TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN

I1l. Medizinische Klinik des Klinikums rechts der Isar

Bedeutung des Stromasupports fur die

Apoptoseregulation durch Mcl-1 und Proteinkinase C in CLL-Zellen

Benedikt M. J. Lampl

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fur Medizin
der Technischen Universitat Minchen zur Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. D. Neumeier

Prufer der Dissertation: 1. Priv.-Doz. Dr. |. Ringshausen

2. Univ.-Prof. Dr. A. Krackhardt

Die Dissertation wurde am 13.09.2010 bei der Technischen Universitat Minchen eingereicht

und durch die Fakultat fir Medizin am 09.02.2011 angenommen.






PATRI






Zusammenfassung

Die chronische lymphatische B-Zell-Leuk&mie (B-CLL) ist im Wesentlichen durch einen
Apoptosedefekt monoklonaler B-Lymphozyten gekennzeichnet. Die antiapoptotischen
Proteine Bcl-2, Mcl-1 und XIAP sind in CLL-Zellen gegeniiber gesunden B-Zellen
Uberexprimiert, wobei Bcl-2 in letzteren beinahe nicht detektierbar ist. In den leukamischen
B-Zellen wird unabhangig von der Bcl-2-Konzentration Apoptose induziert, sie ist vielmehr
mit einem Expressionsverlust von Mcl-1 und in geringerem MalRe von XIAP assoziiert. Mcl-1
seinerseits wird von den Enzymen PI3K und PKC?d reguliert: Eine Hemmung der PI3K durch
den Inhibitor LY 294002 resultiert in verminderten Mcl-1-Leveln. Dabei handelt es sich nicht
um eine direkte Regulation, sondern um eine sekundaren Degradation nach
Caspasenaktivierung. Bcl-2 wird von einer Hemmung der PI3K nicht tangiert, seine
Expressionslevel bleiben wie auch bei Behandlung mit unterschiedlichen proapoptotischen

Agenzien im Gegensatz zu Mcl-1 (und XIAP) stabil.

In  Knock-down-Experimenten mit Mcl-1-spezifischer siRNA lassen sich hdhere
Apoptoseraten erzielen, die aber in den durchgefihrten Apoptose-Assays eine Differenz von
15 % im Vergleich zur Kontrolle nicht Gberschreiten. Daraus ergibt sich, dass Mcl-1 fir den
Apoptosedefekt unbestreitbar Relevanz besitzt, aber nicht der alleinige antiapoptotische
Faktor sein kann. Zudem ist die Bedeutung anderer Proteine wie beispielsweise Bcl-2 und

XIAP bisher ungentigend verstanden.

Neben der PKCd scheinen auch andere Isoformen fir die CLL von Bedeutung zu sein. In
Kokultur-Experimenten mit CLL- und Knochenmarkstromazellen reduzieren die PKC-
Inhibitoren Bisindolylmaleimide |, G6 6976 und G6 6983 die Anzahl vitaler CLL-Zellen. Dies
l&sst sich sowohl mit der murinen Zelllinie Ltk™ wie auch mit primaren humanen Stromazellen
zeigen. Besonders wirksam ist die Substanz GO 6976, was auf eine Relevanz des
Isoenzyms PKCp schlie3en lasst. PKCB wird in der Kokultur auf Seiten der CLL induziert,
eine Hemmung fuhrt zu verminderten Proteinleveln von Mcl-1 und XIAP sowie zu signifikant
erhohter Apoptose. Die Wirkung der Inhibitoren auf das Uberleben der Stromazellen allein ist
relativ gering, inwieweit die Substanzen in die Interaktionen zwischen CLL- und Stromazellen
in der Kokultur eingreifen und ob der vermehrte Zelluntergang auf Seiten der CLL auf

additiven Effekten innerhalb beider Zellarten beruht, ist bisher unklar.







Summary

Chronic B-lymphocytic Leucaemia (B-CLL) is essentialy characterized by an apoptotic defect
of monoclonal lymphocytic B-cells. The antiapoptotic proteins Bcl-2, Mcl-1 and XIAP are
overexpressed in CLL cells comparing to normal B cells, Bcl-2 is virtually not detectable in B
cells. Leucaemic cells induce apoptosis independently on Bcl-2 levels, whereas decrease of
Mcl-1 and — to a lower extent — XIAP is associated with a higher amount of apoptotic cells.
Mcl-1 is regulated by PI3K and PKCd: Inhibition of PI3K by LY 294002 results in reduced
levels of Mcl-1. This effect is not based on direct regulation but on secondary degradation
after caspase activation. PI3K inhibition does not affect Bcl-2 concentration, it is stably
expressed even after treatment with different proapoptotic agents while Mcl-1 (and XIAP)

decreases.

Knock-down of Mcl-1 with specific SIRNA leads to a higher percentage of apoptotic cells,
which is not more than 15 % in comparison to mock-transfected cells according to apoptosis
assays. Thus Mcl-1 is of undeniable importance for the defective apoptosis in CLL but not
the crucial factor alone. Moreover the understanding of what other proteins like Bcl-2 and

XIAP do is not sufficient yet.

It seems clear that PKCd is not the only relevant isoform in CLL. The PKC inhibiting agents
Bisindolylmaleimide |, G6 6976 and G6 6983 reduce the amount of viable CLL cells in
experiments containing co-culturing of leucaemic B cells and bone marrow stromal cells
using the murine cell line Ltk™ as well as primary human stromal cells. G6 6976 is particularly
effective, thus PKC[B appears to be relevant. This isoform is induced in CLL cells when
cultured with stromal cells, its inhibition leads to decreased levels of Mcl-1 and XIAP and
significantly elevated apoptosis. The PKC inhibitors hardly affect stromal cells alone but it
has neither become clear, how these agents function within the interactions between CLL
and stromal cells nor, if the higher extinction of leucaemic cells is based on an additive effect

on both, CLL and stromal cells.
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1 Einfuhrung

1.1 Molekularbiologische Charakteristika der chronischen

lymphatischen Leukamie

Aus vielerlei Griinden kann die chronische lymphatische B-Zell-Leukamie (B-CLL) als eine
Erkrankung sui generis bezeichnet werden, die klinisch mit groRer Heterogenitat imponiert
und durch komplexe molekularbiologische Alterationen gekennzeichnet ist. Dabei ist die CLL
die haufigste Leukédmie des Erwachsenen in der westlichen Welt und betrifft v.a. altere

Menschen ab der fiinften Lebensdekade®.

Die Einzigartigkeit der Entitat besteht nicht zuletzt darin, dass bisher keine einzelne Mutation
gefunden wurde, in der man — wie bei anderen B-Zell-Lymphomen oder der CML (bcr-abl-
Translokation) — die Ursache fir die Entartung erkennen kann®. Auch wenn sich in jiingster
Zeit Hinweise verdichten, dass der Entstehung der CLL als pathogenetisches primum
movens eine Stimulation durch (Auto-)Antigene in einer frihen Phase der B-Zell-Reifung
zugrunde liegt®, ist die Forschung von einem suffizienten Verstandnis der formalen und
kausalen Pathogenese noch weit entfernt. Der bereits erwahnten klinischen Heterogenitéat
entspricht eine ebenso hohe Variabilitdt der Zellen einzelner Patienten hinsichtlich ihres

Verhaltens in vitro, was generelle Aussagen Uber das Verhalten der CLL an sich erschwert.

Die CLL lasst sich auf Grund der reif erscheinenden monoklonalen B-Zellen, die anerg bzw.
autoreaktiv sind und nonfunktionale Immunglobuline synthetisieren, als indolentes
(niedrigmalignes) Lymphom klassifizieren*, das folgende spezifische Oberflaichenmarker
exprimiert: CD19, CD5, CD23, CD52 und CD20. Dagegen sind CD22, FMC 7, CD79b
(Element des B-Zell-Rezeptor-Signalweges), slgM und slgD auf diesen Zellen gar nicht oder
nur in geringem Malie vorhanden. Die primar geringe Aggressivitat der Erkrankung liegt
mdglicherweise in einem Zellzyklusarrest in der G,/G,-Phase® begriindet, ferner weisen die
Zellen einen atiologisch bisher nicht vollstandig geklarten Apoptosedefekt auf, dessen
Erforschung fur Verstandnis und Therapie der Erkrankung eine Schlusselrolle zukommt. Zum
langeren Uberleben der Zellen tragt eine erhéhte Ausschiittung von TNF-a und BlyS und die

dadurch bewirkte Aktivierung von NFkB bei. Ebenfalls protektiv wirkt das

! Zu Epidemiologie und Klinik der CLL: Vgl. Lehrbiicher der Inneren Medizin und Hamatologie

% Vgl. Giupaud et al. 2003, S. 506

® Vgl. Caligaris-Cappio et Ghia 2008, S. 4497 ff.

* Vgl. WHO-Klassifikation maligner Lymphome

® Vgl. Caligaris-Cappio et Hamblin 1999, S. 400; ferner: Caligaris-Cappio et Ghia 2008, S. 4498




1 EinfGhrung

antiapoptotische Protein Survivin, das unter dem Einfluss der Interaktion von CD40 und
seinem Liganden CDA40L induziert wird, der auf leukédmischen B-Zellen® und auf CD4-
positiven T-Zellen vorhandenen ist.” Ferner sind fir die CLL die konstitutive Aktivierung
bestimmter Signalwege (z.B. PI3-K/AKT, PKC, JAK/STAT, MAPK)® sowie eine (mutmaRlich
damit  einhergehende)  Uberexpression  bestimmter  antiapoptotischer  Proteine
kennzeichnend®. Auf diese letzten beiden Punkte soll weiter unten néher eingegangen

werden.

Besondere Aufmerksamkeit verdient das kontrare Verhalten leukdmischer B-Zellen in vivo
und in vitro: Wahrend die Zellen in vivo vor Apoptose geschitzt sind, sterben sie in vitro bei
Kultivierung in Medium ohne zugesetzte Wachstumsfaktoren relativ rasch. Kultiviert man die
Zellen hingegen zusammen mit Knochenmarkstroma, tberleben sie — anders als normale B-
Zellen — bis zu mehreren Wochen. Dafur ist allerdings ein direkter Kontakt mit den
Stromazellen nétig, was darauf hinweist, dass die wirksamen Faktoren der Stomazellen in
erster Linie auf deren Oberflache lokalisiert sind bzw. ein Kontakt zwischen Stroma- und
CLL-Zellen fur die Wirkung solubler Faktoren essenziell ist. Dieser Kontakt wird v.a. durch
1- und B2-Integrine ermoglicht. Frappierend erscheint die Tatsache, dass das Stroma bisher
nicht naher charakterisierte Faktoren ausschuttet, die sich — wie Versuche mit
konditioniertem Medium zeigen — negativ auf das Uberleben von CLL-Zellen auswirken,
wenn diese keinen direkten Kontakt zum Stroma haben.*® Zusétzlich zu der oben genannten
Interaktion mit T-Zellen tGber CD40 und seinen Liganden, besteht also durch ein spezielles
sog. Microenvironment, das vornehmlich im Knochenmark angesiedelt ist und von

Stromazellen gebildet wird, ein wirksamer Schutz der Zellen vor Apoptose™'.

In letzter Zeit fand man neben diversen chromosomalen Aberrationen verschiedene Marker,
anhand deren die Patienten in Gruppen mit niedrigem oder hohem Risiko und entsprechend
gunstigerer oder schlechterer Prognose eingeteilt werden koénnen (zusatzlich zu den
klinischen Klassifikationen von Binet und Rai)*?. So korreliert die Mutation eines Gens, das
fur die variable Region der schweren Kette des Immunglobulins (IgVy) kodiert, mit einer
besseren Prognose. Als Surrogatmarker flir den Mutationsstatus des Immunglobulingens
konnte die Tyrosinkinase ZAP-70 identifiziert werden. ZAP-70 findet sich hormalerweise in T-

Zellen und ist fur dort fur Aktivierung durch Antigene und die Differenzierung der Zellen von

6 Vgl. Munk-Pedersen et Reed 2004, S. 2367

"Vgl. Giupaud et al. 2003, S. 508

® vgl. Ringshausen et al 2002, S. 3741 ff.; ferner: Ringshausen et al. 2006, S. 514 ff.; Barragan et al.
2003, S. 1865 ff.

% vgl. z.B. Packham et Stevenson 2005, S. 442 ff. ; ansonsten in einschlagigen Publikationen passim
% vgl. Lagneaux et. al. 1998, S. 2392 ff.

1 vgl. Munk-Pedersen et Reed 2004, S. 2365 ff.

2 vgl. Montillo et al. 2005, S. 393 f.; ferner: Byrd et al. 2004, S. 164 f.




1 Einflhrung

Bedeutung. In gesunden B-Zellen und CLL-Zellen mit IgVy-Mutation kann es im Unterschied
zu CLL-Zellen mit unmutiertem IgVy nur in geringem Malie nachgewiesen werden.
Funktionell scheint ZAP-70 in den B-Zell-Rezeptor-Signalweg eingebunden zu sein, worauf
die vermehrte Signaltransduktion Uber diesen Weg in ZAP-70-positiven Zellen hinweist.*®
Prognostische Bedeutung hat neben ZAP-70 auch die Expression von CD38. Beide Marker

korrelieren allerdings nicht in allen Fallen mit dem IgVy, -Status.**

1.2 Apoptose und CLL

Da der Defekt im Apoptosegeschehen der CLL-Zellen nach bisherigem Erkenntnisstand eine
besonders wichtige Rolle im Rahmen der Pathogenese spielt und die Eigenschaften der
Zellen bestimmt, sollen in diesem Abschnitt die Apoptose im Allgemeinen sowie im
speziellen Fall der CLL die Bedeutung von Uberexprimierten antiapoptotischen Proteinen

behandelt werden.

1.2.1 Apoptose: Der programmierte Zelltod

Das Phanomen der Apoptose wurde erstmals von Kerr und Kollegen im Jahre 1972
beschrieben.” Es handelt sich dabei um eine geordnet und nach einem programmierten
Schema ablaufende Selbstzerstérung der Zelle auf Grund von irreparablen Schaden oder
rezeptorvermittelten externen Signalen. Zytomorphologisch &auf3ert sich dieser Vorgang in
einer Zellschrumpfung, die im Falle von adharenten Zellen zu einem Verlust der Adhésion
und konsekutiver Kugelung der Zellen fihrt, in der Ausbildung einer vesikularen Oberflache
(,Blebbing“), einer Chromatinkondensation und einer nukledren Fragmentierung (Zeiose).
Ferner kommt es neben zahlreichen Veranderungen an der Plasmamembran zu einer
Externalisierung des Phospholipids Phosphatidylserin (Grundlage des Annexin-V-Assays,
vgl. Kap. 3.8.1). Im Zellinnern ist der Vorgang der Apoptose malfgeblich durch die
Aktivierung sog. Caspasen (Cysteinproteasen, die Aspartat-spezifisch sind) charakterisiert,
die zellulare Proteine degradieren. Zuletzt zerféllt die Zelle in einzelne Vesikel, die
phagozytotisch beseitigt werden. Die Apoptose ist ein physiologischer Vorgang, der in
verschiedenen Gewebetypen unterschiedlich oft, aber regelméRig ablauft und die Aufgabe
hat, gealterte oder in ihrer Funktion gestdrte Zellen zu eliminieren. Zusatzlich ist der

programmierte Zelltod wesentlich in die Ontogenese involviert.*

3 vgl. Boelens et al. 2009, S. 609

% vgl. ebd.; ferner: Giupaud et al. 2003, S. 507

15 Vgl. Kerr et al. 1972, S. 239 ff.

1% vgl. zu diesem Abschnitt: Zimmermann et al. 2001, S. 57 f.
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Andererseits kann eine gestorte Apoptose — wie im Falle der CLL — zu pathologisch
verlangerter Lebenszeit einzelner Zellen fuhren. Somit stellt der Apoptosedefekt neben der
dysregulierten Proliferation durch die Aktivierung von Protoonkogenen oder durch den
Verlust von Tumorsuppressorgenen eine wesentliche molekulare Grundlage der

Kanzerogenese dar.

1.2.2 Ablauf der Apoptoseaktivierung

Grundsatzlich unterscheidet man zwei Aktivierungskaskaden der Apoptose: eine intrinsische,
die durch Zellschaden unterschiedlicher Genese eingeleitet wird, und eine extrinsische, die
nach Bindung spezifischer Liganden an extrazytoplasmatisch lokalisierte Rezeptoren ablauft.
Beide Wege minden in eine gemeinsame Endstrecke, die die Aktivierung von Caspasen und
den konsekutiven Abbau von Zellproteinen beinhaltet'’. Die Caspasen lassen sich in
Initiator- und Effektorcaspasen unterteilen: Zu ersteren gehoéren die Caspasen-2, -8, -9 und -
10, zu letzteren die Caspasen-3, -6 und -7. Alle Caspasen liegen zunachst als Proenzyme

vor, die dann proteolytisch gespalten und so aktiviert werden.*®

Die Aktivierung der Caspasen kann wie erwéahnt tber zwei verschiedene Wege erfolgen. Der
intrinsische Weg wird durch zellularen Stress initiiert und durch Uberlebenssignale von
auf3en inhibiert. Durch Translokation von proapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie (Bax
und Bak) zum Mitochondrium und nachfolgender Oligomerisation kommt es zur Freisetzung
von Cytochrom C, welches wiederum selbst Apaf-1 aktiviert. In der Folge wird unter
Einwirkung des sog. Apoptosoms, das aus Cytochrom C, Apaf-1 und Procaspase-9 gebildet
wird, Procaspase-3 rekrutiert, welche als aktive Form die wichtigste Effektorcaspase ist.
Alternativ zu Cytochrom C kann auch das Protein Smac/Diablo Gber eine Interaktion mit dem
Apoptosom und eine Bindung an IA-Proteine (z.B. XIAP, s.u.) und deren Hemmung die

Caspasen-3 und —9 aktivieren."

Am Anfang des extrinsischen Weges steht die Bindung eines Liganden (z.B. Fas-Ligand) an
einen sog. Todesrezeptor (z.B. Fas-Rezeptor), der an der AuRenseite der Zellmembran sitzt.
Eine solche Bindung wird als Signal fur die Initiierung der Apoptose transduziert. Es kommt

einerseits zu einer sukzessiven Aktivierung von Caspase-8, -3, -6 und —7, andererseits zu

7 Seit einiger Zeit wird in der Literatur auch von einer Caspase-unabhéngigen Apoptose berichtet z.B.
in Hefezellen (vgl. Liang et al. 2008, S. 1311 ff.) oder postischamisch in menschlichen Neuronen (vgl.
Cho et Toledo-Pereyra 2008, S. 141 ff.). Einzelheiten dieses Mechanismus sind bisher aber noch
unklar und auf eine etwaige Bedeutung fiir die chronische lymphatische Leukamie konnten in der
Literaturrecherche zur vorliegenden Arbeit keine Hinweise gefunden werden.

8 vgl. Zimmermann et al. 2001, S. 59

¥ vgl. ebd. S. 61 f.; ferner: Jiang et Wang 2004, S.89 ff.
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einem durch die Caspase-8 vermittelten Einbau von Bid in die Mitochondrienmembran.

Unmittelbare Folge dieses Ereignisses ist wiederum die Ausschittung von Cytochrom C aus

dem Mitochondrium und deren oben geschilderte Konsequenzen.?

1.2.3 Apoptoseproteine

Das Apoptosegeschehen wird entscheidend durch das Gleichgewicht zwischen pro- und
antiapoptotischen Proteinen beeinflusst (Abb.1). An erster Stelle sind hier die bereits
erwahnten Proteine der Bcl-2-Familie zu nennen. Einige Mitglieder dieser Familie férdern
den programmierten Zelltod, andere unterdriicken ihn. Zu den antiapoptotischen Proteinen
zéhlen Bcl-2, Bcl-X,, Bcl-w, A1 und Mcl-1. Sie alle haben vier Bcl-2-Homologie-Domanen
(BH-Domains, BH1 — BH4) und sitzen an der auf3eren Mitochondrienmembran. Ihre Aufgabe

besteht im Wesentlichn darin, die Integritdt des Mitochondriums als zentralem Organ fur das

Zelliiberleben zu gewahrleisten.

Bcl-2-Familie

Bid/Bim

BH3-only-Proteine:

Noxa, PUMA etc.

!

Bax/Bak @ Bcl-2/Mcl-1

Cytochrom C N

l

N\,

/

Caspasen
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N som

Aktivierung
R EE—
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Abb. 1: Apoptoseproteine und ihre Funktion.

