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1 Einleitung 

1.1 Chronisch lymphatische Leukämie 

1.1.1 Epidemiologie  

Die chronisch lymphatische Leukämie (CLL) ist  mit 30% al ler Leukämien die 

häufigste Leukämieform in der westl ichen Welt.   

Die CLL wird zu den niedrig mal ignen B-Zel l-Non-Hodgkin-Lymphomen 

gerechnet. Betroffen sind vor al lem ältere Menschen, das mitt lere 

Erkrankungsalter l iegt bei 70 Jahren. Männer erkranken etwas häufiger als 

Frauen mit einer Geschlechtervertei lung von Männern zu Frauen von 1,7:1 

[91]. 

1.1.2 Pathogenese  

Pathophysiologisch ist  die CLL gekennzeichnet durch die Akkumulat ion von 

funktionel l  inkompetenten monoklonalen B-Lymphozyten vorrangig in Blut, 

Knochenmark, Lymphknoten, Leber und Milz. Die klonalen Zel len sind in 

einem intermediären Stadium zwischen Prä-B-Zel len und rei fen B-Zel len 

arret iert .   

Als Auslöser der Erkrankung wird eine Stimulation durch Auto- und Fremd-

antigene, zum Beispiel  im Rahmen chronischer Infektionen, diskutiert  [21]. 

Die Pathogenese der CLL ist bis heute nicht vol lständig geklärt ,  man geht 

jedoch davon aus, dass zu einem großen Tei l  ein Apoptosedefekt für die 

Akkumulation der mal ignen Zel len verantwort l ich ist.  Entsprechend zeichnen 

CLL-Zel len sich durch eine Überexpression verschiedener antiapoptot ischer 

Proteine, einhergehend mit einer verlängerten Lebenszeit ,  aus [83].   

Der größte Tei l  der mal ignen B-Zel lk lone ist  in der G0/frühen G1-Phase des 

Zel lzyklus arretiert.  Prol i fer ierende Zel len hingegen f inden sich in Pseudo-
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fol l ikeln in sogenannten Prol i ferat ionszentren in Lymphknoten und 

Knochenmark. Sie fül len den Bestand an malignen Zel len im peripheren Blut 

und können Ausgangspunkt von Rezidiven sein [20, 21]. 

Bisher ging man davon aus, dass nur ein sehr kleiner Tei l  der CLL-Zel len 

prol i feriert.  Neuere kinet ische Studien konnten jedoch Prol i ferat ionsraten von 

bis zu 1,75 % der Zel lk lone nachweisen mit großen interindividuel len 

Unterschieden zwischen den Patienten. Höhere Prol i ferat ionsraten scheinen 

mit einem aggressiveren Krankheitsverlauf einherzugehen [73]. 

Die in vivo sehr langlebigen CLL-Zel len sterben in vi tro meist sehr rasch, so 

dass offensichtl ich Mil ieufaktoren zum Überleben der Zel len beitragen. 

Diesen sogenannten „Microenvironmental factors“ wird heute eine wichtige 

Rol le bei der Pathogenese der CLL zugeschrieben. Verantwort l ich hierfür 

sind in erster Linie Stromazel len und aktivierte T-Zel len beziehungsweise 

andere CD40-Liganden. Die Überlebenssignale werden sowohl durch lösl iche 

Liganden über den B-Zel lrezeptor,  Zyto- und Chemokinrezeptoren, als auch 

durch direkten Zel lkontakt vermittel t  [21].   

Um diese Bedingungen in vi tro zu imit ieren, können CLL-Zel len zusammen 

mit Helferzel len kokult iv iert  werden. Hierfür werden in erster Linie humane 

oder murine Fibroblastenzel l l inien oder auch primäre Stromazel len 

verwendet. Durch direkten Zel l-Zel l-Kontakt mit  den CLL-Zel len vermindern 

sie deren Spontanapoptose [60, 61].   

1.1.3 Zyto- und Molekulargenetische Aberrationen 

CLL-Zel len zeichnen sich durch stark verminderte Oberf lächenimmun-

globul ine aus. Am häufigsten wird aberrant IgM mit oder ohne IgD exprimiert.  

Die malignen Zel len tragen das T-Zel l-assozi ierte Antigen CD5, sowie die B-

Zel l-assozi ierten Antigene CD19, CD20 und CD23 an ihrer Oberf läche [90]. 
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Die CLL ist  eine sehr heterogene Erkrankung mit variablen Verläufen. In den 

letzten Jahren wurden verschiedene Marker als mögl iche Prädiktoren für den 

Verlauf der Erkrankung identi f iz iert.  So ist die Expression von CD38, sowie 

von ZAP70, einem intrazel lulären Signaltransduktionsprotein, mit  einem 

aggressiveren Krankheitsverlauf assozi iert .  Ebenso gehen fehlende 

somatische Mutationen in den umgelagerten Immunglobul ingenen mit einer 

ungünstigeren Prognose einher. 

Es wurden verschiedene chromosomale Aberrat ionen gefunden, jedoch keine 

einheit l iche Mutat ion in al len CLL-Zel len. Die häufigste zytogenetische 

Alterat ion (über 50% der Fäl le) ist  eine Delet ion von Chromosom 13q14.3,  

aber auch Deletionen auf den Chromosomen 11 und 17 konnten nach-

gewiesen werden. Diese sind mit dem Verlust von Tumorsuppressorgenen 

assozi iert ,  wie regulatorischer micro-RNAs, p53, RB oder ATM [21]. 

1.1.4 Klinik 

Klinisch f indet sich neben Lymphknotenvergrößerungen häufig eine Spleno- 

und Hepatomegal ie, tei lweise auch eine leukämische Inf i l t rat ion der Haut. 

Nur etwa 10 % der Erkrankten zeigen ini t ial  die typischen B-Symptome mit 

Fieber, Nachtschweiß, Gewichtsverlust und Fatigue. 

Im Labor zeigt sich eine Lymphozytose im peripheren Blut (meist über 10 000 

B-Lymphozyten/μ l )  und Knochenmark mit monoklonalen, histopathologisch 

rei f  wirkenden Zel len. 

Bereits bei Krankheitsbeginn kann eine Anämie, Granulo- oder Thrombo-

zytopenie vorl iegen. Diese ist meist mi ld ausgeprägt und häufig durch 

beglei tende autoimmunologische Phänomene bedingt.  Ebenfal ls 

charakter ist isch ist eine Hypogammaglobul inämie. 
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In fortgeschri t tenen Krankheitsstadien kommt es zu zunehmender Inf i l t rat ion 

verschiedener Organsysteme mit Knochenmarkinsuff iz ienz, meist sterben die 

Patienten an interkurr ierenden Infekten. 

Die CLL wird nach Rai (1976, 1990) und Binet (1981) in drei verschiedene 

Stadien eingetei l t .  Zur Eintei lung der Patienten in dieser Arbeit wurde die 

Klassif ikation nach Binet verwendet, die im Folgenden kurz dargestel l t  sei:   

Stadium Merkmale 
Überlebenszeit 

(Monate) 

A < 3 vergrößerte Lymphknotenregionen * > 120 

B > 3 vergrößerte Lymphknotenregionen * 60 

C 

Hb < 10,0 g/dl  und/oder 
Thrombozytopenie < 100.000/μ l  

 
Lymphknotenstatus irrelevant 

24 

 

(* Hb > 10,0 g/dl  und Thrombozyten > 100.000 /μ l )  

[11, 91] 

1.1.5 Therapie 

Asymptomatische Patienten in den Stadien Binet A und B werden nicht 

therapiert ,  sondern engmaschig überwacht. 

Eine Therapieindikat ion besteht im Stadium Binet C oder bei rascher 

Krankheitsprogression (Lymphozytenverdopplungszeit  unter sechs Monaten) 

sowie auch in frühen Stadien bei symptomatischen Patienten, z.B. mit  B-

Symptomatik, symptomatischer Anämie oder Thrombozytopenie, 

autoimmunologischen Phänomene oder wiederholten Infektionen.  

Für die Chemotherapie werden Purinanaloga wie Fludarabin und Alkylantien 

wie Chlorambuci l  und Bendamustin verwendet. Neuere Entwicklungen stel len 

monoklonale Antikörper wie Rituximab (anti-CD20) und Alemtuzumab (anti-

CD52) dar.  
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Alle bisher angewandten Therapieschemata können jedoch den Krankheits-

verlauf ledigl ich hinauszögern und die CLL bleibt meist eine unhei lbare 

Erkrankung. Eine Ausnahme ist die al logene Stammzell transplantation, die 

jedoch nur bei jüngeren Patienten nach Versagen der konventionel len 

Therapie in Erwägung gezogen werden kann [11, 35, 89]. 

1.2 Molekulare Mechanismen der Apoptoseresistenz in der 

CLL 

Für die Akkumulation maligner Zel lk lone bei der chronisch lymphatischen 

Leukämie sind sehr viele verschiedene Parameter verantwort l ich. Eine 

zentrale Rol le spiel t  dabei ein verändertes Expressionsprofi l  Apoptose-

regul ierender Proteine. In Abbi ldung 1 ist  ein vereinfachtes Schema des 

Apoptosemechanismus dargestel l t .  Man unterscheidet einen extr insischen 

(akt iviert  über Ligandenbindung an Rezeptoren der TNF-α-Rezeptorfamil ie, 

z.B. CD95) und einen intr insischen Aktivierungsweg (akt iv iert  unter anderem 

durch Zel lstress, Zytotoxine, Bestrahlung, fehlende Signale durch 

Wachstumsfaktoren), bei dem die Freisetzung von Cytochrom c aus den 

Mitochondrien eine zentrale Rol le spielt .  Dieses bindet an APAF-1, welches 

daraufhin Heterodimere mit Procaspase 9 ausbi ldet, das sogenannte 

Apoptosom, die akt ive Form der Caspase 9. Gemeinsame Endstrecke von 

extr insischem und intr insischem Apoptoseweg ist die Akt ivierung von 

Effektorcaspasen, insbesondere der Caspasen 3,6 und 7, welche schl ießl ich 

die apoptot ischen Veränderungen einlei ten. Dabei kommt es zu 

Zel lschrumpfung, Vesikelbi ldung („Blebbing“), Verlust der Membranen-

assymmetr ie, Kernfragmentierung, Chromatinkondensation und letzt l ich zum 

Zel l tod [13, 48]. 

