir den dritten und fiinften Behandlungstag, Kurzzeitversuch, K562
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Im Folgenden sind alle Zelllinien zusammenfassend parallel dargestellt:

% der Kontrolle

SAM486A-Konzentrationen

@ BaF3 +IL3
m BaF3-p210
O p210-315
0 p210-255
m HL60

@ K562

% der Kontrolle

SAM486A-Konzentrationen

o BaF3 +1L3
m BaF3-p210
0 p210-315
0 p210-255
m HL60

@ K562

4.2.1. Zusammenfassung des Kurzzeitproliferationsassays

Abbildung 16:
,Prozent der
Kontrolle* des
Kurzzeitproliferations-

assays, alle Zelllinien

16a: Dritter Tag der
Behandlung mit
SAM486A

16b: Fiinfter Tag der
Behandlung mit
SAM486A

Im Uberblick ist ersichtlich, dass es unter der SAM486A-Therapie an dem dritten

Behandlungstag erst ab 0,5 uM SAM486A zu einer geringen Zellzahlreduktion der jeweiligen
Zelllinien kam (Abb. 16a). Eine Ausnahme bildete die Zelllinie Ba/F3-p210-E255K, welche ab

einer Konzentration von 0,0625 uM (P=0,019) signifikant inhibiert wurde. An dem fiinften

Behandlungstag (Abb. 16b) kam es bei allen Zelllinien zu einer konzentrationsabhiingigen

Zellzahlreduktion. Die Ber-Abl-negativen Zelllinien Ba/F3+IL3 und HL60 zeigten im Vergleich

zu den Bcer-Abl-positiven Zelllinien ein geringes Ansprechen auf die SAM486A-Therapie.
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4.3. Langzeitproliferationsassay

Zunichst wurden die Zelllinien einzeln fiir sich betrachtet. Es erfolgte der Vergleich zwischen
den Wachstumskurven (Regressionsgeraden) der unbehandelten Kontrollzellen mit den 1 uM
SAMA486A behandelten Zellen. Statistisch signifikante Werte lagen vor, wenn [vI>2,78 betrug
(siehe Anhang Kapitel 12.3).

4.3.1. Murine Zelllinien

e Ba/F3+IL3

Die absolute Zellzahl der Kontrollzellen betrug am Ende des Versuchs 8,87x10" Zellen, die der
SAM486A behandelten Zellen 1,76x10"" Zellen. Der Wachstumsunterschied wurde ab dem
sechsten Behandlungstag deutlich. Hier wiesen die SAM486A behandelten Zellen eine
statistisch signifikant niedrigere Proliferationsrate im Vergleich zu den Kontrollzellen auf

(IvI=5,43) (Abb.17).

Ba/F3+IL3
— 20 y=2,82x-108
< 15 R?=0,9981
N
=z 10 y=249x- 0,89
A R2=0,9966
c .
07 \ \ \ \ \ \ \ —8— Kontrolle Abbildung 17:
0 2 4 6 8 10 12 14 —¢—SAM Regressionsanalyse
Linear ( Kontrolle)
Tage der Behandlung Linear (SAM) Ba/F3+IL3

e Ba/F3-p210

Bei dieser Zelllinie lieB3 sich der groBte Unterschied zwischen den absoluten Zellzahlen der
Kontrollzellen und den behandelten Zellen unter den murinen Zelllinien aufzeigen. Die absolute
Zellzahl der Kontrollzellen lag am Ende des Versuchs bei 4,6x10" Zellen, die der behandelten
Zellen bei 3,5x10° (Abb. 18). Der Wert zur Priifung der statistischen Wahrscheinlichkeit betrug

IvI=6,22 und somit bestand ein signifikanter Wachstumsunterschied zwischen den beiden

Zellpopulationen.
Ba/F3-p210
20
< 15 y=258x- 1%
N R2=09886
=z 10
N y=068x+099
< R2=09765
07 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Abbildung 18:
0 2 4 6 8 10 12 14 —=—Kontrolle ,
—e—5SAM Regressionsanalyse
Tage der Behandlung Linear (Kontrolle)
Linear (SAM) Ba/F3-p210
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e Ba/F3-p210-E255K

Bei dieser Zelllinie divergierten die Zellzahlen der beiden Zellpopulationen ab dem vierten
Behandlungstag. Die absolute Zellzahl der Kontrollzellen lag an dem dreizehnten
Behandlungstag bei 7,9x10" Zellen, die der behandelten Zellen bei 1,8x10° (Abb. 19). Auch

hier lag ein signifikanter Wachstumsunterschied zwischen den behandelten Zellen und den

Kontrollzellen vor (vl =13,45).

Ba/F3-p210-E255K

15 y=109x+140
R2=0,9985

y=0,80x+170
R2=0,9969

In (Zellzahl)
3

Abbildung 19:

0 2 4 6 8 10 12 14 —®—Kontrolle ‘
—e—SAM Regressionsanalyse
Linear (Kontrolle)

Linear (SAM) Ba/F3-p210-E255K

Tage der Behandlung

e Ba/F3-p210-T3151

Bei der Zelllinie Ba/F3-p210-T315I erfolgte ab dem zweiten Behandlungstag eine deutliche
Inhibition der Zellproliferation bei den SAM486A behandelten Zellen. Ab diesem Zeitpunkt
divergierten die Zellzahlen. Am Ende des Versuchs lag die absolute Zellzahl der Kontrollzellen
bei 4,9x10" Zellen, die der mit SAM486A behandelten Zellen bei 8,3x10° Zellen (Abb. 20).

Auch hier bestand ein signifikanter Wachstumsunterschied zwischen den beiden

Zellpopulationen (IvI=8,75).

Ba/F3-p210-T315I

y=11x+143
R2=0,9985

y=0,96x+144
R2=0,9985

In (Zellzahl)
3

Abbildung 20:

0 2 4 6 8 10 12 14 —&—Kontrolle )
—e—SAM Regressionsanalyse
Linear (Kontrolle)

Linear (SAM) Ba/F3-p210-T3151

Tage der Behandlung

Weiterhin erfolgte der Vergleich zwischen der murinen Ber-Abl-negativen Zelllinie Ba/F3+IL3
mit den jeweiligen Bcr-Abl-positiven murinen Zelllinien. Es wurden ausschlieBlich die mit

SAMA486A behandelten Zellen betrachtet, um das Ansprechen auf die SAM486A-Behandlung

zu analysieren.
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Ba/F3+IL3 versus Ba/F3-p210

In der Abbildung 21 wurde der Vergleich der Zellzahlen in Form der Regressionsgeraden von
Ba/F3+IL3 mit Ba/F3-p210 dargestellt. Die behandelten Zellpopulationen wiesen von Beginn
des Versuchs an eine unterschiedliche Zellproliferationsrate auf. Es bestitigte sich das

sensitivere Ansprechen der Bcr-Abl-positiven Ba/F3-p210 auf die SAM486A-Behandlung
(IvI=10,52).

Ba/F3+IL3 vs.Ba/F3-p210

20
cE“ 15 y=098x+120
% ‘0 R2=09966
N g y=0,68x+0,99 Abbildung 21:
<, R2=09765
i \ w w w w ‘ ‘ Regressionsanalyse
o 2 4 & 8 10 12 14 = Bafads
—¢—Ba/F-p20 Ba/F3+IL3 vs.

Linear (Ba/F3+4L3)
Linear (Ba/F-p210)| Ba/F3-p210

Tage der Behandlung

e Ba/F3+IL3 versus Ba/F3-p210-E255K

Die Zellpopulationen der mit SAM486A behandelten Ba/F3+IL3 und Ba/F3-p210-E255K
wiesen bis zu dem sechsten Behandlungstag @hnliche Zellzahlen auf (Abb. 22). Ab dem
sechsten Behandlungstag divergierten sie und die Zellen der Ba/F3-p210-E255K (3,07 x 10"
Zellen) erreichten am letzten Messzeitpunkt eine deutlich geringere absolute Zellzahl im
Vergleich zu den Ba/F3+IL3 (1,76x10"" Zellen). Es lag ein signifikant sensitiveres Ansprechen
der Ba/F3-p210-E255K im Vergleich zu den Ba/F-3+IL3 auf SAM486A vor (lvl=6,18).

Ba/F3+IL3 vs. E255K
20
=) 15
g y=0,98x+123
E 10 R2=0,9966
= 5 y=080x+170 Abbildung 22:
- R?=0,9969 .
0 Regressionsanalyse
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ —= Ba/F34L3
0 2 4 6 8 012 14 —e—E255K Ba/F3+IL3 vs.
Tage der Behandlung Linear (Ba/F3+IL3)
Linear (E255K) Ba/F3-p210-E255K
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e Ba/F-3+IL3 versus Ba/F3-p210-T3151

Bei dem Vergleich der Zellwachstumsraten der behandelten Bcr-Abl-negativen Zelllinie
Ba/F3+IL3 mit der behandelten Bcr-Abl-positiven Zelllinie Ba/F3-p210-T3151 fiel der
identische Kurvenverlauf auf. Es lief} sich nur ein geringer Unterschied zwischen den absoluten
Zellzahlen der beiden Zelllinien aufweisen (Abb. 23). Der berechnete Wert |vl betrdgt 0,95 und

bestitigt, dass es keinen signifikanten Wachstumsunterschied zwischen den beiden Zelllinien

unter der SAM486A-Therapie gibt.

Ba/F3+IL3 vs. T315I
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4.3.2. Humane Zelllinien
e HL60

Bei der Ber-Abl-negativen humanen Zelllinie HL60 lag ein geringer Unterschied zwischen der
Wachstumsrate der Kontrollzellen und der der behandelten Zellen vor. Bis zum vierten
Behandlungstag wiesen beide Zellpopulationen dhnliche Zellzahlen auf (Abb. 24). Die absolute
Zellzahl der Kontrollzellen betrug am Ende des Versuchs 1,14x10' Zellen, die der behandelten
Zellen 5,52x10° Zellen. Es lieB sich ein signifikanter Wachstumsunterschied zwischen den
behandelten und unbehandelten Zellen ermitteln (lvl= 7,51) und zeigt, dass SAM486A auch bei

den Bcer-Abl-negativen Zellen zu einer Inhibition der Zellproliferation fiihrt.

HL60
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o K562

Im Vergleich zu der Ber-Abl-negativen Zelllinie HL60 divergierten die beiden Zellpopulationen
der Zelllinie K562 ab dem dritten Behandlungstag in ihrer Wachstumsrate (Abb. 25). Die
absolute Zellzahl der unbehandelten Zellen betrug am Ende des Versuchs 1,43x10'" Zellen, die
der behandelten Zellen 2,175x10° (IvI=32,14).

K562
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e HL60 versus K562

Im Weiteren erfolgte der direkte Vergleich der mit 1 uM SAM486A behandelten Zelllinien
HL60 mit K562. Die Zellzahlen der beiden Zelllinien wichen ab dem dritten Behandlungstag
zunehmend mehr auseinander. Es konnte eine unterschiedliche Wachstumsdynamik durch den
Einfluss von SAM486A zwischen der Bcr-Abl-negativen Zelllinie HL60 und der Bcer-Abl-
positiven Zelllinie K562 festgestellt werden. Die Zellzahlen lagen am Ende der zweiwdchigen
Therapie um 3,1 Logarithmusstufen auseinander (Abb. 26). Die absolute Zellzahl der mit 1 pM
SAM486A behandelten K562 lag zu diesem Zeitpunkt bei 2,175x10° Zellen. Die Zellzahl der
Zelllinie HL60 lag im Vergleich dazu bei 5,52x10° Zellen. Das sensitivere Ansprechen der
Ber-Abl-positiven Zelllinie K562 auf SAM486A wurde statistisch mit dem berechneten Wert Ivl
von 13,0 bestitigt.

HL60 vs.K562
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4.3.3. Zusammenfassung des Langzeitproliferationsassays

Nachfolgend sind alle Zelllinien des Langzeitversuchs parallel dargestellt. Hier konnte sowohl
bei den Bcer-Abl-positiven als auch bei den Bcer-Abl-negativen Zelllinien eine zeitliche und
konzentrationsabhidngige Zellzahlreduktion verzeichnet werden. Wie in dem Kurzzeit-
proliferationsassay ergab sich auch hier, dass die Ber-Abl-negativen Zelllinien Ba/F3+IL3 und
HL60 am geringsten in ihrer Zellproliferation gehemmt wurden und die Bcr-Abl-positiven

Zelllinien ein sensitiveres Ansprechen auf SAM486A aufwiesen (Abb. 27).

Langzeitproliferationsassay

Abbildung 27:
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4.4. Analyse der Apoptose-/ Nekroserate

e  Murine Zelllinien

Die Apoptose-/ Nekroserate der unbehandelten Bcr-Abl-negativen Zelllinie Ba/F3+IL3
unterschied sich nicht im Vergleich zu den fiir acht Tage mit 1 uM SAM486A behandelten
Zellen (Abb. 28). Die Kontrollzellen wiesen eine Apoptose-/ Nekroserate von 3,1% auf, die
behandelten Zellen von 3,03% (P=0,940). Bei der Bcr-Abl-positiven Zelllinie Ba/F3-p210
ergaben sich 5,9% Apoptose/ Nekrose fiir die Kontrollzellen und 12,03% fiir die behandelten
Zellen. Hier lag ein signifikanter Unterschied in der Apoptose-/ Nekroserate beziiglich der
SAM486A-Behandlung vor (P=0,021). Fiir die Zelllinie Ba/F3-p210-E255K ergab sich
ebenfalls ein signifikanter Unterschied in der Apoptose-/ Nekroserate. Die unbehandelten Zellen
wiesen eine Rate von 5,64% auf, die mit SAM486A behandelten Zellen eine Rate von 14,71%
(P=0,042). Fiir die Zelllinie Ba/F3-p210-T3151 ergab sich keine Signifikanz im Vergleich
zwischen den Apoptose-/ Nekroseraten (P=0,061).

