
 

 

 

Präklinische Charakterisierung von Pacritinib  

bei chronischer myeloischer Leukämie  

 

 

 

Dissertation 

 zur Erlangung des akademischen Grades  

doctor medicinae (Dr. med.) 

 

 

vorgelegt dem Rat der Medizinischen  

Fakultät der Friedrich-Schiller-Universität Jena 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

von Johanna Haase 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gutachter 

 

1.  apl. Prof. Dr. med. Thomas Ernst 

  Klinik für Innere Medizin II 

  Universitätsklinikum Jena 

 

2. Prof. Dr. med. Paul Graf La Rosée 

  Klinik für Innere Medizin II 

  Schwarzwald-Baar Klinikum Villingen-Schwenningen 

 

3. Prof. Dr. rer. nat. Alice Fabarius  

  III. Medizinische Klinik 

  Universitätsmedizin Mannheim 

 

 

Tag der öffentlichen Verteidigung: 

 

07.12.2021 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Inhaltsverzeichnis   

 

 

I 

Inhaltsverzeichnis 

 

Abkürzungsverzeichnis..........................................................................................................IV 

Zusammenfassung.................................................................................................................VII 

1 Einleitung ......................................................................................................................... 1 

1.1 Chronische myeloische Leukämie ............................................................................. 2 

1.1.1 Ätiologie, Pathogenese und klinische Manifestation der CML ............................. 2 

1.1.2 Epidemiologie ........................................................................................................ 5 

1.1.3 Diagnose ................................................................................................................. 5 

1.1.4 Standardtherapie der CML ..................................................................................... 6 

1.1.5 BCR-ABL ............................................................................................................. 10 

1.1.6 Signalwege und biologische Eigenschaften BCR-ABL-positiver Zellen ............ 11 

1.1.7 JAK/STAT-Signalkaskade ................................................................................... 12 

1.2 Tyrosinkinaseinhibitoren .......................................................................................... 13 

1.2.1 Nilotinib ............................................................................................................... 13 

1.2.2 Pacritinib .............................................................................................................. 14 

1.3 Resistenzmechanismen ............................................................................................. 17 

1.3.1 TKI-resistente Erkrankung, das klinische Problem .............................................. 17 

1.3.2 Zellbiologische und genetische Grundlagen der TKI-Resistenz .......................... 17 

2 Ziele der Arbeit ............................................................................................................. 22 

3 Material und Methoden ................................................................................................ 23 

3.1 Materialien ............................................................................................................... 23 

3.1.1 Zelllinien und Medien .......................................................................................... 23 

3.1.2 Primäre humane Zellen ........................................................................................ 24 

3.1.3 Testsubstanzen ..................................................................................................... 25 

3.1.4 Medien und Wachstumsfaktoren .......................................................................... 25 

3.1.5 Reagenzien ........................................................................................................... 26 

3.1.6 Antikörper ............................................................................................................ 26 

3.1.7 Puffer und Stammlösungen .................................................................................. 27 

3.1.8 Chemikalien ......................................................................................................... 28 

3.1.9 Material ................................................................................................................ 29 

3.1.10 Geräte ................................................................................................................... 31 

3.2 Methoden .................................................................................................................. 33 



Inhaltsverzeichnis   

 

 

II 

3.2.1 Zellkultur .............................................................................................................. 33 

3.2.2 MTS-Assay ........................................................................................................... 33 

3.2.3 Synergie-Analyse nach Chou & Talalay .............................................................. 34 

3.2.4 Nachweis von Proteinexpression und –phosphorylisation durch Western Blot .. 35 

3.2.5 Methocult-Assay .................................................................................................. 40 

4 Ergebnisse ...................................................................................................................... 42 

4.1 Zytokin-vermittelte Resistenz in BCR-ABL-transformierten Zelllinien ................. 42 

4.1.1 Antiproliferative Aktivität von Pacritinib in BCR-ABL-transformierten Ba/F3- 

und M07e-Zelllinien ......................................................................................................... 42 

4.1.2 Antiproliferative Aktivität von Nilotinib in BCR-ABL-transformierten Ba/F3-und 

M07e-Zelllinien ................................................................................................................ 45 

4.2 Antiproliferative Wirkung der Kombination von Nilotinib und Pacritinib im 

Zelllinien-Proliferationsassay ............................................................................................... 46 

4.2.1 Überwindung der Zytokin-vermittelten Resistenz durch selektiven Synergismus 

von Pacritinib und Nilotinib ............................................................................................. 46 

4.3 Einfluss von Pacritinib und Nilotinib auf Zellzyklus und Apoptose in Zellkultur .. 51 

4.3.1 Messung der Induktion von Apoptose in BCR-ABL-transfizierten Zellen anhand 

des Annexin-V-/PI Apoptose-Assays ............................................................................... 52 

4.3.2 Einfluss auf den Zellzyklus .................................................................................. 56 

4.4 Einfluss von Nilotinib und Pacritinib auf Markerproteine der BCR-

ABL/JAK/STAT-Signaltransduktion ................................................................................... 58 

4.4.1 Analyse des BCR-ABL-Signaling ....................................................................... 59 

4.4.2 Analyse des JAK/STAT-Signaling ...................................................................... 62 

4.5 Antiproliferative Aktivität von Pacritinib in Ba/F3p210 Zellen mit Resistenz-

vermittelnden ABL-Kinasemutationen ................................................................................ 64 

4.5.1 Mutations-spezifische Aktivität von Nilotinib und Pacritinib ............................. 64 

4.5.2 Überwindung der Resistenz durch Kombination von Nilotinib und Pacritinib ... 66 

4.5.3 Apoptose-Assay und Zellzyklusanalyse in hochresistenten Ba/F3p210 T315I ... 68 

4.6 Pacritinib kombiniert mit Nilotinib in Zytokin-gestützten Kolonie-Assays primärer 

CML-Progenitorzellen ......................................................................................................... 70 

4.6.1 Etablierung des Assays ......................................................................................... 70 

4.6.2 Quantitative und lichtmikroskopische Auswertung ............................................. 70 

5 Diskussion ...................................................................................................................... 73 

5.1 Lebenslange Therapie bei Persistenz klonogener CML-Progenitoren? ................... 74 



Inhaltsverzeichnis   

 

 

III 

5.2 Synergistische Aktivität durch kombinierte Hemmung von BCR-ABL und JAK2 in 

BCR-ABL-transformierten Zelllinien .................................................................................. 75 

5.3 STAT5 als Schlüsselprotein ..................................................................................... 81 

5.4 Überwindung sekundärer Resistenzmechanismen durch den JAK2-Inhibitor 

Pacritinib .............................................................................................................................. 85 

5.5 BCR-ABL- und JAK2-Inhibition in primären CML-Progenitorzellen .................... 88 

6 Schlussfolgerung ........................................................................................................... 93 

7 Literaturverzeichnis ..................................................................................................... 95 

8 Abbildungsverzeichnis ................................................................................................ 103 

9 Tabellenverzeichnis .................................................................................................... 105 

10 Ehrenwörtliche Erklärung ......................................................................................... 106 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abkürzungsverzeichnis   

 

 

IV 

Abkürzungsverzeichnis 

   

ABL   Abelson murine leukemia viral oncogene 

ACA     additional cytogenetic aberrations 

AHI1     Abelson helper integration site 1 

ALL   akute lymphatische Leukämie 

alloSZT   allogene Stammzelltransplantation 

AML   akute myeloische Leukämie 

AP   akzelerierte Phase 

ATP    Adenosin Triphosphat 

BCR    breakpoint cluster region 

BCR-ABL+  BCR-ABL-positiv 

BFORE  Bosutinib versus Imatinib in newly diagnosed chronic myeloid leukemia 

BFU-E   burst forming unit erythroid 

BO    Bosutinib 

BP    Blastenphase 

BSA   Rinderserumalbumin 

CCyR    komplette zytogenetische Remission 

CFU-E   colony forming unit erythroid 

CFU-GM   colony forming unit -granulocyte, monocyte 

CI    Combination Index 

CML    chronische myeloische Leukämie 

CMR    komplette molekulare Remission 

CorNea   Studie zur kombinierten Therapie mit Nilotinib und Ruxolitinib bei CML 

oder PH+ALL Patienten 

CP    chronische Phase 

CrkL    v-Crk avian sarcoma virus CT10-homolog-like protein 

DA    Dasatinib 

DASISION   Dasatinib vs. imatinib study in treatment-naïve CML-CP patients  

ddH2O   doppelt destilliertes Wasser 

DFG    Aspartat-Phenylalanin-Glycin Sequenz 

DMSO   Dimethylsufoxid 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 



Abkürzungsverzeichnis   

 

 

V 

ELN    Europäisches Leukämienetzwerk 

ENESTnd   Evaluating nilotinib efficacy and safety in clinical trials newly diagnosed 

patients 

EPO  Erythropoetin 

ET    Essentielle Thrombozythämie 

FACS    fluorescence-activated cell sorting 

FCS   Fetales Kalbsserum 

FDA    Food and Drug Admission 

FISH   Fluorenszenz-in-situ-Hybridisierung 

FLT-3    FMS-related tyrosine kinase 3 

GM-CSF    Granulocyte and macrophage colony-stimulating factor 

IC₅₀     mittlere inhibitorische Konzentration 

IFN    Interferon 

IL3    Interleukin 3 

IM    Imatinib 

ITD    interne Tandemduplikationen 

JAK    Januskinase 

LSC    Leukämische Stammzelle 

MCyR   majore („gute“) zytogenetische Remission 

MDR-1   multidrug resistent gene 

MDS    Myelodysplastisches Syndrom 

MMR    Gute (majore) molekulare Remission 

MPN    myeloproliferative Neoplasien 

MRD    minimal residual disease 

MTS   3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium   

NI    Nilotinib 

PA     Pacritinib 

PBS    Phosphorgepufferte Salzlösung 

PCR    Polymerase Kettenreaktion 

PERSIST   Pacritinib vs Best Available Therapy in Myelofibrosis, Studie 

PI    Propidiumiodid 

PMF    Primäre Myelofibrose 

PMS   Phenazinmethosulfat 



Abkürzungsverzeichnis   

 

 

VI 

PMSF   Phenylmethansulfonyfluorid 

PV    Polycythaemia vera 

PVDF    Polyvinylidene Fluorid 

RNA    Ribonukleinsäure 

ROS    reaktive Sauerstoffspezies 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute 

RT-PCR   Reverse Transkriptase - Polymerase Kettenreaktion 

RU    Ruxolitinib 

SDS   Sodium dodecyl sulphate 

SDS PAGE   Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis 

SFK    SRC family kinases 

SPC    Stamm- und Progenitorzellen 

STAT    Signal transducer and activator of transcription 

STIM    Stop Imatinib, Studie 

SZ    Stammzellen 

TBS   Tris-gepufferte Kochsalzlösung 

TFR    Therapiefreie Remission 

TIGER   Tasigna and Interferon alpha evaluation initiated by the German CML 

Study Group, Studie 

TKI    Tyrosinkinaseinhibitor 

TYK2    Tyrosinkinase 2 

WHO   World Health Organisation 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Zusammenfassung   

 

 

VII 

Zusammenfassung 

 

Hintergrund Trotz effektiver BCR-ABL-Inhibition persistieren unter Therapie der 

chronischen myeloischen Leukämie (CML) leukämische Stammzellen (LSC). Diese Persistenz 

wurde als maßgebliche Ursache für die Aufrechterhaltung einer minimalen Resterkrankung 

identifiziert, was ein Wiederauftreten der CML nach Absetzen der Standardtherapie bedingen 

kann. Ein wichtiger zugrundeliegender Mechanismus ist die Aktivierung Wachstumsfaktor-

assoziierter Signalwege. In der Zytokin-reichen Mikroumgebung des Knochenmarks gewinnt 

daher die JAK/STAT-Achse als alternative Überlebensstrategie an Bedeutung. In 

unbehandelten, differenzierten CML-Zellen erfolgt die STAT-Aktivierung unter Entkopplung 

der klassischen Kaskade direkt durch BCR-ABL, die JAK spielt eine untergeordnete Rolle. 

Unter BCR-ABL-Inhibition wird jedoch eine Zytokin-vermittelte JAK/STAT-Aktivierung 

bedeutender für das Überleben leukämischer Stammzellen. Somit wird dem Therapieansatz 

einer kombinierten BCR-ABL/JAK-Inhibition eine wichtige Rolle zur Überwindung primärer 

Resistenzmechanismen zugeschrieben. Pacritinib (PA) ist ein JAK2/FLT3 Inhibitor mit einem 

weiten Kinaseprofil, für den auch eine Wirksamkeit gegenüber der ABL-Kinase und 

ausgewählten ABL-Mutationen beschrieben wurde. Die JAK2-Selektivität wurde mit einer 

geringeren myelo- und immunosuppressiven Wirkung in Zusammenhang gebracht. 

 

Fragestellung und Ziele Vor diesem Hintergrund wurden die Effekte einer kombinierten BCR-

ABL/JAK2-Inhibition mit PA und dem ABL-Tyrosinkinaseinhibitor Nilotinib (NI) auf CML-

Zelllinien und primären CML-Progenitorzellen untersucht. Primär stellte sich die Frage, ob eine 

in vitro dargestellte, Zytokin-vermittelte Resistenz durch Synergie der Interaktion von NI und 

PA überwunden werden kann. Zudem sollte untersucht werden, inwieweit sich Veränderungen 

des Proliferationsverhaltens auf Apoptose und Zellzyklus auswirken können. Die molekulare 

in-vitro-Wirksamkeit sollte durch gezielte Analyse der Tyrosinphosphorylierung relevanter 

Proteine des BCR-ABL-und JAK/STAT-Signalkomplexes untersucht werden. Weiter sollte 

geklärt werden, ob PA auf das Proliferationsverhalten BCR-ABL-positiver Zelllinien und 

ausgewählter ABL-Mutationen Einfluss nimmt.  

 

Methodik Zur Untersuchung von antiproliferativen Effekten durch PA und NI wurden MTS-

Assays durchgeführt, welche zur Quantifizierung der Viabilität humaner und muriner, BCR-

ABL-transfizierter Zelllinien (M07p210 und BaF/3p210) dienten. Eine Zytokin-vermittelte 

Resistenz wurde in vitro mit und ohne Stimulation durch die myeloischen Zytokine GM-CSF 

bzw. IL3 untersucht. Auch das Proliferationsverhalten von BCR-ABL-positiven Zelllinien mit 

ABL-Mutationen wurde mithilfe des MTS-Assay charakterisiert. Zur Beurteilung der 
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Medikamenteninteraktion wurde die Synergieanalyse nach Chou & Talalay angewendet und 

der Combination Index (CI) bestimmt. Zur Differenzierung von metabolisch inaktiven Zellen 

zwischen Apoptose und Zellzyklusarrest wurden durchflusszytometrische Messungen 

durchgeführt. Mittels Western-Blot-Analyse wurde die Phosphorylierung relevanter 

Signalproteine dargestellt. Kolonie-Assays dienten zur Beurteilung des antiklonogenen Effekts 

von PA und NI auf primäre CML-Progenitorzellen. 

 

Ergebnisse und Diskussion Die Exposition mit IL3 führte zu einem Wirkungsverlust von NI 

in p210-transfizierten Ba/F3p210, womit das Modell der Zytokin-vermittelten Resistenz 

bestätigt wurde. Durch Kombination mit PA wurde diese überwunden: IC₅₀ NI+IL3 > 64nM 

vs. IC₅₀ IL3 NI +PA [500nM] 8nM, ein synergistischer Effekt konnte mit einem CI=0,7 belegt 

werden. Auch an den analog behandelten M07p210 konnte der durch GM-CSF bedingte 

Wirkungsverlust von NI durch 500nM PA aufgehoben werden, die Kombination von 5nM NI 

und 500nM PA zeigte starke synergistische Effekte (CI=0,56). Ein Anstieg des Anteils 

apoptotischer Zellen wurde an beiden Zelllinien (M07p210/Ba/F3p210) für die Kombination 

NI/PA ohne Zytokin nachgewiesen (28%/50%). Im Modell der durch Kinasemutationen 

induzierten Resistenz zeigten sich Ba/F3-Zellen mit den transfizierten ABL-Mutationen G250E 

und T315I gegenüber NI resistent (IC₅₀ 35nM/IC50>64nM). Für PA hingegen konnte ein 

antiproliferatives Potential gegenüber der unmutierten p210-Variante sowie den Mutanten 

G250E und T315I (IC₅₀ 500nM/635nM/1720nM) nachgewiesen werden. Der Zytokin-

vermittelten Aktivierung des Resistenz-assoziierten Transkriptionsfaktors STAT5 wurde im 

Langzeitversuch durch NI/PA entgegengewirkt. Die Inkubation von NI/PA/NI+PA 

(2000/750/2000+750nM) mit primären CML-Progenitorzellen von drei Patienten führte bei 

hoher Interassay-Varianz zu einer Reduktion von CFU-GM Kolonien 47/72/93%. 

 

Schlussfolgerung Der JAK2-Inhibitor PA zeigt eine hohe antiproliferative Wirkung auf BCR-

ABL-transfizierte, immortalisierte Zelllinien und primäre CML-Progenitorzellen. Eine 

Zytokin-vermittelte Resistenz wurde in vitro durch synergistische Effekte in der kombinierten 

Behandlung mit NI und PA überwunden, was unter anderem durch eine Reduktion der STAT5-

Phosphorylierung zu erklären ist. Die Wachstumsinhibition BCR-ABL-positiver Ba/F3p210 

und ausgewählter ABL-Mutanten durch den Multikinaseinhibitor PA zeigt zusätzlich ein 

vielversprechendes Potential zur Beeinflussung sekundärer Resistenzmechanismen. Daher 

charakterisieren die erhobenen Ergebnisse PA als potentiellen Kandidaten für eine CML-

Kombinationstherapie mit ABL-TKI. Das Etablieren eines klinischen Modells unter 

Minimierung myelosuppressiver Effekte kann demnach als Gegenstand prospektiver 

Forschungsbemühungen angesehen werden.
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1 Einleitung 

Die chronische myeloische Leukämie (CML) ist eine klonale myeloproliferative Neoplasie, der 

eine Entartung der pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks zugrunde 

liegt [1]. Es kommt zu einer unkontrollierten Proliferation bei anhaltender Ausreifung der 

myeloischen Zellen, in dessen Konsequenz reife myeloische Zellen und ihre Vorläufer in die 

Blutbahn freigesetzt werden. 

Die CML stellt eine onkologische Modellerkrankung dar. Es ist die erste maligne Erkrankung, 

deren Pathogenese auf eine singuläre chromosomale Aberration zurückzuführen ist.  Dabei 

handelt es sich um das Philadelphia-Chromosom als zytogenetisches Korrelat [2]. Produkt der 

balancierten Translokation t(9;22) ist das Fusionsprotein BCR-ABL, eine konstitutiv aktive 

Tyrosinkinase, welche BCR-ABL- positiven Zellen eine unkontrollierte und Wachstumsfaktor-

unabhängige Proliferation ermöglicht [3]. Auf Grundlage dieser singulären Abhängigkeit der 

Tumorgenese vom ABL-Protoonkogen konnte ein gezielter Therapieansatz zur selektiven 

Hemmung der Enzymaktivität etabliert werden. Mit der Entwicklung von Imatinib (IM), dem 

ersten potenten Inhibitor der BCR-ABL-Tyrosinkinase, wurde die Therapie der CML 

revolutioniert [1]. Patienten profitieren seither von einer bedeutenden Prognoseverbesserung 

und weniger Einschränkungen der Lebensqualität. Die Mortalitätsrate liegt derzeit bei 1,5% [4]. 

Durch die Weiterentwicklung von IM sind aktuell auch Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) der 

zweiten bis vierten Generation verfügbar. Sie werden aufgrund der hohen Effektivität, 

Therapiesicherheit und damit höheren Remissionsraten für die Erstlinientherapie empfohlen. 

Auch dem frühen Progress in fortgeschrittene Krankheitsstadien kann dadurch entgegengewirkt 

werden. Zudem ermöglichen sie eine individualisierte Therapie unter Berücksichtigung von 

Komorbiditäten und Nebenwirkungen [4-6]. Eine Therapie mit TKI hat sich demzufolge für die 

CML als bewährtes Therapiekonzept etabliert. Dennoch ist eine Dauertherapie mit TKI als 

nicht unproblematisch anzusehen. Eine lange Behandlungszeit kann die Lebensqualität wegen 

chronischer Nebenwirkungen einschränken und ist mit hohen Kosten verbunden. Ein Absetzen 

ist nach aktueller Studienlage nur bei sehr gutem Ansprechen und Erreichen einer tiefen, 

molekularen Remission zu verantworten [7-9]. 

Das Ansprechen auf eine TKI-Therapie sollte engmaschig nach hämatologischen und 

molekularen Kriterien evaluiert werden, um frühzeitig eine etwaige Resistenzentwicklung zu 

detektieren. Häufigste Ursache für eine TKI-Resistenz sind Punktmutationen in der ABL-

Kinasedomäne [10]. Leukämiezellen, die durch die Punktmutation eine Resistenz gegenüber 
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TKIs entwickeln, haben einen Wachstumsvorteil gegenüber den effektiv gehemmten Zellen. 

Durch klonale Selektion breiten sich diese Zellen aus und führen zu einem Voranschreiten der 

Erkrankung. Diese Form der Resistenzentwicklung unter TKI Therapie nennt man sekundäre 

Resistenz.  Daneben können leukämische Stammzellen (LSC) durch BCR-ABL-unabhängige 

Überlebensstrategien unter TKI-Therapie persistieren, diese Form der Resistenz wird als 

primäre Resistenz bezeichnet [10]. Ein bedeutender primärer Resistenzmechanismus ist die 

Aktivierung leukämischer Stammzellen über Zytokin-gesteuerte Signalwege. Die kombinierte 

Hemmung von BCR-ABL und Zytokin-vermittelten Signalkaskaden könnte daher ein Ansatz 

zur Überwindung der Resistenzentwicklung durch intrinsische Zytokinfreisetzung sein [11]. 

1.1 Chronische myeloische Leukämie 

1.1.1 Ätiologie, Pathogenese und klinische Manifestation der CML 

Die CML gilt als eine onkologische Modellerkrankung [12]. Mit der Entdeckung des 

Philadelphia-Chromosoms im Jahr 1960 durch Nowell und Hungerford [13] als zytogenetisches 

Korrelat stellte sie die erste maligne Erkrankung dar, deren Pathogenese mit einer 

chromosomalen Aberration assoziiert wurde [2]. Die reziproke chromosomale Translokation 

t(9;22) bewirkt eine Anlagerung des für die gleichnamige Tyrosinkinase codierenden Abelson 

murine leukemia viral oncogene (ABL) auf Chromosom 9q34  an die breakpoint cluster region 

(BCR)  auf Chromosom 22q11. Es entsteht ein verkürztes Chromosom 22: das Philadelphia-

Chromosom. Ursprungsort der Chromosomenveränderung sind hämatopoetische Stamm- und 

Progenitorzellen im Knochenmark, die diese zytogenetische Veränderung subsequent an alle 

hämatopoetischen Zelllinien weitergeben. Das c-ABL Gen codiert für eine Nichtrezeptor-

Tyrosinkinase und spielt eine wichtige Rolle in Zelldifferenzierung, Zelladhäsion und der 

zellulären Antwort auf genotoxischen Stress [14]. Es besitzt starke Homologie zum murinen 

Leukämievirus v-ABL, welches eine nachgewiesen onkogene Wirkung besitzt [15]. Durch 

Fusion mit BCR verliert c-ABL seine autoinhibitorische SH3-Domäne und die Kinasefunktion 

ist konstitutiv aktiv (siehe Kapitel 3.2.). Dies führt zu einer Dysregulation der Ausreifung 

myeloischer Zellen. Resultat ist eine unkontrollierte, Wachstumsfaktor-unabhängige 

Proliferation, reduziertes Apoptosepotential und verminderte Adhäsion der freigesetzten 

leukämischen Zellen [3]. 

Vor Einsatz der TKI konnte bei einem Großteil der Patienten ein typisch dreiphasiger Verlauf 

beobachtet werden. Beginnend mit einer initialen chronischen Phase (CP), in welcher meist die 

Diagnosestellung erfolgt, schließt sich eine mehrmonatige akzelerierte Phase (AP) an, welche 

durch erhöhte Proliferation und verminderte Ausreifung gekennzeichnet ist. Unbehandelt führt 
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die AP zur Blastenphase (BP) mit Differenzierungsblock und verdrängendem Wachstum durch 

myeloische Blasten. Diese entspricht in ihrem klinischen Bild einer akuten Leukämie und 

verläuft meist innerhalb kurzer Zeit tödlich [4]. Die Entstehung der CML verläuft initial 

klinisch inapparent. Zwischen der ersten BCR-ABL-Translokation in einer pluripotenten 

Stammzelle und Erstmanifestation der CML in der chronischen Phase liegen nach der heutigen 

Studienlage schätzungsweise bis zu 6 Jahre [12]. Das klinische Bild der chronischen Phase 

imponiert durch eine Leukozytose, die durch eine Linksverschiebung, das heißt einem 

zunehmenden Anteil unreifer, gering-differenzierter neutrophiler Granulozyten und ihren 

Vorläuferzellen (Metamyelozyten, Myelozyten, Promyelozyten), charakterisiert ist. Diese 

pathologische Linksverschiebung ist sowohl im peripheren Blut als auch im Knochenmark 

nachweisbar [3, 4]. Durch die erhöhte Durchlässigkeit der Knochenmark-/Blutschranke sind 

häufig auch kernhaltige Vorläuferzellen der Erythropoese im peripheren Blut zu finden. Damit 

ergibt das gemeinsame Auftreten von Vorstufen der Granulopoese und Erythropoese ein 

sogenanntes leukoerythroblastisches Blutbild [12]. Infolge von Verdrängung durch die stark 

proliferierenden Granulozyten liegt häufig eine Anämie vor. Auch eine Basophilie gilt als 

Diagnosekriterium der AP, wohingegen eine Eosinophilie variabel auftreten kann [4]. Die 

Thrombozytenzahl ist meist erhöht. 

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung sind über die Hälfte der Patienten asymptomatisch. 

Unspezifische Symptome der chronischen Phase, falls vorhanden, resultieren aus Anämie und 

einer unterschiedlich stark ausgeprägten Splenomegalie. Diese umfassen Kopfschmerz, 

Fatigue, Unwohlsein und eine durch die splenale Raumforderung eingeschränkte Möglichkeit 

zur Ausdehnung des Magens mit frühem Völlegefühl und Schmerz im linken Hypochondrium. 

Selten auftretende Symptome können durch dysfunktionale Thrombozyten hervorgerufene 

Epistaxis und andere Blutungsereignisse sein. Thrombozytose oder Leukozytose können 

Thrombosen oder einen Priapismus bedingen. Erhöhte Harnsäurespiegel können sich klinisch 

in einer Gicht-Arthritis manifestieren [3]. Während für Krankheitsentstehung und 

Aufrechterhaltung der chronischen Phase die Existenz des konstitutiv aktiven BCR-ABL 

ausreichend ist, bewirken die Akkumulation weiterer genetischer und epigenetischer 

Aberrationen sowie zunehmende genetische Instabilität das Voranschreiten der CML zu AP 

und BP [16].  

Determinierend für die klonale Entstehung (auch klonale Evolution genannt) der BP sind 

zusätzlich zum Philadelphia-Chromosom zytogenetische Chromosomenaberrationen 

(„additional cytogenetic aberrations“, ACA), die bei über 90% der BP Patienten zu finden sind. 

Am häufigsten sind dabei ACAs, die unter dem Begriff „major route“ zusammengefasst und 
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als nicht-zufällig eingestuft werden. Trisomie 8, doppeltes Philadelphia-Chromosom, Trisomie 

19 und Isochrom 17q gehören zu den pathogenetisch relevanten, sogenannten „high-risk 

ACAs“, die eine blastische Transformation hervorrufen [17-20]. Durch zytogenetischen 

Nachweis von high-risk ACAs bei gleichzeitig niedrigem Blastenanteil ist eine frühe 

Identifikation von Risiko-Patienten möglich. Ein zytogenetisches Monitoring sollte daher 

zusätzlich zur Überprüfung des molekularen Ansprechens bei Anzeichen einer 

Krankheitsprogression oder Therapieversagen erfolgen. Dadurch kann durch frühzeitige 

Therapieeskalation die Mortalität gesenkt werden [20]. Auch eine Reihe von Mutationen wurde 

mit dem Übergang von CP in BP in Zusammenhang gebracht. Dazu zählen neben Mutationen 

der ABL-Kinasedomäne, die bei etwa 60% der BP-Patienten beobachtet werden [21]. Zum 

anderen werden auch Mutationen, die verschiedene Tumorsuppressorgene und Protoonkogene 

(myc, ras, p53) betreffen, als bestimmend für die Krankheitsprogression angesehen [17]. 

In der AP als Übergangsphase zwischen CP und BP gewinnt der Krankheitsverlauf an 

Dynamik. Vor allem die klinischen Folgen der Anämie und der Splenomegalie beschreiben die 

Krankheitsprogression und verschlechtern das subjektive Allgemeinbefinden der Patienten. Die 

AP ist durch einen steigenden Blastenanteil auf 15-19%, Thrombozytopenie (<100.000/µl) 

und/oder einen erhöhten Basophilenanteil von >19% beschrieben [22]. Auch der Nachweis 

einer klonalen Evolution oder extramedulläre Blasteninfiltration sind Kriterien, die einen 

Übergang in die AP belegen. Entscheidend für eine etwaige Therapiemodifizierung bei 

Übergang in die AP ist dabei auch eine Analyse möglicher Mutationen der ABL-Kinase und 

anderer krankheitsrelevanter Proteine. Die sich anschließende Blastenphase ähnelt in ihrer 

klinischen Symptomatik einer akuten myeloischen Leukämie und wird durch einen 

zunehmenden Anteil unreifer, undifferenzierter Vorläuferzellen charakterisiert. Zudem wird 

eine Häufung leukämischer Infiltrate in extramedullären Geweben beobachtet [23]. 

Diagnostisch und prognostisch entscheidend für Phaseneinteilung und Verlauf ist die 

Bestimmung des Blastenanteils in Blut oder Knochenmark. In den aktuellen Empfehlungen der 

WHO und des European LeukaemiaNet (ELN) wurde für die BP ein Grenzwert von >20% bzw. 

>30% Blastenanteil definiert [22, 24]. Klinisch präsentiert sich die BP mit Nachtschweiß, 

Gewichtsverlust, Fieber, Knochenschmerz und anämischen Beschwerden. Der unbehandelt 

rasant tödliche Verlauf ist insbesondere durch das hohe Infektionsrisiko durch dysfunktionale 

Leukozyten und thrombozytopenische Blutungen bedingt [17]. 

Die essentielle Bedeutung des Onkogens BCR-ABL für die Pathogenese der CML wurde als 

Grundlage einer molekular zielgerichteten Therapiestrategie genutzt, die mit der Entwicklung 

der TKI etabliert wurde [12]. Seit Einführung der TKI ist daher, unter Anpassung und 
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Ausschöpfung der Therapieoptionen, eine deutliche Prognoseverbesserung für CML-Patienten 

zu verzeichnen [25, 26]. 

1.1.2 Epidemiologie 

Die CML ist eine selten auftretende Erkrankung mit einer Inzidenz von 1-2 pro 100.000 

Einwohnern. Es erkranken etwa 1200 Menschen in Deutschland pro Jahr [4]. Durch die positive 

Beeinflussung der Lebenserwartung und Prognoseverbesserung seit Einführung der TKIs steigt 

die Prävalenz bei gleichbleibender Inzidenz jährlich an. Von allen diagnostizierten Leukämien 

nimmt die CML einen Anteil von 15% ein [27].  In westlichen Ländern sind vor allem ältere 

Menschen betroffen bei einem Durchschnittsalter von 57 Jahren [2].  

1.1.3 Diagnose 

Die Diagnosestellung erfolgt häufig per Zufallsbefund bei Routineuntersuchungen und 

Blutbildbestimmungen. Führende Auffälligkeiten sind eine asymptomatische Leukozytose 

und/oder eine unterschiedlich stark ausgeprägte Splenomegalie, die sich durch 

Oberbauchschmerzen präsentieren kann. Bei über 90% der Patienten liegt die spezifische 

Chromosomenaberration, die Translokation t(9;22)(q34;q11) mit dem charakteristischen 

Philadelphia-Chromosom 22q-, vor. Diese kann durch konventionelle zytogenetische 

Metaphasenanalyse identifiziert werden. Die Aufstellung eines kompletten Karyogramms zur 

Darstellung morphologischer Aberrationen ist insbesondere für den Nachweis fortgeschrittener 

Phasen (AP, BP) der CML von Bedeutung (siehe 3.1.2, „major route“ der BP) [18]. Die 

Detektion der BCR-ABL-Fusion in peripherem Blut oder Knochenmark erfolgt durch 

Fluorenszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) [2, 3]. Die BCR-ABL-Transkripte werden mithilfe 

der Polymerase Kettenreaktion (PCR) nachgewiesen. Über die Reverse Transkriptase-PCR 

(RT-PCR) kann die Fusionsregion zwischen BCR und ABL amplifiziert werden. Die 

qualitative PCR gibt Aufschluss über das Vorhandensein etwaiger BCR-ABL-Transkripte und 

eignet sich daher zur Diagnosestellung. Mithilfe quantitativer RT-PCR Analysen wird die 

BCR-ABL-Transkriptzahl bestimmt, die auch bei kompletter zytogenetischer Remission 

(CCyR) erhöht sein kann. Die sogenannte BCR-ABL-Last ist daher insbesondere für das 

Monitoring von Therapieansprechen und Krankheitsverlauf von großer Bedeutung [3, 4]. 