Die BCL-2-Famil ie ist  eine Famil ie Apoptose-regul ierender Proteine, die bis 

zu vier homologe Domänen gemeinsam haben: BCL-2 homology domains 1-4 
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(BH1-4). Die antiapoptotischen Proteine der Famil ie enthalten al le vier 

Homologiedomänen. Wichtige Vertreter sind BCL-2, BCL-XL und MCL-1.  

Die proapoptotischen Mitgl ieder der Famil ie werden untertei l t  in Effektor-

proteine und regulator ische BH3-only Proteine. Die Effektorproteine BAX und 

BAK enthalten die homologen Domänen BH1-3. Bei Akt ivierung durch 

proapoptot ische Stimul i  formen sie Ol igomere, die Poren in der äußeren 

Mitochondrienmembran ausbi lden. Durch diese Poren gelangen Aktivatoren 

der Apoptose, insbesondere Cytochrom c, aus dem intermembranösen Raum 

in das Zytosol.  

Ligand
Todesrezeptor FAS Apoptotische Stimuli

Apoptose

 

Abbildung 1: Apoptose 
(modif iz ierte Abbi ldung aus Arthri t is Res., Mak et al . ,  Signal ing for survival 
and apoptosis in the immune system [70]) 
 

Die Mitgl ieder der proapoptot ischen regulator ischen Untergruppe der BCL-2-

Famil ie entsprechen sich nur in der BH3 Domäne, die Proteine werden 

dementsprechend „BH3-only proteins“ genannt. Dazu gehören unter anderem 
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BID, BAD, BIM, PUMA und Noxa. Man geht davon aus, dass al le Proteine der 

BH3-Untergruppe Apoptosevorgänge indirekt durch Bindung und 

Antagonisierung antiapoptotischer Proteine unterstützen. In der Folge wird 

die Schwelle für die Akt ivierung von BAX und BAK herabgesetzt und die 

Apoptose begünstigt.  Dabei binden BID, BIM und PUMA an al le anti-

apoptot ischen BCL-2-Proteine, während andere „BH3-only proteins“ jewei ls 

spezif ische Bindungen eingehen, zum Beispiel  Noxa mit MCL-1.  

Der exakte Mechanismus der Akt ivierung von BAX und BAK und die Rol le der 

„BH3 only Proteine“ ist  nicht abschl ießend geklärt.  Hierzu gibt es zwei 

gängige Model lvorstel lungen:  

Das „indirekte Model l“  geht davon aus, dass BAX und BAK normalerweise an 

antiapoptot ische Proteine gebunden und dadurch inaktiv iert s ind. Bei  

Zel lstress kommt es zur Induktion und Aktivierung von BH3-only Proteinen, 

die daraufhin an die Inhibi toren binden, diese antagonisieren und somit 

indirekt zur Freisetzung und Aktivierung von BAX und BAK führen.  

Beim „direkten Model l“  wird vermutet,  dass die Proteine BID und BIM die 

Effektorproteine BAX und BAK auch direkt akt ivieren können. Mittels 

Kernspinresonanzspektroskopie konnten direkte Interaktionen zwischen BIM 

und BAX nachgewiesen werden [36], auch eine Bindung zwischen BID und 

BAX konnte in vi tro gezeigt werden [68],  was beides die Theorie einer 

direkten Aktivierung unterstützt [22]. 

Die Wirkweise der antiapoptot ischen Proteine ist  ebenfal ls Gegenstand 

intensiver Forschung. Dabei konnte gezeigt werden, dass BCL-2 Hetero-

dimere mit proapoptot ischen Proteinen wie BAX und BAK bi ldet und dadurch 

deren Aktivierung verhindert. Zum anderen kann BCL-2 das proapoptotische 

BIM direkt binden und sequestrieren [30], [18]. 

Für die vol le ant iapoptotische Aktivi tät ist  eine Phosphoryl ierung von BCL-2 

nötig, insbesondere an Serin 70: p(ser)70-BCL-2 [41].  Die Phosphoryl ierung 
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regul iert  die Interaktion mit proapoptot ischen Proteinen und verhindert den 

Abbau von BCL-2 [17].  Verschiedene potentiel le BCL-2-Kinasen wurden 

Zel l typ-abhängig identi f iz iert ,  darunter insbesondere PKCs und MAP-Kinasen 

[97]. 

BCL-2 wird in der CLL verstärkt exprimiert,  ursächl ich ist vermutl ich die 

Delet ion oder verminderte Expression regulatorischer micro-RNA’s: miR-15 

und miR16 [23].  Auch eine verminderte Methyl ierung des BCL-2-Promotors 

wird diskut iert  [37].  Zudem l iegt BCL-2 in CLL-Zel len im Vergleich zu 

normalen B-Zel len vermehrt in phosphoryl ierter und somit aktiver Form vor,  

was mutmaßlich mitunter durch Veränderungen im PKC-Expressionsprofi l  

bedingt ist [115]. 

Ebenso wie BCL-2 wird auch MCL-1 in CLL-Zel len vermehrt exprimiert .  MCL-

1 bef indet sich zum großen Tei l  an der äußeren Mitochondrienmembran. Wie 

BCL-2 begünstigt MCL-1 das Zel lüberleben, indem es an proapoptot ische 

Proteine bindet und diese inhibiert .  MCL-1 ist ein wicht iger Inhibitor von BAK 

[110], aber auch Interaktionen mit BH3-only Proteinen, insbesondere BIM und 

BID sind beschrieben [74],  [114]. 

MCL-1 zeichnet sich durch eine sehr kurze Halbwertszeit aus. Bedingt durch 

zwei PEST Domänen in der Proteinstruktur (Aminosäuresequenz, reich an 

Prol in, Glutamat, Serin und Threonin, welche eine rasche Degradation des 

Proteins bedingt) wird MCL-1 in der Zel le rasch abgebaut [74].  

Eine weitere Gruppe Apoptose hemmender Proteinen sind die „Inhibi tor of 

apoptosis Proteine“ ( IAPs), welche nicht zur BCL-2-Famil ie gehören. 

Wichtige Vertreter mit  vermehrter Expression in der CLL sind XIAP und 

Survivin. Sie verhindern die Apoptose durch direkte Inhibierung von 

Caspasen.  

Zusammenfassend ist  das Apoptose–Antiapoptose–Gleichgewicht in der CLL 

stark in Richtung Antiapoptose verschoben. Zentrale Ursache ist die 
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Überexpression verschiedener ant iapoptot ischer Proteine. Diese ist  zum 

einen bedingt durch Veränderungen in den CLL-Zel len selbst,  zum anderen 

induziert  durch die protekt iv wirkenden Stromazel len [17], (s iehe auch 1.1.2). 

1.3 Proteinkinase C 

Die Proteinkinase C ist eine Famil ie von intrazel lulären Signaltransduktions-

molekülen, die in verschiedene Signaltransdukt ionswege involviert  s ind. 

PKCs sind an der Regul ierung wichtiger Zel l funkt ionen wie Prol i feration, 

Dif ferenzierung, Zel lüberleben und Apoptose betei l igt [26, 84].   

Es werden drei Subfamil ien untschieden: Die klassischen PKCs (PKC-α ,  

PKC-β I ,  PCK-β I I ,  PKC-γ)  benötigen DAG und Calcium zur Aktivierung, die 

neuen PKCs (PKC-δ ,  PKC-ε ,  PKC-η ,  PKC-θ)  werden durch DAG al leine 

aktiviert,  atypische PKCs (PKC-ζ ,  PKC- ι)  benötigen weder Calcium noch DAG 

als Kofaktor. Nach Akt ivierung werden PKCs an zel luläre Membranen 

transport iert  und fungieren dort als Serin/Threonin-Kinasen. Zudem geht die 

Aktivierung mit einer Auto- und Transphosphoryl ierung der PKC einher, 

wodurch die Signaltransdukt ion modul iert  werden kann [85, 96].  Das 

Expressionsprofi l  der Isoformen vari iert  zwischen den verschiedenen 

Zel l typen. In CLL-Zel len werden vor al lem die Isoformen β ,  γ ,  δ  und ζ  

exprimiert [75]. Die Ergebnisse verschiedener Gruppen legen nahe, dass 

eine Veränderung des PKC-Expressionsprofi ls eine Rol le bei der 

Pathogenese der CLL spiel t  und zur Verminderung der Apoptoserate und 

Begünstigung des Überlebens beiträgt. So konnten zum Beispiel  Abrams et 

al .  zeigen, dass PKC-β I I  in CLL-Zel len überexprimiert wird, einhergehend mit  

Veränderungen der Signaltransduktion über den B-Zel lrezeptor [2].  In 

früheren Studien unserer Arbeitsgruppe demonstr ierten zum Büschenfelde et 

al . ,  dass in ZAP-70- posit iven Zel len (siehe 1.1.3 Zyto- und 

Molekulargenetische Aberrat ionen) B-Zel lrezeptor vermittel te Signale 
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konsti tut iv verstärkt s ind und dies mit  einer vermehrten Akt ivierung von PKC-

β I I  assozi iert  ist [115]. 

1.4 Immuntoxine 

Monoklonale Antikörper haben in den letzten Jahren die Tumortherapie 

revolutioniert ,  da sie einen tumorzel lspezif ischeren Ansatz bieten und somit 

geringere systemische Nebenwirkungen haben. Sie sind gegen bestimmte 

Marker gerichtet,  die auf der Oberf läche maligner Zel len im Vergleich zu 

gesunden Zel len verstärkt exprimiert  sind, und vermitteln so geziel ter den 

Zel l tod der Tumorzel len. Die Mechanismen, welche letztendl ich zum Zel l tod 

führen, sind vom Target abhängig und beinhalten zum Beispiel  die Induktion 

einer zel lvermittel te Lyse der antikörpermarkierten Zel len (durch zytotoxische 

T-Zel len, natürl iche Ki l lerzel len oder Makrophagen), eine Aktivierung des 

Komplementsystems oder die Apoptoseindukt ion infolge der Antikörper-

bindung [67].  Al lerdings sind die Zielmoleküle meist auch in geringerer 

Anzahl auf gesunden Zel len exprimiert,  so dass auch monoklonale Ant ikörper 

keinen vol lständig tumorspezif ischen Ansatz darstel len. Zudem vermögen sie 

als Monotherapie die malignen Zel len meist nicht hinreichend zu reduzieren, 

so dass sie häufig in Kombination mit einer systemischen Chemotherapie 

eingesetzt werden müssen. 

