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1. Einleitung

1.1. CLL-Pathogenese

Die Chronische Lymphatische Leukdmie (CLL) zahlt zu den niedrig-malignen B-Zell-Non-
Hodgkin-Lymphomen mit regelmé&lig leukdmischem Verlauf (Schmoll et al., 2006, S. 2845).
Sie stellt die haufigste Leukdmie der westlichen Welt dar. Die Inzidenz liegt bei etwa 3
Félle/100.000 Einwohner/Jahr, das mediane Erkrankungsalter bei Erstdiagnose bei etwa 70
Jahren, die Verteilung von mannlich zu weiblich betragt 1,7:1. (Berger & Mertelsmann, 2017,
S. 703)

Neoplastische CLL-Zellen sind B-Zellen, die einen funktionsfahigen B-Zell-Rezeptor nur in
geringem Ausmall - und membrangebunden die Antikdrper IgM oder IgD nur schwach -
exprimieren. Ein Grofdteil der CLL-Zellen ist somit inkompetent in ihrer Funktion als
Antikorper produzierende und préasentierende B-Zelle. (Dighiero & Hamblin, 2008, S. 1018)

CLL-Patienten lassen sich unter anderem nach Besonderheiten der variablen Region der
schweren Ketten der Immunglobuline in zwei Subgruppen aufteilen. Wahrend der normalen B-
Zell-Reifung kommt es nach Antigenkontakt zur Hypermutation der variablen Region der
schweren Ketten der Immunglobulingene, sog. Vu-Gene. In 50-70% sind CLL Patienten Trager
solcher somatischer Mutationen. Lassen sich diese Mutationen nicht nachweisen, werden die
Tumorzellen immunologisch prd Keimzentrums-B-Zellen zugeordnet. (Dighiero & Hamblin,
2008, S. 1018)

CLL-Patienten mit unmutiertem IgVn-Genen weisen ein schlechteres Ansprechen auf
Chemotherapie und somit ein kiirzeres mittleres Uberleben auf (Damle et al., 1999, S. 1845).
Unabhangig vom Mutationsstatus werden CLL-Zellen den B-Gedé&chtnis-Zellen zugeordnet,

man geht von einer gemeinsamen Ursprungszelle aus (Klein et al., 2001, S. 1632).

Der Pathomechanismus der CLL ist auch im Jahre 2019 nicht abschliel3end geklart, ein Defekt
im Ablauf des programmierten Zelltodes scheint aber eine entscheidende Rolle zu spielen (Vgl.
1.6).

Ergebnisse aus diversen Arbeiten zeigen, dass das Protein ZAP-70, physiologisch exprimiert in
nattrlichen Killerzellen und T-Zellen, signifikant haufiger in der unmutierten Form der CLL
exprimiert wird (Gobessi et al., 2007, S. 2032; Rosenwald et al., 2001, S. 1643; Wiestner et al.,
2003, S. 4945). Die Expression der Tyrosinkinase ZAP-70 ist ein entscheidender Kofaktor fur



die mit TLR9 assoziierte Kinase Syk. Die Aktivierung von Syk vermittelt ber einen
gesteigerten proteasomalen Abbau des proapoptotischen Proteins Bim ein antiapoptotisches
Signal, unabhéngig von den antiapoptotischen Proteinen Mcl-1, Bcl-2 und Bcl-XL. TLR9
assoziierte antiapoptotische Signale férdern die Sekretion von IgM, die im Sinne eines
autokrinen Loops prosurvival Signale Uber den B-Zell-Rezeptor vermitteln konnen. Durch
diese Mechanismen (Bim Degradierung und IgM autokriner Loop) wird in ZAP-70 positiven
CLL-Zellen zusitzlich zur CLL typischen Uberexpression von Bcl-2 Apoptose gehemmt (Bim)
und die Proliferation der CLL Klone (BCR Stimulation) aktiviert. (Wagner et al., 2016, S. 444-
446)

80% der Patienten mit CLL zeigen chromosomale Veranderungen. Anders als bei anderen
malignen B-Zell-Erkrankungen sind es hier keine chromosomalen Translokationen. Die
haufigsten genetischen Verdnderungen sind Deletionen (Deletion 13q (55%), Deletion 11q
(18%), Deletion 17p (7%)) oder die Trisomie 12q (16%) (Doéhner et al., 2000, S. 1910).
Daneben treten Mutationen (TP53 (Dighiero & Hamblin, 2008, S. 1020), NOTCH (Xu et al.,
2015, S. 1609), SF3B1 (Zhang et al., 2017, S. 69916) uvm.) mit unterschiedlicher Haufigkeit
auf.

Die Deletionen 11g und 17p sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Die Deletion des
kurzen Arms von Chromosom 17 betrifft das Tumorsuppressorprotein TP53. TP53 ist ein
Transkriptionsfaktor, der durch Doppelstrangbriiche der DNA aktiviert wird und
Zellzyklusarrest und Apoptose vermitteln kann. Durch die Deletion des langen Arms von
Chromosom 11 wird die Codierung des ATM Gen verdndert, was ebenfalls in einem
Funktionsverlust des TP53 resultiert. (Dighiero & Hamblin, 2008, S. 1020; Dohner et al., S.
1910; Seiffertet al., 2012, S. 1026)

Diese beiden Deletionen sprechen schlechter auf Immunochemotherapie an, profitieren jedoch
von neuen zielgerichteten Substanzen wie lbrutinib, Idealisib und Venetoclax (Mato et al.,
2017, S. 1050).

Deletion 13qg verbunden mit einem sonst unauffalligen Karyotyp ist mit einer besseren Prognose
assoziiert als ein unauffalliger Karyotyp. Die prognostische Relevanz der Trisomie 12 ist
Gegenstand der aktuellen Forschung und wird aktuell nicht einheitlich bewertet. (Seiffert et al.,
2012, S. 1026)

CLL-Zellen rezirkulieren aus dem peripheren Blut in Proliferationszentren in Lymphknoten,
Milz und Knochenmark. Stimuliert unter anderem durch CD31 auf Endothelzellen und CD154

auf aktivierten T-Zellen werden Molekile wie CD38 und auch teilweise ZAP-70 hochreguliert,
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der Zellzyklus aktiviert und prosurvival Signale und Proteine synthetisiert. CLL-Zellen
sezernieren Zytokine (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa u.a.), welche ebenfalls zur Proliferation
der Zellen beitragen. ,,TNF a wird als mutmaBlich autokriner Wachstumsfaktor vermutet
(Schmoll et al., 2006, S. 2847). Nach Reaktivierung innerhalb der Proliferationszentren,
arretieren die Zellen im peripheren Blut in der GO/G1 Phase und sind mitotisch inaktiv. Nach
erneuter Rezirkulation in Proliferationszentren kénnen sie ihre Proliferationsfahigkeit wieder
aktivieren. Somit ist die CLL ein Prozess aus Akkumulation und spezifischer Proliferation der
malignen Klone. (Dighiero & Hamblin, 2008, S. 1021)

1.2. Klinik

Charakteristisch fur die CLL ist ihre extreme klinische Variabilitat, woraus sich auch sehr
unterschiedliche Therapieansatze ableiten. Bei vielen Patienten stagniert der Krankheitsverlauf
fiir Jahre, andere Verldufe sind von einer raschen Progredienz gekennzeichnet, die unmittelbar
therapiert werden muss. 40-60% der Patienten weisen keine kdrperlichen Beschwerden auf und
die Diagnose wird als Zufallsbefund gestellt. Die Erkrankung beginnt schleichend, im
Vordergrund stehen indolente Lymphknotenschwellungen vor allem zervikal und
supraklavikular, Leber- und MilzvergroRerungen sowie eine Leukozytose. Symptomatische
Patienten klagen (Uber eine generelle Leistungsminderung und B-Symptomatik (Fieber,
Nachtschweil3, Gewichtsverlust). (Berger & Mertelsmann, 2017, S. 705)

Um die Diagnose CLL stellen zu kénnen, muss im Blutbild eine dauerhafte monoklonale
Lymphozytose, hauptsachlich durch Vermehrung phénotypisch reifer Lymphozyten, von >
5000/pl nachgewiesen werden. Im Blutausstrich finden sich kleine Lymphozyten mit unreifen
bzw. atypischen Zellkernen, auBlerdem sind Zelltriimmerreste, sog. Gumprecht’sche
Kernschatten erkennbar. In der immunphdanotypischen Analyse zeigen die peripheren Zellen
regelhaft das gleichzeitige Auftreten der Oberflaichenmolekiile CD5, CD23, CD19 und CD20,
sowie eine k- oder ZA-Leichtkettenrestriktion, womit die Monoklonalitat der Zellen
nachgewiesen wird. (Berger & Mertelsmann, 2017, S. 703; Wendtner et al., 2019, S. 10)

CLL-Patienten entwickeln im weiteren Krankheitsverlauf haufig eine erhdhte Anfélligkeit
gegeniliber bakteriellen und viralen Infekten, da sie durch die zunehmende Verdrangung
gesunder B-Zellen durch die malignen funktionslosen Klone keine effektive Antikorperantwort
gegenuber eindringenden Pathogenen geben kdnnen. Die Anfalligkeit besteht vor allem fir



,Pneumonien (Streptokokkus pneumoniae, Hidmophilus influenzae, Pneumocystis jiroveci,
CMV), Mykosen (Candida, Aspergillus), Herpes Zoster (VZV), Herpes Simplex (HSV)...
(Berger & Mertelsmann, 2017, S. 705). 75% der Patienten entwickeln eine schwere
Hypogammaglobulindmie (Schmoll et al., 2006, S. 2847). Durch das starke Uberangebot von
CDA40 positiven CLL-Zellen im peripheren Blut kommt es auf den T-Zellen zur Herabregulation
von CD40L, was das Immundefektsyndrom weiter verschlechtert (Cantwell et al., 1997, S.
984).

Bei massiver Zunahme der Knochenmarksinfiltration durch CLL-Zellen kommt es zur
h&matopoetischen Knochenmarkinsuffizienz mit Thrombozytopenie. Haupttodesursachen bei
unbehandelten CLL-Patienten sind systemische Infektionen und Blutungen. (Schmoll et al.,
2006, S. 2856)

Weitere Komplikationen sind Autoimmunzytopenien, in 11% der Félle eine autoimmun-
h&molytische Andmie (Diehl & Ketchum, 1998, S. 80), haufig bedingt durch Warmeantikorper
vom IgG Typ (Schmoll et al., 2006, S. 2856), sowie Autoimmunthrombopenie in 2% der Falle
(Berger & Mertelsmann, 2017, S. 706). Die CLL kann sich im Rahmen einer
Richtertransformation bei 3-10% zu einem hochaggressiven Non-Hodgkin-Lymphom (DLBCL
> 95%) entwickeln, aber auch in ein Hodgkin Lymphom, Plasmozytom oder eine akute
lymphoblastische Leukdmie (Berger & Mertelsmann, 2017, S. 706). Allgemein zeigen CLL
Patienten ein erhohtes Risiko, an einem Zweittumor zu erkranken. Die haufigsten
Zweittumorerkrankungen sind Bronchialkarzinome, Hirntumore und maligne Melanome
(Schmoll et al., 2006, S. 2856).

Die Stadieneinteilung der CLL erfolgt klinisch nach Rai und Binet, welche eine Abschatzung
der Prognose der Patienten erlaubt, sowie die Grundlage der individuellen Therapieplanung
darstellt. Die Einteilung basiert auf der korperlichen Untersuchung und der Blutbildanalyse.
(Wendtner et al., 2019, S. 11)



Tabelle 1: Stadieneinteilung nach Binet (Binet et al., 1981, S. 198)

A Hamoglobin > 10g/dl > 10 Jahre
Thrombozyten > 100.000/pl

< 3 betroffene Regionen (LK, Leber, Milz)

B Héamoglobin > 10g/dl 7 Jahre
Thrombozyten > 100.000/ul

> 3 betroffene Regionen (LK, Leber, Milz)

C Hé&moglobin < 10g/dl 2 Jahre

Thrombozyten < 100.000/pul



Tabelle 2: Stadieneinteilung nach Rai (Rai et al., 1975, S. 219)

0 Lymphozytose > 5000/ul > 12,5 Jahre

Knochenmarksinfiltration > 30%

I Lymphozytose und Lymphadenopathie 8,5 Jahre

I Lymphozytose und Hepatomegalie und/oder 6 Jahre
Splenomegalie

i Lymphozytose mit Anédmie (Hb <11g/dl) 1,5 Jahre

v Lymphozytose mit Thrombozytopenie 1,5 Jahre



1.3. Therapie

Obwonhl die CLL die haufigste Leukamieform der westlichen Welt ist, gibt es bis heute in der
Regel keinen heilenden Therapieansatz. Einzig die allogene Stammzelltransplantation kann bei
ausgewahlten Patienten eine Kurration erreichen. Nach den IWCLL Kriterien stellt das Stadium
I11-1V nach Rai bzw. Stadium C nach Binet eine absolute Therapieindikation dar. Des Weiteren
therapiepflichtig sind, entsprechend der Leitlinie der DGHO, friihere Stadien, sofern folgende

Kriterien erfillt sind:

- Auftreten oder Verschlechterung einer Andmie oder Thrombozytopenie

- progrediente oder symptomatische Splenomegalie

- progrediente oder symptomatische Lymphadenopathie

- Lymphozytenverdopplungszeit von weniger als 6 Monaten oder 50 % Anstieg
innerhalb der letzten 2 Monate

- medikamentos refraktare Autoimmunzytopenie

- ungewollter Gewichtsverlust >10% des Kdrpergewichts in 6 Monaten

- Fieber unklarer Ursache fir mehr als 2 Wochen

- schwerwiegende Fatigue

- Nachtschweil} Uber einen Monat ohne Nachweis einer Infektion
(Wendtner et al., 2019, S. 13)

Trifft keines dieser Kriterien zu, spricht man von der langsam progredienten, sog. ,,Smoldering

CLL* und verfahrt nach dem Prinzip ,,watch and wait* (Montserrat et al., 1991, S. 184).

Das individuelle Therapievorgehen richtet sich nach dem Allgemeinzustand und Alter des
Patienten, relevanten Komorbiditdten, ermittelt durch den CIRS Score, am zyto-
/molekulargenetischen Status, wobei hier im Besonderen neben dem Nachweis eines
komplexen Karyotyps die Deletion 17p- und/oder die TP53 Mutation sowie die IGHV-
Mutation die Verdnderungen darstellen, die die Therapieentscheidung beeinflussen. (Wendtner
etal., 2019, S. 13-17)

Die nachfolgende Tabelle gibt, ohne Anspruch auf Vollstandigkeit, einen Uberblick Gber die
moglichen Erstlinientherapien der CLL, die moéglichst in klinischen Studien durchgeftihrt

werden sollte.