Die zytologische Beurteilung des Knochenmarkaspirates ist, wie in 3.1.2 beschrieben, für die 

Evaluierung der prognoseentscheidenden Basophilenfraktion und den Blastenanteil zur 

Phaseneinteilung entscheidend. Die Knochenmarkbiopsie wird ebenfalls auf Blastenanteil und 

-verteilung, Fibrosegrad und Zellularität untersucht [4]. 



Einleitung 

 
 

 6 

Zusammenfassend sind für die Gesamtheit von Diagnosestellung und Verlaufsbeurteilung 

klinische, hämatologische, zytogenetische und molekulare Untersuchungen erforderlich. 

1.1.4 Standardtherapie der CML 

Therapieansätze vor Einführung der TKI 

Bis Anfang des 21. Jahrhunderts waren die medikamentösen Therapiemöglichkeiten auf 

unspezifische Zytostatika (Hydroxyurea und Busulfan) und Interferon  (IFN) beschränkt [28]. 

Hydroxyurea und Busulfan führten zu einer wirksamen Reduktion der Leukozytenzahl, konnten 

jedoch weder die leukämische Stammzelle im Knochenmark eradizieren, noch die Progression 

der CML aufhalten.  

Mit der IFN-Therapie gelang ab den 1980er Jahren die Etablierung einer Therapie, die eine 

hämatologische und zytogenetische Remission sowie einen signifikanten Überlebensvorteil 

ermöglichte. Durch das Nebenwirkungsprofil der IFN-Therapie profitierte jedoch nur eine 

Subgruppe der CML-Patienten [29, 30]. Die allogene Stammzelltransplantation (alloSZT) gilt 

auch nach Einführung der TKI als einzige kurative Therapiemöglichkeit. Die Transplantation 

geeigneter kompatibler Stammzellen (SZ) eines anderen Individuums (Fremd- oder 

Familienspender) erfolgt nach myeloablativer Strahlen-/Chemotherapie.  Die Therapie ist 

nebenwirkungsreich und nur für ausgewählte Patienten ohne weitere therapieeinschränkende 

Komorbiditäten geeignet [3]. Für den Großteil der Patienten ist daher vorrangig die Wahl eines 

geeigneten TKI indiziert. Für junge Patienten in der CP und TKI-resistente Patienten, bei denen 

bereits zwei TKI versagt haben bzw. die hochresistente Mutation T315I (siehe 1.3.2) nicht auf 

Ponatinib anspricht, gilt die alloSZT bei verfügbarem, HLA-kompatiblem Fremdspender als 

Standardtherapie. Ebenso gewinnt die alloSZT bei Therapie der AP und BP an Bedeutung [3, 

29]. 

 

Revolutionierung der CML-Therapie durch Tyrosinkinaseinhibitoren 

Mit der Entdeckung des Fusionsproteins BCR-ABL als essentiellen pathogenetischen Faktor 

für die Entstehung der CML in den 1980er Jahren, wurde der Grundstein für die Etablierung 

einer molekular zielgerichteten Therapie geschaffen [15]. Die Abhängigkeit sowohl der 

Tumorgenese als auch der Aufrechterhaltung der Malignität leukämischer Stammzellen von 

einem singulären Onkogen bieten eine ideale Grundlage für einen gezielten Therapieansatz zur 

selektiven Hemmung der Enzymaktivität [6]. Die Entwicklung der TKI um die 

Jahrhundertwende revolutionierte die Therapie der CML. Mit der Zulassung von Imatinib (IM) 
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als erster TKI wurde Überlebenszeit und Lebensqualität der CML Patienten drastisch 

verbessert. In der IRIS-Studie zur Erstlinientherapie der CP-CML konnte für 87% der Patienten, 

die IM erhielten, nach 18 Monaten eine gute („major“) zytogenetische Remission (MCyR) 

nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu erreichten nur 35% der mit IFN plus Cytarabin 

behandelten Patienten ein MCyR. Auch CCyR und molekulare Remission (MMR) stellten sich 

unter IM häufiger ein und blieben über 10 Jahre weitestgehend konstant [31, 32]. Das geschätzte 

6-Jahres-Gesamtüberleben betrug unter IM 88% [33]. Nach 10 Jahren wurde unter 

Erstlinientherapie mit IM ein geschätztes Gesamtüberleben von 83% ermittelt [32]. Insgesamt 

konnte für IM ein deutlicher Vorteil für hämatologische und zytogenetische Remission, 

Verträglichkeit und Toleranz sowie dem Aufhalten der Krankheitsprogression gegenüber IFN 

festgestellt werden. Trotz der überlegenen Wirksamkeit von IM zeigten 25% der mit IM als 

Erstlinientherapie behandelten Patienten nach 8 Jahren unmittelbare oder erworbene Resistenz 

oder Intoleranz, sodass Zweit- und Drittgenerations-TKI mit dem Ziel der 

Resistenzüberwindung und verbessertem Nebenwirkungsmanagement entwickelt wurden [33, 

34]. 

In Europa erhielten bisher insgesamt fünf TKIs eine Zulassung für den klinischen Gebrauch. 

IM und die TKIs der zweiten Generation Nilotinib (NI), Dasatinib (DA) und Bosutinib (BO) 

sind die Mittel der Wahl zur Erstlinientherapie einer CP-CML. Dabei zeigen alle TKI der 

zweiten Generation eine verbesserte Effektivität mit höheren Raten zytogenetischer und 

molekularer Remissionen. Auch der frühe Übergang in Akzelerationsphasen oder Blastenkrisen 

wird durch Erstlinientherapie mit NI, DA und BO reduziert. Die Überlegenheit der TKI der 

zweiten Generation bezüglich zytogenetischem und molekularem Ansprechen wurde 

inzwischen auch in Langzeitstudien belegt. In mehreren randomisierten Studien wurde hierbei 

die Wirksamkeit von NI (ENESTnd), Dasatinib (DASISION) und Bosutinib (BFORE) im 

Vergleich zu IM untersucht [6, 35-37]. TKI Inhibitor der dritten Generation ist Ponatinib, der 

einzige potente TKI, für den eine Wirksamkeit gegen die hochresistente T315I Mutation 

nachgewiesen wurde [38]. Zudem wird Ponatinib bei Therapieversagen unter NI und DA und 

Ausschluss einer subsequenten IM-Therapie als Zweitlinienmedikament eingesetzt [3]. Auf 

Funktionsweise und Wirkungsprofil des in der vorliegenden Arbeit eingesetzten TKI NI wird 

in 1.2 genauer eingegangen.  

Durch Entwicklung der TKI, trotz zunehmender Einschränkung der Einsatzgebiete durch 

Resistenzentwicklungen, konnten hohe Remissionsraten in der Therapie der CML erreicht 

werden. Da sich die Therapiemöglichkeiten einer fortgeschrittenen CML (AP, BP) sehr 

eingeschränkt darstellen, ist eine frühe, konsequente Therapie zur Prävention der 
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Krankheitsprogression unbedingt notwendig. Ein engmaschiges Monitoring ermöglicht die 

Evaluierung der Remission und detektiert etwaige Resistenzen, um frühzeitig einen 

Therapiewechsel anzustreben.  

 

Beurteilung des Ansprechens auf TKI-Therapie nach hämatologischen, zytogenetischen und 

molekularen Kriterien 

Der Fortschritt der Remission wird nach hämatologischen, zytogenetischen und molekularen 

Kriterien beurteilt. Die komplette hämatologische Remission (complete hematologic response) 

beschreibt die Normalisierung der Blutzellzahl und den kompletten Rückgang klinischer 

Krankheitssymptome [39].  

Nach aktuellen ELN-Leitlinien ist das molekulare Ansprechen für das Monitoring der Therapie 

definierend. Eine gute „major“ molekulare Remission (MMR) wird erreicht, wenn der 

Quotient von molekulargenetisch nachweisbaren BCR-ABL-Transkripten zum ABL-

Kontrollgen nach internationalem Standard weniger als 0,1% beträgt [4, 24]. Durch die 

verbesserte Wirksamkeit von TKI der zweiten Generation im Vergleich zu IM erreichen mehr 

Patienten eine tiefe molekulare Remission unterhalb des MMR-Niveaus. Der Begriff der 

kompletten molekularen Remission (CMR), das heißt die Abwesenheit detektierbarer BCR-

ABL-Transkripte, wird nach aktuellen ELN-Richtlinien durch die Angabe der 

Transkriptreduktion ersetzt (MR4, MR4.5 oder MR5). MR4  entspricht in standardisierten 

Laboren der Nachweisbarkeit von ≤0,01% BCR-ABL-Transkripten, MR4.5 von ≤0,0032%, MR5 

entspricht ≤0,001% BCR-ABL-Transkripten [40].  

Die Abwesenheit eines Philadelphia-Chromosoms in der Zytologie wird als komplette 

zytogenetische Remission (CCyR) definiert. Der Nachweis von ≤1% BCR-ABL-Transkripte 

wird als molekulares Äquivalent zur CCyR angesehen [41]. Zytogenetische Analysen allein 

ersetzen nicht das molekulare Monitoring, gewinnen jedoch für die Identifikation atypischer 

Translokationen oder BCR-ABL-Transkripte sowie bei Therapieversagen, zum Ausschluss von 

ACA sowie bei Krankheitsprogression und Übergang in AP oder BP an Bedeutung [24]. 

Für die Beurteilung der Effektivität einer TKI-Therapie ist auch die zeitliche Dynamik des 

Ansprechens von Bedeutung. Sind über 10% BCR-ABL-Transkripte nach 3 Monaten 

Behandlungsdauer nachweisbar, wird von einem Therapieversagen ausgegangen [42]. Ein 

erfolgreiches Ansprechen zeigt sich durch ≤0,01% BCR-ABL-Transkripte nach 12 Monaten. 

Ein Therapieversagen besteht zu jeder Zeit bei Verlust der MMR nach therapiefreier Remission 
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(TFR). Hier sollte in jedem Falle eine Mutationsanalyse durchgeführt werden und ein zügiges 

Absetzen sowie Therapiewechsel entsprechend des Mutationsprofils erfolgen [24].  

 

Kombination von Imatinib und IFN 

Ein Therapieansatz zur Verbesserung zytogenetischer molekularer Remissionsraten sowie 

Induktion eines andauernden T-Zell-aktivierenden Effektes, ist die Kombination von IM mit 

pegylierten Interferon  (IFN). In der französischen SPIRIT-Studie konnte für die Kombination 

IM plus IFN im Vergleich zur IM-Monotherapie nachweislich eine vermehrte tiefe molekulare 

Remission von weniger als 0,01% BCR-ABL-Transkripten festgestellt werden. Für 30% der 

Patienten, die eine Kombinationstherapie erhielten, konnte eine tiefe molekulare Remission 

nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu erreichten nur 14% (p=0,001) der Patienten unter 

alleiniger IM-Therapie eine ähnlich tiefe molekulare Antwort. Das Fortsetzen der Kombination 

über 12 Monate hinaus verstärkte das zytogenetische Ansprechen [43]. Auch nach Absetzen 

von IM konnte unter Beibehaltung der IFN-Gabe eine verbesserte Langzeitremission 

beobachtet werden [43]. Compliance-mindernde Nebenwirkungen von IFN wie 

Hautausschläge und Depressionen sind dennoch limitierend für eine kontinuierliche IFN- Gabe. 

Die Reduktion der IFN-Dosis zur Toleranzerhöhung und gleichzeitig Beibehaltung der 

Wirkungseffizienz sind Gegenstand aktueller Überlegungen [44]. Eine Kombination von TKI 

der zweiten Generation, so beispielsweise NI im Rahmen der TIGER-Studie (CML V-Studie), 

mit IFN wird ebenfalls untersucht [25, 45]. 

 

Allogene Stammzelltransplantation 

Für die Therapie der AP und BP stellt die allogene Stammzelltransplantation (alloSZT) die 

einzige kurative Therapiemöglichkeit der CML dar. Da die blastische Transformation nicht 

mehr ausschließlich von der konstitutiven Kinaseaktivität von BCR-ABL abhängig ist, sondern 

weitere chromosomale Aberrationen die Progression zur Blastenkrise beschleunigen, können 

TKI nicht mit gleicher Effektivität wie in der CP den Krankheitsverlauf aufhalten [25]. Um die 

Erfolgsaussichten der risikoreichen alloSZT zu erhöhen, wird nach aktueller klinischer 

Meinung eine Vorbehandlung mit TKI, unter Beachtung möglicher Resistenzen als Ursache der 

Progression, und/oder Zytostatika empfohlen [23, 25]. Für CML-Patienten der chronischen 

Phase bleibt die alloSZT, trotz beachtlicher Fortschritte in der Reduktion Transplantations-

assoziierter Komplikationen, Therapieoption der dritten Wahl, wenn unter Erst- und 

Zweitlinientherapie keine Besserung erreicht werden konnte [3]. 
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1.1.5 BCR-ABL 

In einer normalen Zelle liegen das humane 145 kDa ABL-Protein und das 160kDa BCR 

getrennt voneinander vor. Beide Proteine werden ubiquitär exprimiert. Die charakteristische 

balancierte Translokation zwischen Chromosom 9 und 22 bedingt die Bildung des BCR-ABL-

Gens, welches für das Fusionsprotein BCR-ABL kodiert. Durch die Fusion mit BCR verliert 

ABL seine autoinhibitorische Myristoylierung sowie Interaktionen des N-Terminus mit SH2 

und SH3 [46, 47]. Die Oligomerisierung mehrerer ABL-Kinasen resultiert in einer 

Transphosphorylierung und der Prozess der Autophosphorylierung wird katalysiert. Ergebnis 

ist eine konstitutiv aktive Tyrosinkinase [48]. Die am besten charakterisierten BCR-ABL-

Proteine tragen ein Molekulargewicht von 190, 210 und 230 kDa. Die Namensgebung orientiert 

sich am entsprechenden Molekulargewicht: p190, p210, p230. Typisch für die CML ist das 

p210BCR-ABL, welches ebenso etwa bei einem Drittel der akuten lymphatischen Leukämie 

vorliegt [14].  

Insgesamt wird eine große Anzahl von „downstream“ - Signalwegen durch Bildung des 

Fusionsproteins aktiviert. Hervorzuheben in ihrer Bedeutung für die onkogenen Mechanismen 

sind die Schlüsselproteine STAT5 (Signal transducer and activator of transcription), CrkL, Myc 

und Gab2. In 1.1.6 wird genauer auf Funktionsweise und wichtige Signalwege eingegangen.  

Wichtig für das Verständnis des Bindungsverhaltens von TKI ist der Aufbau der Kinasedomäne 

(SH1). SH1 ist aus zwei Strukturen aufgebaut: N-lobe und C-lobe, welche die ATP-

Bindungsstelle formen. Der N-lobe besteht aus einem ß-sheet und einer alpha-Helix und enthält 

die Glycin-reiche Phosphatbindungsschleife (P-loop). Der C-lobe ist für die Substratbindung 

verantwortlich. Er enthält sowohl die katalytische Domäne als auch eine Aktivierungsschleife 

(A-loop). Durch die Oligomerisierung mehrerer BCR-ABL-Proteine wird die 

Aktivierungsdomäne phosphoryliert, was die Transphophorylierung in Gang setzt und die 

aktive Konformation der Kinasedomäne stabilisiert [46, 49]. Die Steuerung von aktiver zu 

inaktiver Konformation ist ein wichtiger Ansatzpunkt für TKI. Hier spielt die 

Aminosäuresequenz Aspartat-Phenylalanin-Glycin (DFG) eine wichtige Rolle. In der aktiven 

Konformation ist der Aspartatrest des DFG-Motivs der aktivierenden Domäne zugewandt und 

vermittelt das katalytisch wichtige Mg2+Ion („DFG-in“). In der inaktiven Konformation wendet 

sich der Aspartatrest von der Aktivierungsschleife ab und der inhibierende Phenylalaninrest 

nimmt seine Position ein. Dieser inaktive Zustand der ABL-Kinase wird auch DFG-out 

bezeichnet und durch TKI wie IM und NI stabilisiert [46]. Durch Inaktivierung der 

Kinasedomäne wird demzufolge die Krankheitsprogression der CML effektiv aufgehalten. 
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1.1.6 Signalwege und biologische Eigenschaften BCR-ABL-positiver Zellen 

Eine Vielzahl von Signalwegen wird durch das Fusionsprotein BCR-ABL aktiviert, die in ihrer 

Gesamtheit zu einer malignen Entartung der pluripotenten leukämischen Stammzelle beitragen. 

Unter diesen multiplen „downstream“ Signalkaskaden und Signalproteinen sind einige von 

zentraler Bedeutung: JAK2/STAT5, Ras-Raf-MAPK-ERK, PI3K/Akt/mTOR, JNK/SAPK, 

NF-κB und c-Myc. Über das Zusammenspiel dieser Signalwege werden drei wesentliche, in 

Abbildung 1 zusammengefasste Mechanismen aktiviert, die für die Entstehung des malignen 

Phänotyps der leukämischen Stammzellen von essentieller Bedeutung sind: veränderte 

Adhäsionseigenschaften, unkontrollierte Zellproliferation und die Reduktion von Apoptose. 

 

 
Abbildung 1: BCR-ABL-abhängige Mechanismen in der Pathogenese der CML 

Modifiziert nach Deininger et al.[14] 

 

 

Die verminderte Adhäsion leukämischer Stammzellen im Knochenmarkstroma ist auf die 

Expression eines inhibitorischen ß1-Integrins zurückzuführen. Die dysfunktionale Interaktion 

der Intergrine mit der extrazellulären Matrix fördert zudem die unkontrollierte Proliferation 

[14]. Bedeutend für die Regulation der Zellmotilität und der Integrin-vermittelten Zelladhäsion 

ist auch das Adapterprotein CrkL, bestehend aus einer SH2- und zwei SH3-Domänen, welches 

seinerseits mit fokalen Adhäsion-vermittelnden Proteinen wie Paxillin, p130Cas und Tensin 

assoziiert ist [14, 50]. CrkL bindet über seine SH3-Domänen an die ABL-Kinase und ist ein gut 

nachweisbares tyrosinphosphoryliertes Substratprotein. Seine Funktion ist in normalen Zellen 

unbekannt. pCrkL dient daher als pharmakodynamischer Surrogatparameter zur Beurteilung 

der in-vivo-Kinaseinhibition durch ABL-gerichtete TKI-Therapie [50, 51]. 

Schlüsselsignale in der Reduktion der Apoptose sind unter anderem das anti-apoptotische Bcl-

XL, welches durch STAT5 aktiviert wird. Akt und Raf  inaktivieren als Bestandteile des PI3K-

Signalweges durch Phosphorylierung das pro-apoptotische Protein Bad [14]. Außerdem 
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blockiert BCR-ABL die Freisetzung des Cytochrom C aus den Mitochondrien und damit die 

Aktivierung von Apoptose-einleitenden Caspasen [39]. 

Die unkontrollierte Proliferation leukämischer Stammzellen wird sowohl durch autokrine 

Zytokinproduktion als auch durch Heraufregulierung wichtiger Signalwege der Proliferation 

wie JAK/STAT5 und Ras-Raf-ERK erreicht [39]. Auch die Persistenz leukämischer 

Stammzellen trotz TKI-Behandlung im Sinne der Zytokin-vermittelten Resistenz wird durch 

Aktivierung des JAK/STAT-Signals begründet. 

1.1.7 JAK/STAT-Signalkaskade 

Die JAK/STAT-Signalkaskade ist eine der am besten charakterisierten Signalwege der 

Zellbiologie [11]. Eine Vielzahl von Liganden ist zur Aktivierung des Signalweges befähigt, 

darunter Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone. Beispielhaft sind IL3, GM-CSF, 

Erythropoietin und Thrombopoietin als zentrale extrazelluläre Botenstoffe der Hämatopoese zu 

nennen. Ihre Bedeutung für die Steuerung vitaler Zellfunktionen wie Proliferation, Apoptose, 

Zellüberleben, Zelldifferenzierung und –migration begünstigt bei Dysregulation des 

JAK/STAT-Weges die Pathogenese maligner Erkrankungen [11]. Bisher sind die JAK1, JAK2, 

JAK3 und die Tyrosinkinase 2 (TYK2) bekannt. Für die Hämatopoese ist die JAK2 von 

besonderer Bedeutung [52]. Die Bindung eines Liganden an der extrazellulären Domäne des 

Rezeptors führt zu Dimerisierung bzw. Oligomerisierung und Aktivierung von Rezeptor-

assoziierten Januskinasen, welche ihrerseits eine Phosphorylierung von STAT-Proteinen 

bewirken. Nach Homo- bzw. Heterodimerisierung von zwei STAT-Proteinen transloziert das 

Dimer in den Zellkern, bindet an enhancer-Elemente spezifischer Zielgene und beeinflusst 

deren Transkription [53]. 

Die große Relevanz der STAT-Proteine für die Pathogenese der CML konnte an STAT5-

knockout-Modellen demonstriert werden, die weniger häufig an CML erkrankten [54]. Eine in- 

vivo-Deletion von STAT5 in leukämischen Zellen führte zu Zellzyklusarrest und Apoptose 

[55]. In maligne entarteten CML-Zellen erfolgt die Phosphorylierung und Aktivierung von 

STAT5 durch die konstitutiv aktive ABL-Kinase. BCR-ABL ist dazu befähigt, STAT5 direkt 

zu aktivieren sowie indirekt über Phosphorylierung von JAK2 [11, 55, 56]. STAT3, als weiterer 

wichtiger Vertreter der CML-relevanten STAT-Proteine, wird vor allem durch die JAK1 

aktiviert [57]. STAT3 ist gemeinsam mit STAT5 maßgeblich an der initialen Transformation 

in der Leukämogenese beteiligt [55]. Für die Aufrechterhaltung der Krankheit konnte hingegen 

vor allem für STAT5 eine zentrale Rolle belegt werden [11].  Zielgene, die durch in den 

Zellkern translozierte STAT5- und STAT3-Dimere verstärkt transkribiert werden, sind Bcl-XL 
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und Cyclin D1. Daraus resultiert eine Reduktion von Apoptose, eine Dysregulation des 

Zellzyklus und eine unkontrollierte Proliferation von leukämischen Zellen. Folglich tragen 

STAT-Proteine wesentlich zur malignen Transformation von hämatopoetischen Stammzellen 

sowie zur Krankheitsprogression der CML bei [11].  

1.2 Tyrosinkinaseinhibitoren 

1.2.1 Nilotinib 

In der ENESTnd Studie, einer randomisierten Phase-III-Studie zum Vergleich der klinischen 

Wirksamkeit von Nilotinib (NI) und Imatinib (IM) bei Patienten mit neu diagnostizierter CML, 

erreichte unter NI ein signifikant höherer Anteil MMR. Zudem wurde die Progression zur AP 

und BP deutlich verringert. Auch das Spektrum Resistenz-induzierender BCR-ABL-

Mutationen stellte sich unter NI geringer dar [5, 58]. IM-typische Nebenwirkungen wie 

Muskelkrämpfe und Flüssigkeitsretention traten unter NI-Therapie weniger auf. Demgegenüber 

steht ein erhöhtes Risiko kardiovaskulärer Ereignisse und eine mögliche Verschlechterung von 

bestehenden Fettstoffwechselstörungen oder einer hyperglykämen Stoffwechsellage durch NI 

[5]. NI zeigte in allen klinischen Phasen der CML Wirksamkeit und kann auch bei 

Therapieversagen durch IM und Dasatinib (DA) erfolgreich eingesetzt werden [59]. Aufgrund 

der verbesserten Wirksamkeit vor allem gegenüber IM-resistenten Mutationen und der deutlich 

erhöhten Rate an tiefen molekularen Remissionen wurde NI 2010 als Erstlinientherapie für 

CML-Patienten in der chronischen Phase (CP) zugelassen. Ein Überlebensvorteil durch NI 

konnte jedoch bisher nicht belegt werden [35].  

In den Versuchen zur vorliegenden Arbeit wurde mit NI gearbeitet. Als ein strukturelles 

Analogon zu IM ist NI ebenso wie IM ein ATP-competitiver Inhibitor der ABL-Kinase. NI 

bindet die ABL-Kinasedomäne reversibel über vier Wasserstoffbrückenbindungen und 

stabilisiert so deren inaktive, dephosphorylierte Konformation, den in 1.1.5 beschriebenen 

DFG-out Zustand. Damit wird die Transphosphorylierung mehrerer ABL-Kinasen verhindert 

und der Autophosphorylierungsprozess abgewendet. Dies unterbindet wiederum die 

Phosphorylierung der BCR-ABL-Zielproteine und hemmt folglich die Aktivierung onkogener 

Signalwege [49]. Im Vergleich zu IM bindet NI mit 20-fach höherer Affinität an die ATP-

Bindungstelle der ABL-Kinase des unmutierten BCR-ABL und inhibiert zugleich in 20-fach 

höherer Potenz die Proliferation von BCR-ABL-exprimierenden Zelllinien (IC₅₀  = 13nM von 

NI vs. IC₅₀  = 260nM von IM) [60]. Neben der spezifischeren Hemmung von BCR-ABL zeigt 

NI zudem eine bessere zelluläre Bioverfügbarkeit als IM. Die Tyrosinkinasen PDGFR und KIT 

werden durch NI in gleichem Maße inhibiert wie durch IM [61]. 
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Die Entwicklung der TKI der zweiten Generation zielte vor allem auf die Therapie von IM-

resistenten Mutationen ab. NI zeigt sowohl in Zellkultur als auch in Mausmodellen 

Wirksamkeit gegen zahlreiche IM-resistenten Mutationen, Ausnahme stellen die sog. P-loop 

Mutationen Y253H, E255K, E255V, die Gatekeepermutation T315I sowie Mutation F359V dar 

[59]. Auch bezüglich der Verträglichkeit und des zytogenetischen und molekularen 

Ansprechens ist NI gegenüber IM überlegen. 

1.2.2 Pacritinib 

Für die vorliegende Arbeit von zentraler Bedeutung ist der Wirkstoff Pacritinib (PA), ein oral 

verfügbarer Tyrosinkinaseninhibitor mit einem breiten Kinasenprofil (JAK2, FLT3, IRAK1, 

CSF1R). Von klinischer Relevanz sind dabei insbesondere die Inhibition der JAK2 und der 

FLT-3 (FMS-related tyrosine kinase 3). PA ist ein potenter Inhibitor der JAK2WT (IC₅₀ = 

23nM) und der für myeloproliferative Erkrankungen (MPN) pathogenetisch relevanten 

Mutation JAK2V617F (IC₅₀  = 19nM). Die Aktivität der JAK1 (IC₅₀ = 1280nM) und JAK3 

(IC₅₀ = 520nM) wird in nur geringem Maß durch PA gehemmt [62]. Die Tyrosinkinasen JAK2 

und FLT3 und ihre assoziierten Signalkaskaden nehmen in der Entstehung und Progression 

hämatopoetischer Erkrankungen eine zentrale Stellung ein [63-65].  

Insbesondere für BCR-ABL-negative MPN wie die Polycythemia vera (PV), die essentielle 

Thrombozythämie (ET) und die primäre Myelofibrose (PMF) ist der pathogenetische Ursprung 

in einer unkontrollierten Aktivierung der JAK2/STAT-Kaskade und einer folglich enthemmten 

Proliferation myeloischer Zellen des Knochenmarks zu finden. Bei fast allen Patienten mit PV 

und etwa der Hälfte der Patienten, die an ET und PMF erkranken, liegt die Mutation 

JAK2V617F vor, die zu einer konstitutiven Aktivierung der Signalkaskade führt [66, 67]. Der 

transmembrane Tyrosinkinasenrezeptor FLT3 wird in einem Großteil der hämatopoetischen 

Organe und Zellen exprimiert. Durch Phosphorylierung intrazellulärer Signalproteine nimmt er 

Einfluss auf die Expression von Genen, die Proliferation, Zellüberleben und 

Zelldifferenzierung regulieren. Punktmutationen oder interne Tandemduplikationen (ITD) des 

FLT3 sind pathogenetisch relevant für eine Dysregulation der Hämatopoese und beispielsweise 

bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) und Sonderformen der akuten lymphatischen 

Leukämie (ALL) zu finden.  Durch Hemmung der JAK2- und FLT3 - assoziierten 

Signalkaskaden verfügt PA damit über eine hohe antiproliferative Aktivität, fördert Apoptose-

induzierende Mechanismen und inhibiert die Aktivierung von STAT-Molekülen [68].  
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Tabelle 1: Kinaseprofil der JAK-Kinaseinhibitoren Pacritinib und Ruxolitinib im Vergleich 

Kinase IC₅₀ (nM) IC₅₀ bei 1µM 

Pacritinib Ruxolitinib 

JAK-assoziierte-Kinasen   

JAK1 + ++ 

JAK2 ++++ ++ 

 JAK2 (V617F) ++++ NR 

FLT3 ++++ NR 

 FLT3 (ITD) ++++ NR 

 FLT3 (D835Y) ++++ NR 

JAK3 ++++ ++ 

Non-JAK-assoziierte Kinasen   

ROS 1 ++++ NR 

c-kit +++ NR 

c-src +++ NR 

CSF1R (c-fms) +++ NR 

Non-Tyrosinkinasen   

IRAK 1 ++++ NR 

Pacritinib Skala der 50% inhibitorischen Konzentration (IC₅₀): ++++ <25nM; +++ 25 bis 50nM; + >100nM. 

Ruxolitinib Skala: ++ IC₅₀ bei 1µM. 

Abkürzungen: CSF1R, colony-stimulating factor 1 receptor; FLT3, fms-like Rezeptor Tyrosinkinase 3; IRAK1, 

interleukin-1 Rezeptor-assoziierte Kinase 1, ITD, internal tandem duplication; NR, Not reported 

Modifiziert nach Singer, J.W. et al., 2016 [69] 

 

Neben seiner Funktion als potenter, selektiver Hemmstoff der JAK2 und FLT3 sowie deren 

pathogenetisch bedeutenden Mutationen umfasst das inhibitorische Potential von PA eine 

Vielzahl von Nicht-JAK-assoziierten Kinasen, die durch Beeinflussung der Mikroumgebung 

von Tumoren und deren Interaktionspotential als wichtige therapeutische Ansatzpunkte in der 

Onkologie gelten (siehe Tabelle 1) [69]. So werden beispielsweise durch Inhibition der 

Interleukin-1-Rezeptor-assoziierten Kinase (IRAK1) IL-1 vermittelte inflammatorische 

Signalwege gehemmt [69]. IRAK1 wird eine zentrale Rolle in der Vermittlung zwischen 

Onkogenese und inflammatorischer Antwort zugesprochen und wurde bereits als zielgerichteter 

Angriffspunkt für die Therapie des Myelodysplastischen Syndroms (MDS) und AML definiert 
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[70]. Eine ebenso anti-inflammatorische Wirkung wird in der Hemmung des colony-

stimulation-factors-1-Rezeptors (CSFR1) vermutet, welchen PA durch Inhibition der 

Phosphorylierung inaktiviert [69]. 

In zwei multizentrischen, randomisierten Phase-III-Studien (PERSIST-1/PERSIST-2) wurde 

PA zur Therapie der primären Myelofibrose (PMF) untersucht. Von besonderem Interesse war 

die PM mit Thrombozytopenie, welche in ihrer Therapierbarkeit durch Medikamenten-

induzierte Thrombozytopenie eingeschränkt ist [71]. Die PERSIST1-Studie stellte PA der 

besten verfügbaren Therapie gegenüber, unter Ausschluss von RU und unabhängig von der 

Thrombozytenzahl. Diese Studie wurde abgeschlossen und konnte vielversprechende 

Ergebnisse bezüglich der Symptomkontrolle und Verkleinerung des Milzvolumens 

verzeichnen. Die PERSIST-2-Studie verglich PA mit der besten verfügbaren Therapie 

einschließlich Ruxolitinib (RU) für Patienten mit Myelofibrose und begleitender 

Thrombozytopenie von <100.000/µl, welche als bedeutender prognosebestimmender Faktor 

gilt. Im Februar 2016 erwirkte die US-amerikanische Arzneimittelaufsichtsbehörde FDA (Food 

and Drug Admission) eine Unterbrechung aller klinischen Studien zu PA, so auch der 

PERSIST-2. Als Begründung wurden Todesfälle aufgrund von Blutungen und 

kardiovaskulären Ereignissen genannt [71-73]. Unter der Vorgabe, in zusätzlichen Studien 

geringere Einzeldosen von PA hinsichtlich Verminderung der Nebenwirkungen bei 

vergleichbarer Effektivität zu untersuchen und nach genauer Sichtung der Daten wurde 

PERSIST-2 abgeschlossen und im Januar 2017 die Studienunterbrechung von der FDA 

aufgehoben [73].  