Immuntoxine sind Fusionsproteine aus einer zel lbindenden Komponente, 

meist ein monoklonaler Antikörper, und einem Toxin. Sie verbinden somit die 

Spezif i tät eines monoklonalen Antikörpers mit der zytotoxischen Potenz 

eines Toxins. Als toxische Komponente werden überwiegend bakteriel le 

Toxine wie das Exotoxin A aus Pseudomonas aeruginosa oder das 

Diphterietoxin verwendet. Immuntoxine werden heute meist rekombinant 

hergestel l t .   
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BL22 ist  ein chimäres Protein aus der variablen Region eines monoklonalen 

Antikörpers gegen CD22 und dem Fragment PE38 des Pseudomonas 

Exotoxins. Letzteres blockiert nach Aufnahme in die Zel le die Proteinbio-

synthese durch ADP-Ribosyl ierung des Elongationsfaktors 2 [87] (siehe 

Abbi ldung 2). 

CD22 ist ein Oberf lächenmolekül der Immunglobulin-Superfamil ie und 

modul iert  B-Zel lrezeptorsignale. CD22 wird stark exprimiert  in der Haarzel l-

leukämie und in geringerem Ausmaß auch in der CLL, verschiedenen 

Lymphomen sowie rei fen B-Zel len [38, 56]. 

Dementsprechend zeigt BL22 in kl inischen Studien gute Wirkung bei 

Patienten mit Haarzel l-Leukämie mit kompletten Remissionsraten zwischen 

40-60% [54, 55].  Unerwünschte Nebenwirkungen sind Fatigue, Myalgien, 

milde Transaminasenerhöhungen, ein Hämolyt isch-urämisches Syndrom 

sowie ein Vascular-Leak-Syndrom [55].  

Bei Patienten mit CLL konnten in einer Phase I  Studie mit BL22 nur 

marginale Erfolge verzeichnet werden, vermutl ich da nur unzureichend 

Zielmoleküle in Form von CD22 auf der Zel loberf läche exprimiert  sind [54].  

Immuntoxine auf Basis von Pseudomonas Exotoxin A führen über eine 

Inhibi t ion der Proteinbiosynthese zur Induktion von Apoptose. So konnten 

Decker et al .  [28] nachweisen, dass BL22 bei CLL-Zel len über Induktion des 

intr insischen Apoptosewegs in vi tro zytotoxisch wirkt.  Die Apoptoseindukt ion 

ist  jedoch auch abhängig von der Zahl der CD22-Moleküle auf der Oberf läche 

und nur moderat in Zel len mit niedriger CD22-Expression. Die molekularen 

Mechanismen, welche nach Blockade der Proteinbiosynthese zur Einlei tung 

der Apoptose führen, sind unbekannt. 

Eine Weiterentwicklung von BL22 stel l t  HA22 (R490A) dar, welches sich 

durch eine stärkere Bindungsaff ini tät für CD22 und demzufolge verbesserte 

spezif ische Zytotoxizi tät auszeichnet [6]. 



Einleitung 
 

12

 

Abbildung 2: Immuntoxin BL22 
Aus Nature Reviews / Cancer, Pastan et al . ,  Immunotoxin therapy of cancer 
[87] 
 

1.5 Bryostatin 1 

Bryostatin 1 ist  ein makrozykl isches Lakton, das aus der Meeresalge Bugula 

neri t ina isol iert wurde. Die molekulare Struktur ist sehr komplex (siehe 

Abbi ldung 3).  Heute werden Bryostatin-1-Analoga überwiegend synthetisch 

hergestel l t .  Bisher wurden über zwanzig verschiedene Bryostatine 

identi f iz iert .  Im Folgenden wird für Bryostat in 1 vereinfachend die 

Bezeichnung Bryostat in verwendet. 

Bryostatin wirkt als potenter Proteinkinase-C-Modulator,  vermutl ich aufgrund 

seiner strukturel len Ähnl ichkeit  mit dem PKC-akt ivierenden Second 

Messenger DAG. Kurzzeitexposit ion von Zel len mit Bryostat in führt zu einer 
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Aktivierung der PKC, während Langzeitexposit ion eher zu einer 

Verminderung der PKC-Aktivi tät führt.  Offensicht l ich kommt es durch 

Bryostatin nach der PKC-Aktivierung über eine negative Rückkopplungs-

schleife zu Ubiquit inyl ierung und Abbau von Proteinkinase-C-Isoformen im 

Proteasom [62, 63].  Die Wirkung auf die verschiedenen PKC-Isoformen 

vari iert  stark, ebenso der Effekt auf unterschiedl iche Zel lpopulationen. 

 

Abbildung 3: Bryostatin 
(Aus Cancer Res ,  Zhang et al. ,  Precl inical pharmacology of the natural 
product ant icancer agent bryostatin 1, an act ivator of protein kinase C. [112]) 
 

Während In-vi tro-Versuche eine antineoplastische Akt ivi tät von Bryostatin 

nahelegten, konnte diese in zahlreichen kl inischen Studien in vivo nicht 

bestät igt werden. Marginale Erfolge zeigten sich in Kombination mit 

Chemotherapeutika bei verschiedenen Tumorenti täten [51, 95, 105, 106]. 

Ein Problem bei der kl inischen Anwendung von Bryostatin stel l t  seine schwer 

berechenbare und variable Pharmakokinetik dar. Zudem gab es lange Zeit 

keine val ide Methode zur Messung der Bryostatinspiegel im peripheren Blut  

nach intravenöser Appl ikation. Zhao et al .  konnten 2004 eine erfolgver-

sprechende massenspektrometrische Methode entwickeln, die in einer 

kl inischen Studie bereits erfolgreich eingesetzt wurde [88, 100, 113]. 

In CLL-Zel len induziert  Bryostatin eine Zel ldi f ferenzierung mit Ausbi ldung 

eines Haarzel l-Leukämie-ähnl ichen Phänotyps. Lichtmikroskopisch erkennt 
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man vergrößerte, vermehrt adhärente Zel len mit unregelmäßigen Zytoplasma-

ausläufern (siehe Abbi ldung 4).  Die Dif ferenzierung geht einher mit einer 

gesteigerten Expression von CD11c und CD22 [3, 4, 31].  Zudem wirkt 

Bryostatin in vi tro antiapoptotisch auf CLL-Zel len, unter anderem durch 

Hochregulat ion von MCL-1 und verstärkte Phosphoryl ierung von BCL-2 an 

Serin 70 [104].   

 

Abbildung 4: Phänotypische Veränderungen an der CLL durch Bryostatin 1 
 

1.6 Aufgabenstellung 

Wie weiter oben dargelegt,  konnte in kl inischen Studien mit dem Immuntoxin 

BL22 eine gute Wirksamkeit  bei Patienten mit Haarzel l-Leukämie mit 

Remissionsraten von bis zu 61% nachgewiesen werden. CLL-Patienten 

hingegen profi t ierten prakt isch nicht von der Therapie [54].  Es ist  davon 

auszugehen, dass die niedrige CD22-Expression auf CLL-Zel len die 

Zytotoxiztät von BL22 bei der CLL l imit iert .   
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Unsere primäre Hypothese war, dass mit Bryostatin durch Erhöhung der 

CD22-Expression die zytotoxische Wirkung von BL22 auf CLL-Zel len 

gesteigert werden kann. 

Dies konnten wir durch In-Vitro-Experimente an primären CLL-Zel len 

bestät igen. Darüber hinaus wurde deutl ich, dass neben der erhöhten CD22-

Expression weitere Bryostatineffekte zu einer verstärkten Immuntoxinwirkung 

beitragen müssen. 

Der zweite Tei l  der Arbeit konzentrierte sich darauf,  auf molekularer Ebene 

die Mechanismen der Bryostatinwirkung zu untersuchen, welche zur 

Sensibi l is ierung der Zel len für das CD22-Immuntoxin führen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Zellproben 

Patienten mit der Diagnose einer chronisch lymphatischen Leukämie vom B-

Zel l typ wurden ausführl ich über die Verwendung ihrer Zel len zu wissen-

schaft l ichen Zwecken unter anderem mit dem Ziel  der Erforschung neuer 

Therapiemöglichkeiten für diese Erkrankung informiert.  Das Einverständnis 

der Patienten vorausgesetzt, wurden zwischen 10 und 50 Mil l i l i ter peripher-

venöses Blut entnommen. Die Diagnose einer CLL wurde nach kl inischen und 

immunphänotypischen Kri terien gesichert.  Die Patienten waren unbehandelt  

oder hatten innerhalb der letzten drei  Monate keine zel lreduzierende 

Chemotherapie erhalten. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme waren al le 

Patienten kl inisch stabi l ,  infektfrei  und wurden regelmäßig ambulant betreut.   

Al le Lymphomzell l inien (Diffus großzel l iges B-Zel l lymphomlinien: Karpas, DB, 

Sudhl-4 sowie Mantelzel l lymphomlinien: Granta und Jeko) wurden von der 

DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikro-Organismen und Zel lkulturen, GmbH, 

Braunschweig) bezogen.  

Die murine Fibroblastenzel l l ine LTK- wurde von Paloma Perez Aciego, 

Universi tät Madrid, Spanien, zur Verfügung gestel l t .   