Weiterhin wurde ein Vergleich zwischen den Ber-Abl-negativen Ba/F3+IL3 und den Bcer-Abl-
positiven murinen Zellen beziiglich der Apoptose-/ Nekroserate der SAM486A behandelten

Zellen vorgenommen. Es ergab sich in jedem Vergleich ein signifikanter Unterschied, so dass
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SAM486A bei den Bcr-Abl-positiven murinen Zelllinien verstirkt eine Apoptose/ Nekrose
induziert im Vergleich zu der Ber-Abl-negativen Zelllinie Ba/F3+IL3 (Ba/F3+IL3 vs. p210:
P=0,018; Ba/F3+IL3 vs. Ba/F3-p210-E255K: P=0,009; Ba/F3+IL3 vs.T3151: P=0,011)
(Abb. 28, siche Anhang 12.8).

Murine Zellen
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¢  Humane Zelllinien

In dem nachfolgenden Sidulendiagramm wurden die erhobenen Daten fiir die humanen Zelllinie
HL60 und K562 dargestellt (Abb. 29). Fiir die Ber-Abl-negative Zelllinie HL60 ergab sich bei
den Kontrollzellen eine Apoptose-/ Nekroserate von 11,3% und bei den SAM486A behandelten
Zellen von 19,07% (P=0,059). Bei der Bcr-Abl-positiven Zelllinie K562 wurde ein Wert von
7,63% Apoptose/ Nekrose bei den Kontrollzellen und 17,19% bei den behandelten Zellen
(P=0,298) gemessen. In dem direkten Vergleich der behandelten HL60 mit den behandelten
K562 konnte kein Unterschied hinsichtlich der Apoptose-/ Nekroserate festgestellt werden
(P=0,797) (Abb.29, siche Anhang 12.8).
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4.5. Proliferationsassay mit Kombinationstherapie

In diesem Versuch wurde gekldrt, ob ein synergistischer Effekt zwischen Imatinib und
SAMA486A vorliegt. Die subapoptotische SAM486A-Konzentration betrug 1 uM fiir den folgen-
den Versuch. Die zugehorigen statistischen Daten sind den Tabellen im Anhang zu entnehmen.
Fiir die Kombinationstherapie wurde ein Teil der Zellen fiir sechs Tage mit SAM486A vorbe-
handelt. Die Anzahl der Vorbehandlungstage sowie die subapoptotische SAM486A-
Konzentration von 1 uM wurden aus dem Langzeitversuch ermittelt. Dort ist aus dem Verlauf
der Wachstumskurven zu sehen, dass die Zellproliferation erst ab dem sechsten Behandlungstag
und einer SAM486A-Konzentration von 1 pM relevant gehemmt wurde.

Bei der Auswertung wurden jeweils die beiden Monotherapien mit der Kombinationstherapie
bestehend aus Imatinib und SAM486A verglichen, um gezielt eine Aussage zu treffen, ob ein
Synergismus zwischen den beiden Medikamenten vorliegt oder ob die Wirkung alleine durch

SAM486A bedingt ist.

4.5.1. Murine Zelllinien

e Ba/F3+IL3

Die Bcer-Abl-negative Zelllinie Ba/F3+IL-3 reagierte nicht sensibel auf die Imatinibtherapie. Die
Kombinationstherapie bewirkte bei dieser Zelllinie eine zeitliche, aber keine
konzentrationsabhiingige Zellzahlreduktion. An dem zweiten Behandlungstag lagen die
Zellzahlen im Bereich der Imatinibkonzentrationen von 0,156 uM (P=0,004) bis 2,5 uM
(P=0,04) im statistisch signifikanten Bereich (Abb. 30b). An dem dritten Tag nach der
Behandlung lagen idhnliche Daten vor. Hier sank die Zellzahl bei der niedrigsten
Konzentrationsstufe der Kombinationstherapie auf 59,39% ab (P=0,021) (Abb. 30c).

Die SAM486A-Monotherapie bewirkte eine zeitliche Zellzahlreduktion auf 93,15% am ersten
Messtag und auf 55,10% am dritten Messzeitpunkt. Anhand der Zellzahlreduktion unter der
SAM486A-Monotherapie im Vergleich zu der Kombinationstherapie war ersichtlich, dass die
proliferationshemmende Wirkung der Kombinationstherapie iiberwiegend durch SAM486A
vermittelt wurde. Es ergaben sich keine signifikanten Daten bei dem Vergleich der

Kombinationstherapie mit der SAM486A-Monotherapie (sieche Anhang Tab. 21).
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e Ba/F3-p210

Diese Ber-Abl-positive Zelllinie zeigte ein sensitives Ansprechen auf die Imatinibbehandlung.
Es erfolgte ein konzentrationsabhingiger, stufenférmiger Abfall der Zellzahlen iiber die drei
Messzeitpunkte. Die Zellzahlen fielen an dem ersten Tag nach der Imatinibzugabe von 90,7%
(0,039 uM) auf 10,47% (10 uM) im Vergleich zu den Kontrollzellen ab. An dem zweiten
Behandlungstag lagen bei 2,5uM Imatinib 0,72% vitale Zellen vor und am dritten
Behandlungstag waren es 0,24 %.

In der Kombinationstherapie kam es ebenfalls zu einer stufenformigen Reduktion der
Zellzahlen. Hier wurde der Anteil der vitalen Zellen am ersten Tag nach der Imatinibtherapie
von 53,49% (0,039 uM) auf 10,47% (10 uM) gesenkt. Am zweiten Tag nach der Behandlung
fiel der Anteil der vitalen Zellen bei 2,5 uM auf 0,99% und am dritten Messzeitpunkt auf 0,48%
ab. Statistisch signifikante Werte konnten bei der Konzentrationsstufe 0,156uM ermittelt
werden. Hier wurde die Zellzahl im Vergleich zu der Imatinibtherapie auf 47,67% (P=0,03) am
zweiten Tag der Behandlung reduziert. An dem dritten Tag erreichte die Zellzahl der
Kombinationstherapie 55,26% (P=0,014). Der Vergleichswert der Imatinibtherapie lag hier bei
72,83%. Die alleinige SAM486A-Therapie bewirkte eine Verminderung der Zellzahl auf
maximal 57,63% (Abb. 31 a-c). Es lag eine signifikante Zellzahlreduktion zugunsten der
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Kombinationstherapie im Vergleich zu der SAM486A-Monotherapie an den ersten beiden

Behandlungstagen vor (sieche Anhang Tab. 23).
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e Ba/F3-p210-E255K

Die Bcer-Abl-positive Zelllinie Ba/F3-p210-E255K wies durch ihre Mutation eine partielle
Imatinibresistenz auf, was sich in dem Verlauf der Zellzahlen widerspiegelte. An dem ersten
Tag nach der Imatinibzugabe sank die Zellzahl bei der Imatinibtherapie auf 79,45% ab. Eine
Ausnahme bildete die toxische Imatinibkonzentration von 10 uM. Hier lag die Zellzahl bei
39,73% im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 32a). An dem zweiten und
dritten Tag nach der Imatinibzugabe konnte nur eine geringe Zellzahlreduktion ermittelt
werden. Es wurden Werte bei den Konzentrationsstufen bis 2,5 pM von durchschnittlich 70%
erreicht (Abb. 32b, ¢).

Die Zellzahlen der Kombinationstherapie lagen an allen drei Messzeitpunkten deutlich unter
den Zellzahlen der Imatinibtherapie. An dem ersten Messzeitpunkt lag ein konzentrations- und
zeitabhingiger Abfall der Zellzahl vor. Es wurden Werte von 73,61% (0,039 uM) bis 33,33%
(10 uM) erreicht (Abb. 31a). An dem zweiten Tag nach der Imatinibbehandlung fiel die
Zellzahl auf 33,33% (P=0,012) bei 2,5 uM im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen
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ab (Abb. 31b). An dem dritten Tag betrug der Anteil der vitalen Zellen bei 2,5uM Imatinib
25,31% (P=0,02) (Abb. 32c).

Die alleinige SAM486A-Therapie bewirkte eine Zellzahlreduktion am ersten Messzeitpunkt auf
68,49%, am zweiten Tag auf 46,76% und am dritten Tag nach der Behandlung auf 29,23%
(Abb. 32a-c). Die proliferationshemmende Wirkung der Kombinationstherapie wurde an dem
zweiten und dritten Behandlungstag von SAM486A ausgeiibt (Abb. 32b, c). Bei dem Vergleich
der Daten der Kombinationstherapie mit den Daten der SAM486A-Monotherapie, traten ver-
einzelt signifikante Werte auf (siche Anhang Tab. 25).
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e Ba/F3-p210-T3151

Bei der Zelllinie Ba/F3-p210-T315I lag durch die Mutation eine sehr hohe Imatinibresistenz
vor. Dies wurde durch die Zellzahlen der Imatinibtherapie an allen drei Messzeitpunkten
bestétigt. An den ersten beiden Tagen nach der Imatinibzugabe fiel die Zellzahl erst ab einer
Imatinibkonzentration von 2,5 uM auf 88,03% (Abb. 33a) beziehungsweise 94,25% (Abb. 33b)
ab. An dem dritten Tag sank die Zellzahl unter der Imatinibtherapie auf maximal 76,05% im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen ab.

Die Kombinationstherapie lieferte deutlich geringere Zellzahlen im Vergleich zu der

Imatinibtherapie. An dem ersten Messzeitpunkt lagen die Zellzahlen der Kombinationstherapie
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unter denen der beiden Monotherapien. An dem zweiten Tag nach der Imatinibzugabe wurden
die Zellzahlen durchschnittlich auf 50%, an dem dritten Messzeitpunkt bei 33% gesenkt. Der
Effekt der Kombinationstherapie auf die Zellen wurde an diesen Behandlungstagen von
SAM486A vermittelt, da die Mutation T315I Imatinib keinen Angriffspunkt bietete. Somit kann
nicht von einem synergistischen Effekt der beiden Substanzen gesprochen werden.

Die SAM486A-Monotherapie bewirkte eine Zellzahlreduktion im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen am dritten Messzeitpunkt auf 37,25%. Hier zeigte sich ein sehr sensitives
Ansprechen der imatinibresistenten Zelllinie Ba/F3-p210-T3151 auf den Hypusinierungs-
inhibitor SAM486A.
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4.5.2. Humane Zelllinie
e HL60

Diese Bcer-Abl-negative Zelllinie sprach nicht auf eine Imatinibtherapie an (Abb. 34a-c). Die
Zellzahlen der Kombinationstherapie wiesen minimal geringere Werte auf. Bei der mittleren
Konzentration von 0,625 uM Imatinib wurden Zellzahlen an dem zweiten Messzeitpunkt von

79,36% (P=0,525), an dem dritten Messzeitpunkt von 70,91% (P=0,15) erreicht (Abb. 34b, c).
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Es lie} sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Kombinationstherapie im Vergleich
mit den beiden Monotherapien aufweisen (sieche Anhang Tab. 28, 29). Anhand der
Zellzahlabnahme an dem zweiten und dritten Behandlungstag konnte ein deutlicher
proliferationshemmender Effekt zugunsten der Kombinationstherapie aufgezeigt werden. Die
Zellzahlen der Kombinationstherapie lagen durchschnittlich 15% unter denen der beiden
Monotherapien (Abb. 34b, c). Die SAM486A-Monotherapie bewirkte eine Zellzahlreduktion an
dem letzten Messzeitpunkt auf 86,97% (Abb. 34c).
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e K562

Die Bcer-Abl-positive Zelllinie K562 zeigte iiber alle drei Messzeitpunkte ein sensitives
Ansprechen auf alle drei Behandlungsoptionen. An dem zweiten und dritten Behandlungstag
wurde die Zellzahl durch die Imatinibbehandlung stark gesenkt. Der Anteil der vitalen Zellen im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen betrug an dem zweiten Tag bei 0,039 uM
64,42% und wurde zunehmend konzentrationsabhingig auf 5,52% (2,5 uM) gesenkt (Abb.
35b). An dem dritten Behandlungstag existierten nur noch 0,38% (0,0625 uM) der vitalen
Zellen (Abb. 35¢). Die ICs, nach 48 Stunden betrug fiir Imatinib 0,14 uM (Abb. 35b).
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Die Zellzahlen der Kombinationstherapie lagen an dem ersten Tag nach der Imatinibzugabe auf
gleicher Hohe wie die Zellzahlen der alleinigen Imatinibtherapie. Hier betrug der Anteil der
vitalen Zellen durchschnittlich 40% (Abb. 35a). An dem zweiten Messzeitpunkt lag der Anteil
der vitalen Zellen bei 28,22% (0,039 uM, P=0,018) im Vergleich zu der Imatinibtherapie. Die
Signifikanz setzte sich am dritten Messzeitpunkt fort. Hier betrug die Zellzahl der Kombi-
nationstherapie bei 0,039 uM 22,35% (P=0,038).

Der Anteil der vitalen Zellen lag unter der SAM486A-Therapie am ersten Behandlungstag bei
57,47% und sank iiber 42,94% auf 30,68% am dritten Tag ab. Es lagen nur vereinzelte signifi-
kante Daten zwischen den Wachstumsraten der Kombinationstherapie und denen der
SAMA486A-Monotherapie vor (siehe Anhang Tab. 31).

In den niedrigen Konzentrationsstufen konnte ein proliferationshemmender Effekt zugunsten
der Kombinationstherapie aufgezeigt werden. Die Zellzahlen der Kombinationstherapie lagen
bei 0,039 uM und 0,156 uM deutlich unter denen der beiden Monotherapien. Bei hoheren

Konzentrationsstufen wurde die Inhibition der Zellproliferation durch Imatinib vermittelt.
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4.6. MTT (Zytotoxizititstest)

Mithilfe dieses Tests kann zwischen lebendigen und toten Zellen unter dem Einfluss spezi-
fischer Substanzen unterschieden werden. Ziel der Versuchsdurchfithrung war es, die ICs
(mittlere Konzentration des Inhibitors, bei der 50% der Zellen unter der Behandlung leben) fiir
eine Behandlung mit Imatinib, SAM486A und deren Kombination zu ermitteln.