Tabelle 3: Erstlinientherapie der CLL (Wendtner et al., 2019, S. 13-17)

Klinik Allgemeinzustand Mutation Alter Therapie

Asymptomatisch  alle alle alle Watch and Wait

Symptomatisch Fit (go go) Ohne del < 65 Jahre - Ibrutinib
17p13, TPS3, - Fludarabin-
IGHV- Cyclophosphamid-
Mutation Rituximab
Ohne del - Ibrutinib
17p13, TP53
Mutation, mit - Fludarabin-
IGHV- Cyclophosphamid-
Mutation Rituximab
Ohne del > 65 Jahre - Ibrutinib
17p13, TP53, - Rituximab-
IGHV- Bendamustin
Mutation
Ohne del - Ibrutinib
17p13, TP53 - Rituximab-
Mutation, mit Bendamustin
IGHV-
Mutation
Mit del 17p13, alle - Ibrutinib
TP53
Mutation

Unfit (slow go) Ohne del alle - Ibrutinib

17p13, TP53, - Chlorambucil/
IGHV- Obinutuzumab
Mutation - Bendamustin/

Rituximab



Ohne del
17p13, TP53
Mutation, mit
IGHV-

Mutation

Mit del 17p13,
TP53

Mutation

- Ibrutinib
- Chlorambucil/
Obinutuzumab

- Bendamustin/

Rituximab

- Ibrutinib

Grebrechlich
(slow go)

alle alle

- Best supportiv

care



Tabelle 4: Rezidivtherapie der CLL (Wendtner et al., 2019, S. 17-20)

Allgemein- Mutation Vortherapie Rezidiv- Therapie
zustand form
fit (go go), ohne del 17p13, nach alle - Venetoclax-Rituximab
unfit (low go) TP53 Mutation  Ibrutinib - Nach Remission:
- Allogene

Stammzelltherapie

- Erhaltungstherapie

ohne Progressive - Ibrutinib
Ibrutinib Erkrankung, - Venetoclax-Rituximab
Frihrezidiv - Nach Remission:
- Allogene
Stammzelltherapie
- Erhaltungstherapie
- Stabile/Progressive
Erkrankung

- Drittlinientherapie

Spétrezidiv - Wiederholung
Primartherapie
- Ibrutinib
- Venetoclax-Rituximab
- Stabile/Progressive
Erkrankung

- Drittlinientherapie

Mit del 17p13, - Ibrutinib
TP53 Mutation - Venetoclax-Rituximab
- Nach Remission:
- Allogene
Stammzelltherapie
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- Erhaltungstherapie
- Stabile/Progressive
Erkrankung

- Drittlinientherapie

Gebrechlich

(no go) - Best supportive care

Die einzige kurative Therapiemdglichkeit stellt die allogene Stammzelltransplantation dar.
Sinnvoll ist diese bei Patienten in gutem korperlichen Zustand mit Nachweis einer Richter-
Transformation oder therapierefraktaren CLL (Wendtner et al., 2019, S. 20). Die Indikation zur
allogenen Transplantation wird aufgrund der neuen zielgerichteten Therapeutika zunehmend
zuruckhaltend gestellt. Auch hat im Rezidivfall aufgrund der aktuellen Studiendaten eine
zielgerichtete Kombinationstherapie die konventionelle Immunchemotherapie abgeldst, wie die
neusten Daten der Murano-Studie anhand der Kombinationstherapie aus Venetoclax und
Rituximab belegen (Kater et al., 2018, S. 8).

Als supportive Therapie versteht man die systemische Behandlung mit Antibiotika bzw.
Antimykotika bei Infekten bzw. Gabe von Immunglobulinen bei Hypogammaglobulindmie.
Eine mdgliche chirurgische MalRnahme stellt die Splenektomie dar, ausschlieflich indiziert bei
nicht zu kontrollierender Autoimmunhamolytischer Andmie, massiver Hypersplenie und
wiederkehrenden Milzinfarkten. Eine Strahlentherapie findet in der Regel im Rahmen einer
lokalen Bestrahlung von klinisch auffalligen, groBen Lymphomen bzw. Infiltraten Anwendung.
(Schmoll et al., 2006, S. 2857; Wendtner et al., 2019, S. 21)

1.4. Programmierter Zelltod

Programmierter Zelltod spielt eine zentrale Rolle in der physiologischen Differenzierung des
Organismus, Homoostase, Entwicklung wvon Immuntoleranz sowie der Kontrolle
hyperproliferativer Erkrankungen. Fehlregulationen kénnen zu verschiedenen Erkrankungen
fiihren wie Neurodegeneration und malignen Neoplasien. (Fuchs & Steller, 2011, S. 742-744;
Rassow, 2012, S. 506)
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Lange Zeit wurde programmierter Zelltod mit Apoptose gleichgesetzt. Neuere Erkenntnisse
belegen jedoch das Vorhandensein alternativer Mechanismen des programmierten Zelltodes
(u.a. Ferroptose, Pyroptose oder Nekroptose). Bei der Ferroptose wird durch das RAS-selektive
Onkogen Erastin und Glutamat die Zystinaufnahme durch den Zystin/Glutamat-Antiporter
inhibiert und somit, abhangig von intrazelluldarem Eisen, oxidativer Zelltod ausgelost,
wohingegen ein potentieller Inhibitor der Ferroptose in Tumorzellen Ferrostatin-1 ist (Dixon et
al., 2012, S. 1060; Jiang et al., 2015, S. 61). Die Pyroptose wird getriggert durch verschiedene
pathogene Stimuli, wie Tumore, Herzinfarkt oder mikrobielle Infektionen beispielsweise
Salmonellen oder Legionellen; letztlich wird Caspase-1 abhé&ngig der Zelltod ausgelost
(Bergsbaken et al., 2009, S. 99).

Nekroptose ist eine regulierte Form der Nekrose. Die Nekrose wurde lange Zeit dem
programmierten Zelltod gegenubergestellt. Durch irreversiblen Schaden von aulien, wie Hitze
oder Ischamie, wird eine Entziindungsreaktion in Gang gesetzt, die durch erhohte
Plasmamembranpermeabilitdt und daraus resultierender Zellschwellung zum Untergang der
Zelle fuhrt. Daher wurde Nekrose lange Zeit als passiver, nicht-regulierter Vorgang angesehen.
Studien zeigten allerdings, dass Nekroptose, eine Form des regulierten Zelltodes darstellt.
Liganden kénnen Uber Aktivierung der RIP1-Kinase Nekroptose einleiten. Uber das Protein
Nekrostatin wird die RIP-Kinase inhibiert und somit das Uberleben der Zelle eingeleitet (Zhou
& Yuan, 2014, S. 15). (Rassow, 2012, S. 506)

Das Wort Apoptose stammt aus dem Griechischen und beschreibt die vom Baum fallenden
Blatter im Herbst. Zellen l16sen auf Grund irreparabler Schaden oder externer Stimuli eine streng
geordnete Abfolge biochemischer VVorgange aus, die letztlich zum Tod der Zelle fiihren. An
sich ist die Apoptose, der bis zum heutigen Tag am Umfassendsten aufgeklarte Mechanismus
des programmierten Zelltodes, ein physiologischer Vorgang, bei dem alte bzw.
funktionsgestorte Zellen eliminiert werden. Ferner spielt die Apoptose eine Rolle in der
Ontogenese. (Rassow, 2012, S. 506-507; Wong, 2011, S. 30)

Zytomorphologisch schrumpft die apoptotische Zelle, dndert ihre Form und verliert dadurch
Kontakt zu den Nachbarzellen. Das Chromatin kondensiert, Endonukleasen schneiden die DNA
und es kommt zur Fragmentierung der Zelle in Membrankdrper, den sog. Apoptosekorpern, die
anschlieBend durch das phagozytierende System eliminiert werden. Weiterhin kommt es zu
Veranderungen der Plasmamembran, wie der Umlagerung von Phosphatidylserin, was die
Grundlage des Annexin-V-Assays darstellt (Vgl. 2.2.4.1). (Rassow, 2012, S. 506; Wong, 2011,
S. 31)
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Im Zentrum des Apoptosevorganges stehen Caspasen, die zugleich als Initiatoren, Caspase 2, -
8, -9, -10, und Effektoren, Caspase 3, -6, -7, agieren. Sie liegen zunéchst als Proenzyme vor,
die durch proteolytische Spaltung aktiviert werden. Der Begriff Caspase bedeutet Cysteinyl
Aspartate Specific Protease; es handelt sich also um cysteinhaltige Proteasen, die

aspartatspezifisch spalten und somit zellulére Proteine degradieren. (Rassow, 2012, S. 507)

Apoptose kann tber mehrere Mechanismen ausgeltst werden. Am besten erforscht sind der
extrinsische, z.B. Uber den FAS FADD Pathway, und der intrinsische, mitochondriale Weg.
(Rassow, 2012, S. 508-509; Wong, 2011, S. 32)

Die extrinsische Aktivierung beginnt mit der Bindung eines Liganden an den entsprechenden
Rezeptor. Die bekanntesten Vertreter der Rezeptoren sind der TNF Rezeptor Typ 2, sog.
TNFR2, und der Fas-Rezeptor, mit ihren jeweiligen Liganden TNF und FasL. Diese Rezeptoren
haben eine intrazellulare Domane, die Adapterproteine rekrutiert, beim TNF Rezeptor die
assoziierte Doméne TRADD und die Fas-assoziierte Domane FADD sowie die Cysteinprotease
Caspase 8. Die Bindung des Liganden an den Rezeptor bewirkt somit die Formation des
Ligand-Rezeptor-Komplexes inklusive Bindung eines Adapterproteins. Der Ligand-Rezeptor-
Adapter-Protein Komplex wird als Death-Inducing Signalling Complex (DISC) bezeichnet und
aktiviert Procaspase 8 zu Caspase 8. Caspase 8 aktiviert zum einen Procaspase 3, welche die
gemeinsame Endstrecke von ex- und intrinsischem Weg einleitet. Zum anderen veranlasst es
die Spaltung von Bid zu cBid und konsekutiv den Einbau von tBid in die
Mitochondrienmembran, was nach Aktivierung und Oligomerisierung von Bax, Bak oder ggf.
auch Bok zur Ausschiittung von Cytochrom C fiihrt. (Wong, 2011, S. 32)

Die intrinsische Aktivierung erfolgt durch interne Stimuli wie irreparable genetische Schaden,
Hypoxie, oxidativer Stress etc. Unabhangig von den Triggern endet die Kaskade in einer
Erhohung der mitochondrialen Permeabilitat und Freisetzung von Cytochrom C aus dem
Mitochondrium ins Zytoplasma. Gehemmt werden kann die intrinsische Aktivierung durch
Uberlebenssignale von auRen. Die Permeabilitat der Mitochondrien wird normalerweise von
einer Proteingruppe, der sogenannten Bcl-2 Familie, kontrolliert. Die Bcl-2-Familien-
Mitglieder sind fiir die Permeabilitdt der Membran verantwortlich, entweder in Form von
lonenkandlen oder durch Poren. Basierend auf ihrer Funktion und der Bcl-2-Homologie (BH)
Doméne kann man die Mitglieder in verschiedene Gruppen einteilen: Die antiapoptotischen
Proteine, wie Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, besitzen alle 4 BH Doménen. Die einzige Ausnahme
dieser Gruppe ist das Protein Mcl-1, welches nur drei BH-Domanen aufweist (Strasser, 2005,

S. 192). Die Aufgabe der antiapoptotischen Proteine besteht priméar in der Hemmung der
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proapoptotischen Proteine durch die Insertion der BH-3-Doméne in einer praformierte Tasche.
Zusétzlich sind sie dazu in der Lage, Caspasen direkt zu regulieren (Packham & Stevenson,
2005, S. 443). Weiter lassen sich die proapoptotischen Proteine unterteilen: in Bax-&hnliche
Proteine wie Bax und Bak und die sog. BH-3 only Proteine, die nur die BH-3 Domane besitzen,
wie Bid, Bad, Bim, Puma, Noxa und Bik, deren Funktion primar in der Bindung von
antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen (Bad, Noxa, Puma) und der Aktivierung von Bax bzw. Bak
(Bid und Bim). (Labi et al., 2006, S. 1325-1326; Strasser, 2005, S. 192-193)

Zudem z&hlt Xiap zu den antiapoptotischen Proteinen. Xiap hemmt Caspasen direkt
enzymatisch (Holcik et al., 2001, S. 253). Es vermittelt die Ubiquitinylierung von Smac, Diablo
und Caspase 9, was letztlich zu deren Abbau durch das Proteasom flihrt (Morizane et al., 2005,
S. 131).

Die Gruppe der anti- und proapoptotischen Bcl-2 Familienproteine befinden sich
normalerweise im Gleichgewicht (Equilibrium) und formen tberwiegend Heterodimere und
Homodimere, was es ihnen jeweils ermdglicht, den gegensétzlichen Typ zu sequestrieren und
somit die entsprechenden Komponenten equilibrial auszugleichen. So bindet zum Beispiel Bcl-
2 Bax in der mitochondrialen Membran. Kommt es zu einer Verschiebung des Equilibriums,
z.B. durch vermehrte Expression von Bax und Bak durch verminderte Anwesenheit von Bcl-2
oder durch einen Anstieg der Konzentration von Bad, Bid oder Bim, storen diese
Verschiebungen die Integritat der &uReren Mitochondrienmembran, wodurch Signalproteine ins
Zytoplasma freigesetzt werden wie Cytochrom C, Diablo, Smac uvm. Vor allem die
Akkumulation von Cytochrom C im Zytoplasma fiihrt zur Bildung des Apoptosoms, welches
aus Cytochrom C, (d)ATP, Apaf-1 und Caspase 9 gebildet wird und selbst wiederum Caspase
3 aktiviert. Smac und Diablo hingehen wirken durch Bindung von IAP. (Wong, 2011, S. 32)

Beide Mechanismen fuhren schlieBlich zur vermehrten Aktivierung von Caspasen: extrinsisch
wird die Konzentration von Caspase 8 erhoht, intrinsisch von Caspase 9. Beide aktivieren
Caspase 3, welche dann eine Kaskade der Effektorcaspasen einleitet, die letztendlich in der
DNA Fragmentierung endet. (Rassow, 2012, S. 508-509)

1.5. Apoptose bei CLL

Apoptose ist ein zentrales Element physiologischer Korpervorgénge. Allerdings kann eine
gestorte Apoptose zur pathologisch verlangerten Lebenszeit von Zellen fiihren und somit eine
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wichtige Rolle in der Entwicklung neoplastischer Erkrankungen spielen. Dies beschrieben
Hanahan und Weinberg et al. in ihren Grundprinzipien der Tumorgenese, den sog. ,,Hallmarks
of Cancer” (Hanahan & Weinberg, 2011, S. 57). De facto sind Tumorzellen Zellen, die
eigentlich sterben sollten, aber entweder kein entsprechendes Signal erhalten oder durch
aberrante Expression von prosurvival Proteinen — zwar fur programierten Zelltod geprimed sind
(z.B. aktiviertes Bax/tBid in der mitochondrialen Membran), das Programm jedoch nicht

durchlaufen kénnen (z.B. Bindung und Inhibition von Bax und tBid durch Bcl-2).