 

 

 

 

 



Material und Methoden 
 

17

2.1.2 Reagenzien 

2-Propanol  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Acrylamid/bis-Acrylamid Gel 30 (Rotiphorese) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Agarose NEEO Ultra  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Ammoniumchlorid  Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA 
Ammoniumpersulfat (APS)  Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA 
Annexin-V-binding Buffer BDPharmingen, San Diego, Ca., USA 
Biocoll (Ficoll) Separating Solution  Biochrom AG, Berlin  
Bromphenolblau  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
BSA  Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA 
CD2 Microbeads, human  Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
CD14 Microbeads, human  Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Coulter Clenz Reininungslösung Beckman Coulter 
Coulter Isoton II Diluent Beckman Coulter 
DC Protein Assay  Bio-Rad, München  
Destilliertes Wasser Delta Pharma GmbH, Pfullingen 
Dimethylsufoxid (DMSO)  Serva Electrophoresis, Heidelberg  
D-MEM +4500mg/l Glucose,  
+L-Glutamin, +Pyruvat, 500ml  

Invitrogen GmbH, Karlsruhe  

Ethanol absolut zur Analyse  Merck, Darmstadt  
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
FCS Gold  PAA Laboratories GmbH, Pasching, 

Österreich  
Glycerin  Merck, Darmstadt  
Glycerol Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA 
Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Kaliumhydrogencarbonat  Carl Roth GmbH, Karlsruhe  
L-Glutamin, 200 mM, 100fach, steril  Invitrogen GmbH, Karlsruhe  
Methanol  J.T.Baker, USA  
Natriumchlorid  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Natriumfluorid  Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA 
Natrium-Orthovanadate  Honeywell, Riedel de Haen, Seelze  
Natrumdodecylsulfat (SDS)  SERVA GmbH, Heidelberg  
Nucleofector Kit V, Cell line Amaxa Biosystems GmbH, Köln, 

Deutschland 
PBS steril Dulbecco’s, Gibco BRL 
Penicillin-Streptomycin  Invitrogen GmbH, Karlsruhe  
Potassium Bicarbonat KHCO3  Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA 
Progenitor Cell Isolation Kit CD34, human  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach  
Propidium-Iodid-Lösung BDPharmingen, San Diego, Ca., USA 
Protease-Inhibitor Tablette Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
RPMI 1640 Medium –L-Glutamin  Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Skim Milk Powder  Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz 
Super Signal ® Chemolumineszenzsubstrate 
(Femto, Dura, Pico) 

Pierce Chemical Company, Thermo Fisher 
Scientific, Rockford, USA 

TEMED  Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA 
TRIS HCl Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Trypanblau  Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Trypsin EDTA 100ml  Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Tween 20  Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, USA 
Wasser, steril Braun, Melsungen 
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2.1.3 Medien 

Reagenzien Konzentration Firma 

Zellkul turmedium 
RPMI 1640  
FCS 
Penici l l in/Streptomycin 
Na-Pyruvat 
L-Glutamin 
L-Asparagin 
2-Mercaptoethanol 
HEPES 
D-MEM  

 
 
10% 
50 IU/ml 
1 mM 
2 mM 
20 µg/ml 
0,05 mM 
10 mM 
0,7x  

 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
PAA, Pasching, Österreich 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 
 
Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Einfr iermedium  
FCS 
DMSO  

 
 
10%  

 
PAA, Pasching, Österreich 
Serva Electrophoresis, Heidelberg  

 

2.1.4 Puffer und Lösungen 

Puffer/Lösung Reagenzien 

Amidoschwarz-
entfärbelösung 
 

100 ml Methanol 
100 ml Essigsäure 
800 ml desti l l iertes Wasser 

Annexinpuffer 
 

10x Annexin-V-Bindepuffer 
1:10 mit PBS verdünnt 

Blockierpuffer 
 
 

PBS 
10% Trockenmilch oder 5% BSA 
0,1% Tween  

FACS-Puffer 
PBS 
0,1 % Natriumazid 
2 % FCS 

Laufpuffer 
(10-fach) 
 
 

288 g Glycin 
60 g TRIS 
20g SDS 
mit dest i l l iertem Wasser auf 2l  aufgefül l t  

Lysepuffer 
 
 
 
 
 
 
 
 

10 mM Tris/HCl pH 7,5  
130 mM NaCl  
5 mM EDTA, pH 8,0  
1% Tri ton X-100  
20 mM NaH2PO4/Na2HPO4  
50 mM Natr iumfluorid  
50 nM Benzamidin 
1 mM PMSF 
10 mM Natr iumpyrophosphat, pH 7,0  
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1 mM Natriumorthovanadat  
1 x Protease-Inhibi tor Cocktai l  Tablette (je 10 mg/ml 
Phenantrol in, Aprot inin, Leupeptin und Pepstat in)  

PBS-Tween 
 

PBS 
0,1 % Tween 

Propidium-Iodid-
Lösung 

25 mg Propidium-Jodid 

Protein-Ladepuffer 
 
 
 
 

200 mM DTT 
0,1 M TRIS HCl 
4% SDS 
0,05% Bromphenolblau 
20% Glycerol  

Sammelgel 
 
 
 
 

1,8 ml Rotiphorese 
3,5 ml Sammelgelpuffer 
8,5 ml dest i l l iertes Wasser 
14 µl Temed 
10% APS 

Sammelgelpuffer 
 
 
 

0,5 M TRIS HCl, pH 8,8 
6,05 g TRIS 
0,4 g SDS 
Auf 100 ml desti l l iertes Wasser 

Transferpuffer 
3,5 l  desti l l iertes Wasser 
1 l  Methanol 
0,5 l  10x Laufpuffer 

Trenngel 
(12%) 
 
 
 

9 ml Rotiphorese 
5,6 ml Trenngelpuffer 
7,9 ml dest i l l iertes Wasser 
15 µl Temed 
10% APS 

Trenngelpuffer 
(4-fach) 
 
 

1,5 M TRIS HCl, pH 8,8 
91 g TRIS 
2g SDS 
Auf 500 ml desti l l iertes Wasser 

2.1.5 Bryostatin 

Bryostatin 1 wurde von der Firma Biomol (Hamburg) bezogen. Das Pulver 

wurde in DMSO (25mg/ml) gelöst.   

 



Material und Methoden 
 

20

2.1.6 Immuntoxine 

Die Immuntoxine CAT-3888 (BL22) und R490A (HA22) wurden vom Center for 

Cancer Research, National Cancer Insti tute, NIH, Bethesda, USA 

freundl icherweise zur Verfügung gestel l t .   

2.1.7 Antikörper 

Durchfluss- 
zytometrie 

Markierung Firma 

Annexin FITC BD Pharmingen, San Diego, Ca., USA 

CD20 FITC  

CD22 FITC 
Beckmann Immunotech, Marsei l le, 
Frankreich 

CD52   

 
Westernblot  Spezies Firma 

β-Aktin Maus Sigma Aldrich St. Louis, Missouri ,  USA

BIM Hase PDPharmingen, San Diego, Ca., USA 

MCL-1 Hase Santa Cruz, Ca.,  USA 

BCL-2 Maus PDPharmingen, San Diego, Ca., USA 

BCL-XL Hase 
Cel l  Signal ing Technology, Danvers, 
USA 

Phospho BCL-2   
(Serin 70) 

Hase Sigma Aldrich St. Louis, Missouri ,  USA

PKC-β I I  (Clone C18) Hase Santa Cruz, Ca.,  USA 

PKC-δ  Maus BDPharmingen, San Diego, Ca., USA 

PKC-ε  Maus BDPharmingen, San Diego, Ca., USA 

XIAP Maus BDPharmingen, San Diego, Ca., USA 

Sekundärantikörper 
Maus/Hase 

 GE Healthcare, UK 

 

2.1.8 Oligonukleotide 

Das Oligonukleotid DSP 30 (TCGTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTGCC), 

einzelsträngig verwendet, wurde von der Firma TibMolBiol  (Berl in,  

Deutschland) bezogen.  

Für den MCL-1 Knockdown wurden folgende Oligonukleotide verwendet:  
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MWG Biotech (Ebersberg)  

MCL-1 siRNA: 5`-AAGTATCACAGACGTTCTC-3´  

Qiagen (Hi lden) 

 Alexa Fluor 488 konjugierte nicht bindende siRNA 

 Nicht bindende Kontrol l  s iRNA 

2.1.9 Interleukin 2 

Interleukin 2 (IL-2) wurde von der Firma Roche aus Mannheim erworben. 

2.1.10 Chemotherapeutika und niedermolekulare Inhibitoren 

Doxorubicin Sigma Aldrich, St.  Louis, Missouri  

Enzastaurin Li l ly cooperation, Indianapol is,  USA 

Fludarabin Sigma Aldrich, St.  Louis, Missouri  

Gö 6976 Calbiochem/ Merck, Darmstadt 

Gö 6983 Calbiochem/ Merck, Darmstadt 

LY 333,531 Al ixis Biochemicals, Axxora D, Lörrach 

Mitomycin C Sigma Aldrich, St.  Louis, Missouri  

PD 98059 Calbiochem/ Merck, Darmstadt 

Vincrist in Sigma Aldrich, St.  Louis, Missouri  

 

2.1.11 sonstige Materialien und Geräte 

Gerät  Name  Firma  

CO2 Inkubator  
 

NUNC  Nalge NUNC International, 
Roskilde, Dänemark  

Digitalwaage  Kern PLJ 2100-2M  Kern, Balingen-Frommern  

Elektrophorese Netzgerät  Power Pac  BioRad, Hercules, Californien 

Elektrophorese Kammer  Multi Gel Long  Biometra, Göttingen  

FACS  EPICS® XL  Beckman-Coulter, Krefeld  

FACS-röhrchen 5 ml Rundbodenröhrchen Falcon, Le Pont de Claix, 
Frankreich 

Gelkammer  Whatman Gel Casting 
System,  
Horizon 11-14  

Whatman, Kent, GB  

Glasplatten  Biometra GmbH, Göttingen  
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Heizblock  Thermomixer compact  Eppendorf, Hamburg  