0 vgl. Zimmermann et al. 2001, S. 65 f.
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Die proapoptotischen Proteine kénnen in zwei Gruppen unterteilt werden: in die Gruppe der
Bax-ahnlichen Proteine, zu der Bax, Bak, Bok/Mtd, Bcl-G und Bfk gehéren, und in die
Gruppe der sog. BH3-only-Proteine, zu der Bad, Bik/Blk/Nbk, Hrk/DP5, Bid, Bim/Bod, Noxa,
Bmf und PUMA/Bbc3 rechnen. Wie ihr Name suggeriert, enthalten Letztere nur die BH3-
Doméne, wohingegen die Erstgenannten zwei oder drei BH-Domanen besitzen und eine
groRBe Ahnlichkeit mit den antiapoptotischen Proteinen aufweisen.?’ Die Rolle der Bax-
ahnlichen Proteine im Apoptosegeschehen besteht hauptsachlich in der Freisetzung von
Cytochrom C, die BH3-only-Proteine inhibieren die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine durch
Bindung an sie (Noxa, PUMA u.a.), kbnnen aber beispielsweise auch Bax bzw. Bak
aktivieren (Bid und Bim)?. Bcl-2 und seine homologen Proteine kontrollieren die Apoptose,
indem sie — vermittelt durch die Insertion der BH3-Domaéne in eine praformierte Tasche — die
proapoptotischen Verwandten hemmen. Ferner sind sie mdoglicherweise in der Lage,

Caspasen direkt zu regulieren.®

Zu den antiapoptotisch wirkenden Proteinen gehdren neben denen der Bcl-2-Familie auch
die Inhibitor-of-Apoptosis-Proteine (IAP). Der bekannteste und bedeutendste Vertreter dieser
Gruppe ist XIAP?*. Dieses Protein vermittelt nach bisherigen Erkenntnissen seine
antiapoptotische Wirkung Uber unterschiedliche Mechanismen, die letztlich in einer
verminderten Caspaseaktivitat resultieren: Zum einen hemmt es sowohl Initiator- als auch
Effektorcaspasen (Caspase-9, -3 und —7) direkt enzymatisch®®>, zum anderen fiihrt es die
Ubiquitinylierung von Caspase-9 und Smac/Diablo und deren Abbau im Proteasom herbei®®.
AulRerdem scheint es in die Signaltransduktionswege bestimmter Rezeptoren eingebunden
zu sein”. Die (brigen IA-Proteine wie beispielsweise clIAP1 kénnen gemaR neueren
Untersuchungen Caspasen vermutlich nicht direkt hemmen, ihre Wirkungsweise ist bisher

nicht genau verstanden.”

L vgl. Labi et al. 2006, S. 1325 sowie Packham et Stevenson 2005, S.442 ff.
2 /gl. Labi et al. 2006, S. 1326, Abb. 2

% vgl. Packham et Stevenson 2005, S.443

% Auch das eingangs erwahnte Survivin gehort zu dieser Gruppe. Vgl. Kap. 1.1
% vgl. Holcik et al. 2001, S.254

% vgl. Morizane et al. 2005, S. 125

*"vgl. Holcik et al 2001, S. 257 ff. und S. 258, Abb.3

% \gl. Eckelman et al. 2006, S. 991 ff.
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1.2.4 Apoptosedefekt in der CLL: Rolle von Bcl-2, M cl-1 und XIAP

Das Gleichgewicht zwischen pro- und antiapoptotischen Faktoren ist im Falle der
chronischen lymphatischen Leuk&mie zur Seite der Antiapoptose verschoben. Wie und in
welchem Stadium der Krankheitsentwicklung es zu dieser Veranderung kommt, ist noch
immer unklar. Von besonderem Interesse in diesem Zusammenhang sind drei der oben

vorgestellten Proteine: Bcl-2, Mcl-1 und XIAP.

Seit langem ist bekannt, dass Bcl-2 in allen leukamischen B-Zellen Gberexprimiert wird. Als
Ursachen fiir die Uberexpression konnte zum einen eine Hypomethylierung des Bcl-2-Gens
festgestellt werden®, zum anderen eine Deletion auf dem langen Arm von Chromosom 13
(13914.3), wo sich die microRNA-Gene miR-15a und miR-16-1 befinden. Diese microRNAs
scheinen in gesunden Zellen Bcl-2 posttranskriptionell zu regulieren und seine Konzentration
so zu verringern.* Ferner ist bekannt, dass das Verhéltnis von Bcl-2 zu Bax mit der in-vitro-
Apoptose und dem klinischen Outcome korreliert werden kann.*! Allerdings liefert die hohe
Konzentration von Bcl-2 keine Erklarung fur die unterschiedliche Chemoresponsivitét
verschiedener Patienten. So zeigen u.a. eigene Versuche (s.u.), dass die Zellen trotz stabiler

Expressionslevel von Bcl-2 Apoptose induzieren.

Daher wird von vielen Autoren Mcl-1 als ausschlaggebend fir die unterschiedliche
Sensitivitdt gegentber der Chemotherapie favorisiert. Diese Ansicht wird gestiitzt von dem
Befund, dass die Expression dieses Proteins in apoptotischen Zellen vermindert ist.
Experimente mit transgenen Ma&ausen zeigten, dass Mcl-1 eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von Lymphomen spielt und daneben Bedeutung fir die Entwicklung und
Differenzierung von B- und T-Zellen hat. Mcl-1 besitzt strukturelle Ahnlichkeit mit Bcl-2, ist
aber einem hohen Umsatz unterworfen und hat demzufolge eine relativ kurze Halbwertszeit
von wenigen Sunden. Seine Regulation, die sowohl auf transkriptioneller und translationaler
als auch auf Proteinebene angreift, ist vielfaltig, besonders wichtig erscheint die Einbindung
von Mcl-1 in bestimmte Signaltransduktionswege (z.B. MAPK oder PI3K). Daneben gibt es
Hinweise auf eine Regulation durch Zytokine, die mdglicherweise von Stromazellen u.a.
produziert werden und das Zelliiberleben verlangern.® Interessant ist im Ubrigen, dass Mcl-1
nach Spaltung durch Caspasen eine proapoptotische Wirkung entfaltet, es wird damit, wie

Packham und Stevenson schreiben, ,from a molecular bodyguard to assassin“*.

9 vgl. Hanada et al. 1993, S.1820 ff.

%0 calligaris-Cappio et Ghia 2008, S. 4498

%! packham et Stevenson 2005, S. 444

%2 vigl. Packham et Stevenson 2005, S. 445 f. ; ferner: Michels et al. 2005, S. 267 ff.; Zhou et al. 1997,
S. 630

* vgl. Packham et Stevenson 2005, S. 445
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Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass — ahnlich wie im Falle von Bcl-2 — eine erhéhte
Mcl-1/Bax-Ratio mit verminderter Chemosensitivitat einhergeht. Darliber hinaus wurde die
Mcl-1-Expression positiv mit dem Vorhandensein prognostischer Faktoren wie dem
unmutierten V-Gen, CD38 und ZAP-70 korreliert.®*

Zuletzt ist in der Reihe der Proteine, die in der CLL mutmallich an der Vermittlung des
Apoptosedefekts beteiligt sind, XIAP zu nennen. Bekannt ist lediglich die relativ hohe
Konzentration dieses Proteins in den leuk&mischen Zellen. Seine Regulation sowie seine

Relevanz fur die Apoptosekontrolle sind weitgehend unklar.

1.3 Proteinkinase C und ihre Bedeutung fur die CLL

Neben den direkt in den Ablauf des programmierten Zelltodes involvierten Proteinen sind
nach bisherigen Erkenntnissen konstitutiv aktive Signalwege (wie z.B. auch die MAP-Kinase
oder JAK/STAT) in den Zellen der CLL von Bedeutung. Wie eine Serie aktueller
Veroffentlichungen zeigt®™, riickt im Zuge der Aufklarung dieser Wege die Proteinkinase C

(PKC) immer mehr ins Zentrum des Interesses.

Die PKC, eine Serin-/Threonin-Kinase, gehort zu den ersten Proteinkinasen, die Uberhaupt
identifiziert wurden. lhre Funktionen besteht u.a. in der Regulation von Proliferation,
Differenzierung und Apoptose. Die Isoenzyme der PKC werden in drei Gruppen eingeteilt
(Abb. 2): Die Isoformen a, {3 (I, Il) und y werden als konventionelle (,conventional/classical®),
die Isoformen 9, €, n und & als neue (,novel’) und die Isoformen 1 und { als atypische
(,atypical*) PKC bezeichnet. Allen Gruppen gemeinsam ist, dass sie durch Phospholipide
aktiviert werden konnen. Die konventionellen Formen sind Ca''-abhangig und werden
zusatzlich wie die Ca'*-unabhangigen neuen Isoformen durch DAG aktiviert. Der tumorigene
Phorbolesther PMA wirkt stimulierend auf die konventionellen und neuen PKC-Formen,

indem er fiir eine Aktivierung schon bei niedrigeren Ca**-Konzentrationen sorgt.*

In CLL-Zellen werden nur bestimmte Isoformen exprimiert. Alkan und Kollegen wiesen in
ihrer Arbeit in den Zellen aller untersuchten Patienten die Isoenzyme f3, y, 6 und ¢ nach. Die
detektierten Konzentrationen von PKCa, € und | waren dagegen variabel, die Isoformen n
und 9 waren nicht vorhanden. Durch den Einsatz des PKC-Inhibitors Safingol konnte eine

reduzierte Transkription bestimmter Gene festegestellt werden, was auf die Bedeutung von

% pepper et al. 2008, S. 10 ff.; zu Mcl-1 im Allgemeinen: Vgl. Michels et al. 2005, S. 267 ff.
% vgl. beispielsweise Michie et Nakagawa 2006 oder Alkan et al. 2005
% vgl. zum gesamten Abschnitt: Mellor et Parker 1998, S. 281 f.
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PKC als Transkriptionsregulator hinweist.®” Andere Autoren zeigen, dass Inhibitoren wie z.B.
Bisindolylmaleimide | oder IX zu gesteigerter Apoptose® und einer Abnahme von Mcl-1 und
XIAP fiihren®.

A B

PKC-a Eﬂ-1 l:' | cPKC (a, f, 7)
PKC$ Classical
|: PKC-y = =

CHEE— [ vk
PKC-¢
rc-s I =

PKC-0

— [ PRK0,2,3)

PKC-1

4[ Atypical
PKC-¢

C1 |:| C2 |:| Kinase
PRK1

4' oako PRis [] vs [] HR1 motif

Abb. 2: Isoformen der PKC.

A Verwandtschaft der einzelnen Isoformen gemaf Sequenzvergleich. B Doméanenstruktur. Aus: Mellor
et Parker 1998, S. 282

Ringshausen et al. konnten im Jahr 2002 zeigen, dass die Phosphatidylinositol-3-Kinase und
damit assoziiert das Isoenzym & der Proteinkinase C in der CLL konstitutiv aktiviert werden.
PKCd wird nach PI3K-Aktivierung phosphoryliert und somit in die aktive Form Uberfihrt. Mit
dem PI3-Kinase-Hemmer LY294002 und dem PKCé&-spezifische Inhibitor Rottlerin lield sich
eine hohere Apoptoserate erzielen. Diese konnte mit einer Expressionsverminderung von
Mcl-1 und XIAP korreliert werden.*® Andere Publikationen belegen zusétzlich, dass auch die

konstitutiv exprimierte PKC[ einen wesentlichen Beitrag zum Apoptosedefekt der CLL leistet.

" vgl. Alkan et al. 2005, S. 100 ff.

% vgl. Barragan et al. 2002, S. 2971

%9 vgl. Snowden et al. 2003, S. 1985 f. ; ferner: Michie et Nakagawa 2006, S. 136
“9vgl. Ringshausen et al. 2002, S. 3741 ff. sowie: Ringshausen et al. 2006, S.514 ff.
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Sie ist an der Signaltransduktion des B-Zell-Rezeptors* sowie an der Regulation des
Proteins AKT* beteiligt.

Die geschilderten Befunde erharten den Verdacht, dass die Proteinkinase C eine eminente
Bedeutung fir die Apoptosekontrolle in CLL-Zellen besitzt und folglich Potential fir neue
Therapieansétze birgt. Dies belegt auch der Einsatz des Inhibitors N-Benzoyl-Staurosporin
(PKC 412) in klinischen Phase-II-Studien, wo er insbesondere bei Patienten, die bereits nicht
mehr auf die herkdmmlichen Therapeutika Chlorambucil und Fludarabin ansprachen,

Wirkung zeigte.*

*Lvgl. Abrams et al. 2007, S. 1193 ff.
*2vgl. Barragan et al. 2006, S. 1473
*3 Michie et Nakagawa 2006, S. 136
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2 Fragestellung und Vorgehensweise

Im Zentrum der Arbeit stehen die antiapoptotischen Proteine Bcl-2, Mcl-1 und XIAP sowie
deren Regualtion durch die Proteinkinase C, insbesondere im Kontext mit einem Support der
CLL-Zellen durch priméare humane Stromazellen. Von partikularem Interesse war die Rolle
von Mcl-1 innerhalb des Apoptosedefekts, der die chronische lymphatische Leukamie

kennzeichnet.

Mit Hilfe des Zellmodells wurden Proteinexpression und Apoptose untersucht. Zum Einsatz
kamen dabei v.a. durchflusszytometrische Methoden wie Annexin-V-Assay, Ay-Assay und
Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe von FITC-markierten Anti-CD19-Antikérpern und

Fluorospheres. Proteinkonzentrationen wurden mittels Western-Blot-Verfahren ermittelt.

Zunachst wurde die basale Konzentration der besagten Proteine in leuk&mischen und
gesunden B-Zellen bestimmt, um die Besonderheiten des Expressionsprofils der CLL zu
vergegenwartigen. Im weiteren Verlauf sollte der Zusammenhang zwischen einer
Konzentrationsveranderung der antiapoptotischen Proteine und einer gesteigerten Apoptose
infolge einer Exposition gegenuber verschieden Noxen aufgezeigt werden. In diesem
Kontext sollten die von Ringshausen et al. beschriebene Regulation von Mcl-1 durch PI3K
und PKCd und die Apoptoseinduktion durch die Substanzen LY 294002 und Rottlerin
bestatigt und ferner geklart werden, ob Mcl-1 direkt von PI3K reguliert wird. Um die generelle
Bedeutung von Mcl-1 fur die Apoptose der CLL-Zellen zu eruieren, wurde das Protein in

Knock-down-Versuchen mittels spezifischer siRNA ausgeschaltet.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde durch die Verwendung von Kokulturen bestehend aus CLL-
und Knochenmarkstromazellen das bisherige Zellmodell erweitert, um physiologischere
Bedingungen zu schaffen und damit den Verhdltnissen in vivo ndher zu kommen. Dabei
sollte der oben beschriebenen Interaktion zwischen Stroma- und leukdmischen B-Zellen und
dem daraus resultierenden Schutz der CLL-Zellen vor Apoptose Rechnung getragen werden.
Durch den Einsatz von PKC-Inhibitoren mit unterschiedlichem Wirkungsspektrum wurde
untersucht, welche Bedeutung die Proteinkinase C fir das Uberleben von Leuk&miezellen in
der Kokultur besitzt. Ferner sollte geklart werden, ob und inwieweit sich eine Hemmung der
PKC auf die Expression von Bcl-2, Mcl-1 und XIAP auswirkt, und ob sich Hinweise darauf
ergeben, welche Isoform(en) neben PKCd relevant ist (sind). Die Experimente wurden
anfangs mit der murinen Fibroblastenzelllinie Ltk® durchgefuhrt, im weiteren Verlauf der

Arbeit dann mit primaren humanen Knochenmarkstromazellen.
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeine Materialien

Die fur bestimmte Methoden spezifischen Materialien sind unter dem jeweiligen

Methodenpunkt aufgelistet.

Aqua dest. Delta Pharma GmbH (Pfullingen, D)

BSA Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Digitalkamera Power Shot A620 Canon Deutschland GmbH (Krefeld, D)

EDTA Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Eppendorf-Gefad 1,5 ml

(mit Deckel) Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf-Pipetten Eppendorf (Hamburg, D)

Ethanol Merck (Darmstadt, D)

Heparin 5000 I.E./ml Roche Pharma AG (Grenzach-Wyhlen, D)

Methanol Merck (Darmstadt, D)

NacCl Roth (Karlsruhe, D)

PBS 1x Biochrom AG (Berlin, D)

PBS (ohne Ca*/Mg*") Invitrogen (Karlsruhe, D)

Gefrierfach

-20°C Liebherr (Ochsenhausen, D)

- 86 °C VIP ™MSERIES Sanyo (Miinchen, D)

Handschuhe: SemperCare Semperit Technische Produkte GmbH
(Wien, A)

Kryoréhrchen 2 ml Corning (New York, USA)

Kuhlschrank Liebherr (Ochsenhausen, D)

Micro Tube 2 ml Sarstedt (Numbrecht, D)

Mikroskop- Axiovert 25 Zeiss (Jena, D)

Minishaker MS1 IKA-Werke GmbH & Co KG (Staufen, D)

Pipetboy Integra Biosience (Fernwald, D)
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Pipetten (2, 5, 10, 25 ml) BD Falcon (Heidelberg, D)
Pipettenspitzen Sarstedt
(Numbrecht-Rommelsdorf, D)
Software
= Excel 2003
= PowerPoint 2003
=  Word 2000 Microsoft Deutschland GmbH
(UnterschleiBheim, D)
= WinMDI 2.8 Joe Trotter, The Scripps Research
Institute (La Jolla, USA)
Stickstofftank: K-Series Taylor-Wharton Germany GmbH
(Husum, D)
Tubes (20/50 ml) Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden, D)
Waagen Kern & Sohn GmbH
» Analysewaage (Modell Kern 770) (Balingen Frommern, D)
= Prazisionswaage
(Modell Kern PLJ 2100- LM)
Wasserbad GFL (Burgwedel, D)
Zentrifuge Megafuge Heraeus (Hanau, D)

3.2 Zellen

CLL-Zellen / B-Zellen gesunder Donatoren. Nach Aufklarung und Einwilligung wurde
Patienten, bei denen eine chronische lymphatische Leukamie diagnostiziert worden war, und
die entsprechende klinische und immunphanotypische Kriterien erfillten, peripheres Blut
entnommen. Pramisse war dabei, dass die Patienten bisher keiner Chemotherapie
unterzogen worden waren, bzw. dass eine solche Therapie mindestens drei Monate lang
zurlcklag. Die B-Lymphozyten wurden nach Aufklarung und Einwilligung aus dem

peripheren Blut gesunder Probanden isoliert.

Primare humane Stromazellen. Fir die Versuche mit primarem humanem Stroma wurden
Zellen entweder durch Knochenmarkpunktion oder intraoperativ nach Aufklarung und
Einwiligung des Patienten gewonnen. Keiner der Patienten litt zum Zeitpunkt der

Zellentnahme an einer hamatologischen Erkrankung.

Stromazelllinie. In einer Reihe von Experimenten, die Kokulturen von Stroma und CLL-

Zellen beinhalteten, fand die Ltk -Zelllinie (eine murine Fibroblastenzelllinie) Verwendung®.

** yon: CAMR Centre for Applied Microbiology & Research (ECACC, Salisbury, Wiltshire)
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3.3 Separation priméarer Zellen

Material

DETACHaBeads CD19 Dynal Biotech (Oslo, Norwegen)
DMSO Serva (Heidelberg, D)
Dynabeads M450

CD2/CD14

CD19 Dynal Biotech (Oslo, Norwegen)
Erythrozytenlysepuffer:

EasyLyse (1x) DakoCytomation (Glostrup, Dédnemark)
FCS PAA (Pasching, A)

Ficoll: Biocoll Separating Solution

(Dichte 1.077g/ml) Biochrom AG (Berlin, D)
Magnetic Particle Concentrator

Dynal MPC®-6 Dynal Biotech (Oslo, Norwegen)
Procedere

CLL-Zellen.  Mononukleare Zellen aus heparinisiertem Vollblut wurden durch
Dichtezentrifugation Uber einer Ficoll-Schicht isoliert. Zur Separation der CLL-Zellen kamen
magnetische Beads (Dynabeads) mit Anti-CD2- bzw. Anti-CD14-Spezifitdt zum Einsatz.