Wie in 1.2 aufgefuhrt, sind CLL-Zellen im peripheren Blut in der GO/G1-Phase des Zellzyklus
arretiert. Die Erkrankung wurde deshalb lange Zeit als statische Erkrankung beschrieben.
Neuere Erkenntnisse zeigen jedoch, dass CLL-Zellen in Proliferationszentren rezirkulieren, und
dort ihre proliferative Aktivitdt wieder aufnehmen durch die Interaktionen mit dem
Mikromileu. Dem Zusammenspiel aus gestorter Funktion des programmierten Zelltodes und
der proliferativen Aktivitat wird eine zentrale Schliisselrolle als ,,Hallmark® der CLL
zugeschrieben. (Dighiero & Hamblin, 2008, S. 1021)

Das Gleichgewicht der pro- und antiapoptotischen Proteine ist dabei zugunsten der
antiapoptotischen Partner verschoben. Die relative Verteilung der pro- und antiapoptotischen
Proteine (Equilibrium) spielt hierbei eine grolRere Rolle als deren absolute Konzentrationen.
Die iiberwiegende Mehrheit der CLL-Patienten zeigt eine Uberexpression von Bcl-2. Dariiber
hinaus kann regelmaRig eine Hypomethylierung des Bcl-2-Gens nachgewiesen werden. Die
Deletion des langen Armes von Chromosom 13 (13g14.3), eine der haufigsten zytogenetischen
Aberrationen bei CLL, fihrt zu einem Verlust der microRNA miR-15a und miR-16-1, deren
Aufgabe in der Kontrolle der Funktion von Bcl-2 durch posttranskriptionelle Modulation
besteht (Dighiero & Hamblin, 2008, S. 1020). Analysen zeigen, dass neben Veranderungen der
antiapoptotischen Bcl-2 Proteine auch Verénderungen flr proapoptotische Proteine wie z.B.
Bax nachgewiesen werden konnen (Vucicevic et al., 2016, S. 152-153). Hierbei kann es sowohl
zu einer verstarkten als auch zu einer verringerten Expression kommen. Hier sei erneut auf die
Heterogenitat der CLL hingewiesen. Allerdings kommt es bei nahezu allen CLL-Patienten zur
Erhéhung der Bcl-2/Bax-Ratio im Vergleich zu gesunden Probanden (Vucicevic et al., 2016,
S. 153-154). Damit wird die bereits erwdhnte These unterstitzt, dass die Verschiebung des
Equilibriums zwischen pro- und antiapoptotischen Proteinen ein entscheidender Punkt in der

Fehlregulation der Apoptose ist.

Die erhéhte Konzentration von Bcl-2 korreliert direkt mit einer schlechteren Uberlebensrate

(Vucicevic etal., 2016, S. 151). Der Einsatz neuer zielgerichteter Therapeutika wie Venetoclax,

15



das als BH3 Mimetikum gezielt Bcl-2 inhibiert und in der Klinik bereits sehr gute Ergebnisse
zeigt ist unter diesen Aspekten sehr interessant (Stilgenbauer et al., 2016, S. 768).

Seit langer Zeit steht ein weiteres antiapoptotisches Protein der Bcl-2-Familie, Mcl-1, im
Zentrum der Forschung. Die erh6hte Mcl-1 Expression scheint mit dem Stadium der
Erkrankung, Lymphozytenverdopplungszeit, CD38 und ZAP-70 Expression, sowie dem
fehlendem Ansprechen auf Fludarabin assoziiert zu sein. (Pepper et al., 2008, S. 3815)

Somit werden verschiedene Fehlregulationen im programmierten Zelltod bei CLL beschrieben.

Letztendlich resultieren alle in einer gestorten Funktion des programmierten Zelltodes.

1.6. CDKs

Nicht nur die Fehlregulationen im Ablauf des programmierten Zelltodes sondern auch der
Verlust der Zellzykluskontrolle ist eine charakteristische Eigenschaft fur Tumorzellen
(Hanahan & Weinberg). Der Zellzyklus wird normalerweise durch ein Kontrollsystem an sog.
Checkpoints streng uberwacht, wozu die Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKSs) gehdren. Dies
sind Serin/Threonin-Proteinkinasen, deren Aktivitdt bestimmt wird durch die Bindung
phasenspezifisch exprimierter Proteine, den Zyklinen, Phosphorylierung (Aktivierung) bzw.
Dephosphorylierung (Inhibition) sowie der Bindung von sog. CDK-Inhibitorproteinen.
(Rassow, 2012, S. 507)

CDK1, CDK2, CDK4 und CDK®6 spielen eine wichtige Rolle fur die Zellteilung und die
Kontrolle an den entsprechenden Checkpoints im Zellzyklus, wahrend hingegen CDK7, CDK8
und CDK9 fur Genamplifikationen, u.a. der RNA-Polymerase 11, verantwortlich sind. Die
Uberaktivierung von CDKs resultiert im Versagen der Zellzykluskontrolle, was direkt mit der
molekularen Pathologie von Tumoren in Verbindung steht. Im Gegenzug zeigt die
Inaktivierung von CDKs eine Erneuerung der Checkpointkontrolle und dem Einleiten vom
programmierten Zelltod. Somit stellt die Inhibition der CDK-Aktivitat durch z.B. ,small
molecules* eine vielversprechende Option in der Tumortherapie dar. (Ayaz et al., 2016, S.
1710)

Seit ihrer Entdeckung sind CDKs eine Zielgruppe fiir eine neue Generation von
Tumormedikamenten. In klinischen Studien werden bereits verschiedenen CDK-Inhibitoren

getestet, jedoch ist der therapeutische Effekt bisher eher moderat. Beispielsweise ist der CDK
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Inhibitor ZK 304509 eine viel-versprechende Option in Tumor Xenograft Modellen, versagte
allerdings in klinischen Studien bereits in Phase 1 (Siemeister et al., 2006, S. 2272).

2015 ist der erste CDK4/CDKG6-Inhibitor in den USA auf den Markt gebracht worden.
Palbociclib ist der CDK-Inhibitor, der als Erstlinientherapie in Kombination mit dem
Aromataseinhibitor Letrozol zur Behandlung von postmenopausalen Frauen mit Ostrogen-
Rezeptor-positiven, Her2-negativen, metastasierten Brustkrebs zugelassen ist. (Bowles &
Clarke, 2015, S. 577). Bezuglich nicht-solider Tumore gibt es bis dato jedoch noch keinen
Durchbruch in der klinischen CDK-Inhibitor Anwendung.

1.7. Bay 1000394

Bay 1000394, (R)-S-Cyclopropyl-S-(4-{[4-{[(1R,2R)-2-hydroxy-1-methylpropyl]oxy}-5-
(trifluoro methyl)pyrimidin-2-ylJamino}phenyl)sulfoximide, auch als Roniciclib bezeichnet,
ist ein oral bioverfugbarer Pan-CDK-Inhibitor und inaktiviert die Zellzykluskinasen
CDK1/Cyclin B, CDK2/Cyclin E, CDK4/Cyclin D wund der Transkriptionskinasen
CDK7/Cyclin H/MAT1 und CDK9/Cyclin T1 bereits bei ICso Konzentrationen in nanomolaren
Bereichen (Siemeister et al., 2006, S. 2266). Studien zeigen die Inhibition von CDKs, und somit
Verringerung des Tumorwachstums, durch Bay 1000394 in vivo Mausmodellen fiir, gegentber
gangigen Chemotherapeutika resistenten, Mamma- und Ovarial-Ca sowie in
Zelllinienmodellen und Xenograft-Tumortransplanten fir SCLC und NSCLC (Siemeister etal.,
2012, S. 2269-2271). Roniciclib wurde in klinischen Phase Ib/Il Studie fir NSCLC getestet
(Choetal., 2018, S. 14). Da bisher alle getesteten Zelllinien hochsensibel auf den pan-Caspase
Inhibitor Bay 1000394 angesprochen haben, stellt Roniciclib ein potentielles Medikament fur
nicht-solide Tumoren dar, wie z.B. auch fur die bisher nicht kurativ therapierbare CLL

darstellen.

1.8. Aufgabenstellung und VVorgehensweise

Im Zentrum der Untersuchungen steht die Frage nach der Wirkung des pan-CDK-Inhibitors
Bay 1000394 auf Chronisch Lymphatische Leukamiezellen. Besonderes Interesse liegt auf den
Effekten auf Apoptoseinduktion. Aber auch die Auswirkungen auf proliferativ aktive CLL-
Zellen (stimuliert im Modell mit CPG-Oligonukleotiden) werden untersucht.
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Mit Hilfe eines Zellmodells werden Proteinexpression und klassische Apoptose untersucht.
Dazu werden diverse durchflusszytometrische Methoden verwendet wie Annexin-V-Assay zur
Apoptosedetektion, DiOC6-Staining zur Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials
A¥Ym und Tunel-Assay zur Bestimmung von DNA-Doppelstrangbriichen. Die

Proteinverteilung wird mittels Western Blot bestimmt.

Im ersten Teil der Versuche werden ruhende CLL-Zellen untersucht. Zum Vergleich wird die
Wirkung an B-Zellen gesunder Probanden untersucht. Im zweiten Teil werden Versuche an
proliferativ aktiven Zellen getestet: Daflr werden die Zellen mit dem Oligonukleotid DSP30
und Interleukin 2 stimuliert. Um in vivo Verhéaltnisse zu simulieren, wird spéter das bestehende

Zellmodell um Stromazellen erweitert.

Ausgewertet werden die Versuche bzgl. der Fragestellungen: Mechanismus der
Apoptoseauslosung und unterschiedliches Ansprechen der Patienten hinsichtlich des ZAP-70
Status in Anlehnung an neue Erkenntnisse, die Mitglieder der Arbeitsgruppe zeigten (Wagner
etal., 2016, S. 436).
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien und Additiva

Acryl/Bis 1.69 Rotiphorese Gel30 Roth (Karlsruhe, D)
Albumin Fraction V Roth (Karlsruhe, D)
Agua B. Braun Melsungen AG (Melsungen, D)
Annexin-FITC Caltag Laboratories/Invitrogen (Carlsbad, USA)
Annexin-V-Buffer 10x BD Pharmingen (San Diego, USA)

Antibiotic-Antimycotic (10.000 Units/
ml Penicillin-G-Na+, 10 ug/ml -
Streptomycin-Sulfat, 25 microg/ml -
Amphotericin B GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Apo-Direct-Kit
Reaction Buffer
TdT Enzyme
FITC-dUTP
Wash Buffer

Rinse Buffer

PI/RNAse-L6sung BD Pharmingen (San Diego, USA)
APS Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Bay 1000394 Bayer Health Care (Leverkusen, D)
Benzamidine 5mM x 100x Fluka Chemika (Buchs, CH)
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BD™ FACS Clean
BSA
Bio RAD DC™ Protein Assay Reagent A
Bio RAD DC™ Protein Assay Reagent B
Bio RAD DC™ Protein Assay Reagent S
Clenz Cleaning Agent
Demineralisiertes Wasser
DETACHaBeats CD19
DiOCs Stocklésung: 5,7 mg in 10 ml
Ethanol (100%)
Working Solution: Stocklésung
1:100 mit PBS verdunnt
DMSO
DTT
Dynabeads M450 CD2/14 CD19
Essigsdure ROTIPURAN® 100 % p.a.
EDTA

FCS

Ficoll: Biocoll Separation Solution(Dichte 1.077 g/ml)

FITC Annexin V
Glycerol 100%

Glycin

Becton, Dickinson and Company, BD Bioscience (San Jose, USA)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Bio-Rad Laboratories Inc. (Minchen, D)
Bio-Rad Laboratories Inc. (Minchen, D)
Bio-Rad Laboratories Inc. (Miinchen, D)
Beckman Coulter GmbH (Wiesbaden, D)

Liquid Production GmBH (Flitnsbach, D)

Dynal Biotech (Oslo, Norwegen)

Molecular Probes (Eugene, USA)
Serva (Heidelberg, D)
Fluka Chemika (Buchs, CH)

Dynal Biotech (Oslo,Norwegen)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
PAA (Pasching, A)

Biochrom AG (Berlin, D)
BioLegend® (San Diego, USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Roth (Karlsruhe, D)
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Heparin-Natrium 25000 ratiopharm® (Ulm, D)

HEPES 1M GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
L-Glutamin 200mM GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Methanol J.T. Baker (Deventer, Netherlands)
MEM Alpha Medium + GlutaMAX 1x IBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
MEM Nichtessentielle Aminoséure 0,7x GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Mercaptoenol 100% GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
NaPyruvat 100mM GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
NacCl Roth (Karlsruhe, D)
NaF 0,5M 10x Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
NaH2PO4 pH 4,4 Merck (Darmstadt, D)
NaH2PO4 x 7 H.0 pH 8,8 Merck (Darmstadt, D)
NaOH Merck (Darmstadt, D)
NaN3 Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
NaPyrophosphat 50mM pH 7,0 — 7,5 5x Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Orthovanadate 100 mM 100x Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
PBS Biochrom (Berlin, D)

Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (1000 microg/ml)  GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)

PMSF 1 mM 100x Roche (Mannheim, D)
Precision Plus ProteinDual Colors Standard Bio-Rad-Laboratories (Miinchen, D)
Propidium-Jodid 25 mg Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
PFA Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
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Protease-Inhibitor Tablette 1x
Protein Assay Standard Il (3mg/ml)
RPMI 1640 Medium

SDS

TEMED

TRIS1IM

Triton X-100

Tween

Tryptan Blue Stain 0,4%

Roche (Mannheim, D)

Bio-Rad Laboratories (Miinchen, D)
GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Fluka Chemika (Buchs, CH)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Fluka Chemika (Buchs, CH)

GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)

Z-VAD-FMK BD Pharmingen™ (San Diego, USA)

2.1.2. Zellproben

Ein entsprechendes Ethikvotum zur Entnahme der Proben und Durchfiihrung der

Untersuchungen liegt vor. Ethiknumner: 1894/07.

2.1.2.1. CLL-Proben

Die Patienten sind zum Zeitpunkt der Blutentnahme bzgl. der CLL alle unbehandelt unter
,watch and wait“ im Stadium Binet A oder B, jedoch mit unterschiedlichem ZAP 70 Status.
Sie sind zwischen 50 und 90 Jahren alt, ménnlich und weiblich. Die Probenauswahl erfolgt
blind, ohne Berticksichtigung von Alter, Geschlecht oder VVorerkrankungen. Zum Zeitpunkt der
Blutentnahme haben die Patienten keine Anzeichen eines klinischen Infektes. Die Patienten
werden Uber die Verwendung ihres Blutes zu Forschungszwecken ausfuhrlich aufgeklart und
ihr Einverstandnis wird vor der Probenentnahme schriftlich eingeholt. Ca. 50 ml vendses Blut

wird peripher abgenommen.
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2.1.2.2. B-Zell-Proben

Die Probanden befinden sich im Alter zwischen 20 und 30 Jahren. Die Patienten sind zum
Zeitpunkt der Probeentnahme ohne Vorerkrankungen und ohne Infektzeichen. Nach
Aufklarung und Einwilligung tber die Verwendung ihres Blutes zu Forschungszwecken wird
zwischen 200-300ml Blut peripher abgenommen.