Isoliergummis  Biometra GmbH, Göttingen  

Kämme  Whatman Biometra Comb 
Horizon,  
20 well 1mm und 2mm  

Whatman, Kent, GB  

Kühlzentrifuge  Mikro 22 R  Hettich, Tuttlingen  

Magnetrührer  IKAMAG RCT  IKA, Staufen  

Mikroskop  Zeiss Axiovert 25  Zeiss, Oberkochen  

Mikroplatten-Messgerät ELX 800, Universal Microplate 
Reader 

Bio-Tek Instruments, 
Winooski, Vermont, USA 

Nukleofektor  
 

Nukleofektor II Gerät 
 

Amaxa Biosystems GmbH, 
Köln, Deutschland 

Pipetboy  Pipetboy acu Integra Bioscience, Fernwald 

Pipetten  Reference Eppendorf, Hamburg 

PVDF Membranen  Immobilon-P, Millipore, 
Bedford, MA, USA 

Schüttler Polymax 1040 Heidolph Instruments, 
Schwabach 

Sterilbank  Herasafe Kendro HSP 18 Heraeus Instruments, Hanau  

Thermal Cycler  MyCycler  BioRad, München  

Tischzentrifuge  Centrifuge 5415 D  Eppendorff, Hamburg  

Transferkammer für 
Immunoblots 

Trans-Blot Cell BioRad, München 

Vortexer  Reax top  Heidolph, Schwabach  

Wasserbad  Wasserbad  GFL Gesellschaft für 
Labortechnik mbH, 
Burgwedel  

Zellkulturplatten – und 
flaschen 

 Greiner bio-one, 
Frickenhausen 

Zellkulturschalen Nunclon Surface Nalge NUNC International, 
Roskilde, Dänemark 

Zentrifuge  Kendro Megafuge 1.0 R  Heraeus Insturments, Hanau  

 



Material und Methoden 
 

23

2.2 Methoden 

2.2.1 Separationsverfahren 

Mononukleäre Zel len aus dem peripheren Blut (PBMNC) wurden aus 

heparinisierten Blutproben durch Zentr i fugation über eine Biocol l-Hypaque 

Schicht in einer Dichte von 1,077g/ml gewonnen. Zur Separat ion von CLL 

Zel len wurden die PBMNC laut Anweisungen des Herstel lers mit  anti-CD2 

und anti-CD14 magnetischen Beads inkubiert.  Die so präparierten CLL Zel len 

waren nach Separation zu über 98% rein, überprüft  mit tels 

Durchflusszytometrie. Der Antei l  an nicht mal ignen B-Zel len war zu 

vernachlässigen. 

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl  

Hierzu wurde ein Al iquot der Zel lsuspension mit einer 0,5%-igen Trypanblau-

lösung im Verhältnis 1:1 verdünnt und ein Tropfen auf die Neubauer-

Zählkammer gegeben. Anschl ießend wurden die Zel len unter dem Mikroskop 

ausgezählt .  

2.2.3 Einfrieren und Auftauen  

5x106 bis 1x107 Zel len wurden in 700 μ l  f r ischem Medium unter Zusatz von 

200 μ l  FCS und 100μ l  DMSO als Schutz vor Kristal lbi ldung in ein 

Kryoröhrchen gegeben, in einer vorgekühlten Einfr ierbox bei -80° C gelagert 

und später in f lüssigen Stickstoff  überführt.   

Zum Auftauen wurden die Kryoröhrchen im Wasserbad bei 37° C erwärmt, die 

Zel len rasch in Medium aufgenommen und das toxische DMSO in einem 

Zentr i fugat ionsschri t t  entfernt.  Durch Zentri fugation über eine Biocol l-

Hypaque Schicht in einer Dichte von 1,077g/ml wurden die toten Zel len 
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abgetrennt.  Anschl ießend konnten die Zel len unter unten genannten 

Bedingungen im Brutschrank inkubiert  werden.  

2.2.4 Kulturbedingungen 

Aufgereinigte CLL Zel len wurden in RPMI 1640 Medium, versetzt mit  10% 

fetalem Kälberserum, Penici l l in/Streptomycin 501 U/ml, Na-Pyruvat 1 mM, L- 

Glutamin 2 mM, L-Asparagin 20 μg/ml, 2-Mercaptoethanol 0,05 mM, HEPES 

10 mM und MEM nichtessentiel len Aminosäuren 0,7x im Brutschrank bei 

37°C und 5% CO2 in einer Atmosphäre mit 100% Luftfeucht igkeit kult iv iert.  

Zur Annäherung an die Verhältnisse in vivo und Verminderung der 

Spontanapoptose wurden die CLL Zel len mit Helferzel len, sogenannten 

Feederzel len, kokult iv iert .  Hierzu wurde die murine Fibroblastenzel l l ine LTK- 

verwendet. Die aufgereinigten CLL Zel len wurden in 12-Wellplatten 

gemeinsam mit 2x 105 Ltk- Zel len pro Well  unter den oben genannten 

Bedingungen kult iv iert.  Um eine weitere Prol i feration der Feederzel len 

während der Kokultur zu verhindern, wurden die LTK- Zel len mit Mitomycin C 

10μg/ml für 2 Stunden vorbehandelt  und dieses vor Beginn der Kokultur 

durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt.  

2.2.5 Apoptoseanalyse 

Das Phosphol ipid Phosphatidylserin ist  bei gesunden Zel len fast 

ausschl ießl ich an der Innenseite der Membran zu f inden und wird im Rahmen 

von Apoptosevorgängen an die Außenseite der Zel lmembran transloziert.  

Annexin-V bindet bei geeigneter Ca+-Konzentration an Phosphatidylserin und 

markiert  auf diese Weise apoptot ische Zel len. 

Jedoch binden auch nekrot ische Zellen aufgrund des Verlustes der 

Membranintegri tät Annexin-V, daher wird zur Differenzierung zwischen 

Apoptose und Nekrose mit Propidium-Jodid (PI) gegengefärbt.  Es handelt 
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sich hierbei um eine DNA-Färbung, die nur nach Verlust der Membran-

integri tät bei nekrotischen Zel len mögl ich ist.   

Für die Analyse wurden aufgereinigte CLL Zel len in einer Konzentrat ion von 

1 Mil l ion Zel len/ml in 24-wel l-Platten in einem Gesamtvolumen von 1 ml in 

Medium al leine, beziehungsweise zusammen mit den zu untersuchenden 

Wirkstoffen für die gewünschte Zeit  im Brutschrank kult iv iert .  Im Anschluss 

daran wurden die Zel len abgenommen und 5 Minuten bei 1.400 U/min 

zentr i fugiert ,  einmal mit PBS gewaschen, in FACS-Röhrchen überführt und in 

500 μ l  Annexinpuffer pro Ansatz zusammen mit 5 μ l  Annexin-FITC und 10 μ l  

PI Workingsolut ion in einer Konzentrat ion von 50 μg/ml aufgenommen. Nach 

15 Minuten Inkubation bei 4°C unter l ichtgeschützten Bedingungen wurden 

die Proben zur Bestimmung des Transportes von Phosphatidylserin zur 

äußeren Membran im Durchflusszytometer analysiert,  wobei jewei ls 10.000 

Ereignisse gemessen wurden. 

2.2.6 Immunphänotypisierung 

Aufgereinigte CLL Zel len in einer Menge von 1 Mil l ion Zel len/ml wurden in 

24-wel l-Platten in einem Gesamtvolumen von 1 ml in Medium al leine, 

beziehungsweise zusammen mit den zu untersuchenden Wirkstoffen für die 

gewünschte Zeit  im Brutschrank kult iv iert .  Im Anschluss daran wurden die 

Zel len in FACS-Röhrchen überführt und 5 Minuten bei 1.400 U/min 

zentr i fugiert ,  einmal mit PBS gewaschen, und mit FACS-Puffer resuspendiert.  

Je 200 µl der Zel lsuspension wurden mit 5 µl  eines f luorochrommarkierten 

Antikörpers oder 5 µl eines nichtbindenden Isotyp-identischen 

Kontrol lant ikörpers für 15 min bei 4°C inkubiert.  Die verwendeten 

Fluorochrome waren entweder FITC oder PE. Anschl ießend wurden die 

Zel len mehrmals mit 500 μ l  FACS-Puffer gewaschen und bei 1600 U für 5 min 

zentri fugiert .  Der Überstand wurde verworfen, die Zel len erneut in 500 μ l  
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FACS-Puffer aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert .  Es 

wurden jewei ls 10 000 Ereignisse gezählt .   Die Auswertung erfolgte mit  Hi l fe 

der WinMDI 2.8 FACS-Software. Die relat ive Expression des 

Oberf lächenantigens wurde als mit t lere Fluoreszensintensitätsrate 

angegeben, dem Quotienten der mit t leren Fluoreszenzintensität der Zel len 

gefärbt mit  dem Fluorochrom-konjugierten Antigen-spezif ischen Antikörper 

und der mit t leren Fluoreszenzintensität der Zel len gefärbt mit  dem 

Fluorochrom-konjugierten Isotyp-Kontrol lant ikörper.  

2.2.7 Immunoblots 

Zur Untersuchung zel lulärer Proteine mittels Immunoblot wurden CLL Zel len 

in einer Konzentrat ion von 1x107 Zel len/ml bei einer Gesamtzel lzahl von 5 

bis 10x107 Zel len pro Ansatz in 6-wel l-Platten in Medium al leine, 

beziehungsweise zusammen mit den zu untersuchenden Wirkstoffen 

kult iv iert .  Nach der gewünschten Zeit wurden die Ansätze aus der Kultur 

entnommen, 5 Minuten bei 1.400 U/min zentri fugiert,  einmal in PBS 

gewaschen, und anschl ießend bis zur weiteren Verarbeitung in f lüssigem 

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C in Eppendorfgefäßen t iefgekühlt 

gelagert.  Zur Weiterverarbeitung wurden die einzelnen Ansätze in 50 μ l  

eiskaltem Lysepuffer aufgenommen, in ein 1,5 ml Tube übernommen, mit  

einer Eppendorf 20 - 200μ l  – Pipette bis zum Aufschäumen der Proben 

resuspendiert ,  20 Minuten auf Eis gelegt,  bei 12.000 U/min 20 Minuten 

zentri fugiert  und die Überstände (50 μ l )  zusammen mit 50 μ l  Protein-Lade-

puffer in 1,5 ml Tubes überführt.  10 μ l  pro Ansatz wurden zur Protein-

mengenbestimmung separat in ein 1,2 ml Tube pipett iert .  Die 50 μ l  Proben 

wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C t iefgefroren. Die Bestimmung 

der Proteinmenge erfolgte anhand der Bio-Rad Assay Methode an einem 

Photometer der Firma Bio Tek. Zur Erstel lung von Immunoblots wurden die 
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Proben zuerst 10 Minuten bei 95°C aufgekocht und anschl ießend für 10 

Minuten bei 14.000 U/min zentri fugiert.  Um einen gleichmäßigen 

Proteinantei l  in al len Proben zu erreichen, wurden diese je nach einzeln 

ermittel tem Proteinantei l  im Bio Rad Assay, mit  einer entsprechenden Menge 

an Ladepuffer auf insgesamt 40 μ l  pro Probe verdünnt und in einer Menge 

von 40 μg Protein pro Bahn auf ein 12%-iges SDS-Agarosegel,  bestehend 

aus Sammelgel und Trenngel, aufgetragen. Als Marker diente Ful l  range 

RainbowTM Molecular weight marker. In einer Elektrophoresekammer, gefül l t  

mit  1% Laufpuffer l iefen die Proben bei einer Voltzahl von 28V über Nacht 

ins Gel und wurden am nächsten Tag in einer Tansferkammer 40 Minuten bei 

800 mA auf PVDF-Membranen transferiert .  Nach dem Transfer wurden die 

Membranen in je 20 ml einer Lösung aus 20 ml PBS-Tween 1% + 2 g/20 ml 

Trockenmilchpulver (beziehungsweise + 1 g BSA/20 ml) 60 Minuten bei 37°C 

geblockt und anschl ießend 3x10 Minuten mit PBS + 1% Tween gewaschen. 