Als hervorzuhebendes Ergebnis der PERSIST-Studien ist die Einsetzbarkeit von PA bei 

Patienten mit Myelofibrose und einer Thrombozytopenie von unter 100.000/µl anzusehen, 

welche mit einer besonders schlechten Prognose einhergeht. Unter Therapie mit dem nach 

aktuellen Leitlinien eingesetzten JAK1/JAK2-Inhibitor RU kam es trotz effektiver 

Symptomreduktion häufiger zu Anämien und Thrombozytopenien. Diese traten unter Therapie 

mit PA, insbesondere im Versuchsarm unter Aufteilung der täglichen Dosis in zwei Gaben, 

deutlich weniger auf [69, 73]. Als Grund für die weniger myelosuppressive und geringer 

immunosuppressive Wirkung von PA wird vor allem die JAK2 Selektivität genannt. Diese 

Eigenschaft sowie das breite Wirkungsprofil gegenüber JAK-assoziierten- und Non-JAK-

Kinasen, die maßgeblich an der Vermittlung von Tumorinteraktion und –progression beteiligt 

sind, begünstigen den vielversprechenden Einsatz von PA in Kombination mit bereits 

etablierten Therapien zur Behandlung von neoplastischen und entzündlichen Erkrankungen 

[69]. 
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Der Frage, inwieweit eine Kombinationstherapie von etablierter Therapie und PA im Falle der 

CML zur Überwindung der Zytokin-vermittelten Resistenz leukämischer Stamm- und 

Progenitorzellen beitragen kann, war Ziel der vorliegenden Arbeit. Untersucht wurde dabei das 

Zusammenspiel der antiproliferativen Aktivität des BCR-ABL-Inhibitors NI mit PA. 

1.3 Resistenzmechanismen 

1.3.1 TKI-resistente Erkrankung, das klinische Problem 

Nicht alle Patienten können trotz insgesamt deutlich höherer Raten eines tiefen molekularen 

Ansprechens (MR4.5 bzw. MR5) seit Weiterentwicklung der TKI zu zweiter und dritter 

Generation von den Erfolgen der TKI-Therapie profitieren [74]. Ursachen für ein Versagen der 

Erstlinientherapie sind in einer Vielzahl von Resistenzmechanismen zu finden. Bleibt ein 

Therapieansprechen zu Beginn der Therapieeinleitung aus, liegt eine primäre Resistenz vor. 

Diese tritt in ca. 10% der Fälle auf. Häufiger sind sekundäre Resistenzen. Hier kommt es, nach 

initial wirksamer Therapie, erst im Verlauf zu einem Verlust des Therapieansprechens. Dieser 

Wirksamkeitsverlust begünstigt im Folgenden eine Progression zu fortgeschrittenen 

Krankheitsstadien [39]. 

Zur Überwindung sekundärer Resistenzen, die zumeist auf BCR-ABL-Punktmutationen 

basieren, wurden TKI der zweiten und dritten Generation mit erweitertem Wirkungsspektrum 

erforscht und erfolgreich angewendet [56]. Dennoch findet sich bei einigen Patienten von 

Therapiebeginn an ein fehlendes Ansprechen auf alle verfügbaren TKI. Zudem erleiden manche 

Patienten nach Absetzen der TKI ein leukämisches Rezidiv. Eine mögliche Ursache sind 

leukämische Stamm- und Progenitorzellen, die durch BCR-ABL-unabhängige, molekulare 

Überlebensmechanismen eine Resistenz gegenüber TKI entwickeln [34, 75]. 

Eine genauere Unterscheidung zur Ursachenentstehung von erworbenen Resistenzen sowie 

Etablierung möglicher Therapieansätze gelingt über die Einteilung in BCR-ABL-abhängige 

und –unabhängige Resistenzmechanismen. Diese werden im vorliegenden Kapitel genauer 

beleuchtet. 

1.3.2 Zellbiologische und genetische Grundlagen der TKI-Resistenz 

1.3.2.1 BCR-ABL-abhängige Resistenzmechanismen 

Die Hemmung der Tyrosinkinase-Aktivität des Fusionsproteins BCR-ABL erwies sich als ein 

potenter molekularer Angriffspunkt in der Therapie der CML. Dennoch wurden bald nach 

Etablierung der TKI sowohl in vitro als auch klinisch Wirkungsverluste beschrieben [39]. 
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Ursache sind zumeist BCR-ABL-abhängige Mechanismen, die zu einer erworbenen 

Unwirksamkeit der eingesetzten TKI führen. In den meisten Fällen handelt es sich um 

Punktmutationen in der Tyrosinkinasedomäne des ABL1-Gens [75]. Über 100 solcher 

Punktmutationen sind bisher bekannt, die die Wirksamkeit von TKI, insbesondere von IM, 

mindern oder gänzlich verhindern und in unterschiedlicher Häufigkeit auftreten [75, 76]. 

Entsprechend der Lokalisation der jeweiligen Mutation innerhalb der Kinasedomäne können 

Mutationen in der Aktivierungs-Schleife (activation loop), der ATP-bindenden Domäne (p-

loop), der katalytischen Domäne oder der TKI-bindenden Domäne (gatekeeper domain) 

auftreten [10]. Beispielsweise wird über Mutationen innerhalb der Aktivierungs-Schleife die 

aktive Konformation der ABL-Kinase aufrechterhalten und eine Bindung von IM und NI, 

welche den inaktiven Zustand stabilisieren, verhindert [10, 75].  

Die meisten der bisher bekannten Mutationen richten sich gegen IM [10]. Mit der Entwicklung 

von TKI der zweiten und dritten Generation wurde eine effektive Therapiemöglichkeit gegen 

einen Großteil der IM-resistenten Mutationen etabliert. Zur Evaluation der Wirksamkeit von 

TKI gegenüber Mutationen der ABL-Kinase wurden murine Ba/F3-Zellen mit mutiertem BCR-

ABL transfiziert. Durch die Etablierung dieses in-vitro-Modells konnte ein fehlendes, 

Mutations-bedingtes Ansprechen des jeweiligen TKI frühzeitig detektiert werden [77, 78]. Bei 

begründetem Verdacht auf ein Therapieversagen unter IM sollte zur Auswahl eines 

Zweitlinien-TKI eine Mutationsanalyse durchgeführt und ein TKI mit entsprechendem 

Wirkungsprofil eingesetzt werden [79]. Dieses Wirkungsprofil, sozusagen die Sensitivität 

einzelner TKI gegenüber allen bekannten Mutationen, ist bezüglich des jeweiligen TKI 

verschieden. Ausnahme bildet hier die sogenannte „gatekeeper“-Mutation T315I, eine der 

ersten entdeckten Mutationen, bei welcher der Austausch von Threonin und Isoleucin eine 

sterische Hinderung der Bindungstasche für alle TKI der ersten und zweiten Generation bewirkt 

und in einem Wirkungsverlust dieser TKI resultiert [75, 79]. Für Patienten, bei denen eine 

Therapie mit TKI der zweiten Generation versagt bzw. ein BCR-ABL T315I vorliegt, hat sich 

Ponatinib, TKI der dritten Generation, als potenter Wirkstoff durchgesetzt [75, 80]. Neben 

unmutiertem BCR-ABL und BCR-ABL T315I wurden in der vorliegenden Arbeit die 

Mutationen M351T und G250E bezüglich der Zellviabilität, das heißt dem Lebendzellanteil 

nach Behandlung mit TKI, sowie durchflusszytometrisch untersucht.  

Zusätzlich kann eine BCR-ABL-abhängige Resistenzentstehung durch Amplifikation des 

BCR-ABL-Gens mit konsekutiver vermehrter Expression des Fusionsproteins bedingt sein, die 

zu einer verminderten TKI-Sensitivität führt [81]. 
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1.3.2.2 BCR-ABL-unabhängige Resistenzmechanismen 

Trotz effektiver Inhibition von BCR-ABL können nicht alle Patienten erfolgreich mit TKI 

behandelt werden. Dieses Therapieversagen kann unabhängig von BCR-ABL-Mutationen oder 

Amplifikationen auftreten und ist auf verschiedene molekulare Mechanismen zurückzuführen. 

Zum einen können veränderte zelluläre Prozesse in einer TKI-Resistenz resultieren. Eine 

gesteigerte Expression von Transportern und Pumpen der Zellwand ist an der Regulation der 

intrazellulären TKI-Konzentration beteiligt. So führt beispielsweise eine Überexpression von 

p-Glykoprotein, Hauptvertreter der Genprodukte des multidrug resistent gene (MDR-1), zu 

einer Verminderung des TKI-Levels innerhalb der Zelle [7]. Als wesentlich involvierte 

Transkriptionsfaktoren für die Hochregulierung von MDR-1 werden c-MYC und ß-Catenin 

angesehen [82, 83]. 

Grundlage für einen Wirkungsverlust von TKI ist weiterhin die Aktivierung alternativer 

Signalwege wie MAPK, PI3K/Akt/mTOR sowie spezifischer Kinasen der SRC-Familie oder 

JAK/STAT5 [75, 84, 85].  Ein Großteil dieser wird normalerweise durch BCR-ABL 

angesteuert. Durch autokrine und extrinsische Mechanismen kann eine Aktivierung 

kompensatorischer Signalwege BCR-ABL-unabhängig erfolgen. Hier sind, neben anderen 

Zytokinen, GM-CSF und IL3 zu nennen, die vor allem im Knochenmarkstroma eine hohe 

Relevanz haben und, verstärkt durch Hochregulierung entsprechender Rezeptoren, zur 

Ausbildung BCR-ABL-unabhängiger CML-Progenitorzellen beitragen [79]. Zudem können 

leukämische Stammzellen, neben der Befähigung zum BCR-ABL-unabhängigen Überleben, 

lange Zeit in der G0-Phase ausharren und besitzen ein hohes Selbsterneuerungspotential, was 

ihnen erlaubt, sich gezielten Therapien zu entziehen [16]. In normalen hämatopoetischen 

Stammzellen wird das Selbsterneuerungspotential über eine Vielzahl von Signalwegen 

reguliert, so z.B. Wnt/ß-Catenin und Sonic Hedgehog (Shh). Eine aberrante Aktivierung dieser 

Signalwege ist ein wichtiger intrinsischer Resistenzmechanismus in leukämischen Stamm- und 

Progenitorzellen unter TKI-Therapie [39, 74]. 

Die LSC können folglich über Aktivierung alternativer Signalproteine trotz Hemmung der 

BCR-ABL-Aktivität überleben und nach Absetzen der TKI von der Existenz des onkogenen 

Fusionsproteins profitieren [86]. In IM-Absetzstudien erleiden über 50% der Patienten einen 

Rückfall, was maßgeblich auf die Persistenz von resistenten leukämischen Stamm- und 

Progenitorzellen (LSC) zurückgeführt wird [7]. Das Überleben von LSC ist somit 

multifaktoriellen Ursprungs und wesentlich von intrazellulären Vorgängen sowie der Zytokin-

reichen Mikroumgebung innerhalb des Knochenmarkstromas bestimmt. Alternative 



Einleitung 

 
 

 20 

Signalwege wie die JAK/STAT-Kaskade nehmen dabei für die Resistenzentwicklung eine 

besondere Rolle ein. Eine zusätzliche gezielte Hemmung des JAK-Signalweges von Beginn der 

TKI-Therapie an ist ein möglicher Therapieansatz zur frühzeitigen Eradikation von LSC. Die 

in-vitro-Charakterisierung dieses Ansatzes ist Ziel der vorliegenden Arbeit. Die Pathogenese 

der Zytokin-vermittelten Resistenz ist daher im Folgenden genauer erläutert. 

1.3.2.3 Überwindung der Zytokin-vermittelten Resistenz durch Hemmung der JAK2-

Kinase 

Die potentielle Bedeutung alternativer Signalwege in der Aufrechterhaltung einer minimalen 

Resterkrankung (auch MRD, „minimal residual disease“) durch die Persistenz leukämischer 

Stamm- und Progenitorzellen (LSC) trotz effektiver TKI-Therapie wurde oben bereits erläutert.  

In normaler Hämatopoese wird die JAK2 durch Zytokine und Wachstumsfaktoren wie GM-

CSF, EPO und IL3 aktiviert. Anschließend wird STAT5 phosphoryliert und reguliert nach 

Translokation in den Zellkern die Transkription von Hämatopoese-bestimmenden Genen [87] 

(siehe Abbildung 2). In BCR-ABL-positiven Zellen wird die JAK/STAT-Achse ausgehebelt. 

Über jeweils eigenständige Proteinkomplexe mit BCR-ABL sind JAK2 und STAT5 in CML-

Zellen konstitutiv aktiv, was ihren zentralen Beitrag zur Leukämogenese untermauert. BCR-

ABL ist seinerseits in der Lage, JAK2-unabhängig STAT5 zu phosphorylieren [11, 65, 88]. 

Eine hohe STAT5-Expression wirkt anti-apoptotisch und vermindert die Sensitivität gegenüber 

TKI, was eine Resistenzentwicklung begünstigt. Diese Erkenntnis konnte nicht nur in BCR-

ABL-positiven Zelllinien in vitro nachgewiesen werden, sondern auch in vivo in Mäusen, die 

ABL-positive Zellen injiziert bekamen und durch hohe STAT5-Expression eine Resistenz 

gegenüber TKI erwarben [88]. Vermittelt wird diese Resistenz vermutlich durch downstream-

Phosphorylierung und Aktivierung der anti-apoptotischen Zielgene Bcl-xL und Bcl-2. Dadurch 

erfolgt eine Überexpression protektiver, proliferationsfördernder Signale [89]. Zusätzlich 

beteiligt an der Resistenzentwicklung ist auch die durch hohe STAT5-Level bedingte Bildung 

von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die ihrerseits die Entstehung von ABL-Mutationen 

durch ROS-induzierte DNA-Doppelstrangbrüche forcieren. Diese Funktion von STAT5 ist 

dabei JAK2-unabhängig und wird durch das Onkogen BCR-ABL vermittelt [56]. Ein 

vermindertes STAT5-Level geht wiederum mit einer verstärkten zytotoxischen TKI-Wirkung 

einher [89].  

Aufgrund dieser Erkenntnisse kann STAT5 eine elementare Rolle in der CML-

Krankheitsprogression und Resistenzentwicklung leukämischer Zellen zugesprochen werden. 

Als intrazelluläres Signalprotein ohne eigene enzymatische Domäne ist es aus 
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pharmakologischer Sicht schwer anzugreifen, weshalb sich als schlüssiger therapeutischer 

Ansatz eine Inhibition der JAK2 ergibt. Dem entgegenzusetzen ist die Beobachtung, dass als 

Folge der Entkopplung von JAK2 und STAT5 in leukämischen Zellen die klassische 

Signalkaskade aufgebrochen und STAT5 durch BCR-ABL direkt und damit JAK2-unabhängig 

aktiviert wird [11]. Für die Persistenz von leukämischen Stammzellen wird die JAK2-gerichtete 

Aktivierung von STAT5 jedoch als bedeutsam eingeschätzt, da es im Verlauf der TKI-Therapie 

in der Zytokin-reichen Mikroumgebung des Knochenmarks vermehrt zur para- und autokrinen 

Aktivierung Zytokin-vermittelter Signalwege kommt und sich somit LSC einer Eradikation 

durch BCR-ABL-Inhibitoren entziehen können [90]. Gleichzeitig liegt die Vermutung nahe, 

dass eine kombinierte therapeutische Inhibition von BCR-ABL und JAK2 die antileukämische 

Aktivität der TKI-Therapie erhöhen könnte. Abbildung 2 skizziert die erläuterten 

Zusammenhänge zur Zytokin-vermittelten Resistenzentwicklung in leukämischen 

Stammzellen und dessen therapeutische Angriffsmöglichkeit durch kombinierte JAK2/BCR-

ABL-Inhibition mit PA und NI. 

 

 

Abbildung 2: Überwinden der Zytokin-vermittelten Resistenz durch kombinierte JAK2- und BCR-ABL-

Inhibition 

Der JAK2-unabhängigen Aktivierung von STAT5 in leukämischen Stammzellen (LSC) durch konstitutiv aktives 

BCR-ABL kann durch gerichtete Inhibition mit NI entgegengewirkt werden. Alternative Signalwege wie die 

JAK2/STAT5-Achse gewinnen daher für das Überleben von LSC in der Zytokin-reichen Umgebung des 

Knochenmarks an Bedeutung. Eine Kombinationstherapie mit JAK2-Inhibitor PA stellt eine potentielle 

Angriffsmöglichkeit zur Überwindung Zytokin-vermittelter Resistenz dar. 

Modifiziert nach Warsch et al., 2013 [11]  
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2 Ziele der Arbeit 

Die JAK2/STAT5-vermittelte TKI-Resistenz in der Zytokin-reichen Mikroumgebung des 

Knochenmarks wurde als relevanter Mechanismus zur Persistenz leukämischer Stammzellen 

identifiziert [88, 91]. Als vielversprechende Therapiestrategie erwies sich bereits in 

präklinischen und klinischen Studien die kombinierte BCR-ABL/JAK-Inhibition mit TKI und 

dem unselektiven JAK-Inhibitor RU [92, 93]. Vor dem Hintergrund der vermuteten Zytokin-

vermittelten Resistenz gegenüber BCR-ABL-gerichteter Therapie der CML sollte in der 

vorliegenden Arbeit der selektive JAK2-Inhibitor Pacritinib (PA) bezüglich seines Potentials 

als Ko-Therapeutikum zur Überwindung Zytokin-vermittelter Resistenzmechanismen in vitro 

charakterisiert werden [69]. Folgende Fragestellungen wurden adressiert:  

• Kann an immortalisierten maternalen und BCR-ABL-transfizierten leukämischen 

Zelllinien Zytokin-vermittelte Resistenz dargestellt werden? Inwieweit wird deren 

Wachstumsverhalten durch Kombination von PA und Nilotinib (NI) beeinflusst – ist ein 

Überwinden der Zytokin-vermittelten Resistenz möglich?  

• Zeigt kombinierte eine NI/PA-Therapie antileukämische Aktivität durch Induktion von 

Apoptose und/oder Zellzyklusarrest? 

• Lässt sich die molekulare in-vitro-Wirksamkeit durch gezielte Analyse der inhibierten 

Tyrosinphosphorylierung des BCR-ABL- und JAK/STAT-Signalkomplexes 

nachvollziehen? 

• Hat PA als off-target-Aktivität Einfluss auf das Proliferationsverhalten von Zelllinien 

mit ausgewählten BCR-ABL-Kinasemutationen? 

• Lassen sich die Ergebnisse mit immortalisierten Zelllinien auf primäre CML-

Progenitorzellen in Kolonie-Assays übertragen? 

 

Um dieser Fragestellung experimentell zu begegnen, wurde in Viabilitäts- und Vitalitätsstudien 

die einzelne Exposition sowie Kombination des JAK2-Inhibitors PA und des ABL-TKI NI an 

immortalisierten Zelllinien murinen und humanen Ursprungs analysiert. Dabei wurden die 

Ergebnisse mit und ohne Stimulation durch Zytokine gegenübergestellt. Der Einfluss auf 

wichtige Markerproteine wurde mittels Western Blot untersucht. In dem Kolonie-formenden 

Methocult-Assay wurde an primärem Zellmaterial von CML-Patienten und Kontrollpersonen 

das antiproliferative Potential der Kombination von PA und NI analysiert.
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3 Material und Methoden 

3.1 Materialien 

3.1.1 Zelllinien und Medien 

Die Versuche wurden an zwei Zelllinien durchgeführt: an M07e, einer GM-CSF-abhängigen 

megakaryoblastischen leukämischen Zelllinie humanen Ursprungs [94] sowie an der murinen 

Ba/F3, bestehend aus vom Knochenmark abgeleiteten pro-B-Zellen, deren Wachstum IL-3 

abhängig ist [95]. 

Die stabile Transfektion mit dem Fusionsgen BCR-ABL p210, namentlich angelehnt an das 

Molekulargewicht von 210kDa, ermöglicht den Zelllinien M07p210 und Ba/F3p210 im 

Unterschied zu den maternalen Zellen ein Zytokin-unabhängiges Wachstum. Zur Evaluation 

der Wirksamkeit von TKI gegenüber Mutationen der ABL-Kinase wurden in vorhergehenden 

Forschungsbestreben murine Ba/F3 Zellen mit mutiertem BCR-ABL transfiziert. Durch die 

Etablierung dieses in-vitro-Modells konnte somit ein fehlendes, Mutations-bedingtes 

Ansprechen des jeweiligen TKI frühzeitig detektiert werden [77, 78]. Auch in der vorliegenden 

Arbeit wurden Zellvitalitätsanalysen an Ba/F3 Zellen mit stabil transfizierten BCR-ABL-

Mutationen (M315T, G250E, T351I) von unterschiedlicher TKI Resistenz durchgeführt [96].  

 

Tabelle 2: Experimentell eingesetzte humane Zellinien 

Zelllinie Herkunft Status GF-Abhängigkeit Ursprung 

M07e Mensch maternal GM-CSF 

akute megakaryoblastische (M7) 

Leukämiezelllinie aus dem 

peripheren Blut eines Kleinkindes  

M07p210 Mensch transfiziert keine 
BCR-ABL transfizierte M07-

Zelllinie 
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Tabelle 3: Experimentell eingesetzte murine Zelllinien 

Zelllinie[78] Herkunft Status 

GF- 

Abhängigkeit 

NI- 

Resistenz [96] 

(x-fach)1 

Ursprung 

Ba/F3 Maus maternal IL-3 
38,43 Pro-B-Zelllinie aus 

der C3H-Maus 

Ba/F3p210  Maus transfiziert keine 1 

BCR-ABL 

transfizierte Ba/F3-

Zelllinie 

Ba/F3p210 

M351T 
Maus transfiziert keine 0,44 

BCR-ABL 

transfizierte Ba/F3-

Zelllinie 

Ba/F3p210 

G250E 
Maus transfiziert keine 4,56 

BCR-ABL 

transfizierte Ba/F3-

Zelllinie 

Ba/F3p210 

T315I 
Maus transfiziert keine 39,41 

BCR-ABL 

transfizierte Ba/F3-

Zelllinie 

1Angegeben ist die relative Resistenz gegenüber unmutiertem BCR-ABL, entspricht der x-fachen Erhöhung des 

IC₅₀. 

 

3.1.2 Primäre humane Zellen 

Im Methocult-Assay wurden primäre, humane CD34-selektionierte hämatopoetische Stamm- 

und Progenitorzellen (SPC) von adulten Patienten mit neu diagnostizierter, BCR-ABL-

positiver CML eingesetzt, welche aus dem Knochenmark entnommen wurden. Diese Patienten 

befanden sich zum Entnahmezeitpunkt in der chronischen Phase der CML. Dem 

gegenübergestellt wurden hämatopoetische Stamm- und Progenitorzellen von autologen 

Stammzellspendern, die durch G-CSF Stimulation und damit Mobilisierung aus dem peripheren 

Blut gewonnen wurden. Jegliche Untersuchungen bzw. Entnahmen sowie Selektionierung 

erfolgten in der Abteilung Hämatologie und Internistische Onkologie des Universitätsklinikums 

Jena.  

Die Nutzung des Probenmaterials für wissenschaftliche Begleituntersuchungen erfolgte im 

schriftlich dokumentierten Einverständnis mit den jeweiligen Patienten bzw. Spendern. Ebenso 

genehmigte die Ethik-Kommission der Friedrich-Schiller-Universität Jena die Verwendung der 

Proben im experimentellen Kontext (Bearbeitungsnummer: 2719-12/09). 
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3.1.3 Testsubstanzen  

Die verwendeten Tyrosinkinaseinhibitoren PA und NI wurden zu unterschiedlichen 

Konzentrationen in DMSO gelöst (PA: 1mM, NI: 10mM) und bei -20°C gelagert. 

 

Tabelle 4: Eingesetzte Tyrosinkinaseinhibitoren 

TKI Quelle 

Nilotinib Cayman CHEMICAL, Ann Arbor, MI, USA 

Pacritinib  CTI Bio Pharma, Seattle, WA, USA 

3.1.4 Medien und Wachstumsfaktoren 

Tabelle 5: Experimentell genutzte Medien 

Medium Hersteller 

RPMI Medium 1640 1x + GlutaMAX™-I Gibco Corp., Darmstadt 

Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin 

IMDM (1x) Gibco Corp., Darmstadt 

StemSpanTM SFEM Stemcell Technologies, Köln 

ColonyGELTM Pelobiotech GmbH, Planegg 

 

 

Tabelle 6: Eingesetzte Wachstumsfaktoren 

Wachstumsfaktor Hersteller 

rh GM-CSF 

ImmunoTools GmbH, Friesoythe 

rm IL3 

rh-G-CSF 

rh-SCF 

EPO 
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3.1.5 Reagenzien 

Das für die Viabilitätsuntersuchungen genutzte MTS-Reagenz wurde entsprechend der 

Herstellervorgaben zum CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation von Promega, 

Mannheim hergestellt. Die Aufbewahrung erfolgte nach steriler Filtration bei -20°C. 

 

MTS Reagenz (pH 6.0-6.5) 

MTS-Reagenz Pulver 

PBS 

PMS (0.92 mg/ml) 

250 mg 

125 ml 

6.25 ml 

3.1.6 Antikörper 

Für die Western-Blot-Analysen wurden die primären Antikörper unter Berücksichtigung der 

jeweiligen Datenblätter mit einem Verdünnungsfaktor von 1:1000 in TBS-T Puffer und 4% 

BSA gelöst. Ausgenommen ist ß-Aktin HRP, dieses wurde 1:10000 verdünnt. Die sekundären 

Antikörper wurden mit einem Verdünnungsfaktor von 1:5000 verdünnt. Die hergestellte 

Lösung wurde bis zu drei Mal verwendet.  

 

Tabelle 7: Primäre und sekundäre Antikörper 

Antikörper Ursprung Klonalität Kat. # Quelle 

Primäre Antikörper 

ABL M monoklonal 554148 BD Biosciences, Heidelberg 

CrkL R polyklonal sc-319 
Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg 

Phospho-Tyrosine M monoklonal 05-321 Millipore, Schwalbach 

STAT5 R polyklonal #9363 
Cell Signaling Technology®, 

Frankfurt am Main 
Phospho-STAT5 R polyklonal #9351 

β-Actin HRP M monoklonal 
sc-

47778 

Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg 

Sekundäre Antikörper 

Anti-goat IgG-HRP D  sc-2033 

Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg 
Anti-mouse IgG-HRP 

G 

 sc-2031 

Anti-rabbit IgG-HRP  sc-2030 

R – rabbit; M – mouse; G – goat; D – donkey 
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3.1.7 Puffer und Stammlösungen 

Falls nicht genauer angegeben, wurden die Puffer mit ddH2O angesetzt. Die Aufbewahrung 

erfolgte bei 4°C, ausgenommen der Strip-Puffer, welcher bei Raumtemperatur gelagert wurde. 

3.1.7.1 Proteinisolation 

3.1.7.2 Western Blot  

 

 

 

 

 

       

 

 

Basis-Lysepuffer 

HEPES (pH 7,5) 20mM 

NaCl 150mM 

EDTA 10mM 

EGTA 2mM 

Triton™ X-100 1% 

Na4P2O7  10mM 

NaF 50mM 

Zusätze zum Basis-Lysepuffer 

(unmittelbar vor Zelllyse hinzugegeben) 

Aprotinin 10µg/ml 

Pepstatin 1µM 

Leupeptin 10µM 

PefABLoc 500µg/ml 

PMSF 

Na3VO4 (hitzeaktiviert) 

1mM 

1mM 

TBS 10x (pH 7,6) 

NaCl 1,5M 

Tris 200mM 

TBS-T  

TBS 10x 10% 

Tween® 
20 0,1% 

Block-/ Antikörperpuffer 

BSA 4% 

TBS 10x 10% 

Tween® 
20 0,1% 

Strip-Puffer 

2-Mercaptoethanol 50mM 

SDS 2% 

Tris-HCl (pH 6,7) 62,5mM 

Transferpuffer 

Glycin 192mM 

Methanol 20% 

SDS 0,05% 

Tris 25mM 
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3.1.7.3 Durchflusszytometrie 

 

 

3.1.8 Chemikalien  

Tabelle 8: Eingesetzte Chemikalien und deren Hersteller 

Chemikalie Hersteller 

MTS Proliferationsassay  

MTS Reagenzpulver Promega, Mannheim 

PMS (Phenazinmethosulfat) Sigma- Aldrich Co., Steinheim 

Western Blot  

Aprotinin Roche Diagnostics, Mannheim 

Bradford Reagenz Sigma-Aldrich Co., Steinheim 

Chemiluminescent HRP Substrate 

Immobilon™ Western 
Millipore, Schwalbach 

Leupeptin 
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & 

Co.KG, Ingelheim am Rhein 

Magic Mark™ XP Western Standard Invitrogen™, Karlsruhe 

Natriumorthovanadate Calbiochem, Darmstadt 

PBS (Phosphorgepufferte Salzlösung) Invitrogen™, Karlsruhe 

Pefabloc (AEBSF) 

Roche Diagnostics, Mannheim Pepstatin 

PMSF (Phenylmethanesulfonyfluoride) 

Precision Plus Protein™ Standards 

Kaleidoskope™ 
BIORAD Laboratories, München 

Rinderserumalbumin (BSA) Roth, Karlsruhe 

FACS-Puffer (in PBS) 

EDTA 2mM 

BSA 0,5% 

Annexin V Bindepuffer 10x (pH 7,4) 

HEPES 100mM 

NaCl 1,4M 

CaCl2 25mM 
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XT MOPS Running Buffer (20 x) 

Electrophoresis Purity Reagent 

BIORAD Laboratories, München 
XT Reducing Agent (20 x)  

XT Sample Buffer (4 x) 

Durchflusszytometrie  

APC Annexin V 

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
FACS Clean 

FACS Flow™ 

FACS Rinse  

Methanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

PBS (Phosphorgepufferte Salzlösung) Invitrogen™, Karlsruhe 

Propidiumiodid Färbelösung  

(50 µg/ml) 

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

Propidiumiodide Färbelösung  

(1 mg/ml) 

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich 

RNase A (20 mg/ml) Invitrogen™, Darmstadt 

Methocult-Assay  

Trypanblau-Lösung 0,4% Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

DNase I (1 mg/ml) Stemcell Technologies, Köln 

Sonstige Chemikalien  

Ampuwa® Fresensius Kabi Deutschland GmbH, Bad 

Homburg v. d. H. 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

Coulter Isoton II  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

 

3.1.9 Material 

Die zum täglichen Laborbedarf benötigten Materialien wie Pipetten, Pipettenspitzen und 

Handschuhe wurden von Eppendorf, Greiner Bio-One und Braun hergestellt. Alle weiteren 

benutzten Materialien sind im Nachfolgenden aufgelistet: 
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Tabelle 9: Sonstige verwendete Materialien und deren Hersteller 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Material Hersteller 

CELLSTAR® 35 mm × 10 mm Dishes 

Greiner Bio-One, Frickenhausen 
CELLSTAR® 145 mm × 20 mm Dishes 

CELLSTAR® cell culture 60 mm Dishes 

CELLSTAR® Tubes (15 und 50ml) 

Criterion™ XT Precast Gel 10 % Bis-Tris 
BIORAD Laboratories, München 

Extra Thick Blot Paper Filter Paper 

Küvetten SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht 

Neubauer Zählkammer mit Deckglas  BRAND GmbH & Co KG, Wertheim 

Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gel 

10% 
BIORAD Laboratories, München 

Mr. Frosty™ Freezing Container Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich 

Parafilm® M BRAND GmbH & Co KG, Wertheim 

Pipettier Reservoirs Biozym Scientific GmbH, Oldendorf 

Polysine™ Objektträger  MENZEL-GLÄSER, Braunschweig 

Röhrchen (5ml, 75 x 12 mm, PP) SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht 

Round bottom 96-Well Platten 

Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Suspension cell 6-Well Platte 

Suspension cell 24-Well Platte 

Suspension cell 96-Well Platte 

Steriler Filter 2 µm Thermo Scientific, Braunschweig 

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2, 175 cm2) Greiner Bio-One, Frickenhausen 
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3.1.10 Geräte 

Tabelle 10: Genutzte Geräte in jeweiligem Typ und deren Hersteller 

Gerät Typ Hersteller 

Blotting-Apparatur 

Transfer System 

TransBlot® Turbo™ 

Transfer System 
Bio-Rad Laboratories, München 

Bunsenbrenner  Fireboy Integra Biosciences, Fernwald  

Durchflusszytometer  FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg 

Geldokumentationssystem  Gel Jet Imager 
Intas Science Imaging 

Instruments, Göttingen  

Gelelektrophoresekammer  Criterion™ Cell 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München 

Heizblock  Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg  

Inkubator (für Zellkultur) 

BB 6220 
Heraeus Instruments GmbH, 

Osterode  

Galaxy 170 S Eppendorf AG, Hamburg 

HERAcell® 240i Heraeus Instruments, Hanau  

Inkubator (für Medium) INCU-Line VWR International, Dresden  

Imaging System  ImageQuant LAS 4000 GE Healthcare, Freiburg 

Kamera  AxioCam HRC   Carl Zeiss Jena GmbH, Jena  

Laborschüttler  Paramix II 
JULABO Labortechnik, 

Seelbach  

Luminometer  GloMax® Promega, Mannheim 

Magnetrührer  RCT basic IKA Laborwerke, Staufen  

Mikroplatten-Reader  Infinite® 200 PRO Tecan Deutschland, Crailsheim 

Mikroskop  Axiovert 25 Carl Zeiss, Jena 

Wasservorratsbehälter 
Milli-Q® Integral Water 

Purification System 

Millipore GmbH, Schwalbach 

am Taunus 

Netzgerät  
EPS 2A200 GE Healthcare, München  

Power Pac 200 Bio-Rad Laboratories, München 

Schüttler  

HS501 digital IKA Labortechnik, Staufen 

Stuart see-saw rocker 

SSL4 
Stuart Equipment, Stone, UK 

Spektralphotometer  NanoDrop N-1000 
PeqLab Biotechnologie, 

Erlangen  

Sterilwerkbank  HERAsafe® Heraeus Instruments, Hanau  

Vakuumsaugpumpe  Integra Vakusafe Integra Biosciences, Fernwald  
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Waage  PE2000 
Mettler-Toledo, Greifensee, 

Schweiz 

Wasserbad  GFL® 1083 
GFL Gesellschaft für 

Labortechnik mbH, Burgwedel 

Zentrifuge  

Megafuge 2.0R Heraeus Instruments, Osterode  

Rotofix 32A Hettich GmbH, Tuttlingen  

5415C 

Eppendorf, Hamburg  5417C 

5810R 

Zellzählautomat  Z2 Beckman Coulter, Krefeld  
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3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkultur 

3.2.1.1 Zellkultivierung 

Die Kultivierung der Suspensionszelllinien erfolgte in dem Medium RPMI 1640, das entweder 

mit 10% FCS (Ba/F3/Ba/F3p210) oder 20% FCS (M07e/M07p210) versetzt wurde, bei 37°C 

und 5% CO2. Nach Kontrolle von Dichte und Morphologie unter dem Lichtmikroskop wurden 

die Zellen alle 3 bis 4 Tage passagiert und in einem Verhältnis von 1:3 frisches Medium 

hinzugefügt. Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer Sicherheitswerkbank unter sterilen 

Bedingungen durchgeführt. Um exponentielles Wachstum zu Beginn eines jeden Experimentes 

zu gewährleisten, wurden die Zellen einen Tag vor Ansetzen des Versuchs 1:2 gesplittet. 