2.1.3. Medien

CLL-Medium: 500 ml RPMI 1640 Medium
50 ml fetales Kalberserum (FCS)
30 ml Additiva: Aliquot aus 100 ml PenStrep,
100 ml Glutamin 200 nM,
100 ml HEPES 1M,
60 ml MEM nicht essentielle Aminosdure 0,7,
70 pl Mercaptoethanol 50 mM,
100ml RPMI 1640 Medium

Stroma-Medium: 150 ml FCS
50 ml Pferdeserum
800 ml a-MEM mit Glutamax,
1ml PenStrep,
10uM B-Mercaptoethanol

2.1.4. Puffer

Blocking-Puffer: Milch (10%): 2g Milchpulver, 20ml PBS-Tween
BSA (5%): 1g BSA, 20ml PBS-Tween

Erythrolysepuffer-
EasyLyse (1x) der Firma DakoCytomation (Glostrup, Dédnemark)
FACS-Puffer: PBS verdlnnt mit Aqua dest. (1:10)+ 1% BSA
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10 x Lauf Puffer:

5 x Lyse Puffer:

1 x Lyse Puffer:

200x Na-Azid:

Paraformaldeyhd
Lsg 1%

Protein-Loading

10%, Puffer

Sammelgelpuffer

Stripping-Puffer

Transfer-Puffer

Trenngelpuffer

Wasch-Puffer

288 g Glycin, 60g Tris, 20g Tris, 20g SDS, aufgefillt mit Aqua dest. auf
2

10ml TRIS 1M pH 7,5 mit HCI hergestellt, 52 ml NaCl 2,5M, 10 ml 0,5M
EDTA pH 8, 10 g (ca 12ml) Triton X-100 (5%), mit Aqua dest. aufgefullt
auf 200 ml

2,0 ml 5X Lyse Puffer, 0,4 ml 25x Phosphat- Puffer pH 7,0 (bestehend
aus NaH2PO4pH 4,4; NaH2PO4 x 7H20 pH 8,8), 2,0 ml 5x Na-pyro-
phosphat 50 mM pH 7,0-7,5, 1,0 ml 10x NaF 0,5M, 0,1 ml 100x
Benzamidine 5mM, 0,1 ml 100x PMSF 1mM, 0,1 ml 100x Orthovana-
date 100 mM, 1x Protease Inhibitor (1 Tablette), mit 10 ml Aqua dest.
aufgefillt

2 g NaN3 50 ml Aqua dest. (4% NaNa)

5g PFA, 400 ml Aqua dest., 50 ml PBS (10x), 1 Tropfen NaOH, pH 7,4

eingestellt mit Hcl

10ml 1M DTT, 5ml 1M TRIS pH 6,8 mit HCI eingestellt, 20 ml SDS
2,5 ml Bromphenolblau 1%, 10 ml Glycerol 100%

6,05 g TRIS, 0,4 g SDS, auf 100 ml Aqua dest., pH-Einstellung HCI
(4x) pH 6,8

100 ml Methanol (100%), 100 ml Essigsaure (100%), 800 ml Aqua
dest. (Amido Black Destain)

3,51 Aqua dest., 11 Methanol, 0,5 | 10% Lauf-Puffer

91 g TRIS, 2g SDS, auf 500 ml Aqua dest., pH-Einstellung mit HCI
(4x) pH 8,8

999 ml PBS (49,75 g PBS auf 5 | Aqua dest.), 1 ml Tween
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2.1.5. Gele

Trenngel 9 %

Trenngel 10 %

Trenngel 12 %

Trenngel 15 %

Sammelgel

2.1.6. Antikorper

6,8 ml Acryl/Bis 1.69 Rotiphorese Gel 30, 5,6 ml 4x Trenngelpuffer pH
8,8, 10,1 ml Aqua dest., 75 ul APS 10%, 15 pl TEMED

7,5 ml Acryl/Bis 1.69 Rotiphorese Gel 30, 5,6 ml 4x Trenngelpuffer pH
8,8, 9,4 ml Aqua dest.,75 pl APS 10%, 15 ul TEMED

9,0 ml Acryl/Bis 1.69 Rotiphorese Gel 30, 5,6 ml 4x Trenngelpuffer pH
8,8, 7,9 ml Aqua dest., 75 pl APS 10%, 15 ul TEMED

11,3 ml Acryl/Bis 1.69 Rotiphorese Gel 30, 5,6 ml 4x Trenngelpuffer
pH 8,8, 5,6 ml Aqua dest., 75 pul APS 10%,15 pul TEMED

0,91 ml Acryl/Bis 1.69 Rotiphorese Gel 30, 1,75 ml Sammelgelpuffer
pH 6,8, 4,3 ml Aqua dest., 0,035 pl APS 10%, 0,007 ul TEMED

Anti-Mouse-Antibody GE Healthcare Limited (Little Chalfont, Buckinghamshire, UK)

Anti-Rabbit-Antibody

GE Healthcare Limited (Little Chalfont, Buckinghamshire, UK)

Bad Antibody © 2008 Cell signaling Technology, Inc. (Massachusetts, USA)
Bak Polyclonal Rabbit Anti BD Biosciences Pharmingen™ (San Diego, USA)
Bax Serum Rabbit Anti-Human BD Biosciences Pharmingen™ (San Diego, USA)

Bcl-2 Antibody

BD Biosciences Pharmingen™ (San Diego, USA)

Bid Antibody (Human Specific) © 2010 Cell signaling Technology, Inc.

(Massachusetts, USA)

Bim Antibody © 2010 Cell signaling Technology, Inc.
(Massachusetts, USA)
Bim- Rabbit Antibody BD Biosciences Pharmingen™ (San Diego, USA)
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Caspase-3 (3G2) Mouse mAb © 2010 Cell signaling Technology, Inc.
(Massachusetts, USA)

Caspase-8 (1C12) Mouse mAb © 2010 Cell signaling Technology, Inc.
(Massachusetts, USA)

Caspase-9 Antibody © 2011 Cell signaling Technology, Inc. (Massachusetts, USA)
Mcl-1 (S-19): sc-819 Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, USA)
Phospho-Bad (Ser136) Antibody © 2009 Cell signaling Technology, Inc.

(Massachusetts, USA)

2.1.7. Gerate

Absaugpumpe Schiitt Labortechnik GmbH (Gottingen, D)

Durchflusszytometer Beckman Coulter EPICS XL Beckman Coulter GmbH (Krefled, D)

Elektrophoresekammer Biometra (Gottingen, D)
Gefrierfach -86°C VIPT™MSERIES SANYO (Miinchen, D)
Glasplatten (14,7 x 14,3 mm) Biometra (Géttingen, D)
Hypercasette ™ Amersham Life Science (Little Chalfont, Buckinghamshire, UK)
Hyperfilm™EgCL™ Amersham Bioscience (Little Chalfont, Buckinghamshire, UK)
Hyperprocessor Amersham Life Science (Little Chalfont, Buckinghamshire, UK)
Inkubator NUNC Nalge Nunc International (Rochster, USA)
Isoliergummis Biometra (Géttingen, D)
Kéamme Biometra (Go6ttingen, D)
Kuhleppendorfzentrifuge Mikro 22R Hettich (Tuttlingen, D)
Kihlschrank 4 °C Liebherr (Ochsenhausen, D)
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Kuhlschrank -20°C

Magnetic Particle Concetrator Dynal MPC®-6
Mikroskop-Axiovert 25

Minishaker MS1

Neubauer-Z&hlkammer

Pipetboy

Pipette 10 microl

Pipette 20 microl

Pipette 100 microl

Pipette 200 microl

Pipette 1000 microl

Schittler WT 12

Software: Excel
Power Point
Word

System 11 for EPICS Version 3.0
Sterilbank HERASafe
Stickstofftank: K-Series

Stromquelle Power Pack P25 T

Super Signal® West Dura Stable Peroxide Buffer
Super Signal® West Dura Luminol/Enhancer Solution

Super Signal ® West Femto Stable Peroxide Buffer

Liebherr (Ochsenhausen, D)

Dynal, Biotech (Oslo, Norwegen)

Zeiss (Jena, D)

IKA-Werke GmbH & Co KG (Staufen, D)
LO-Laboroptik GmbH (Friedrichsdorf, D)
INTEGRA BIOSCIENCE (Fernwald, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Biometra (Goéttingen, D)

Beckman Coulter GmbH (Wiesbaden, G)

Heareus (Hanau, D)

Taylor-Wharton Germany GmbH (Husum, D)

Biometra (Goéttingen, D)
Thermo Scientific (Rockford, USA)
Thermo Scientific (Rockford, USA)

Thermo Scientific (Rockford, USA)
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Super Signal ® West Femto Luminol/Enhancer Solution Thermo Scientific (Rockford, USA)

SuperSignal®West Pico Stable Peroxide Solution

SuperSignal® West Pico Luminol/Enhancer Solution

Thermomixer

Transferkammer

Universal Microplate Reader Software: kc junior

Waagen

Analysewaage (Modell Kern 700)

Préazisionswaage (Model Kern PLJ)

Wasserbad
Zentrifuge Megafuge

Z&hluhr

2.1.8. Sonstige Materialien
BioMax MR Film
Eppendorf-Gefal 1,5 ml, 2,0 ml
FACS-Rohrchen

Handschuhe

Gel Blotting Paper BG 005
Milchpulver

Pipette 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
Tissue Culture Flasks

Transfer Membran

Pierce Biotechnology (Bonn, D)
Pierce Biotechnology (Bonn, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
Biometra (Gottingen, D)

BioTek (Bad Friedrichshall, D)

Kern & Sohn GmbH (Balingen Frommern, D)
Kern & Sohn GmbH (Balingen Frommern, D)

GFL (Burgwedel, D)

HERAEUS (Hanau, D)

Kodax (Codex, F)

Eppendorft (Hamburg, D)

Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden, G)
Softskin® BRAUN (Melsungen, D)
Whatman GmbH (Dassel, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Greiner Bio-One (Kremsmiinster, Osterreich)
Greiner (Frickenhausen, D)

Millipore Corporation (Bedford, USA)
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Tubes 50 ml Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden, D)
Zellkulturflaschen 75 cm?, 150 cm? TPP (Trasadingen, CH)

Zellkulturplatten 6 Well, 12 Well, 24 Well TPP (Trasadingen, CH)

2.2. Methoden
2.2.1. Separationsverfahren

2.2.1.1. CLL-Zellen

Die heparinisierten Blutproben werden mit PBS 1:2 verdinnt. Daraus werden die lympho-
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) durch Dichtegradientenzentrifugation
uber einen Ficoll-Hypaque-Gradient in einer Dichte von 1.077g/ml selektiert. Die restlichen
Erythrozyten werden durch einen EryLysepuffer entfernt. Die Separation der CLL-Zellen
erfolgt Uber eine negative Isolation mittels Dynabeads®, magnetische Beads gekoppelt mit
einem Antikorper: CD2 fir T-Zellen und CD14 fir Monozyten, nach Anweisungen des
Herstellers (Dynal Biotech). Uberpriift wird die Separation mittels Durchflusszytometrie. Die

Zellen sind zu > 98% reine CLL-Zellen.

2.2.1.2. B-Zellen

Die PBMC werden aus unverdlinnten, heparinisierten  Blutproben  durch
Dichtegradientenzentrifugation Uber einen Ficoll-Hypaque-Gradient in einer Dichte von
1.077g/ml gewonnen. Nach Entfernen der Erythrozyten mittels EryLysepuffer erfolgt die
Separation der B-Zellen durch positive Isolation mittels Dynabeads CD19. Anschliel3end
werden die Dynabeads durch Detachabeads CD19 entfernt. Uberprift wird die Separation
mittels Durchflusszytometrie. Die Zellen sind zu > 98% reine B-Zellen.
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2.2.2. Trypanblau-Farbung

Um die Zellzahl fiir die Versuchsanséatze zu bestimmen, werden die Zellen mit Trypanblau
behandelt. Alle Zellen nehmen den Farbstoff zunéchst auf, vitale Zellen kdnnen ihn aber, im
Gegensatz zu avitalen Zellen, wieder ausschleul3en. Unter dem Mikroskop erscheinen daher die
lebenden Zellen weiR vor einem blauen Hintergrund an toten Zellen. Dafur werden die
separierten Zellen zunéchst in 15 ml CLL-Medium resuspendiert und auf 20 ml Ficoll gegeben.
AnschlieRend werden sie 15 Minuten bei 2100 upm zentrifugiert, die Interphase mit den Zellen
wird abgenommen und anschlieBend bei 1500 upm fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
wird verworfen und in 15 ml CLL-Medium resuspendiert. Daraus werden 10 pl enthnommen
und in 90 ul Trypanblau in einer 96 Well Platte gemischt. Daraus werden wieder 10 pl
entnommen und in weiteren 90 ul Trypanblau gemischt. Somit ergibt sich eine 1:1000
Verdunnung wovon 10 pl dieser Zellsuspension in die Neubauer-Z&hlkammer gegeben und die
weilen, vitalen Zellen gezéhlt werden. Die Gesamtzellzahl 1&sst sich dann wie folgt bestimmen:

N=n/2xDx Vxmlt

N: Gesamtzellzahl, n: gezéhlt Zellen mindestens 2 Quadranten, D: Verdinnungsfaktor 1000,
V= Volumen: 15000 ml. Aus der berechneten Gesamtzellzahl kann man die Zellen auf 1x
10°Zellen/ml verteilen.

2.2.3. Kulturbedingungen

Die separierten Zellen werden in einem RPMI 1640 Medium, versehen mit fetalem
Kélberserum (FCS), Penicillin (10.000 U/ml)/ Streptomycin (100ug/ml), HEPES 1M, L-
Glutamin 200mM, MEM nicht essentielle Aminosédure 0,7x, Mercaptoethanol 50 mM

NaPyruvat 100 mM bei 37°C, 5% CO, und einer Luftfeuchtigkeit von 100% Kkultiviert.

Angesetzt werden die Zellen in einer Konzentration 1-2 x 106Zellen/ml Medium.

2.2.4. Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie (FACS) kann man einzelne Zellen multiparametrisch zur
quantitativen Bestimmung von Oberflaichenmolekilen und intrazellularen Proteinen

analysieren. Dazu werden die Zellen einzeln hintereinander angesaugt und flieRen durch das
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Gerét. Dabei werden sie von einem Laser einer definierten Wellenldnge angestrahlt. Das daraus
resultierende Streulicht wird vom FACS detektiert als A) Vorwartsstreulicht abhangig von der
GrolRe der Zelle, in Richtung des urspringlichen Laserstrahls B) Seitwartsstreulicht abhéngig
von der Granularitat der Zelle, im 90° Winkel zum urspriinglichen Strahl. Zur Auswertung
werden die Zellen in einer Graphik, dem sog. Dot-Plot aufgetragen: auf der X-Achse das

Vorwaérts- und auf der Y-Achse das Seitwartsstreulicht.

Zusétzlich kann das FACS Fluoreszenzlicht messen. Man kann ein Merkmal einer Zelle mit
einem passenden Antikorper, der gegen das Merkmal gerichtet ist, markieren. Dieser
Antikorper ist selbst mit einem fluoreszierenden Molekul beladen und kann dadurch vom FACS
detektiert werden. So l&sst sich eine Vielzahl von Merkmalen der Zelle untersuchen. Die

Fluoreszenzmessung wird ebenfalls in einer Dot-Plot Graphik aufgetragen.

2.2.4.1. Annexin-V-Staining

Durch Markierung der Zellen mittels Annexin V in Kombination mit Propidiumjodid kann der
Vorgang der Apoptose detektiert werden. An der Innenseite einer lebenden Zelle findet sich
Phosphatidylserin. Wahrend der Apoptose wird Phosphatidylserin von der Innenseite auf die
Aulenseite transloziert. Annexin V bindet an das Phosphatidylserin an der AuBenseite und
anhand der Fluoreszenzmessung kann man dieses im FACS bestimmen. Beim Vorgang der
Nekrose kann Annexin allerdings die Zellmembran passieren und an das Phosphatidylserin der
Innenseite binden. Somit l&sst sich mit alleiniger Annexin-V-Farbung nicht zwischen Apoptose
und Nekrose unterscheiden. Daher werden die Zellen zusétzlich mit Propidiumiodid angefarbt.
Das Propidiumiodid bindet nur an Zellen mit durchlassiger Membran, also an nekrotische
Zellen. Die Fluoreszenzmessung tragt die Zellen entsprechend ihrer Annexin-V-Positivitat (X-
Achse) und PI-Positivitat (Y-Achse) in der Dot-Plot-Graphik auf.