Danach wurden die Membranen 2 Stunden bei Raumtemperatur mit  einem für 

das zu untersuchende Protein spezif ischen primären Maus- oder Hase-

Antikörper in einer Verdünnung von 1:2000, aufgelöst in 20 ml PBS-Tween 

1% +1 g/20 ml Trockenmilchpulver (beziehungsweise 500 mg BSA/20ml) pro 

Membran, inkubiert.  Nach erneutem 3 mal 10-minütigem Waschen mit PBS + 

1% Tween wurden die Membranen mit einem Sekundärant ikörper spezif isch 

für Mouse oder Rabbit,  in einer Verdünnung von 1:10000, aufgelöst in 20 ml 

PBS-Tween 1% + 1 g/20 ml Trockenmilchpulver (beziehungsweise 500 mg/20 

ml BSA), für 45 Minuten inkubiert.  Nach erneutem 3 mal 10-minütigem 

Waschen, zuletzt nur mit  PBS ohne Tween, wurden die Membranen kurz in 2 

ml Super Signal® Chemolumineszenz Substrat der Stärke Femto, Dura oder 

Pico getaucht und anschl ießend in der Dunkelkammer in einem 

Hyperprocessor auf Chemolumineszenzf i lme entwickelt .  
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2.2.8 Zellstimulierung 

Aufgereinigte CLL Zel len in einer Menge von 1 Mil l ion Zel len/ml wurden in 

24-wel l-Platten in einem Gesamtvolumen von 1 ml in Medium zusammen mit 

DSP30 (1 μM) und IL-2 (100 U/ml) kult iv iert und für 72 Stunden im 

Brutschrank inkubiert .  Anschl ießend wurden die Zel len drei  Mal mit  PBS 

gewaschen und mit Bryostat in beziehungsweise Bryostatin und BL22 

weiterkult iv iert.  Die Analyse der Apoptoserate und CD22-Expression erfolgte 

24 und 48 Stunden später wie unter 2.2.5 und 2.2.6 beschrieben.  

2.2.9 MCL-1 Knock Down 

Für die Downregulat ion von MCL-1 mittels siRNA wurden jewei ls 3 x 107 

Zel len mit 100 μ l  Cel l  Line Nucleofektor Lösung V und 3 μg siRNA gemischt. 

Es wurde siRNA gegen die MCL-1 kodierende Region verwendet, sowie nicht 

bindende siRNA als Kontrol le. Alexa Fluor 488 konjugierte nicht bindende 

siRNA diente zur Evaluation des Transfektionserfolges. Für die Nukleofektion 

wurde das U-013 Programm des Amaxa Nukleofektor I I  Geräts verwendet 

(Amaxa Biosystems GmbH, Köln).  Direkt nach der Transfektion wurden die 

Zel len in RPMI Medium mit 10% FCS überführt. 

2.2.10 Statistische Analysen 

Die Daten wurden mit Hi l fe des Shapiro-Wilk-Test sowie des Kolmogorov-

Smirnoff-Test auf Normalvertei lung überprüft .  Diese konnte für al le Daten 

bestät igt werden und somit wurden statist ische Signif ikanzen durch 

Verwendung gepaarter und nicht gepaarter T - Tests ermittel t .   

P - Werte < 0,05 wurden als stat ist isch signif ikant betrachtet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Bryostatin sensibilisiert CLL-Zellen für das Immuntoxin 

BL22 

3.1.1 Apoptoseinduktion durch BL22 in Kombination mit 

Bryostatin 

Von Bryostat in ist  bekannt, dass es in CLL-Zel len einen Haarzel l-ähnl ichen 

Phänotyp induziert ,  einhergehend mit einer Hochregulat ion des Oberf lächen-

markers CD22, dem Zielmolekül für das Immuntoxin BL22 [3].  Wir 

vermuteten, dass Bryostatin durch Erhöhung der CD22-Expression die Zahl 

der Bindungsstel len für das Immuntoxin auf den CLL-Zel len vermehren und 

somit die Apoptoseinduktion durch BL22 verstärken kann. CLL-Zel len von 

zwölf  Pat ienten wurden in der Zel lkultur für 48 Stunden mit Bryostatin (1 und 

50 ng/ml),  BL22 (1µg/ml) oder einer Kombination der beiden Substanzen 

inkubiert .  Zur Annäherung an die Verhältnisse in vivo wurden die CLL-Zel len 

mit der Stromazel l l inie LTK- kokult iv iert,  wodurch die spontane Apoptoserate 

deutl ich gesenkt wurde (Abbi ldung 5, vergleiche Balken 1 und 2). 

Die CLL-Zel len wurden anschl ießend abgenommen, mit Annexin und PI 

gefärbt und die Apoptoserate am Durchf lusszytometer bestimmt. Während 

Bryostatin al lein keinen Einf luss auf die Apoptoserate hatte, wurde die 

Apoptoseinduktion durch BL22 nach Zugabe von Bryostatin signif ikant 

verstärkt (s iehe Abbi ldung 5). Im Durchschnitt  betrug die Apoptoseindukt ion 

durch BL22 al lein 9%, in Kombination mit Bryostatin in niedriger Dosis 

(1ng/ml) 28% und in Kombinat ion mit Bryostatin in hoher Dosis (50ng/ml) 

46% der Zel len im Vergleich zur spontanen Apoptoserate in der Kokultur.  Es 

hatte sich also bestät igt,  dass Bryostatin die Wirkung von BL22 zu verstärken 
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vermag. Dabei zeigte sich eine höhere Konzentrat ion von Bryostat in mit  

50ng/ml wirkungsvol ler als eine niedrige Konzentrat ion mit 1ng/ml. 
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Abbildung 5: Apoptoseinduktion durch BL22 mit und ohne Broystatin in der CLL in 
Kokultur mit Ltk- 

3.1.2 Zytotoxischer Effekt der Kombination von BL22 und 

Bryostatin ist unabhängig von Patientencharakteristika 

Die Wirksamkeit  der Kombinat ion aus BL22 und Bryostat in bei CLL-Zel len, 

gemessen an der Apoptoseindukt ion, war bei den einzelnen Patienten sehr 

unterschiedl ich ausgeprägt.  Wir stel l ten uns die Frage, ob es bestimmte 

Patientencharakterist ika gibt,  die mit einem besseren oder schlechteren 

Ansprechen einhergehen und ob auch Patienten in fortgeschri t tenen 

Krankheitsstadien von der Therapie profi t ieren. Wir untersuchten daher an 

den 12 Patienten aus Abbildung 5, ob die Apoptoseinduktion durch BL22 

bzw. die Kombination aus Bryostatin und BL22 mit den Merkmalen Alter,  

Geschlecht,  Binet Stadium, CD38-, ZAP70- und IgH-Mutat ionsstatus sowie 

den bislang erfolgten Vortherapien in Zusammenhang steht (siehe Tabel le 1). 
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ID 
Alter & 

Geschlecht 
Binet 

Stadium 
CD38 ZAP70 

IgH 
Mutation 

Vortherapien 

% 
Apoptose-
induktion 

BL22 

% 
Apoptose-
induktion 

BL22+ 
Bryo1 

% 
Apoptose-
induktion 

BL22+ 
Bryo50 

V125 73m B positiv negativ n.b. 0 - 3,8 12.1 33 

V132 83m A negativ negativ n.b. Chlorambucil 4,1 17.9 59 

V180 44m A negativ negativ mutiert 0 13,2 17.9 34.4 

V190 70w A negativ negativ n.b. 0 7,5 17.4 48.8 

V194 67m A negativ positiv n.b. 0 0,9 64.2 78.5 

V204 55m C negativ positiv 
nicht 

mutiert 
R-FC, R-CHOP, 
R-Bendamustin 

2,7 0.4 0 

V225 45w B partiell positiv 
nicht 

mutiert 

Fludarabin, 
Dexa-BEAM, 
TBI, ASCT 

4,4 42.8 69.5 

V226 84w C partiell positiv n.b. Chlorambucil 33,0 34.6 45.7 

V231 68w C negativ positiv n.b. 0 2,1 10.6 29.7 

P8 80m B negativ negativ n.b. 0 17,8 21.8 24.1 

P16 77m C n.b. positiv 
nicht 

mutiert 
Chlorambucil 15,7 57.2 71.9 

W3 78w A negativ n.b. n.b. 0 10.0 34.2 48.5 

n.b.= nicht bestimmt 
* ZAP70-Positivität wenn Durchflusszytometrie >20% ZAP-70 positive Zellen zeigt 
 
Tabelle 1:  
Patientencharakteristika zu Abbildung 5 
 
Dabei konnte kein Zusammenhang der untersuchten Parameter mit  dem 

Therapieerfolg durch BL22 +/- Bryostatin festgestel l t  werden. Es zeigte sich, 

dass auch Zel len von Patienten in fortgeschri t tenen Krankheitsstadien (Binet 

C) und mit ungünstigen Prognosemarkern wie posit ivem ZAP 70- oder CD 38-

Status (z.B. V 225) gut auf die Kombination der beiden Substanzen 

ansprechen. 