Zur Separation der CLL-Zellen wurde das mit PBS und 0,5% BSA im Verhéltnis 1:2
verdinnte Patientenblut (35 ml) in einem 50-ml-Tube Uber 15 ml Ficoll geschichtet. Nach 20-
minutiger Zentrifugation bei 2000 rpm (ohne Bremse) nahm man die Interphase ab, in der
sich Mono- und Lymphozyten befinden, und uberfihrte sie in ein neues 50-ml-Tube.
AnschlieRend erfolgte bei 4 T eine Zentrifugation fir 10 min bei 1500 rpm. Das entstandene
Pellet wurde hierauf mit 10 ml Erythrozytenlysepuffer bei 4 € 10 min inkubiert und danach
zweimal mit B-Zell-Kulturmedium (RPMI-1640 versetzt mit FCS und Additiva, vgl. Kap. 3.4)
gewaschen (5 min bei 1500 rpm).

Fir die Konzentration der Dynabeads galt: 100 pl Beads = 4x10” Beads. Bei einem
Zielverhéltnis von vier Beads pro Zelle wurden 100 pl der Suspension auf 10’ Zellen
gegeben. Die entsprechende Menge Beads (mit jeweiliger Spezifitat fiur CD2 bzw. CD14)
wurde mit PBS (+0,1% BSA) im Verhdltnis 1:1 gemischt und in ein 15-ml-Tube Uberfuhrt.
Nach einminiitigem Verbleiben in einem Magnetstander (Dynal MPC®-6) wurde der
Uberstand abgenommen und der Vorgang ein weiteres Mal wiederholt. Danach gab man die

im urspriinglichen Volumen PBS/BSA aufgenommenen Beads zu dem in 7 ml Medium
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resuspendierten Zellpellet und inkubierte die Mischung fir 30 min bei 4 T auf dem Rolltisch,
um anschlieBend mit Hilfe eines Magnetstanders (Dynal MPC®-6) die an die Beads
gebundenen Zellen vom Rest zu trennen. Nach vorsichtiger Abnahme des Uberstandes
wurde der Vorgang zweimal wiederholt.

Zuletzt wurden die Zellen auf eine Konzentration von 100 x 10%ml gebracht und in 2
ml Einfriermedium (bestehend aus FCS und 10% DMSO) eingefroren. Die zu diesem Zweck
benutzten Kryor6hrchen wurden in mit Isopropanol gekihlten Einfrierboxen verstaut, welche
zunéachst fur 24h bei — 80 € gelagert wurden. Die d efinitive Lagerung bis zu Verwendung
erfolgte in flissigem Stickstoff bei — 196 <.

Zum Gebrauch der Zellen im Experiment wurden sie bei 37 € im Wasserbad
aufgetaut und anschlieBend in RPMI-Medium verdinnt Uber Ficoll geschichtet. Nach
Zentrifugation (20 min, 2000 rpm, ohne Bremse) erfolgte die Abnahme der in der Interphase

Uuber dem Ficoll verbliebenen lebenden Zellen.

B-Lymphozyten gesunder Donatoren.  Nach Dichezentrifugation (s.0.) lieRen sich mittels
magnetischer Beads, die an das Oberflachenantigen CD19 binden, B-Zellen von den
restlichen mononukledren Zellen trennen (Positivselektion). Die Ablésung der Beads von den

Zellen erfolgte durch den Einsatz von CD19-Detaching-Beads.

Stromazellen. Nach intraoperativer Enthahme des Knochenmarks wurden die Zellen zum
Transport in heparinisiertes und gekihltes Nahrmedium (Stromamedium, vgl. Kap. 3.4)
verbracht. Die Separation der Stromazellen erfolgte dber Ficoll in 50-ml-Tubes
(Zentrifugation 20 min bei 2000 rpm und Raumtemperatur, s.0.). Nach der Zentrifugation
nahm man die Interphase sowie den oberflachlichen Lipidlayer ab und tberfihrte beide in
Zellkulturflaschen mit Stromamedium. In den ersten sieben Tagen nach Separation wurde
jeweils einmal taglich die Halfte des Mediums entfernt und durch frisches substituiert.

Die primaren Stromazellen sowie die Zellen der Sromazelllinie wurde auf eine
Konzentration von 0,5 x 10° gebracht und in 2 ml Einfriermedium kryokonserviert (s.0.). Nach
dem Auftauen wurde in den ersten Tagen das Medium mit den darin befindlichen nicht

angewachsenen Zellen zur Halfte entfernt und substituiert.
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3.4 Zellkultur

Material

Absaugpumpe Schutt Labortechnik GmbH (Gottingen, D)

Antibiotic-Antimycotic
(10.000 Units/ml Penicilline-G-Na”,
10.000 pg/ml Streptomycin-Sulfat,

25 pg/ml Amphotericin B) GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
FCS PAA (Pasching, A)

HEPES 1M GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Inkubator NUNC NalgeNunclinternational (Rochester, USA)
L-Glutamin 200mM GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
MEM Alpha Medium + GlutaMAX

1x GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
MEM nichtessentielle Aminosauren 0,7x GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Mercaptoethanol 100% GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
NaPyruvat 100mM GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Penicillin (10000U/ml)/

Streptomycin (1000ug/ml) GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
RPMI-1640-Medium GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Sterilbank HERASafe Heraeus (Hanau, D)

Trypsin 10x GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)

Zellkulturflaschen (75/150 cm?)
Zellkulturplatten (6-,12-, 24-Well)

Zellkulturschalen 100 x 20 mm TPP (Trasadingen, CH)

Procedere

Es fanden die Ublichen Methoden der Zellkultivierung Anwendung. Alle Zellen wurden bei
37 T und 5% CO , in humider Atmosphare kultiviert.

B-Zellen. Die leukamischen B-Zellen und die B-Lymphozyten der gesunden Spender wurden
in RPMI-1640-Medium kultiviert. 500 ml dieses Mediums wurden 10% fetales Kalberserum
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(FCS, hitzeinaktiviert fir 30 min bei 56 C) sowie 30 ml der folgende Additiva-Mischung
zugesetzt:

= 100 ml Penicillin (10000U/ml)/ Streptomycin (1000pg/ml)

= 100 ml HEPES 1M

= 100 ml L-Glutamin 200mM

= 60 ml MEM nicht essentielle Aminoséuren 0,7x

= 70 pul Mercaptoethanol 100%

= 100 ml NaPyruvat 100mM

= 20 ml Antibiotic-Antimycotic (10.000 Units/ml Penicilline-G-Na*, 10.000 pg/ml

Streptomycin-Sulfat, 25 pg/ml Amphotericin B)

= 100 ml Medium ohne Zuséatze

Zur Kultivierung wurden die Zellen auf eine Konzentration von 1 — 2 x 10%/ml eingestellt.

Stromazellen. Die Stromazelllinie wurde ebenfalls in mit FCS und Additiva versetztem
RPMI-1640-Medium (s.0.) gehalten. Das Zell-Splitting erfolgte je nach Wachstum der Zellen
alle drei bis vier Tage. Dazu wurden die Zellen bei 37 T fir ca. 5 min trypsiniert (Trypsin 10x
1:10 mit PBS verdinnt). Nach anschlieBender Verdinnung mit RPMI-Medium und
Zentrifugation (5 min, 1500 rpm) wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet in Medium
aufgenommen und ein entsprechender Anteil der Zellen in eine neue Schale ausgesat.

Das primare Humanstroma wurde in Stromamedium (500 ml MEM alpha Medium +
GlutaMAX, 5 ml Penicillin/Streptomycin, 5 ml Antibiotic/Antimycotic, 50 ml FCS) ausgesat.
Zum Splitten der Zellen (s.0.) wurden sie mit 1x-Trypsin abgeldst. Das tbrige Vorgehen war
mit der Versorgung der Zelllinie identisch. Die primaren Zellen wurden jedoch in

Zellkulturflaschen gehalten.

CLL-Stromazell-Kokultur.  Fur die Versuchsansatze mit Kokulturen von CLL-Zellen und
Stromazellen wurden letztere jeweils 24 h vor Zugabe der Leukadmiezellen ausgesat, um eine
Adhasion der Zellen zu ermdglichen. Wenn Inhibitoren zum Einsatz kamen, wurden diese
i.d.R. 24 h nach Start der Kokultivierung zugegeben, so dass ein Kontakt zwischen den
beiden Zellarten zustande kommen konnte. Nach Beendigung der Kokultur wurde bei
Verwendung der Zelllinie jeweils der gesamte Ansatz trypsiniert. Wenn Primarstroma
eingesetzt worden war, konnten die Leukamie-Zellen durch vorsichtiges Spllen von der
adharenten Stromazellschicht abgeldst werden.

Fiur die Kokultur wurde ausschlieBlich RPMI-1640-Medium mit FCS und Additiva

verwendet.
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3.5 Bestrahlung und Mitomycin-C-Behandlung der murinen Zelllinie Ltk

Material

Bestrahlungsautomat

Buchler Typ OB29/902-1 Buchler GmbH (Braunschweig, D)
Mitomycin C Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Prinzip

Bei der Kokultivierung von CLL-Zellen und der murinen Fibroblastenzelllinie Ltk™ ergab sich
das Problem der stetigen Proliferation der Linie, die bereits nach einigen Tagen die
Leuk&miezellen Uberwucherte. Durch den exponentiellen Anstieg der Zellzahl und den damit
verbundenen kritisch erhohten Nahrstoffverbrauch sowie die vermehrt anfallenden
Abfallprodukte des Zellstoffwechsels wéaren Zehn-Tage-Versuche in ihrer Aussagekraft
kompromittiert gewesen. Daher wurden die Zellen zur Proliferationsinhibierung entweder
bestrahlt oder mit dem DNA-Synthese-Inhibitor Mitomycin C (von Streptomyces caespitosus)
vorbehandelt, um eine — bezogen auf den Ausgangswert — konstante Zellzahl zu

gewahrleisten.

Procedere

Bestrahlung. Die Zellen wurden zundchst trypsiniert und in ein 50-ml-Tube Uberfihrt.
AnschlieRend erfolgte die Bestrahlung mit einer Zieldosis von 30 Gy. Dann wurden die Zellen
fur den entsprechenden Ansatz ausgesat. Nach 24 h und Adhasion der Stromazellen begann

durch Zugabe der CLL-Zellen die Kokultivierung.

Mitomycin-C-Behandlung.  Konfluente Zellen in einer Zellkulturschale (100 x 20 mm)
wurden nach einmaligem Waschen (Uberschichten mit PBS und Absaugen) mit Mitomycin C
(Endkonzentration 10 pg/ml) in 4 ml RPMI-1640-Medium fur ca. 4 h bei 37 °C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen (s.0.) und Trypsinieren der Zellen plattierte man eine entsprechende
Zellzahl fur die Ansétze aus. Die CLL-Zellen wurden fir die Kokultur wiederum erst nach

dem Anwachsen der Linie (nach 24 h) zugegeben.
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3.6 siRNA-Transfektion

Material

AlexaFluor-488-siRNA Invitrogen (Karlsruhe, D)
Elektroporationsmedium Opti-MEM GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Gene Pulser Cuvette 0,4 cm Electrode Bio-Rad Laboratories (Miinchen, D)
Elektroporator Gene Pulser I Bio-Rad Laboratories (Minchen, D)
Kontroll-siRNA Qiagen GmbH (Hilden, D)
Mcl-1-siRNA

Sequenz:

5 AAG UAU CAC AGACGU UCU CTT 3 MWG Biotech AG (Ebersberg, D)
Prinzip

Bei siRNA handelt es sich um doppelstrangige RNA (dsRNA) von 21 oder 22 Nukleotiden
Lange, die in Tier- und Pflanzenzellen vorkommt und in der Lage ist, bestimmte Gene
posttranskriptionell stillzulegen. Durch Transfektion mit synthetischer spezifischer SiRNA
kann gezielt die Expression einzelner interessanter Proteine unterdriickt werden (Knock-
down). Die siRNA bindet dabei an die mMRNA des entsprechenden Proteins und fihrt deren
Abbau durch Nukleasen herbei. In der Folge kann die Translation der mRNA nicht erfolgen,

und das Protein wird nicht synthetisiert.*®

Zur Einbringung der siRNA in die Zellen existieren verschiedene Verfahren. In diesem Fall
fand die Elektroporation Anwendung. Dabei wird durch einen Stromsto3 definierter Starke

die Zellmembran fir die siRNA permeabel.

Procedere

Nach zweimaligem Waschen mit PBS und Zentrifugation wurden die Zellen auf eine
Konzentration von 10 x 10%/ml eingestellt. In die Elektroporationskiivetten wurden dann 3 pg
spezifische siRNA bzw. Kontroll-siRNA, 200 pl der Zellsuspension und 200 pl
Elektroporationsmedium gegeben. Anschliel3end verblieb die Klvette fir 10 min auf Eis. Die
Elektroporation erfolgte bei 360V und 950 pF. Zuletzt wurden die Zellen in vorbereitete 6-
Well-Platten dberfiihrt. Um den Erfolg der Elektroporation zu zeigen, wurde als Kontrolle
eine mit AlexaFluor 488 markierte siRNA in einen Ansatz eingebracht und der Titer

durchflusszytometrisch bestimmt.

> Vgl. Elbashir et al. 2001, S. 494 ff. ; ferner : Tuschl et Borkhardt 2002, S. 158 ff.
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3.7 Trypanblau-Farbung/Zellzahlung

Material

Neubauer-Zahlkammer LO — Laboroptik GmbH (Friedrichsdorf, D)
Trypan Blue Stain 0,4% Invitrogen (Karlsruhe, D)

Zellzahler Roth (Karlsruhe, D)

Prinzip

Die Zellen werden zur Bestimmung der Zellzahl mit Trypanblau behandelt und anschlielend
in der Neubauer-Zdhlkammer gezéhlt. Alle Zellen nehmen den Farbstoff zun&chst auf,
avitale Zellen jedoch kénnen ihn im Gegensatz zu lebenden nicht wieder ausschleusen und
erscheinen daher unter dem Mikroskop blau. Das Verfahren wurde nicht nur eingesetzt, um
die Zellzahl fur die Versuchsansatze zu bestimmen, sondern insbesondere auch, um bei
Versuchen mit primarem Stroma, das sich auf Grund seiner Zytomorphologie generell

schlecht fir die Durchflusszytometrie eignet, die Zellzahl zu bestimmen.

Procedere

Die Zellen wurden zur Zahlung in einem definierten Volumen Medium aufgenommen.
AnschlieBend enthahm man 10 pl dieser Suspension und mischte sie je nach astimierter
Zellmenge (zwischen 1:2 und 1:100) mit Trypanblau in einer 96-Well-Platte. Dann wurden
die Zellen in die Neubauer-Zahlkammer gegeben und gezéhlt. Die Gesamtzellzahl wurde

nach folgender Formel ermittelt:

N=n/4x10xDxV

N: Gesamtzellzahl

n: gezahlte Zellen in allen vier Quadranten
4: Anzahl der Quadranten

10: Kammerfaktor

D: Verdiinnung (z.B. bei 1:10: D = 10)

V: Volumen, in dem die Zellen suspendiert waren
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Problematik der Methode

Mit Hilfe dieser Methode kann nur rein optisch zwischen Trypanblau-positiven und -negativen
Zellen differenziert werden. Oftmals aber lassen sich Zellen nicht eindeutig einer der beiden
Populationen zuordnen. Insbesondere gilt dies fir leuk&dmische B-Zellen, die mit
Knochenmarkstromazellen kultiviert wurden. Die Erfassung der Zellzahl in der Kokultur wird
zusatzlich dadurch erschwert, dass unter dem Mikroskop Kkleine Stromazellen oder
Zellfragmente u.U. wie CLL-Zellen imponieren kénnen. Damit ist das Ergebnis der Zahlung
sehr von der zahlenden Person abhangig und schwankt von Zahlung zu Zahlung bisweilen
erheblich. Daher sind im Ergebnisteil stets Mittelwert und Standardabweichung dreier

separater Zahlungen angegeben.

3.8 Durchflusszytometrie®

Allgemeines Material

Duchflusszytometer

Beckman Coulter EPICS XL Beckman Coulter GmbH (Krefeld, D)
FACS-Puffer: PBS verdiinnt mit Aqua dest. (1:10)

+ 1% BSA

FACS-R6hrchen Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden, D)
Software SYSTEM Il for EPICS Version 3.0 Beckman Coulter GmbH (Krefeld, D)
Prinzip

Im Durchflusszytometer passieren die Zellen in einer Kapillare einen Laserstrahl. Das Prinzip
der Messung beruht auf der Detektion von GréRe und Granularitat einzelner Zellen durch
den Laserstrahl, der an verschiedenen Zellen unterschiedlich stark gestreut wird. Diese
unterschiedliche Streuung allein erlaubt schon eine Differenzierung zwischen mehreren
Zellpopulationen. Setzt man zusétzlich an Fluoreszenzfarbstoffe gebundene Antikorper ein,
kann unter Einsatz farbiger Laser die Expression von Oberflachenmarkern (z.B. Annexin-V-
Assay) oder intrazellularen Proteinen (intrazytoplasmatische Féarbung, z.B. Bax-Farbung)

anhand der emittierten Fluoreszenz ermittelt werden.

“® im Folgenden auch als FACS bezeichnet

22



3 Material und Methoden

3.8.1 Annexin-V-/Propidium-Jodid-Farbung

Material

Annexin-FITC Caltag Laboratories/Invitrogen (Carlsbad,
USA)

Annexin-V-Puffer (10x) BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA)

1:10 mit mit PBS (1x) verdiinnt

Propidium-Jodid 25 mg Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Stocklésung: 5mg/ml (geldst in DMSO)
Working-Solution: 50 pg/ml
(Stocklésung 1:100 mit PBS verdinnt)

Prinzip

Apoptotische Zellen exponieren an der Aul3enseite ihrer Zellmembran im Unterschied zu
vitalen Zellen das Phospholipid Phospatidylserin (bei gesunden Zellen ist es beinahe
ausschlieR3lich an der Innenseite der Membran zu finden). Annexin-V bindet bei geeigneter
Ca’-Konzentration an Phosphatidylserin und markiert auf diese Weise apoptotische Zellen.
Da nekrotische Zellen fir Annexin-V permeabel und somit ebenfalls Annexin-positiv sind,
missen die Zellen zur Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose mit Propidium-Jodid

(PI) gegengeféarbt werden.

Procedere

Zur Annexin-V-/PI-Farbung wurden die Zellen (ca. 0,5 x 10° Zellen pro Ansatz), nachdem sie
in PBS gewaschen worden waren, in 0,5 ml Annexin-Puffer resuspendiert und nach Zugabe
von je 5 ul Annexin-V-Fluoreszein-Isothiocyanat (Annexin-V-FITC) und Propidium-Jodid-
Losung (PI-Losung; 50 pg/ml) bei 4 T fur 15 min inkubiert. AnschlieBend folgte die

durchflusszytometrische Messung.
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3.8.2 Ay-Assay

Material

DiOCs Molecular Probes (Eugene, USA)
Stocklésung: 5,7 mg in 10 ml Ethanol (100%)

Working-Solution: Stockldésung 1:100

mit PBS verdinnt

FACS-Puffer (vgl. Kap. 3.8)

PI-Working-Solution (vgl. Kap. 3.8.1)

Prinzip
Die Verschiebung des Potentials an der Mitochondrienmembran zeigt die Degradation der
Mitochondrien an und liefert so Hinweise auf die Apoptoseaktivierung. Der Einbau von DiOCg

in das Mitochondrium ist dabei dem transmembranaren Potential Ay proportional.

Procedere

Nach Entnahme der Zellen (ca. 0,5 x 10° Zellen pro Ansatz) wurden sie mit 4 pl DiOCe-
Working-Solution pro 1 ml Zellsuspension 30 min bei 37 T inkubiert und anschlie3end fiir 5
min bei 1500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und zum Pellet 500 pl
FACS-Puffer sowie 5 ml PIl-Working-Solution hinzupipettiert. Nach guter Durchmischung
folgte eine zehnminitige Inkubation bei 4 . Schli e3lich wurde die zytometrische Messung

durchgefihrt.

3.8.3 Bax-Farbung

Material

Anti-Bax YTH-6A7

(Maus, monoklonal) Trevigen (Gaithersburg, USA)

Anti-Mouse-IgG;-FITC Beckman Coulter GmbH (Krefeld, D)

FIX & PERM Medium A

FIX & PERM Medium B Caltag Laboratories/Invitrogen (Carlsbad,
USA)

IgG; isotype control 0,5 mg/ml
(Maus) BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA)
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Prinzip
Bei der Bax-Féarbung handelt es sich um eine intrazytoplasmatische Féarbung des
proapoptotischen Proteins Bax. In Zellen, die in Apoptose gehen, steigt die Konzentration

dieses Proteins.