Der Ablauf der Annexin Messung ist flr alle Versuchsansétze gleich. Nach Inkubation der
Zellen in 24 Well Platten mit je 1x 10°Zellen/ml CLL-Medium pro Well, Inkubationszeit und
Koinkubation variieren je nach Versuch s. u., werden die Zellen in Facsscanréhrchen Gberfiihrt,
5 Minuten bei 1500 upm abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und anschlieBend mit je 500
pl Annexin-Puffer, 3 ul Annexin FITC und 5 pl PI fir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlielend werden die Zellen im Durchflusszytometer bestimmt, wobei jeweils
20.000 Counts gemessen werden.
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Die Versuchsreihe beginnt mit einer Dosistitration. Pro Patient werden die Zellen mit dem
Inhibitor Bay 1000394 in den Konzentration 0 nM, 0,5 nM, 1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM, 100
nM, 500 nM und 1pM jeweils fur 12 und 24 Stunden koinkubiert.

In einer Zeitkinetik werden die Zellen fur jeweils 1, 3, 6, 12 und 24 Stunden mit dem Inhibitor
Bay 1000394 in den Konzentrationen 0 nM 10 nM, 20 nM, 25 nM und 50 nM inkubiert.

Zusammen mit Bay 1000394 werden die Zellen mit dem Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK
inkubiert. Entsprechend der Anleitung des Herstellers wird 1 mg Z-VAD-FMK in 214 pl
DMSO gel6st und dadurch eine 10 nM Stock Ldsung hergestellt. 30 Minuten vor Zugabe des
Bay 1000394 werden die Proben mit 10 pl der Stocklosung Z-VAD-FMK angesetzt. Nach 30
Minuten werden jeweils zusatzlich zu einem reinen Z-VAD-FMK Ansatz Bay 1000394 in der
Konzentration von 0 nM und 20 nM hinzugefugt. Zum Vergleich werden die Versuche auch
ohne Zugabe von Z-VAD-FMK durchgefiihrt. Gemessen wird nach 12 und 24 Stunden. Somit
gibt es pro Patient vier Ansatze: reines Medium, Medium mit Z-VAD-FMK, Bay 1000394 20
nM, Bay 1000394 20 nM mit Z-VAD-FMK.

Zur Untersuchung der Wirkung von Bay auf stimulierte Zellen werden die Ansétze vor Zugabe
von Bay 1000394 fiur 72 Stunden mit DSP 30 auch IL-2 der Konzentration 100 U/ml zusammen
koninkubiert. Dann wird Bay 1000394 in den Konzentrationen 0 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM,
200 nM, 500 nM und 1 uM hinzugefiigt. Die Messung erfolgte nach 24 Stunden.

Um in vivo Verhéltnisse zu modellieren wird die embryonale Leberzelllinie ELO8 in eine
Kultur mit 15 ml Stromamedium gegeben. Nach Proliferation werden die Zellen ausplattiert,
Stroma abgesaugt und die Zellen mit 5 ml 1x Trypsin geldst und danach wieder mit Stroma
1:20 verdunnt. In 24 Well Platten werden sie erneut kultiviert bis die Wells zu tuber 95% mit
dendritischen Zellen bewachsen sind, dann wird das Stroma erneut abgesaugt und die CLL-
Zellen im CLL-Medium hinzugegeben mit dem Inhibitor Bay 1000394 in den Konzentrationen
0 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM. Parallel zu den Stromaansétzen werden Kontrollen mit

reinen Mediumansatzen durchgefuhrt. Die Messung erfolgt nach 24 und nach 48 Stunden.

Zur Kontrolle der Wirkung auf normale B-Zellen werden gesunde separierte B-Zellen in 24
Wells-Platten mit Bay 1000394 und der Konzentration von 0 nM und 20 nM fiir 12 Stunden
inkubiert und anschlieRend im Facs gemessen.
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2.2.4.2. DIOC6-Staining

Eines der frihen Ereignisse der Apoptose ist der Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials A¥Ym durch Porenbildung. Den elektrochemischen Gradienten kann man
mit dem lipophilen kationischen Farbstoff 5,5%, 6,6 -Tetrachloro-1,1", 3,3"tetraethylbenzi-
midazolylcarbocyaniniodid (JC-1) nachweisen. Dieser Farbstoff passiert sowohl Plasma- als
auch Mitochondrienmembran. In gesunden Zellen reichern sich JC-1 im stark negativ
geladenen Inneren der Mitochondrien an und bilden dort J-Aggregate. Sie emittieren rotes
Licht, das durchflusszytometrisch detektiert werden kann. Bricht das mitochondriale
Membranpotential zusammen, zerfallen die instabilen J-Aggregate und JC-1 liegt als Monomer
vor. Die Emission der Monomere wird als griines Licht detektiert. Somit misst das FACS die
Verschiebung im Emissions-Spektrum, das Verhéltnis der Emission von rotem
Fluoreszenzsignal (J-Aggregate) und griinem Fluoreszenzsignal (J-Monomere) wird als

mitochondriales Membranpotential AYm bezeichnet.

Fir die Versuche werden die CLL-Zellen in 24 Well Platten zu 1x10%/ml CLL-Medium mit
Bay 1000394 der Konzentrationen 0 nM und 20 nM firr 12 Stunden inkubiert. AnschlieRend
werden 4 pl DiOC6 Workingsolution/ml Zellsuspension hinzugegeben und fur 30 min
inkubiert. Fiir 5 Minuten werden die Proben bei 1500 upm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Pro Ansatz werden 500 ul FACS-Puffer zugegeben und 5 ul PI-Workingsolution.

Anschlieend wird das A¥m mit der Durchflusszytometrie bestimmt.

2.2.4.3. TUNEL

TUNEL steht fur Terminale-Desoxyribosyl-Transferase (TdT) mediated dUTP Nick End
Labeling. Die Methode dient zum Nachweis von DNA-Strangbriichen. Wahrend der Apoptose
wird der DNA Strang durch Endonukleasen fragmentiert, die Strangenden haben eine freie 3"-
OH-Gruppe. Daran bindet das Enzym TdT die markierten dUTP Nukleotide. Diese kann man
mit dem Fluoreszenzlicht des FACS messen. Apoptotische Zellen weisen eine starkere TUNEL
Fluoreszenz auf als gesunde Zellen. Fir die Versuche werden die CLL Zellen in 24 Well Platten
zu 1x10%/1ml CLL Medium zum einen mit Bay 1000394 alleine mit den Konzentrationen 0 nM
und 20 nM angesetzt, zum anderen wurde 30 Minuten vor Zugabe von Bay 1000394 10pl der
10 nM Stockldsung des Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK hinzugegeben. Nach 12 Stunden
Inkubationszeit werden die Zellen fixiert: 500 ul Zellsuspension werden in Facsscanréhrchen
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uberfihrt und fir 5 Minuten bei 1500 upm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Zellen in 300 pl resuspendiert. Nach Zugabe von 3 ml Paraformaldehyd-Lsg (1%) wird die
Suspension fir 15 Minuten auf Eis gegeben, erneut fir 5 Minuten bei 1500 upm zentrifugiert
und je 2x mit je 3 ml PBS gewaschen. Folgend wird je 1 ml eisgekihlten Ethanol (70%)
zugegeben und fir 30 Minuten auf Eis gekhlt.

Fur die Farbung werden die fixierten Zellen und zusétzlich 500 pl der positiven bzw. negativen
Kontrollzellen 5 Minuten bei 1500 upm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Pellets
werden je mit 1 ml Wash-Buffer 2x gewaschen. Anschlieend werden sie in 50 pl Staining
Solution resuspendiert und tber 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml Rinse-
Buffer, wird die Zellsuspension gevortext und fir 5 Minuten bei 1400 upm zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Dieser Vorgang wird einmal wiederholt, die Pellets in 500 pl
PI/RNAse-Losung resuspendiert und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieRend wird gemessen.

2.2.5. Immunoblot

Durch das sogenannte Immunblotting, auch als Western-Blot bezeichnet, kénnen die
Konzentrationen einzelner Proteine quantitativ bestimmt werden. Zundchst werden Zellen
lysiert und anschliefend jeweils pro Ansatz die Proteinmenge bestimmt und daraus
entsprechend die Proteinlysate auf ein zuvor gegossenes SDS-Gel aufgetragen. Durch die
Elektrophorese werden die Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und
dann vom Gel auf eine Membran iibertragen, was als ,,Blotting* bezeichnet wird. Die jetzt noch
freien Proteinbindungsstellen der Membran werden mittels nicht-detektierbaren Polymeren
blockiert, das sogenannte ,Blocken“. Dann werden die Proteine mit spezifischen
Primarantikorpern gekoppelt, woran wiederum enzymgekoppelte Sekundarantikérper binden.
Nach Auftragen der Entwicklerlésung katalysiert das Enzym dieses Antikorpers eine
Chemolumineszenzreaktion, die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form. Diese
Reaktion kann durch den Entwickler auf einem Film sichtbar gemacht werden, woraus sich die

Menge des exprimierten Proteins erschlief3t.

In 150 cm? Zellkulturflaschen werden je 60 x 108 Zellen/25ml CLL-Medium mit Bay 1000394
der Konzentration 0 nM und 20 nM fir 6 und 12 Stunden inkubiert. AnschlieBend werden die

Zellen in ein 50 ml Tube tberfihrt und bei 1500 upm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
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wird verworfen und die Zellen in ein 1,5 ml Eppendorf GefaR tberfuhrt, 5 Minuten bei 4300
upm zentrifugiert, der Uberstand mittels Pipette abgenommen und die Pellets anschlieBend im

Flussigstickstoff schockgefroren und anschlieend aufgetaut.

Fur die Lyse der Proteine wird zuerst ein frischer Lyse Puffer angesetzt, aus 100 pl 10x
Protease-Inhibitor und 900 ul 1x Lyse Puffer. Der Lyse Puffer wird entsprechend der Grofie
des Pallets, zwischen 30 und 60 pl, hinzugegeben, daraufhin 20 Minuten stehen gelassen und
dabei alle 5 Minuten gevortext. AnschlieBend werden die Lysate bei 4°C fiir 20 Minuten bei
1400 upm zentrifugiert. Pro Ansatz werden zum einen 5 pl Aliquot zur Proteinbestimmung und
zum anderen ein definiertes Volumen, abhangig von der vorherigen Pufferverdiinnung,
zwischen 30 und 60 pl in ein neue Eppendorf Gefalle Uberfuhrt. Die Lysate werden mit 2x
Loading Buffer 1:1 verdunnt und vor jedem Western Blot fir 10 Minuten bei 95°C aufgekocht

um die Raumstruktur der Proteine zu zerstoren. Gelagert werden die Lysate bei 20°C.

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde zundchst eine Verdlnnungsreihe
ausgehend von einem BSA Protein Standard 3mg/ml erstellt: Je 20 ul H20 werden in 6
Eppendorfgefélie vorgegeben, und ausgehend vom Standard tber Eppendorfgefal 1-6 werden
immer 20 pl in das néchste Gefal? pipettiert. Flr die Messreihe werden in eine 96 Well Platte 2
x 5 ul Hz0 als Blindwert vorgelegt, je 2x 5 ul der Verdiinnungsreihe 1-6 und letztlich je 2x 5 pl
der Lysate. 1 ml Reagenz A wurde mit 20 pl Reagenz S gemischt und davon werden je 25 pl
in jedes Well pipettiert, zusétzlich Reagenz B mit 200 pl. Die Farbung wird 15 Minuten ruhen

gelassen und anschlielen mittels ELISA Reader bei 750 nm die Proteinkonzentration bestimmt.

Zur Herstellung des Laufgels fir die Gelelektrophorese wird zundchst 10,5 ml Trenngel
luftblasenfrei zwischen zwei vorbereiteten Glasplatten pipettiert, mit Methanol berschichtet
und fir 30 Minuten stehen gelassen. Nachdem das Gel fest ist, wird das Methanol abgekippt
und die Glasplatten komplett mit Sammelgel aufgefllt und ein Kamm eingesetzt zur Bildung
der Geltaschen fur die Aufnahme des lysierten Proteins. Nach 20 Minuten Ruhezeit ist das

Sammelgel ausgehartet.

Fur die Gelelektrophorese wird das Gel in den Glasplatten in eine Laufkammer eingesetzt, die
mit 1x Lauf-Puffer gefullt ist. Um die Grole der Proteine abzuschétzen, wird in die erste Tasche
15 pl eines farbmarkierten Proteinstandard gegeben. In jede Tasche wird dann ein entsprechend
der Proteinbestimmung ermitteltes VVolumen gefullt, die leeren Taschen werden mit 15 pl 2x
Lade-Puffer beladen. Fiir 30 Minuten wird die Elektrolyse bei 60 V laufen gelassen, dann auf

140 V hochgeschalten, bis der Proteinstandard aufgetrennt ist.
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Zum Transfer wird zunéchst eine Transferkammer zu 2/3 mit Transferpuffer gefillt und das
Kihlwasser aufgedreht. Die 0,45 um dicke PVDF-Membran wird zurechtgeschnitten und in
Methanol equillibriert. Auf das Whatman Paper folgt die Membran, darauf das vorsichtig von
den Glasplatten geloste Gel mit den aufgetrennten Proteinen und darauf wiederum ein Whatman
Paper. Die Transferkassette wird in die Transferkammer gesteckt und diese mit Transferpuffer
bis obenhin aufgefillt. Dies wird an eine Stromquelle bei 800 mA angeschlossen. Die
Transferzeit in Minuten entspricht der gewdinschten Proteingrofle in kDa. Nach der
Transferzeit werden die Proteine auf der Membran fixiert.

Nach dem Transfer wird je nach Antikdrper mit 20 ml 5% Milch bzw. 20 ml 5% BSA fir 1

Stunde zur Minimierung unspezifischer Antikérperbindung geblockt.

Die priméaren Antikorper werden je nach Antikorper entweder in 20 ml 5% Milch oder 20 ml
5% BSA im Verhéltnis 1:2000 angesetzt. Fiir die Haltbarkeit wird 100 pl NaAzid hinzugeben.
Nach dem Blocken wird die Membran fur 2 Stunden mit dem priméren Antikorper auf dem
Schitteltisch inkubiert und anschlieRend 3x mit ca 20 ml PBS/TWEEN gewaschen fiir je 2-5
Minuten. Der sekundére Antikdrper wird entsprechend in 20 ml 5% Milch oder 5% BSA im
Verhéltnis 1:10000 angesetzt. Die Spezifitat, ob Maus oder Hase, richtet sich dabei nach dem
Isotyp des priméren Antikorpers. Nach dem Waschen wird dieser auf die Membran gegeben
und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schditteltisch inkubiert. Anschliefend wird
die Membran 2x mit PBS/TWEEN gewaschen fir je 2-5 Minuten und folgend nochmal mit
PBS ohne TWEEN fir ca. 10 Minuten gewaschen.

Zur Herstellung der Entwicklerldsung wird die Super Signal Luminol/Peroxide im Verhéltnis
1:1in ein Eppendorf GefaR pipettiert und gut gemischt. Je nach Signalstérke des Proteins wahlt
man zwischen Pico, Dura und Femto. Die Lésung wird nach dem letzten Waschschritt auf die
Membran gegeben, in Klarsichtfolie gepackt, in eine Entwicklerkassette gelegt und in der
Dunkelkammer entwickelt. Die Dauer der Auflage des Films variiert je nach Protein und nach

Stérke der Entwicklerlésung. Schlie3lich wird der Film im Hyperprocessor entwickelt.

2.2.6. Statistische Analysen

Statistische Signifikanzen werden durch die Verwendung gepaarter T-Tests ermittelt. P-Werte

<0,05 werden als statistisch signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1. Bay 1000394 induziert Apoptose in ruhenden CLL-Zellen

Die Inkubation von CLL-Zellen mit Bay 1000394 beeinflusst das Apoptoseverhalten der

Zellen.