Da sich in Vorversuchen (siehe Ergebnisse des Langzeitversuches) gezeigt hatte, dass die anti-
proliferative Wirkung von SAM486A erst ab dem sechsten Behandlungstag wesentliche Effekte
zeigt, wurden neben den unbehandelten Zellen zusitzlich SAM486A-vorbehandelte Zellen
(sechs Tage) eingesetzt, um einen moglichen Synergismus mit Imatinib festzustellen.

Die ICsy-Daten fiir Imatinib sind in der Literatur fiir eine Einwirkzeit von 48 Stunden angege-
ben, weshalb die Einzelmessungen fiir Imatinib, SAM486A und der Kombinationstherapie
jeweils nach 48 Stunden nach dem etablierten Versuchsaufbau erfolgen sollten. Somit ist es
nicht moglich gewesen eine Kombinationstherapie mit Imatinib und SAM486A nach dem
etablierten Versuchsprotokoll durchzufiihren. In der Monotherapie mit SAM486A konnte in
diesem kurzen Zeitraum keine gewiinschte Wirkung erzielt werden. Weiterhin konnten leider
keine verwertbaren Ergebnisse durch den Einsatz der SAM486A vorbehandelten Zellen erhoben
werden.

Als Beispiel der durchgefiihrten MTT’s wird die Behandlung der Zelllinie Ba/F3-p210 mit
Imatinib gezeigt. Hier ergab sich fiir die Zelllinie Ba/F3-p210 unter der Imatinibbehandlung
eine ICsy von 0,23 puM. Fiir die weiteren in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden

ebenfalls die in der Literatur angegebenen ICs,-Daten fiir die Imatinibbehandlung ermittelt.
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Abbildung 36: MTT mit Ba/F3-p210 unter Imatinib
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4.7. Primarmaterial

4.7.1. Monotherapie mit SAM486A

4.7.1.1. Gesunde CD34+ Spender

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten diente der Feststellung, ob eine durch
SAMA486A bedingte signifikante zeitliche und konzentrationsabhingige Zellzahlabnahme im

Verlauf des Versuchs eintritt.

e Patient 1

Ab einer Konzentration von 1 puM SAM486A lag eine relevante zeitliche und
konzentrationsabhéngige Zellzahlreduktion durch SAM486A vor (Abb. 37a, b). Ab dieser
Konzentration fiel die Zellzahl vitaler Zellen von 70,83% am dritten Behandlungstag auf
16,41% (P=0,027) an dem zehnten Behandlungstag ab. Bei der Therapie mit 2 uM SAM486A
wurden die Zellen an dem dritten Behandlungstag auf 25% gesenkt. Im zeitlichen Verlauf sank
die Zellzahl am letzten Behandlungstag weiter auf 2,34% (P=0,008). Bei der
Hochstkonzentration von 4 uM SAM486A lagen am Versuchende 0,78% vitale Zellen im
Vergleich zu den Kontrollzellen vor (Abb. 37b).

CD34+Zellen unter SAM486A
—e— Kontrolle
Tg —a— 0,25uM
x 0,5uM
= 1uM
N : £ —%—2uM
E ir = —e— 4uM
Tag 0 Tag 3 Tag 6 Tag 8 Tag 10
Tage der Behandlung a
Abbildung 37:
CD34+Zellen unter SAM486A .
SAM486A-Therapie,
120 CD34+ Zellen,
2 100 mo 25|JM 3
% 80 o O:SUM Patient 1
2 60 @ 1M
g 40 = 2uM
® 28 | 4M 37a: Wachstumskurven
Tag 3 Tag 6 Tag 8 Tag 10 b 37b: % der Kontrolle
Tage der Behandlung
Patient 1 P (Tag 3) P (Tag 6) P (Tag 8) P (Tag 10)
0,25 uM 0,432 0,262 0,627 0,299
0,5 uM 0,335 0,263 0,004 0,130
1 uM 0,000 0,099 0,031 0,027
2 uM 0,026 0,039 0,018 0,008
4 uM 0,062 0,022 0,001 0,000

Tabelle 12: P-Werte, Vergleich unbehandelter Zellen mit SAM486A-Behandlung, Rot: Signifikanz
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e Patient 2

Bei diesem Patienten konnte anhand der Zellzahlreduktion der zeitliche und konzentrations-
abhingige inhibitorische Effekt von SAM486A beziiglich der Zellproliferation erkannt werden
(Abb. 38a, b).

Eine deutliche Zellzahlreduktion trat ab 1 uM SAM486A ein. Hier wurde die Zellzahl der
vitalen Zellen am dritten Behandlungstag auf 50% reduziert und lagen am zehnten Be-
handlungstag bei 24,16% (P=0,041). Bei den nichsten beiden hoheren Konzentrationen wurden
die Zellzahlen weiter in ihrem Wachstum gehemmt. So lagen bei der Hochstkonzentration von
4 uM SAM486A am zehnten Behandlungstag lediglich 0,37% (P=0,001) vitale Zellen vor
(Abb. 38b). An Tag drei der Behandlung trat bei der hochsten Konzentrationsstufe ein
signifikanter Wachstumsunterschied im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen auf.
Hier betrug der prozentuale Anteil der vitalen Zellen 11,36%. An den folgenden
Behandlungstagen lagen ab 1 uM SAM486A durchgehend signifikante Unterschiede in der
Zellproliferation vor (Tab. 13).

CD34+Zellen unter SAM486A
s 300 —— Kggtr’\c/)llle
2 —a— 0,250
x 200 0,5uM
S 100 1M
% - = & I —¥— 2|JM
N0 i - - —e— 4
Tag 0 Tag 3 Tag 6 Tag 8 Tag 10
Tage der Behandlung a
CD34+Zellen unter SAM486A Abbildung 38:
SAM486A-Therapie,
120 CD34+ Zellen,
% 100 m 0,25uM
£ 80 e Patient 2
S 60 0 0,5uM
. o 1uM
g 40 u 2pM
& 28 m 4uM 38a: Wachstumskurven
Tag 3 Tag 6 Tag 8 Tag 10 b 38b: % der Kontrolle
Tage der Behandlung
Patient 2 P (Tag 3) P (Tag 6) P (Tag 8) P (Tag 10)
0,25 uM 0,297 0,833 0,222 0,236
0,5 UM 0,340 0,035 0,079 0,252
1 uM 0,100 0,006 0,004 0,041
2 uM 0,061 0,007 0,013 0,024
4 uM 0,008 0,006 0,001 0,001

Tabelle 13: P-Werte, Vergleich unbehandelter Zellen mit SAM486A-Behandlung, Rot: Signifikanz
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4.7.1.2. Bcr-Abl-positive CD34+ Spender (CML-Erstdiagnose)

e Patient 3

Anhand der Zellzahlreduktion konnte eine zeitliche und konzentrationsabhingige
Zellzahlreduktion, durch SAM486A vermittelt, auf die Bcr-Abl-positiven Zellen aufgezeigt
werden (Abb. 39a, b). Ab dem dritten Behandlungstag befanden sich auch hier ab 1 uM
SAMA486A signifikante Wachstumsunterschiede im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-
zellen. So lagen an dem dritten Behandlungstag bei 1 uM SAM486A 33,33% vitale Zellen im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen vor. Bei den beiden hoheren Konzentrations-
stufen konnten am dritten Behandlungstag 41,67% (2 uM SAM486A) und 27,78% (4 uM
SAMA486A) der vitalen Zellen detektiert werden (Abb. 39b).

Die Zellzahl bei 4 uM SAM486A stieg lediglich bis Tag 10 von einer Ausgangszellzahl von
0,1x10* auf 1,25x10* Zellen (6,58x10° Kontrollzellen an Tag 10) an (Abb. 39a). Die

zugehorigen statistischen Daten sind der Tabelle 14 zu entnehmen.

CD34+Zellen unter SAM486A
L 100
S g —e— Kontrolle
—=— 0,25uM
X 60 0,5pkll
T 40 my
% 20 —¥—2uM
N 0 y ¥ —e— 4uM
Tag 0 Tag 3 Tag 6 Tag 8 Tag 10
Tage der Behandlung a
Abbildung 39:
CD34+Zellen unter SAM486A SAM486A-Therapie,
o 120 CD34+ Zellen,
S 100 .
2 g & 0,25M Patient 3
2 60 0 0,5uM
5 40 @ 1uM
T 5 m2uM
* % | 4uM 39a: Wachstumskurven
Tag 3 Tag 6 Tag 8 Tag 10 39b: % der Kontrolle
Tage der Behandlung b
Patient 3 P (Tag 3) P (Tag 6) P (Tag 8) P (Tag 10)
0,25 uM 0,432 0,262 0,627 0,926
0,5 uM 0,335 0,263 0,004 0,130
1 uM 0,000 0,099 0,031 0,027
2 uM 0,026 0,039 0,018 0,008
4 uM 0,062 0,022 0,001 0,001

Tabelle 14: P-Werte, Vergleich unbehandelter Zellen mit SAM486A-Behandlung, Rot: Signifikanz

e Patient 4
Bei diesem Patienten war eine Inhibition der Zellproliferation ab dem sechsten Behandlungstag

deutlich zu erkennen. Es lie sich auch hier ein klarer Zusammenhang zwischen der Abnahme
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der Zellzahl und der Hohe der SAM486A-Konzentration sowie der Einwirkungszeit der
Substanz erkennen (Abb. 40). Bei 1 uM SAM486A lagen bei diesem Ber-Abl-positiven CML-
Patienten an dem dritten Behandlungstag 69,57% vitale Zellen vor. Diese werden auf 35,11%
(P=0,010) am zehnten Behandlungstag reduziert. Bei 4 pM SAM486A nahm die Zellzahl von
21,74% an Tag drei der Therapie auf 11,7% am Ende des Versuchs ab (Abb. 40b). An dem
dritten Behandlungstag war lediglich bei der hochsten Konzentrationsstufe von 4 uM (P=0,004)
eine Signifikanz festzustellen. An den folgenden Behandlungstagen stieg der signifikante
Wachstumsunterschied von Messzeitpunkt zu Messzeitpunkt um jeweils eine niedrigere Kon-

zentrationsstufe an. Die zugehorigen statistischen Daten sind der Tabelle 15 zu entnehmen.

CD34+Zellen unter SAM486A
<~ 60
2 —e— Kontrolle
= 40 +0,25k1AM
<= 0,5l
g 2 —F— L o
Tag 0 Tag 3 Tag 6 Tag 8 Tag 10
Tage der Behandlung a
CD34+Zellen unter SAMA486A Abbildung 40:
SAM486A-Therapie,
2 138 CD34+ Zellen,
£ 80 Patient 4
g 60 B 05
3 40 o1uM
e 20  2uM
X | 4uM
0 40a:Wachstumskurven
Tag 3 Tag 6 Tag 8 Tag 10 b
Tage der Behandlung 40b: % der Kontrolle
Patient 4 P (Tag 3) P (Tag 6) P (Tag 8) P (Tag 10)
0,25 uM 0,423 0,021 0,097 0,159
0,5 uM 0,053 0,515 0,073 0,009
1 uM 0,100 0,156 0,016 0,010
2 uM 0,178 0,047 0,021 0,003
4 uM 0,004 0,001 0,004 0,000

Tabelle 15: P-Werte, Vergleich unbehandelter Zellen mit SAM486A-Behandlung, Rot: Signifikanz

4.7.1.3. Bcr-Abl-negativer CD34+ Spender (CML-Erstdiagnose)

e Patient 5

Auch bei dem Ber-Abl-negativen CML-Patienten zeigte sich eine zeitliche und konzentrations-
abhidngige Zellzahlreduktion (Abb. 41a, b). Die ICsy wurde bei diesem Patienten nach 72
Stunden Behandlung schon bei 0,5 uM SAM486A erreicht. Hier betrug der Anteil der vitalen
Zellen bei 1 uM SAM486A 48,39% an dem dritten Tag der Therapie. Bei der hochsten
Konzentrationsstufe von 4 uM SAM486A betrug der Anteil der vitalen Zellen 3,54% (P=0,001)
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im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 41b). Signifikante Daten wurden ab
dem dritten Behandlungstag erreicht (Tab. 16).

CD34+Zellen unter SAM486A
é —e— Kontrolle
; —-— O,ZS&M
g 5
Ol —¥— 2uM
N —e— 4uM
Tag 0 Tag 3 Tag 6 Tag 8 Tag 10
Tage der Behandlung a
Abbildung 41:
CD34+Zell ter SAM486A
+eefien tnter SAM486A-Therapie,
120 CD34+ Zellen,
2 100
% 80 e Patient 5
mo,
% 60 o o,5pkl/|
8 40 o 1pM
® 20 = 2uM
0 | 4uM 41a:Wachstumskurven
Tag 3 Tag 6 Tag 8 Tag 10 b 41b: % der Kontrolle
Tage der Behandlung
Patient 5 P (Tag 3) P (Tag 6) P (Tag 8) P (Tag 10)
0,25 uM 0,364 0,674 0,205 0,819
0,5 uM 0,132 0,021 0,277 0,067
1 uM 0,015 0,084 0,026 0,149
2 uM 0,038 0,017 0,005 0,012
4 uM 0,001 0,001 0,014 0,006

Tabelle 16: P-Werte, Vergleich unbehandelter Zellen mit SAM486A-Behandlung, Rot: Signifikanz

Zusammenfassend ergab sich in diesem Versuch, dass der indirekte Hypusinierungsinhibitor
SAMA486A sowohl auf gesunde Zellen als auch auf Bcr-Abl-positive und Ber-Abl-negative
Zellen von CML-Patienten in der Monotherapie ab einer Konzentration von 1 uM ab dem
dritten Behandlungstag einen statistisch signifikanten Wachstumsunterschied im Vergleich zu

den unbehandelten Kontrollzellen lieferte.