Procedere

Die Zellen wurden zur Farbung in ein FACS-R6hrchen dberfihrt und zentrifugiert (5 min,
1500rpm). Auf ca. 100 pl des Uberstandes gab man 100 pl Medium A und inkubierte den
Ansatz fur 15 min bei Raumtemperatur (im Dunkeln). Nach erneuter Zentrifugation,
Abnahme des Uberstandes und zweimaligem Waschen der Zellen mit FACS-Puffer wurden
100 pl Medium B, 1 pg Anti-Bax-Antikbrper bzw. die aquivalente Menge des
Kontrollantikdrpers zum Pellet gegeben. Auf die 20-minitige Inkubation bei 4 €T im
Kuhischrank folgten die oben genannten Waschschritte. AnschlieRend wurde das Pellet in
100 ml FACS-Puffer aufgenommen und mit 1 ug Anti-Mouse-1gG;-FITC 20 min lang bei 4 C
inkubiert. Danach folgte die Messung mit den gewaschenen und in 500 yl FACS-Puffer

resuspendierten Zellen.

3.8.4 Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellza  hl

Material
Anti-CD19-FITC-Antikorper

Anti-Mouse-IgG;-FITC Beckman Coulter GmbH (Krefeld, D)

Flow-Count-Fluorospheres Beckman Coulter GmbH (Krefeld, D)
(Konzentration chargenabhangig)

Prinzip

Mit Hilfe einer im FACS konstant eingezahlten Menge Flow-Count-Fluorospheres, deren
Konzentration im Messansatz bekannt ist, kann die Zahl der gleichzeitig eingezéhlten CD19-
positiven (also der CLL-) Zellen bestimmt werden. Diese Methode fand bei Versuchen mit
CLL-Stroma-Kokultur Verwendung. Die Berechnung wurde nach folgender Formel

durchgefihrt:

N = Eingezahlte Zellen x [Fluorospheres] x Gesam?volumen
Anzahl Fluorospheres Verdinnung

Abb. 3 zeigt die vor den eigentlichen Versuchen durchgefihrten Kontrolimessungen.
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Abb. 3: Durchflusszytometrische Bestimmung der Zell zahl

A Messung ohne 1gG und Fluorospheres B Messung mit Fluorospheres C Messung mit Ig-
Isotypkontrolle D Messung mit Anti-CD19-FITC E Messung mit Anti-CD19-FITC und Fluoropheres
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Procedere

Nach Abnahme der Zellen und Zentrifugation (5 min, 1500 rpm) wurden 200 ul FACS-Puffer
sowie 10 pl Anti-CD19-Antikorper respektive Kontrollantikérper hinzupipettiert. AnschlieRend
erfolgte eine 15-mindtige Inkubation bei 4 T. Nach einmaligem Waschen der Zellen mit

FACS-Puffer nahm man die Zellen in 200 pl FACS-Puffer und 100 pl Fluorospheres-

Suspension auf.

3.9 Western-Blot

Material
Acryl/Bis 1.69 Rotiphorese Gel 30

Albumin Fraction V
APS

Anti-Maus-Antikorper

Anti-Kaninchen-Antikorper

Bax-Antikorper (Maus)
B-Aktin-Antikorper (Maus)
Bcl-2-Antikorper (Maus)
Benzamidine 5 mM 100x
BioMax MR Film

DTT

Dc-Protein-Assay
Reagent A, B, S

EDTA
Elektrophoresekammer
Gel Blotting Paper BG 005

Gele
* Trenngel (12%):

Roth (Karlsruhe, D)
Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

GE Healthcare UK Limited (Little Chalfont
Buckinghamshire, UK)

GE Healthcare UK Limited (Little Chalfont
Buckinghamshire, UK)

BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA)
Fluka Chemika (Buchs, CH)

Kodak (Cedex, F)

Fluka Chemika (Buchs, CH)

Bio-Rad Laboratories (Miinchen, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Biometra (Gottingen, D)

Whatman GmbH (Dassel, D)

9 ml Acryl/Bis 1.69 Rotiphorese Gel 30
5,625 ml 4x Trenngelpuffer pH 8,8

7,875 ml Aqua dest.

27



3 Material und Methoden

75 ul 10% APS
15 ul TEMED

=  Sammelgel:

1,8 ml Acryl/Bis 1.69 Rotiophorese Gel 30

3,5 ml Sammelgelpuffer pH 6,8

8,54 ml Aqua dest.

70 pl 10% APS

14 pl TEMED
Glasplatten (14,7 x 14,3 mm)
Glycerol 100%
Glycin

Hypercassette™
Hyperfim™ECL™:
Hyperprocessor
Isoliergummis
Kamme

Kihleppendorfzentrifuge, Mikro 22 R

Mcl-1-Antikorper (Kaninchen)

Milchpulver

NacCl

NaF 0,5M 10x
NaH,PO, pH 4,4
Na,HPO,x7H,O pH 8,8

NaN;

Na-Pyrophosphat 50mM pH 7,0-7,5 5x

Orthovanadate 100 mM 100x

Phospo-Bcl-2-Antikorper (Kaninchen)

PKCpB-Antikorper (Maus)

PMSF 1 mM 100x

Biometra (Gottingen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Amersham Life Science (Little Chalfont
Buckinghamshire, UK)

Amersham Bioscience (Buckinghamshire,
UK)

Amersham Life Science (Little Chalfont
Buckinghamshire, UK)

Biometra (Gottingen, D)
Biometra (Gottingen, D)

Hettich (Tuttlingen, D)

Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa
Cruz, USA)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Cell Signaling Technology (Danvers,
USA)

BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA)

Roche (Mannheim, Deutschland)
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Precision Plus Protein
Dual Colors Standard Bio-Rad Laboratories (Munchen, D)

Protease-Inhibitor Tablette 1x Roche (Mannheim, D)

Protein Assay Standard Il
(3mg/ml) Bio-Rad Laboratories (Minchen, D)

Puffer
= Blocking-Puffer:
- 2 g Milchpulver bzw. 1 g BSA (je nach Antik6rper)
auf 20 ml mit PBS + 1% Tween aufgefillt

= 10x-Lauf-Puffer:
288 g Glycin
60 g Tris
20 g SDS
mit Aqua dest. auf 2 | aufgefullt

= b5x-Lyse-Puffer:
- 10ml TRIS 1M pH 7,5 mit HCI eingestellt
52 ml NaCl 2,5M
10 ml 0,5 M EDTA pH8
10 g (ca.12 ml) Triton X-100 (5%)
auf 200ml dest. Wasser aufgefullt

= 1x-Lyse-Puffer:
- 2,0ml 5x Lysis-Puffer

0,4 ml 25x Phosphat-Puffer pH 7,0 (bestehend aus: NaH,PO, pH 4,4;
Na,HPO, x 7 H,O pH 8,8)
2,0 ml 5x Na- Pyrophosphat 50 mM pH 7,0-7,5
1,0 ml 10x NaF 0,5M
0,1 ml 100x Benzamidine 5 mM
0,1 ml 100x PMSF 1 mM
0,1 ml 100x Orthovanadate 100 mM
1x-Protease-Inhibitor (1 Tablette)
mit 10 ml Aqua dest. aufgefullt

= Protein-Loading-Puffer:
- 10ml IMDTT
5ml 1M TRIS pH 6,8 mit HCI eingestellt
20 ml SDS 10%
2,5 ml Bromphenolblau 1%
10 ml Glycerol 100%

= Sammelgelpuffer (4x) pH 6,8:
6,059 TRIS
0,4 g SDS
auf 100 ml Aqua dest.
pH-Einstellung mit HCL

= Stripping-Puffer (Amido Black Destain):
100 ml Methanol (100%)
100 ml Essigsaure (100%)
800 ml Aqua dest.
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= Transfer-Puffer:
3,51 Aqua dest.
1 | Methanol
0,51 10%-Lauf-Puffer

= Trenngelpuffer (4x) pH 8,8:
- 91gTRIS
29 SDS
auf 500 ml Aqua dest.
pH-Einstellung mit HCL

=  Wasch-Puffer:
PBS + 1% Tween

Schittler WT 12 Biometra (Gottingen, D)
SDS Fluka Chemika (Buchs, CH)
Stromquelle Power Pack P25 T Biometra (Gottingen, D)

Super Signal Chemoluminiszenz-
substrate: Pico, Dura, Femto*’
Peroxid-Puffer

Verstarker-Losung Pierce Biotechnology (Bonn, D)

TEMED Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Thermomixer Eppendorf (Hamburg, D)

Tissue Culture Flasks Greiner (Frickenhausen, D)

Transfer-Kammer Biometra (Gottingen, D)

Transfer-Memran Millipore Corporation (Bedford, USA)

TRIS 1M Roth (Karlsruhe,D)

Triton X-100 Roth (Karlsruhe, D)

Tween Fluka Chemika (Buchs, CH)

Universal Microplate Reader BioTek (Bad Friedrichshall, D)

Software: kc junior

XIAP-Antikérper (Kaninchen) C(;II )Signaling Technology (Danvers,
USA

*" Starken der Entwicklungslosung in aufsteigender Reihenfolge
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Prinzip

Mit Hilfe des Western-Blot-Verfahrens kann die Konzentration einzelner zellularer Proteine
semiquantitativ ermittelt werden. Dazu werden nach Zelllyse und Bestimmung der
Proteingesamtkonzentration im jeweiligen Ansatz die Proteinlysate auf ein SDS-Gel
aufgetragen und nach Molekulargewicht elektrophoretisch getrennt. Die aufgetrennten
Proteine werden anschlieRend vom Gel auf eine Membran tbertragen (,geblottet*), die mit
spezifischen Primarantikdrpern gegen bestimmte Proteine und enzymgekoppelten
Sekundarantikdrpern inkubiert werden. Schliel3lich konnen mittels einer speziellen
Entwicklungslésung Banden unterschiedlicher Intensitat auf einem Film sichtbar gemacht

werden, wodurch ein Riickschluss auf die Menge des exprimierten Proteins moglich ist.

Procedere

Lyse. Fur die Zelllyse wurde der Lyse-Puffer jeweils frisch angesetzt. Zunachst wurden die in
flussigem Stickstoff gelagerten Zellpellets aufgetaut und mit ca. 50 pl (je nach GréfRe des
Pellets) 1x-Lyse-Puffer in Eppendorfgefal3e tberfihrt. Nach 20-mindtiger Inkubation auf Eis
folgte die Zentrifugation in der Kiihlzentrifuge (20 min, 14.000 rpm, 4 <C). Der Uberstand, der
die lysierten Proteine des Zytoplasmas enthélt, wurde abgenommen und in neue GefalRe

uberfihrt.

Proteinbestimmung (Methode nach Lowry). Zur Bestimmung der Proteinkonzentration
wurde zunéchst eine Verdiunnungsreihe ausgehend von einem Proteinstandard (Protein
Assay Standard Il, 3mg/ml) in EppendorfgefalRe pipettiert (3; 1,5; 0,75; 0,375; 0,19; 0,09
mg/ml). Anschlielend entnahm man dem Lysat 10 pl und verdinnte diese mit Lyse-Puffer
(Volumen je nach Gré3e des Pellets nach Lyse). Je 5 pl der jeweiligen Probenverdiinnung
sowie je 5 ul der Verdunnungsreihe wurden nun in eine 96-Well-Platte pipettiert. In jedes
Well gab man ferner 25 pl einer Mischung aus Reagent A (1 ml) und Reagent S (20 ul) sowie
je 200 ml Reagent B. Nach 15-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die

photometrische Bestimmung.

Laufgelherstellung. Zuné&chst wurden 10,5 ml des fliissigen Trenngels (Zusammensetzung
vgl. Kap. 3.9) zwischen die vorbereiteten Glasplatten gegossen und mit Methanol
Uberschichtet. Nach 30 min goss man das Methanol ab und flllte das inzwischen angesetzte
Sammelgel (Zusammensetzung vgl. Kap. 3.9) ein. Zur Bildung von Geltaschen fir die
Aufnahme des lysierten Proteins wurde ein Kamm eingesetzt. Nach weiteren 30 min war das

Gel fur die Elektrophorese ausgehartet.
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Gelelektrophorese. Fir die Gelelektrophorese wurde das Gel in den Glasplatten in eine
Laufkammer gespannt, die mit 500 ml 1x-Lauf-Puffer (10x-Lauf-Puffer 1:10 mit Aqua dest.
verdinnt) gefullt war. Das Proteinlysat wurde mit 2x-Loading-Puffer im Verhdltnis 1:2
verdinnt und anschlieRend 10 min bei 95 T zum Aufb rechen der Raumstruktur (Tertiér-,
Quartarstruktur) der Proteine aufgekocht und zentrifugiert. Darauf wurde das mit Hilfe der
Proteinbestimmung ermittelte Volumen der jeweiligen Probe in die Taschen des Gels gefilllt.
Um die Position der Banden sichtbar zu machen, wurde in die erste Tasche ein
farbmarkierter Proteinstandard gegeben. An die Laufkammer wurde dann fir die erste halbe
Stunde eine Spannung von 60 V angelegt. Die weitere eletrophoretische Auftrennung der

Proteine erfolgte bei 30 V tber Nacht.

Transfer. Zum Transfer der aufgetrennten Proteine wurde das Gel vorsichtig von den
Glasplatten getrennt, auf die in Methanol getrankte Transfermembran verbracht und
zwischen zwei Whatman-Papers und Polstern in Kunststoffgitter gespannt. Selbige wurden
anschlieRend in die mit Transfer-Puffer geflllite Transferkammer gehangt. Diese wurde an
eine Stromquelle angeschlossen (Stromstarke 0,8 mA). Die Transferzeit betrug i.d.R. ca. 40

min (abhangig vom Molekulargewicht der zu untersuchenden Proteine).

Antikérper-Inkubation und Filmentwicklung. Die Primé&rantikdrper wurden 1:2000 in 20 ml
Milch oder BSA eingesetzt. Dazu wurde jeweils 1g Milchpulver bzw. BSA abgewogen und in
ein 50 ml-Tube gegeben, das auf 20 ml mit PBS/Tween aufgefillt wurde. Dieser Mischung
wurden zur Konservierung noch 100 pl NaN; zugesetzt. Die Sekundarantikérper wurden
jeweils frisch 1:10.000 in 20 ml 5%-iger Milch bzw. BSA eingesetzt (s.0.).

Zur Minimierung unspezifischer Antikérperbindung wurde die Membran zunachst 1 h
auf dem Schdttler in 10%-Milch bzw. 5%-BSA eingelegt (,Blocken®). Anschliel3end wurde die
Membran mit einem spezifischen Primarantikorper fir 2 h bei Raumtemperatur auf dem
Schttler inkubiert. Nach 10-mindtiger Behandlung der Membran mit Wasch-Puffer, wurde
der Sekundarantikdrper fur 30 min auf die Membran gegeben. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS/Tween fur 20 min und PBS fir 10 min, pipettierte man eine Mixtur aus je 2 ml der
Entwicklerlosung A und B (Piko, Dura, Femto, je nach Protein) auf die Membran. Die
Membran wurde daraufhin in einer Klarsichtfolie in eine Entwicklungskassette eingelegt und
in der Dunkelkammer unter einen Film gelegt (Dauer der Filmauflage unterschiedlich).

Zuletzt wurde dieser Film im Hyperprocessor entwickelt.
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3.10 In den Experimenten verwendete Agenzien

Bisindolylmaleimide | CALBIOCHEM (Gibbstown; USA)
Doxorubicin Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

GO 6976 CALBIOCHEM (Gibbstown; USA)
G0 6983 CALBIOCHEM (Gibbstown; USA)
1D09C3 GPC Biotech AG (Martinsried, D)
LY 294002 CALBIOCHEM (Gibbstown; USA)
Mitomycin C Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Roscovitin CALBIOCHEM (Gibbstown; USA)
Rottlerin CALBIOCHEM (Gibbstown; USA)
Z-VAD-FMK CALBIOCHEM (Gibbstown; USA)
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4 Versuche und Ergebnisse

4.1 Expression und Regulation von Bcl-2, Mcl-1 und XIAP
4.1.1 Basale Expression in CLL-Zellen und gesunden B-Zellen

Das antiapoptotische Protein Bcl-2 ist in leukdmischen B-Zellen Uberexprimiert (vgl.
Kap.1.2.4). Ferner wird eine erhdhte Chemoresistenz bei manchen Patienten mit einer
vermehrten Konzentration von Mcl-1 korreliert, XIAP scheint in CLL-Zellen ebenfalls in
erhohter Konzentration vorzuliegen. In einem ersten Versuch sollten diese in der Literatur
passim beschriebenen Befunde bestétigt werden. Abb. 4 zeigt daher im Western-Blot die
basale Expression von Bcl-2, Mcl-1 und XIAP in den Zellen sechs verschiedener Patienten,
die in ZAP-70-positiv und —negativ differenziert sind. Zusatzlich wurden zum Vergleich auch
die Zellen zweier gesunder Donatoren (C1l und B1) isoliert und ihr Gehalt an diesen

Proteinen bestimmt.

CLL-Zellen B-Zellen
Z8 V151 Z58 Z59 V122 V132 Cl B1

Bcl-2

Ml | ——  ——— -
SRt eeamEm e

B-Aktin 40 kD

XIAP

ZAP 70+ ZAP 70-

Abb. 4: Basale Expression von Bcl-2, Mcl-1 und XIAP in CLL-Zellen und gesunden B-Zellen

Western-Blot: Als Ladungskontrolle ist die mit Amido-Black gefarbte Membran gezeigt, die Bande bei

40 kD kann als B-Aktin identifiziert werden.

Sehr auffallig ist, dass Bcl-2 in gesunden B-Zellen nahezu nicht nachweisbar ist, wohingegen
die Proteinbanden der CLL-Zellen deutlich erkennbar sind. Fir Mcl-1 ist dagegen kein solch
eklatanter Unterschied zwischen gesunden und leukdmischen Zellen zu sehen. Allerdings ist
es zumindest bei zwei der ZAP-70-positiven Patienten (Z51 und Z58) im Vergleich zu den

restlichen Zellen deutlich Gberexprimiert (bei relativer Unterbeladung aller ZAP-70-positiven
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Patienten, wie die B-Aktin-Bande zeigt). Ein &hnliches Bild ergibt sich fur XIAP, das aber im
Unterschied zu Bcl-2 und Mcl-1 in den ZAP-70-positiven Zellen nicht wesentlich hoéher
exprimiert ist als in den ZAP-70-negativen. Insgesamt zeigt sich bei allen Proteinen ein eher
heterogenes Expressionsmuster, so liefert beispielsweise unter den ZAP-70-positiven
Patienten Z8 die hochste Bcl-2-Konzentration, gleichzeitig aber die geringsten
Konzentrationen von Mcl-1 und XIAP. Z59 dagegen weist unter den ZAP-70-Negativen
durchgehend bei allen Proteinen die geringste Expression auf. Bei den gesunden Spendern

verhalten sich die Konzentrationen von Mcl-1 und XIAP geradezu invers.

Dem Befund dieses Experiments nach zu urteilen, misste man fur Bcl-2 eine wesentliche
Rolle innerhalb des defekten Apoptosegeschehens in den CLL-Zellen postulieren, da es in
CLL-Zellen Uberexprimiert wird, in normalen B-Zellen aber — anders als Mcl-1 — kaum
vorhanden ist. Bisher publizierten Erkenntnissen* und den Ergebnissen eigener Versuch

zufolge scheint es aber ebendiese Rolle nicht zu spielen (s.u.).

4.1.2 Reaktion antiapoptotischer Proteine auf versc  hiedene proapoptotische

Agenzien

In einem zweiten Experiment sollte gezeigt werden, wie sich die Konzentration der
verschiedenen antiapoptotischen Proteine als Reaktion auf unterschiedliche Noxen
verandert und ob sich eine Assoziation zwischen dieser Veranderung und einer erhéhten
Apoptose herstellen lasst. Dazu wurden die Zellen mit folgenden Substanzen behandelt, die
ihre Wirkung Uber differente Mechanismen entfalten: LY 294002, Rottlerin, 1D09C3,
Doxorubicin und Roscovitin. Bei LY 294002 und Rottlerin handelt es sich um Kinase-
Inhibitoren, die die PI3-Kinase respektive die Proteinkinase Cd relativ spezifisch hemmen.
Die genaue Wirkungsweise des HLA-DR-Antikoérpers 1D09C3 konnte bisher nicht aufgeklart
werden. Carlo-Stella et al. zeigten jedoch, dass der Antikdrper sowohl in Zelllinien als auch in
primaren B-Zellen massiv Apoptose induziert, die caspasenunabhangig ablauft.* Das
Anthrazyklin Doxorubicin gehért zu den zytostatisch wirkenden Antibiotika, die durch eine
Interkalation in die DNA oder RNA zu einer gestorten Nukleinsdurensynthese fiihren.
Daneben verursacht Doxorubicin Strangbriiche wund induziert die Bildung von
zellschadigenden Radikalen. SchlieR3lich fand der CdK2-Inhibitor Roscovitin Verwendung,
der den Anteil der im Zellzyklusarrest befindlichen Zellen erhéht und zusatzlich Apoptose

induziert.>®

B vgl. Kap. 1.2.4
*9vgl. Carlo-Stella et al. 2006, S. 1802 f.
0 vgl. Decker et al. 2004, S. 147
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Um die Wirkung auf die Expression von Bc-2, Mcl-1 und XIAP und die Apoptose zu ermitteln,
wurden die CLL-Zellen 24 h mit den entsprechenden Agenzien kultiviert.>® AnschlieRend
wurde ein Western-Blot sowie ein Annexin-V-Assay durchgefuhrt (Abb. 5).