3.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl 

Um eine gleichbleibende Zellanzahl in den Versuchsreihen zu ermöglichen, wurde vor 

Durchführung der Experimente die vorhandene Zellzahl mit dem Beckman Coulter Counter 

bestimmt. Dafür wurde die Suspension 1:400 verdünnt (25l Zellsuspension und 10ml isotone 

Flüssigkeit). Die Angabe der durch den Counter ermittelten Zellzahl erfolgte bezogen auf 1ml 

Zellsuspension.  

3.2.2 MTS-Assay 

Der MTS-Assay ist ein kolorimetrisches Verfahren zur Bestimmung der Proliferation und 

Zellvitalität. Die mitochondrialen Oxidoreduktasen funktionsfähiger Zellen reduzieren dabei 

das Tetrazolium Derivat MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-

(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) zu einem löslichen Formazan-Derivat. Dieses hat ein 

Absorptionsmaximum von 490nM. Darüber lässt sich eine quantitative Aussage zu metabolisch 

aktiven Zellen in der Kultur ableiten.  

In Voruntersuchungen zur Bestimmung der Messlinearität in Abhängigkeit zur eingesetzten 

Zelldichte wurde eine optimale Zellzahl von 10.000 (BaF/3, Ba/F3p210) und 20.000 

(M07e/M07p210) pro Well bestimmt. Die Versuche zielten auf die Bestimmung des 

inhibierenden Effektes von PA allein sowie NI und PA in Kombination auf das Zellwachstum 

ab. In einer 96-Well-Platte wurden steigende Konzentrationen der TKI zu den in FCS-Medium 

gelösten Zellen bei einem Gesamtvolumen von 100l gegeben.  In den nur mit PA versetzten 

Versuchen wurden zur Dosisfindung Konzentrationen bis 1000nM gewählt.  Anhand der daraus 
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resultierenden Ergebnisse wurden für die Kombination mit NI (2,4,8,16,32,64nM) 125nM, 

500nM und 1000nM PA eingesetzt.  

Den maternalen Zelllinien wurde der jeweilige Wachstumsfaktor (IL3/GM-CSF) zum Medium 

hinzugegeben. Zur Gegenüberstellung des Zytokineffektes wurden die transfizierten Zellen in 

Wachstumsfaktor-freiem und Wachstumsfaktor-haltigem Medium untersucht.  Jedes 

Experiment wurde in Triplikaten durchgeführt.  

Die Inkubation mit den Wirkstoffen erfolgte über 72h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2. 

Nach abgeschlossener Inkubationszeit wurden pro Well 20l MTS Reagenz hinzugegeben und 

weitere 2h inkubiert. Das Absorptionsmaximum des durch die vitalen Zellen umgesetzten 

Formazans konnte dann bei 490nm im 96-Well-Platten Luminometer gemessen werden. Zur 

Beseitigung unspezifischer Hintergrundabsorptionen erfolgte eine Referenzmessung bei 

650nm, dessen Wert dann vom Ergebnis der Messung bei 490nm abgezogen wurde. 

Zur Darstellung des Einflusses von TKI auf das Zellwachstum wurden deren erhobene 

Absorptionswerte in Relation zu der unbehandelten DMSO-Kontrolle gesetzt. Die Mittelwerte 

der erhaltenen Prozentwerte aus drei unabhängigen Experimenten wurden pro Zelllinie in 

einem Diagramm abgebildet. 

3.2.3 Synergie-Analyse nach Chou & Talalay 

Zur Beurteilung der Interaktion und des Zusammenwirkens verschiedener Substanzen wurde 

die Synergieanalyse nach Chou & Talalay angewendet [97]. Pharmakologisch bezeichnet man 

eine Synergie, wenn die Wirkungsverstärkung zweier oder mehrerer Substanzen über den 

Summationseffekt der Einzelsubstanzen hinausgeht. Chou et al. präzisiert die Definition des 

Synergismus, indem er zur generellen Einordnung des Synergismus die Begrifflichkeiten 

additiver Effekt und Antagonismus berücksichtigt. Demnach besteht die Festlegung, dass ein 

synergistischer Effekt mehr als ein additiver Effekt ist und Antagonismus weniger als ein 

additiver Effekt [98]. Auf dieser Erkenntnis basiert der von Ting-Chao Chou und Paul Talalay 

1984 etablierte Combination Index (CI), wonach Synergie bei einem CI <1, ein additiver Effekt 

bei CI=1 und ein Antagonismus für einen CI>1 besteht. Dieser steht für eine quantitative 

Darstellung der Synergie zwischen verschiedenen Substanzen und deren Interaktion [97, 98]. 

Mit Erhebung dieses Indexes gelang die Entwicklung einer Software, CalcuSyn (1997), später 

CompuSyn (2005), die die Berechnung der jeweiligen CI beliebiger Datensätze ermöglicht 

[98]. Die Synergieanalyse der Daten der vorliegenden Arbeit wurden mit CompuSyn 
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durchgeführt. Nach den Angaben des Herstellers liegt ein sehr starker Synergismus bei einem 

CI <0,1, ein starker Synergismus bei einem CI zwischen 0,1 und 0,3 vor [74]. 

3.2.4 Nachweis von Proteinexpression und –phosphorylisation durch Western Blot 

Der Western Blot ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen, getrennt durch Molekülgröße 

entlang eines elektrischen Feldes.  Dafür werden zunächst die Proteine aus einem Zelllysat 

isoliert und nach SDS-Gelelektrophorese auf eine Trägermembran übertragen. Durch die 

Verwendung spezifischer Antikörper kann sowohl phosphoryliertes Protein als auch das 

Gesamtprotein nachgewiesen werden. 

Alle Versuche zur Darstellung des Effektes von TKI auf intrazelluläre Signalproteine wurden 

an M07p210 Zellen durchgeführt. Es erfolgte die deskriptive Auswertung von zwei 

reproduzierbaren Ansätzen und Western Blots. 

3.2.4.1 Inkubation 

Es wurden eine Kurzzeitstimulation über 4h und eine Langzeitexposition mit TKI über 48h 

durchgeführt. Unabhängig von der Inkubationslänge wurden die Zellen bei 1000 rpm 5min bei 

Raumtemperatur zentrifugiert und das Zellpellet in serumhaltigem Medium 

wiederaufgenommen. Für die Langzeitexposition wurden 5 Millionen Zellen in ein 6mm Dish 

bei 7,5ml Gesamtvolumen gegeben, respektive der gewählten TKI-Konzentrationen. In der 

Kurzzeitstimulation betrug die eingesetzte Zellmenge 2 Millionen bei einem Gesamtvolumen 

von 2ml. Nach abgelaufener Inkubationszeit erfolgte die Stimulation über die 5-minütige 

Hinzugabe von 50 ng/ml GM-CSF.  

Im Fokus der Versuche standen vor allem die mit der Hinzugabe von TKI veränderten 

Signalwege mit Bezug zu BCR-ABL. Im Kurzzeitversuch wurden neben der Nullkontrolle und 

DMSO-Kontrolle die TKI-Konzentrationen PA 1000nM, NI 100nM und deren Kombination 

eingesetzt. Für die Langzeitexposition wurden 14 Konditionen gewählt: PA 125nM, PA 

500nM, NI 20nM und jeweils deren Kombination. Der Effekt der entsprechenden 

Konzentrationen wurde jeweils an mit Wachstumsfaktor stimulierten und nicht-stimulierten 

Zellen untersucht. Die Hinzugabe des Wachstumsfaktors GM-CSF erfolgte im Kurzzeitversuch 

5min vor Ende der Inkubationszeit. Für die Langzeitexposition wurde GM-CSF über die 

gesamte Inkubationszeit hinzugegeben. 
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3.2.4.2 Proteinisolierung 

Sofort nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen bei 4°C und 1000rpm für 

5min zentrifugiert. Es folgten zwei Waschschritte der Zellpellets mit 1ml kaltem PBS (4°C) 

und erneutem Zentrifugieren (5min, 1000rpm) und Verwerfen des Überstandes. Das Zellpellet 

wurde im Folgenden mit 80 l/2 Millionen Zellen Lysepuffer resuspendiert und auf Eis für 

30min aufgeschlossen. Zum Abtrennen der Zelltrümmer folgte ein erneutes Zentrifugieren für 

15min bei 13200 rpm und 4°C. Der Überstand wurde vorsichtig in ein 0,5 ml Tube überführt. 

Bei nicht unmittelbarem Gebrauch erfolgte die Lagerung bei -80°C. 

3.2.4.3 Proteinbestimmung nach Bradford 

Zur Bestimmung der jeweils in den Proben enthaltenen Gesamtproteinmenge wurde die 

Proteinbestimmng nach Bradford durchgeführt. Dies ist eine photometrische Methode zur 

quantitativen Proteinbestimmung. Dabei komplexiert der Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau 

G-250 mit kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen, was zu einer Verschiebung 

des Absorptionsmaximums von 470nm auf 595nm führt (Bradford 1976). 

Für die Messung wurde zunächst eine Verdünnung aus 498l ddH2O und 2l Proteinlysat für 

jede Kondition hergestellt. Nach Hinzufügen von 500l Bradford Reagenz folgte eine 

Inkubation bei RT für 5min. Die Absorption bei 595nm wurde in Doppelbestimmung mit einem 

UV/VIS Spektrometer gemessen.  Über die Mittelwerte der Extinktionen konnte dann die 

jeweilige Proteinkonzentration über die folgende Gleichung ermittelt werden: 

 

𝑐  =  10 𝑥 (0.8548 𝑥 𝑂𝐷2  +  0.4474 𝑥 𝑂𝐷) 
 

c - Proteinkonzentration [mg / ml] 

OD  - Mittelwert der Extinktion 

 

3.2.4.4 SDS-Page 

Die SDS-Page ist eine gelelektrophoretische Methode zur Auftrennung von Proteinen nach 

ihrem Molekulargewicht [99]. Abhängig von der eingesetzten Proteinmenge (70g bis 100g) 

wurde für jede Probe die entsprechende Menge Proteinlysat sowie Lysepuffer, 4x XT Sample 

und 1x Reducing Agent für ein Gesamtvolumen von 30l errechnet und das Gemisch bei 95°C 

für 5min erhitzt. Zur Proteinauftrennung wurde ein Precast Gel 10 % Bis-Tris verwendet. Als 

Laufpuffer diente der XT Mops Running Buffer, 1:20 verdünnt mit ddH2O. Neben der 

Proteinbeladung der Taschen wurde zur Kennzeichnung des Molekulargewichts 7l 
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MagicMark™ XP Western Protein Standard und zur Darstellung des Progresses der 

Elektrophorese 7l des Kaleidoskop Markers in die ersten Taschen beladen. Die 

Proteinauftrennung erfolgte bei 145V für 120-180min.  

3.2.4.5 Western Blot 

Nach der Proteinauftrennung in der SDS-PAGE folgte die elektrophoretische Übertragung der 

Proteine auf eine Polyvinylidene Fluorid (PVDF) Membran. Die auf die Größe des Gels 

zurechtgeschnittene PVDF-Membran wurde zunächst 1min in Methanol aktiviert und dann in 

Transferpuffer equilibriert. Das Filterpapier wurde vor Verwendung ebenfalls in Transferpuffer 

inkubiert. Es folgte die Aufschichtung des Western Blots: Filterpapier, PVDF-Membran, Gel 

und ein erneutes Filterpapier, unter ständiger Befeuchtung der einzelnen Schichten mit 

Transferpuffer. Mögliche Luftblasen wurden nach der Schichtung mit einem Western-Blot-

Roller ausgestrichen. Der Transfer von Gel auf Membran im TransBlot Turbo BioRad erfolgte 

für 30min bei einer Stromstärke von 1,0 Ampere und einer variablen Spannung von 25V. Im 

Anschluss wurde die Membran anhand des Farbmarkers bei knapp unter 75kDa geschnitten 

und eine Stunde in BSA-Puffer blockiert, um unspezifische Antikörperbindungen zu 

vermeiden. Es folgte die Inkubation mit dem primären Antikörper bei 4°C über Nacht. Durch 

zweimaliges Waschen à 5min mit TBS-Waschpuffer im Anschluss wurden nicht gebundene 

Antikörper entfernt. Anschließend wurde die Membran mit dem entsprechenden sekundären 

Antikörper für 45min inkubiert. Nach erneutem dreifachen Waschschritt mit TBS-T-

Waschpuffer à 10min wurde die Membran durch Hinzugabe der ECL-Lösung entwickelt und 

die Proteinbanden mit dem LAS4000 dargestellt. Die Belichtungszeit variierte dabei abhängig 

von der darzustellenden Menge an Protein. 

Zum Nachweis mehrerer Proteine auf einer PVDF-Membran wurde die Membran 20min bei 

50°C mit 2-Mercatoethanol-haltigem Stripping-Puffer inkubiert. Dies bewirkte die Ablösung 

von gebundenen primären und sekundären Antikörpern. Anschließend folgte ein zweifacher 

Waschschritt à 10min mit TBS-T zum Auswaschen des 2-Mercaptoethanols. Nach Blockieren 

der Membran für 45 bis 60min mit BSA konnte die Membran zur Anfärbung weiterer 

Proteinbanden gemäß dem oben beschriebenen Prozedere genutzt werden. Membranen, an 

denen nicht unmittelbar mehrere Proteine nachgewiesen wurden, konnten vor dem Stripping-

Schritt eingeschweißt und bis zu weiterer Verwendung bei -20°C gelagert werden. 
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3.2.4.6 Zellvitalitätsanalysen 

Mithilfe der Durchflusszytometrie können Zellen auf ihre Fluoreszenz- und Streueigenschaften 

untersucht werden, die Aufschluss über bestimmte Zellmerkmale und morphologische 

Eigenschaften geben. Die hierzu nötigen Messungen erfolgten am „FACSCalibur“-

Durchflusszytometer. Über ein geräteinternes Fließsystem werden hierin die zu untersuchenden 

und in Suspension gelösten Zellen angesaugt und in einen Mikrokanal geleitet. Dort erfolgt die 

Anregung durch einen Laserstrahl. Das durch die Anregung entstehende Streulicht wird 

wellenlängenspezifisch in verschiedene Kanäle geleitet und von einem Detektor analysiert. 

Abhängig von der Ausgangszellzahl in der Zellsuspension können mehrere tausend 

Zellanalysen pro Minute realisiert werden. Durch vorherige Präparation mit spezifisch 

bindenden, fluoreszierenden Antikörpern ist es möglich, die zu untersuchenden Zellen gezielt 

auf bestimmte Eigenschaften zu analysieren. 

Da durch MTS-Assays die kolorimetrisch gemessene Zellviabilität durch Bestimmung der 

metabolisch aktiven Zellen vorlag, wurde im zweiten Schritt durch Durchflusszytometrie 

analysiert, welche der metabolisch inaktiven Zellen in Apoptose, in Nekrose und welche im 

Proliferationsarrest (G0 Phase) waren. Dies wurde durch den Annexin-V-/PI-Apoptose-Assay 

und eine Zellzyklusanalyse realisiert. Für die Zellvitalitätsanalysen wurden zunächst 500.000 

Zellen der entsprechenden Zelllinie (Ba/F3p210/M07p210) pro ml für 48h in einer 6-Well 

Platte mit verschiedenen Konzentrationen an NI (4, 8, 16nM) und 500nM PA inkubiert. Das 

Gesamtvolumen betrug dabei 3ml pro Well. Zur Darstellung des Effektes der Zytokin-

vermittelten Resistenz wurden die BCR-ABL-transfizierten Zelllinien im Vergleich mit und 

ohne Stimulation durch das jeweilige Zytokin (M07p210: GM-CSF, Ba/F3: IL3) inkubiert.  

Für das jeweilige Assay wurden nach Ablauf der Inkubationszeit jeweils 1,5ml Zellsuspension 

in Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt.  

3.2.4.7  Annexin-V-/PI-Apoptose-Assay 

Apoptotische Zellen können mit dem Annexin-V-/PI-Assay nachgewiesen werden. Der 

Nachweis frühapoptotischer Zellen durch Annexin V beruht auf dem Effekt, dass bei 

Apoptoseinduktion das normalerweise auf der Innenseite der Zelle befindliche Membranprotein 

Phosphatidylserin (PS) auf die Außenseite transloziert. Dadurch verändert sich das PS-Muster 

der Zellmembran. Das Calcium-abhängige Protein Annexin V ist Fluoreszenz-gekoppelt und 

bindet mit hoher Affinität an das durch die Translokation zugängliche Phosphatidylserin. Das 

Fluoreszenzsignal kann mithilfe des FACS detektiert werden. Spätapoptotische oder 

nekrotische Zellen können mit dem ebenfalls fluoreszierenden Propidiumiodid (PI) 
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nachgewiesen werden. Durch den Verlust der Membranintegrität diffundiert PI in den Zellkern 

und kann dort mit der intrazellulären DNA interkalieren. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit folgten zwei Waschschritte. Zunächst wurden die Zellen nach 

Zentrifugation (5min, 0,4rcf) und Verwerfen des Überstandes in 1 ml PBS resuspendiert und 

erneut zentrifugiert. Danach erfolgte die Resuspension in 1ml Annexin-V-Bindepuffer. Für die 

Färbelösung wurde APC Annexin V 1:50 und Propidiumiodid (50µg/ml) 1:25 in 25µl 1x 

Annexin-V-Bindepuffer vorgelegt. Nach Zentrifugation wurden 50µl des Zellpellets in FACS-

Röhrchen überführt und mit 50µl Färbelösung für 30min im Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe 

von 400µl Annexin-V-Bindepuffer pro Probe erfolgte die Messung am Durchflusszytometer.  

3.2.4.8 Zellzyklusanalyse 

Grundlage der durchflusszytometrischen Analyse des Zellzyklus ist die quantitative Messung 

des zellulären DNA-Gehaltes. Die durch Methanol erreichte Permeabilisierung der 

Zellmembran ermöglicht eine Interkalation des fluoreszierenden PI mit der Kern-DNA. Das 

Fluoreszenzsignal kann dann mit dem FACS bei 488nm Wellenlänge detektiert werden. 

Doppelsträngige RNA, an die PI ebenfalls bindet, wird durch die Hinzugabe von RNAse 

beseitigt. G2-Phase Zellen weisen einen doppelten Chromosomensatz auf. Bei der Messung 

ergibt sich daraus ein Signal von annähernd doppelter Intensität im Vergleich zu G1-Phase 

Zellen. Entsprechend des Replikationsfortschrittes liegt das Fluoreszenzsignal von Zellen in 

der S-Phase zwischen dem Niveau von G1 und G2 Phase. Durch ein einheitliches Gating im 

Dotplot wurden die Zellpopulationen voneinander abgegrenzt. Trotz fließender Übergänge 

zwischen den einzelnen Phasen ist dadurch eine Abgrenzung zwischen den einzelnen 

Zellzyklusphasen möglich. Die Differenzierung zwischen den Zellzyklusphasen gelang durch 

einheitliches Gating sowie Darstellung im Histogramm (siehe Abbildung 3).  

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen nach Zentrifugation (5min, 0,4 rcf) und 

Verwerfen des Überstandes in 1ml PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Danach wurden 

die Zellen in 1ml 70% Methanol resuspendiert und für 30 Minuten auf Eis permeabilisiert. Es 

folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS. Nach Zentrifugation und Verwerfen des 

Überstandes wurden 50µl des Zellpellets in FACS-Röhrchen überführt und für 30min mit 50µl 

Färbelösung, bestehend aus 450µl PBS, 50µl Propidiumiodid (1 mg/ml) und 0,167µl RNase A, 

für 30min inkubiert. Die Messung erfolgte nach Zugabe von 400µl PBS. 
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Abbildung 3: Beispielhafte Darstellung der Verteilung der Zellzyklusphasen 

Im Histogramm ist der Anteil an mit der DNA interkalierendem, fluoreszierendem Propidiumiodid im Verhältnis 

zur Zellzahl exemplarisch dargestellt. Ruhende und postmitotische Zellen mit einfachem Chromosomensatz 

(G0/G1) sind im ersten Peak dargestellt. Zellen mit verdoppelten Chromosomensatz aus der Synthesephase (S-

Phase) und sowie prämitotische Zellen (G2-Zellen) im sich anschließenden Plateau. Dargestellt ist die Summe der 

durchflusszytometrisch ermittelten Messungen des Propidiumiodidgehalts einzelner Zellen. 

 

3.2.5 Methocult-Assay  

Mithilfe des hämatopoetischen Kolonie-Assays („Methocult“) konnte das Verhalten 

hämatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen (SPC) bei Behandlung mit TKI in einem 

präklinischen Modell dargestellt werden. Der Methocult-Assay wird routinemäßig in der 

Stammzellapherese eingesetzt. 

CD34 ist ein Oberflächenantigen, welches unter anderem von hämatopoetischen 

Vorläuferzellen exprimiert wird und eine Selektion dieser ermöglicht. CD34-positive 

hämatopoetische Stammzellen von Patienten mit neu diagnostizierter CML wurden aus dem 

Knochenmark gewonnen. Als Negativkontrolle dienten CD34-positive SPC von autologen 

Stammzellspendern, die durch G-CSF Stimulation aus dem peripheren Blut mobilisiert wurden. 

CD34-positive CML-Progenitorzellen wurden innerhalb unserer Arbeitsgruppe selektiert und 

für die vorliegende Arbeit zur experimentellen Verwendung zur Verfügung gestellt. Im 

Folgenden ist das Verfahren zur Anreicherung CD34-positiver Zellen mittels Ficoll-Methode 

und magnetischer Zellseparation zusammenfassend erläutert. 

Die Ficoll-Methode beschreibt eine Dichtegradientenzentrifugation zur Separation 

mononukleärer Zellen aus dem peripheren Blut. Nach Überschichtung der Blutprobe mit der 
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Sacharrosepolymer-haltigen Ficoll-Lösung bilden die mononukleären Zellen eine Interphase 

zwischen Ficollplaque und thrombozytenreichem Plasma. Zellen mit einer höheren Dichte als 

Ficoll, so Erythrozyten und Granulozyten, sind hingegen als Sediment am Boden des Röhrchens 

zu finden. Der Ring mit mononukleären Zellen kann darauffolgend abgetragen werden. Die 

Anreicherung mit CD34+ Zellen wurde durch magnetische Zellseparation realisiert. Dazu 

wurden CD34+ Zellen magnetisch markiert und in einer MACS®-Magnetsäule positiv 

selektioniert. Nach Zellzahlbestimmung wurden die selektionierten Zellen in flüssigem 

Stickstoff gelagert und für das hämatopoetische Assay aufgetaut. 

Auf dem semisoliden, viskösen Methylzellulose-Medium können die Zellkolonien der frühen 

Hämatopoese optisch und quantitativ nachgewiesen werden. Das Medium ist Zytokin-

angereichert (20 ng/ml rh-G- CSF separat zugesetzt, enthaltene Zytokine: 50 ng/ml rhSCF, 10 

ng/ml rhGM-CSF, 10 ng/ml rh-IL- 3; 3 IU/ml EPO). Für das Assay wurden 2000 Zellen pro 

ø35mm Petrischale eingesetzt. Nach dem Auftauen wurden die Zellen in 50ml IMDM Medium 

aufgenommen und mit 5000 U DNAse versetzt. Nach einer 30-minütigen Inkubation bei 37°C 

im Brutschrank wurden die Zellen abzentrifugiert, in 1ml IMDM aufgenommen und die 

vorliegende Gesamtzellzahl bestimmt. Der Anteil vitaler Zellen mit erhaltener 

Membranintegrität wurde mit der Trypanblau-Färbung dargestellt und mikroskopisch 

abgeschätzt. Mithilfe eines Überkopfrades wurde die errechnete Menge an Zellsuspension mit 

dem viskösen Methocult-Medium vermischt. Pro ø35mm Petrischale wurden 1ml des 

Zellgemisches mit unterschiedlichen TKI Konzentrationen (NI 2000nM, PA 750nM, PA 

7500nM sowie deren jeweilige Kombination) eingesät. Die Kultivierung erfolgte im 

Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 für 14 Tage. Um Austrocknungseffekten entgegenzuwirken 

wurden 5 eingesäte ø35mm Petrischalen kreisrund um eine offene Ø 35mm Petrischale mit 

sterilem ddH2O in einer ø145mm Petrischale angeordnet. 

Die Auszählung der kompakten Kolonien erfolgte nach 14 Tagen Kultur. In der Auswertung 

wurden Vorläuferkolonien von Granulozyten und Makrophagen (CFU-GM/CFU-M) sowie von 

frühen Erythrozyten (BFU-E/CFU-E) berücksichtigt [100].
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4 Ergebnisse 

4.1 Zytokin-vermittelte Resistenz in BCR-ABL-transformierten Zelllinien 

Bei den aufgeführten Ergebnissen wurden ausgewählte leukämische Zelllinien mit 

Eigenschaften der CML in unterschiedlichen Konzentrationen von NI und PA über 72h 

inkubiert und die metabolische Aktivität der leukämischen Zellen mit dem MTS-Assay 

bestimmt. 

4.1.1 Antiproliferative Aktivität von Pacritinib in BCR-ABL-transformierten Ba/F3- 

und M07e-Zelllinien 

4.1.1.1 Dosisfindung Pacritinib 

In Versuchen zur Dosisfindung wurde zunächst die alleinige Wirkung von PA auf das 

Wachstumsverhalten der eingesetzten Zelllinien analysiert. In Abbildung 4 ist der Vergleich 

zwischen maternalen und BCR-ABL-transfizierten Zellen dargestellt. Die GM-CSF-abhängige 

Zelllinie M07e wird durch Inkubation mit dem JAK2-Inhibitor PA stärker wachstumsinhibiert 

als die zugehörige BCR-ABL-transfizierte M07p210. Um eine Proliferationshemmung von 

50% zu erreichen wurden Konzentrationen von 250nM (M07e) und 500nM (M07p210) 

benötigt. Die murinen Ba/F3 verhalten sich gegensätzlich. Die maternalen IL3-abhängigen 

Ba/F3 sind mit einem IC₅₀ von 750nM weniger empfindlich als die BCR-ABL-positiven 

Ba/F3p210 (IC₅₀ = 500nM).  

Abbildung 5 zeigt diese verstärkte Wachstumshemmung durch Expression von BCR-ABL in 

den murinen Ba/F3.  
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Abbildung 4: Antiproliferative Wirkung von PA an humanen und murinen Zelllinien mit und ohne 

tranfiziertem BCR-ABL 

Dargestellt ist die Viabilität (MTS-Assay) bezogen auf die DMSO-Kontrolle nach Inkubation mit JAK2-Inhibitor 

PA über 72h. Angegeben sind die Mittelwerte plus Standardabweichung.  

Die BCR-ABL-negativen Mutterzelllinien (M07e (A); Ba/F3 (B)) sind den dazugehörigen BCR-ABL-positiven 

Zelllinien (M07p210 (C); Ba/F3p210 (D)) gegenübergestellt. Die Transfektion mit BCR-ABL resultiert für M07e 

in einer Minderung der Wachstumsinhibition durch PA (IC₅₀ 250nM (A) vs. IC₅₀ 500nM (C)), für Ba/F3 bedingt 

der BCR-ABL+ Status eine Verstärkung der wachstumshemmenden Wirkung von PA (IC₅₀ 750nM (B) vs. IC₅₀ 
500nM (D)). 

 

 

 

Abbildung 5: Linksverschiebung der Wachstumskurve durch Expression von BCR-ABL in Ba/F3p210 

Zellen 

Dargestellt ist die Viabilität nach 72h Inkubation mit PA. Die antiproliferative Wirkung von PA wird in Ba/F3 

Zellen durch BCR-ABL verstärkt.  (IC₅₀ 750nM →500nM) 
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4.1.1.2 Antiproliferative Wirkung von Pacritinib unter Zytokineinfluss 

Zytokin-vermittelte Signalwege spielen eine Rolle in der Resistenzbildung der CML. Dies wird 

in den in Kapitel 4.2 aufgeführten Versuchen in vitro modellhaft dargestellt. Vorbereitend 

wurde in einem ersten Schritt die Wirkung der einzelnen TKI mit und ohne Zytokineinfluss 

untersucht. Die Inkubationszeit betrug auch für diese Versuchsreihe 72h. Die Auswertung 

erfolgte mithilfe des MTS-Assays. 

In Abbildung 6 ist die Wirkung von Wachstumsfaktoren auf den antiproliferativen Effekt von 

PA dargestellt. Unter Zytokinstimulation, das heißt GM-CSF (A) bzw. IL3 (B), ist für beide 

BCR-ABL-positiven Zelllinien eine nur marginale Abschwächung der Wachstumshemmung 

zu verzeichnen. Mit einer Verschiebung des IC₅₀ von 500nM auf 800nM wird dies besonders 

an Ba/F3p210 deutlich. Im Vergleich zeigt sich an der humanen Zelllinie M07p210 die 

antiproliferative Wirkung von PA nur gering von GM-CSF beeinflusst. Der IC₅₀ steigt nur 

geringfügig um 150nM von 500nM auf 650nM. In beiden Zelllinien bleibt damit trotz 

Zytokineinfluss die antiproliferative Wirkung von PA erhalten.    

 

 

Abbildung 6: Antiproliferative Wirkung von PA in humanen und murinen BCR-ABL-positiven Zelllinien 

mit und ohne Zytokinstimulation  

Dargestellt ist die auf die DMSO-Kontrolle bezogene Viabilität nach Inkubation mit dem JAK2-Inhibitor PA über 

72h, Viabilitätsmessung mit MTS-Assay. Angegeben sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. 
Gegenüberstellung der BCR-ABL-positiven Zelllinien M07p210 (A) und Ba/F3p210 (B), Vergleich des 

Wachstumsverhaltens mit und ohne Zytokinstimulation. Die antiproliferative Wirkung von PA wird unter 

Zytokinstimulation mit GM-CSF (A) bzw. IL3 (B) nur geringfügig abgeschwächt.  
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4.1.2 Antiproliferative Aktivität von Nilotinib in BCR-ABL-transformierten Ba/F3-

und M07e-Zelllinien 

4.1.2.1 Antiproliferative Aktivität von Nilotinib unter Zytokineinfluss 

In gleicher Weise wurde die antiproliferative Wirkung von NI an BCR-ABL-positiven 

Zelllinien mit und ohne Zytokinstimulation (GM-CSF bzw. IL3) untersucht (Abbildung 7). 