4.8.1. Kombinationstherapie mit Imatinib und SAM486A

Der Versuch diente der Feststellung, ob es bei den humanen CD34+ Zellen einen syn-
ergistischen Effekt beziiglich der Wirkung von Imatinib und SAM486A in der Kombinations-
therapie gibt. Als Kombinationstherapie wurden verschiedene Imatinibkonzentrationen mit
einer subapoptotischen SAM486A-Konzentration von 0,5 uM eingesetzt. Zur Kldrung der
Fragestellung wurden die jeweiligen Daten der Imatinibbehandlung mit der Kombinations-
behandlung verglichen. Traten signifikante Wachstumsunterschiede auf, wurden die Daten mit

der SAM486A-Monotherapie verglichen (siche Anhang Tab. 35-40). So konnte gezielt eine
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Aussage getroffen werden, ob ein Synergismus zwischen den beiden Medikamenten vorliegt

oder ob die Wirkung alleine durch SAM486A bedingt ist.

4.8.1.1. Gesunde Spender von CD34+ Zellen

e Patient 1
An dem ersten Tag nach der Imatinibtherapie wurde der Anteil der lebenden Zellen auf 70%

(0,039 uM) beziehungsweise auf 35% (10 uM) reduziert. Die Zellzahlen fiir die Kombinations-
therapie lagen bei 85% (0,039 uM) und fielen bis auf 50% (10 uM) ab (Abb. 42a). An den
weiteren Behandlungstagen kam es sowohl bei der Imatinibtherapie als auch bei der
Kombinationstherapie zu einem stufenférmigen Abfall der Zellzahl mit steigender Kon-
zentrationsstufe (Abb. 42b, c). An dem dritten Behandlungstag lagen die Zellzahlen bei beiden
Behandlungsoptionen auf gleich niedrigem Niveau. Bei der Konzentrationsstufe von 0,039 uM
Imatinib lagen in beiden Féllen 69,09% lebende Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen vor.
Bei der hochsten Konzentrationsstufe war ein Unterschied von 16% zwischen den beiden
Behandlungsansétzen festzustellen, es bestand jedoch keine Signifikanz (Abb. 42c). An dem

zweiten und dritten Behandlungstag lie3 sich eine bessere Reduktion der Zellzahlen zugunsten

der Kombinationstherapie aufzeigen (Abb. 42b, c).
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Imatinib-Konzentration
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e Patient 2

An dem ersten Tag nach der Imatinibzugabe lagen die Zellzahlen fiir die Kombinationstherapie
unter denen der Imatinibtherapie. Zu einem signifikanten Unterschied zwischen den beiden Be-
handlungsoptionen kam es an den ersten beiden Messtagen bei 0,039 uM (P=0,026, P=0,001)
(Abb. 43a, b). Bei den hoheren Konzentrationsstufen fiel die Zellzahl mit steigender
Imatinibkonzentration stufenférmig ab. Der Anteil der vitalen Zellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen lag bei der Kombinationstherapie durchschnittlich um 5-15% unter denen der
Imatinibtherapie. Somit lie sich hier ein Behandlungsvorteil beziiglich der Kombinations-

therapie aufzeigen, auch wenn statistisch keine Signifikanzen vorlagen (Abb. 43 a-c).
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4.8.1.2. Bcr-Abl-positive CD34+ Spender (CML-Erstdiagnose)

e Patient 3

An dem ersten Tag nach der Imatinibzugabe wurde der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bei
der Imatinibtherapie von 88,71% (0,039 uM) auf 62,9% (10 uM) gesenkt. Bei der Kombi-
nationstherapie fielen die lebenden Zellen von 67,74% (0,039 uM) auf 53,23% (10 uM) ab.
Diese Entwicklung setzte sich an den weiteren Messtagen fort. An dem dritten Behandlungstag

wurde der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bei der Imatinibtherapie von 66,67%
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(0,039 uM) auf 26,14% (10 uM) gesenkt. Bei der Kombinationstherapie sanken die Werte im
Vergleich zu der Imatinibtherapie von 60,78% auf 22,75% ab. An den weiteren
Behandlungstagen war sowohl bei der Imatinibtherapie als auch bei der Kombinationstherapie
eine zeitliche und konzentrationsabhiingige Abnahme der Zellproliferation zu erkennen. An
allen drei Messzeitpunkten lag die Anzahl der vitalen Zellen der Kombinationstherapie unter der
der Imatinibtherapie (Abb. 44 a-c). Die SAM486A-Monotherapie mit 0,5 uM fiihrte bei diesem
Patienten zu keiner Zellzahlreduktion. Somit bewirkte die Kombinationstherapie eine deutlich

effektivere Zellzahlreduktion im Vergleich zu den beiden Monotherapien.
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e Patient 4

Bei diesem Patienten konnte ein zeitlicher und konzentrationsabhiingiger Effekt beziiglicher der
Zellproliferation bei der Imatinibtherapie sowie der Kombinationstherapie festgestellt werden
(Abb. 45 a-c). Bei der niedrigsten Konzentration von 0,039 uM lagen der Anteil der vitalen
Zellen bei der Kombinationstherapie deutlich unter dem der Imatinibtherapie. In den hoheren
Konzentrationsbereichen sank der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bei diesen beiden
Behandlungsoptionen in gleichem MaBie ab. An dem dritten Behandlungstag betrug der Anteil

der vitalen Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen durchschnittlich 30% bei
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beiden Therapiemoglichkeiten. In diesem Fall lieB sich kein Vorteil hinsichtlich der

Kombinationstherapie aufzeigen.
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4.8.1.3. Bcr-Abl-negativer CD34+ Spender (CML-Erstdiagnose)
e Patient 5

An dem ersten Tag nach der Imatinibzugabe zeigten die Zellzahlen des Bcr-Abl-negativen
CML-Patienten kein Ansprechen auf eine Imatinibtherapie. Im Vergleich dazu lagen die Werte
fiir die Kombinationstherapie bei 80% (Abb. 46a). Es ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Behandlungsmoglichkeiten. An dem zweiten Messtag lagen die Werte fiir
die Imatinibtherapie konzentrationsunabhingig bei durchschnittlich 85%. Bei der Kombi-
nationstherapie wurde bei 10 uM Imatinib der niedrigste Anteil von vitalen Zellen gezéhlt. Hier
betrug ihr Anteil 55% (Monotherapie 70%). Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Behandlungen lag bei 0,156 uM vor. Hier konnte der Anteil der lebenden Zellen der
Monotherapie auf 83% und der der Kombinationstherapie auf 67% (P=0,007) reduziert werden
(Abb. 46b).

An dem dritten Behandlungstag lagen die Werte fiir die Imatinibtherapie bei 2,5 uM mit
72,22% unter denen der Kombinationstherapie mit 81,75% (P=0,025). Bei der
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Konzentrationsstufe von 10 uM kehrte sich das Verhéltnis um. Hier lagen die Werte der Kombi-
nationstherapie mit 46,03% unter denen der Imatinibtherapie mit 57,94% (P=0,008) (Abb. 46c).
In allen drei Fillen, in denen ein signifikanter Unterschied zwischen der Imatinibtherapie und
der Kombinationstherapie auftrat, lag auch ein signifikanter Unterschied zwischen der
SAM486A-Monotherapie und der Kombinationstherapie vor. Aufgrund der geringen Anzahl der
signifikanten Ereignisse, kann nicht von einem Synergismus zwischen SAM486A und Imatinib

ausgegangen werden.
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5 Diskussion

Hypusinierungsinhibitoren greifen in den Polyaminstoffwechsel ein und blockieren den Vor-
gang der Hypusinierung des eukaryoten Initiationsfaktor 5a (elF-5A), der fiir die Proteinbio-
synthese eukaryotischer Zellen essentiell ist [37, 47, 49]. Es werden direkte von indirekten
Hypusinierungsinhibitoren unterschieden. Zu den direkten Inhibitoren zihlen Substanzen,
welche die unmittelbar an der Hypusinierung beteiligten Enzyme (DHH, DHS) inhibieren.
SAMA486A zihlt zu den indirekten Inhibitoren, da es zu einem fritheren Zeitpunkt in den
Polyaminstoffwechsel eingreift und die Bildung der fiir die Hypusinierung benotigten
Substanzen (Spermidin) blockiert. Da Tumorzellen und somit Leukdmiezellen eine erhohte
Zellproliferationsrate aufweisen, liegt die Vermutung nahe, dass vor allem diese Zellen durch
SAM486A und andere Hypusinierungsinhibitoren in ihrem Wachstum gehemmt werden
konnten.

Bisher konnte die bedeutungsvolle Rolle von elF-5A und dessen Inhibition durch SAM486A in
verschiedenen Zellen festgestellt werden [34, 35, 36, 42]. In dieser Arbeit wurde das An-
sprechen der CML-Zellen auf den indirekten Hypusinierungsinhibitor SAM486A im Hinblick
auf die Ausprigung des Merkmals Bcer-Abl und der verschiedenen Mutationen der
Kinasedomine untersucht. In diesen Ber-Abl-positiven Zellen wird eine erhohte Expression von
elF-5A vermutet, was zu einem guten Ansprechen der Zellen auf SAM486A fiihren sollte
[1, 36, 42].

Die Leukidmiezellen verfiigen, wie oben beschrieben, iiber einen endogenen Pool an elF-5A, der
wihrend der Behandlung aufgebraucht werden kann. Weiterhin besitzt eIF-5A eine lange Halb-
wertszeit beziiglich seines Abbaus, weshalb eine ausreichend lange Therapiezeit notwendig ist
[23]. Dieser Sachverhalt bestitigte sich in den hier erhobenen Ergebnissen. Die Zellen wiesen
zu Beginn der Behandlung kaum eine veridnderte Wachstumskinetik auf, wie es in dem
Kurzzeitversuch an dem dritten Behandlungstag zu sehen ist. Aus den erhobenen Daten der
Langzeitkultivierung ist jedoch zu entnehmen, dass die Zellen durchschnittlich erst ab dem
sechsten Behandlungstag mit einer signifikanten Zellzahlreduktion auf SAM486A reagierten. In
Studien hat sich eine dreiwdchentliche Therapie iiber jeweils fiinf Tage etabliert, die zu einem
guten Ansprechen bei soliden Tumoren und Lymphomen gefiihrt hat [52]. Nach diesem
Zeitraum ist die Proteinbiosynthese durch den Verlust beziehungsweise durch die
Verminderung des fiir e[F-5A essentiellen Hypusins eingeschrinkt und die Zellen kdnnen die
notwendigen Proteine fiir ihr Uberleben nicht mehr ausreichend produzieren.

Die Frage nach der Abhéngigkeit des Therapieansprechens von der Ber-Abl-Expression sollte in
den verschieden aufgebauten Versuchen gekldart werden. So war in dem Kurzzeitversuch eine
Tendenz dahingehend zu sehen, dass alle eingesetzten Bcr-Abl-positiven Zellen sensitiver auf

SAMA486A ansprachen als die Ber-Abl-negativen Zelllinien HL60 und Ba/F3+IL3. In diesem
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Versuch traten an dem dritten Behandlungstag bei den Mutationen Ba/F3-p210-E255K und
Ba/F3-p210-T315I signifikante Wachstumsunterschiede ab einer Konzentration von 0,25 uM
SAMA486A auf. Diese setzten sich an dem fiinften Behandlungstag kontinuierlich fort. Die
Ber-Abl-negativen Zelllinien Ba/F3+IL3 und HL60 sowie die Bcr-Abl-positive Zelllinie
Ba/F3-p210 sprachen erst an dem fiinften Behandlungstag ab einer SAM486A-Konzentration
von 0,5 uM beziehungsweise 1 uM mit einer signifikanten Wachstumsinhibition auf die
Substanz an. Der inhibitorische Effekt fithrte bei den Bcr-Abl-positiven Zellen zu einem
stiarkeren Abfall der Zellproliferation, also zu einem besseren Ansprechen auf SAM486A. Am
sensitivsten reagierten auf den indirekten Hypusinierungsinhibitor SAM486A die Bcr-Abl-
positiven murinen Zelllinien Ba/F3-p210-E255K, gefolgt von den Ba/F3-p210-T315L
Moglicherweise liefern diese Zelllinien die ausgepréigteste Verdnderung der Polyamin-
homdostase und bieten dadurch einen guten Angriffspunkt fiir SAM486A.

Somit wurde aus diesem Versuch deutlich, dass der endogene Pool der Polyamine sowohl den
Ber-Abl-positiven als auch den Ber-Abl-negativen Zellen in unterschiedlicher Weise fiir einige
Tage zur Verfiigung steht und die Stoffwechselvorginge solange aufrecht erhalten werden
konnen. Der indirekte Hypusinierungsinhibitor SAM486A konnte seine Wirkung erst nach dem
intrazelluldren Verbrauch dieser Proteine entfalten, wodurch der spite Wirkungseintritt an dem
fiinften Behandlungstag zu erkléren ist. Dieses deckt sich mit der Erkenntnis, dass die Zytostase
in zwei Abschnitten verlduft, wobei die spite Phase hypusinabhéngig ist und somit erst in dieser
Phase von SAM486A inhibiert werden kann [23].