X c
S < © £
S £ o 8 £
5 S 5 o 2 2
= Q@ T o O
-8 > 8 3 5 2
- = I x I O
. 100
Mcl-1 Q——-*———— S
: &
2w
XIAP = - e ——mm——— 2%
>
£ 4
S
= 20
Bax | CES—— o] i1 l
— m— E 0 T T T
& & & o & &
i —_’ @Q’& ~\"’qv QQ& i ‘?& 0&’0\ 6004\
B-Aktin > & E
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Abb. 5: Wirkung verschiedener proapoptotischer Agen zien auf CLL-Zellen.

Eingesetzte Konzentrationen: LY 294002, 10 puM; Rottlerin, 5 uM; HLA-DR-Antikérper 1D09C3, 100
ng/ml; Doxorubicin, 300 ng/ml; Roscovitin, 20 puM.

A Western-Blot nach 24h. Fur Bax wurde eine separate Elektrophorese durchgefiihrt. B Annexin-V-

Assay nach 24 h

Im Western-Blot (Abb. 5 A) féllt auf, dass sich bei allen Substanzen die Konzentration von
Bcl-2 kaum verandert. Bei Mcl-1 und XIAP dagegen ist im Falle von LY 294002, Rottlerin und
— allerdings weit weniger ausgepragt — Roscovitin eine Abnahme der Proteinkonzentration zu
beobachten. Ebendiese Agenzien zeigen auch in der Annexin-Messung (Abb. 5 B) deutliche
Effekte. Eine Abnahme von Mcl-1 und XIAP korreliert also negativ mit dem Anteil Annexin-
positiver Zellen. Die Apoptoseaktivierung belegt zuséatzlich das Auftreten von Bax-
Spaltprodukten im Western-Blot bei den wirksamen Inhibitoren LY 294002, Rottlerin und

Roscovitin (zu sehen als zusatzliche Bande unterhalb der Bax-Bande in Abb. 5 A).

°1 Zu den eingesetzten Konzentrationen: Zu LY 294002 und Rottlerin vgl. Ringshausen et al. 2002, S.
3743, S. 3746; zu Roscovitin vgl. Decker et al. 2004, S. 145. Die Konzentrationen von 1D09C3 und
Doxorubicin orientierten sich an den Ergebnissen von in der Arbeitsgruppe durchgefiihrten
Dosistitrationen; es wurde jeweils eine wirksame mittlere Konzentration gewabhilt.
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Da die durch eine Zellschadigung bewirkte Apoptosezunahme mit einer verminderten
Konzentration von Mcl-1 und XIAP einhergeht, ist anzunehmen, dass diese beiden Proteine
mafgeblich am Defekt der Apoptose in der CLL beteiligt sind. Diese Bedeutung scheint das

in CLL-Zellen generell Uberexprimierte Bcl-2 nicht zu besitzen.

Wichtig zu erwahnen ist in diesem Zusammenhang, dass die Regulation der Proteine in den
Zellen verschiedener Patienten sehr heterogen ist. Demensprechend sind die Apoptoseraten
unter Behandlung mit proapoptotischen Substanzen ebenfalls sehr unterschiedlich. Abb. 6

zeigt eine Ubersicht von Annexin-Messungen an den Zellen von funf Patienten.
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Abb. 6: Synopsis der Annexin-V-Messungen nach 24 h an den Zellen funf verschiedener

Patienten.

Konzentrationen wie in Abb. 6.

Grundsatzlich unterscheidet sich die Wirksamkeit der einzelnen Agenzien von Patient zu
Patient, wenngleich LY 294002, Rottlerin und Roscovitin, die auch bei dem Patienten in Abb.
5 die potentesten sind, mit jeweils einer Ausnahme einen deutlichen Effekt zeitigen. Bei dem
Patienten V168, der mit einer extrem hohen Spontanapoptose imponiert, bewirken die
Substanzen erwartungsgemal nur eine geringere Zunahme der apoptotischen Zellen. Der
Patient V144 reagiert kaum auf Rottlerin, P10 hingegen fallt dadurch auf, dass er im
Wesentlichen nur auf den HLA-DR-Antikdrper anspricht. Der HLA-DR-Antikérper 1D09C3
bewirkt — unabhangig davon, ob er bei einem bestimmten Patienten Apoptose induzieren

kann — keine Verminderung der Konzentration von Mcl-1 oder XIAP im Western-Blot (nicht
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gezeigt). Diese Tatsache weist auf neben den klassischen Proteinen der Bcl-2-Familie und
der IA-Proteine vorhandene Regulatoren der Apoptose hin, die bislang aber nicht bekannt

sind.

Insgesamt lasst sich also kein Agens als das potenteste identifizieren, was der bereits
erwahnten Heterogenitat der CLL geschuldet ist. Dabei entspricht die Variabilitdt in vitro
einer ebenso ausgepragten in vivo, allerdings wére es verfehlt, von der In-vitro-Reaktion
eines Patienten auf das In-vivo-Ansprechen auf eine bestimmte Chemotherapie zu
schliel3en, da in vivo unzahlige Faktoren wirksam sein konnen, die im Zellmodell fehlen.
Auch die im Folgenden beschrieben Versuchsergebnisse sind immer unter dem Aspekt

dieser biologischen Heterogenitét der CLL zu sehen.

4.1.3 Regulation von Mcl-1 durch PI13-Kinase und PKC &

4.1.3.1 Dosistitration von LY 294002 und Rottlerin

In Abb. 5 =zeigt sich insbesondere fir Mcl-1 eine deutliche Verminderung der
Proteinkonzentration nach einer Behandlung mit LY 294002 und Rottlerin. Dies lasst auf eine
mafgebliche Bedeutung des PI3-Kinase-/Proteinkinase-C-Signalweges fir die Regulation
von Mcl-1 schlieBen. Um die Spezifitat und die dosisabhangige Wirkung von LY 294002 und
Rottlerin zu zeigen, wurden die beiden Inhibitoren bis zur in der Literatur angegebenen
Konzentration®® titriert. Dabei wurden sowohl Proteinmengen als auch der Anteil Annexin-
positiver Zellen bestimmt. Abb. 7 A zeigt den Western-Blot fir Mcl-1 nach 24 h. Zu erkennen
ist eine stetige Abnahme der Konzentration, die mit dem stetigen Anstieg der Annexin-

positiven Zellen in der durchflusszytometrischen Analyse korreliert (Abb. 7 B).

Nach der Inkubation mit Rottlerin erbringt der Wesern-Blot ein etwas anderes Ergebnis. Bis
zur Konzentration von 2 UM bleibt die Intensitéat der Banden annédhernd gleich, um dann erst
bei 5 uM stark abzufallen. Wiederum findet dieser Befund seine Entsprechung in der
Annexin-Messung: Wahrend der Anteil der positiven Zellen von 0 uM bis 2 uM lediglich von

etwa 25 % auf 40 % ansteigt, nimmt er bei 5 uM auf beinahe 70 % zu.

2 vgl. Kap. 4.1.2, Anm. 51
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Abb. 7: Dosistitration von LY 294002 und Rottlerin.

A Western-Blot nach 24 h B Annexin-V-Assay nach 24 h; gezeigt sind jeweils Mittelwert und
Standardabweichung der Ergebnisse dreier Versuchsansatze mit Zellen desselben Patienten.

Ahnliche Ergebnisse konnten auch mit den Zellen anderer Patienten ermittelt werden.

Wie bereits in Abb. 5 gezeigt, besteht also eine enge Assoziation zwischen der verminderten
Konzentration von Mcl-1 und der vermehrten Apoptose. Des Weiteren lasst die nach einer
Hemmung der PI3-Kinase bzw. Proteinkinase C konsekutiv verminderte Mcl-1-Expression

eine Regulation innerhalb dieses Signalweges vermuten.

4.1.3.2 Koinkubation mit LY 294002 und Z-VAD.FMK

Aus dieser Beobachtung erwachst die Frage, ob Mcl-1 (und auch XIAP) als Bestandteil des
Signalweges direkt reguliert wird oder ob es als Folge der nach der Inhibition der PI3-
Kinase/Proteinkinase C aktivierten intrinsichen Apoptose durch Caspasen degradiert wird.
Zur Beantwortung dieser Frage wurden leukamische B-Zellen fur 6 h bzw. 24 h mit LY
294002 kultiviert, jeweils mit und ohne Zugabe des Caspase-Inhibitors Z-VAD.FMK, um
durch die Ausschaltung der Caspasen einen etwaigen direkten Regulationseffekt

nachweisen zu kdnnen.
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Abb. 8: Regulation der Apoptoseproteine durch PI3-K  inase: Wirkung des PI3-Kinase-Inhibitors
LY 294002 mit und ohne den Caspase-Inhibitor Z-VAD. FMK

A Western-Blot nach 6 h und 24 h B Annexin-V-Assay nach 6 h und 24 h. Gezeigt ist ein

reprasentatives Experiment von dreien.

Mcl-1 weist im Western-Blot (Abb. 8 A) bereits nach 6 h gegeniber dem Medium unter
Behandlung mit LY 294002 einen leichten Expressionsverlust auf, der nach 24h wesentlich
zunimmt. In Zellen, die zuséatzlich mit Z-VAD.FMK inkubiert worden waren, bleibt Mcl-1
dagegen konstant. Ein ahnliches Bild ergibt sich fir XIAP, bei dem die Effekte aber weniger

deutlich ausgepragt sind. Die Bcl-2-Konzentration dagegen bleibt unverandert.

Die Ergebnisse der Annexin-Messung (Abb. 8 B) korrespondieren fir Mcl-1 und XIAP mit
dem Western-Blot. Nach 6 h zeigt LY 294002 nur einen geringen Effekt gegeniber dem
Medium. Allerdings ist hier schon zu sehen, dass Z-VAD.FMK durch die Hemmung der
Caspasen die Apoptose erwartungsgemal reduziert. Nach 24 h ist die Apoptose unter LY
294002 gegeniber den Zellen in Medium bzw. den zusatzlich Z-VAD.FMK-behandelten
signifikant erhoht. Auf die verstarkte Apoptoseaktivierung deutet wiederum das als

besonders intensive Bande im Western-Blot sichtbare Bax-Spaltprodukt hin (Abb. 8 A).

Da Mcl-1 und XIAP unter der Behandlung der Zellen mit LY 294002 zwar abnehmen, dieser
Effekt aber durch die Koinkubation mit dem Caspase-Inhibitor aufgehoben wird, kann
zumindest unter den experimentellen Bedingungen nicht von einer direkten Regulation

innerhalb des PI3-Kinase-Signalweges ausgegangen werden. Vielmehr scheint tber andere,
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bisher ungeklarte Mechanismen Apoptose induziert zu werden, innerhalb deren es dann
sekundér zum Abbau von Mcl-1 und XIAP kommt. Dass die durch LY 294002 ausgeldste
Apoptose dabei von Caspasen abhangig ist und nicht etwa auch caspasenunabhangige
Vorgénge beinhaltet, belegt der mit dem Mediumwert beinahe identische Anteil Annexin-
positiver Zellen in dem Ansatz, der mit Z-VAD-FMK inkubiert worden war. Eine Degradation
von Bcl-2 ist allerdings nicht festzustellen. Somit belegt auch dieser Versuch, dass die

Apoptose nicht entscheidend von der absoluten Bcl-2-Konzentration abhéngig ist.

4.1.4 Knock-down von Mcl-1

Mcl-1 zeigt in den vorhergehenden Versuchen konstant die deutlichste Reaktion auf die
Behandlung mit Inhibitoren respektive Chemotherapeutika. Da sich dieser Befund
gleichzeitig mit einem wesentlich erhdhten Prozentsatz Annexin-positiver Zellen in der
Durchflusszytometrie korrelieren lasst, kann man vermuten, dass Mcl-1 wesentlich an der
Vermittlung des Apoptosedefekts beteiligt ist. Freilich kénnen auch fur XIAP im Western-Blot

Regulationseffekte gezeigt werden, nur sind diese weitaus geringer.

Um der Bedeutung von Mcl-1 weiter nachzugehen und zu klaren, ob die reduzierte
Apoptosediathese von leukamischen B-Zellen Mcl-1-dependent ist, wurde mittels siRNA-
Transfektion ein Mcl-1-Knock-down durchgefiihrt und anschlieend durchflusszytometrisch
die Apoptose gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 9 dargestellt. Der Western-Blot zeigt
die Wirkung der spezifischen siRNA gegeniber der Kontroll-siRNA (Abb. 9 A). Um die
Effektivitat der Transfektion per se zu Uberprifen, wurden die Zellen mit einer mit Alexa 488
markierten siRNA elektroporiert; die Konzentration wurde dann gegentber einer Kontrolle
zeitgleich mit den tbrigen Messungen nach 24 h im Zytometer bestimmt (Abb. 9 B). Fur die
Erfassung der Apoptose wurden Annexin, Membranpotential und das proapoptotische
Protein Bax gemessen (Abb. 9 C, D, E).
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Abb. 9: Mcl-1-Knock-down mit spezifischer siRNA.

Messungen jeweils nach 24 h. A Western-Blot B Uberpriifung der Transfektionseffizienz mittels Alexa-
488-Titer C Annexin-V-Assay D Ay-Assay E Intrazytoplasmatische Baxfarbung: Bax-Aktivierung nach
Mcl-1-Knock-down (Pfeil); daneben: Isotypkontrolle
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Der Western-Blot zeigt eine infolge des Knock-downs betréachtliche Reduktion der
Proteinmenge. Sowohl die Annexin- als auch die DIOCs-Farbung weisen eine signifikante
Zunahme der apoptotischen Zellen nach, die auch die beginnende Bax-Aktivierung belegt
(siehe Pfeil in Abb. 9 E). Somit kann man folgern, dass fiir den vermehrten Zelluntergang die

partielle Ausschaltung von Mcl-1 durch die siRNA-Transfektion kausal ist.

Dasselbe Experiment wurde dann an den Zellen von vier weiteren Patienten durchgefihrt
(Abb. 10).
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Abb. 10: Mcl-1-Knock-down an verschiedenen Patiente  n.

A Western-Blot von zwei exemplarisch gezeigten Patienten B Apoptoseaktivierung nach Mcl-1-Knock-
down. Gezeigt sind die Differenzen zwischen Kontroll-siRNA und spezifischer Mcl-1-siRNA bei finf
Patienten.

Abb. 10 A vergleicht die Wirksamkeit des Knock-downs bei zwei Patienten (V 88 wurde
bereits in Abb. 9 gezeigt) anhand von Western-Blots. Der Patient V 144 besitzt von
vornherein eine geringere Mcl-1-Konzentration, die Reduktion des Proteins durch die siRNA
ist weniger effektiv als bei V 88. In Abb. 10 B sind die Werte aber denen von V 88 ahnlich,
die Bax-Aktivierung ist sogar starker ausgepragt. Es scheint also nicht mdglich, von der im
Western-Blot gezeigten Reduktion der Proteinkonzentration auf die Apoptosezunahme zu
schlielen. Denn im Falle von V 88 miusste der Effekt viel gro3er sein, da Mcl-1 hier viel
starker exprimiert ist als bei V 144. Die Frage, weshalb dies nicht der Fall ist, kann an dieser
Stelle nicht befriedigend beantwortet werden. Mdglicherweise sind in den Zellen von V 88

noch andere Faktoren wirksam, die bei V 144 fehlen oder weniger ausgepragt sind.
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Weiter fallt auf, dass bei dem Patienten V 125 eine nur gerinfliigige Bax-Zunahme zu
detektieren ist, wobei die Differenzen im Annexin- und A-Assay gut zu sehen sind. Bei V

107 hingegen sind in allen drei Messungen die Unterschiede sehr gering.

Es bleibt also zu konstatieren, dass sich durch die Mcl-1-spezifische RNA-Interferenz
Apoptose induzieren lasst. Die Zunahme ist dabei sehr vom jeweiligen Patienten abhangig.
Weder die basale Expression noch der Grad des Expressionsverlustes lassen einen Schluss

auf die in den Apoptose-Assays gemessene Steigerung des programmierten Zelltodes zu.
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4.2 Bedeutung der Proteinkinase C in der Kokultur mit

Knochenmarkstroma
4.2.1 Protektiver Effekt von Ltk ~auf CLL-Zellen

Obwohl CLL-Zellen einen Apoptosedefekt und in vivo eine pathologisch verlangerte
Uberlebensdauer aufweisen, sterben sie bei Kultivierung in FCS und RPMI-1640-Medium
innerhalb weniger Tage. Halt man die Zellen dagegen in einer Kokultur mit
Knochenmarkstromazellen, kénnen sie z.T. bis zu mehreren Wochen Uberleben. Um diesen
protektiven Effekt zu zeigen, wurden Zellen dreier verschiedener Patienten 48 h auf die
murine Stromazelllinie Ltk gesetzt. Jeweils nach 24 h und 48 h wurden die Zellen mit

Annexin-FITC gefarbt und anschlieRend im Durchflusszytometer gemessen (Abb. 11).

B Medium
0O Kokultur mit Ltk-

Annexin-positive Zellen in %

24 h
V181

Abb.11: Protektiver Effekt der murinen Fibroblasten zelllinie Ltk ~ auf CLL-Zellen

Annexin-V-Messung nach 24 h und 48 h.

Die Zellen der drei gezeigten Patienten weichen in Hinblick auf ihre Apoptoserate in Medium
deutlich von einander ab. Der Patient V225 zeigt mit 35% bzw. knapp 40% Annexin-positiven
Zellen nach 24 h bzw. 48 h nur eine etwa halb so hohe Spontanapoptose wie die beiden
anderen Patienten. Entsprechend verringert sich dieser Anteil in der Kokultur auf den
niedrigsten Wert. Relativ zum Mediumwert allerdings ist die Reduktion bei V226 noch starker
ausgepragt. Bei V181 ist nach 24 h der Anteil der positiven Zellen bei den mit Ltk™ kultivierten
Zellen gegeniber den in Medium gehaltenen nur geringfigig vermindert; nach 48 aber ist ein
starker Abfall zu beobachten. Zu erklaren ist dieser Befund mit der sehr hohen

Spontanapoptose dieses Patienten. Ein grof3er Anteil der anfangs noch Annexin-positiven
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Zellen ist nach 48 h bereits nicht mehr detekierbar. Somit zeigt sich der supportive Effekt des

Stromas erst nach diesem langeren Intervall.

Wahrend bei V225 und V226 im Medium ein diskreter Anstieg der apoptotischen Zellen zu
erkennen ist, bleibt dieser in der Kokultur aus. Die Stromazellen reduzieren also nicht nur die
Spontanapoptose im Vergleich zum Medium, sondern verhindern auch deren Progression

uber die Zeit.

4.2.2 Proliferationshemmung von Ltk ~— Etablierung der Mitomycin-C-
Behandlung

Fur die folgenden Versuche waren Langzeitkuturen mit CLL- und Stromazellen geplant. Da
die Ltk-Zellen keine Kontaktinhibierung zeigen, war die starke Proliferation der Zelllinie
anfangs der limitierende Faktor fur die Kultivierungsdauer (vgl. Kap. 3.5). Bereits nach zwei
bis drei Tagen Uberwuchsen die Fibroblasten die CLL-Zellen, was nicht zuletzt durch die
Deprivation von Nahrstoffen zu unginstigen Kulturbedingungen fiihrte. Daher wurden die
Stromazellen zuné&chst bestrahlt, um ihre Proliferation zu inhibieren. Die Radiatio jedoch flihrt
zu einer Reihe unspezifischer Schéden innerhalb der Zelle, deren Auswirkungen den
Metabolismus der Stromazellen und damit indirekt auch die CLL-Zellen betreffen kdnnten.
Daher wurde nach einer weiteren Methode gesucht, die das Wachstum ebenso effektiv
hemmt, die Zellen aber weniger schadigt. Zu diesem Behufe wurden Ltk’-Zellen neben der
Bestrahlung auch mit dem DNA-Synthese-Inhibitor Mitomycin C inkubiert. AnschlieRend
wurden die unbehandelten, bestrahlten und Mitomycin-C-behandelten Zellen hinsichtlich der
proliferationshemmenden (Abb. 12 A) und zellschadigenden (Abb. 12 B) Wirkung

miteinander verglichen.