Abb. 1 zeigt ein reprasentatives Ergebnis einer Facsscananalyse nach 12h Inkubationszeit von
ruhenden Zellen mit und ohne Bay 1000394. Der obere Teil der Abbildung zeigt den Anteil
annexinpositiver Zellen im Dichteblot, der untere im Histogramm. Die Zugabe des Inhibitors
bewirkt jeweils eine Verschiebung der Zellpopulation in den annexinpositiven Bereich. Die
Abbildung verdeutlicht reprasentativ eine Verschiebung von 2502 % zu 92,13 %
annexinpositiver Zellen 12h nach Zugabe von 20 nM Bay 1000394. Abb. 2 stellt das
durchschnittliche Ergebnis einer Dosistitration anhand von 9 CLL Patienten dar. Dabei zeigt
die Abbildung den Anteil annexinpositiver Zellen in Prozent in Abhangigkeit der Konzentration
des Inhibitors (0 nM, 0,1 nM, 0,5 nM, 1nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM,1 uM) bei
einer Inkubationszeit von 12h und 24h. Bereits geringe Konzentrationen bewirken eine
Verschiebung in den annexinpositiven Bereich. Zwischen 10 nM und 50 nM liegt die maximale

Steigerungsrate.

Da bereits nach 12h ein Grol3teil der Zellen (> 81,2%) annexinpositiv sind, werden im weiteren
Verlauf der Experimente kirzere Zeitpunkte fur die Konzentrationen zwischen 0 und 50 nM
untersucht. Abb. 3 zeigt die Anzahl annexinpositiver Zellen in Abhdngigkeit der
Inkubationsdauer fir verschiedene Konzentrationen. Abb. 3 stellt das durchschnittliche
Ergebnis von 5 Patienten dar. Die Verschiebung von Phosphatidylserin zur aufteren Membran
zeigt sich nach circa 6h Koinkubation mit Bay 1000394 fiir Konzentrationen von 10 nM oder
mehr und erreicht ihr Maximum nach 24h. Konzentrationen von 20 nM, 25 nM und 50 nM
resultieren nicht signifikant unterschiedlich in >90% annexinpositiven Zellen nach 24h. Dabei
zeigt sich die deutlichste Wirkungsverstarkung mit 27% bei einer Konzentrationserhéhung des
Inhibitors von 15 nM auf 20 nM im Vergleich zu 4% bzw. 3% Konzentrationserhéhungen von
20 nM auf 25 nM bzw. 25 nM auf 50 nM. Die Wirkungssteigerung ist am prominentesten
zwischen 6h und 12h nachweisbar, bei einer Konzentration des Inhibitors von 20 nM steigt die
Anzahl annexinpositiver Zellen um 45%, wahrend die Zunahme annexinpositiver Zellen (+6%)
von 12h auf 24h deutlich geringer ausfallt. Somit erhéhen eine langere Exposition bis zu 24
Stunden oder hohere Konzentration bis zu 1000 nM nicht die Effektivitdt der Annexin-
Verschiebung.
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Bezuglich der Wirkung des Inhibitors Bay 1000394 auf den ZAP-70 Status werden keine

Unterschiede der untersuchten CLL Zellen festgestellt.

Abb. 4 zeigt die Wirkung des Inhibitors auf CLL-Zellen im Vergleich zu gesunden B-Zellen.
In CLL Zellen resultiert eine Konzentration von 20 nM Bay 1000394 in einer Verschiebung der
Einlagerung von Phosphatidylserin in die duBere Zellmembran von 64%, im Vergleich zur
Mediumkontrolle, wahrend sich bei B-Zellen gesunder Probanden kein Unterschied zwischen
Mediumkontrolle und Inkubation mit dem Inhibitor zeigt. Die Abbildung zeigt das

durchschnittliche Ergebniss fiir 3 gesunden B-Zell-Probanden.

3.2. Verlust des mitochondrialen Membranpotentials

Die Inkubation von ruhenden CLL-Zellen mit Bay 1000394 fuhrt zum teilweisen Verlust des

mitochondrialen Membranpotentials.

Abb. 5 zeigt die durchschnittliche Veranderung des mitochondrialen Membranpotentials.
Durch Zugabe des Inhibitors nach 12h zeigt sich durchschnittlich eine 34%ige Reduktion des
intakten mitochondrialen Membranpotentials (bei bestehender Heterogenitit zwischen den
einzelnen CLL-Proben). Neben Patientenproben mit vollstindigem Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials (Abb. 6 Patient B) zeigen sich fiir andere Patientenproben
nur geringfugige Veranderungen (Patient A und C). Eine eventuelle Zuordnung der
Unterschiede im Verhalten des mitochondrialen Membranpotentials zum ZAP-70 Status der
Patienten konnte nicht nachgewiesen werden, da sowohl bei ZAP-70 positiven, als auch
negativen Patientenproben die Auswirkungen auf A¥m (siehe Abb. 6) sehr unterschiedlich
sind. Im Durchschnitt kommt es zur Verringerung des mitochondrialen Membranpotentials um
ca 34%. Dabei variieren die Ergebnisse von 81 % Verringerung zu 10 %, was auf die
vorhandene Heterogenitdt der CLL zurtckzufihren ist. Die Abbildung zeigt die

durchschnittelen Ergebnisse von 9 Probanden.

3.3. Aktivierung von Caspase 3, 8, 9 und XIAP

Die Inkubation von CLL-Zellen mit Bay 1000394 fiihrt zur Cleavage von Procaspase 3,

Procaspase 8 und Procaspase 9.
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Im Immunoblotting zeigt sich bereits 6h (++ 12h) nach Zugabe von 20 nM Bay 1000394, eine
Abnahme von Procaspase 3 mit respektiver Zunahme an ,,cleaved Caspase 3. Procaspase 3
wird sowohl von Caspase 8 via extrinsischen Weg, als auch uber Caspase 9 via intrinsischem
Weg aktiviert. Abb. 7 zeigt die Abnahme der Konzentration von Procaspase 3 als auch von
Procaspase 8 und Procaspase 9. Dementsprechend werden entweder beide Signalwege durch
Bay 1000394 initiiert, oder es kommt zu einer sekundéaren Aktivierung einer der beiden

Signalwege im Verlauf.

XIAP zeigt ebenfalls eine verringerte Expression nach Inhibitor Inkubation. XIAP bindet
Effektorcaspasen wie Caspase 9. Durch die verminderte Expression von XIAP konnte diese

Funktion beeintrachtigt sein.

3.4. Regulation der mitochondrialen Integritat durch Bcl-2 Proteine
Die Zugabe von Bay 1000394 beeinflusst die Expression von Proteinen der Bcl-2 Familie.

Das mitochondriale Membranpotential wird durch das Gleichgewicht aus pro- und
antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie aufrechterhalten (s. 1.6). Auf Grund der
Ergebnisse aus den Messungen des mitochondrialen Membranpotentials werden diese weiter
im Western Blot untersucht. Das antiapoptotische Protein Bcl-2 zeigt nach Inkubation mit Bay
1000394 keine Veranderung der Expression (siehe Abb. 8). Das antiapoptotische Protein Mcl-
1 hingegen zeigt nach Zugabe von Bay 1000394 nach 6h und nach 12h eine ausgepréagte
Verringerung der Expression. Es zeigte sich eine verstarkte Expression von Noxa, einem

propapotitischen Protein der Bcl-Familie und Inhibitor von Mcl-1.

Fur das proapoptotische Protein Bax lasst sich nach Inkubation mit Bay 1000394 ein 18 kDa
groRe Bax Variante im Verlauf nachweisen. Die Expression des proapoptotischen Proteins Bak
bleibt unveréndert. Die Aktivierung von Procaspase 8 fiihrt zum Einbau von tBid nach Cleavage
in die mitochondriale Membran, was durch Interaktionen (Aktivierung) mit Bax und Bak in
einer Oligomerisierung der entsprechenden Proteine und konsekutiver Porenbildung in der

mitochondrialen Membran fiihrt. Eine Folge davon ist u.a. die Freisetzung von Cytochrom C.

Die Abnahme der Expression von ,,full length* Bid zeigt der Immunoblot von Bid. Der Blot fur
das propapoptotischen Protein Bim zeigt nach Zugabe von Bay 1000394 eine Zunahme der

Expression der 12 kDa und 15 kDa grof3en alternativen Splicing Varianten BimL und BimS.
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BimS und BimL sind beide als starke Aktivatoren von Bax beschrieben (Chi et al., 2019, S. 4).
Alle Isoformen des Proteins haben proapoptotische Wirkung, wobei die potenteste Wirkung der
kleinsten Isoform zugeschrieben wird (O'Connor et al., 1998, S. 388). Die eben dargelegten
Veranderungen in den Immunoblots sind bereits nach 6h dedektierbar — dies korreliert gut mit

den Ergebnissen der Annexinassays aus den Zeitkinetiversuchen (siehe Abb. 3).

Eine &quivalente Proteinladung wird durch B-Aktin Antikérperkontrollen in allen Western

Blots sichergestellt.

3.5. Zugabe des Pan-Caspase Inhibitors Z-VAD-FMK

Die Zugabe von Z-VAD-FMK verringert die Anzahl annexinpositiver Zellen nur um knapp
20%.

Z-VAD-FMK ist ein Pancaspase Inhibitor. Wie in 1.4 beschrieben, spielen Caspasen eine
wichtige Rolle im Ablauf der Apoptose und werden durch Zugabe von Bay 1000394 aktiviert.
Die zusatzliche Inkubation der CLL-Zellen mit Z-VAD-FMK wird auf die Auswirkungen auf
die CDK-Inhibitor vermittelte Apoptose untersucht. Abb. 9 zeigt den Durchschnittswert von 11
Probanden mit einer Abnahme annexinpositiver Zellen bei Koninkubation mit Z-VAD-FMK.
Allerdings verringert sich der Wert im Vergleich zu Zellen ohne Zugabe von Z-VAD-FMK nur
um knapp 20%. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Bay 1000394 caspaseabhangig Apoptose
und caspaseunabhangig Apoptose oder auch weitere Formen des programmierten Zelltod
auslosen konnte (Nekroptose, Pyroptose etc.). Interessant sind in diesem Zusammenhang die
Ergebnisse aus 3.10 wo eine deutliche Reduktion der DNA Doppelstrangbruchrate im TUNEL
Assay unter Einsatz von Bay 1000394 und Z-VAD-FMK nachgewiesen werden kann.

3.6. Doppelstrangbriche im TUNEL-Assay

Die Zugabe von Bay 1000394 fuhrt zu DNA-Strangbriichen in CLL-Zellen.

Abb. 10 zeigt ein durchschnittliches Ergebnis (n=4) der TUNEL Untersuchungen bei Zugabe
von 20 nM Bay 1000394 nach 12h. Es zeigt sich ein Anstieg UTP-positiver Zellen (und somit
der Doppelstrangbriiche) um 57 %. Wird 30 Minuten vor Zugabe des Inhibitors mit Z-VAD-

FMK vorinkubiert, wird die Anzahl der UTP-positiven Zellen verringert: es kommt lediglich
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zu einem Anstieg um 19%. Abb. 11 zeigt das Verhalten im Tunel Assay mit und ohne Bay
1000394 sowie der Zugabe von Z-VAD-FMK. Wahrend die UTP-positiven Zellen durch
Zugabe von Z-VAD-FMK ausgepragt vermindert werden, ist der Einfluss auf die

Annexinpositivitat der CLL-Zellen deutlich geringer nachweisbar (Vgl. Kapitel 3.4).

3.7. Stimulierte CLL-Zellen

Bay 1000394 induziert programmierten Zelltod auch in stimulierten CLL-Zellen.

Die Titrationskurve in Abb. 12 (Annexinassay) zeigt, dass der Inhibitor auch in stimulierten
Zellen eine Umlagerung von Phosphatidylserin an die dullere Zellmembran bewirkt. Sie zeigt
das durchschnittliche Ergebnis von 9 Probanden. Nachdem die Zellen fir 72h mit DSP30 und
mit IL-2 koinkubiert werden, sind bei einer Konzentration von 20 nM Bay 1000394 deutlich
weniger CLL-Zellen in den Annexin positiven Bereich verschoben, verglichen mit
unstimulierten CLL-Zellen. Représentativ ist dies dargestellt im Annexinassay in Abb. 13 nach
einer 72h Inkubation mit DSP30 und IL-2 bei einer Konzentration von 20 nM. Die Anzahl der
annexinpositiven Zellen steigt nur um 5%, wahrend sie bei ruhenden CLL-Zellen um ca. 30 %
steigt. Dieses Ergebnis zeigt sich fur alle CLL Proben bei 72 h Vorstimulation mit DSP30 und
IL-2 (Vgl. Abb. 12).

3.8. Stroma-Zellen

CLL-Zellen auf supportivem Stroma (in vivo Modell) sprechen weniger sensibel auf Bay
1000394 an.

Abb. 14 zeigt, dass eine hohere Konzentration an Bay 1000394 ben6tigt wird (100nM), um die
maximale Wirkung im Annexinassay zu erreichen. Die Abbildung zeigt das durchschnittliche
Ergebnis von 3 Probanden. Bei Stromazellkontakt sind nach 24 h Inkubationszeit mit 20 nM
des Inhibitors nur 36 % der CLL Zellen annexinpositiv. Erhéht man die Dosis auf 100 nM sind

93 % der CLL Zellen annexinpositiv.
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3.9. Abbildungen
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Abb. 1: Annexin-V-Assay nach 12h

Bay 1000394 fiihrt zu einer Umlagerung von Annexin in die dulRere Zellmembran, représentativ

dargestellt anhand der Verschiebung der Zellen in den annexinpositiven Bereich bei einer

Konzentration von 20 nM und einer Inkubationszeit von 12h. Die Histogramme zeigen eine

Zunahme von 25,02 % auf 92,13 % annexinpositiver Zellen nach Zugabe von Bay 1000394.