Diese Tendenz wurde in dem Langzeitversuch mithilfe der Regressionsanalyse bestitigt. Mit
zunehmender Zeit divergierten die Zellzahlen der jeweiligen Zelllinien stirker, da der endogene
Pool an eIF-5A zunehmend mehr verbraucht und die Neusynthese durch SAM486A verhindert
wurde. Die maximale Differenz zwischen der Zellzahl der Kontrollzellen und der behandelten
Zellen wurde am Ende des Versuchs erreicht. Insgesamt gesehen ergab die Regressionsanalyse
des Langzeitversuchs, dass alle Zelllinien unabhingig von dem Merkmal Bcr-Abl im Vergleich
zwischen den jeweiligen Kontrollen und den zugehorigen SAM486A behandelten Zellen einen
signifikanten Wachstumsunterschied aufwiesen. Es konnte gezeigt werden, dass mit Ausnahme
der Ba/F3-p210-T3151 die Bcr-Abl-positiven Zellen im Vergleich zu den Bcr-Abl-negativen
Zelllinien signifikant besser mit einer Zellzahlreduktion auf die SAM486A-Therapie
ansprachen. Die Ba/F3-p210-T315I bildeten eine Ausnahme und zeigten im Vergleich zu der
Ber-Abl-negativen Zelllinie Ba/F3+IL3 eine gleiche Wachstumskinetik unter der SAM486A-
Therapie. Aus den oben aufgefiihrten Daten ist jedoch zu entnehmen, dass SAM486A eine
statistisch signifikante Proliferationshemmung auf die imatinibresistente Zelllinie Ba/F3-p210-
T3151im Vergleich zu den meisten bisherigen Therapiemdglichkeiten ausiibte [19, 40, 50].

In der FACS-Analyse wurden die Apoptose-/ Nekroseraten der jeweiligen Kontrollzellen mit

denen der zugehorigen behandelten Zellen verglichen. Dabei zeigte sich, dass die Ba/F3+IL3
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sowie die Ba/F3-p210-T315I der murinen Zelllinien keinen signifikanten Unterschied in der
Apoptoserate im Gegensatz zu den anderen beiden Bcr-Abl-positiven murinen Zelllinien
Ba/F3-p210 und Ba/F3-p210-E255K aufwiesen. Bei der Bcr-Abl-positiven murinen Zelllinie
Ba/F3-p210-T3151 fiel der berechnete Wert fiir das 5%-Signifikanzniveaus nur gering aus dem
signifikanten Grenzbereich (P=0,061). Weiterhin wurden die Apoptose-/ Nekroseraten der
Ber-Abl-positiven murinen Zelllinien mit den Bcer-Abl-negativen murinen Ba/F-3+IL3 ver-
glichen. Es zeigten sich statistisch signifikante Werte fiir den Vergleich zwischen Ba/F3+IL3
mit Ba/F3-p210 (P=0,018), Ba/F3-p210-E255K (P=0,009) und Ba/F3-p210-T315I (P=0,011).
Fiir die humanen Zellen konnte sowohl fiir den Vergleich zwischen den jeweiligen behandelten
Zellen und ihren Kontrollen, sowie fiir den Vergleich zwischen den behandelten HL60 und den
behandelten K562 kein signifikanter Unterschied beziiglich der Apoptose-/ Nekroserate
festgestellt werden. Somit iibt SAM486A eine Ber-Abl-abhingige Wirkung nur beziiglich der
murinen Leukémiezellen aus.

Weiterhin wurde untersucht, ob SAM486A den Bcr-Abl-abhingigen Effekt von Imatinib sen-
sibilisieren kann und moglicherweise partiell imatinibresistente Zellen wie Ba/F3-p210-E255K
durch eine Vorbehandlung mit SAM486A fiir Imatinib besser zugénglich werden. Somit wurden
sowohl die etablierten Zelllinien sowie das Primérmaterial einer Kombinationstherapie be-
stethend aus 1 pM beziehungsweise 0,5 uM SAM486A und unterschiedlichen Imatinib-
konzentrationen (0,039 uM bis 10 uM) unterzogen. Durch diesen Versuch konnte gezeigt
werden, dass es keinen therapeutisch relevanten Synergismus zwischen dem Tyrosinkinase-
inhibitor Imatinib und dem indirekten Hypusinierungsinhibitor SAM486A gibt. Auffillig war
jedoch, dass die Zellzahlen der Kombinationstherapien in den Proliferationsassays hiufig unter
denen der jeweiligen Monotherapien lagen ohne einen synergistischen Effekt aufzuweisen.
Somit scheint eine gleichzeitige Gabe der beiden Substanzen eine additive antiproliferative
Wirkung auf die Leukémiezellen auszuiiben, auch wenn keine statistischen Signifikanzen erzielt
werden konnten.

Abschliefend wurde das Ansprechen humaner CD34+ Zellen auf den Hypusinierungsinhibitor
SAMA486A getestet. Hier konnte gezeigt werden, dass SAM486A sowohl auf gesunde Zellen als
auch auf Bcer-Abl-positive und Bcr-Abl-negative Zellen von CML-Patienten in der
Monotherapie ab einer Konzentration von 1 pM einen statistisch signifikanten Wachstums-
unterschied im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen lieferte. Im Gegensatz zu den
etablierten Zelllinien wirkte SAM486A bei den CD34+ Zellen ab einer Konzentration von 1 uM
ab dem dritten Behandlungstag. Der Wirkungseintritt der niedrigeren Konzentrationsstufen
erfolgte entsprechend dem des Kurzzeit- und Langzeitproliferationsassays ab dem sechsten
Behandlungstag. Anhand dieses Versuches kann hinsichtlich méglicher therapeutischer Konse-
quenzen darauf geschlossen werden, dass eine SAM486A-Behandlung im Rahmen einer

chronischen myeloischen Leukdmie mit 0,5 uM nicht zu einer relevanten dosislimitierenden
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Knochenmarksuppression fithren wird. Die hédmatopoetischen Zellen wurden in ihrem
Wachstum durch diese Konzentration maximal um 20% gehemmt. Eine Ausnahme bildeten die
CD34+ Zellen des Ber-Abl-negativen Patienten. Hierbei kam es zu einer stirkeren suppressiven
Wirkung durch SAM486A. Als dosislimitierende Toxizitdt wird in der Literatur die
Myelosuppression angegeben. Diese tritt ab einer Gabe von mehr als 102 mg/m?/Tag auf, was
einer Plasmakonzentration von 11 uM SAM486A entspricht und deutlich unter dem Spektrum
der in dieser Arbeit eingesetzten Konzentrationsstufen liegt. Diese Dosierung wurde als
maximale tolerable Dosis sowohl bei der Therapie des Kolorektalen Karzinoms in Kombination
mit 5-Fluorouracil als auch in der Monotherapie von Tumoren des Kopf- und Halsbereiches, bei
Lymphomen und des Osophagus-Karzinoms ermittelt [46, 49]. Fiir den Einsatz der Substanz
spricht weiterhin, dass SAM486A die Pharmakokinetik von anderen Chemotherapeutika, wie
beispielsweise 5-Fluorouracil, nicht beeinflusst [49]. Im Hinblick darauf, dass es héufig erst bei
einem Rezidiv der chronischen myeloischen Leukdmie zu einer Imatinibresistenz kommt, wire
eine Kombinationstherapie zu Beginn der Erkrankung mit SAM486A vorstellbar. Hierdurch
wiirde die imatinibresistente Untergruppe der malignen Zellen, die nach der Imatinibbehandlung
durch den fehlenden Selektionsdruck expandieren kann, erreicht werden [7, 28, 32]. Unter den
Imatinibresistenzen bei dem Versagen der Erstlinientherapie betrdgt alleine der Anteil der
Mutation T315I 10-20%. Diese Mutation zeigt kein Ansprechen auf alle bisher getesteten
Medikamenten einschlieBlich der Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten Generation wie
Nilotinib, Dasatinib und Bosutinib [40]. Aufgrund der guten Wirksamkeit des indirekten
Hypusinierungsinhibitors SAM486A auf die imatinibresistente Mutation Ba/F3-p210-T315I ist
es denkbar, dass die Ergebnisse dieser Arbeit Ansatzpunkte fiir neue therapeutische Konzepte
der imatinibresistenten Formen der chronischen myeloischen Leukdmien liefern.

Vor diesem Hintergrund sollten weiterhin Untersuchungen zur Wirkung von SAM486A gegen
die akute myeloische Leukidmie erfolgen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
SAMA486A zu einer Zellzahlreduktion bei der Bcr-Abl-negativen Zelllinie HL60 fiihrte, die
Zellen einer akuten myeloischen Leukdmie darstellt. Zusétzlich wire es interessant
nachzuweisen, ob der eukaryote Initiationsfaktor eIlF-5A tatsédchlich in allen Leukdmiezellen
vermehrt exprimiert wird und unter einer gewissen Therapiedauer mit Hypusinierungs-
inhibitoren abnimmt. Es konnte in diesem Rahmen untersucht werden, ob die einzelnen Zell-
linien unterschiedliche Mengen des elF-5A bilden und dies das vermutete unterschiedliche
Ansprechen auf SAM486A erklirt. Dies wire durch den radioaktiven Einbau von "*C-Putrescin
moglich, da es zur Synthese von Spermidin benétigt wird und die Menge des Spermidins mittels
Western Blots gemessen werden konnte [45].

Weiterhin wire es wichtig in vivo Versuche zu initiieren, um die notwendigen Plasmaspiegel zu
ermitteln, die bei der imatinibresistenten Mutation Ba/F3-p210-T3151 zu einer Abnahme der

Leukédmiezellen fithren. So kdnnte diese Substanz eventuell bei der Therapie von Patienten mit
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Imatinibresistenz und einer Resistenz gegen die Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten
Generation, zum Einsatz kommen, zumal Phase I- und Phase-II-Studien beziiglich anderer
Tumorarten vollendet wurden und die Vertrédglichkeit des Medikaments untersucht ist [36, 38,

46, 49].
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6 Zusammenfassung

In der Therapie der Ber-Abl-positiven chronischen myeloischen Leukémie brachte der Tyrosin-
kinaseinhibitor Imatinib 2001 einen groBen Erfolg und wird heute als Erstlinientherapie
eingesetzt [22]. Es ergab sich jedoch eine Reihe von Resistenzen gegen diesen Tyrosinkinase-
inhibitor, weshalb nach neuen therapeutischen Strategien geforscht werden muss.

In dieser Arbeit wurde die Wirkung des indirekten Hypusinierungsinhibitors S-Adenosyl-
Methionin-Decarboxylase-Inhibitor (SAM486A) auf Leukidmiezellen untersucht, um neue
therapeutische Optionen gegen die Imatinibresistenz vermittelten Mutationen, insbesondere der
Ba/F3-p210-T3151 zu ermdglichen, welche nicht auf Tyrosinkinaseinhibitoren der zweiten
Generation ansprechen. Die Mutation T315I wird bei 10-20% der Patienten detektiert, bei denen
es zu keinem Therapieerfolg unter der Erstlinientherapie mit Imatinib kommt [40].

Aufgrund der Tatsache, dass 95% der chronischen myeloischen Leukimiezellen Ber-Abl-positiv
sind, also das Philadelphia-Chromosom tragen, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die
Wirkung des Hypusinierungsinhibitors von dem Vorliegen des Merkmals Bcr-Abl abhéngig ist.

Zur Kldrung dieser Fragestellung wurden Bcer-Abl-negative und Bcer-Abl-positive Leukdmie-
zellen in verschiedenen Versuchen eingesetzt, um einen direkten Vergleich zu bekommen. So
wurde als Ber-Abl-negative Kontrolle im Bereich der murinen Zellen die Zelllinie Ba/F3+IL.3
und als Bcr-Abl-positive murine Zellen die Zelllinien Ba/F3-p210, Ba/F3-p210-E255K und
Ba/F3-p210-T315I eingesetzt. Fiir die humanen Zellen wurden die Ber-Abl-negative Zelllinie
HL60 sowie die Ber-Abl-positive Zelllinie K562 verwendet. Weiterhin wurde das Ansprechen
von gesunden und leukdmischen humanen CD34+ Zellen auf SAM486A untersucht. Anhand
der Versuchsergebnisse ist ersichtlich, dass SAM486A sowohl auf die Ber-Abl-negativen als
auch auf die Bcr-Abl-positiven Zelllinien einen antiproliferativen Effekt ausiibt. Diese
Erkenntnis ist hinsichtlich des Wirkmechanismus im Bereich des Polyaminstoffwechsels nicht
unerwartet gewesen [36, 37, 45]. Allerdings konnte in dem Kurzzeitversuch, dem Lang-
zeitproliferationsassay und der FACS-Analyse aufgezeigt werden, dass es unter der SAM486A-
Behandlung zu einer signifikanteren Zellzahlreduktion von Bcr-Abl-positiven Zelllinien im
Vergleich zu den Ber-Abl-negativen Zelllinien kam.

In Anlehnung an die publizierten Daten [1] wurde ein besonderes Augenmerk auf die Kombi-
nationstherapie bestehend aus Imatinib und SAM486A gelegt. Es konnte jedoch weder bei
Ber-Abl-positiven noch bei Ber-Abl-negativen Zelllinien ein synergistischer Effekt zwischen
Imatinib und SAM486A festgestellt werden.