Bereits innerhalb von vier Tagen versiebenfacht sich die Zahl der unbehandelten Zellen
anndhernd (Abb. 12 A). Wahrend nach Bestrahlung gegeniiber dem Zeitpunkt T, nur noch
knapp die Hélfte der Zellen vital ist, erkennt man bei den mit Mitomycin C behandelten Zellen
kaum einen Unterschied. Radiatio und Mitomycin-C-Behandlung hemmen also effektiv die

Proliferation, jedoch bewirkt die Bestrahlung einen wesentlich héheren Zelluntergang.
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Abb. 12: Vergleich der Wirkung von Bestrahlung und Mitomycin-C-Behandlung auf die murine

Stromazelllinie Ltk ": Trypanblau-Farbung
Strahlendosis: 30 Gy; Mitomycin-C-Konzentration: 10ug/ml.

A Lebende Zellen zum Zeitpunkt T, und nach 4 d B Anteil der Trypanblau-positiven Zellen an der
Gesamtzellzahl nach 4 d. Gezeigt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung dreier separater

Zahlungen. Die Versuche wurden mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt.

Dieser Befund bestéatigt sich auch, wenn man die Trypanblau-positiven, also avitalen Zellen
zur Gesamtzellzahl ins Verhéaltnis setzt (Abb. 12 B). Der unbehandelte Ansatz zeigt den
geringsten Prozentsatz toter Zellen, der bestrahlte mit Uber 60% den hdchsten. Unter
Mitomycin-C-Behandlung ist der Anteil der untergegangenen Zellen mit knapp 30% deutlich
kleiner. Mitomycin C fihrt also bei annahernd gleich wirksamer Proliferationsinhibition zu

weit weniger Zelluntergang und kann damit als die ,schonendere” Methode gelten.

Jedoch stellt sich die Frage, welche Auswirkungen Mitomycin C auf die Stromazellen und
damit auf den Support der leukdmischen B-Zellen hat. Denn schon allein der Aspekt der
behandelten Zellen unterscheidet sich deutlich von dem der unbehandelten (Abb. 13). So
erscheinen die behandelten Fibroblasten weitaus groRBer, besitzen ausgepragtere
Zellfortsatze und sind weniger dicht, was sich aus der gehemmten DNA-Synthese und der
dadurch unterdrickten Zellteilung bei gleichzeitigem Wachstum der einzelnen Zelle erklaren

|asst.
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Abb. 13: Veranderung der Morphologie der Ltk "- Zellen nach Mitomycin-C-Behandlung
Mitomycin-C-Konzentration wie in Abb. 15; VergroRerung 200-fach. A Unbehandelte Zellen
B Behandelte Zellen 4 d nach Behandlung

Um zu untersuchen, ob die protektiven Effekte der Stromazellen auf CLL-Zellen bei
Verwendung von Mitomycin C noch vorhanden sind, wurden Kokulturen von behandelten
und unbehandelten Zellen miteinander verglichen. Nach 48 h und funf Tagen wurde fur die
CLL-Zellen jeweils Annexin-V gemessen sowie die Zellzahl nach Farbung mit Trypanblau
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 14 dargestellt.

Die Annexin-Messung erbringt ein recht uniformes Bild (Abb. 14 A). Sowohl nach 48 h als
auch nach 5 d ist der Anteil Annexin-positiver CLL-Zellen in der Kokultur eklatant vermindert.
Dabei bewirkt die Mitomycin-C-Behandlung gegeniiber den unbehandelten Zellen kaum
einen Unterschied. Die Wirkung der Stromazellen auf die Zellzahl (Abb. 14 B) zeigt sich erst
nach 5 d deutlich. Bei V131 und V194 Uberleben deutlich mehr Zellen in der Kolkultur als im
Medium. Auch hier ist zu sehen, dass der Support der Mitomycin-C-behandelten Ltk’-Zellen
nach 5 d nicht wesentlich geringer ist als der der unbehandelten. Die relativ ausgepragte
Differenz bei V131 nach 48 h nivelliert sich nach 5 d.
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Abb. 14: Vergleich der protektiven Wirkung unbehand elter und Mitomycin-C-behandelter Ltk -
Zellen auf CLL-Zellen

A Annexin-V-Assay nach 48 h und 5 d B Trypanblau-Farbung und Zellzdhlung nach 48 h und 5 d. Alle
Werte flr CLL-Zellen.

Im Falle von V172 zeitigen die Stromazellen unabhéangig davon, ob sie behandelt wurden,
keinen Effekt auf die Zellzahl. Dieser Befund Uberrascht insofern, als nach dem Annexin-
Ergebnis ein d@hnliches Resultat wie bei den anderen Patienten zu erwarten gewesen ware.
Hier muss man also konstatieren, dass sich nach Stromakokultur in der Zellzahlung nicht
mehr Zellen als vital erfassen lieBen. Da aber der Anteil Annexin-positiver Zellen weit
geringer ist als in der Mediumkultur, kann man auch diesem Falle durchaus von einem

Support seitens der Ltk-Zellen sprechen.

Insgesamt scheint die Mitomycin-C-Behandlung den Stromasupport nicht nennenswert zu
kompromittieren. Freilich kann man nach diesen Versuchen keine Aussagen tiber molekulare
Auswirkungen von Mitomycin C treffen. Fir langer dauernde Kokulturen von Ltk-Zellen mit
CLL-Zellen ist die Methode jedenfalls zu empfehlen, da die Proliferation der Fibroblasten

effektiv unterbunden wird, die protektiven Effekte dieser Zellen aber erhalten bleiben.
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4.2.3 Durchflusszytometrische Bestimmmung der Zellz ahl

Neben den herkdmmlichen Methoden der Annexin-Messung und der Zellzdhlung nach
Trypanblaufarbung wurde als weitere Moglichkeit, den programmierten Zelltod quantitativ zu
erfassen, im Zuge dieser Arbeit die Bestimmung der Zellzahl mittels Duchflusszytometrie
etabliert (zum Vorgehen vgl. Kap. 3.8.4). Es zeigte sich im Verlauf, dass es bei dieser
Methode auf Grund von mdglichen Interferenzen in der Bindung der CD19-Antikdrper an ihr
Zielantigen durch das Stroma und auf Grund der Tatsache, dass beim Abnehmen der CLL-
Zellen von der Stromazellschicht mdglicherweise nicht alle Zellen erfasst werden, zu
Messfehlern kommen kann. Daher wurden die gemessenen bzw. errechneten Absolutzahlen

immer durch den Bezug zu einem Ausgangswert relativiert.

Des Weiteren muss hier angemerkt werden, dass bei einigen Messungen keine plausiblen
Ergebnisse zu bestimmen waren. Dies war insbesondere dann der Fall, wenn eine CD19-
positive Population nicht — wie in Abb. 3 gezeigt — sauber abgrenzbar war. Abb. 15 stellt

einen solchen Fall exemplarisch dar.

Eingezéhlte Zellen FITC-Farbung

Isotypkontrolle Anti-CD-19

Abb. 15: Messprobleme bei der Bestimmung der Anzahl CD19-positiver Zellen

A CLL in Kokultur mit humanem Stroma (10 d) B CLL in Kokultur mit humanem Stroma und dem PKC-
Inhibitor G6 6976
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Zu erwarten war in diesem Experiment, dass es in dem mit G6 6976 inkubierten Ansatz
(Abb. 15 B) zu einer signifikanten Reduktion der Zellzahl kommen wirde. Die Zahl der als
CD19-positiv detektierten Zellen ist aber in ebendieser Probe wesentlich hoher, zu sehen im
Gate fir die CD19-positiven Zellen, Abb. 15 A und B, rechts. Jedoch ist es nicht mdglich, die
positive Population in diesem mittels der Isotypkontrolle (Abb. 15, Mitte) eingestellten Gate
scharf gegen die negative abzugrenzen. Im Foreward-Sideward-Scatter-Bild (Abb. 15 A und
B, links) kann man ferner erkennen, dass die Anzahl der avitalen Zellen, die wegen ihrer
abweichenden Grofe und Granularitdt unten im Gate erscheinen, bei den mit GO 6976
behandelten Zellen stark zunimmt (rot umrandete Population). Daraus ist zu schlie3en, dass
eine grofRe Zahl noch CD-19-positiver, aber bereits avitaler Zellen oder CD-19-tragender
Fragmente im Anti-CD-19-Gate erscheint. Ein verwertbares Ergebnis liefert die Methode also
nur, wenn zum Zeitpunkt der Messung die CD19-positiven vitalen Zellen deutlich gegen die
schon degradierten Zellen demarkiert sind. Die mit dieser Methode ermittelten Zellzahlen

erscheinen nur dann in den Ergebnissen, wenn sie auf eindeutigen Messungen beruhen.

4.2.4 Wirkung von PKC-Inhibitoren in der Kokultur m it der Zelllinie Ltk -

Um die Bedeutung der Proteinkinase C fiir das Uberleben der CLL-Zellen in der Kokultur mit
Stromazellen zu untersuchen, wurden CLL-Zellen mit den PKC-Inhibitoren
Bisindolylmaleimide I, G6 6976 und GO 6983 behandelt. Die drei Substanzen besitzen
unterschiedliche Aktivitat beziglich der verschiedenen Isoformen des Enzyms.
Bisindolylmaleimide | inhibiert die Isoformen a, B, y, d und g, G6 6976 ist spezifisch fur PKCa

und PKCBI, G6 6983 hemmt die Isoenzyme a, B, y, 8 und Z.%3

Zunachst wurden alle drei Inhibitoren in einem 24-h-Ansatz mit CLL-Zellen in Medium bis zu
einer Maximaldosis von 1000 nM titriert. Nach 24 h wurde ein Annexin-Assay durchgefiihrt
(Abb. 16 A). Der Prozentsatz der Annexin-positiven Zellen bleibt dosisunabhéngig

anndhernd konstant. Dieses Ergebnis schliel3t eine direkte Toxizitat der Inhibitoren aus.

%3 Vgl. Datenblatter der Inhibitoren von CALBIOCHEM unter http://www.calbiochem.com
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B CLL auf Ltk (10 d): CD19-positive Zellen

In einem weiteren Schritt wurden nun CLL-Zellen in Kokultur mit Ltk-Stroma mit den
Inhibitoren in aufsteigender Dosis inkubiert. Zundchst wurden die Stromazellen in 12-Well-
Platten ausgesat; nach 24 h begann mit der Zugabe der CLL-Zellen die Kokultur. Nach
weiteren 24 h wurden die Inhibitoren hinzupipettiert. Die Messung von Annexin- bzw. CD-19-
positiven Zellen im FACS erfolgte nach 3 d und 10 d. Um die starke Proliferation der Zelllinie
zu unterdriicken, wurde sie vor dem Versuch bestrahlt (Zieldosis 30 Gy)**. Die Annexin-
Messung nach 3 d (Daten nicht gezeigt) erbrachte wiederum keine dosisabhangige
Steigerung der Apoptose. Nach 10 d jedoch zeitigten die Inhibitoren einen deutlichen
dosisabhéngigen Effekt (Abb. 16 B). Bereits bei 20 nM ist ein wesentlich verminderte Zellzahl

zu verzeichnen. Die wirksamste Substanz in diesem Experiment ist GO 6976.

> Dieses Experiment wurde zeitgleich mit den Versuchen zur Proliferationshemmung mit Mitomycin
durchgefiihrt. Der einfacheren Durchfiihrung wegen wurde anfangs die etablierte Methode der

Radiatio zur Wachstumsinhibition gewahlt.

BIS I), G6 6976 und Go6 6983

A CLL in Medium (24 h): Annexin-V-Assay. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von vieren.
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4.2.5 Wirkung der PKC-Inhibitoren in der Kokultur m it humanem Priméarstroma

In der Kokultur mit der murinen Zelllinie Ltk™ konnte bereits ein dosisabhéangiger Effekt der
PKC-Inhibitoren Bisindolylmaleimide |, G©66976 und GO 6983 auf das Uberleben
leukamischer B-Zellen nachgewiesen werden. Um zu eruieren, ob die Substanzen eine
ahnliche Wirkung auch in Kokultur mit humanem Priméarstroma entfalten, wurden Anséatze mit
Humanstroma und CLL-Zellen mit zwei mittleren (in der Ltk’-CLL-Kokultur bereits wirksamen)
Dosen zehn Tage inkubiert. Zu diesem Zweck wurden zuné&chst die Stromazellen ausgesét,
und nach deren Adhéasion (24 h nach Aussaat) die CLL-Zellen hinzugegeben. Erst nach
weiteren 24 h wurden die Inhibitoren eingesetzt, um zunéchst eine Kontakt zwischen den
Zellen zu ermoglichen. Eine Proliferationshemmung mittels Bestrahlung oder Mitomycin C
erlibrigte sich wegen der Kontaktinhibition des Primarstromas. Die Messung der Zellzahl

erfolgte am zehnten Tag nach Zugabe der Substanzen (Abb. 17).
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Abb. 17: Wirkung von Bisindolylmaleimide |, G6 6976 und GO 6983 in der Kokultur mit

humanem Primarstroma (10 d)

Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellzahl. Im Falle von V88 ist die nach Trypanblau-Farbung

ermittelte Zellzahl gezeigt (Mittelwert und Standardabweichung dreier separater Zahlungen).
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Alle drei Agenzien erweisen sich in den verwendeten Konzentrationen als wirksam. G6 6976
aber zeichnet sich einerseits dadurch aus, dass er ausnahmslos bei allen Patienten wirkt —
anders als Bisindolylmaleimide | und G6 6983, die bei V144 keine Reduktion der Zellzahl
bewirken. Allerdings muss man konzedieren, dass auch der Effekt von G6 6976 bei diesem
Patienten sehr gering ist. Andererseits bewirkt G6 6976 am ehesten eine dosisabhangige
Abnahme der vitalen Zellen. Die hohe Potenz dieser Substanz Uberrascht insofern, als sie

die selektivste unter den getesteten ist und spezifisch PKC a und 1 hemmen soll.

In einem weiteren Schritt wurde GO 6976 im Bereich von 20 nM bis 1000 nM titriert, um die
dosisabhéngige Wirkung innerhalb eines weiteren Bereichs zu zeigen (Abb. 18). Das
Vorgehen entsprach dem eben geschilderten. Die Messung wurde ebenfalls am zehnten Tag

nach Zugabe des Inhibitors durchgefihrt.

o
>

A

cp1sFITe
0%

CD19-positive Zellen

v

Negativ-Kontrolle 0 20 nM 500 nM

B 2000000 -

1800000 -
1600000 -
1400000 -
1200000 -
1000000 -

800000 -

600000 -

CD19-positive Zellen

400000 -
200000 -

0

0 20 nM 100nM  200nM 500 nM 1000 nM

Abb. 18: Wirkung des PKC-Inhibitors G6 6976 auf CLL -Zellen in Kokultur mit humanem

Primérstroma

Durchflusszytometrische Bestimmung der absoluten Zellzahl (10 d). Gezeigt ist ein reprasentatives

Experiment von funfen. A Abnahme der CD19-positiven Zellen (Dot-Blot). B Titrationskurve
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Im Dot-Blot (Abb. 18 A) ist die CD19-positive Population bereits bei einer Konzentration von
20 nM im Vergleich zum Nullwert stark reduziert; bei einer Dosis von 500 nM sind kaum noch
CD19-positive Zellen detektierbar. Die Titrationskurve (Abb. 18 B) zeigt eine annéhernd
lineare Abnahme der Zellen. Dieser Befund konnte auch mit den Zellen anderer Patienten

reproduziert werden.

4.2.6 Effekt der PKC-Inhibitoren auf primére Stroma  zellen

In den vorhergehenden Experimenten konnte erwiesen werden, dass die PKC-Inhibitoren
Bisindolylmaleimide I, GO 6976, GO 6983 die Anzahl vitaler CLL-Zellen vermindern. Da die
Substanzen aber in Kokulturen von CLL- und Stromazellen eingesetzt wurden, schlief3t sich
die Frage an, ob primar die Proteinkinase C der leukamischen B-Zellen gehemmt wird und
die Zellen dadurch zugrunde gehen. Denkbar wére auch, dass die Inhibitoren in erster Linie
auf die Stromazellen wirken, die in der Folge den Support fur die CLL nicht mehr
aufrechterhalten kénnen. Des Weiteren kdnnten die Agenzien auch in gleichem MaRRe auf
beide Zellarten wirken; somit entsprache der Zelluntergang auf Seiten der CLL-Zellen einem
additiven Effekt.

Zur Klarung der Frage, welche Zellen den primaren Angriffspunkt der Inhibitoren darstellen,
wurden zwei Versuche angestellt, deren Ergebnisse in Abb. 19 zu sehen sind. Im ersten
Experiment (Ergebnisse in Abb. 19 A) wurden primare Stromazellen zunéchst fir 24 h mit
den PKC-Inhibitoren in einer Dosis von 200 nM inkubiert. AnschlieRend wurde das mit den
Substanzen versetzte Medium abgespilt. Nach mehrmaligem Waschen der Zellen mit PBS
wurden dann CLL-Zellen zugegeben, und die Ansétze zehn Tage kultiviert. Zum Vergleich
wurden CLL-Stroma-Kokulturen angesetzt, die — wie im Vorhergehenden — 10 d mit den

Inhibitoren inkubiert wurden.

In beiden Anséatzen zeitigen Bisindolylmaleimide |, GO 6976 und GO 6983 gegeniuiber dem
Mediumwert einen klaren Effekt. Jedoch tberleben — sieht man von Bisindolylmeleimide | ab
— weniger Zellen in den Ansatzen, die nicht vorinkubiert waren und deren Medium den
Inhibitor Uber zehn Tage enthielten. Da die Vorinkubation ebenfalls einen Untergang von
CLL-Zellen bewirkt, ist davon auszugehen, dass die Stromazellen zumindest an der

Vermittlung der Inhibitorwirkung beteiligt sind.

Im Anschluss an diesen Versuch wurden nun primédre humane Stromazellen ohne CLL-

Zellen mit den PKC-Inhibitoren behandelt. Die Substanzen wurden in einer Konzentration
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von 100 nM und 500 nM eingesetzt, die Zellzéahlung wurde nach zehn Tagen durchgefihrt. In

Abb. 19 B ist der Anteil der Trypanblau-positiven Zellen an der Gesamtzellzahl gezeigt.
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Abb. 19: Wirkung der PKC-Inhibitoren auf primare St  romazellen

A Wirkung nach 24-stiindiger Vorinkubation des Stromas und anschlieRender Kokultivierung mit CLL
(10 d) verglichen mit 10-tagiger Kokultivierung und Inhibitorinkubation: Durchfusszytometrische
Bestimmung der Zellzahl B Wirkung der Inhibitoren auf Stromazellen allein (10 d): Anteil der
Trypanblau-positiven Zellen an der Gesamtzellzahl. Gezeigt sind jeweils Mittelwert und
Standardabweichung von drei separaten Zahlungen. Beide Experimente wurden mit &ahnlichen

Resultaten wiederholt.

Der hochste Prozentsatz Trypanblau-positiver Zellen findet sich fir G6 6976 bei einer
Konzentration von 100 nM. Die maximale Differenz zum Nullwert betragt, bezogen auf die
Mittelwerte, etwa 7 % (16 % bei O versus 23 % bei 100 nM G6 6976). Die Wirkung der
Inhibitoren auf das Knochenmarkstroma allein ist also eher gering. Allerdings sind die
Bedingungen in der Stromazellmonokultur nicht mit denen der Kokultur identisch, weshalb
Uber die Wirkung auf das Stroma in Anwesenheit von CLL-Zellen nur wenig ausgesagt

werden kann.
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4.2.7 Basale Expression der antiapoptotischen Prote  ine in der Kokultur mit

humanem Primarstroma

Die bisher durchgefiihrten Versuche zeigen, dass die Hemmung der Proteinkinase C in der
Kokultur eine Verminderung lebender CLL-Zellen nach sich zieht. Welche Auswirkungen hat
eine solche Inhibition auf die antiapoptotischen Proteine der CLL? Mit den im Folgenden

beschriebenen Versuchen sollte dieser Frage nachgegangen werden.