Bei der Darstellung der Dichteblots werden die annexinpositiven Zellen nochmals aufgetrennt

in Pl-positive und —negative Zellen.
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Abb. 2: Dosistitration mit Bay 1000394 fiir 12h und 24h

Die Anzahl annexinpositiver Zellen ist abhdngig von der Konzentration an Bay 1000394.
Zwischen 10 und 50 nM liegt die quantitativ groRte Zunahme der Annexinpositivitat (A 42,8%
12h vs. 44 % 24h). Ein Plateau zeigt sich fur Konzentrationen > 50 nM (ca. 90%
Annexinpositivitat), eine weitere Steigerung der Konzentration an Bay 1000394 auf bis zu 1000
nM fihrt nicht mehr zu signifikanten Anderungen. Die Abbildung zeigt die durchschnittlichen
Ergebnisse von 9 CLL-Patientenproben.
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Die Abbildung zeigt das Ansprechen von CLL Zellen auf verschiedene Konzentrationen des
Inhibitors Bay 1000394 in Abhéngigkeit der Inkubationsdauer. Dargestellt auf der X-Achse
sind verschiedene Konzentrationen des Inhibitors Bay 1000394 (0-50 nM). Bereits nach 6h
bzw. deutlich prominenter nach 12h zeigt sich ein Anstieg auf 40% bzw. 84% annexinpositive
Zellen fur Konzentrationen von Bay 1000394 von 20 nM, 25 nM oder 50 nM. Die Abbildung
zeigt die durchschnittlichen Ergebnisse flir 5 Probanden. Zu bericksichtigen ist eine erwartet

erhéhte Spontanrate annexinpositiver Zellen fir die Zeitpunkte 12h und 24h im Vergleich zu

1h-6h Inkubation.
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Abb. 3: Zeitkinetik
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Die Abbildung zeigt den Anteil annexinpositiver Zellen fir Konzentrationen von 20 nM Bay
1000394 im Vergleich zur Mediumkontrolle fir CLL-Zellen und normalen B-Zellen. Wéhrend
sich bei CLL-Zellen ein Anstieg um 64 % zeigt, ist bei normalen B-Zellen kein Unterschied
feststellbar. Die Abbildung zeigt das durchschnittliche Ergebnis fir 3 gesunde B-Zell-

Probanden.
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Abb. 4: Gesunde B-Zellen
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Abb. 5: Mitochondriales Membranpotential nach 12 h Inkubation

Abbildung 5 zeigt den Anteil intaktes mitochondriales Membranpotential A¥Ym dargestellt auf
der y-Achse fiir die entsprechende Mediumkontrolle und fir Bay 1000394 in einer
Konzentration 20 nM von n=9 Patientenproben nach 12 h Inkubationszeit. Das intakte A¥Ym

nimmt dabei durchschnittlich um 32 % ab.
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Abbildung

6 zeigt den Verlust des mitochondrialen Membranpotentials nach 12h

Inkubationszeit mit 20 nM Bay 1000394. Daftr werden CLL Zellen 30 Minuten vor Entnahme

mit DIOC6 inkubiert und anschliefend im Durchflusszytometer untersucht. Die Histogramme

stehen reprasentativ fiir 3 Patientenproben mit unterschiedlichen ZAP-70 Status. Probe A und

B reprasentieren CLL-Proben mit negativen ZAP-70 Status, Probe C ZAP-70 positiv. Deutlich

wird hier der Trend zur Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials, bei allen

Probanden, unterschiedlich stark und unabhangig vom ZAP-70 Status.
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Abb. 7: Caspase 3, 8, 9 und XIAP im Immunoblot

Die Inkubation von CLL-Zellen mit Bay 1000394 fiihrt zur verminderten Expression von
Procaspase 3, 8 und 9 bei unstimulierten CLL-Zellen. AulRerdem zeigt sich eine Reduktion des
Proteins XIAP. Aufgereinigte CLL-Zellen werden fiir 6h und 12h mit oder ohne Bay 1000394
in einer Konzentration von 20 nM inkubiert. Représentativ dargestellt ist die Expression von
Procaspase 3, 8, 9 und XIAP bei einer Proteinmenge von 50 pg pro Probe. Gleiche

Proteinbeladung wird durch Analyse des Proteins p-Aktin gewéhrleistet.
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Abb. 8: Proteine im Immunoblot

Die Inkubation von CLL-Zellen mit Bay 1000394 fuhrt zur Veranderung der Expression

wichtiger Apoptose-regulierender Proteine. Nach Zugabe von 20 nM Bay 1000394 ist bereits

nach 6h fir die proapoptotischen Proteine Bax und Bim entsprechende Anderungen

nachweisbar. Ebenso zeigt sich fur Bid eine Abnahme des full length Proteins (vermutlich bei

Spaltung in die mitochondrial integrale Form c/tBid). Dahingegen sinkt die Konzentration der

antiapoptotischen Proteine Mcl-1. Die Expression von Bcl-2 und Bak veréndert sich nicht. Das

proapoptotische Protein NOXA wird stark hochreguliert. Représentativ dargestellt ist die
Expression von Bcl-2, Mcl-1, Bax, Bak, NOXA, Bid und Bim nach 6h und 12h Inkubationszeit

mit Bay 1000394. Die Proteinmenge betragt 50 pug pro Probe, gleiche Proteinbeladung wird

durch das Protein B-Aktin gewéhrleistet.
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Abb. 9: 12h Annexin-V-Assay nach Vorinkubation mit Z-VAD-FMK

Der Pancaspase Inhibitor Z-VAD-FMK verringert die Wirkung von Bay 1000394 um ca. 20%.
Abbildung 9 zeigt den Vergleich von CLL-Zellen die mit oder ohne 20 nM Bay 1000394 und
mit und ohne Z-VAD-FMK fir 12h inkubiert wurden. Die Abbildung reprasentiert die

durchschnittlichen Ergebnisse von 11 Probanden.
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Abb. 10: Tunel-Assay nach 12h Inkubation mit Bay 1000394 und Z-VAD-FMK

Die Inkubation mit Bay 1000394 fuhrt zu DNA-Doppelstrangbriichen. Die Zugabe des
Pancaspase Inhibitor Z-VAD-FMK reduziert die Anzahl der Doppelstrangbriiche: aufgereinigte
CLL-Zellen werden fur 12h ohne und mit Zugabe von Bay 1000394 in einer Konzentration von
20 nM inkubiert. Zusatzlich wird die DNA Doppelstrangbruchrate mit Hilfe des Tunelassays
als Facsscananalyse anhand UTP-positiver Zellen ermittelt. Die Doppelstrangbruchrate steigt
bei Zugabe von 20 nM Bay 1000394 um 57 %. Durch Zugabe von Z-VAD-FMK nur um 19 %.

Dargestellt sind die durchschnittlichen Ergebnisse von 4 Probanden.
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Abb. 11: Tunel-Assay im Vergleich mit und ohne Bay 1000394 und mit und ohne
Z-VAD-FMK

Die Zugabe von 20 nM Bay 1000394 flhrt nach einer Inkubationszeit von 12h zur Zunahme
von UTP-positiven Zellen um 65%. Bei zusatzlicher Gabe von Z-VAD-FMK wird dieser Effekt

aufgehoben.
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Abb. 12: Wirkung Bay 1000394 auf stimulierte CLL-Zellen

Bay 1000394 fiihrt auch bei stimulierten CLL-Zellen zur Verschiebung in den annexinpositiven
Bereich. Nach Aufreinigung der Zellen, werden diese fir 72 h mit DSP30 und IL-2 inkubiert.
Nach 72 h Stimulation erfolgt die Zugabe des Inhibitors Bay 1000394 in verschiedenen
Konzentrationen. 50 nM bis 100 nM bewirken eine signifikante Zunahme der
Annexinpositivitat der CLL-Zellen. Die Abbildung 3.12 zeigt das durchschnittliche Ergebnis
von 9 Probanden.
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Abb. 13: Annexin-Assay eines DSP30, IL-2 stimuliertem CLL-Patient

Um im Annexinassay einen quantitativ &hnlichen Effekt zu erziehlen, bendétigt man bei zuvor

mit DSP30 und IL-2 vorstimulierten CLL-Patienten hohere Dosen an Bay 1000394 im

Vergleich zu unstimulierten CLL-Zellen. Abbildung 13 zeigt représentativ die Inkubation von
unstimulierten und stimulierten Zellen mit 0 nM, 20 nM und 100 nM Bay 1000394 fiir 24h.
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Abb. 14: Annexin-V-Assay: Stroma CLL-Zellen

Bay 1000394 induziert bei, in supportivem Stroma kokultivierten, CLL-Zellen (in vivo Modell)
eine signifikante Verschiebung der Zellpopulationen in den annexinpositiven Bereich.
Allerdings werden héhere Konzentrationen (100 nM) des Inhibitors benétigt, um ber 90%
Annexinpositivitét zu erreichen, verglichen mit der Mediumkontrolle (20nM). Abbildung 3.14
zeigt das durchschnittliche Ergebnis von 3 Patientenproben.
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4. Diskussion

Bis heute beginnt die Einleitung nahezu jeder Verdffentlichung neuer Forschungsergebnisse
zur Chronisch Lymphatischen Leukdmie mit dem Satz: Die Erkrankung ist bisher nur in
Ausnahmefallen durch eine allogene Stammzelltherapie heilbar. Die aktuellen Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fiir Himatologie und medizinische Onkologie basieren mehr und mehr
auf der zielgerichteten Therapie durch die Hemmung der Signallbertragung des B-
Zellrezeptors (Ibrutinib), sowie in der Regulierung des programmierten Zelltodes (Venetoclax),
wie auch in den  monoklonalen CD20-Antikorpern (Rituximab, Ofatumumab und
Obinutuzumab) (Wendtner et al., 2019, S. 11-17). Speziell fur den Einsatz von BH3 Mimetika
als auch beziglich der BCR assoziierten Therapieansatze sind bisher nur begrenzte (fir
Ibrutinib aber immerhin schon 5 Jahre) Langzeiterfahrungen verfligbar und somit bleibt die
Frage nach einem kurativen Therapieansatz der CLL weiterhin (noch) offen. Aus diesem Grund
werden in der vorliegenden Arbeit Versuche an primdren CLL-Zellen durchgefihrt um
alternative Therapiemdglichkeiten zu erforschen.

Die Pathogenese der CLL ist entscheidend durch den Arrest der Zellen in der GO/G1 Phase im
peripheren Blut, der proliferativen Aktivitat innerhalb der Proliferationszentren und der
Resistenz gegentiber Apoptose gepragt. Um therapeutisch erfolgreich zu sein, versucht man
neue Erkenntnisse bzgl. der entsprechenden Pathomechanismen in die therapeutische
Anwendung zu Ubertragen. Fir die Vermittlung von Apoptose (,,point of no return®) spielen
Mitglieder der Bcl-2 Familie eine entscheidende Rolle. Durch Verschiebung des
Gleichgewichtes zwischen pro- und antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie wird die
mitochondriale Integritét, respektiv das Uberleben der Zelle, maBgeblich mit beeinflusst. Es
konnte gezeigt werden, dass das Verhaltnis der Expression von antiapoptotischen Proteinen der
Bcl-2 Familie (Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1 u.a.) und proapoptotischen Mitgliedern (Bax, Bak, Bok
u.a.) bei Tumoren fir die Entwicklung von Resistenzen gegeniiber Chemotherapeutika eine
wichtige Rolle spielt (Bannerji et al., 2003, S. 1466; Kitada et al., 1998, S. 3379). Aus diesen
Erkenntnissen abgeleitet (die auch eine wichtige Rolle im Verstandnis des Modells der
Tumoraddiktion spielen (Weinstein & Joe, 2008, S. 3077)) wird aktuell klinisch der Einsatz
von BH3 Mimetika wie Venetoclax (in der Vergangenheit auch Navitoclax) bei der Behandlung
von CLL, Mantelzelllymphom, AML und weiteren Entitaten in klinischen Studien getestet bzw.
bereits als zugelassene Substanz bei der CLL mit Nachweis einer 17p- und/oder TP53 Mutation
nach Versagen einer BCR assoziierten Therapie, eingesetzt (Wendtner et al., 2019, S. 24).

Dabei nutzt man die Signalweg-Addiktion der Tumorzelle bezlglich antiapoptotischer Bcl-2
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Proteine. Fir Tumorzellen, die fur das Durchlaufen des programmierten Zelltodes (Apoptose)
voraktiviert sind, lassen sich regelhaft membrangebundene Komplexe aus aktivierten Effektor
Bcl-2 Proteinen wie Bax und Bak nachweisen, die durch antiapoptotische Proteine wie Bcl-2,
Bcl-XL oder Mcl-1 ,,in Schach* gehalten werden. Durch den Einsatz von BH3 Mimetika wie
Venetoclax (Bcl-2), Navitoclax (Bcl-XL) oder auch neuen Mcl-1 Inhibitoren (AZD9551) kann
durch eine Enthemmung der pra - aktivierten Effektorproteine (durch kompetitive Verdrangung
aus der Bindung mit einem antiapoptotischen Bcl-2 Protein) eine Oligomerisierung und
konsekutiv Poren Formierung, Cytochrom C Freisetzung und Formierung des Apoptosoms
nachgewiesen werden. Nicht voraktivierte Zellen werden durch die BH3 Mimetika in Stress
versetzt. In der Regel weisen sie jedoch keine membrangebundenen und aktivierten
Effektorproteine (Bax zytosolisch) auf. So ist die Sensitivitat der nicht malignen Zellpopulation
auf BH3 Mimetika deutlich niedriger. Dies ist ein zentrales Merkmal der zielgerichteten
Wirkungsweise dieser Therapieformen. (Billard, 2012, S. 2032; Stilgenbauer et al., 2016, S.
768)

Eine weitere Moglichkeit das Gleichgewicht dieser Proteine zu beeinflussen, besteht in der
Inhibition von Cyclin abhéngigen Kinasen (CDK). Die unregulierte CDK-Aktivitat fihrt
unmittelbar zu einem Verlust der Zellzyklus-Kontrolle und zu einer erhdhten Expression
antiapoptotischer Proteine (Lapenna & Giordano, 2009, S. 550). Studien zur CDK-Inhibition
mittels diverser Inhibitoren an CLL-Zellen sind bereits vertéffentlicht. Flavopiridol ist der erste
bekannte Apoptoseinduktor der an CLL-Zellen untersucht wurde. Durch CDKO9-Inhibition
vermindert er die Transkription von Mcl-1 und Xiap (Chen & Plunkett, 2010, S. 159). Nach
erfolgsversprechenden in vitro Versuchen scheiterten allerdings klinische Studien bzgl.
Flavopiridol-Infusion an mangelnder therapeutischer Effekivitat (Flinn et al., 2005, S. 1253).
Auch der CDK-Inhibitor Roscovitin (Inhibition von CDK2 und CDK5) zeigte durch
Herabregulation von Mcl-1, proapoptotische Wirkung (Meijer et al., 1997, S. 527). Er befindet

sich derzeit in klinischen Studien.

Aufgrund der bisher mangelnden klinischen Effektivitat der Inhibitoren wird in der
vorliegenden Arbeit ein Inhibitor untersucht, der ein breites Spektrum an CDK inhibiert. Bay
1000394 (Roniciclib) inaktiviert die Zellzykluskinasen CDK1/Cyclin B, CDK2/Cyclin E,
CDKA4/Cyclin D und die Transkriptionskinasen CDK7/Cyclin H/MAT1 und CDK9/Cyclin T1
bereits fir Konzentrationen im nanomolaren Bereich. Der Inhibitor wird aktuell in
verschiedenen Studien getestet, bisher an soliden Tumoren wie Mamma-Ca, Ovarial-Ca,

Lungen-Ca (Siemeister et al., 2012, S. 2265) oder beim anaplastischen Schilddriisen-Carcinom
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(Lin et al.,, 2017, S. 67990). Letztere Studien zeigen, dass Roniciclib im anaplastischen
Schilddrisenkarzinom programmierten Zelltod, speziell Apoptose ausldst, mit Beteiligung des
intrinsischen und extrinsischen Signalweges, aber auch Zellen in der G2 Phase des Zellzyklus
arretieren kann (Lin et al., 2017, S. 67995). Somit scheint der Inhibitor in Pathomechanismen
einzugreifen, die essentiell fir die Tumorgenese der CLL sind. Die Effekte in primaren CLL-
Zellen durch Bay 1000394 beinhalten eine Verschiebung des Equilibriums fir Proteine der Bcl-
2 Familie zugunsten der proapoptotischen Vertreter. Sowohl in GO/G1-arretierten Zellen als
auch in proliferierenden CLL-Zellen (in vitro Modell) wird programmierter Zelltod, u.a.
Apoptose induziert (Abb. 2). Wie schon fur veroffentlichte Arbeiten zu Mamma-Ca, Ovarial-
Ca, Lungen-Ca und anaplastisches Schilddriisen-Ca beschrieben, sind Konzentrationen im

nanomolaren Bereich wirksam.