Aufgrund der Tatsache, dass SAM486A als Monotherapie einen statistisch signifikanten
antiproliferativen Effekt auch in der hoch imatinibresistenten Zelllinie Ba/F3-p210-T3151
erzielt, ergeben sich hier potentiell neue Moglichkeiten in der Therapie der Imatinib und der

Zweitgenerations-Tyrosinkinaseinhibitoren resistenten chronischen myeloischen Leukédmie.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

AbeAdo:
AP:

ATP:

BK:
Ber-Abl
BCR-ABL
CD:
CML:

CP:
DdH,0:
DHH:
DHS:
DMSO:
DSMZ:
DNA:
FACS:
FBS:
FIt3-Ligand:
G-CSF:

GIST-Tumoren:

IL:
IM:
MGBG:
MDR:
MTT:
ODC:
PAPT:
PBS:
PCR:
Ph-:
Ph+:
PI:
RNA:
RPMI:

5’-{[(Z)-4-Amino-2-butylmethylamino }-5’deoxyadenosin
Akzelerationsphase
Adenosintriphosphat

Blastenkrise

Proteinexpression

Fusionsgen

Cluster of Differentiation

Chronische myeloische Leukdmie
Chronische Phase

Doppelt destilliertes Wasser
Desoxyhypusin-Hydroxylase
Desoxyhypusin-Synthestase
Dimethylsulfoxid

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Desoxyribonukleinsédure
Fluorescence-Activated Cell Sorting
Fotales Rinderserum
Fms-relatedbtyrosine kinase 3 ligand
Granulocyte Colony-Stimulating Factor
Gastrointestinale-Stromatumoren
Interleukin

Imatinib
Methylglyoxal-bis-guanylhydrazone
Multi-Drug-Resistenz

[3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid]
Ornithindecarboxylase
Putrescin-Aminopropyl-Transferase
Puffer (Phosphate Buffer Saline)
Polymerasekettenreaktion

Philadelphia negative Chromosomen
Philadelphia positive Chromosomen
Propidiumjodid

Ribonukleinsédure

Zellkulturmedium, entwickelt am Roswell Park Memorial Insitute
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SAMA486A:

SAMdc:
SAPT:
SCF:
SDS:
SZT:
TNF-a
TPO:

S-Adenosyl-Methionin-Decarboxylase-Inhibitor
S-Adenosyl-Methionin-Decarboxylase
Spermidin-Aminopropyl-Transferase

Stem Cell Factor

Natriumdodecylsulfat

Stammzelltransplantation
Tumor-Nekrose-Faktor-o

Thrombopoetin
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12 Anhang

12.1.  Test auf Normalverteilung (,,David-Test*)

Mithilfe des Testverfahrens ,,Schnelltest nach David* kann die Verteilung von Stichproben
gepriift werden. Als Nullhypothese H, wird postuliert, dass die Stichproben einer Normalver-

teilung angehdren. Der Test ist bei kleinen Stichproben (n<30) sehr zuverléssig.
Die zur Beurteilung benétigte PriifgrofB3e ldsst sich folgendermafien berechnen:

_ Spannweite R x . —X

PG 20— max min

Streuung s s

Dabei wird als Spannweite R die Differenz aus dem groBten und dem kleinsten Messwert
angegeben. S stellt die Standardabweichung (Streuung) der Messwerte dar. Der Quotient aus
Spannweite und Standardabweichung liefert die Priifgrole. Der Tabelle im Anhang sind die
Grenzen fiir die PriifgroBe zu entnehmen. Es gilt v = n. Bei einem Stichprobenumfang von
sechs ergibt sich v = 6. Das zugehorige Intervall fiir die PriifgroBe betrdagt 2,28 bis 3,31 bei

einem Irrtumsrisiko von 5%.

Im Folgenden wird die Priifgrofle fiir alle Zelllinien getestet. Exemplarisch werden die
Berechnungen fiir zwei Zelllinien aufgezeigt. Es ergeben sich fiir die jeweiligen Priifgroen die

Werte

PG _13,63—4,13:2’33 und PG _62,5-31,25

(Ba/F3+IL3) — 4,08 (BalF3-p210) — 13.5 =2,31

Somit liegen die Zelllinien mit ihrer Priifgrofe innerhalb der angegebenen Schranken, weshalb

von einer Normalverteilung der Zellen ausgegangen werden kann.

Aufgrund dieser Berechnungen kann die statistische Auswertung der Versuche dieser Arbeit mit
dem auf einer Normalverteilung basierenden Modelle ,,T-Test fiir paarweise angeordnete

Messwerte* sowie der ,,Regressionsanalyse* erfolgen.
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Untere Schranke Obere Schranke
o 0,050 0,010 0,001 0,050 0,010 0,001
v
5 2,15 2,02 1,83 2,75 2,80 2,83
6 2,28 2,15 1,83 3,01 3,10 3,16
7 2,40 2,26 1,87 3,22 3,34 3,46
8 2,50 2,35 1,87 3,40 3,54 3,74
9 2,59 2,44 1,90 3,55 3,72 4,00
10 2,67 2,51 1,90 3,68 3,88 4,24
11 2,74 2,58 1,92 3,80 4,01 4,47
12 2,80 2,64 1,92 3,91 4,13 4,69
13 2,86 2,70 1,93 4,00 4,24 4,90
14 2,92 2,75 1,93 4,09 4,34 5,10
15 2,97 2,80 1,94 4,02 4,44 5,29
16 3,01 2,84 1,94 4,24 4,52 5,48
17 3,06 2,88 1,94 4,31 4,60 5,66
18 3,10 2,92 1,94 4,37 4,67 5,83
19 3,14 2,96 1,95 4,43 4,74 6,00
20 3,18 2,99 1,95 4,49 4,80 6,16
25 3,34 3,15 1,96 4,71 5,06 6,93
30 3,47 3,27 1,97 4,89 5,26 7,62
35 3,58 3,38 1,97 5,04 5,42 8,25
40 3,67 3,47 1,98 5,16 5,56 8,83
45 3,75 3,55 1,98 5,26 5,67 9,38
50 3,83 3,62 1,98 5,35 5,77 9,90
55 3,90 3,69 1,98 5,43 5,86 10,39
60 3,96 3,75 1,98 5,51 5,94 10,86
65 4,01 3,80 1,98 5,57 6,01 11,31
70 4,06 3.85 1,99 5,63 6,07 11,75
75 4,11 3,90 1,99 5,68 6,13 12,17
80 4,16 3,94 1,99 5,73 6,18 12,57
85 4,20 3,99 1,99 5,78 6,23 12,96
90 4,24 4,02 1,99 5,82 6,27 13,34
95 4,27 4,06 1,99 5,86 6,32 13,71
100 4,31 4,1 1,99 5,90 6,36 14,97
150 4,59 4,38 1,99 6,18 6,64 17,26
200 4,78 4,59 2,00 6,39 6,84 19,95
500 5,37 5,13 2,00 6,94 7,42 31,59

Tabelle 17: David-Test
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12.2.  T-Test fiir paarweise angeordnete Messwerte

Mit Hilfe des T-Tests wird untersucht, ob die Differenz der Mittelwerte von zwei gepaarten
Beobachtungen zufillig zustande gekommen ist, oder ob sie auch mit einer hohen
Wabhrscheinlichkeit in der Grundgesamtheit vorliegt und somit im statistischen Sinne signifikant
ist. So lésst sich in dieser Arbeit die Apoptose-/ Nekroserate auswerten. Es wird die Apoptose-/
Nekroserate der unbehandelten Kontrollzellen mit der Apoptose-/ Nekroserate der mit 1 uM
SAMA486A behandelten Zellen verglichen. Weiterhin wird dieses statistische Modell zu der

Auswertung verschiedener Proliferationsassays herangezogen.

Unter der Nullhypothese wird angenommen, dass es keinen Unterschied beziiglich der

Wachstumsrate beziehungsweise der Apoptoserate zwischen Kontrollzellen und behandelten

Zellen gibt. Hierbei ist der Mittelwert der n Paardifferenzen [(Z d)/n] =d gleich Null

(u, =0). Die Alternativhypothese lautet u, #0.
Werden unabhéngige angendherte normalverteilte Differenzen vorausgesetzt, dann ldsst sich die
Nullhypothese auf dem 5%-Signifikanzniveau ablehnen, sobald z 27, mit v gleich n-1 ist.

Die Berechnung von ,,z* erfolgt mithilfe der unten angegebenen Formel.

In der folgenden Tabelle werden die Werte fiir die Kontrollzellen und fiir die behandelten Zellen
eingetragen. Es lassen sich die Variablen d und d° bestimmen, die fiir die Berechnung von z in

der unten angegebenen Formel notwendig sind.

Proben Kontrolle (X) Behandlung (Y) d (X-Y) d?
1 X Y, Xi-Y, (Xi-Y,)?
2 X5 Y, XY (X-Y»)?
3 X3 Y; X5-Y;3 (X5-Y3)?
n=3 Yd Y a2

Tabelle 18: T-Tests fiir paarweise angeordnete Messwerte

Abbildung 47: Formel zur Berechnung des T-Tests fiir paarweise angeordnete Messwerte
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Der 95%-Vertrauensbereich fiir die wahre mittlere Differenz p,ist durch d £t (55, gegeben,

wobei s; dem Nenner in der oberen Formel entspricht. Anhand des 95%-Vertrauensbereichs
kann geschaut werden, ob u, deutlich von Null verschieden ist. Tritt dies ein, wird die
Nullhypothese verworfen und es resultieren niedrige Werte fiir ,,P*“. Der Vertrauensbereich
wurde in allen Berechnungen beriicksichtigt und exemplarisch in den Tabellen unter 12.5
angegeben.

Somit gibt der Test Auskunft tiber die Existenz des Unterschiedes in der Behandlung und der

Vertrauensbereich iiber die Groe des Unterschiedes in der Behandlung [23].

Es wird die Differenz zwischen den Zellzahlen der Imatinibbehandlung und der
Kombinationstherapie betrachtet.

Die Relevanz der Differenz wird mit dem ,,T-Test fiir paarweise angeordnete Messwerte
gepriift. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungen liegt vor, wenn
der z > 4,303 betrdgt beziehungsweise P<0,05 bei einem Signifikanzniveau von 5% ist. In

dieser Arbeit wurden ausschlieBlich die P-Werte angegeben.

12.3. Lineare Regression

Das Modell der linearen Regression wird verwendet, um eine echte Abhingigkeit zwischen den
Kontrollzellen und den SAM486A behandelten Zellen iiber einen Zeitraum von 13 Tagen im
Langzeitversuch zu analysieren. Der Korrelationskoeffizient R? driickt dabei aus, wie gut die
Regressionsgerade den Zusammenhang zwischen unabhingiger und abhéngiger Variable
wiedergibt. R? liegt zwischen 0 und 1, wobei der Wert R? = 1 bedeutet, dass jeder gemessene
Datenpunkt (Zellzahl) direkt auf der Regressionsgeraden liegt und eine statistische
Interpretation zuldsst. Es existieren sowohl im Vergleich der Kontrollzellen als auch der
behandelten Zellen R>-Werte, die annihernd bei 1 liegen. Somit ist der Vergleich der einzelnen
Zelllinien untereinander zuldssig. Bei Werten kleiner 0,5 bestinde kein linearer Zusammenhang
zwischen den Variablen und die Aussagekraft wire herabgesetzt. Die jeweiligen
Geradengleichungen sind den Abbildungen zu entnehmen. In Violette sind die
Geradengleichungen der Kontrollzellen angegeben, in Blau die der mit 1pM SAMA486A
behandelten Zellen.

Die Nullhypothese behauptet in diesem Fall, dass es keinen Unterschied in der Zellproliferation
zwischen den Kontrollzellen und den mit SAM486A behandelten Zellen gibt.

Im einfachsten Fall linearer Regression wird die Abhingigkeit zwischen den Messungen y und

der kontrollierten Variablen t angenommen:
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y=a+pt+e  i=12,..n

Dabei sind a und £ unbekannte konstante Parameter und konnen mithilfe der Methode der
kleinsten Quadrate gefunden werden. ¢; ist der Messfehler der i-ten Messung. Es werden alle
Messungen als unabhidngig angenommen und die Fehler ¢; als Mittelwert Null und gleicher

Varianz o2 als normalverteilt betrachtet. Durch Einfiihrung der Gleichungen

(=11 y=1iXy,

konnen die Messwerte in einem Koordinatensystem dargestellt werden, dessen Ursprung bei
(t,y) liegt:

f=t-t  y=y-y
Dabei ist zu beachten, dass ¢ (Zeit) und y (In der absoluten Zellzahlen) nur eine formale
Ahnlichkeit mit Stichprobenmittelwerten haben, da sie von der speziellen Wahl der Werte der

kontrollierten Variablen ¢ abhingen.

In diesem Versuch kann die lineare Regression angewendet werden, wenn folgende Voraus-

setzungen vorliegen. Es besteht eine Normalverteilung der Fehler £ mit dem Mittelwert Null

und der Varianz O'i, wobei die Grole 0'5 selbst aber hiufig unbekannt ist. Durch die

Berechnung der Standardabweichung si kann die Varianz aus den Messungen abgeschitzt

werden.

Da die Steigung p, wie oben angegeben, um den wahren Wert f mit der Varianz

o p) = 0'}2, /2.t” normalverteilt ist, kann die Variable u eingefiihrt werden. Ist die Hypothese

ﬂ;ﬁa der normalisierten Gauflverteilung, wobei ,b’
o, /Nt

die Steigung der Regressionsgeraden der behandelten Zellen und f die Steigung der Kontroll-

war, dann folgt die Variable u =

zellen ist. Sie konnte daher zur Uberpriifung der Nullhypothese dienen, wenn die Varianz 0'5

bekannt wire. Da die Varianz mithilfe der Standardabweichung abgeschitzt werden kann, darf

oydurch s, in der Gleichung der Variablen u ersetzt werden. Somit ergibt sich die Gleichung

B-5

s, I\(Zt)

V=
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Die Variable ,,v* ist nach der ,,Student’schen Verteilung* mit n-2 Freiheitsgraden verteilt. Die

Nullhypothese wird bei vorgegebenem Signifikanzniveau a verworfen, wenn die ex-
perimentellen Daten die Ungleichung |v| > 15, erfillen.