Bevor mit Hilfe von Western-Blots die basale Expression der antiapoptotischen Proteine Bcl-
2, Mcl-1 und XIAP in CLL-Zellen nach Kokultivierung mit humanem Priméarstroma untersucht
wurde, sollte zunachst die protektive Wirkung der primaren Stromazellen im Annexin-V-

Assay gezeigt werden.

Um fur den Annexin-V-Assay und den Western-Blot CLL- und Stromazellen voneinander zu
trennen, wurden erstere durch vorsichtiges Spulen von der Stromazellschicht abgel6st. Auf
Grund der starken Haftung der Fibroblasten an der Unterlage kann die Kontamination der
CLL-Proteinansatze als vernachlassigbar gering eingeschatzt werden. Im FACS konnten die
(wenigen) Stromazellen ausgegated werden. Im Ubrigen blieben nur wenige Leukamie-

Zellen zwischen den Stromazellen zuriick, wie sich mikroskopisch tberprifen lief3.

In der Annexin-Messung (Abb. 20 A) besteht bei keinem der Patienten nach 24 h ein
wesentlicher Unterschied zwischen den in Medium und den zusammen mit Stroma
kultivierten Zellen. Nach 5 d jedoch ist der Anteil Annexin-positiver Zellen auf Stroma weit
geringer als in Medium. Bei V121 ist er nach 5 d auf Stroma sogar kleiner als nach 24 h. Bei

allen Patienten konnte also ein Support durch das Stroma nachgewiesen werden.

Mit den Zellen derselben Patienten wurden Kokulturen fir Western-Blots angesetzt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 20 B dargestellt. Die Konzentration von Bcl-2 bleibt auch nach funf
Tagen auf Stroma unveréndert. Mcl-1 dagegen liegt bei zwei Patienten (V81 und V144)
bereits nach 24 h gegentiber dem Medium in erhéhter Konzentration vor; nach fiinf Tagen
steigt die Proteinmenge weiter an. Fiir XIAP gilt Ahnliches: Bei V81 ist der Anstieg deutlich
zu erkennen, auch bei den anderen beiden Patienten nimmt die Konzentration, wenn auch
diskret, Uber die Zeit zu. Diesem Befund nach zu urteilen, vermittelt das Stroma seinen
antiapoptotischen Effekt tiber eine Hochregulation von Mcl-1, in geringerem Mal3e auch von
XIAP, das aber bei den Patienten V121 und V144 abgesehen von den To-Werten nur sehr

gering exprimiert wird. Bcl-2 wird in der Stromakokultur nicht induziert.
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Abb. 20: Support und basale Expression der antiapop  totischen Proteine in der Kokultur mit
humanem Priméarstroma

A Annexin-V-Assay nach 24 h und 5 d B Expression von Bcl-2, Mcl-1 und XIAP
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4.2.8 Wirkung von G0 6976 auf antiapoptotische Prot  eine und Apoptose in der

Kokultur mit humanem Priméarstroma

Die oben geschilderten Versuche ergeben einerseits, dass sich durch den Einsatz von PKC-
Inhibitoren in der Kokultur von leukamischen B-Zellen und Knochenmarkstromazellen die
Anzahl vitaler CLL-Zellen signifikant vermindern lasst. Andererseits nimmt die Konzentration
von Mcl-1 und XIAP in den leukamischen Zellen zu, wenn sie Kontakt zum Stroma haben.
Welche Auswirkungen die Hemmung der Proteinkinase C auf die Expression der
antiapoptotischen Proteine der CLL hat und wie diese mit der vermehrten Apoptose korreliert

ist, wurde bisher noch nicht gezeigt.

In einem letzten Experiment wurden daher Kokulturen von CLL-Zellen und primaren
humanen Stromazellen mit einem PKC-Inhibitor behandelt; anschlieRend wurde die
Expression der Apoptoseproteine im Western-Blot ermittelt. Als Inhibitor wurde G6 6976
gewahlt, da die Substanz einen relativ linearen dosisabhangigen Effekt zeitigt und in ihrer
Wirksamkeit Bisindolylmaleimide | Giberlegen ist. Ferner zeichnet sie sich durch eine grolRere

Spezifitat im Vergleich zu den beiden anderen verwendeten Inhibitoren aus (vgl. Kap. 4.2.4).

Fur das Experiment wurden CLL-Zellen von drei verschiedenen Patienten zehn Tage lang in
Medium, mit primarem Humanstroma oder mit Humanstroma und G6 6976 kultiviert (Abb.
21). Nach 24 h sowie nach 10 d wurde ein Annexin-V-Assay durchgefuhrt und eine

entsprechende Anzahl CLL-Zellen fur den Western-Blot tiefgefroren.

Im Western-Blot (Abb. 21 A) fallen deutliche Expressionsunterschiede insbhesondere bei Mcl-
1, XIAP und Bax auf. Schon nach 24 h ist die Konzentration von Mcl-1 in der Kokultur mit GO
6976 gegeniber den anderen beiden Ansatzen vermindert (deutlich bei V78 und V121,
weniger ausgepragt bei V163). XIAP reagiert bei V78 und V121 ahnlich, bei V163 bestehen
nach 24 h kaum Unterschiede. Im Bax-Blot ist bei V78 und V121 im Ansatz mit Stroma und
GO 6976 eine Zunahme des Bax-Spaltprodukts zu beobachten. Im Falle von V163
korrespondiert die homogene Bande von Bax und seinem Spaltprodukt mit der geringen
Expression von Mcl-1 in allen 24-h-Ansatzen. Bei Bcl-2 und PKC[( erscheinen nach 24 h

keine Veréanderungen.
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Abb. 21: Effekt von GO 6976 auf CLL-Zellen in der K okultur mit humanem Primarstroma:

Expression von Apoptoseproteinen und Apoptose

A Western-Blots von drei verschiedenen Patienten B Annexin-V-Assays derselben Patienten (jeweils
24 h und 10 d)
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Nach 10 d kommt es auf Stroma zu einer Induktion von Mcl-1 bei allen gezeigten Patienten.
Uberraschenderweise steigt die Konzentration dieses Proteins auch im Medium an
(insbesondere bei V78 und V121). Dieser Anstieg ist vermutlich darauf zuriickzufihren, dass
in den Zellen, die so lange Uberleben, Mcl-1 hochreguliert wird, was zum Uberleben dieser
Zellen entscheidend beitragt. Auch XIAP reagiert in &hnlicher Weise. G6 6976 reduziert in
der Kokultur jedoch effektiv die Proteinmenge von Mcl-1 und XIAP, wohingegen Bcl-2 kaum
affiziert wird. Die Spaltung von Bax erreicht unter der Behandlung mit GO 6976 ein
Maximum, ein klarer Hinweis auf gesteigerte Apoptose. Ferner wird die Proteinkinase
CB nach 10 d in der Kokultur induziert. Da diese Induktion mit einer erhéhten Mcl-1- und
XIAP-Expression einhergeht, und die Hemmung der PKC andererseits zu einer Mcl-1-
Verminderung fahrt, kann man eine Regulation dieser Proteine durch PKCB annehmen. Die

Induktion des Enzyms kdnnte die starkere Wirkung des Inhibitors in der Kokultur erklaren.

Die Befunde des Western-Blots korrelieren grof3enteils mit dem Annexin-V-Assay. Nach 24 h
sind die Effekte noch moderat ausgepragt, bei V78 und V121 bestatigt sich zum einen die
protektive Wirkung der Stromazellen, i.e., der Prozentsatz Annexin-positiver Zellen ist in der
Kokultur vermindert, zum andern hebt G6 6976 diesen Support auf. Dies gilt allerdings nicht
fur den Patienten V163. Hier ist G6 6976 nach 24 h unwirksam. Damit korrespondierend sind

im Western-Blot Mcl-1 und XIAP bei diesem Patienten nicht vermindert.

Nach 10 d sind die Differenzen in der FACS-Messung wesentlich grof3er. In den mit dem
PKC-Hemmer behandelten Ansatzen ist der Anteil Annexin-positiver Zellen zum Teil bis zu
einem Vielfachen des Stromawertes angestiegen. Interessant ist, dass G6 6976 bei dem
Patienten am wirksamsten ist, bei dem gemalR dem Ergebnis der Annexin-Messung die
protektive Wirkung der Stromazellen am deutlichsten ist (V163). Dieser Patient zeigt im
Western-Blot auf Stroma die hochste Mcl-1- und XIAP-Expression und gleichzeitig die
starkste Induktion von PKCp. Dass in diesem Fall die Spontanapoptose in Medium nach 10 d
S0 gering ist, muss damit erklart werden, dass die Zellen, die nach so langer Zeit tiberhaupt

noch messbar waren, mehrheitlich vital waren und kein Phosphatidylserin exponierten.

Zusammenfassend kann man konstatieren: Der laut Literaturangaben hauptsachlich gegen
PCKB (und a) wirksame Inhibitor G6 6976 induziert in der CLL-Stroma-Kokultur massiv
Apoptose und fuhrt auf Proteinebene gleichzeitig zu reduzierten Leveln von Mcl-1 und XIAP.

Die Induktion des Enzyms erhdht vielleicht die Effizienz von G6 6976.

62



5 Diskussion

5.1 Bedeutung und Regulation von Mcl-1

In der November-Ausgabe der Zeitschrift Blood veroffentlichten Gandhi et al. einen
Kommentar zu einer kurz zuvor im selben Journal publizierten Arbeit von Pepper und
Kollegen®®, die sich mit der Bedeutung der Mcl-1-Expression in der CLL und ihrer Assoziation
mit prognostischen Faktoren beschaftigt. Der Titel dieses Kommentars lautet: ,Mcl-1: the 1 in
CLL“.>® In dieser pragnanten Formulierug kommt zum Ausdruck, welche Bedeutung fiir das
alterierte Apoptoseverhalten und damit fir die Aufrechterhaltung der Erkrankung diesem
Protein beigemessen wird. Auch in der vorliegenden Untersuchung galt der Expression und

Regualtion von Mcl-1 besonderes Interesse.

In vielen Arbeiten wurde gezeigt, dass Mcl-1 in CLL-Zellen Uberexprimiert ist, dasselbe gilt
fur Bcl-2 (vgl. Kap.1.2.4). Interessant ist jedoch, dass Bcl-2 im Gegensatz zu Mcl-1 in
gesunden B-Zellen nahezu nicht exprimiert wird. Mcl-1 und XIAP sind auch in normalen B-
Zellen vorhanden, wenn auch in geringerer Konzentration als in den leuk&mischen. Zunachst
wirde man also vermuten, dass die geringe Apoptoseneigung der CLL auf die hohe Bcl-2-
Menge zurickzufuhren ist. Wie sich jedoch in einem groRen Teil der durchgefiihrten
Experimente in Ubereinstimmung mit publizierten Daten zeigen lieR, wird in den CLL-Zellen
trotz hoher Bcl-2-Expression Apoptose induziert. Eine héhere Apoptoserate lasst sich aber
mit einem Expressionsverlust von Mcl-1 und XIAP korrelieren, was belegt, dass die Bcl-2-
Uberexpression keinen wesentlichen Schutz vor Apoptose gewdhrleistet. Daneben ist
auffallig, dass sich die Bcl-2-Konzentration bei einer Behandlung mit verschiedenen
Chemotherapeutika bzw. Inhibitoren kaum verandert. Bcl-2 scheint also im Unterschied zu
Mcl-1 und XIAP ein wenig reguliertes Protein zu sein, das konstitutiv Gberexprimiert ist und

vielleicht supportiv wirkt, die Zellen aber nicht effektiv vor Apoptose schiitzen kann.

In den mit Zellen mehrerer Patienten durchgefiihrten Experimenten zur Wirkung
verschiedener proapoptotischer Substanzen auf CLL-Zellen wurde deutlich, dass sich
Proteinexpression und Apoptose sehr patientenabhéangig verandern. Jedoch konnte man —
mit Ausnahme des HLA-DR-Antikorpers 1D09C3, dessen genau Wirkweise bislang
unbekannt ist — einen hoheren Prozentsatz Annexin-positiver Zellen immer mit verminderten

Konzentrationen von Mcl-1 (und teilweise XIAP) in Verbindung bringen. Besonders wirksam

%% \gl. Pepper et al. 2008; vgl. auch Kap. 1.2.4, Anm. 34
*® vgl. Gandhi et al. 2008
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in diesen Versuchen waren der PI3K-Inhibitor LY 294002 und die PKCd-spezifische
Substanz Rottlerin. Ringshausen et al. konnten bereits nachweisen, dass die Inkubation mit
diesen Substanzen zur Verminderung von Mcl-1 und vermehrter Apoptose flihrt. Dieser
Befund konnte in eigenen unabhangigen Versuchen bestétigt werden. Ebenfalls konnte
gezeigt werden, dass ein dosisabhéngiger Abfall der Proteinkonzentration mit einem ebenso
dosisabhéngigen Anstieg der Apoptose einhergeht. Die Bcl-2-Konzentration dagegen ist

nicht von der Hemmung der PI3K oder der PKCd abhangig.

Die Hemmung der PI3K fihrt zwar zu einer verminderten Mcl-1-Konzentration, jedoch stellt
sich die Frage, ob Mcl-1 direkt von PI3K reguliert oder ob seine Konzentration sekundar auf
Grund einer Degradation durch Caspasen reduziert wird. Durch eine Hemmung der
Caspasen mit der Substanz Z-VAD.FMK konnte der sekundére Effekt ausgeschaltet werden.
Mit diesem Versuch wurden Ergebnisse von Ringshausen et al. bestatigt, die erwiesen, dass
Mcl-1 offensichtlich keiner direkten Regulation durch PI3K unterworfen ist, da die Zellen, die
gleichzeitig mit LY 294002 und Z-VAD.FMK behandelt worden waren, weder einen
Expressionsverlust von Mcl-1 noch eine gegeniber dem Mediumwert gesteigerte Apoptose
aufweisen.”” Die Hemmung der PI3K scheint also zu einer Aktivierung von Caspasen zu
fuhren, die dann Mcl-1 abbauen. Bcl-2 ist von der Degradation durch die Caspasen nicht
betroffen. Der Grund dafir kdnnte einerseits in der wesentlich héheren Halbwertszeit von
Bcl-2 liegen, so dass nach kurzer Zeit im Western-Blot keine Verminderung der
Proteinkonzentration detektierbar ist, andererseits darin, dass Bcl-2 weniger Spaltungsstellen

exponiert, an denen Caspasen angreifen kénnen.

Bisher wurde gezeigt, dass die Inhibierung von tbergeordneten Enzymen (PI3K, PKCd) zu
einer Verminderung von Mcl-1 und gleichzeitig zu einer gré3eren Zahl apoptotischer Zellen
fuhrt. Um aber etwaige pleiotrope Effekt der benutzten Agenzien auszuschliel3en und zu
belegen, dass die hohere Apoptose im Wesentlichen Mcl-1-abhangig ist, wurde die
Expression durch siRNA unterdriickt. Die in den Apoptose-Assays gemessenen Differenzen
zwischen den mit spezifischer siRNA und den mit der Kontroll-siRNA behandelten Zellen
waren von Patient zu Patient sehr verschieden und nicht unbedingt abhéngig von der
Effektivitat des Knock-Downs, die mittels Western-Blot bestimmt wurde. Auch das Mal} der
Uberexpression lieR keinen Schluss auf die durch die Transfektion erreichte Steigerung der
Apoptose zu. Die maximale Zunahme apoptotischer Zellen lag bei den finf getesteten

Patienten im Annexin-Assay bei etwa 11%, im Ay-Assay bei ca. 13%.

" vgl. Ringshausen et al. 2002, S. 3744
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In diesem Kontext sei erwédhnt, dass Hussain et al. etwa zeitgleich mit den eigenen
Experimenten &hnliche Ergebnisse publiziert haben.’® Allerdings suggerieren ihre Daten
einen groReren und homogeneren Effekt des Knock-downs auf die Apoptose als die
eigenen.”® Ob diese Unterschiede durch das verwendete Kulturmedium® oder durch eine
Auswahl geeigneter Patienten zustande kommt, bleibt fraglich. Im Ubrigen zeigen ihre
Versuche, dass sich durch den Knock-down von Mcl-1 die (Chemo-)Sensitivitat der Zellen —
insbesondere gegeniber Rituximab — erhdhen lasst. Dies belegt wiederum die Bedeutung

von Mcl-1 fur die Chemoresistenz.

Obgleich kein Zweifel daran besteht, dass Mcl-1 fur die Vermittlung des Apoptosedefekts in
der CLL von grol3er Relevanz ist, scheint es nicht gerechtfertigt, dieses Protein als den
antiapoptotischen Faktor katexochen zu betrachten. Zu wenig ist bisher bekannt tUber die
Funktion und Regualtion anderer Proteine, wie XIAP und Bcl-2 bzw. dessen phosphorylierte
Form pBcl-2(Ser70).

5.2 Bedeutung der PKC in der Kokultur mit Knochenmarkstroma

Die bisher erdrterten Ergebnisse beruhen auf in-vitro-Versuchen mit primaren
Patientenzellen. Das Zellmodell allgemein besitzt den Nachteil, dass weder den
systemischen Reaktionen in vivo noch mdglichen Interaktionen mit anderen Zellen oder
Geweben Rechnung getragen wird. Im Falle der CLL ist seit einiger Zeit bekannt, dass nicht
im peripheren Blut zirkulierende Leukamie-Zellen von einem Microenvironment umgeben
sind, das von T-Zellen und Knochenmarkstroma gebildet wird. Zwischen diesem
Microenvironment und den CLL-Zellen bestehen mannigfaltige Interaktionen, die sich
protektiv auf die leukdmischen Zellen auswirken.®® Um diese Effekte in vitro zu imitieren,

wurden CLL- zusammen mit Stromazellen kultiviert.

Innerhalb dieses Versuchsdesigns war die Bedeutung der Proteinkinase C und ihrer
Isoformen von Interesse. Um ihrer Relevanz fiir das Uberleben von CLL-Zellen und der
Expression von antiapoptotischen Proteinen nachzugehen, wurden drei verschiedene
Inhibitoren getestet. Eine Inkubation von CLL-Zellen allein (24 h) in einem Dosisbereich von
20 nM bis 1000 nM ergab keine direkte Toxizitat.

*% vgl. Hussain et al. 2007, S. 2144 ff.

%9 vgl. Hussain et al. 2007, S. 2148 Abb. 3, S. 2149 Abb. 4

% ebd. S. 2145; Hussain et al. verwendeten Hybridoma SFM (Invitrogen). In den eigenen Versuchen
wurden die Zellen nach Elektroporation in RPMI-1640-Medium (mit FCS und Additiva versetzt, vgl.
Kap. 3.4) kultiviert.

®L vgl. Ghia et al. 2008, S. 550 f.; ferner: Munk-Pedersen et Reed 2004, S. 2366 ff.; Lagneaux et al.
1998, S. 2389 ff. ; vgl. auch Kap. 1.1
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Bevor die Substanzen in Kokulturen mit primaren humanen Stromazellen verwendet wurden,
erfolgte ihr Einsatz zun&chst in Experimenten mit der murinen Zelllinie Ltk’. Hier zeigte sich
nach zehn Tagen dosisabhangig eine deutliche Abnahme der CLL-Zellen. Vor das Problem
gestellt, dass die Zelllinie stetig proliferiert, wurde nach einer Mdglichkeit gesucht, dieses
Wachstum zu unterbinden. Daflr standen mit der Bestrahlung und der Behandlung mit
Mitomycin C zwei Methoden zu Verfiigung, die die Proliferation wirksam verhindern. Die
Mitomycin-C-Behandlung erwies sich insofern als gunstiger, als sie weit geringere
Zellverluste als die Bestrahlung herbeiftinrte. Auch der Support wird durch die Vorinkubation
mit dem DNA-Synthese-Inhibitor nicht kompromittiert. Daher kann diese Methode fiur die
Arbeit mit der Ltk-Zelllinie empfohlen werden, wenn Versuche mit l|angerer

Kultivierungsdauer durchgefihrt werden sollen.