Diverse Studien zeigen, dass erhthte Konzentrationen der Apoptoseproteine Bcl-2, Mcl-1,
XIAP bzw. ein veréndertes Verhéltnis von Bcl-2 zu Bax mit einem schlechten Ansprechen auf
Chemotherapie bzw. mit einer kirzeren Remissionsphase bei Patienten mit hamatologischen
Erkrankungen assoziiert ist (Aguilar-Santelises et al., 1996, S. 114; Kitada et al., 1998, S. 3379;
Robertson et al., 1996, S. 456).

Das antiapoptotische Protein Mcl-1 ist sehr stark reguliert. Bei CLL-Zellen ist die Expression
regelhaft erhdht nachweisbar. Es ist in der duBeren mitochondrialen Membran lokalisiert und
verhindert u.a. durch Bindung an proapoptotische Proteine wie Bax und Bak die
Destabilisierung des Membranpotentials (durch Oligomerisierung von Bax/Bak u.a.) und damit
die Initiierung der Apoptosekaskade. Eine erhéhte Konzentration wird als Risikofaktor fir
Chemotherapie Resistenz beschrieben (Awan et al., 2009, S. 535; Pepper et al., 2008, S. 3807).
Bay 1000394 fiihrt zu einer verminderten Expression von Mcl-1 (Abb 8).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zusétzlich eine starke Expression des proapoptotischen
Protein Noxa. Das Gleichgewicht zwischen Noxa und Mcl-1 beeinflusst das Uberleben oder
Untergehen von zikulierenden und proliferienden CLL-Zellen. Anderungen in diesem
Gleichgewicht aus pro- und antiapoptotischen Proteinen korrelieren mit einer
unterschiedlichen Uberlebenskapazitat von malignen Zellen. Diese Veranderungen werden
bereits bei Roscovitin-induzierter Apoptose in CLL-Zellen (Hallaert et al., 2007, S. 1958), bei
Campthothecin in HeLa und H1299 Zellen (Mei et al., 2007, S. 871), sowie in der Glucose
Limitation in proliferierenden T-Zellen beschrieben (Alves et al., 2006, S. 703).
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Zusétzlich zeigen Studien, dass eine niedrige Mcl-1 Konzentration mit einer hoheren
Ansprechrate fur Rituximab korreliert (Hussain et al., 2007, S. 2144). Somit konnte der Einsatz
von Bay 1000394 sequenziell oder in Kombination mit anti CD 20 Antikdrpern sinnvoll sein.
Auch scheint die Konzentration des antiapoptotischen Proteins Xiap, gemessen vor Behandlung
mit Rituximab, bei CLL Patienten assoziiert zu sein mit unterschiedlichem Therapieansprechen
(Bannerji et al., 2003, S. 1466). Xiap hemmt direkt Caspase 3 und Caspase 7 (Deveraux et al.,
1997, S. 300). Bay 1000394 flhrt zur verminderten Expression von Xiap und somit

gegebenenfalls indirekt zur Aktivierung von Caspase 3.

Fur das proapoptotische Protein Bax (full length 21kDa) zeigt sich im Verlauf der Inkubation
eine neu auftretende 18 KDA Bande. Diese 18 kDa grol3e Variante wird als Protein mit erhdhter
proapoptotischer Aktivitat im Vergleich zum 21 kDa Pendant beschrieben (Wood & Newcomb,
2000, S. 376). In der Veroffentlichung von Wood et al. wird vermutet, dass das pl8 Bax
gegebenenfalls die intrinsische Aktivitdt dieses Proteins und dadurch gleichzeitig die
proapoptotische Wirkung von Bax erhéht (Wood & Newcomb, 2000, S. 376). Alternativ kann
im Rahmen der Oligomerisierung auch eine Konformationsanderung oder méglicherweise
Abspaltung eines Teils des p21 Proteins vermutet werden (Pritz et al., 2017, S. 962). Bay
1000394 hat keinen direkten Effekt auf die Expression von Bcl-2 (Vgl. Abb. 8). Dennoch
verandert der CDK-Inhibitor durch Regulation/Aktivierung von Bax die Bcl-2/Bax Ratio.

Die beschriebenen Proteinveranderungen resultieren in der Aktivierung von Caspase 3, dem
Effektorprotein der Apoptosemaschinerie. Die Aktivierung erfolgt entweder direkt via Caspase
8 Uber den extrinsischem Weg oder indirekt durch Herabregulation von XIAP. Bay 1000394
fihrt zudem zur Cleavage von Procaspase 9 (Vgl. Abb 9), was einer Aktivierung des
intrinsischen Apoptosewegs entspricht. Die aktivierten Caspasen vermitteln die typischen
morphologischen Veranderungen der Apoptose: Sie spalten Proteine des Zytoskeletts und
Nukleus.

Da die verschiedenen Caspasen durch Bay 1000394 aktiviert werden, sollte die Vorinkubation
der CLL-Zellen mit dem pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK eine Reduktion der
Apoptoseaktivitat zur Folge haben. Unsere Versuche zeigen allerdings, dass die Vorinkubation
mit Z-VAD-FMK die Zahl annexinpositiver Zellen nur teilweise reduziert (\Vgl. Abb. 9). Dies
lasst den Schluss zu, dass Bay 1000394 andere, caspaseunabhangige Wege des Zelltodes der
CLL-Zellen auslosen kann. Bereits 1999 beschreiben Borner et al. die Mdglichkeit, dass
charakteristische morphologische Merkmale der Apoptose, wie Zellschrumpfung und

Kernkondensation, ohne Caspaseaktivierung auftreten kénnen (Borner & Monney, 1999, S.
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497). Auch fir Ablaufe der Apoptose bei Chronisch Lymphatischer Leukamie werden
caspaseunabhangige Mechanismen beschrieben (Pettitt & Cawley, 2000, S. 800). Mechanismen
dieser caspaseunabhéngigen Apoptose sind Gegenstand der aktuellen Forschung und bisher
nicht abschlieend geklért. In den meisten beschriebenen Arbeiten kann, analog zu unseren
Ergebnissen, der Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK die mitochondrialen VVeranderungen wie
den Verlust des mitochondrialen Membranpotentials, ROS (Radical Oxygen Species)
Generierung und Freisetzung von Faktoren wie Cytochrom C und AIF nicht komplett
inhibieren. Die Weitervermittlung von Apoptose wird vermutlich durch andere Faktoren mit
bedingt: AIF und Bax bzw. Bax-&hnliche Proteine. Wie diese Faktoren in Abwesenheit von
Caspasen die Signaltransduktion steuern, ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht vollstandig geklart.
Mdoglicherweise werden Proteasen wie das calciumabhdngige Calpain oder das lysosomale
Cathepsin aktiviert, welche ggf. Caspasen ersetzen konnen. Das lysosomale Cathepsin spaltet
Bid, das den extrinsischen Weg der Apoptose mit steuert. Calpain spaltet Bax, das durch
Porenformierung nach Oligomerisierung zum einen die Ausschittung von Cytochrom C
vermittelt, zum anderen auch Auswirkungen auf das endoplasmatische Retikulum und
Chaperone zu haben scheint, und dadurch Zelltod vermitteln kann. (Herr & Debatin, 2001, S.
2605-2606)

Diese Ergebnisse kénnten auch Ausdruck unserer Resultate sein (Bax (p18 Fragment) und Bid
Cleavage (Vgl. Abb. 8).

Wagner et al. zeigen, dass die Expression von ZAP-70 bei CLL-Patienten unabhangig von der
beschriebenen hohen Expression von Mcl-1 oder Bcl-2, durch Herabregulation von Bim, tber
die TLR-9 assoziierte Kinase Syk, Apoptose im Sinne einer pro survival Regulation beeinflusst
(Wagner et al., 2016, S. 444-446). Im Rahmen unserer Versuche sehen wir bezuglich der
Konzentration von Bim, Mcl-1 oder Bcl-2 keine Unterschiede in der Regulation in
Abhéngigkeit des ZAP-70 Status.

ZAP-70 exprimierenden CLL-Zellen wird durch vorgeschaltete Inkubation mit DSP30 ein pro
survival Signal vermittelt, wohingegen ZAP-70 negative Zellen proapoptotisch auf die
Vorinkubation mit DSP30 reagieren (Wagner et al., 2016, S. 437). In Bezug auf diese Arbeit
zeigen unsere Versuche keine Unterschiede zwischen den Patientengruppen mit
unterschiedlichen ZAP-70 Status hinsichtlich des Ansprechens auf Bay1000394. Somit scheint
der ZAP-70 Status keine Auswirkung auf die Wirkung des CDK Inhibitors zu haben, im
Gegensatz zu anderen experimentellen Therapien bei ZAP-70-positiven Patienten (Wiestner et
al., 2003, S. 4944).
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Die klonale CLL-Proliferation ist ein direkter Indikator fiir eine progressive Erkrankung, die
mit einem schlechterem Verlauf verbunden ist (Messmer et al., 2005, S. 755). Lymphknoten,
Knochenmark und Milz stellen wichtige Proliferationszentren dar, die zur Akkumulation der
CLL beitragen (Dighiero & Hamblin, 2008, S. 1021). Decker et al. konnten zeigen, dass CLL-
Zellen, koinkubiert mit CpG-Oligonukleotid DSP30 und IL-2, proliferativ aktiv werden
(Decker et al., 2000). Wir untersuchen die Wirkung von Bay 1000394 in vitro sowohl auf
unbehandelte CLL-Zellen als auch auf mit DSP30 und IL-2 stimulierte (proliferativ aktive)
CLL-Zellen. Erhéht man die Dosis von Bay 1000394 auf 100 nM, reagieren stimulierte CLL-
Zellen quantitativ vergleichbar (Annexin positiv), bezogen auf 20 nM Bay 1000394 fir
unstimulierten Zellen (Vgl. Abb. 12, 13). Dementsprechend lassen die in vitro Daten der
vorliegenden Arbeit den Schluss zu, dass Bay 1000394 auch bei stimulierten, proliferierenden

CLL-Zellen wirksam ist, wenn auch in héherer Dosis.

Unsere Versuche werden an primaren CLL-Zellen in vitro durchgefiihrt. Unbericksichtigt
dabei sind mdgliche Interaktionen mit Zellen des Mikromileus v.A. in sogenannten
Proliferationszentren. Seit langem ist bekannt, dass CLL-Zellen innerhalb dieses
Microenvironments, das u.a. aus Knochenmarkstroma und T-Zellen gebildet wird, Zell-Zell-
Kontakte unterhalten, die sich protektiv auf das Apoptoseverhalten der leuk&mischen Klone
auswirken (Ghia et al., 2008, S. 550). Um diesen Effekt zu simulieren, koinkubieren wir die
CLL-Zellen zusammen mit Stroma und Bay 1000394. Dies ist klinisch relevant, da CLL-Zellen
im  Knochenmark moglicherweise vor der Wirkung diverser konventioneller
Chemotherapeutika oder zielgerichteter Medikamente geschitzt sein konnten. In einer
Konzentration von 100 nM zeigt der Inhibitor Bay1000394 eine quantitativ vergleichbare
Wirksamkeit (Annexin Positivitat, u.a.) fur die CLL Population unter Stromakontakt,
verglichen mit 20 nM bei unstimulierten CLL-Zellen ohne Stromakontakt. Somit scheint der
,»,Schutz vor Apoptose durch ,,supportives Stroma“ durch hohere Konzentrationen (100 nM)

des Inhibitors Uberwunden werden zu kdnnen.

Um die Spezifitdt der Therapie zu untersuchen, und auch um mdgliche Nebenwirkungen
abzuwaégen, analysieren wir die Wirkung auf nicht maligne B-Zellen. Hierbei zeigt sich fur die
untersuchten Konzentrationen keine Aktivitat von Bay 1000394 bei nicht malignen B-Zellen
des peripheren Blutes. Demgegenuber lieR sich bei > 80% der CLL-Zellen
durchflusszytometrisch eine Aktivitat (Annexinpositivitét) bei dquimolarer Konzentration des
Inhibitors (Abb. 4) nachweisen.
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Bei den gewahlten Konzentrationen scheint Bay 1000394 elementare Signalwege von CLL
Zellen signifikant zu beeinflussen, bei gleichzeitig begrenztem Einfluss auf normale B-Zellen.

Wir sehen die Grundlage zu weiteren Untersuchungen dieses Inhibitors bei CLL gegeben.

In der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass die Behandlung primérer CLL-Zellen mit
dem Multikinaseinhibitor Bay 1000394 signifikant (Caspase-abhangig und -unabhdngig)
Apoptose (und vermutlich andere Formen des programmierten Zelltodes) auslost, durch
Beeinflussung entscheidender Signalwege der CLL. Basierend auf den vorliegenden
Ergebnissen wird der Weg Caspase-unabhdngiger Apoptose bzw. die Frage nach weiteren
alternativen programmierten ,,Cell Death® Signalwegen, wie Ferroptose, Pyroptose oder

Nekroptose weiter untersucht.

Unsere Ergebnisse legen die Erweiterung der Analysen von Bay 1000394 auf ein CLL-
Xenograft-Maus-Modell (TCL1-Mausmodell) nahe, um mehr Erkenntnisse in vivo gewinnen
zu konnen. Dies konnte letztlich die Grundlage sein, Roniciclib in klinische Studien der Phase
1 der CLL-Therapie aufzunehmen, um das Portfolio an zielgerichteten Substanzen in der

Therapie der CLL sinnvoll zu ergédnzen und zu erweitern.

62



5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen des Pan-CDK
Inhibitors Bay 1000394 an priméren Zellen von Patienten mit Chronisch Lymphatischer
Leukamie (CLL) présentiert.

Primére CLL-Zellen werden mit Hilfe verschiedener durchflusszytometrischer Methoden
(Annexin-V-Assay, DiIOC6-Staining A¥Ym, Tunel-Assay) untersucht. Die Expression wichtiger
Proteine in der Vermittlung des programmierten Zelltod (mit Fokus auf Apoptose) werden
mittels Western Blot analysiert. Durch Koinkubation mit DSP30 und IL-2 wird zudem ein in
vitro Stimulationsmodell fur proliferierende CLL-Zellen untersucht. AulRerdem werden CLL-
Zellen auf ,,supportivem Stroma* als Modell fur die Interaktion mit dem Mikromileu in vivo

analysiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass Bay 1000394 bereits im nanomolaren Bereich in primaren CLL-
Zellen programmierten Zelltod auslésen kann. Obwohl der Pan-Caspase Inhibitor Z-VAD-
FMK in der Lage ist die DNA-Doppelstrangbruchrate zu reduzieren, wird die Verschiebung
der Zellen in den annexinpositiven Bereich als gemeinsame Endstrecke im Ablauf der Apoptose
und auch anderer Formen des programmierten Zelltodes, nur teilweise beeinflusst. Daher
scheint Bay 1000394 neben klassischer Apoptose auch weitere, caspaseunabhangigen Wege
der Apoptose, oder nicht apoptotische Formen des programmierten Zelltodes auszuldsen.

Die Tatsache, dass Bay 1000394 in der Lage ist Apoptose an ruhenden, proliferierenden und
CLL-Zellen in Kontakt mit unterstiitzendem Stroma auszuldsen, auf nicht maligne B-Zellen
jedoch keine relevante Wirkung zeigt, legt weitere Versuche mit dem CDK-Inhibitor in
Xenograft-Maus-Modellen bzw. im weiteren Verlauf in klinischen Studien nahe, um die
Therapiemoglichkeiten dieser weiterhin noch in den meisten Féllen unheilbaren Krankheit

weiter zu verbessern.
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