Ohne Zytokine zeigt sich eine deutliche Viabilitätsminderung der BCR-ABL-positiven 

Zelllinien durch NI bedingte BCR-ABL-Inhibition (gestrichelte Linie). Der IC₅₀ liegt für beide 

Zelllinien in einem vergleichbaren Bereich, für M07p210 (A) beträgt er 5nM, für Ba/F3p210 

(B) 4nM. Unter Stimulation mit dem entsprechenden Wachstumsfaktor (GM-CSF (A) bzw. IL3 

(B)) sind die Zellen gegenüber der proliferationshemmenden Wirkung des TKI resistenter, was 

in einer deutlichen Abflachung der Graphen (durchgezogene Linie) resultiert. Für beide 

Zelllinien wird im untersuchten Konzentrationsbereich von NI der IC₅₀ nicht erreicht und liegt 

demzufolge für M07p210 (A) über 40nM NI und für Ba/F3p210 (B) über 64nM NI. Damit liegt 

unter Zytokineinfluss eine Abschwächung bis Aufhebung der wachstumshemmenden Wirkung 

von NI vor.  Die hier vorgestellte Versuchsanordnung eignet sich demnach als Modell für die 

Zytokin-vermittelte Resistenz BCR-ABL-positiver Zelllinien. 

 

 
 
Abbildung 7: Antiproliferative Wirkung von NI mit und ohne Wachstumsfaktoren an humanen und 

murinen BCR-ABL-transfizierten Zelllinien 

Dargestellt ist die auf die DMSO-Kontrolle bezogene Viabilität im MTS-Assay nach Inkubation mit BCR-ABL-

Inhibitor NI über 72h. Angegeben sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. 
Gegenüberstellung der BCR-ABL-positiven Zelllinien M07p210 (A) und Ba/F3p210 (B), Vergleich des 

Wachstumsverhaltens mit und ohne Zytokinstimulation. Abschwächung der Wirkung von NI durch die 

Wachstumsfaktoren GM-CSF (A) bzw. IL3 (B).  
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4.2 Antiproliferative Wirkung der Kombination von Nilotinib und 

Pacritinib im Zelllinien-Proliferationsassay 

4.2.1 Überwindung der Zytokin-vermittelten Resistenz durch selektiven Synergismus 

von Pacritinib und Nilotinib 

Im Vorangegangenen wurde gezeigt, dass die antiproliferative Wirkung des 

Tyrosinkinaseinhibitors NI in den BCR-ABL-positiven Zelllinien M07p210 und Ba/F3p210 

durch Zytokinstimulation (IL3 bzw. GM-CSF) aufgehoben werden kann. Dies imitiert 

modellhaft eine Zytokin-vermittelte Resistenz. 

Im vorhergehenden Kapitel wurden die Einzelwirkungen von NI und PA an BCR-ABL-

positiven Zelllinien sowie die Veränderlichkeit des antiproliferativen Effekts durch 

Zytokinstimulation untersucht. Ziel der folgenden Versuche war es zu untersuchen, ob sich die 

Zytokin-vermittelte Resistenz durch Kombination von NI und PA überwinden lässt. 

4.2.1.1 Proliferationsassay in M07p210 

In der humanen BCR-ABL-transfizierten Zelllinie M07p210 wirkt NI ohne Zytokinstimulation 

stark antiproliferativ (IC₅₀ = 5nM). Unter Zytokinstimulation mit GM-CSF (B) wird dieser 

wachstumshemmende Effekt abgeschwächt (NI+GM-CSF IC₅₀ > 40nM). Die Kombination von 

NI mit PA reduziert dosisabhängig die abschwächende Wirkung von GM-CSF und resultiert in 

einer verstärkten Wachstumsinhibition im Diagramm (B), erkennbar im Sinne einer 

Parallelverschiebung der Graphen. Unter den niedrigen NI-Dosierungen zeigt die 

Viabilitätsminderung eine nahezu lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung unter allen Konditionen 

(mit und ohne GM-CSF, mit und ohne PA). Zwischen 10nM und 40nM NI unduliert die 

Viabilitätskurve um den gleichen Wert an verbliebenen, metabolisch aktiven Zellen. Ab diesem 

Punkt wird keine weitere Wachstumshemmung erreicht.  
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Abbildung 8: Überwindung der Zytokin-vermittelten Resistenz durch Kombination von PA und NI in 

BCR-ABL-positiven M07p210 

Dargestellt ist die Viabilität von BCR-ABL-positiven M07p210 im MTS Assay bezogen auf die DMSO-Kontrolle 

nach Inkubation über 72h. Angegeben sind die Mittelwerte plus Standardabweichung (A). Ohne 

Zytokinstimulation hat NI einen dosisabhängigen antiproliferativen Effekt, die Kombination mit PA zeigt einen 

additiven bis synergistischen antiproliferativen Effekt (B). Unter Zytokinstimulation ist die antiproliferative 

Wirkung von NI stark reduziert, der antiproliferative Effekt von PA wird durch Zytokinstimulation nicht 

beeinflusst.  

 

Durch die Synergieanalyse nach der Methode von Chou & Talalay lässt sich darstellen, ob sich 

unter Kombination von Medikamenten die Wirkstärke synergistisch, additiv oder 

antagonistisch verhält [97, 98]. Synergie wird unter definierten Konzentrationen als ein 

Kombinationsindex (CI) < 1, ein additiver Effekt durch einen CI um 1 und Antagonismus als 

ein CI > 1 ausgedrückt. In Abbildung 9 ist die Synergieanalyse der erprobten Kombination von 

NI und PA an M07p210 dargestellt. Ohne GM-CSF liegt Synergie vor allem in den unteren 

eingesetzten NI-Konzentrationen vor. In höheren NI-Konzentrationen zeigt die Kombination 

von NI und PA schwach synergistische bis antagonistische Effekte. Unter Zytokinstimulation 

mit GM-CSF konnten für alle untersuchten Wirkstoffkombinationen CI-Werte unter 1, das 

heißt durchgehend synergistische Effekte zwischen NI und PA, nachgewiesen werden. Am 

stärksten präsentierte sich der Synergismus in den unteren PA-Konzentrationen. Von 

besonderem Interesse ist der Effekt im Bereich der niedrigen Dosierungen. Synergie in diesem 

Bereich belegt eine Effektivitätssteigerung unter der Kombinationstherapie außerhalb der 

toxischen Wirkung. 
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Abbildung 9: Synergistische Effekte von NI und PA in M07p210 mit und ohne GM-CSF 

Synergieanalyse nach der Methode von Chou & Talalay. Ohne GM-CSF liegt ein synergistisches 

Zusammenwirken von PA und den unteren eingesetzten NI-Konzentrationen vor. Mit GM-CSF konnte für alle 

Kombinationen der eingesetzten PA- und NI-Konzentrationen ein durchgehend synergistischer Effekt ermittelt 

werden, stärkere Synergie (CI<0,5) liegt dabei in den niedrigeren Wirkstoffkonzentrationen von PA vor.  

 

4.2.1.2 Proliferationsassay in Ba/F3p210  

Auch die murine Zellline Ba/F3p210 (Abbildung 10) wird durch Inkubation mit NI stark 

wachstumsgehemmt (IC₅₀ =2nM (A)). Durch Kombination mit PA kommt es wie bei M07p210 

zu einer Verstärkung der Wachstumsinhibition. Unter Zytokinstimulation mit IL3 als 

modellhafte Darstellung einer primären Resistenzentwicklung (B) zeigt NI keinen 

antiproliferativen Effekt (IC₅₀ NI+IL3 >64nM). In Kombination mit dem JAK2-Inhibitor PA 

ist eine deutliche Wachstumshemmung trotz IL3-Stimulus erkennbar. Hervorzuheben ist unter 

Zytokineinfluss die Verstärkung der antiproliferativen Wirkung unter NI + 500nM PA und NI 

+ 1000nM PA.  
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Abbildung 10: Überwindung der Zytokin-vermittelten Resistenz durch Kombination von PA und NI in 

BCR-ABL-positiven Ba/F3p210 

Dargestellt ist die Viabilität von BCR-ABL-positiven Ba/F3p210 im MTS-Assay nach Inkubation mit PA und NI 

über 72h. Angegeben sind die Mittelwerte plus Standardabweichung (A). Ohne Zytokinstimulation mit IL3 hat NI 

einen dosisabhängigen antiproliferativen Effekt, die Kombination mit PA zeigt im niedrigen 

Konzentrationsbereich einen additiven bis synergistischen antiproliferativen Effekt.  In höheren Konzentrationen 

liegt nur eine geringe Restviabilität vor (B). Durch IL3 wird die antiproliferative Wirkung von NI ausgeprägt 

reduziert. Erst ab 500nM PA kann dieser Wirkungsverlust antagonisiert werden. 

  

In der Synergieanalyse nach Chou & Talalay (Abbildung 11) konnten, vergleichbar zu 

M07p210, unter IL3-Stimulation durchgehend synergistische Effekte nachgewiesen werden. 

Da eine effiziente Antagonisierung des Zytokin-bedingten Wirkungsverlusts von NI erst ab 

500nM PA erreicht wird, ist das Maximum der Synergie in den höheren eingesetzten 

Dosierungen zu finden. Ohne IL3-Einfluss wurde ein synergistisches Zusammenwirken im 

unteren Bereich der eingesetzten Konzentrationen von NI und PA ermittelt. Hervorzuheben 

sind die Kombinationen 125nM PA mit 8nM bzw. 16nM NI. In höheren 

Konzentrationsbereichen ist die Synergieanalyse aufgrund der geringen Restviabilität nur 

bedingt aussagekräftig. 
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Abbildung 11: Synergistische Effekte von NI und PA in Ba/F3p210 mit und ohne IL3 

Synergieanalyse nach der Methode von Chou & Talalay. Ohne IL3 liegt ein synergistisches Zusammenwirken 

zwischen den unteren eingesetzten PA- und NI-Konzentrationen vor. Im höheren Konzentrationsbereich ist die 

Synergieanalyse durch die sehr geringe Restviabilität nur bedingt aussagekräftig. Durch IL3-Stimulation kann für 

nahezu alle Wirkstoffkombinationen der eingesetzten Konzentrationen Synergismus ermittelt werden. Vor allem 

höhere Konzentrationen von NI und PA wirken stärker synergistisch (CI<0,5) zueinander, da in Korrelation zur 

Viabilitätskurve eine effiziente Antagonisierung des IL3-bedingten Wirkungsverlusts von NI erst ab 500nM PA 

erreicht wird. 

 

4.2.1.3 Überwinden der Zytokin-vermittelten Resistenz durch Kombination mit 

Pacritinib 

Die Kernaussagen für beide Zelllinien M07p210 und Ba/F3p210 aus Abbildung 8 und 

Abbildung 10 sind in der untenstehenden Abbildung 12 zusammengefasst. 

NI allein wirkt auf Ba/F3p210 (A) und M07p210 (B) stark antiproliferativ mit IC₅₀ Werten von 

2nM und 5nM. Durch Stimulation mit dem zugehörigen Zytokin (IL3 (A) /GM-CSF (B)) wird 

die Wachstumshemmung aufgehoben, der IC₅₀ liegt für beide Zelllinien über 64nM. Dieser 

Zytokin-assoziierte Resistenzmechanismus wird durch Kombination von NI mit 500nM PA 

überwunden. 
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Abbildung 12: Überwindung der Zytokin-vermittelten Resistenz durch PA in BCR-ABL-positiven 

Zelllinien 

Dargestellt ist die Viabilität nach 72h Inkubation mit NI +/- PA unter An- und Abwesenheit von Zytokinen. Sowohl 

für Ba/F3p210 +/- IL3 (A) als auch M07p210 +/- GM-CSF (B) kann die durch Zytokine hervorgerufene Resistenz 

gegenüber NI durch PA 500nM überwunden werden (gepunktete Linie). 

 

4.3 Einfluss von Pacritinib und Nilotinib auf Zellzyklus und Apoptose in 

Zellkultur 

Mit der Viabilität wird im MTS-Assay die Gesamtheit der metabolisch aktiven Zellen erfasst, 

um daraus Rückschlüsse auf das Proliferationsverhalten ziehen zu können. Nicht differenziert 

wurden in den vorangegangenen Untersuchungen die metabolisch inaktiven Zellen. Dies ist 

von Interesse, da die möglichen Ursachen für metabolische Inaktivität unterschiedlich bedingt 

sind. Ein Zellzyklusarrest unter Medikamentenwirkung geht mit einer metabolischen Inaktivität 

einher, Zellen können nach Beendigung der Exposition jedoch womöglich wieder 

Ausgangspunkt für klonale Proliferation sein. Die Induktion von Apoptose unter Exposition 

von Medikamenten spricht für einen geordneten Zelluntergang und lässt auf eine effektive 

Medikamentenwirkung zurückschließen. Zur Differenzierung dieser Zustände unter der 

Wirkung von NI und PA und deren Kombination wurden Zellzyklusanalysen und Apoptose-

Assays durchgeführt. Der Annexin-V-/PI-Assay diente demnach der Unterscheidung 

apoptotischer Zellen von (prä-)nekrotischen Zellen. Die Verteilung der Zellzyklusphasen 

wurde durch die durchflusszytometrische Messung des relativen DNA-Gehaltes bestimmt. Alle 

Versuche wurden an M07p210 sowie an Ba/F3, Ba/F3p210 und Ba/F3p210 T315I 

durchgeführt. Die Inkubation erfolgte über 48h mit ausgewählten Konzentrationen von NI und 

PA mit und ohne Stimulation durch das zugehörige Zytokin (GM-CSF/IL3).  
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4.3.1 Messung der Induktion von Apoptose in BCR-ABL-transfizierten Zellen anhand 

des Annexin-V-/PI Apoptose-Assays 

Neben einer umfangreichen Analyse der Zellviabilität und –proliferation mittels des MTS-

Proliferationsassays sollten auch TKI-assoziierte Einflüsse auf die Zellvitalität bestimmt 

werden. Das apoptotische Ansprechen BCR-ABL-haltiger Zelllinien wurde 

durchflusszytometrisch mit dem Annexin-V-/PI Apoptose-Assay untersucht. Als Marker für 

die Apoptose diente das mit dem Fluorochrom APC gekoppelte Annexin V. Über die 

zusätzliche DNA-Färbung mit Propidiumiodid (PI) konnten nekrotische oder falsch-positive 

von eindeutig apoptotischen Zellen unterschieden werden. Als eindeutig apoptotische Zellen 

wurden dabei Annexin-positive und PI-negative Zellen definiert.  

Vergleichbar mit den Versuchen zur Zellproliferation wurden BCR-ABL-transfizierte 

Zelllinien mit PA, NI sowie deren Kombination behandelt. Die Inkubation erfolgte über 48h. 

Anschließend wurde das apoptotische Ansprechen durchflusszytometrisch bestimmt. 

 

4.3.1.1 Apoptose in M07p210-Zellen 

In den Versuchen zur Zellproliferation konnte für M07p210 eine hohe antiproliferative 

Aktivität von PA und NI nachgewiesen werden. Zudem konnte eine durch GM-CSF 

hervorgerufene Zytokin-assoziierte Resistenz überwunden werden. Inwieweit sich dies auf das 

apoptotische Ansprechen auswirkt ist in Abbildung 13 exemplarisch dargestellt.  
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Abbildung 13: Einfluss der Zytokinstimulation mit GM-CSF auf die Induktion von Apoptose durch 

Behandlung mit NI und PA/NI in Kombination in M07p210 

Darstellung des Anteils an apoptotischen Zellen in Form eines 2-dimensionalen Punktdiagramms. 

Gegenübergestellt sind BCR-ABL-positive M07p210 nach Inkubation (48h) mit 4nM NI sowie der Kombination 

aus 500nM PA und 4nM NI mit und ohne GM-CSF. Es zeigt sich eine Zunahme an apoptotischen Zellen unter der 

Kombination von NI+PA, ein wesentlicher Einfluss durch die Zytokinstimulation stellt sich nicht dar.   

Vitale Zellen erscheinen im linken unteren Quadranten (Q4; Annexin-,PI-), apoptotische Zellen im linken oberen 

Quadranten (Q1;Annexin+,PI-). Spätapoptotische Zellen sind in Q2 (Annexin+,PI+) dargestellt, nekrotische 

Zellen (Annexin-,PI-) in Q3. 

 

Korrelierend zu den Ergebnissen im MTS-Proliferationsassay konnte eine Apoptoseinduktion 

am eindrücklichsten unter PA/NI in Kombination ermittelt werden (Abbildung 14).  Im 

Vergleich zur Monotherapie mit NI steigt der Anteil apoptotischer Zellen ohne Einfluss von 

Zytokinen unter kombinierter BCR-ABL/JAK2-Inhibition um 18% von 10% auf 28%.  Auch 

unter GM-CSF Stimulation wird durch NI und PA in Kombination eine Apoptoseinduktion mit 

einem Anteil von 25% erreicht.  

Für die alleinige antiproliferative Wirkung von 500nM PA bzw.  4nM NI konnte hingegen im 

Vergleich zur Nullkontrolle kein wesentlicher Anstieg des prozentualen apoptotischen Anteils 

erhoben werden. Die Effekte auf die Apoptose werden in der Zelllinie M07p210 durch GM-

CSF-Stimulation nicht wesentlich beeinflusst. 
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Abbildung 14: Vergleich des apoptotischen Ansprechens von M07p210 auf Behandlung mit PA, NI und 

deren Kombination unter Zytokinstimulation mit GM-CSF 

Gegenübergestellt ist der Anteil an apoptotischen Zellen nach Inkubation (48h) mit und ohne Zytokinstimulation 

mit GM-CSF unter PA, NI und deren Kombination. Durch Kombination von NI und PA wird im Vergleich zur 

Monotherapie mit NI eine Steigerung des apoptotischen Ansprechens um 18% auf 28% erreicht (ohne GM-CSF). 

Auch unter Stimulation mit GM-CSF zeigt sich durch NI und PA in Kombination eine Apoptoseinduktion mit 

einem Anteil von 25%. Dargestellt ist ein Versuchsansatz mit Triplikatmessung. 

 

4.3.1.2 Apoptose in Ba/F3p210-Zellen 

Äquivalent zu den Versuchen mit M07p210 wurde der Annexin-V-Apoptose-Assay an der 

murinen Ba/F3p210 durchgeführt. Für Ba/F3p210 erfolgte die Zytokinstimulation mit IL3. Zur 

Heraushebung des antiproliferativen Effekts wurde im Vergleich zu M07p210 eine erhöhte NI-

Konzentration von 16nM eingesetzt.  

Abbildung 15 zeigt exemplarisch die Auswertung im 2-dimensionalen Punktdiagramm. Der in 

Kombination von 500nM PA und 16nM NI ausgeprägte Anteil apoptotischer (Q1) und 

insbesondere spätapoptotischer Zellen (Q2) wird unter IL3 nahezu aufgehoben. Es liegen 

demnach unter Zytokinstimulation mehrheitlich vitale Zellen (Q4) vor. Die Gegenüberstellung 

des Anteils apoptotischer Zellen mit und ohne Zytokinstimulation ist im Säulendiagramm in 

Abbildung 16 aufgeführt. 
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Abbildung 15: Einfluss der Zytokinstimulation mit IL3 auf die Induktion von Apoptose durch 

Behandlung mit NI und PA/NI in Kombination in Ba/F3p210 

Darstellung des Anteils an apoptotischen Zellen in Form eines 2-dimensionalen Punktdiagramms. 

Gegenübergestellt sind BCR-ABL-positive Ba/F3p210 nach Inkubation (48h) mit 16nM NI sowie der 

Kombination aus 500nM PA und 16nM NI mit und ohne IL3. Es zeigt sich eine Zunahme an apoptotischen Zellen 

unter der Kombination von NI+PA. Durch Zytokinstimulation wird diese Apoptoseinduktion aufgehoben.  

Vitale Zellen erscheinen im linken unteren Quadranten (Q4; Annexin-,PI-), apoptotische Zellen im linken oberen 

Quadranten (Q1;Annexin+,PI-). Spätapoptotische Zellen sind in Q2 (Annexin+,PI+) dargestellt, nekrotische 

Zellen (Annexin-,PI-) in Q3. 

 

Für die Wirkungen von 500nM PA und 16nM NI in Ba/F3p210 liegen ohne IL3-Stimulation 

5% respektive 7% apoptotische Zellen vor. Dieser Anteil wird durch Zytokinstimulation nur 

geringfügig beeinflusst und entspricht annähernd dem Anteil apoptotischer Zellen in der 

Nullkontrolle (Abbildung 16).   

In Ba/F3p210 ist eine Apoptoseinduktion am deutlichsten für die Kombination aus 500nM PA 

und 16nM NI darstellbar.  Ohne IL3-Stimulation liegt die Apoptoserate bei 55%. Die 

Zytokinstimulation mit IL3 bewirkt hingegen eine Verringerung des Anteils apoptotischer 

Zellen um 50% auf 5%, was dem Niveau der Nullkontrolle entspricht. Damit ist nach 48h 

Inkubation keine Apoptoseinduktion unter einem IL3-bedingten Wachstumsstimulus möglich. 
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Abbildung 16: Vergleich des apoptotischen Ansprechens von Ba/F3p210 auf Behandlung mit PA, NI und 

deren Kombination unter Zytokinstimulation mit IL3 

Gegenübergestellt ist der Anteil an apoptotischen Zellen nach Inkubation (48h) mit und ohne Zytokinstimulation 

mit IL3 unter PA, NI und deren Kombination. Durch Kombination von NI und PA wird im Vergleich zur 

Monotherapie mit NI eine Steigerung des apoptotischen Ansprechens um 50% erreicht (ohne IL3). Der Anteil 

apoptotischer Zellen unter Zytokinstimulation entspricht für alle eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen dem der 

Nullkontrolle. Dargestellt ist ein Versuchsansatz mit Triplikatmessung. 

 

4.3.2 Einfluss auf den Zellzyklus 

Die antiproliferative Wirkung von NI, PA und deren Kombination konnte in den 

Proliferationsassays der vorangegangenen Versuchsreihen belegt werden. Grund für eine 

metabolische Inaktivität kann nicht nur durch einen durch Medikamentenexposition induzierten 

Übergang in den Zelltod, sondern auch durch einen Zellzyklusarrest bedingt sein. Welchen 

Einfluss NI, PA und deren Kombination auf die Zellzyklusphasen nimmt, wurde in den 

folgenden Versuchen untersucht. Zugleich wurde eine mögliche Veränderlichkeit durch 

Zytokinstimulation mit GM-CSF bzw. IL3 miteinbezogen.  

Die jeweiligen untersuchten BCR-ABL-transfizierten Zelllinien M07p210, Ba/F3p210 sowie 

Ba/F3p210 T315I wurden 48h mit verschiedenen Konzentrationen PA und NI inkubiert.  

4.3.2.1 Zellzyklusanalyse von M07p210 

Die Überwindung Zytokin-vermittelter Resistenz konnte an der murinen Zelllinie M07p210 in 

Viabilitätsstudien nachgewiesen werden. In Abbildung 17 ist die Auswirkung von PA und NI 

und deren Kombination auf den Anteil der Zellen im G0/G1 – Zyklus dargestellt. Ohne 

Zytokinstimulation mit GM-CSF liegen in der Nullkontrolle 57% Zellen in G0/G1 - Phase vor. 

Unter 500nM PA steigt dieser Anteil auf 69%, unter 4nM NI auf 72%. 

Äquivalent zu den Ergebnissen des MTS-Proliferationsassays und dem Apoptose-Assay ist der 

deutlichste Unterschied für die Kombination von PA/NI darstellbar. Ohne Zytokinstimulation 
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mit GM-CSF liegt hier der Anteil von Zellen in G0/G1-Phase bei 75%. Entsprechend dem 

proliferationsfördernden Effekt der Zytokine in den Viabilitätsmessungen zeigt sich unter 

Zytokinstimulation mit GM-CSF ein geringerer Anteil an Zyklusarrest. Für alle eingesetzten 

Konzentrationen bleibt ein im Vergleich zur Nullkontrolle konstanter Anteil von Zellen in 

G0/G1-Phase von 60±3% erhalten.  

 

 

 
Abbildung 17: Einfluss von PA, NI und deren Kombination auf den Anteil an Zellen in G0/G1-Phase in 

M07p210 mit und ohne Zytokinstimulation durch GM-CSF 

Dargestellt ist der Anteil an Zellen in G0- und G1-Phase unter Einfluss von PA und NI sowie deren Kombination 

in M07p210 nach Inkubation über 48h. Durch PA, NI und NI/PA in Kombination kommt es zu einer Steigerung 

des Anteils an Zellen in G0/G1. Eine Zytokinstimulation mit GM-CSF wirkt der Zunahme von Zellen in G0/G1-

Phase unter Einfluss von PA und/oder NI entgegen und entspricht weitestgehend der Nullkontrolle. 

 

4.3.2.2 Zellzyklusanalyse von Ba/F3p210  

Auch in der Zellzyklusanalyse wurde für die murine Ba/F3p210 eine im Vergleich zur 

Versuchsreihe mit M07p210 höhere Konzentration von NI von 16nM eingesetzt. Dennoch ist 

die singuläre Auswirkung von 500nM PA und 16nM NI auf den Anteil an Zellen in G0/G1-

Phase ohne Zytokinstimulation mit IL3 im Vergleich zur Nullkontrolle gering (siehe Abbildung 

18). Für 500nM PA liegen 2,5% mehr, für 16nM NI 5% mehr Zellen in G0/G1-Phase vor als 

in der Nullkontrolle (65% Zellen in G0/G1-Phase). Erst für die Kombination PA/NI kann eine 

deutliche Zunahme von im Zellzyklus arretierten Zellen festgestellt werden. 82% der Zellen 

liegen hier in G0/G1-Phase vor.  
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Abbildung 18: Einfluss von PA, NI und deren Kombination auf den Anteil an Zellen in G0/G1-Phase in 

Ba/F3p210 mit und ohne Zytokinstimulation mit IL3 

Dargestellt ist der Anteil an Zellen in G0/G1-Phase unter Einfluss von PA und NI sowie deren Kombination in 

Ba/F3p210 nach Inkubation über 48h. Der deutlichste Anstieg an Zellen in G0/G1-Phase zeigt sich unter NI/PA 

in Kombination. Für alle anderen eingesetzten Konzentrationen konnte keine Steigerung des G0/G1-Anteils 

nachgewiesen werden.  Auch unter Zytokinstimulation mit IL3 zeigt sich keine Veränderlichkeit des G0/G1-

Anteils im Vergleich zur Nullkontrolle. 

 

Die Zytokinstimulation mit IL3 wirkt auch für Ba/F3p210 einer durch Behandlung mit PA und 

NI versuchten Steigerung des G0/G1-Anteils entgegen. Für alle eingesetzten Konzentrationen 

ist der G0/G1-Anteil weitestgehend vergleichbar mit der Nullkontrolle, in welcher 31% Zellen 

in G0/G1-Phase vorliegen. 

4.4 Einfluss von Nilotinib und Pacritinib auf Markerproteine der BCR-

ABL/JAK/STAT-Signaltransduktion 

Zur Darstellung des Einflusses von PA und NI auf pathogenetisch relevante intrazelluläre 

Signalkaskaden wurden Signalstudien mithilfe des Western Blots durchgeführt. Hier wurde 

insbesondere die Phosphorylierung der bedeutenden Signalproteine STAT5 und BCR-ABL 

analysiert.  Für eine genauere Untersuchung des Kurzzeit- sowie Langzeiteinflusses wurden die 

Ergebnisse einer Kurzzeitstimulation über 4h sowie einer Langzeitinkubation über 48h 

gegenübergestellt. Ziel war die differenzierte Betrachtung der Auswirkung eines 

Kurzzeitimpulses auf die Aktivierung intrazellulärer Signalkaskaden gegenüber zellulären 

Adaptationsvorgängen im Rahmen eines Langzeitkontakts von TKI mit BCR-ABL-

transfizierten Zellen.  Zur modellhaften Darstellung der Zytokin-vermittelten Resistenz wurden 

die Versuche mit und ohne Hinzugabe von Wachstumsfaktor angesetzt und eine mögliche 

Überwindung dieser durch Kombination von NI und PA untersucht. Alle Versuche wurden an 

BCR-ABL-transfizierten M07p210 durchgeführt. Dementsprechend wurde für die 

Zytokinstimulation GM-CSF eingesetzt. 
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Für NI wurde auf Grundlage analoger Experimente unserer Arbeitsgruppe eine Konzentration 

von 100nM in der Kurzzeitstimulation sowie 20nM in der Langzeitinkubation verwendet. In 

der Auswahl der geeigneten Konzentration für PA orientierten wir uns an dem im MTS-Assay 

bestimmten IC₅₀-Wert von 500nM. Zudem korreliert diese Konzentration laut Studienlage mit 

einem im klinischen Alltag äquivalenten Plasmalevel bei hämatologisch erkrankten Patienten 

[101]. In der 48h-Inkubation nutzten wir zur graduierten Betrachtung des Langzeiteinflusses 

und zur Vermeidung zytotoxischer Effekte neben dem IC₅₀ von 500nM eine geringere 

Pacritinibkonzentration von 125nM. Für die 4h-Inkubation wählten wir zur Hervorhebung des 

Kurzzeiteffektes von PA die, gemessen am IC₅₀, doppelte Konzentration von 1000nM. 

Dargestellt zur deskriptiven Auswertung ist jeweils eine repräsentative Abbildung des Blots aus 

zwei reproduzierbaren Versuchsreihen. 

4.4.1 Analyse des BCR-ABL-Signaling 

Um Festzustellen, inwieweit Zytokine Einfluss auf den BCR-ABL-Phosphorylierungsgrad 

nehmen können, wurden auch hier die Ergebnisse mit und ohne Zytokinstimulation 

gegenübergestellt. Ebenso wurde äquivalent zur Analyse des JAK/STAT-Signalweges eine 

vergleichende Analyse von Kurzzeit- und Langzeitinkubation durchgeführt. 

BCR-ABL sowie die ABL-Kinase sind für beide Versuchsreihen jeweils im phosphorylierten 

und dephosphorylierten Zustand aufgeführt. Das Adapterprotein CrkL gilt als 

Surrogatparameter für eine BCR-ABL-Aktivität, da es direkt durch aktives BCR-ABL 

phosphoryliert und aktiviert wird. Dephosphoryliertes und phosphoryliertes CrkL sind in der 

Western-Blot-Analyse als direkt untereinanderliegende Banden zu identifizieren. Ein 

Überwiegen der oberen phospho-CrkL-Bande demonstriert demzufolge eine hohe BCR-ABL-

Aktivität.  Ein verstärktes Signal der unteren CrkL-Bande steht folglich für eine verminderte 

BCR-ABL-Aktivität. 

Abbildung 19 zeigt den Western Blot der M07p210-Zelllysate nach 4-stündiger Kontaktzeit mit 

TKI und GM-CSF.  
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Abbildung 19: Einfluss von PA und NI nach 4h-Inkubation auf die Phosphorylierung von BCR-ABL, 

ABL und CrkL mit und ohne Zytokinstimulation  

Dargestellt ist die Western-Blot-Analyse der Phosphorylierung von BCR-ABL (210 kDa), ABL (145 kDa) und 

CrkL (36 kDa) in BCR-ABL-transfizierten M07p210 nach 4h Inkubation mit 1000nM PA, 100nM NI und deren 

Kombination. Die basale Phosphorylierung von BCR-ABL sowie der ABL-Kinase wird nur unwesentlich durch 

die Zytokinstimulation mit GM-CSF beeinflusst. PA allein bewirkt keine Dephosphorylierung des konstitutiv 

aktiven phospho-BCR-ABL und phospho-ABL. NI sowie NI/PA unterdrückt die konstituive Phosphorylierung 

von BCR-ABL und ABL fast vollständig. Das Adapterprotein CrkL wird durch aktives phospho-BCR-ABL 

seinerseits phosphoryliert. Durch NI und die Kombination von NI und PA wird CrkL daher sowohl mit als auch 

ohne Zytokinstimulation dephosphoryliert. ß-Aktin stellt die Protein-Ladekontrolle des aufgeführten Blots dar. 

Dargestellt ist eine repräsentative Abbildung aus zwei reproduzierbaren Versuchsreihen.  

 

Die ausgeprägte basale Phosphorylierung von BCR-ABL, ABL und CrkL bleibt weitestgehend 

von einer Stimulation durch GM-CSF unbeeinflusst. Dies unterstreicht die Wachstumsfaktor-

unabhängige und daher konstitutive BCR-ABL-Aktivität in CML-Zellen. PA allein bewirkt 

keine Veränderung im Phosphorylierungsmuster. Daraus erschließt sich, dass PA in der 

eingesetzten Konzentration trotz breitem Kinaseprofil keinen inhibitorischen Effekt auf die 

BCR-ABL-Aktivität besitzt. 

Dahingegen vermittelt NI eine Inhibiton der Tyrosinkinaseaktivität von BCR-ABL. Diese wird 

durch Kombination von NI und PA, das heißt von kombinierter BCR-ABL- und JAK2-

Inhibition nicht zusätzlich verstärkt. Eine reduzierte Phosphorylierung von CrkL unter NI-

Einfluss bestätigt die verminderte BCR-ABL-Aktivität. ß-Aktin dient als Ladekontrolle und 

zeigt keine Veränderung unter TKI-Einfluss. 