Das vorgegebene Signifikanzniveau betrdgt 5%. Der zugehorige ,t-Wert* ist der Tabelle

»Student’sche Verteilung zu entnehmen.
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12.4. »wStudent’sche Verteilung*

Die Variable v nach der ,,Student’schen Verteilung* wird mit n-2 Freiheitsgraden verteilt. Die

Nullhypothese H, wird bei vorgegebenem Signifikanzniveau o abgelehnt, wenn die
experimentellen Daten die Ungleichung |v| > 1.5, erfiillen. Der zugehorige t-Wert fiir das 5%-

Signifikanzniveau wird der Tabelle je nach entsprechendem Freiheitsgrad entnommen.

f | 0.750 | 0.875 | 0.900 | 0.950 | 0.975 | 0.990 | 0.995 | 0.999
1 1.000 | 2.414 | 3.078 | 6.314 | 12.706 | 31.821 | 63.657 | 318.309
2 | 0817 | 1.604 | 1.886 |2.920 | 4.303 | 6.965 | 9.925 | 22.327
3 0.765 | 1.423 | 1.638 | 2.353 | 3.182 | 4.541 | 5.841 | 10.215
4 | 0741 | 1.344 | 1.533 | 2.132 | 2.776 | 3.747 | 4.604 | 7.173
5 0.727 | 1.301 | 1.476 | 2.015| 2.571 | 3.365 | 4.032 | 5.893
6 0.718 | 1.273 | 1.440 | 1.943 | 2.447 | 3.143 | 3.707 | 5.208
7 0.711 | 1.254 | 1.415 | 1.895 | 2.365 | 2.998 | 3.499 | 4.785
8 0.706 | 1.240 | 1.397 | 1.860 | 2.306 | 2.896 | 3.355 | 4.501
9 0.703 | 1.230 | 1.383 | 1.833 | 2.262 | 2.821 | 3.250 | 4.297
10 | 0.700 | 1.221 | 1.372 | 1.812 | 2.228 | 2.764 | 3.169 | 4.144
11 | 0.697 | 1.214 | 1.363 | 1.796 | 2.201 | 2.718 | 3.106 | 4.025
12 | 0.695 | 1.209 | 1.356 | 1.782 | 2.179 | 2.681 | 3.055 3.930
13 | 0.694 | 1.204 | 1.350 | 1.771 | 2.160 | 2.650 | 3.012 | 3.852
14 | 0.692 | 1.200 | 1.345 | 1.761 | 2.145 | 2.624 | 2977 | 3.787
15 | 0.691 | 1.197 | 1.341 | 1.753 | 2.131 | 2.602 | 2.947 | 3.733
16 | 0.690 | 1.194 | 1.337 | 1.746 | 2.120 | 2.583 | 2.921 3.686
17 | 0.689 | 1.191 | 1.333 | 1.740 | 2.110 | 2.567 | 2.898 | 3.646
18 | 0.688 | 1.189 | 1.330 | 1.734 | 2.101 | 2.552 | 2.878 | 3.611
19 | 0.688 | 1.187 | 1.328 | 1.729 | 2.093 | 2.539 | 2.861 3.579
20 | 0.687 | 1.185 | 1.325 | 1.725| 2.086 | 2.528 | 2.845 3.552
21 | 0.686 | 1.183 | 1.323 | 1.721 | 2.080 | 2.518 | 2.831 3.527
22 | 0.686 | 1.182 | 1.321 | 1.717 | 2.074 | 2.508 | 2.819 | 3.505
23 | 0.685 | 1.180 | 1.319 | 1.714 | 2.069 | 2.500 | 2.807 | 3.485
24 | 0.685 | 1.179 | 1.318 | 1.711 | 2.064 | 2.492 | 2.797 | 3.467
25 | 0.684 | 1.178 | 1.316 | 1.708 | 2.060 | 2.485 | 2.787 | 3.450
26 | 0.684 | 1.177 | 1.315 | 1.706 | 2.056 | 2.479 | 2.779 | 3.435
27 | 0.684 | 1.176 | 1.314 | 1.703 | 2.052 | 2.473 | 2.771 3421
28 | 0.683 | 1.175 | 1.313 | 1.701 | 2.048 | 2.467 | 2.763 3.408
29 | 0.683 | 1.174 | 1.311 | 1.699 | 2.045 | 2.462 | 2.756 | 3.396
30 | 0.683 | 1.173 | 1.310 | 1.697 | 2.042 | 2.457 | 2.750 | 3.385
40 | 0.681 | 1.167 | 1.303 | 1.684 | 2.021 | 2.423 | 2.704 | 3.307
50 | 0.679 | 1.164 | 1.299 | 1.676 | 2.009 | 2.403 | 2.678 | 3.261
60 | 0.679 | 1.162 | 1.296 | 1.671 | 2.000 | 2.390 | 2.660 | 3.232
70 | 0.678 | 1.160 | 1.294 | 1.667 | 1.994 | 2.381 | 2.648 | 3.211
80 | 0.678 | 1.159 | 1.292 | 1.664 | 1.990 | 2.374 | 2.639 | 3.195
90 | 0.677 | 1.158 | 1.291 | 1.662 | 1.987 | 2.368 | 2.632 | 3.183
100 | 0.677 | 1.157 | 1.290 | 1.660 | 1.984 | 2.364 | 2.626 | 3.174
200 | 0.676 | 1.154 | 1.286 | 1.653 | 1.972 | 2.345 | 2.601 3.131
300 | 0.675 | 1.153 | 1.284 | 1.650 | 1.968 | 2.339 | 2.592 | 3.118
o | 0.674 | 1.150 | 1.282 | 1.645| 1.960 | 2.326 | 2.576 | 3.090

Tabelle 19: ,Student’sche Verteilungstabelle*
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12.5. Proliferationsassay mit Kombinationstherapie

Ba/F3 (Tag 1) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,138 2,400 (-0,28) - (0,98)
0,156 uM 0,027 5,944 (0,12) - (0,74)
0,625 uM 0,190 1,954 (-0,44) - (1,17)

2,5 uM 0,244 1,634 (-0,37) - (0,81)
10 uM 0,344 1,230 (-0,80) - (1,44)

Ba/F3 (Tag 2) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,090 3,105 (-1,31) - (4,25)
0,156 uM 0,004 16,144 (0,38) - (0,65)
0,625 uM 0,017 7,656 (0,15) - (0,54)

2,5 uM 0,040 4,825 (0,04) - (0,54)
10 uM 0,095 3,009 (-0,28) - (1,60)

Ba/F3 (Tag 3) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,021 6,828 (0,13) - (0,58)
0,156 uM 0,001 27,024 (0,40) - (0,58)
0,625 uM 0,021 6,766 (0,11) - (0,51)

2,5 uM 0,002 23,177 (0,56) - (0,81)
10 uM 0,063 3,804 (-0,06) - (1,03)

Tabelle 20: T-Test Kombinationsproliferationsassay IM versus IM+SAM486A, Ba/F3+IL3,

Rot: Signifikanz

Ba/F3 (Tag 1) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,261 1,553 (-0,51) - (1,08)
0,156 uM 0,165 2,146 (-0,44) - (1,31)
0,625 uM 0,376 1,130 (-0,91) - (1,55)

2,5 uM 0,116 2,694 (-0,18) - (0,79)
10 uM 0,086 3,185 (-0,26) - (1,76)

Ba/F3 (Tag 2) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,178 2,041 (-1,15) - (3,22)
0,156 uM 0,187 1,976 (-0,13) - (0,35)
0,625 uM 1,000 0,000 (-0,05) - (0,05)

2,5 uM 0,489 0,841 (-0,38) - (0,57)
10 uM 0,028 5,854 (0,24) - (1,56)

Ba/F3 (Tag 3) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,401 -1,057 (-0,41) - (0,25)
0,156 uM 0,192 1,941 (-0,11) - (0,30)
0,625 uM 0,551 -0,710 (-0,19) - (0,14)

2,5 uM 0,207 1,843 (-0,37) - (0,14)
10 uM 0,080 3,326 (-0,04) - (0,34)

Tabelle 21: T-Test Kombinationsproliferationsassay SAM486A versus IM+SAM486A, Ba/F3+IL3,

Rot: Signifikanz
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Ba/F3-p210 (Tag 1) P Z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,051 4,236 (-0,01) - (1,00)
0,156 uM 0,051 4,249 (-0,01) - (0,98)
0,625 uyM 0,562 0,690 (-1,10) - (1,52)

2,5 uM 1,000 0,000 -1,77)-(1,77)

10 uM 0,189 1,961 (-0,99) - (2,65)
Ba/F3-p210 (Tag 2) P Z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,238 1,456 (-0,95) - (1,91)
0,156 uM 0,030 5,600 (0,04) - (0,32)
0,625 uyM 0,776 0,325 (-0,62) - (0,53)

2,5 uM 0,904 0,137 (-2,38) - (2,23)

10 uM 0,423 1,000 (-1,01) - (1,63)
Ba/F3-p210 (Tag 3) P Z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,148 2,306 (-0,01) - (1,00)
0,156 uM 0,014 8,513 (-0,01) - (0,99)
0,625 uyM 0,203 1,868 (-1,10) - (1,52)

2,5 uM 0,423 1,000 (-1,77) - (1,77)
10 uM - - Zu geringe Zellzahl

Tabelle 22: T-Test Kombinationsproliferationsassay IM versus IM+SAM486A Ba/F3-p210,

Rot: Signifikanz

Ba/F3-p210 (Tag 1) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,004 1,835 (-0,32) - (0,80)
0,156 uM 0,003 3,159 (-0,13) - (0,84)
0,625 uM 0,025 3,786 (-1,07) - (1,07)

2,5 uM 0,443 3,557 (-0,27) - (2,82)

10 uM 0,031 14,303 (1,92) - (3,56)
Ba/F3-p210 (Tag 2) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,009 0,481 (-0,71) - (0,89)
0,156 uM 0,008 0,171 (1,05) - (1,13)
0,625 uM 0,023 4,735 (0,10) - (2,05)

2,5 uM 0,026 12,262 (-2,38) - (2,23)

10 uM 0,001 32,637 (3,71) - (4,84)
Ba/F3-p210 (Tag 3) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,494 -0,829 (-0,89) - (0,60)
0,156 uM 0,921 -0,122 (-0,52) - (0,49)
0,625 uM 0,052 4,218 (-0,02) - (1,56)

2,5 uM 0,001 37,756 (4,13) - (5,19)
10 uM 0,001 38,636 (4,27) - (5,34)

Tabelle 23: T-Test Kombinationsproliferationsassay SAM486A versus IM+SAM486A Ba/F3-p210,

Rot: Signifikanz
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E255K (Tag 1) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,500 0,817 (-0,38) - (0,56)
0,156 uM 0,253 1,591 (-0,49) - (1,07)
0,625 uM 0,022 6,631 (0,26) - (1,07)

2,5 uM 0,110 2,765 (-0,37) - (1,70)
10 uM 0,542 0,728 (-1,15) - (1,61)

E255K (Tag 2) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,055 4,045 (-0,04) - (1,29)
0,156 uM 0,018 5,022 (0,08) - (1,09)
0,625 uM 0,001 8,603 (0,35) - (1,04)

2,5 uM 0,012 8,931 (0,37) - (1,02)
10 uM 0,084 1,914 (-0,47) - (1,23)

E255K (Tag 3) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,008 11,431 (0,81) - (1,79)
0,156 uM 0,011 9,660 (0,61) - (1,58)
0,625 uM 0,016 7,902 (0,50) - (1,69)

2,5 uM 0,020 6,956 (0,45) - (1,69)
10 uM 0,151 2,276 (-0,33) - (1,07)

Tabelle 24: T-Test Kombinationsproliferationsassay IM versus IM+SAM486A, Ba/F3-p210-E255K,

Rot: Signifikanz

E255K (Tag 1) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,659 -0,513 (-0,59) - (0,47)
0,156 uM 0,126 2,558 (-0,09) - (0,37)
0,625 uM 0,013 8,600 (0,27) - (0,86)

2,5 uM 0,038 4,992 (0,07) - (0,93)
10 uM 0,074 3,466 (-1,19) - (1,75)

E255K (Tag 2) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,098 2,953 (-0,06) - (0,30)
0,156 uM 0,524 0,766 (-0,49) - (0,71)
0,625 uM 0,190 1,956 (-0,29) - (0,78)

2,5 uM 0,037 5,066 (0,06) - (0,67)
10 uM 0,009 10,722 (1,02) - (2,40)

E255K (Tag 3) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,081 3,308 (-0,05) - (0,33)
0,156 uM 0,095 3,009 (-0,14) - (0,79)
0,625 uM 0,193 1,935 (-0,25) - (0,66)

2,5 uM 0,031 5,535 (0,05) - (0,40)
10 uM 0,002 21,867 (1,38) - (2,06)

Tabelle 25: T-Test Kombinationsproliferationsassay SAM486A versus IM+SAM486A,
Ba/F3-p210-E255K, Rot: Signifikanz




Anhang

T315I (Tag 1) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,020 6,954 (0,29) - (1,21)
0,156 uM 0,010 10,120 (0,49) - (1,20)
0,625 uM 0,055 4,093 (-0,05) - (1,76)

2,5 uM 0,091 3,078 (-0,33) - (1,96)
10 uM 0,024 6,388 (0,27) - (1,37)

T315I (Tag 2) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,020 6,914 (0,20) - (0,88)
0,156 uM 0,123 2,583 (-0,33) - (1,32)
0,625 uM 0,024 6,389 (0,24) - (1,21)

2,5 uM 0,005 16,800 (0,44) - (0,74)
10 uM 0,002 9,874 (0,33) - (0,83)

T315I (Tag 3) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,017 7,601 (0,35) - (1,28)
0,156 uM 0,010 10,160 (0,60) - (1,48)
0,625 uM 0,011 9,323 (-0,14) - (1,71)

2,5 uM 0,013 8,805 (0,48) - (1,40)
10 uM 0,030 5,610 (0,21) - (1,59)

Tabelle 26: T-Test Kombinationsproliferationsassay IM versus IM+SAM486A, Ba/F3-p210-T315I,