3.1.3 Apoptoseinduktion durch BL22 in Kombination mit PMA 

Der Phorbolester PMA (auch TPA genannt) zeigt eine funkt ionel le Ähnl ichkeit 

zu Bryostat in. Er wirkt als reiner PKC-Aktivator und kann ebenso wie 

Bryostatin in CLL-Zel len einen Haarzel l-Leukämie-ähnl ichen Phänotyp mit 

Hochregulat ion der CD22-Expression induzieren [4].  PMA ist jedoch im 

Gegensatz zu Bryostatin als Tumorpromotor bekannt und führt  auch in 

normalen B-Zel len zu Haarzel l leukämie-ähnl ichen Veränderungen [108],  so 
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dass sich ein kl inischer Einsatz verbietet.  Da PMA durch Hochregulat ion der 

CD22-Expression ebenfal ls die Bindungsstel len für das Immuntoxin vermehrt, 

vermuteten wir,  dass es analog zu unseren Ergebnissen mit Bryostat in die 

Toxizi tät von BL22 verstärkt.  Wir behandelten CLL-Zel len von 4 Patienten für 

24 Stunden mit PMA (0,1nM und 1nM) oder BL22 (1µg/ml),  beziehungsweise 

einer Kombination der beiden Substanzen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 

6 dargestel l t .  PMA al lein wirkte stark antiapoptot isch, verstärkte jedoch in 

hoher Konzentrationen (1nM) die Wirkung des Immuntoxins BL22. Der 

Unterschied war stat ist isch nicht signif ikant.  

BL 22 - + +-

PMA 0                 0                0,1      1             0,1      1

ns

[nM]

[µg/ml]
 

Abbildung 6: Apoptoseinduktion durch BL22 in Kombination mit PMA 
 
Beide Substanzen, Bryostat in und PMA können also insbesondere in hoher 

Konzentrat ion die Wirkung von BL22 potenzieren. Da die Gemeinsamkeit 

dieser beiden Substanzen in der Aktivierung der Proteinkinase C besteht, 

lässt sich daraus bereits vermuten, dass eine PKC-Aktivierung eine wichtige 

Rol le bei der Sensibi l is ierung für das Immuntoxin spielt .  
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3.2 Bryostatin erhöht die CD22-Expression der CLL-Zellen 

3.2.1 Bryostatin verstärkt dosisabhängig die CD22-

Expression der CLL-Zellen 

Unsere folgenden Versuche konzentr ierten sich auf die Entschlüsselung des 

Mechanismus, über den Bryostat in dosisabhängig die zytotoxische Wirkung 

von BL22 verstärkt.  Unsere primäre Vermutung war, dass Bryostat in durch 

Hochregulat ion der CD22-Expression die Bindungsstel len für das Immuntoxin 

vermehrt und somit dessen Anbindung an die CLL-Zel len erleichtert.  Zur 

Best immung der CD22-Expression nach Bryostatinbehandlung inkubierten wir 

CLL-Zel len für 24 Stunden mit Bryostatin in verschiedenen Konzentrat ionen. 

Anschl ießend zentri fugierten wir die Zel len ab, färbten sie mit  einem 

Fluoreszenz-markierten CD22-Antikörper und einer Isotypkontrol le und 

best immten die CD22-Expression am Durchflusszytometer.  In Abbildung 7 

sind repräsentat iv die Ergebnisse der Durchflusszytometrie eines Patienten, 

sowie die gemittel ten Werte von zehn Patienten dargestel l t .  Es bestät igte 

sich, dass Bryostat in die CD22-Expression verstärkt.  Der Effekt war ebenfal ls 

dosisabhängig. Bereits minimale Konzentrat ionen von 1ng/ml Bryostatin 

reichten jedoch aus um die CD22-Expression zu verstärken, bei höheren 

Konzentrat ionen war der Effekt bei den meisten Patienten geringer 

ausgeprägt.   

Während also die CD22 Hochregulat ion durch Bryostatin bereits bei 

minimalen Konzentrationen vol l  ausgeprägt ist  und bei höheren 

Konzentrat ionen zurückgeht, verhält es sich mit dem Effekt auf die 

Immuntoxinwirkung genau umgekehrt:  Hohe Konzentrat ionen verstärken die 

BL22-Toxizi tät effekt iver als niedrige Konzentrationen. Daraus schlossen wir, 

dass die CD22-Hochregulat ion nicht der einzige Mechanismus sein kann, 

über den Bryostatin die Immuntoxinwirkung beeinflusst. 
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Abbildung 7: CD 22 Expression in Abhängigkeit von Bryostatin 1 

3.2.2 Bryostatin verstärkt die CD 22 Expression bei „Niedrig- 

und Hoch-Exprimierern“ 

Wie bereits aus Vorarbeiten unserer Gruppe bekannt war, vari iert  die CD22-

Expression stark zwischen den verschiedenen Patientenzellen [28].  Wir 

untersuchten, inwiefern die Veränderung der CD22-Expression durch 

Bryostatin von der Grundexpression abhängt. Dazu best immten wir die CD22-

Expression von 18 Patienten mit und ohne Bryostatin 1ng/ml nach 24 

Stunden in der Zel lkultur wie oben dargestel l t .  Anschl ießend untertei l ten wir 

die Patienten in „Niedrig-Exprimierer“,  bei denen die mitt lere Fluoreszenz-

intensität (MFI) der unbehandelten Zel len weniger als 10% über der MFI der 

Isotypkontrol le lag (n=8), und „Hoch-Exprimierer“ bei denen die MFI mehr als 

10% über der MFI der Isotypkontrol le lag (n=10). Die Inkubation der Zel len 
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mit Bryostat in erhöhte die CD22-Expression sowohl von „Niedrig- als auch 

von Hoch-Exprimierern“,  deutl icher ausgeprägt war der Effekt jedoch bei 

Zel len mit einer höheren Ausgangsexpression von CD22 (siehe Abbi ldung 8). 
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Abbildung 8: Hochregulation von CD 22 in Abhängigkeit von der Grundexpression 

3.2.3 Proteinkinase C Signalweg ist an der Hochregulation 

von CD 22 beteiligt 

Aus Untersuchungen von Thomas et al.  [104] war bekannt,  dass die 

Bryostatin- induzierte Differenzierung von unreifen CLL-Zel len zu einem 

Haarzel l-ähnl ichen Phänotyp sowohl über den Proteinkinase-C-, als auch 

über den ERK-Signalweg vermittel t  wird. Wir untersuchten im Folgenden, ob 

diese Signalwege auch an der CD22-Hochregulation betei l igt  sind. Hierzu 

behandelten wir die Zel len für eine Stunde mit dem MEK1-Inhibi tor PD 98059 

(50 µM), der die Phosphoryl ierung von ERK inhibiert ,  und GÖ 6976 (1 µM), 

einem Inhibi tor der klassischen, Calcium-abhängigen PKC’s α  und β .  Danach 

wurden die Zel len für 24 Stunden mit Bryostatin 1ng/ml inkubiert  und 

anschl ießend die CD22-Expression bestimmt. Das Ergebnis eines Patienten 

ist  repräsentativ in Abbi ldung 9 dargestel l t .  Wir wiederholten den Versuch mit 

dem PKC-Inhibi tor Enzastaurin und PD 98059 an vier weiteren Patienten, 

wobei sich das Ergebnis an drei der vier reproduzieren l ieß: Durch 
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Vorbehandlung mit dem PKC-Inhibi tor l ieß sich die CD22-Hochregulation 

blockieren, die CD22-Expression entsprach den Werten der Medium-

Kontrol len. Der MEK1-Inhibitor beeinflusste die CD22-Hochregulation nicht.  

Dies lässt vermuten, dass die Hochregulation der CD22-Expression durch 

Bryostatin 1 über den Proteinkinase-C-Signalweg vermittel t  wird, unabhängig 

vom MEK/MAPK(ERK)-Signalweg. 

 

Abbildung 9: Blockade der CD 22 Hochregulation durch Inhibition der klassischen 
PKC's 

3.2.4 Rolle solubler Faktoren bei der Hochregulation von 

CD22 durch Bryostatin 

Batt le et al .  [9] konnten in Versuchen an kondit ioniertem Medium zeigen, 

dass die di f ferenzierende Wirkung von Bryostat in unter anderem durch 

lösl iche Faktoren vermittel t  wird. Sie konnten nachweisen, dass Bryostatin 

zur Ausschüttung von Interferon γ  führt,  welches in einer autokrinen 

Aktivierungsschleife an der Hochregulat ion von CD22 betei l igt ist.  Wir 

stel l ten uns deshalb die Frage, ob die sensibi l is ierende Wirkung für das 

Immuntoxin ebenfal ls über lösl iche Faktoren vermittel t  wird. Hierfür 

inkubierten wir CLL-Zel len von drei  Patienten für 24 Stunden mit Broystatin 

in den Konzentrat ionen 0,1 und 50 ng/ml. Anschl ießend nahmen wir die 

Zel len durch Zentri fugation ab und gaben fr ische CLL-Zel len des gleichen 

Patienten zu dem derart  kondit ionierten Medium, jeweils mit  und ohne 

Medium Bryostatin 1 

Bryostatin 1
+Gö6976Bryostatin 1

+/- PD98059

CD22 Expression

Bryostatin 1
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Zugabe von BL22. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zel len wiederum 

abzentr i fugiert ,  mit Annexin und PI gefärbt und die Apoptoserate im 

Durchflusszytometer best immt. Es zeigte sich ebenfal ls eine dosisabhängige 

Verstärkung der Immuntoxinwirkung durch die Vorbehandlung mit Bryostatin. 

Die Ergebnisse waren statist isch nicht signif ikant (siehe Abbi ldung 10). 

BL22 - + +

Bryostatin 1 0                     0                    1         50 [ng/ml]

[1ng/ml]

ns

ns

 

Abbildung 10: Apoptoseinduktion durch BL22 in konditioniertem Medium 

Wir erhöhten die Fal lzahl nicht weiter,  da uns keine Methode zur Verfügung 

stand, Bryostatin aus dem kondit ionierten Medium zu entfernen. Bryostatin 

zeichnet sich durch eine sehr lange Halbwertszeit* aus und ist höchst-

wahrscheinl ich noch nach 24 Stunden in ausreichender Wirkkonzentrat ion in 

dem kondit ionierten Medium vorhanden. Es kann also bei diesem Versuchs-

aufbau nicht di f ferenziert  werden, ob die Verstärkung der Immuntoxinwirkung 

durch die Bryostatinvorbehandlung durch die Restkonzentration an Bryostatin 

im kondit ionierten Medium oder durch soluble Faktoren, die von den 

behandelten Zel len ausgeschüttet werden, verursacht wird.  