Auffallend ist eine ausgeprägte Dichtezunahme der nicht-phosphorylierten Banden von BCR-

ABL und ABL unter NI, was bei ausgeglichener Ladungskontrolle einer Zunahme des Proteins 

entspricht. 
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In Abbildung 20 ist der Western Blot der M07p210 –Zelllysate nach Inkubation mit TKI und 

GM-CSF über 48h dargestellt. Wie auch im Kurzzeitversuch ergibt sich unter 

Zytokinstimulation keine Veränderung des Phosphorylierungssignals.   

Äquivalent zum 4h-Versuch wird auch hier durch PA in den Konzentrationen 125nM und 

500nM keine Verminderung der Phosphorylierung von BCR-ABL, ABL und CrkL erreicht. 

Erst unter Einfluss von NI kommt es über die Inhibition der Tyrosinkinaseaktivität von BCR-

ABL zu einer Reduktion der Phosphorylierung der entsprechenden Zielproteine. NI allein 

sowie NI und 125nM PA in Kombination supprimieren hierbei das Phosphorylierungssignal 

von BCR-ABL und ABL um einen vergleichbaren Grad. Bei Kombination von NI und 500nM 

PA kann ohne Zytokinstimulation eine zusätzliche Verminderung der Phosphorylierung 

vermutet werden. Dies spräche für einen hinzukommenden inhibitorischen Effekt von PA auf 

die BCR-ABL-Aktivität. In der pABL-Bande ist diese zusätzliche Inhibition jedoch nicht zu 

verzeichnen. Unter NI wird CrkL in geringerem Maße dephosphoryliert als im 4h-Versuch.  

Auch unter 20nM NI überwiegt der in der oberen Bande dargestellte phospo-CrkL-Anteil.  

 

 
Abbildung 20: Einfluss von PA und NI nach 48h-Inkubation auf die Phosphorylierung von BCR-ABL, ABL 

und CrkL mit und ohne Zytokinstimulation 

Dargestellt ist die Western-Blot-Analyse der Phosphorylierung von BCR-ABL (210 kDa), ABL (145 kDa) und 

CrkL (36 kDa) in M07p210 nach 48h Inkubation mit 125nM PA, 500nM und 20nM NI oder deren Kombination. 

Das Phosphorylierungsmuster zeigt sich durch Zytokinstimulation, dargestellt in der rechten Seite des Blots, nicht 

beeinflusst. PA allein bewirkt keine Dephosphorylierung des konstitutiv aktiven, phosphorylierten BCR-ABL und 

ABL. NI sowie NI/PA in Kombination reduziert die konstitutive Phosphorylierung von BCR-ABL und ABL.  

Das Adapterprotein CrkL wird durch aktives phospho-BCR-ABL seinerseits phosphoryliert. Unter Inhibition der 

Tyrosinkinaseaktivität durch NI zeigt sich daher sowohl mit als auch ohne Zytokinstimulation eine partielle 

Dephosphorylierung von CrkL. PA allein bewirkt keine Dephosphorylierung von pCrkL. ß-Aktin stellt die Protein-

Ladekontrolle des aufgeführten Blots dar. Dargestellt ist eine repräsentative Abbildung aus zwei reproduzierbaren 

Versuchsreihen.  
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Hervorzuheben ist, im Gegensatz zum Kurzzeitversuch, eine Reduktion der Gesamt-ABL-

Bande unter NI.  Dies spricht für Adaptionsvorgänge im Sinne einer reduzierten Translation 

und Transkription unter längerem TKI-Einfluss. In der Kurzzeitinkubation war hier eine 

deutliche Dichtezunahme der dephosphorylierten BCR-ABL und ABL zu verzeichnen. ß-Aktin 

dient auch im 48h-Versuch als Ladekontrolle und zeigt keine Veränderung unter TKI-Einfluss. 

4.4.2 Analyse des JAK/STAT-Signaling  

Hauptinteresse der Versuche lag in der vergleichenden Analyse des Phosphorylierungsgrades 

von STAT5, einem pathogenetisch entscheidenden Transkriptionsfaktors der CML. Nach 

Phosphorylierung und damit Aktivierung ist STAT5 in der Lage zu dimerisieren und 

darauffolgend in dimerisierter Form in den Zellkern zu translozieren. Hier übt es seine Funktion 

als Transkriptionsfaktor aus [102]. Zudem wurde der Effekt von Zytokinen auf den 

Phosphorylierungsgrad von STAT5 untersucht. Der Vergleich der Phosphorylierung von 

STAT5 mit und ohne Einwirkung des zugehörigen Zytokins diente hierbei modellhaft zur 

Darstellung Zytokin-vermittelter Resistenz und dessen möglicher Überwindung durch TKI. 

Wie oben beschrieben wurden dabei die Resultate einer Kurzzeitinkubation über 4h (Abbildung 

21) denen einer Langzeitinkubation über 48h (Abbildung 22) gegenübergestellt. 

 

 
Abbildung 21: Einfluss von PA und NI nach 4h-Inkubation auf die Phosphorylierung von STAT5 mit und 

ohne Zytokinstimulation 

Dargestellt ist die Western-Blot-Analyse der Phosphorylierung von STAT5 (90 kDa) in BCR-ABL-transfizierten 

M07p210 nach 4h Inkubation mit PA, NI oder deren Kombination. Gegenübergestellt sind die Banden mit und 

ohne Zytokinstimulation durch GM-CSF. ß-Aktin dient der Ladekontrolle. 

Links: Ohne Zytokinstimulation ist eine geringe basale Phosphorylierung von STAT5 nachzuweisen. PA bewirkt 

eine Verminderung der pSTAT5-Bande. Durch NI und die Kombination NI/PA wird sie gänzlich unterdrückt.  

Rechts: Die Zytokinstimulation bewirkt nach 4h eine starke Phosphorylierung von STAT5, die sich durch NI 

verstärken lässt. PA überwindet diesen Verstärkungseffekt, blockiert jedoch nicht die GM-CSF-induzierte STAT-

Phosphorylierung.  

Dargestellt ist eine repräsentative Abbildung aus zwei reproduzierbaren Versuchsreihen. 
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Im Kurzzeitversuch ist eine basale STAT5-Phosphorylierung nachzuweisen, dargestellt in der 

linken Seite des Blots. Unter PA ist eine Reduktion der Phosphorylierung zu verzeichnen. Unter 

NI sowie NI/PA in Kombination wird die Phosphorylierung von STAT5 vollständig 

unterdrückt. Die Stimulation mit GM-CSF führt zu einer ausgeprägten Zunahme des 

Phosphorylierungssignals von STAT5. Unter 1000nM PA zeigt sich dieses unverändert. Die 

Zytokin-stimulierte Phosphorylierung wird durch NI nochmals verstärkt, am ehesten kongruent 

mit der Expressionssteigerung von BCR-ABL und ABL (siehe Abbildung 19). Durch 

Kombination von NI/PA wird das Phosphorylierungssignal von STAT5 erneut auf das 

Expressionsniveau vergleichbar mit dem unter GM-CSF-Behandlung gesenkt.  

 

 

 
Abbildung 22: Einfluss von PA und NI nach 48h-Inkubation auf die Phosphorylierung von STAT5 mit und 

ohne Zytokinstimulation 

Dargestellt ist die Western-Blot-Analyse der Phosphorylierung von STAT5 (90 kDa) in BCR-ABL-transfizierten 

M07p210 nach 48h Inkubation mit PA, NI oder deren Kombination. Gegenübergestellt sind die Banden mit und 

ohne Zytokinstimulation durch GM-CSF. ß-Aktin dient der Ladekontrolle. 

Links: Ohne Zytokinstimulation liegt eine geringe basale Phosphorylierung von STAT5 vor. PA bewirkt eine 

geringgradige Reduktion der Phosphorylierung. NI sowie die Kombination PA/NI kann die Phosphorylierung 

vollständig unterdrücken.  

Rechts: Unter Zytokinstimulation liegt eine hohe basale Phosphorylierung von STAT5 vor. Durch 500nM PA wird 

das Phosphorylierungssignal vermindert. Auch unter NI sowie der Kombination von NI/PA 125nM wird die 

Phosphorylierung von STAT5 zu pSTAT5 partiell supprimiert. Durch Kombination von NI/PA 500nM wird das 

Phosphorylierungssignal maximal reduziert.  

Dargestellt ist eine repräsentative Abbildung aus zwei reproduzierbaren Versuchsreihen. 

 

Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse der Langzeitinkubation über 48h. Die basale 

Phosphorylierung von STAT5 ist ohne Zytokinstimulation gering, und wird durch PA (125nM, 

500nM) dosisabhängig aber insgesamt geringfügig reduziert. NI sowie NI in Kombination mit 

125nM/500nM PA bewirkt eine vollständige Unterdrückung der Phosphorylierung. Eine 

Zytokinstimulation mit GM-CSF bedingt eine Steigerung der Phosphorylierung von STAT5, 

dargestellt in der rechten Seite des Blots. Diese wird durch 125nM PA nicht beeinflusst. Unter 

500nM PA wird der Phosphorylierungsgrad abgeschwächt. Vergleichbar ist der Effekt unter NI 
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sowie unter NI/125nM PA in Kombination. Die Kombination von NI/500nM PA bewirkt eine 

weitere Reduktion der Phosphorylierung von STAT5. Eine verstärkte STAT5-

Phosphorylierung kann damit durch kombinierte BCR-ABL/JAK2-Inhibition partiell 

unterdrückt werden. 

4.5 Antiproliferative Aktivität von Pacritinib in Ba/F3p210-Zellen mit 

Resistenz-vermittelnden ABL-Kinasemutationen 

Für mehrere JAK-Inhibitoren konnte eine off-target Wirkung an der ABL-Kinase belegt werden 

und zeigte in Kombination mit einem TKI sogar eine effektivere Wirkung als eine alleinige 

Therapie mit TKI [74, 90]. Auch für PA wird ein solches Potential angenommen [103]. In den 

folgenden Versuchen wurde NI, TKI der zweiten Generation, hinsichtlich seines 

Wirkungsprofils gegenüber ausgewählten BCR-ABL-Mutationen untersucht sowie eine 

mögliche synergistische Wirkungssteigerung durch Kombination mit PA eruiert.  

Äquivalent zu den vorhergehenden Versuchen erfolgte eine Inkubation ausgewählter mutierter 

(M351T, G250E, T315I) sowie nicht-mutierter, BCR-ABL-positiver Ba/F3p210 mit den 

entsprechenden Wirkstoffkonzentrationen von NI und/oder PA über 72h. Die Messung der 

metabolischen Aktivität der leukämischen Zellen erfolgte mithilfe des MTS-Assays. 

4.5.1 Mutations-spezifische Aktivität von Nilotinib und Pacritinib  

Um den Zusammenhang zwischen BCR-ABL-Mutationen und Wirkungsverlust von NI als 

Ursache der sekundären Resistenzentwicklung modellhaft darzustellen, wurden BCR-ABL-

positive Ba/F3p210-Zelllinien sowohl mit unmutiertem BCR-ABL, als auch mit Resistenz-

vermittelnden Mutationen der ABL-Kinase mit aufsteigenden NI-Konzentrationen inkubiert. 

Abbildung 23 zeigt die Viabilität der einzelnen Zelllinien nach 72h Inkubation im Vergleich, 

jeder Graph repräsentiert Zellen, die eine spezifische BCR-ABL-Mutation tragen. Der 

zunehmend horizontale Verlauf der Graphen korreliert mit einer zunehmenden Resistenz 

gegenüber NI. Der IC₅₀ des unmutierten BCR-ABL liegt auch hier wie in 4.1.1.2 bei 4nM. Die 

Mutation M315T weist mit einem IC₅₀-Wert von 7nM eine ähnliche Sensitivität zu NI auf wie 

die unmutierte p210-Variante. G250E ist mit einem IC50 von 35nM mittelgradig resistent 

gegenüber NI. Für T315I liegt ein annähernder Wirkungsverlust von NI vor mit einem IC₅₀ von 

über 64nM. 
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Abbildung 23: Vergleich der in-vitro-Sensitivität ausgewählter TKI-Resistenzmutationen und der sensitiven 

p210-Variante gegenüber NI 

Dargestellt ist die auf die DMSO-Kontrolle bezogene Viabilität von Ba/F3p210 mit BCR-ABL sowie 

ausgewählten ABL-Mutationen (M351T, G250E, T315I) nach Inkubation mit BCR-ABL-Inhibitor NI über 72h. 

Viabilitätsmessung mithilfe des MTS-Assay. Angegeben sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. 

 

Die ausgewählten BCR-ABL-Mutationen reagieren unterschiedlich sensibel auf die Exposition 

mit PA, jedoch kann im Gegensatz zu NI für alle Mutationen im eingesetzten 

Konzentrationsbereich ein IC₅₀-Wert ermittelt werden. Zudem korreliert die Sensitivität der 

unterschiedlichen Zelllinien in ihrer Abfolge nicht mit derer für NI. Wie in Abbildung 24 

vergleichend dargestellt, zeigt PA eine größere antiproliferative Wirkung für G250E (IC₅₀ = 

635nM) als für M351T (IC₅₀ = 930nM). Gegenüber Exposition mit NI verhält sich G250E 

invers, so wie in Abbildung 23 dargestellt, das heißt resistenter als M351T. Gegenüber der 

hochgradig NI-resistenten Mutation T315I ist auch PA am wenigsten antiproliferativ wirksam. 

Der IC₅₀ beträgt hier 1720nM. Trotz, verglichen mit den anderen Mutationen, hohem IC₅₀ ist 

der antiproliferative Effekt von PA auf den Anteil metabolisch aktiver Ba/F3p210 T315I 

hervorzuheben. 
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Abbildung 24: Vergleich der in-vitro-Sensitivität ausgewählter TKI-Resistenzmutationen und der 

sensitiven p210-Variante gegenüber PA 

Dargestellt ist die auf die DMSO-Kontrolle bezogene Viabilität von Ba/F3p210 mit unmutiertem BCR-ABL sowie 

ausgewählten ABL-Mutationen (M351T, G250E, T315I) nach Inkubation mit dem JAK2-Inhibitor PA über 72h. 

Viabilitätsmessung mithilfe des MTS-Assay. Angegeben sind die Mittelwerte plus Standardabweichung. 

(IC₅₀ unmutiertes BCR-ABL: 500nM, M351T: 930nM, G250E: 635nM, T315I: 1720nM)  

 

4.5.2 Überwindung der Resistenz durch Kombination von Nilotinib und Pacritinib 

Die ausgewählten ABL-Mutationen M351T, G250E und T315I sind als Übersicht in Abbildung 

25 dargestellt. M315T wird vergleichbar durch NI wachstumsinhibiert wie die sensitive p210-

Variante (NI IC₅₀ =7nM). G250E verzeichnet eine mittlere (NI IC₅₀ =35nM), T315I eine hohe 

NI-Resistenz (NI IC₅₀ >64nM).  

Der zunehmend horizontale Verlauf der Wachstumskurven von A bis D entspricht der 

steigenden Resistenz gegenüber NI. PA zeigt auch für ABL-Mutationen mit hoher Resistenz 

(G250E (C) bzw. T315I (D)) einen antiproliferativen Effekt. M351T (B) wird durch PA 

vergleichbar stark wachstumsinhibiert wie die sensitive p210-Variante (A). Durch 

Kombination mit PA wird eine Verstärkung der Wachstumshemmung erreicht, die jedoch mit 

zunehmender Resistenz gegenüber NI abnimmt. 
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Abbildung 25: Wirkung von PA und NI in Zellen mit unterschiedlicher NI-Resistenz durch ABL-

Mutationen 

Im Vergleich zur unmutierten p210-Variante (A) weisen die ABL-Mutationen M351T (B), G250E (C), T315I (D) 

unterschiedliche Resistenz zu NI auf (A: 4nM, B: 7nM, C: 35nM, D: >64nM). Durch Kombination mit PA wird 

eine zusätzliche Wachstumsinhibition erreicht.  

 

Das Vorliegen möglicher synergistischer Effekte zwischen PA und NI in Zelllinien mit 

induzierter Expression TKI-resistenter BCR-ABL-Mutanten ist in Abbildung 26 aufgeführt. 

Für M351T und G250E kann unter Einfluss von hohen PA-Konzentrationen ein gering 

synergistisches Zusammenwirken mit NI gezeigt werden. Deutlicher fallen die Ergebnisse in 

der hochresistenten T315I aus. Hier wirken NI und PA in hoher und geringer eingesetzter PA-

Konzentration synergistisch zueinander.  
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Abbildung 26: Synergistische Effekte von NI und PA in Ba/F3p210-Zellen mit ausgewählten p210 -

Mutationen  

Synergieanalyse nach der Methode von Chou & Talalay. Verglichen werden die synergistischen Effekte der 

kombinierten BCR-ABL- und JAK2-Inhibition in den ABL-Mutationen M3151T, G250E und T315I ohne 

Proliferationsstimulus durch IL3.  

CI-Werte < 1 belegen Synergie, CI-Werte > 1 belegen Antagonismus. 

 

4.5.3 Apoptose-Assay und Zellzyklusanalyse in hochresistenten Ba/F3p210 T315I 

In den vorangegangen Viabilitätsstudien wurde für Ba/F3p210 T315I mit der BCR-ABL 

„gatekeeper“-Mutation T315I eine hohe Resistenz gegenüber NI nachgewiesen. Für PA konnte 

ein IC₅₀ von 1790nM ermittelt werden. NI und PA in Kombination wirkten teilweise 

synergistisch zueinander. Inwieweit dieser antiproliferative Effekt in Zusammenhang mit 

Apoptoseinduktion und Zellzyklusarrest steht wurde in den folgenden 

durchflusszytometrischen Versuchen erprobt. Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse des Apoptose-

Assays. Im Säulendiagramm ist der prozentuale Anteil lebender Zellen nach Inkubation mit 

PA, NI und deren Kombination dargestellt. Der Anteil vitaler Zellen zeigt sich durch 

Behandlung mit den eingesetzten Wirkstoffen unverändert und entspricht für alle eingesetzten 

Konzentrationen dem der Nullkontrolle. Die basale Vitalität wird nicht beeinflusst, ein 

Übergang in Apoptose wird durch PA, NI oder deren Kombination nicht induziert. 
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Abbildung 27: Anteil vitaler Zellen der multiresistenten Ba/F3p210 T315I nach Behandlung mit PA, NI 

und deren Kombination 

Dargestellt ist exemplarisch ein 2-dimensionales Punktdiagramm des Apoptose-Assays (A) sowie ein 

Säulendiagramm (B). Ein Großteil der durchflusszytometrisch gemessenen Zellen liegt in Q4, was dem Anteil 

vitaler Zellen entspricht. Aufgeführt (B) ist der prozentuale Anteil vitaler Zellen nach 48h-Inkubation mit 500nM 

PA, 16nM NI und dessen Kombination. Die multiresistente murine Zelllinie Ba/F3p210 T315I wird in ihrer 

basalen Vitalität durch die Behandlung mit TKI nicht beeinflusst. 

 

Die im MTS-Assay ermittelte Minderung der Proliferationsrate kann auch auf einen 

Zellzyklusarrest zurückgeführt werden. Die Zellzyklusanalyse zum Einfluss von PA und NI auf 

Ba/F3p210 T315I ist in Abbildung 28 aufgeführt. PA allein bewirkt keine Steigerung des 

Anteils an Zellen in G0/G1-Phase. Hier liegen, vergleichbar mit der Nullkontrolle, 51% der 

Zellen in G0/G1-Phase vor. Unter NI/PA in Kombination liegen 5% mehr in G0/G1-Phase 

arretierte Zellen vor.  

 
Abbildung 28: Einfluss von PA und NI und deren Kombination auf den Anteil an Zellen in G0/G1-Phase 

in Ba/F3p210 T315I 

Dargestellt ist der Anteil an Zellen in G0- und G1-Phase unter Einfluss von PA und NI sowie deren Kombination 

in Ba/F3p210 T315I nach 48h Inkubation. PA allein bewirkt keine Steigerung des Anteils von Zellen in G0/G1-

Phase. Unter NI und NI/PA in Kombination wird im Vergleich zur Nullkontrolle eine geringe Steigerung des 

G0/G1-Anteils um 5% erzielt. Eine ausgeprägte Minderung der Teilungsfähigkeit liegt nicht vor. 
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4.6 Pacritinib kombiniert mit Nilotinib in Zytokin-gestützten Kolonie-

Assays primärer CML-Progenitorzellen 

4.6.1  Etablierung des Assays 

Zur besseren Annäherung der klinischen Wirkung in vivo wurden Untersuchungen an 

Progenitorzellen von individuellen CML-Patienten angeschlossen. Als Vergleichskontrolle 

wurden Progenitorzellen von Patienten mit nicht-myeloischen Erkrankungen in Remission 

gewählt. Die Zellen wurden in hämatopoetischen Kolonie-Assays untersucht, die in der 

Qualitätskontrolle von Stammzellapheresen etabliert sind. Im sogenannten MethoCult-Assay 

werden CD34-selektionierte Stamm-und Progenitorzellen (SPC) in einem semisoliden 

Methylzellulose-Medium mit hämatopoetischen Wachstumsfaktoren inkubiert. Hierbei bilden 

die SPC myeloische Kolonien aus. Im Kolonie-Assay der vorliegenden Arbeit wurden SPC 

eines Patienten mit und ohne TKI (750nM PA, 2000nM NI) inkubiert, um deren Wirkung auf 

die Fähigkeit zur Koloniebildung zu untersuchen. Die Auswertung erfolgte deskriptiv und 

quantitativ durch Zählung der Kolonien unter dem Lichtmikroskop.  

4.6.2 Quantitative und lichtmikroskopische Auswertung  

Zur optischen Auswertung sowie quantitativen Auszählung wurden die auf dem 

Methylzellulose-Medium gewachsenen Zellkolonien zunächst entsprechend ihrer 

Zugehörigkeit anhand morphologischer Kriterien einer hämatopoetischen Vorläuferkolonie 

zugeordnet. Dabei erfolgte eine Unterscheidung zwischen Vorläuferkolonien der „weißen“ 

(CFU-GM) und „roten“ (CFU-E/BFU-E) myeloischen Reihe der Hämatopoese. Alle 

myeloblasten- und monozytenbildenden Kolonien wurden unter der bipotenten 

Vorläuferkolonie CFU-GM zusammengefasst. CFU-E/BFU-E bildet die Summe der 

unipotenten erythrozytären Vorläuferkolonien. 

Abbildung 29 zeigt ausgewählte, repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen von gesunden 

Patienten sowie CML-Patienten im Vergleich. In der Kontrolle wurde das Wachstum der 

Zellkolonien ohne TKI-Einfluss untersucht. Hier zeigte sich in den Proben der CML-Patienten 

eine höhere Gesamtkolonieanzahl als bei Gesunden. Durch den BCR-ABL-bedingten 

Wachstumsreiz konnte in der Nullkontrolle der CML-Patienten ein verstärktes Wachstum von 

CFU-GM-Kolonien nachgewiesen werden. Unter PA und NI zeigte sich eine stark verringerte 

Zellkolonieanzahl, zudem waren die Kolonien kleiner, was einer verringerten Proliferation 

innerhalb einer Kolonie entspricht. Die Wachstumshemmung durch PA bzw. NI präsentierte 

sich bei den Proben neu diagnostizierter CML-Patienten stärker als bei denen gesunder 

Stammzellspender. Außerdem stellten sich die Kolonien weniger zellreich und daher in 
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geringerer Größe dar. Unter Kombination von NI und PA kam es annähernd zu einem Sistieren 

des Koloniewachstums. Dennoch konnte für die Proben der gesunden Patienten eine höhere 

Restgesamtzahl an Kolonien bestimmt werden. Hervorzuheben ist bei dieser repräsentativen 

Darstellung ein hohes Maß an interindividuellen Schwankungen zwischen den einzelnen 

Proben, einhergehend mit einer erschwerten Reproduzierbarkeit der erhobenen Ergebnisse. 

 

 

Abbildung 29: Antiproliferative Potenz von PA und NI in primären CD34-selektionierten Progenitorzellen 

von CML-Patienten und Kontrollproben 

Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen von CFU-GM- und CFU-E/BFU-E-Kolonien von 

Knochenmarkzellen neu diagnostizierter CML-Patienten und gesunder autologer Stammzellspender nach TKI-

Behandlung über 14 Tage. Die unbehandelte Kontrolle dient als Referenz. Die morphologische Auswertung und 

Auszählung erfolgte am inversen Mikroskop.  

 

In Abbildung 30 sind die Auswirkungen der Kombinationstherapie auf das Koloniewachstum 

primärer SPC von Patienten ohne myeloische Stammzellerkrankung („Gesund“) und neu-

diagnostizierten CML-Patienten („CML“) vergleichend gegenübergestellt. Die unter Einfluss 

der jeweiligen TKI-Konzentrationen gewachsenen Kolonien von vier CML-Patienten 

respektive drei Stammzellspendern wurden nach der Auszählung gemittelt. Die Angaben der 

Kolonieanzahl in Prozent bezieht sich jeweils auf die unbehandelte Kontrolle. 

Für die CFU-GM-Kolonien ist sowohl für die Gesunden als auch für die CML – Zellen eine 

Wachstumsinhibition durch die Präsenz von TKI zu verzeichnen. Bei alleiniger Inkubation mit 

750nM PA zeigt sich für die „gesunden“ Proben nur 26% Koloniewachstum im Vergleich zur 

Kontrolle. Für die Proben der CML-Patienten sind es 6 Prozentpunkte weniger. 2000nM NI 

wirkt bei alleiniger Gabe weniger antiproliferativ als PA: im Vergleich zur Kontrolle ist für die 

CML-Proben die Hälfte an CFU-GM-Kolonien auszählbar. Für die „gesunden“ Proben sind es 

60% Koloniewachstum bezogen auf die unbehandelte Kontrolle. In der Kombination von NI 

und PA ist eine starke Wachstumshemmung sichtbar. Hier wurde ein Anteil von nur 6% (CML) 

bzw. 13% (Gesund) ausgezählt. Folglich zeigt bei Patienten mit myeloischer 
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Stammzellerkrankung die Kombinationstherapie in vitro eine hohe Wirksamkeit. Jedoch zeigt 

die Kombinationstherapie auch an gesunden Zellen autologer Stammzellspender einen 

deutlichen, wenn auch weniger ausgeprägten, wachstumsinhibitorischen Effekt. Dies lässt 

Rückschlüsse auf eine krankheitsspezifische Wirkung zu. 

 

 
 

Abbildung 30: Kombinierte Inhibition von BCR-ABL und JAK2 in Kolonie-Assays primärer 

hämatopoetischer Progenitorzellen 

Die CML-Progenitorzellen von neu diagnostizierten CML-Patienten in chronischer Phase und gesunde Kontrollen 

wurden isoliert, im Kolonie-Assay in Zytokin-angereichertem Methylzellulose-Medium kultiviert und mit 750nM 

PA, 2000nM NI und deren Kombination für 14 Tage inkubiert. Die Bestimmung des Anteils vitaler Zellen erfolgte 

mithilfe der Trypanblau-Färbung. Die Auszählung und Auswertung der gewachsenen Kolonien wurde am inversen 

Lichtmikroskop durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwerte von jeweils drei Patienten. Verglichen wurde die 

Kolonienanzahl von gesunden SPC und CML. Die Angabe erfolgte in % bezogen auf die jeweilige 

Gesamtkoloniezahl. 

 

Das Wachstum erythrozytärer Kolonien wird durch Inkubation mit TKI ebenso inhibiert, wobei 

die Differenz des antiproliferativen Effektes zwischen gesunden Zellen und CML-Zellen größer 

ist als bei CFU-GM-Kolonien. Unter 750nM PA werden für Zellen gesunder autologer 

Stammzellspender (Gesund) 45% weniger CFU-E/BFU-E ausgezählt als in der unbehandelten 

Kontrolle. Für die Zellen der neu diagnostizierten CML-Patienten (CML) sind es 86% weniger. 

2000nM NI beeinflusst das Wachstum erythrozytärer Kolonien der „Gesund“-Proben nur in 

geringem Maß. Der Anteil von CFU-E/BFU-E bezogen auf die Kontrolle liegt bei 93%, für die 

CML Proben sind es nur 42%.  

Die Kombinationstherapie erzielt auch bei den erythrozytären Kolonien die höchste 

antiproliferative Wirkung. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle wachsen nur 4% CFU-

E/BFU-E der CML-Proben. Die gesunden Zellen werden durch die Kombination NI und PA 

weniger stark wachstumsinhibiert, hier finden sich 32% Koloniewachstum. 
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5 Diskussion 

Die zentrale Rolle des onkogenen Fusionsproteins BCR-ABL in der Pathogenese der CML 

ermöglichte die Entwicklung einer zielgerichteten, molekularen Therapiestrategie, welche mit 

Etablierung der TKI erfolgreich umgesetzt wurde. Mit der Einführung von Imatinib (IM) als 

ersten potenten TKI gelang eine revolutionäre Verbesserung von Prognose und Lebensqualität 

für Patienten mit CML in chronischer Phase. Seither gilt die CML in Diagnostik und Therapie 

als Modellerkrankung für die Gesamtheit neoplastischer Erkrankungen [4, 12]. Trotz dieses 

enormen Fortschrittes stellen primäre und sekundäre Resistenzmechanismen ein anhaltend 

klinisches Problem dar. Inzwischen wurde die Persistenz leukämischer Stamm- und 

Progenitorzellen (LSC), die sich der Angreifbarkeit durch TKI entziehen, als maßgeblicher 

Faktor zur Aufrechterhaltung einer minimalen Resterkrankung (auch „Minimal Residual 

Disease“ (MRD)) identifiziert [88]. Die Aktivierung alternativer Signalwege gilt dabei als 

wichtige Überlebensstrategie von LSC. Von besonderer Bedeutung für die Entstehung von 

MRD sind Wachstumsfaktor-assoziierte Signalwege, die in der Zytokin-reichen 

Mikroumgebung des Knochenmarkstromas sowie durch autokrine und parakrine Sekretion 

aktiviert werden und ein BCR-ABL-unabhängiges Überleben ermöglichen. Die JAK-STAT-

Achse gilt als möglicher kompensatorischer, durch hämatopoetische Zytokine wie GM-CSF 

und IL3 aktivierter Signalweg. Eine zielgerichtete Inhibition wird daher als relevante 

Therapiestrategie zur Eradikation leukämischer Stammzellen angesehen [86, 104]. Die 

Effektivität der kombinierten Hemmung von BCR-ABL und der Januskinase (JAK) zur 

Überwindung Zytokin-vermittelter Resistenz wurde bereits mit dem JAK-Inhibitor RU im 

präklinischen Modell gezeigt. Hier konnte ein ausgeprägter Synergismus der antiproliferativen 

Wirksamkeit einer Kombinationstherapie von RU und NI belegt werden [74, 88, 105, 106]. 

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde in der vorliegenden Arbeit der selektive JAK2-

Inhibitor PA aufgrund seines breiten Kinaseprofils sowohl bezüglich seiner antiproliferativen 

Wirkung im Modell der Zytokin-vermittelten Resistenz als auch gegenüber ausgewählten ABL- 

Mutationen untersucht [69]. 

In aktuellen präklinischen und klinischen Studien konnten für PA vielversprechende Ergebnisse 

hinsichtlich seiner tumorsuppressiven und antiproliferativen Wirkung erhoben werden [71, 73, 

107]. Im Vergleich zu RU und den meisten sonst verfügbaren oder sich in Entwicklung 

befindenden JAK-Inhibitoren imponiert PA durch eine JAK2-Selektivität und nur geringe 

Hemmung der JAK1. Dieser Eigenschaft wird in der Therapie myeloproliferativer 

Erkrankungen, insbesondere der Myelofibrose, unter anderem eine geringere 
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Myelosuppression und ein konsekutiv vermindertes Auftreten von therapielimitierenden 

Thrombozytopenien und Anämien zugesprochen [69, 73]. Weitere durch PA beeinflusste 

Kinasen mit bezogen auf die therapeutische Wertigkeit aussichtsreichen Eigenschaften wurden 

von Singer et al. untersucht. Eine Vielzahl von Kinasen, die in der Tumorentstehung und –

progression hämatologischer Neoplasien beteiligt sind, werden durch PA inhibiert, darunter 

JAK2, JAK2 (V617F) und FLT3. Zudem konnte eine Wirksamkeit gegenüber der ABL-Kinase 

sowie den Mutationen G250E, M351T und V253F im IC₅₀ -Bereich von 61 – 70nM 

nachgewiesen werden [103]. Zusätzlich interferiert PA durch Inhibition von IRAK1 und 

CSFR1 mit inflammatorischen, tumorassoziierten Prozessen sowie Interaktionen zwischen 

Stroma und Tumor und ist dadurch sowohl als potenter Wirkstoff für hämatologische als auch 

solide Tumoren geeignet [69]. 