In der Kokultur mit primarem humanem Stroma erwiesen sich alle Inhibitoren als wirksam in
Hinblick auf eine Reduktion lebender CLL-Zellen. Jedoch blieb die Substanz
Bisindolylmaleimide | deutlich hinter G6 6976 und G6 6983 zuriick. Die konstanteste Wirkung
erbrachte der Inhibitor G6 6976, der die Isoformen a und I der PKC hemmt. Zu diesem
Ergebnis kamen Martiny-Baron und Kollegen, als sie die Substanz an rekombinanten PKC-
Isoformen testeten.®® Die Ca**-abhangigen Isoenzyme 3, € und  wurden anders als bei dem
ebenfalls getesteten Bisindolymaleimide | auch in mikromolaren Dosen nicht gehemmt. Aus
der Publikation geht allerdings nicht zweifelsfrei hervor, ob nicht auch eine Hemmung der
PKC BIl in Betracht zu ziehen ist. Fraglich ist auch, ob sich die erhobenen Befunde ohne
weiteres auf die CLL Ubertragen lassen. Eine Relevanz der PKCP kann aber deshalb
angenommen werden, weil das andere von G6 6976 inhibierte Isoenzym PKCa laut Alkan et
al. in CLL-Zellen kaum vorhanden ist®. Diese Vermutung stiitzt die Tatsache, dass PKCB in
der Kokultur auf Seiten der CLL-Zellen nach 10 d induziert wird. Gleichzeitig zeigt sich eine
massive Zunahme der Apoptose bei Inkubation mit G6 6976. Diese erhdhte Apoptoserate ist
wiederum mit einem Expressionsverlust von Mcl-1 (in geringerem MalRe von XIAP)
assoziiert. Dass Mcl-1 fir das Uberleben in der CLL-Stroma-Kokultur wichtig ist, wird durch
eine im Western-Blot detektierbare Induktion der Proteins erkennbar. Ahnlich wie im Falle

von PKC)d ist also auch fur PKC[ eine Regulation von Mcl-1 anzunehmen.

Kritisch ist an dieser Stelle anzumerken, dass die CLL-Zellen aus der Kokultur durch
Abspulen von der Stromazellschicht gewonnen wurden. Obwohl die Verunreinigung durch

mitabgespiilte Stromazellen fir sehr gering erachtet werden kann, sollten fir kinftige

%2 \v/gl. Martiny-Baron et al. 1993, S. 9195 f.
% vgl. Alkan et al. 2005, S. 100 ff.
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5 Diskussion

Versuche die Zellen durch geeignete Verfahren, z.B. mittels magnetischer Beads, separiert

werden, um jeden Kontaminationseffekt auszuschlief3en.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten CLL-Stroma-Kokultur-Versuchen wurden
hauptsachlich die Leukd&mie-Zellen untersucht. Gerade bei der Verwendung von PKC-
Inhibitoren in der Kokultur stellt sich allerdings die Frage, ob die Agenzien eher auf Seiten
der CLL oder des Stromas wirken. Zur Beantwortung dieser Frage wurden die Stromazellen
vor Beginn der Kokultur mit den Inhibitoren vorinkubiert; die Anzahl vitaler CLL-Zellen wurde
dann mit Anséatzen verglichen, in denen der Inhibitor die ganze Kultivierungsdauer Uber
wirken konnte. Ferner wurden Stromazellen alleine fiir 10 d mit Bisinindolylmaleimide I, Go
6976 und GO 6983 behandelt. Den Resultaten dieser Experimente zufolge ist die
Hauptwirkung der Substanzen gegen die CLL-Zellen gerichtet. Allerdings muss darauf
hingewiesen werden, dass die Bedingungen in der Stromazellmonokultur nicht denen der
Kokultur entsprechen. Obgleich die Ergebnisse Hinweise darauf liefern, dass primar die
Proteinkinase C der Leukamiezellen inhibiert wird, ist weiterhin unklar, welche Implikationen
fur die Wirkung der Inhibitoren die Interaktionen zwischen den CLL- und den Stromazellen in
sich bergen. Beispielsweise konnte das Enzym durch wechselseitige Stimulation auch auf
Seiten des Stromas induziert respektive aktiviert werden und damit den Inhibitoren ein
Angriffsziel bieten. Dies wirde das geringe Ansprechen der Fibroblasten ohne Kokultivierung
ebenfalls erklaren. In diesem Zusammenhang ergibt sich auch die Frage, welche Funktion
die Proteinkinase C auf Seiten der Stromazellen erfillt und ob sie fur die Vermittlung und
Aufrechterhaltung des Supports von Bedeutung ist. Dabei wére interessant zu klaren, wie die
PKC der Stromazellen diesen Support bewirkt und ob sie beispielsweise Uber eine vermehrte
Ausschittung von Zytokinen oder eine verstarkte Expression von Integrinen die Interaktionen
mit den Leukamiezellen ermdoglicht. Da die besagten Interaktionen aber bisher nicht
aufgeklart sind und dies auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht geschehen konnte,
bleibt letztere Uberlegung Spekulation. Auf diesem Gebiet ist fiirderhin intensive
Forschungsarbeit vonnéten. Versuche mit siRNA beispielsweise, in denen die PKC der

Stromazellen ausgeschaltet wird, kdnnten hier Aufschluss geben.

Wie aktuell Thematik der PKC-Inhibition ist, zeigen klinische Phase-I- und Phase-II-Studien
mit der Substanz Enzastaurin. Das peroral verabreichbare Praparat Enzastaurin-HCI inhibiert
PKCB und ander Isoenzyme und wird derzeit an CLL-Patienten getestet.** Ob und inwieweit
sich diese und andere Substanzen als Therapieoption fir die chronische lymphatische

Leuk&mie durchsetzen, wird die Zukunft zeigen.

% vgl. O’Brien 2008, S. 461
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5 Diskussion

Die Versuche mit PKC-Inhibitoren in der Kokultur besitzen aber auch deshalb klinische
Relevanz, weil CLL-Zellen mdglicherweise im Knochenmark vor der Chemotherapie
geschutzt sind; von dort konnte ein mdglicher Relaps seinen Ausgang nehmen. In diesem
Zusammenhang durften kiinftig auch die Suche nach Subpopulationen der CLL und deren
molekulare Charakterisierung mehr Raum einnehemen. Dadurch lasst sich vielleicht eine
selektivere Therapie erreichen, die insbesondere gegen diejenigen Zellen gerichtet ist, die
fur den Stromasupport suszeptibel sind. Da Krankheitsaktivitdt und molekulare Spezifika von
Patient zu Patient variieren, wird kinftig das Augenmerk auf einer dem jeweiligen Patienten
individuell angepassten Therapie liegen. Dabei wird der Einsatz von spezifisch wirksamen
Medikamenten wie Enzyminhibitoren oder Agenzien, die proapoptotische Proteine blockieren
(Wirkprinzip z.B. analog der Substanz ABT-737), im Vordergrund stehen und die
unspezifische Chemotherapie mit Substanzen wie Chlorambucil ablésen. Als weiteres
Forschungsziel ware auf die Entwicklung von Substanzen zu hoffen, die spezifisch Enzyme
wie die PKC in CLL-Zellen, nicht aber in anderen Zellen des Kérpers hemmen, und somit ein

weit geringeres Nebenwirkungsspektrum besitzen.

68



6 Anhang

6.1 Literaturverzeichnis

A

Abrams ST, Lakum T, Lin K, Jones GM, Treweeke AT, Farahani M, Hughes M, Zuzel M,
Slupsky JR.

B-cell receptor signaling in chronic lymphocytic leukemia cells is regulated by overexpressed
active protein kinase C betal ll.

Blood. 2007 Feb 1;109(3):1193-201. Epub 2006 Sep 26.

Alkan S, Huang Q, Ergin M, Denning MF, Nand S, Maududi T, Paner GP, Ozpuyan F, Izban
KF.

Survival role of protein kinase C (PKC) in chronic lymphocytic leukemia and determination of
isoform expression pattern and genes altered by PKC inhibition.

Am J Hematol. 2005 Jun;79(2):97-106.

B

Barragan M, Bellosillo B, Campas C, Colomer D, Pons G, Gil J.

Involvement of protein kinase C and phosphatidylinositol 3-kinase pathways in the survival of
B-cell chronic lymphocytic leukemia cells.

Blood. 2002 Apr 15;99(8):2969-76.

Barragan M, Campas C, Bellosillo B, Gil J.
Protein kinases in the regulation of apoptosis in B-cell chronic lymphocytic leukemia.
Leuk Lymphoma. 2003 Nov;44(11):1865-70. Review

Barragan M, de Frias M, Iglesias-Serret D, Campas C, Castafio E, Santidrian AF, Coll-Mulet
L, Cosialls AM, Domingo A, Pons G, Gil J.

Regulation of Akt/PKB by phosphatidylinositol 3-kinase-dependent and -independent
pathways in B-cell chronic lymphocytic leukemia cells: role of protein kinase C{beta}.

J Leukoc Biol. 2006 Dec;80(6):1473-9. Epub 2006 Aug 29.

Boelens J, Lust S, Vanhoecke B, Offner F.
Chronic lymphocytic leukaemia
Anticancer Res. 2009 Feb;29(2):605-15. Review

Byrd JC, Stilgenbauer S, Flinn IW.
Chronic lymphocytic leukemia.
Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 2004:163-83. Review

69



6 Anhang

C

Caligaris-Cappio F, Hamblin TJ:
B-cell chronic lymphocytic leukemia: a bird of a different feather.
J Clin Oncol. 1999 Jan;17(1):399-408. Review

Caligaris-Cappio F, Ghia P.

Novel insights in chronic lymphocytic leukemia: are we getting closer to understanding the
pathogenesis of the disease?

J Clin Oncol. 2008 Sep 20;26(27):4497-503. Epub 2008 Jul 28. Review

Carlo-Stella C, Di Nicola M, Turco MC, Cleris L, Lavazza C, Longoni P, Milanesi M, Magni M,
Ammirante M, Leone A, Nagy Z, Gioffré WR, Formelli F, Gianni AM.

The anti-human leukocyte antigen-DR monoclonal antibody 1D09C3 activates the
mitochondrial cell death pathway and exerts a potent antitumor activity in lymphoma-bearing
nonobese diabetic/severe combined immunodeficient mice.

Cancer Res. 2006 Feb 1,;66(3):1799-808.

Cho BB, Toledo-Pereyra LH.
Caspase-independent programmed cell death following ischemic stroke.
J Invest Surg. 2008 May-Jun;21(3):141-7. Review.

D

Decker T, Hipp S, Hahntow I, Schneller F, Peschel C.

Expression of cyclin E in resting and activated B-chronic lymphocytic leukaemia cells: cyclin
E/cdk2 as a potential therapeutic target.

Br J Haematol. 2004 Apr;125(2):141-8.

E

Eckelman BP, Salvesen GS, Scott FL.
Human inhibitor of apoptosis proteins: why XIAP is the black sheep of the family.
EMBO Rep. 2006 Oct;7(10):988-94. Review

Elbashir SM, Harborth J, Lendeckel W, Yalcin A, Weber K, Tuschl T.
Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured mammalian cells.
Nature. 2001 May 24;411(6836):494-8.

G

Gandhi V, Balakrishnan K, Chen LS.
Mcl-1: the 1 in CLL.
Blood. 2008 Nov 1;112(9):3538-40.

Ghia P, Chiorazzi N, Stamatopoulos K.

Microenvironmental influences in chronic lymphocytic leukaemia: the role of antigen
stimulation.

J Intern Med. 2008 Dec;264(6):549-62. Review

Guipaud O, Deriano L, Salin H, Vallat L, Sabatier L, Merle-Béral H, Delic J:
B-cell chronic lymphocytic leukaemia: a polymorphic family unified by genomic features.
Lancet Oncol. 2003 Aug;4(8):505-14. Review

70



6 Anhang

H

Hanada M, Delia D, Aiello A, Stadtmauer E, Reed JC.

bcl-2 gene hypomethylation and high-level expression in B-cell chronic lymphocytic
leukemia.

Blood. 1993 Sep 15;82(6):1820-8.

Holcik M, Gibson H, Korneluk RG.
XIAP: apoptotic brake and promising therapeutic target.
Apoptosis. 2001 Aug;6(4):253-61. Review.

Hussain SR, Cheney CM, Johnson AJ, Lin TS, Grever MR, Caligiuri MA, Lucas DM, Byrd JC.
Mcl-1 is a relevant therapeutic target in acute and chronic lymphoid malignancies: down-
regulation enhances rituximab-mediated apoptosis and complement-dependent cytotoxicity.
Clin Cancer Res. 2007 Apr 1;13(7):2144-50.

J

Jiang X, Wang X.
Cytochrome C-mediated apoptosis.
Annu Rev Biochem. 2004;73:87-106. Review.

K

Kerr, J. F., Wyllie, A. H., and Currie, A. R.
Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide-ranging implications in tissue kinetics.
Br.J.Cancer 26 (4), (1972) 239 — 257

L

Labi V, Erlacher M, Kiessling S, Villunger A.
BH3-only proteins in cell death initiation, malignant disease and anticancer therapy.
Cell Death Differ. 2006 Aug;13(8):1325-38. Epub 2006 Apr 28. Review

Lagneaux L, Delforge A, Bron D, De Bruyn C, Stryckmans P.

Chronic lymphocytic leukemic B cells but not normal B cells are rescued from apoptosis by
contact with normal bone marrow stromal cells.

Blood. 1998 Apr 1;91(7):2387-96.

Liang Q, Li W, Zhou B.
Caspase-independent apoptosis in yeast.
Biochim Biophys Acta. 2008 Jul;1783(7):1311-9. Epub 2008 Mar 2. Review.

71



6 Anhang

M

Martiny-Baron G, Kazanietz MG, Mischak H, Blumberg PM, Kochs G, Hug H, Marmé D,
Schéachtele C.

Selective inhibition of protein kinase C isozymes by the indolocarbazole G& 6976.

J Biol Chem. 1993 May 5;268(13):9194-7.

Mellor H, Parker PJ.
The extended protein kinase C superfamily.
Biochem J. 1998 Jun 1;332 ( Pt 2):281-92. Review

Michels J, Johnson PW, Packham G.
Mcl-1.
Int J Biochem Cell Biol. 2005 Feb;37(2):267-71. Review.

Michie AM, Nakagawa R.
Elucidating the role of protein kinase C in chronic lymphocytic leukaemia.
Hematol Oncol. 2006 Sep;24(3):134-8. Review

Montillo M, Hamblin T, Hallek M, Montserrat E, Morra E.

Chronic lymphocytic leukemia: novel prognostic factors and their relevance for risk-adapted
therapeutic strategies.

Haematologica. 2005 Mar;90(3):391-9. Review

Morizane Y, Honda R, Fukami K, Yasuda H.

X-linked inhibitor of apoptosis functions as ubiquitin ligase toward mature caspase-9 and
cytosolic Smac/DIABLO.

J Biochem. 2005 Feb;137(2):125-32.

Munk-Pedersen |, Reed J.
Microenvironmental interactions and survival of CLL B-cells.
Leuk Lymphoma. 2004 Dec;45(12):2365-72. Review

o

O'Brien S.
New Agents in the treatment of CLL
Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 2008:457-64.

P

Packham G, Stevenson FK.

Bodyguards and assassins: Bcl-2 family proteins and apoptosis control in chronic
lymphocytic leukaemia.

Immunology. 2005 Apr;114(4):441-9. Review.

Pepper C, Lin TT, Pratt G, Hewamana S, Brennan P, Hiller L, Hills R, Ward R, Starczynski J,
Austen B, Hooper L, Stankovic T, Fegan C.

Mcl-1 expression has in vitro and in vivo significance in chronic lymphocytic leukemia and is
associated with other poor prognostic markers.

Blood. 2008 Nov 1;112(9):3807-17. Epub 2008 Jul 3.

72



6 Anhang

R

Ringshausen |, Schneller F, Bogner C, Hipp S, Duyster J, Peschel C, Decker T.
Constitutively activated phosphatidylinositol-3 kinase (PI-3K) is involved in the defect of
apoptosis in B-CLL: association with protein kinase Cdelta.

Blood. 2002 Nov 15;100(10):3741-8. Epub 2002 Jul 12.

Ringshausen I, Oelsner M, Weick K, Bogner C, Peschel C, Decker T.
Mechanisms of apoptosis-induction by rottlerin: therapeutic implications for B-CLL.
Leukemia. 2006 Mar;20(3):514-20.

S

Snowden RT, Sun XM, Dyer MJ, Cohen GM.

Bisindolylmaleimide IX is a potent inducer of apoptosis in chronic lymphocytic leukaemic
cells and activates cleavage of Mcl-1.

Leukemia. 2003 Oct;17(10):1981-9.

T

Tuschl T, Borkhardt A.

Small interfering RNAs: a revolutionary tool for the analysis of gene function and gene
therapy.

Mol Interv. 2002 Jun;2(3):158-67. Review

z

Zhou P, Qian L, Kozopas KM, Craig RW.

Mcl-1, a Bcl-2 family member, delays the death of hematopoietic cells under a variety of
apoptosis-inducing conditions.

Blood. 1997 Jan 15;89(2):630

Zimmermann KC, Bonzon C, Green DR.
The machinery of programmed cell death.
Pharmacol Ther. 2001 Oct;92(1):57-70. Review

73






6 Anhang

6.2 Danksagung

Mein Dank gilt an erster Stelle PD Dr. med. Ingo Ringshausen fir die Uberlassung des
Themas. Prof. Dr. med. Christian Peschel, dem Ordinarius der Ill. Medizinischen Klinik am
Klinikum rechts der Isar, Minchen, danke ich fur die Moglichkeit der Promotion in seiner

Abteilung.

Gedankt sei ferner den Mitgliedern der AG Ringshausen fir ihre Unterstlitzung und die gute

Zusammenarbeit, im Einzelnen:

cand. med.” Viola Biberacher
Dr. med. Christian Bogner
cand. med.” Angela Lackermeier
Dr. rer. nat. Gloria Lutzny
Madlen Oelsner (TA)

Michaela Wagner (TA)

Besonders dankbar bin ich Madlen Oelsner und Michaela Wagner fiir ihre Geduld und Hilfe
in allen technisch-methodischen und sonstigen Belangen und Viola Biberacher fir die

zahlreichen kritischen und anregenden Gesprache im Labor, auch zu spater Stunde.

Fur materielle, technische und ideele Unterstlitzung bei der Laborarbeit danke ich meinem
guten Freund cand. med.” Christian Fritz, Drs. rer. nat.” Nikolas Kaltz und PD Dr. rer. nat.
Robert Ostendoorp, auferdem Prof. Dr. med. Edgar Mayr, dem Ordinarius der

Unfallchirurgie am Klinikum Augsburg, fir seine unbirokratische und unkomplizierte Hilfe.

Ohne die Unterstitzung meiner Eltern ware diese Arbeit — wie das meiste andere in meinem
Leben — nicht zustande gekommen, ihnen mdchte ich an dieser Stelle herzlich danken. Als
Vorbild v.a. in formalen Dingen bin ich meinem Bruder Ludwig zu besonderem Dank

verpflichtet.

" Titel nur im hochschulinternen Gebrauch

75






6 Anhang

6.3 Curriculum vitae

Zur Person

Benedikt MartinJosef Lampl

geboren am 29.08.1983

in Furstenfeldbruck

Schulischer Werdegang

09/1990 — 07/1994

09/1994 — 07/2003

07/2003

Studium

10/2003 — 06/2010

08/2005

ab 10/2005

08/2007

02/2009 - 01/2010
02 — 06/2009

06 — 10/2009

10 - 11/2009
11/2009 - 01/2010
06/2010

07/2010

Friedrich-Ebert-Grundschule, Augsburg
Humanistisches Gymnasium bei St. Stephan, Augsburg

Abitur

Studium der Humanmedizin an der Ludwig-Maximilians-
Universitat/Technischen Universitat Miinchen

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
Klinisches Studium an der Technischen Universitat Minchen
Chirurgische Auslands-Famulatur in Benha, Agypten

Praktisches Jahr

Anasthesiologie am Klinikum rechts der Isar, Minchen, und am
Deutschen Herzzentrum Minchen

Innere Medizin am Krankenhaus Bozen, Italien

Gefal3- und Thoraxchirurgie am Krankenhaus Bozen, Italien
Chirurgie am Queen Mary Hospital, Hong Kong, China

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Approbation als Arzt

Wissenschaftliche Arbeiten

12/2006 — 05/2009
12/2009 — 01/2010

Dissertation

Lung Cancer Resection in Elderly Patients: VATS offers faster recovery
Staffa J., Lampl B., Sihoe A.

Prasentation der Ergebnisse als Poster bei der 18th European
Conference on General Thoracic Surgery in Valladolid — Spanien,
30.05.2010 — 02.06.2010

77