Rot: Signifikanz

T315I (Tag 1) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,370 1,148 (-0,61) - (1,06)
0,156 uM 0,368 1,155 (-0,48) - (0,83)
0,625 uM 0,532 0,750 (-1,07) - (1,52)

2,5 uM 0,346 1,224 (-1,05) - (1,88)
10 uM 0,162 2,174 (-0,39) - (1,17)

T315I (Tag 2) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,064 3,769 (-0,62) - (0,35)
0,156 uM 0,028 5,892 (0,05) - (0,31)
0,625 uM 0,063 3,805 (-0,04) - (0,63)

2,5 uM 0,045 4,570 (0,01) - (0,45)
10 uM 0,032 5,429 (0,08) - (0,68)

T315I (Tag 3) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,928 0,102 (-0,68) - (0,72)
0,156 uM 0,401 1,058 (-0,68) - (1,11)
0,625 uM 0,528 0,757 (-0,72) - (1,03)

2,5 uM 0,318 1,318 (-0,47) - (0,88)
10 uM 0,591 0,633 (-0,89) - (1,20)

Tabelle 27: T-Test Kombinationsproliferationsassay SAM486A versus IM+SAM486A,
Ba/F3-p210-T315I, Rot: Signifikanz
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HL60 (Tag 1) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,368 1,155 (-1,02) - (0,59)
0,156 uM 0,400 1,059 (0,80) - (-1,32)
0,625 uM 0,853 0,210 (-0,86) - (0,78)

2,5 uM 0,321 1,309 (-0,27) - (0,51)
10 uyM 0,103 2,862 (-0,13) - (0,64)

HL60 (Tag 2) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,593 0,631 (-0,64) - (0,86)
0,156 uM 0,037 5,031 (0,04) - (0,55)
0,625 uM 0,525 0,762 (-0,39) - (0,55)

2,5 uM 0,115 2,684 (-0,21) - (0,90)
10 uyM 0,015 8,021 (0,12) - (0,41)

HL60 (Tag 3) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,028 5,813 (0,05) - (0,34)
0,156 uM 0,390 1,089 (-0,21) - (0,35)
0,625 uM 0,150 2,283 (-0,35) - (1,14)

2,5 uM 0,054 4,119 (-0,01) - (0,65)
10 uyM 0,442 0,950 (-0,49) - (0,77)

Tabelle 28: T-Test Kombinationsproliferationsassay IM versus IM+SAM486A, HL60,

Rot: Signifikanz

HL60 (Tag 1) P y/ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,032 5,500 (0,03) - (0,26)
0,156 uM 0,408 1,039 (-0,68) - (1,11)
0,625 uM 0,245 1,630 (-0,25) - (0,56)

2,5 uM 0,122 2,592 (-0,26) - (1,04)
10 uM 0,218 1,776 (-0,44) - (1,05)

HL60 (Tag 2) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,397 1,670 (-0,64) - (0,90)
0,156 uM 0,065 3,739 (0,04) - (0,59)
0,625 uM 0,293 1,415 (-0,39) - (0,70)

2,5 uM 0,227 2,660 (-0,21) - (1,13)
10 uM 0,030 5,630 (0,12) - (0,76)

HL60 (Tag 3) P y/ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,853 0,210 (0,05) - (0,14)
0,156 uM 0,353 -0,199 (-0,21) - (0,23)
0,625 uM 0,062 3,813 (-0,35) - (0,45)

2,5 uM 0,051 4,241 (-0,01) - (0,34)
10 uM 0,119 2,636 (-0,49) - (0,89)

Tabelle 29: T-Test Kombinationsproliferationsassay SAM486A versus IM+SAM486A,

HL60, Rot: Signifikanz
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K562 (Tag 1) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,252 3,671 (-0,08) - (0,99)
0,156 uM 0,755 1,596 (-0,96) - (0,44)
0,625 uM 0,378 0,357 (-2,47) - (2,92)

2,5 uM 0,265 1,122 (-0,33) - (0,56)
10 uyM 0,058 1,533 (-0,12) - (0,39)

K562 (Tag 2) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,018 7,432 (0,36) - (1,33)
0,156 uM 0,113 2,716 (-0,46) - (2,03)
0,625 uM 0,247 1,617 (-1,68) - (0,76)

2,5 uM 0,268 1,521 (-2,71) - (1,29)
10 uyM 0,562 0,688 (-3,36) - (2,43)

K562 (Tag 3) P zZ 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,038 4,974 (0,17) - (2,38)
0,156 uM 0,126 2,540 (-1,16) - (4,48)
0,625 uM 0,423 1,000 (-0,24) - (0,39)

2,5 uM - - Zu geringe Zellzahl
10 uM - - Zu geringe Zellzahl

Tabelle 30: T-Test Kombinationsproliferationsassay IM versus IM+SAM486A, K562,

Rot: Signifikanz

K562 (Tag 1) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,074 3,456 (-0,12) - (1,10)
0,156 uM 0,210 1,820 (-0,17) - (0,43)
0,625 uM 0,282 1,460 (-1,34) - (2,70)

2,5 uM 0,011 9,354 (0,26) - (0,70)
10 uM 0,058 3,962 (-0,05) - (1,20)

K562 (Tag 2) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,075 3,447 (-0,19) - (0,98)
0,156 uM 0,021 6,835 (0,33) - (1,46)
0,625 uM 0,014 8,515 (0,65) - (1,99)

2,5 uM 0,002 24,180 (1,32) - (1,90)
10 uM 0,039 4,939 (0,30) - (4,34)

K562 (Tag 3) P z 95% Vertrauensbereich
0,039 uM 0,238 1,662 (-0,57) - (1,30)
0,156 uM 0,064 3,771 (-0,23) - (3,50)
0,625 uM 0,001 36,397 (3,10) - (3,93)

2,5 uM 0,001 36,397 (3,10) - (3,93)
10 uM 0,001 36,397 (3,10) - (3,93)

Tabelle 31: T-Test Kombinationsproliferationsassay SAM486A versus IM+SAM486A,

K562, Rot: Signifikanz
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12.6.  Proliferationsassay: SAM486-Monotherapie

Primérmaterial mit SAM486A-Monotherapie:

Patient 1 P (Tag 3) P (Tag 6) P (Tag 8) P (Tag 10)
0,25 uM 0,432 0,262 0,627 0,299
0,5 UM 0,335 0,263 0,004 0,130
1 uM 0,000 0,099 0,031 0,027
2 uM 0,026 0,039 0,018 0,008
4 uM 0,062 0,022 0,001 0,000
Patient 2 P (Tag 3) P (Tag 6) P (Tag 8) P (Tag 10)
0,25 uM 0,297 0,833 0,222 0,236
0,5 uM 0,340 0,035 0,079 0,252
1 uM 0,100 0,006 0,004 0,041
2 uM 0,061 0,007 0,013 0,024
4 uM 0,008 0,006 0,001 0,001

Tabelle 32: SAM486A-Monotherapie, gesunde Spender, Rot: Signifikanz

Patient 3 P (Tag 3) P (Tag 6) P (Tag 8) P (Tag 10)
0,25 uM 0,432 0,262 0,627 0,926
0,5 UM 0,335 0,263 0,004 0,130
1 uM 0,000 0,099 0,031 0,027
2 uM 0,026 0,039 0,018 0,008
4 uM 0,062 0,022 0,001 0,001
Patient 4 P (Tag 3) P (Tag 6) P (Tag 8) P (Tag 10)
0,25 uM 0,423 0,021 0,097 0,159
0,5 UM 0,053 0,515 0,073 0,009
1 uM 0,100 0,156 0,016 0,010
2 uM 0,178 0,047 0,021 0,003
4 uM 0,004 0,001 0,004 0,000

Tabelle 33: SAM486-Monotherapie, Ber-Abl-positive CML-Patienten, Rot: Signifikanz

Patient 5 P (Tag 3) P (Tag 6) P (Tag 8) P (Tag 10)
0,25 uM 0,364 0,674 0,205 0,819
0,5 uM 0,132 0,021 0,277 0,067
1 uM 0,015 0,084 0,026 0,149
2 uM 0,038 0,017 0,005 0,012
4 uM 0,001 0,001 0,014 0,006

Tabelle 34: SAM486A-Monothrapie, Ber-Abl-negativer CML-Patient, Rot: Signifikanz
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12.7.

Proliferationsassay: Kombinationstherapie

Primédrmaterial mit Kombinationstherapie (Imatinib plus SAM486A)

Patient 1 P (Tag 1) P (Tag 2) P (Tag 3)
0,039 uM 0,522 0,299 0,919
0,156 uM 0,623 0,022 0,841
0,625 uM 0,855 0,979 0,730
2,5 uM 0,648 0,038 0,769
10 uM 0,833 0,877 0,324
Patient 2 P (Tag1) P (Tag 2) P (Tag 3)
0,039 uM 0,026 0,001 0,376
0,156 uM 0,256 0,283 0,150
0,625 uM 0,549 0,354 0,565
2,5 uM 0,121 0,587 0,469
10 uyM 0,914 0,121 0,911

Tabelle 35: T-Test, Kombinationsproliferationsassay IM versus IM+SAM486A,

gesunde Spender,

Rot: Signifikanz

Patient 1 P (Tag1) P (Tag 2) P (Tag 3)
0,039 uM 0,710 0,296 0,270
0,156 uM 0,185 0,013 0,632
0,625 uM 0,870 0,251 0,143
2,5 uM 0,220 0,028 0,003
10 uM 0,198 0,152 0,068
Patient 2 P (Tag1) P (Tag 2) P (Tag 3)
0,039 uM 0,033 0,378 0,412
0,156 uM 0,946 0,184 0,015
0,625 uM 0,444 0,403 0,098
2,5 uM 0,195 0,181 0,075
10 uM 0,141 0,017 0,014

Tabelle 36: T-Test, Kombinationsproliferationsassay SAM486A versus IM+SAM486A,

gesunde Spender,

Rot: Signifikanz
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Patient 3 P (Tag 1) P (Tag 2) P (Tag 3)
0,039 uM 0,037 0,310 0,634
0,156 uM 0,296 0,187 0,004
0,625 uM 0,465 0,263 0,129
2,5 uM 0,138 0,395 0,326
10 uM 0,564 0,187 0,546
Patient 4 P (Tag 1) P (Tag 2) P (Tag 3)
0,039 uM 0,296 0,030 0,254
0,156 uM 0,046 0,214 0,601
0,625 uM 0,175 0,684 0,959
2,5 uM 0,075 0,737 0,387
10 uM 0,582 0,316 0,423

Tabelle 37: T-Test, Kombinationsproliferationsassay IM versus IM+SAM486A,

Bcer-Abl-positive CML-Patienten, Rot: Signifikanz

Patient 3 P (Tag 1) P (Tag 2) P (Tag 3)
0,039 uM 0,050 0,911 0,186
0,156 uM 0,032 0,990 0,086
0,625 uM 0,026 0,004 0,062
2,5 uM 0,035 0,096 0,051
10 uM 0,014 0,041 0,360
Patient 4 P (Tag 1) P (Tag 2) P (Tag 3)
0,039 uM 0,334 0,021 0,149
0,156 uM 0,498 0,001 0,009
0,625 uM 0,186 0,011 0,106
2,5 uM 0,512 0,015 0,140
10 uM 0,423 0,073 0,036

Tabelle 38: T-Test, Kombinationsproliferationsassay SAM486A versus IM+SAM486A,
Bcer-Abl-positive CML-Patienten, Rot: Signifikanz

Patient 5 P (Tag1) P (Tag 2) P (Tag 3)
0,039 uM 0,208 0,137 0,396
0,156 uM 0,105 0,007 0,776
0,625 uM 0,466 0,822 0,567
2,5 uM 0,172 0,800 0,025
10 uM 0,053 0,243 0,008

Tabelle 39: T-Test, Kombinationsproliferationsassay IM versus IM+SAM486A,

Bcer-Abl-negativer CML-Patient, Rot: Signifikanz

Patient 5 P (Tag 1) P (Tag 2) P (Tag 3)
0,039 uM 0,233 0,022 0,221
0,156 uM 0,292 0,000 0,134
0,625 uM 0,169 0,168 0,054
2,5 uM 0,423 0,159 0,036
10 uyM 0,072 0,040 0,037

Tabelle 40: T-Test, Kombinationsproliferationsassay SAM486A versus IM+SAM486A, Bcr-Abl-

negativer CML-Patient, Rot: Signifikanz
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12.8.  Analyse der apototischen —nekrotischen- Rate mittels
der Durchflusszytometrie

Die Marker M1 und M2 geben den prozentualen Anteil apoptotischer beziehungsweise

nekrotischer Zellen an.

Zellzahl

DNA-Gehalt (log FL3-H)

Abbildung 48: Ba/F3+IL3, Kontrolle M1:1,7% und SAM486A M2: 3,64%

Ml M2

DNA-Gehalt (log FL3-H)

Zellzahl

Abbildung 49: Ba/F3-p210, Kontrolle M1: 4,52% und SAM486A M2: 12,83%

B P
Mi M2

DNA-Gehalt (log FL.3-H)

Zellzahl

Abbildung 50: Ba/F3-p210-E255K, Kontrolle M1: 5,64% und SAM486A M2: 14,71%
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Zellzahl

DNA-Gehalt (log FL3-H)

Abbildung 51: Ba/F3-p210-T3151, Kontrolle M1: 5,37% und SAM486A M2: 9,31%

Zellzahl

M1

DNA-Gehalt (log FL3-H)

Abbildung 52: HL60, Kontrolle M1: 9,07% und SAM486A M2: 16,49%

Ml M2

DNA-Gehalt (log FL3-H)

Zellzahl

Abbildung 53: K562, Kontrolle M1: 5,46% und SAM486A M2: 11,46%
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