5.1 Lebenslange Therapie bei Persistenz klonogener CML-Progenitoren? 

Auf die vielversprechenden Erfolge der TKI-Therapie und eine zunehmende Anzahl von CML-

Patienten in tiefer molekularer Remission (MR4.5) folgte die Frage, inwieweit eine Remission 

nach Absetzen der TKI-Therapie persistiert. Als grundlegende Intention gelten dabei nicht nur 

die Minimierung möglicher Intoleranzen und Nebenwirkungen, sondern auch wirtschaftliche 

Aspekte, die mit einer lebenslangen TKI-Therapie verbunden sind [36]. Die erste große 

prospektive Absetzstudie wurde 2010 durch Mahon et al. als Stop-Imatinib-(STIM-)Studie 

publiziert. In dieser konnte für 40% der Patienten eine erhaltene tiefe molekulare Remission 

ein Jahr nach Absetzen von Imatinib definiert werden [7]. Die mehrere TKI inkludierende 

Langzeitstudie EURO-SKI belegte einen Remissionserhalt für 60% der Patienten nach 6 

Monaten [9]. Unter der Vorgabe eines engmaschigen molekularen Monitorings sowie strikten 

Kriterien und Risiko-Scores, die als Voraussetzung für ein erfolgreiches Absetzen gelten, ist 

demnach eine Therapiefreie Remission (TFR) möglich. Unter Berücksichtigung einer 

molekularen Rückfallquote von etwa 50% zählt dies jedoch nicht für alle Patienten. Darüber 

hinaus zeigt sich für 15-20% der Fälle von Patienten in CP sowie 40% der Patienten in AP ein 

Therapieversagen unter Monotherapie mit TKI, was die Notwendigkeit alternativer 

Therapiestrategien und Herangehensweisen begründete [24, 32, 108]. 

In der Ursachenerhebung sowohl für Resistenzentstehung als auch für einen Rückfall nach 

tiefem molekularen Ansprechen und Absetzen der TKI nehmen in der aktuellen Literatur BCR-

ABL-unabhängige Überlebensstrategien von leukämischen Stammzellen (LSC) einen 

besonderen Stellenwert ein [109]. Unter Identifizierung dieser alternativen Signalwege und 
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folglich der Etablierung neuer therapeutischer Angriffspunkte wird Kombinationstherapien ein 

vielversprechendes Potential in der CML-Therapie zugesprochen [110]. 

5.2 Synergistische Aktivität durch kombinierte Hemmung von BCR-ABL 

und JAK2 in BCR-ABL-transformierten Zelllinien 

Die Bedeutung Zytokin-assoziierter Signalkaskaden für das Überleben und die 

Resistenzentwicklung leukämischer Zellen in der Wachstumsfaktor-reichen Mikroumgebung 

des Knochenmarks wurde in zahlreichen Studien belegt [39, 75, 91, 109, 111, 112]. So zeigten 

Dorsey et al. 2002, dass leukämische SPC durch IL3-Stimulation vor BCR-ABL-induzierter 

Apoptose geschützt werden und damit eine entsprechend zunehmende Independenz von den 

pro-onkogenen Eigenschaften des Fusionsproteins BCR-ABL möglich wurde [113]. Zugleich 

konnten erhöhte Zytokinspiegel und eine verstärkte Expression von Zytokinrezeptoren in 

hämatopoetischen Stammzellen von CML-Patienten nachgewiesen werden [114]. 

Diese Zytokin-vermittelte Resistenz wurde in der vorliegenden Arbeit mit BCR-ABL-positiven 

Zelllinien durch Hinzugabe von Wachstumsfaktoren (IL3 bzw. GM-CSF) imitiert. Zur 

Überwindung dieser wurde das antiproliferative Potential einer kombinierten Hemmung von 

JAK2 und BCR-ABL durch Kombination des JAK2-Inhibitors PA und des ABL-TKI zweiter 

Generation NI untersucht. Mithilfe von Proliferationsassays wurden zunächst Viabilitätsstudien 

zur Einzelwirkung von PA und NI an BCR-ABL-transfizierten Zelllinien unter 

Zytokinstimulation durchgeführt und das entsprechende Wachstumsverhalten verglichen. 

PA zeigte in Einzelversuchen, aufgeführt in Kapitel 4.1.1.2, auch ohne Zytokinstimulation eine 

inhibitorische Wirkung auf das Wachstumsverhalten von BCR-ABL- transfizierten Zellen. 

Sowohl für die murine Ba/F3p210 als auch für die humane M07p210 konnte eine Minderung 

der Viabilität durch PA festgestellt werden. Diese wachstumshemmende Wirkung wurde durch 

Zytokinstimulation nur unwesentlich aufgehoben. Die erhobenen Ergebnisse legen die 

Vermutung nahe, dass durch PA und sein breites Kinaseprofil eine off-target Inhibition von 

BCR-ABL selbst oder anderen, Zytokin-unabhängigen Überlebenssignalen vorliegt [69, 103, 

115].  Hervorzuheben ist zudem der Vergleich mit dem JAK1/2-Inhibitor RU. In unserer 

Arbeitsgruppe wurden an M07p210 und Ba/F3p210 Viabilitätsstudien mit analogem 

Versuchsaufbau durchgeführt. RU zeigte hier, mit und ohne Zytokinstimulation, keine 

antiproliferative Aktivität gegenüber BCR-ABL-positiven Zelllinien [105, 106]. Demzufolge 

ist anzunehmen, dass PA im klinisch vertretbaren Konzentrationsbereich gegenüber BCR-

ABL-haltigen Zellen antiproliferativ wirkt, dies jedoch nicht ausschliesslich über eine 

Hemmung von JAK2 vermittelt wird [69, 103]. 
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NI als TKI der zweiten Generation ist ein potenter Inhibitor des Onkogens BCR-ABL [49, 60]. 

In den Einzelversuchen, aufgeführt in Kapitel 4.1.2, imponierte NI daher durch ein hohes 

inhibitorisches Potential in BCR-ABL-positiven Zelllinien. Entsprechend dem Modell einer 

Zytokin-vermittelten Resistenz konnte dieser wachstumsinhibitorische Effekt sowohl an 

M07p210 als auch Ba/F3p210 durch Stimulation mit GM-CSF respektive IL3 ausgehebelt 

werden. Durch einen extrinsischen Zytokinstimulus wurde demzufolge trotz effizienter 

Inhibition von BCR-ABL ein Überleben und Proliferation im Sinne einer NI-Resistenz 

aufrechterhalten. Folglich gelang es, die vielfach in Studien beschriebene Zytokin-vermittelte 

Resistenz modellhaft darzustellen [11, 86, 88]. 

Die JAK gilt im Sinne der JAK-STAT-Kaskade als Hauptaktivator des intrazellulären STAT5-

Proteins, welches in leukämisch entarteten Zellen auch durch BCR-ABL selbst aktiviert werden 

kann [89, 116]. Sowohl für JAK2 als auch für STAT5 konnte in BCR-ABL-positiven Zellen 

eine konstitutive Aktivierung und somit ein entscheidender Beitrag zur CML - Leukämogenese 

belegt werden [88]. Zudem wurde für mehrere JAK2-Inhibitoren eine Wiederherstellung der 

TKI-Sensitivität durch gegenseitige Wirkungsverstärkung nachgewiesen [90]. Eine 

kombinierte Hemmung von JAK2 und BCR-ABL gilt daher als vielversprechende 

Therapiestrategie zur Überwindung primärer Resistenzmechanismen, wie in mehreren Studien 

an BCR-ABL-positiven Zelllinien als auch primitiven CD34-positiven CML-SPC gezeigt 

werden konnte [88, 113].  

In der vorliegenden Arbeit wurden für die Kombination mit NI verschiedene Konzentrationen 

von PA eingesetzt, für die zum einen eine effektive Hemmung der JAK2 nachgewiesen wurde 

und die zum anderen die für M07p210 und Ba/F3p210 in Einzelversuchen ermittelten IC₅₀ -

Werte inkludierten [107]. Wie in Kapitel 4.2 aufgeführt, zeigte die Kombination von NI und 

PA in den Viabilitätsstudien sowohl an M07p210 (Abbildung 8) als auch an Ba/F3p210 

(Abbildung 10) einen hohes antiproliferatives Potential. Ohne Zytokinstimulation konnte für 

beide Zelllinien im unteren Konzentrationsbereich eine dosisabhängige antiproliferative 

Wirkung von NI nachgewiesen werden. Die Kombination mit PA führte, entsprechend der 

Synergieanalyse, durch synergistische bis additive Effekte zu einer Wirkungssteigerung. Im 

höheren Konzentrationsbereich war aufgrund der geringen Restviabilität kaum eine zusätzliche 

Zunahme des antiproliferativen Effekts zu verzeichnen und daher die Synergieanalyse in 

diesem Bereich nur bedingt auswertbar. Ein Proliferationsstimulus durch das zugehörige 

Zytokin führte an beiden Zellreihen zu einer starken Reduktion des antiproliferativen Potentials 

von NI. In M07p210 konnte diesem GM-CSF-vermittelten Wirkungsverlust durch alle 

eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen von PA entgegnet werden. In der Synergieanalyse 
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(Abbildung 9) zeigten sich durchgehend synergistische Effekte. An Ba/F3p210 wurde eine 

durch IL3 bedingte NI-Resistenz, analog zur Viabilitätskurve, erst ab 500nM PA antagonisiert. 

Entsprechend zeigte die Synergieanalyse (Abbildung 11)  insbesondere im höheren 

Konzentrationsbereich von NI kombiniert mit PA synergistische Effekte. 

Das Wachstum von BCR-ABL-positiven Zelllinien konnte folglich durch Synergie zwischen 

NI und PA trotz externem Wachstumsreiz inhibiert werden. Damit wurde durch Kombination 

von NI und PA eine Zytokin-vermittelte Resistenz überwunden. Eine zusätzliche JAK2-

Inhibition ermöglicht ein Wiederherstellen der Sensitivität leukämischer Zellen gegenüber NI-

vermittelter BCR-ABL-Inhibition trotz Zytokinstimulation [90].  

Synergismus des antiproliferativen Potentials von JAK2- und BCR-ABL-Inhibitoren 

gegenüber BCR-ABL-positiven Zellen wurde für die Kombination von NI und dem JAK 1/2 

Inhibitor RU bereits durch unsere Arbeitsgruppe belegt [117]. Zugleich konnten Gallipoli et 

al., ebenfalls für NI und RU, präklinisch einen deutlichen Synergismus und folglich eine 

vielversprechende Möglichkeit zur Unterbindung von Wachstumsfaktor-assoziierter 

Resistenzentwicklung nachweisen [88]. Im klinischen Bereich wird die Wirksamkeit einer 

kombinierten JAK2/BCR-ABL-Hemmung mit NI und RU aktuell im Rahmen einer Phase Ib-

Studie (CorNea-Studie, Prof. Dr. Andreas Hochhaus, Uniklinikum Jena) erprobt, welche  CML- 

und Ph+ALL-Patienten inkludiert, die unter TKI-Monotherapie ein unzureichendes 

molekulares Ansprechen zeigen. Die Ergebnisse einer weiteren Phase-I-Studie zur 

Kombination von NI und RU durch Sweet et al. wurden 2018 publiziert. 40% der Patienten 

zeigten ein gutes molekulares Ansprechen, wonach nach 6 Monaten per RT-PCR keine BCR-

ABL-Transkripte mehr nachgewiesen werden konnten. Zudem erwies sich die Kombination 

NI/RU als gut verträglich und nebenwirkungsarm [92]. 

Die Kombination von NI und PA zeigte in den Viabilitätsstudien ein hohes antiproliferatives 

Potential. Für die Bewertung der Wirksamkeit von Medikamenten ist jedoch auch deren 

Einfluss auf Apoptose und Zellzyklus entscheidend. So lässt sich differenzieren, ob das 

Medikament oder deren Kombination die proliferierenden Zellen über einen Zellzyklusarrest 

am weiteren Wachstum hindert oder durch geordneten Zelltod gänzlich eradiziert. Verharren 

Zellen durch Medikamentenexposition in der G0/G1-Phase, werden sie durch eine 

metabolische Inaktivität nicht im Proliferationsassay erfasst. In Vitalitätsstudien wurden daher 

durchflusszytometrische Bestimmungen zur Apoptose und Zellzyklusverteilung nach 48h-

Inkubation mit PA, NI und deren Kombination durchgeführt.  
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Die alleinige Exposition mit NI oder PA zeigte, wie in Kapitel 4.3 beschrieben, sowohl an 

M07p210 als auch an Ba/F3p210 wenig Auswirkung auf die Zellvitalität. Der Anteil 

apoptotischer Zellen unterschied sich nur unwesentlich von der Nullkontrolle. Zudem erwirkte 

Zytokinstimulation mit IL3 bzw. GM-CSF keine wesentliche Minderung der 

Apoptoseinduktion. Im Vergleich zur Wirkung der Einzelsubstanzen konnte für die 

Kombination von NI und PA an Ba/F3p210 eine Steigerung des apoptotischen Ansprechens 

erzielt werden (Abbildung 16). In Kombination von NI und PA erhöhte sich der Anteil 

apoptotischer Zellen ohne Stimulation durch IL3 um 50% im Vergleich zur Nullkontrolle. 

Durch Stimulation mit IL3 wurde dieser Effekt aufgehoben. In Zusammenschau mit dem 

Proliferationsassay ist demzufolge an Ba/F3p210 der antiproliferative Effekt der Kombination 

von NI und PA unter Zytokinstimulation persistent, nicht jedoch der proapoptotische Effekt. 

An M07p210 konnte durch kombinierte JAK2/BCR-ABL-Inhibition ebenfalls eine 

Apoptoseinduktion mit einem Anteil von 28% erreicht werden (Abbildung 14). Unter 

Stimulation mit GM-CSF zeigte sich ein verminderter jedoch anhaltender proapoptotischer 

Effekt. Zytokin-vermittelte anti-apoptotische Signale konnten durch Kombination von NI und 

PA demnach ausschließlich an M07p210 überwunden werden. 

Ursache für einen geringen Anteil apoptotischer Zellen unter alleiniger Exposition von NI kann, 

trotz signifikantem antiproliferativem Potential, unter anderem in unterschiedlichen Levels der 

BCR-ABL-Inhibition vermutet werden, was zu einer deutlichen Minderung der Proliferation 

führt aber für eine Apoptoseinduktion unzureichend ist [118]. Das Ausmaß einer BCR-ABL-

Inhibition lässt sich auf molekularer Ebene anhand des Verhältnisses von phosphoryliertem zu 

dephosphoryliertem CrkL in der Western-Blot-Analyse ermitteln. Im Langzeitversuch 

(Abbildung 20) an M07p210 über 48h überwog unter 20nM NI trotz verringerter 

Phosphorylierung von BCR und ABL die unphosphorylierte CrkL-Bande. Dies lässt auf eine 

BCR-ABL-Restaktivität schließen, die eine ausreichende Proliferationsminderung bewirkt und 

dennoch einen Grenzwert überschreitet, der ausreicht, um relevante anti-apoptotische 

Signalwege zu aktivieren und eine Induktion von Apoptose zu unterbinden. Eine Vielzahl 

wichtiger Schaltstellen der Apoptose wird direkt durch BCR-ABL oder über pSTAT5 reguliert. 

So wird durch BCR-ABL die Freisetzung und Akkumulation des mitochondrialen Cytochrom 

C ins Zytosol inhibiert, was in einer ausbleibenden Aktivierung der pro-apoptotischen Caspase 

3 resultiert [119]. pSTAT5 ist in maligne entarteten Zellen durch verstärkte Expression von 

Bcl-xl und Bcl-2 für die Weiterleitung anti-apoptotischer, pro-teilungsaktiver Signale 

verantwortlich [89]. In der Western-Blot-Analyse wurde die Phosphorylierung von STAT5 

ohne Zytokinstimulation durch NI vollständig unterdrückt. Daher kann ein Ausbleiben der 
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Apoptoseinduktion trotz Viabilitätsminderung in einer durch BCR-ABL-Restaktivität 

vermittelten Aktivierung anti-apoptotischer Signalwege wie der Ras-Raf-ERK- oder 

PI3K/Akt/mTOR-Kaskade vermutet werden [14].  

Auch der Zeitpunkt der Messung ist in die Interpretation der Ergebnisse miteinzubeziehen. Um 

eine Analogie zu den Viabilitätsmessungen herzustellen wurde ein langer Inkubationszeitraum 

von 48h gewählt. Ein stärkerer apoptotischer Effekt kann, in Zusammenschau mit den 

Viabilitätskurven, schon zu einem früheren Zeitpunkt angenommen werden. Daraus 

resultierend wird die Proliferation früh unterbunden und führt zu einem geringeren Anteil an 

Zellen, die mit in die Messung einbezogen werden können. Zum Moment der 

durchflusszytometrischen Messung stellte sich zudem eine Unterscheidung zwischen 

Spätphase der Apoptose und Nekrose erschwert dar.  

Zugleich ist zu berücksichtigen, dass die im MTS-Assay gezeigte metabolische Inaktivität 

durch ausbleibende Proliferation nicht zwangsläufig mit einer Zunahme apoptotischer Zellen 

einhergeht. Als relevanter Resistenzmechanismus leukämischer Stammzellen wurde der 

Zustand der quiescence, das heißt ein Ausharren in der G0-Phase, identifiziert [91, 111]. Zellen 

in der G0-Phase zeigen eine nur geringe metabolische Aktivität, gleichzusetzen mit einem 

geringen Umsatz von MTS im Proliferationsassay. Klinische Bedeutung erlangt dieser Zustand 

dadurch, dass die im Zellzyklus arretierten Zellen nach Beendigung der Exposition einen 

möglichen Ausgangspunkt für klonale Proliferation bilden können. Dies kann wiederum nach 

Absetzen der TKI-Therapie zu einem Rückfall nach tiefem molekularem Ansprechen führen. 

Mit der Zellzyklusanalyse sollten mithilfe durchflusszytometrischer Messungen die einzelnen 

Zellzyklusphasen differenziert und im Zellzyklusarrest, das heißt in G0/G1-Phase befindliche 

Zellen, detektiert werden. Für beide in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Zelllinien wurde 

der deutlichste Anstieg von Zellen in G0/G1-Phase unter NI und PA in Kombination erreicht. 

Entsprechend dem proliferationsfördernden Effekt der Zytokine in den Viabilitätsmessungen 

resultierte eine Stimulation mit IL3 respektive GM-CSF in einem geringeren Anteil an Zellen 

im Zyklusarrest. Ein durch TKI bedingtes Unterdrücken der Zytokin-vermittelten Proliferation 

spiegelte die Zellzyklusanalyse jedoch nicht wider. Der G0/G1-Anteil entsprach unter 

Zytokinstimulation für beide Zelllinien in etwa dem der Nullkontrolle. Die Effekte in diesem 

Assay fielen insgesamt gering aus und korrelieren quantitativ nicht mit den Ergebnissen des 

MTS-Assays. Wie auch am Apoptoseassay aufgeführt, ist der Zeitpunkt der Messung, das heißt 

nach 48h Inkubation, als mögliche Ursache für den geringen Anstieg von Zellen in G0/G1-

Phase zu berücksichtigen.   
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Die gegenseitige Wirkungsverstärkung von NI und PA konnte auch in Signalstudien an 

M07p210 in der Langzeitinkubation über 48h anhand der Reduktion des 

Phosphorylierungsgrades von pBCR-ABL und pABL bestätigt werden (siehe Kapitel 4.4.1). 

Unter NI und 500nM PA wurde die konstitutive Phosphorylierung von BCR-ABL, 

unbeeinflusst von GM-CSF, am stärksten unterdrückt. Unter 500nM PA war hingegen keine 

Veränderung des Phosphorylierungssignals im Vergleich zur Nullkontrolle zu verzeichnen. 

Damit ist auch auf Ebene des BCR-ABL-Signalings ein synergistisches Zusammenwirken von 

PA und NI anzunehmen (siehe Abbildung 20). Ursache kann in einer zusätzlichen, sogenannten 

„off-target“ Inhibition von BCR-ABL durch PA vermutet werden [103]. Abweichende 

Ergebnisse traten in der Kurzzeitstimulation über 4h auf (Abbildung 19). Eine zusätzliche 

Minderung des Phosphorylierungssignals von pBCR-ABL und pAbl durch Kombination von 

NI und PA, im Vergleich zu der Einzelwirkung von NI, bestand nicht. Der Grund hierfür ist 

vornehmlich im Einsatz der verhältnismäßig hohen NI-Konzentration von 20nM zu vermuten, 

durch welche bereits allein eine fast vollständige Dephosphorylierung von BCR-ABL und dem 

zugehörigen Adapterprotein CrkL erreicht wurde. Ebenso zeigte sich in der Kurzzeitstimulation 

eine Zunahme der Gesamtproteine BCR-ABL und ABL. Dies ist möglicherweise Ausdruck 

einer kompensatorischen Überexpression von BCR-ABL auf die Hemmung der 

Tyrosinkinaseaktivität durch NI. Zelluläre Anpassungsvorgänge, wie in der Langzeitinkubation 

über 48h mit einer Abnahme von Gesamt-BCR-ABL und Gesamt-ABL, sind hier noch nicht 

erfolgt.  

In der vorliegenden Arbeit beschreibt demzufolge Synergismus die Erkenntnis, dass JAK2-

Inihibitoren allein eine eher moderate Wirkung gegenüber BCR-ABL-positiven Zellen zeigen, 

in Kombination mit einer BCR-ABL-Hemmung jedoch ein starkes inhibitorisches Potential 

entfalten. Dies ist konsistent mit den zuvor beschriebenen direkten Interaktionen zwischen der 

JAK2 und BCR-ABL in maligne entarteten CML-Zellen [90, 93, 101, 120]. Es besteht eine 

direkte Verbindung von JAK2 mit der C-terminalen Domäne von BCR-ABL. Eine direkte 

Phosphorylierung des Tyrosin 177 von BCR-ABL wird ebenfalls durch JAK2 vermittelt [121]. 

Insbesondere für primitive CML-LSC wird dem AHI1-BCR-ABL-JAK2-Komplex eine 

besondere Stellung zugeschrieben [122]. Das Protein AHI1 (Abelson helper integration site 1) 

steht für ein Onkogen, welches vergleichbar mit BCR-ABL in CML LSC verstärkt exprimiert 

wird. Es hält eine Art Mediatorposition zwischen JAK2 und BCR-ABL inne und wird durch 

multiple Bindungsstellen sowie Domänen für Protein-Protein-Interaktionen, so zum Beispiel 

SH3-Domänen und WD40, charakterisiert. Eine Überexpression führt in vitro zu einem 

Wachstumsvorteil, in vivo zu Leukämogenese und Synergie mit BCR-ABL [120].  
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Eine Destabilisierung des JAK2-BCR-ABL-Komplexes durch eine Kombination von JAK2-

Inhibitoren und TKI bewirkt daher, im Vergleich zum Einsatz der jeweiligen Einzelsubstanz, 

eine Reduktion von Wachstum und Überleben leukämischer Stammzellen sowie eine verstärkte 

Sensibilisierung gegenüber TKI [90]. Durch Synergie ist zudem eine Reduktion der jeweiligen 

Einzeldosis bei gleichzeitiger Steigerung des inhibitorischen Effektes möglich. Auch eine 

Minimierung von Nebenwirkungen wird durch eine Dosisreduktion erreicht, was als Vorteil für 

das Etablieren eines klinischen Modells angesehen werden kann. 

5.3 STAT5 als Schlüsselprotein 

STAT Proteine gelten, durch Regulation der Expression entsprechender Zielgene, als 

maßgebliche Mediatoren von verstärkter Proliferation und anti-apoptotischen Signalwegen in 

CML-Zellen [123, 124]. Insbesondere für pSTAT5 konnte eine essentielle Mitbeteiligung an 

der myeloiden Transformation, Leukämogenese und Aufrechterhaltung der CML 

nachgewiesen werden [115]. Zudem korreliert ein hoher intrazellulärer pSTAT5-Anteil mit 

Krankheitsprogression und Resistenzentwicklung [55, 89, 123].  Da aktuell in der klinischen 

Anwendung STAT5 als intrazelluläres Signalprotein ohne enzymatische Domäne aus 

therapeutischer Sicht schwer anzugreifen ist, werden - trotz JAK-2-unabhängiger Aktivierung 

durch BCR-ABL -  JAK2-Inhibitoren zur Reduktion des intrazellulären phospho-STAT5-

(pSTAT5)-Levels eingesetzt [11]. Bereits 2007 zeigte Wang et al., dass durch Zytokin-

vermittelte STAT5 Aktivierung eine BCR-ABL-unabhängige Resistenz gegenüber IM und NI 

hergestellt werden kann [86]. 

In Signalstudien, siehe Kapitel 4.4.2, ersuchten wir eben diese Zytokin-vermittelte Resistenz 

am Beispiel der STAT5-Phosphorylierung modellhaft darzustellen sowie den Einfluss von NI, 

PA und deren Kombination auf den Aktivierungsgrad von STAT5 zu bestimmen und so 

möglicherweise eine Überwindung Zytokin-vermittelter Resistenz zu erzielen.  

Im Langzeitversuch über 48h lag in der Nullkontrolle ohne Zytokinstimulation durch GM-CSF 

nur eine geringe basale Phosphorylierung vor. Die Hinzugabe von GM-CSF bewirkte eine 

BCR-ABL-unabhängige Aktivierung von STAT5. Sowohl durch PA und NI allein, doch 

insbesondere für die Kombination von NI und 500nM PA wurde eine deutliche Abschwächung 

der GM-CSF-vermittelten phospho-STAT5-Bande erzielt. Komplett ausgelöscht wurde das 

Phosphorylierungssignal jedoch nicht (siehe Abbildung 22). Im Vergleich dazu wurde das 

BCR-ABL-Signaling durch PA nur geringfügig beeinflusst. Langfristig konnte entsprechend 

dem Ziel der Überwindung einer modellhaft dargestellten Zytokin-vermittelten Resistenz durch 

Kombination von NI und PA einer GM-CSF-bedingten Aktivierung von STAT5 
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entgegengewirkt werden. Vergleichbare Ergebnisse zeigte Gallipolli et al. für RU und NI 

hinsichtlich der Auswirkung einer kombinierten BCR-ABL- und JAK2-Inhibition auf die 

Phosphorylierung von STAT5. In durchflusszytometrischen Messungen wurde eine Reduktion 

des pSTAT5-Levels in CD34+ CML Zellen sowohl unter RU und NI allein als auch in 

Kombination belegt. Die Inkubationszeit betrug hierbei 24h [88].  

In Analogie zum Langzeitversuch wurde auch in der Kurzzeitexposition über 4h eine starke 

Phosphorylierung von STAT5 durch Stimulation mit GM-CSF erzielt (Abbildung 21). Unter 

alleiniger Exposition mit NI wurde diese zusätzlich verstärkt. Durch Kombination von NI und 

PA konnte diese Hyperphosphorylierung auf den Phosphorylierungsgrad der Nullkontrolle 

reduziert werden. Hintergrund kann in einer durch die BCR-ABL-Blockade verstärkten 

Expression GM-CSF-vermittelter Überlebenssignale wie der JAK/STAT-Achse vermutet 

werden, da die STAT5- Hyperphosphorylierung durch JAK2-Inhibition mit PA aufgehoben 

wurde. Eine zusätzliche Minderung der STAT5-Aktivierung gelang durch Kombination von 

PA und NI jedoch nicht. Gleichzeitig lässt ein hoher Anteil von unphosphoryliertem CrkL unter 

NI auf eine geringe BCR-ABL-Aktivität schließen (Abbildung 19). Vergleichbare Ergebnisse 

wurden in unserer Arbeitsgruppe zu der Kombination von NI und RU im Kurzzeitversuch über 

eine 4-stündige Inkubationszeit gezeigt. Auch hier konnte unter Stimulation mit GM-CSF keine 

Abschwächung der pSTAT5-Bande erzielt werden. Zugleich zeigte sich ebenfalls unter NI eine 

Hyperphosphorylierung, die durch zusätzliche JAK-Inhibition mit RU blockiert werden konnte. 

Hinzufügend konnte eine erhöhte Expression der GM-CSF-Rezeptor Untereinheit CSF2RB 

belegt werden. Die Phosphorylierung von STAT3 hingegen wurde durch Kombination von NI 

und RU effektiv gehemmt, was die komplexe Biologie der JAK/STAT-Achse beleuchtet [117]. 

STAT-Aktivierung erfolgt sowohl JAK-unabhängig, über direkte Onkogen-STAT-

Aktivierung, als auch JAK-vermittelt, entsprechend der Zytokin-Rezeptor-Achse [125]. Hierbei 

zeigt sich auch eine differentielle und Zelllinien-abhängige Rolle der Isotypen STAT3 und 

STAT5, wie weiter unten im Text erläutert.  

In die Interpretation der paradoxen STAT5-Aktivierung unter TKI-Einfluss ist die Bedeutung 

weiterer, JAK-unabhängiger Aktivierungsmechanismen von STAT5 miteinzubeziehen. Der 

Einfluss von non-rezeptor Tyrosinkinasen der SRC family kinases (SFK) wird in der aktuellen 

Literatur umstritten bewertet. Für LYN und HCK konnte als Teil der SFK eine hohe Aktivität 

in BCR-ABL-positiven CML-Zellen nachgewiesen werden [85]. Eine direkte 

Phosphorylierung und damit Aktivierung von STAT5 durch SRC wurde ebenfalls belegt, so ist 

HCK zur direkten Phosphorylierung von STAT5 in BCR-ABL-haltigen Zellen befähigt [126, 

127]. Gleichzeitig zeigten Chatain et al., dass durch SRC eine zytoplasmatische Retention von 
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pSTAT5A gelingt und damit der durch BCR-ABL forcierten, nukleären Translokation 

aktivierter STAT-Proteine entgegengewirkt wird [128]. Die Beteiligung von SRC an der 

Regulation des intrazellulären pSTAT5-Levels ist möglicherweise Ursache für eine nur geringe 

pro-apoptotische Wirkung des dualen SRC/ABL-Inhibitors Dasatinib, TKI der zweiten 

Generation, in CML-Stammzellen [129]. SFK sind demnach als nicht zu vernachlässigende 

Aktivatoren von STAT5 zu werten, wobei ihr schlussendlicher Einfluss auf eine überdauernde 

Zytokin-vermittelte STAT5 Phosphorylierung unter kombinierter BCR-ABL- und JAK2-

Inhibition fraglich ist.  

In die experimentelle Arbeit nicht mit einbezogen wurden die Auswirkungen der 

Kombinationstherapie von NI und PA auf den Phosphorylierungsgrad von STAT3. Während 

neben STAT5 auch STAT3 als wichtiges STAT-Protein für die initiale BCR-ABL-abhängige 

Transformation identifiziert wurde, gewinnt für die Aufrechterhaltung vor allem STAT5 an 

Bedeutung [55]. Dennoch wurden erhöhte Level von STAT3 mit seinen Zielgenen Bcl-xl, Mcl-

1 und Survivin mit einer Resistenzentwicklung gegenüber IM assoziiert [130]. Da die 

Aktivierung von STAT3 eher über JAK-Kinasen als über direkte Interaktionen mit BCR-ABL 

erfolgt, ist es als eines der Schlüsselproteine zur Vermittlung BCR-ABL-unabhängiger 

Resistenz zu werten. Kuepper et al. zeigten eine therapieresistente STAT3-Aktivierung in TKI-

sensitiven leukämischen Zellen, die vor allem durch JAK1 und nicht JAK2 vermittelt wurde 

[57]. Bedeutung in der Signalweiterleitung gewinnt STAT3 daher, wenn STAT5 durch BCR-

ABL-Inhibition unter TKI-Therapie blockiert wird. In der Zytokin-reichen Umgebung des 

Knochenmarks wurde IL6 als wichtiger Mediator einer JAK1-vermittelten STAT3-Aktivierung 

identifiziert, einhergehend mit einer Persistenz leukämischer Stammzellen [57]. Zugleich sind 

erhöhte Level von inflammatorischen Zytokinen wie IL6 im Plasma von CML-Patienten 

nachweisbar [131]. Das durch Gleixner et al. formulierte therapeutische Ziel einer kombinierten 

STAT3- und STAT5-Inhibition zur Überwindung von TKI-Resistenz, beispielsweise durch 

Kombination von JAK1/2- und BCR-ABL-Inhibition, scheint daher durch PA und dessen 

JAK2-Selektivität weniger umsetzbar zu sein [132]. Gegensätzlich dazu zeigten Younes et al. 

für PA gleichermaßen eine dosis-unabhängige, effektive Reduktion von pSTAT3 und pSTAT5 

[62]. Eine persistierende STAT3-Aktivierung unter PA respektive NI könnte jedoch als eine 

weitere Ursache für ein Ausbleiben der Apoptoseinduktion bei gleichzeitiger 

Viabilitätsminderung genannt werden (siehe 5.2). Der Einfluss einer Kombination von PA und 

NI auf den Phosphorylierungsgrad von STAT3 sollte demnach Bestand weiterführender 

Untersuchungen sein. 
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Zusammenfassend wurde bestätigt, dass pSTAT5 als intrazelluläres Signalprotein eine 

Schlüsselposition in der Pathogenese der CML einnimmt. GM-CSF induziert eine verstärkte 

Aktivierung von STAT5 in BCR-ABL-positiven Zelllinien, der in der vorliegenden Arbeit 

durch NI und PA lediglich im Langzeitversuch entgegengewirkt werden konnte. Die bei 

kürzerer Exposition gezeigte Verstärkung des pSTAT-Signals unter NI und dessen Aufheben 

durch PA lässt eine kurzzeitige Kompensation der BCR-ABL-Blockade durch alternative 

Signalwege wie die JAK/STAT-Achse und andere STAT5-Aktivatoren vermuten. Folglich 

liegt der Rückschluss nahe, dass der Phosphorylierungsgrad von STAT5 in Abhängigkeit zu 

der Expositionszeit mit dem jeweiligen TKI steht.  

Dem vielversprechenden therapeutischen Potential einer JAK2-Inhibition gegenüberzustellen 

sind Studien, die eine JAK2-unabhängige STAT5 Aktivierung in CML-Zellen belegen [11, 88, 

115]. Hantschel et al. zeigte, dass in JAK2-Knockout-Modellen eine BCR-ABL-vermittelte 

konstitutive STAT5-Aktvierung ohne JAK2-Beteiligung vorliegt [56, 115]. Entgegen seiner 

Funktion in der normalen Hämatopoese erscheint die Funktion von JAK2 durch Entkopplung 

der klassischen JAK2-STAT5-Achse in entarteten CML-Zellen daher entbehrlich. 

Bedeutsamkeit erlangt eine JAK2-Inhibition somit in Zellen mit einer niedrigen BCR-ABL-

Aktivität, so zum Beispiel LSC, in denen eine zusätzliche autokrine Stimulation durch IL3, 

GM-CSF oder andere Botenstoffe erfolgt. Diese vom Zytokin-reichen Milieu des 

Knochenmarks abhängigen Zellen können dadurch ein Überlebensvorteil generieren [86, 112]. 

Der Entkopplung der klassischen JAK-STAT-Kaskade und damit der JAK-unabhängigen, 

konstitutiven Aktivierung von STAT-Proteinen kann somit eine besondere Rolle in der 

Krankheitsentstehung und –aufrechterhaltung der CML zugesprochen werden.  Eine Persistenz 

der STAT5-Phosphorylierung trotz effektiver Inhibition der upstream-Kinasen JAK2, BCR-

ABL und SRC legt die Vermutung nahe, dass die Existenz weiterer STAT5-aktivierender 

Kinasen an der Signalvermittlung in myeloischen Erkrankungen beteiligt ist. Aufgrund seinen 

herausragenden onkogenen Eigenschaften wird daher die Bedeutsamkeit einer direkten 

Inhibition von STAT5 zunehmend als vielversprechendes prospektives therapeutisches Ziel 

formuliert [123, 133]. Bisher galten STAT-Proteine aufgrund ihrer fehlenden katalytischen 

Domäne als schwer angreifbar, inzwischen wurden jedoch mehrere Optionen als molekulare 

Zielpunkte herausgearbeitet. 

So gelten beispielsweise die Hemmung der nukleären Translokation sowie die Blockade der für 

die Dimerisierung benötigten SH2-Domänen als vielversprechende Möglichkeiten zur direkten 

STAT-Inhibition [123]. Erst kürzlich wurde der SH2-Domänen-Inhibitor AC-4-130 in 

präklinischen Studien zur Therapie der FLT3-positiven AML entwickelt und charakterisiert. 
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Pathologisch erhöhte STAT5-Level in AML-Zellen konnten effektiv reduziert werden [134]. 

Es bedarf weiterer Forschungsbemühungen, die Effektivität von AC-4-130 auch für andere 

leukämische Krankheitsbilder zu evaluieren und gegebenenfalls im klinischen Kontext zu 

erproben. Als ein weiterer potenter Inhibitor einer konstitutiven STAT5-Aktivierung konnte an 

BCR-ABL-positiven, leukämischen Zellen sowie an einem AML-Mausmodell das 

Antipsychotikum Pimozid identifiziert werden [135, 136]. Unter Nachweis einer besonders 

hohen Spezifität gegenüber STAT5 im Vergleich zu STAT3, STAT1, MAPK und SRCs 

wurden für den Calciumkanal- und D2-Rezeptor-Antagonist synergistische Effekte in 

Kombination mit IM und NI demonstriert. Trotz selektiver Hemmung der STAT5-

Tyrosinphosphorylierung konnte keine direkte Interaktion zwischen Pimozid und STAT5 

nachgewiesen werden [135]. Schafraneck et al. zeigten, dass die direkte STAT5-Inhibition für 

die Eradikation BCR-ABL-positiver Zellen gegenüber der indirekten, JAK2-vermittelten 

STAT5-Inhibition überlegen ist. Zudem gelang durch eine gezielte STAT5-Hemmung eine 

Sensitivierung BCR-ABL-positiver Zellen gegenüber TKI. Dies beweist das hohe onkogene 

Potential der konstitutiven STAT5-Aktivierung trotz effektiver Blockade Zytokin-assoziierter 

Signale, basierend auf einer Interaktion mit BCR-ABL und anderen STAT-aktivierenden 

Kinasen sowie einer Loslösung von der JAK-abhängigen Phosphorylierung [133].  

5.4 Überwindung sekundärer Resistenzmechanismen durch den JAK2-

Inhibitor Pacritinib 

Sowohl in der vorliegenden Arbeit, in unserer Arbeitsgruppe als auch in der aktuellen Literatur 

konnte das therapeutische Potential von JAK2-Inihibitoren hinsichtlich der Überwindung 

Zytokin-vermittelter Resistenzmechanismen nachgewiesen werden. Dennoch bleibt die Rolle 

von JAK2 als medikamentöser Angriffspunkt umstritten. In JAK2-knock-out Modellen konnte, 

insbesondere für die initiale Transformation myeloischer Zellen sowie die Aufrechterhaltung 

der CML, eine JAK2-Independenz durch die JAK2-unabhängige Aktivierung von STAT5 

nachgewiesen werden [115]. Gleichzeitig zeigte Hantschel et al., dass in JAK2-defizienten 

Knochenmarkzellen ohne JAK2-Abhängigkeit eine Apoptoseinduktion durch JAK2-

Inhibitoren gelang. Dies ist auf eine off-target Hemmung von BCR-ABL bzw. anderen BCR-

ABL-inhibierenden Kinasen zurückzuführen, die über eine verminderte BCR-ABL-Aktivität 

eine Verringerung von pSTAT5 bedingt, häufig in höher eingesetzten Konzentrationen des 

jeweiligen Inhibitors [11, 115]. Die off-target Hemmung von BCR-ABL durch JAK-Inhibitoren 

im niedrigen mikromolaren Bereich wurde an JAK2-defizienten Mausmodellen bereits für 

ausgewählte JAK-Inhibitoren wie AG490, TG101209 oder TG101348 gezeigt [11]. Nach 
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Singer et al. konnte auch für PA eine Wirksamkeit im mikromolaren Konzentrationsbereich 

gegenüber der ABL-Kinase sowie ausgewählten BCR-ABL Mutationen nachgewiesen werden 

[103]. Basierend auf dieser Erkenntnis ersuchten wir dieses Potential einer JAK2-

unabhängigen, off-target Hemmung durch PA an BCR-ABL-positiven Zelllinien sowie 

ausgewählten, unterschiedlich NI-resistenten Mutationen zu bestimmen.  

Die BCR-ABL-Transfektion der eingesetzten maternalen, humanen (M07e) und murinen 

(Ba/F3) Zelllinien befähigt zur Wachstumsfaktor-unabhängigen Proliferation, siehe Kapitel 

4.1.2 [116, 137]. Maternale Zellen benötigen Zytokine als Proliferationsstimulus, welcher 

durch JAK2-Inhibition mit PA unterbunden werden konnte, dargestellt in Abbildung 4. Paradox 

stellte sich die Auswirkung von PA auf die zugehörigen BCR-ABL-transfizierten Zellen dar. 

In M07p210 wurde der antiproliferative Effekt von PA durch BCR-ABL vermindert jedoch 

nicht ausgehebelt, ein IC₅₀ wurde dennoch erreicht. Invers verhielten sich die murinen 

Ba/F3p210- Zellen, die auf PA sensitiver reagierten als ihre zugehörigen Mutterzellen. Die 

Expression von BCR-ABL resultierte demzufolge in einer Verstärkung der antiproliferativen 

Wirkung von PA in murinen Ba/F3p210 Zellen. 

Dem gegenüberzustellen ist ein in unserer Arbeitsgruppe äquivalent durchgeführtes Experiment 

mit RU: hier wird die wachstumshemmende Wirkung von RU durch BCR-ABL-Transfektion 

unterbunden [106, 117]. Aufgrund des konstitutiv aktiven BCR-ABL-Fusionproteins benötigen 

die BCR-ABL-positiven Zelllinien keinen extrinsischen Wachstumsstimulus durch Zytokine, 

eine JAK1/2-Inhibition durch RU hat keine Auswirkung auf die Zellviabilität. Für PA hingegen 

kann eine antiproliferative Wirkung an BCR-ABL-positiven Zelllinien bestätigt werden. Laut 

aktueller Studienlage ist die Begründung in einer direkten Hemmung der ABL-Kinase sowie 

Interaktionen mit weiteren, Tumoraktivitäts-modulierenden Kinasen zu finden [68, 69, 103]. 

Gegenstand weiterer Untersuchungen bleibt indes die Diskrepanz des antiproliferativen Effekts 

zwischen murinen und humanen Zelllinien. Dennoch nutzten wir die Erkenntnis einer 

gesteigerten antiproliferativen Potenz von PA gegenüber Ba/F3p210-Zelllinien für 

weiterführende Viabilitätsuntersuchungen an den Mutationen M351T, G250E und T315I. Die 

Auswahl der Mutationen erfolgte angelehnt an eine durch Singer definierte Aktivität von PA 

gegenüber den Mutationen G250E, M351T und V253F [103]. Aufgrund seiner herausragenden 

klinischen Relevanz wurde die hochresistente T315I-Mutante in die Untersuchungen 

einbezogen. M351T, G250E und T315I beschreiben Punktmutationen, die meist im Laufe einer 

TKI-Therapie zum dominanten Klon auswachsen. Sie werden damit den sekundären 

Resistenzmechanismen zugeordnet, welche die häufigste Ursache einer TKI-Resistenz 

repräsentieren [45]. 
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In Kapitel 4.5.1 wurden zunächst die Einzelwirkungen von NI und PA auf die jeweiligen BCR-

ABL-Mutationen erprobt. Für NI lagen die erhobenen Ergebnisse im vergleichbaren Bereich 

mit den in der aktuellen Literatur angegebenen IC₅₀ -Werten [49, 60]. M351T reagierte 

vergleichbar sensibel auf eine Exposition mit NI. Für G250E konnte eine mittelgradige, für 

T315I eine hochgradige Resistenz gegenüber NI belegt werden. PA hingegen zeigte im 

Konzentrationsbereich von 500nM bis 2000nM Wirksamkeit gegenüber allen getesteten 

Mutationen mit dem geringsten antiproliferativen Potential gegenüber T315I. Der ermittelte 

IC₅₀ lag hier bei 1720nM. Dennoch ist hervorzuheben, dass ein wachstumsinhibitorischer 

Effekt auf Ba/F3p210 T315I im mikromolaren Konzentrationsbereich von PA nachgewiesen 

werden konnte. Grund für die hochgradige Resistenz von T315I gegenüber IM und allen TKI 

der zweiten Generation ist eine durch die Punktmutation bedingte sterische Hinderung der 

Bindungstasche. Dadurch wird die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen verhindert 

[75, 79]. Nur für Ponatinib, einem TKI der dritten Generation, konnte bisher eine Wirksamkeit 

gegenüber T315I und allen anderen bekannten Mutationen gezeigt werden [25].  

Trotz vielversprechenden Ergebnissen in den Viabilitätsstudien ist die Wirksamkeit von PA 

hinsichtlich seines Potentials zur Apoptoseinduktion von Ba/F3p210 T315I widersprüchlich zu 

werten. Wie in Kapitel 4.3 beschrieben konnte weder unter PA, NI noch der Kombination aus 

beiden eine Minderung der basalen Vitalität erzielt werden (siehe Abbildung 27). Der Anteil 

von Zellen in G0/G1-Phase wurde durch Kombination von PA und NI geringfügig gesteigert, 

so dargestellt in Abbildung 28. Durch Monotherapie mit PA wurde keine Steigerung der Zellen 

in der G0/G1-Phase erreicht. Als Grund für die Diskrepanz der Ergebnisse zwischen Viabilität 

und Vitalität bzw. Zellzyklusanalyse kann die sich unterscheidende Inkubationszeit von 72h in 

den MTS-Proliferationsanalysen versus 48h für die durchflusszytometrisch erhobenen 

Ergebnisse angenommen werden.  

Durch Kombination von PA und NI konnte für alle drei eingesetzten BCR-ABL-Mutationen 

ein gesteigertes antiproliferatives Potential im Vergleich zur alleinigen Exposition mit NI 

erreicht werden (Abbildung 25). Durch PA wurde demnach einem durch Punktmutationen in 

der ABL-Kinasedomäne bedingten Wirkungsverlust von NI entgegengewirkt. In der 

Synergieanalyse wurden vor allem für T315I synergistische Effekte nachgewiesen. Für M351T 

und G250E konnten nur für 1000nM PA in Kombination mit NI synergistische Aktivität 

ermittelt werden. Folglich wurde ein teilweises Überwinden der sekundären Resistenz erreicht.  

Grund für eine Synergie zwischen PA und NI ohne Proliferationsstimulus durch IL3 ist in einer 

direkten Hemmung von BCR-ABL durch PA zu vermuten [103]. Wie oben beschrieben, wurde 
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bereits für mehrere JAK-Inhibitoren ein inhibitorisches Potential gegenüber der ABL-Kinase 

nachgewiesen [115]. Hinsichtlich des genauen Bindungsmechanismus liegen in der aktuellen 

Literatur keine spezifischen Erkenntnisse vor. Durch Vorliegen eines antiproliferativen Effekts 

von PA an unmutierten und mutierten BCR-ABL-positiven Zellen kann angenommen werden, 

dass der off-target Wirkung durch JAK-Inhibitoren eine, im Vergleich zu den klassischen TKI, 

alternative Bindungsstelle an der ABL-Kinasedomäne zugrunde liegt. Die Erforschung des 

genauen molekularen Angriffspunktes bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Dennoch 

kann der Erkenntnis einer direkten Hemmung von BCR-ABL durch JAK2-Inhibitoren ein 

therapeutisches Potential bezüglich einer kombinierten Überwindung primärer und sekundärer 

Resistenzmechanismen zugesprochen werden. 

Ebenso müssen alternative Signalwege in die Erwägungen einbezogen werden, über dessen 

Inhibition BCR-ABL-positive Zellen in ihrer Proliferation gehemmt werden könnten. So wurde 

beispielsweise ein Zusammenhang zwischen TKI-Resistenz und der BCR-ABL-unabhängigen 

Aktivierung von downstream-Signalkaskaden wie PI3K/Akt/mTor belegt [138]. Eine 

Interaktion zwischen pSTAT5 und Akt beweist zudem deren Schlüsselrolle in der Onkogenese 

und Resistenzvermittlung [139]. Nach Burchert et al. ist eine kompensatorische 

Hochregulierung von PI3K/Akt unter TKI-Therapie an der frühen Vermittlung von TKI-

Resistenz beteiligt [84]. Für die Kombination von NI mit dem PI3K-selektiven Inhibitor 

Dactolisib konnten synergistische Effekte in der anti-apoptotischen und antiproliferativen 

Wirkung bewiesen werden [140]. Somit ist die gezielte Inhibition des PI3K-Signalweges eine 

von zahlreichen molekularen Angriffpunkten, die in der Etablierung zukünftiger 

Therapiekonzepte der CML berücksichtigt werden sollten. 

5.5 BCR-ABL- und JAK2-Inhibition in primären CML-Progenitorzellen 

Die Persistenz leukämischer Stammzellen (LSC) trotz Inhibition von BCR-ABL wurde als 

maßgebliche Ursache für das Bestehen einer minimalen Resterkrankung (MRD) identifiziert 

[39, 75, 111]. MRD kann ein Wiederauftreten der CML nach Beendigung der TKI-Therapie 

bedingen. Um dieser Resistenzentwicklung entgegenzuwirken, gilt die Eradikation 

leukämischer Stammzellen als Ziel prospektiver Therapiekonzepte. Potentielle Angriffspunkte 

für die Etablierung solcher Therapiestrategien sind Signalwege wie Hedgehog, Wnt/ß-Catenin 

oder FOXO3, die LSC zu proonkogenen Eigenschaften verhelfen [39, 90]. Deren aberrante 

Aktivierung resultiert in einem unkontrollierten Selbsterneuerungspotential, Sistieren in der 

G0-Phase sowie verminderter Adhäsion an Stroma und Zellmatrix [39]. Das Überleben unter 

TKI-Therapie wird zudem durch Nutzung alternativer, BCR-ABL-unabhängiger 
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Proliferationsstimuli wie einer autokrinen Zytokinproduktion ermöglicht [75, 113]. Zeigt sich 

das JAK2-Signal für differenzierte CML-Zellen durch konstitutiv aktives BCR-ABL 

entbehrlich, verstärkt sich mit zunehmender Hemmung von BCR-ABL die Abhängigkeit von 

alternativen Überlebensstrategien. Erschwerend für eine gezielte Eradikation mit möglichst 

geringer Knochenmarktoxizität ist daher ein Auftreten der für LSC relevanten Signalwege, so 

auch JAK2-assoziierte Kaskaden, in normalen hämatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen 

(HSC) [90]. Nach Neviani et al. konnte für ruhende, in der G0-Phase sistierende Zellen, dem 

sogenannten Stadium der „quiescence“, eine niedrige BCR-ABL-Aktivität bei hoher BCR-

ABL-Expression nachgewiesen werden [141]. In diesen „stillen“ G0-Phase-LSC liegt eine 

konstitutive JAK2-Aktivierung vor. Dies resultiert in einer verminderten Aktivität des 

Tumorsuppressors Phosphatase 2 (PP2A), was über JAK2-induzierte Stabilisierung von ß-

Catenin zu Verbesserung des Überlebens und Selbsterneuerungspotentials leukämischer 

Stammzellen führt [141].  

Basierend auf diesen Grundannahmen wurden in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen 

einer kombinierten BCR-ABL- und JAK-Inhibition an CML-Progenitorzellen von autologen 

Stammzellspendern und neu diagnostizierten CML-Patienten untersucht. Ziel einer 

Kombinationstherapie war die Eradikation BCR-ABL+, klonogener Progenitorzellen bei 

gleichzeitiger Minimierung zytotoxischer Effekte durch möglichst genaue Differenzierung 

zwischen gesunden HSC und CML-Progenitorzellen. Eine Zielsetzung, die bereits durch Traer 

et al. als erschwert umsetzbar demonstriert wurde. Er belegte für die Kombination von BCR-

ABL und JAK2-Inhibition an CD34+ Zellmaterial ein nur geringes therapeutisches Fenster für 

den Einsatz des JAK2-selektiven Inhibitors TG101209. Durch Mitbeteiligung der JAK2 an der 

normalen Hämatopoese wurden im hohen Konzentrationsbereich des JAK2-Inhibitors trotz 

synergistischem Zusammenwirken mit NI der Anteil normaler HSC supprimiert. Unter 

geringen eingesetzten Dosen hingegen unterschieden sich die Ergebnisse unwesentlich von 

denen einer Monotherapie mit NI [90]. Chen et al. konnte für eine Kombination von ABL-TKI 

und JAK-Inhibitor TG101209 eine höhere Effektivität als für den alleinigen Einsatz von ABL-

TKI nachweisen. Durch Kombinationstherapie konnte die Aktivität von pCrkL und pSTAT5 

signifikant gemindert werden. Die durch JAK2-Inhibition bedingten zellschädigenden Effekte 

in gesundem Gewebe wurden durch eine sorgsame Auswahl des jeweilig eingesetzten 

Konzentrationsbereiches reduziert [120].  

Wie in Kapitel 4.6.2 beschrieben, wurden in der vorliegenden Arbeit die nach zweiwöchiger 

Inkubationszeit gewachsenen Kolonien zunächst lichtmikroskopisch ausgewertet und 

ausgezählt. Die Auswahl der Pacritinibkonzentration von 750nM wurde etwas höher als der im 
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MTS-Proliferationsassay ermittelte IC₅₀ von 500nM PA angesetzt. Zudem wurde in der 

Etablierung des Versuchsaufbaus zusätzlich eine zehnfach höhere Pacritinibkonzentration von 

7500nM eingesetzt. Hierunter wurde jegliches Wachstum sowohl erythrozytärer als auch 

leukozytärer Vorläuferkolonien unterbunden, weshalb diese Konzentration nicht mit in die 

Auswertung miteinbezogen wurde. Diese Erkenntnis bestätigt die Problematik starker 

zytotoxischer Effekte beim Einsatz hoher Konzentrationen von JAK-Inhibitoren [45, 120]. Da 

JAK2 auch in normalen HSC einen für die Proliferation essentiellen Signalweg vermittelt, 

konnte unter PA allein eine größere Zytotoxizität als unter alleiniger Exposition mit NI 

beobachtet werden. NI und PA in Kombination erzielten den höchsten antiproliferativen Effekt 

sowohl an primären Zellkulturen gesunder Stammzellspender als auch von CML-Patienten. 

Insgesamt wurde die Kolonieformierung von HSC gesunder Spender durch PA und NI zwar 

weniger beeinträchtigt, doch insbesondere unter Kombinationstherapie waren vor allem 

granulozytäre und monozytäre Vorläuferkolonien von der antiproliferativen Wirkung betroffen 

(siehe 4.6.2). Bezogen auf die Gesamtkoloniezahl wuchsen im primären Zellmaterial gesunder 

Spender unter NI und PA nur noch 13% CFU-GM, verglichen mit 6% Vorläuferkolonien in 

Kulturen von CML-Patienten. Für die erythrozytären Vorläuferkolonien gelang eine 

deutlichere Differenzierung zwischen Gesund und CML-Patient, was sich durch die besondere 

Relevanz der JAK für die Erythropoese begründen lässt. 

Die Ergebnisse bekräftigen die bereits erläuterte Diskrepanz zwischen erwünschter Eradikation 

maligner Zellen und Schädigung von normalem Zellgewebe. Aufgrund des engen 

therapeutischen Fensters sollten weiterführende Versuche zur Findung eines geeigneten, 

toxizitätsgeminderten Konzentrationsbereiches von PA durchgeführt werden.  

Das klinische Problem der Knochenmarktoxizität unter JAK-Inhibition ist hingegen bereits für 

das Krankheitsbild der Myelofibrose bekannt [71, 73]. Die aktuell empfohlene 

Erstlinientherapie mit dem JAK1/2-selektiven Inhibitor RU ist trotz effektiver 

Symptomreduktion insbesondere bei begleitender Thrombozytopenie nur limitiert einsetzbar 

[73]. PA erwies sich in zwei randomisierten, multizentrischen Phase-III Studien als weniger 

immun- und myelosuppressiv. Zudem waren weniger Medikamenten-induzierte 

Thrombozytopenien zu verzeichnen, die als prognosebestimmender Faktor gelten [71, 73, 142]. 

Dem gegenüberzustellen sind Ergebnisse von Gallipoli et al. zur Kombination von RU und NI 

an primären CD34+ Zellen, vergleichbar mit den Versuchen an primärem Zellmaterial von 

CML-Patienten in der vorliegenden Arbeit. Nach sorgsamer Auswahl eines geeigneten 

Konzentrationsbereiches gelang eine gute Differenzierung zwischen gesunden und 
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leukämischen Zellen mit einer präferierten Eradikation von LSC [88]. Als Erklärung vermutet 

Gallipoli eine stärkere Abhängigkeit der LSC von alternativen Signalwegen wie der JAK2 und 

einer daraus resultierenden erhöhten Rezeptorendichte [88, 91]. So ist eine Differenzierung 

zwischen LSC und HSC unter Minimierung myelosuppressiver Effekte möglich.  

Eine im Vergleich zu RU für PA genannte geringere Knochenmarktoxizität, unter anderem 

begründet durch die JAK2-Selektivität, konnten in den erhobenen Ergebnissen nicht belegt 

werden [73]. Jedoch ist für die Bewertung der Resultate die geringe Probenanzahl von vier 

CML-Patienten respektive drei gesunden Stammzellspendern zu berücksichtigen. Im Vergleich 

zu immortalisierten, etablierten Zelllinien zeichnen sich primäre Zellen zwar durch ein 

genaueres Widerspiegeln der Effekte in vivo aus, durch individuelle Unterschiede des 

entnommenen Patienten- oder Spendermaterials sind jedoch Ergebnisse in geringerem Maße 

reproduzierbar. Zudem gelingt eine, wie bereits für mehrere JAK-Inhibitoren in Studien belegt, 

Minderung der Knochenmarktoxizität nur durch sorgsame Auswahl eines geeigneten 

Konzentrationsbereiches mit schmalem therapeutischen Fenster, welcher für PA in 

weiterführenden Studien etabliert werden müsste [115, 120].  

Aus diesen Erkenntnissen erschließt sich, dass die Relevanz der JAK2 für unterschiedliche 

Zellpopulationen umstritten bewertet wird. Feststehend ist eine essentielle Bedeutung JAK-

assoziierter Signalwege für die Hämatopoese, insbesondere für Erythropoese und 

Thrombopoese, in geringerem Anteil für die Granulopoese und Monozytopoese, wie an knock-

out-Modellen mit kompletter JAK-Defizienz gezeigt werden konnte [143]. Durch konstitutive 

BCR-ABL-Aktivität und Entkopplung der JAK/STAT-Achse wird die JAK für CML-Zellen 

entbehrlich, gewinnt jedoch für leukämische Stammzellen als alternativer Signalweg und unter 

BCR-ABL-Inhibition an Bedeutung [75, 115, 144]. Die kombinierte Hemmung von JAK und 

BCR-ABL zeigte für mehrere JAK-Inhibitoren eine höhere Effektivität im gezielten Angreifen 

leukämischer Stammzellen als eine alleinige Therapie mit ABL-TKI [88, 93, 120]. Zudem 

liegen vielversprechende Ergebnisse zur Verhinderung der Entwicklung einer leukämischen 

Stammzellresistenz durch frühzeitige Kombinationstherapie vor [120]. Zur Bekämpfung der 

TKI-Resistenz leukämischer Stammzellen sollte die Inhibition weiterer deregulierter 

Signalwege in Betracht gezogen werden. Als wichtiger Angriffspunkt ist der Wnt/ß-Catenin-

Weg zu nennen, dessen aberrante Aktivierung einen zentralen Stellenwert für Überleben und 

Selbsterneuerungspotential von LSC innehält [111]. Eine Aktivierung erfolgt dabei sowohl 

über BCR-ABL als auch BCR-ABL-unabhängig über JAK2, in engem Zusammenhang mit der 

pathogenetisch bedingten Inaktivierung des Tumorsuppressorgens PPA2 stehend [141]. Eine 

selektive Inhibition des Wnt/ß-Catenin/GSK3 Netzwerks in leukämischen Stammzellen gelang 
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Neviani et al. durch Wiederherstellen der PPA2-Funktion mithilfe von PPA2-aktivierenden 

Substanzen wie FTY720 [141]. Nagao et al. konnten für AV65, einen direkten Inhibitor von ß-

Catenin, eine effiziente Reduktion von Proliferation sowie Induktion von Apoptose in BCR-

ABL-positiven Zellen nachweisen [145]. 
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6 Schlussfolgerung 

In der vorliegenden Arbeit konnte im präklinischen Modell gezeigt werden, dass durch 

kombinierte JAK2/BCR-ABL-Inhibition Zytokin-vermittelte Resistenzmechanismen 

überwunden werden können. Für die Kombinationstherapie von PA mit NI wurde in BCR-

ABL-transformierten Zelllinien unter Nachweis synergistischer Aktivität ein hohes 

antiproliferatives Potential demonstriert. Zudem wurde unter Zytokinstimulation langfristig 

eine Reduktion der Phosphorylierung von STAT5, welches als Schlüsselprotein für 

Krankheitsprogression und Resistenzvermittlung identifiziert wurde, erreicht [55, 89]. Die in 

Vitalitätsstudien erhobenen Ergebnisse zu Apoptoseinduktion und Zellzyklusarrest korrelierten 

quantitativ nur bedingt mit denen der Proliferationsassays, was Fragen nach persistierenden 

anti-apoptotischen Regulationsmechanismen unter Kombinationstherapie aufwirft und 

weiterführender Untersuchungen, auch bezüglich des Versuchsaufbaus und Expositionszeit zu 

den jeweiligen TKI, bedarf.  

Analog zu der für mehrere JAK-Inhibitoren belegten direkten, sogenannten „off-target“ 

Inhibition von BCR-ABL, wurde auch durch PA eine Wachstumsinhibition an BCR-ABL-

positiven Zelllinien erzielt [11, 115]. Darüber hinaus konnte für ausgewählte ABL-

Kinasemutationen eine Wachstumshemmung durch PA allein und in Kombination mit NI 

nachgewiesen werden. Von Bedeutung ist diese Erkenntnis, wenn im Zuge der myeloischen 

Transformation die JAK/STAT-Achse ausgehebelt wird und eine JAK2-unabhängige STAT- 

Aktivierung erfolgt. Daraus erschließt sich ein, über die Inhibition Zytokin-vermittelter 

Resistenzmechanismen hinausreichendes, therapeutisches wachstumsinhibitorisches Potential, 

auf welches in weiteren präklinischen Studien bezüglich Bindungsmechanismus und 

intrazellulärer Signalweiterleitung eingegangen werden sollte. 

Hinsichtlich der Auswirkungen einer Kombinationstherapie auf primäre CML-Progenitorzellen 

konnte gezeigt werden, dass NI und PA zu einer deutlichen Reduktion des Koloniewachstums 

erythrozytärer und leukozytärer Kolonien führen. Zugleich wurde auch das Wachstum 

hämatopoetischer SPC von gesunden Stammzellspendern gemindert, was in Zusammenhang 

mit der unter JAK-Inhibition berichteten Problematik der Myelosuppression gebracht werden 

kann [90, 120]. Zur Evaluation und Minimierung myelosuppressiver Effekte unter kombinierter 

BCR-ABL/JAK2-Inhibition in vivo sind weiterführende Untersuchungen, so beispielsweise 

anhand eines Mausmodells, als Gegenstand weiterer Forschungsbemühungen anzusehen. 
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Die erhobenen Ergebnisse unterlegen, trotz umstrittener Wertigkeit der JAK für die 

Aufrechterhaltung der CML, das in vorhergehenden Arbeiten bereits aufgeführte Potential einer 

kombinierten BCR-ABL/JAK-Inhibition durch synergistische Effekte in der 

Medikamenteninteraktion [74, 88, 90].  Zudem konnte ein Wiederherstellen der Sensitivität 

gegenüber ABL-TKI durch JAK2-Inhibitoren gezeigt werden [90]. Hinzukommend belegen 

neue Erkenntnisse die Relevanz inflammatorischer Zytokine und Chemokine zur Entstehung 

von Resistenz in leukämischen Stammzellen, begünstigt durch chronische Entzündung und 

Immunsuppression [146]. Auch hier gewinnt eine konstitutive Aktivierung der JAK/STAT-

Achse durch para- und autokrine Stimulation an Bedeutung, welcher durch kombinierte BCR-

ABL/JAK-Inhibition immunmodulatorisch entgegengewirkt werden könnte. Die Kombination 

von NI und PA bietet demnach das Potential, eine Resistenz von CML-Progenitorzellen 

gegenüber TKI in der Entstehung zu verhindern und zu überwinden.  

In den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte PA als geeigneter Kandidat für eine 

Kombinationstherapie der CML identifiziert werden. Denkbar bezüglich der klinischen 

Umsetzung wäre ein Einsatz bei sich andeutender primärer Resistenz, welche sich im 

molekularen Monitoring durch Ausbleiben einer tiefen molekularen Remission präsentieren 

kann. Als weiteres Einsatzfeld käme PA als Ko-Therapeutikum bei frühem molekularem 

Rezidiv nach Absetzen des BCR-ABL-TKI und zuvor guter Verträglichkeit der Monotherapie 

in Betracht.  

Hinsichtlich potentieller Therapieschemata ist letztendlich nicht geklärt, ob eine PA-

Pulstherapie im zeitlichen Intervall und geringeren zu erwartenden Nebenwirkungen einer 

Dauertherapie vorzuziehen ist. Denn trotz Synergie und dadurch niedrigeren einsetzbaren 

Dosen bleibt das Risiko myelosuppressiver Nebenwirkungen erhalten. Zugleich ist die Frage 

der Effektivität mit in die Betrachtungen einzubeziehen. Für das Krankheitsbild der 

Myelofibrose wurde im Rahmen der PERSIST2-Studie eine hohe Effektivität unter 

Minimierung der Nebenwirkungen durch Aufteilung der Tagesdosis PA auf zwei Gaben pro 

Tag erzielt [73]. Auch diese Erkenntnisse sollten in der Entwicklung eines geeigneten 

Therapiemodells zur klinischen Erprobung von PA kombiniert mit ABL-TKI berücksichtigt 

werden. 
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