*Über  d ie  genaue  Ha lbwer tsze i t  von  Bryos ta t i n  i n  Ze l l ku l tu ren  g ib t  es  ke ine  Angaben ,  j edoch  konnte  

nachgewiesen  werden ,  dass  Bryos ta t i n  i n  phys io log ischer  Kochsa lz lösung be i  27°  Ce ls ius  28  Tage  

ohne  messbare  Ver lus te  s tab i l  b le ib t  [ 19 ]  
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3.2.5 Die Expression von CD 20 und CD 52 wird durch 

Bryostatin nicht beeinflusst 

Weitere Oberf lächenproteine leukämischer Zel len, die sich als al ternat ive 

Zielmoleküle für eine Therapie mit  monoklonalen Antikörpern eignen, sind 

CD20 (z.B. Rituximab) und CD52 (z.B. Alemtuzumab). Wir untersuchten, ob 

Bryostatin auch deren Expression regul iert ,  da bei einer Hochregulation 

ebenfal ls eine synergist ische Wirkung denkbar wäre, bei einer Verminderung 

der Expression jedoch auch ein Wirkverlust durch eine Bryostatin-

vorbehandlung nicht auszuschl ießen wäre. Die Zel len wurden analog dem 

Versuchsaufbau in 3.2.1 behandelt  und anschl ießend die Expression von 

CD20 und CD52 durchflusszytometr isch bestimmt, jewei ls ohne und mit 

Bryostatin in verschiedener Konzentration. Für beide Zel lmarker konnte keine 

Veränderung der Expression nachgewiesen werden (siehe Abbi ldung 11). 

medium 1ng/ml 5ng/ml 10ng/ml 50ng/ml 

Bryostatin 1

C
D

20
C

D
52

C
D

52

 

Abbildung 11: Expression von CD 20 und CD 52 nach Behandlung mit Bryostatin 
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3.3 Bryostatin verändert das Proteinkinase C-Expressions-

muster der CLL-Zellen 

3.3.1 Bryostatin 1 bewirkt in hoher Konzentration eine 

Depletion von PKC-βII 

Unsere bisherigen Experimente hatten gezeigt,  dass Bryostat in die Toxizi tät 

von BL22 verstärkt und die CD22-Expression der CLL-Zel len erhöht; letzteres 

trägt mutmaßlich zur verbesserten Wirkung des Immuntoxins bei.  Es besteht 

jedoch nur ein schwacher Zusammenhang zwischen der Ausprägung der 

CD22-Hochregulat ion und der Sensibi l is ierung für das Immuntoxin. Somit 

müssen weitere Bryostatineffekte die Immuntoxinwirkung zusätzl ich 

beeinf lussen. Bryostat in wird in der Li teratur aufgrund seiner modul ierenden 

Wirkung auf die Proteinkinase-C als antineoplastische Substanz diskut iert 

[24],  so dass wir darin einen weiteren Faktor der verbesserten Immun-

toxinwirkung vermuteten. Daher untersuchten wir mit tels Western Blot, 

inwiefern sich die PKC-Expression durch die Behandlung mit Bryostatin 

verändert. CLL-Zel len wurden für 24 Stunden mit Bryostatin in den 

Konzentrat ionen 0, 1 und 50 ng/ml inkubiert .  Anschl ießend wurden die Zel len 

abgenommen, lysiert  und aus den Lysaten Western-Blot-Analysen 

durchgeführt.  Wir bestimmten an drei  Patienten die Expression verschiedener 

PKC-Isoformen nach 24 Stunden Inkubation mit  den angegebenen Bryostatin-

Konzentrat ionen, sowie der fr isch aufgetauten Zel len (T0). Die Ergebnisse 

sind in Abbi ldung 12 dargestel l t .  Bei den Isoformen β  und δ  konnten tei lweise 

zwei verschieden große Formen detektiert  werden. Die größeren (etwa 80 

kDa), in der Abbi ldung oben abgebi ldeten Formen, stel len mögl icherweise 

phosphoryl ierte PKCs dar (siehe 1.3).   

Bei al len drei  Pat ienten l ieß sich eine vol lständige Deplet ion von PKC-β I I  

erkennen. Bereits bei der niedrigen Konzentration mit 1ng/ml zeigte sich bei 
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einigen Patienten ein Rückgang der Proteinmenge, bei der hohen 

Konzentrat ion war PKC-β I I  im Western Blot nicht mehr zu detektieren 

(Abbi ldung 12, siehe Reihe 1).   

Aus der Li teratur ist  bereits bekannt,  dass PKC-Aktivatoren negative 

Rückkopplungsschlei fen auslösen können, die innerhalb weniger Stunden 

zum Abbau der PKCs führen. Nach 24 Stunden, unserem kürzesten 

Untersuchungszeitpunkt,  sind diese Prozesse bereits lange abgeschlossen 

[45, 86].  Obwohl Bryostatin in niedriger Konzentration (1ng/ml) die CD22-

Expression suff iz ient erhöhen kann (siehe Abbi ldung 7),  ist  es offensichtl ich 

hier nicht in der Lage diesen Feedbackmechanismus vol lständig zu 

aktivieren. 

Auch bei den anderen untersuchten PKC-Isoformen fanden sich 

Veränderungen, diese waren jedoch nicht dosisabhängig und tragen somit 

vermutl ich nicht zur unterschiedl ichen Effekt ivi tät der verschiedenen 

Bryostatin-Konzentrat ionen bei: 

Bei zwei der drei Pat ienten (V 172, V 131) konnte ein Rückgang der 

Proteinmenge der PKC-ε  beobachtet werden. Die kleinere, vermutl ich native 

Form (unten, etwa 70 kDa groß), verschwand völ l ig,  während die größere 

Form (80 kDa) leicht rückläuf ig war (Abbi ldung 12, siehe Reihe 2).   

Auch PKC-δ  wurde bei al len drei Pat ienten durch Bryostatin vol lständig 

deplet iert,  sowohl in niedriger als auch in hoher Konzentrat ion (siehe 

Abbi ldung 12, Reihe 3). 
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Abbildung 12: Veränderung des PKC-Expressionsmusters durch Bryostatin (Western 
Blot) 

3.3.2 PKC-β Inhibitor Enzastaurin verstärkt Zytotoxizität von 

BL22 

Zahlreiche Arbeiten haben in der Vergangenheit einem veränderten PKC-

Expressionsprofi l  und insbesondere einer Überexpression von PKC-β I I  eine 

wichtige Rol le bei der Pathogenese der CLL zugewiesen [2, 40].  Wir 

vermuteten, dass die Depletion von PKC-β I I  für die ausgeprägte Immuntoxin-

sensibi l is ierende Wirkung von Bryostatin in hoher Konzentrat ion 

verantwort l ich ist .  Um diese Hypothese zu überprüfen und auszuschl ießen, 

dass es sich bei der PKC-β I I -Depletion ledigl ich um ein Epiphänomen 

handelt ,  untersuchten wir den Einf luss der PKC-β I I -Aktivi tät auf die BL22-

Wirkung. Hierzu blockierten wir PKC-β I I  mit  dem PKC-β-Inhibi tor Enzastaurin 

[34].  Aus Vorexperimenten unserer Arbeitsgruppe war bereits bekannt, dass 

Enzastaurin in vi tro zytotoxisch auf CLL-Zel len wirkt [115],  was wir 

bestät igen konnten. Abbildung 13 zeigt die Apoptoseinduktion an 11 

Patienten im Vergleich zur Mediumkontrol le von Enzastaurin (5µM), BL22 

(1ng/ml) und der Kombination der beiden Substanzen nach jewei ls 48 

Stunden. Daraus wird ersicht l ich, dass Enzastaurin die Apoptoserate um 

13,8% steigern kann, BL22 um 18,7%. Die Kombination der beiden wirkt mit 
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41% Apoptoseinduktion deutl ich stärker zytotoxisch als die jewei l igen Einzel-

substanzen. Eine Blockade der PKC-β I I -Aktiv i tät durch den Inhibi tor 

Enzastaurin verstärkt also die toxische Wirkung von BL22. Wir vermuten, 

dass analog die Depletion von PKC-β I I  durch Bryostatin in hoher 

Konzentrat ion die CLL-Zel len für das Immuntoxin BL22 sensibi l is iert.   
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Abbildung 13: Verstärkung der Immuntoxinwirkung durch Enzastaurin 
 
Aus unseren bisherigen Untersuchungen vermuteten wir,  dass Bryostatin die 

BL22-Wirkung durch zwei verschiedene Mechanismen potenziert :  Zum einen 

durch eine Erhöhung der CD22-Expression und somit der Immuntoxin-

bindungsstel len und zum anderen durch eine Deplet ion der Proteinkinase C-

β I I .  Während Erstgenanntes insbesondere bei niedrigen Konzentrat ionen von 

Bryostatin zum Tragen kommt, erfordert die Depletion der PKC-β I I  durch 

Auslösung einer negativen Rückkopplungsschlei fe höhere Konzentrat ionen 

von Bryostatin. Insgesamt vermag somit Bryostatin in hoher Konzentrat ion 

durch das Zusammenwirken beider Mechanismen CLL-Zel len effekt iver für 

das Immuntoxin BL22 sensibi l is ieren.  
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3.4 Antiapoptotische Wirkung von Bryostatin in vitro  

3.4.1 Antiapoptotische Wirkung von Bryostatin 1 in vitro 

interferiert mit der Sensibilisierung für das Immuntoxin 

Bei Kult iv ierung von CLL-Zellen in Reinkultur zeigt Bryostat in bei vielen 

Patienten eine antiapoptotische Wirkung. Dies war bereits aus den Arbeiten 

verschiedener anderer Gruppen bekannt [49, 104].  In Abbi ldung 14 wurde der 

Antei l  der Patienten, bei denen Bryostatin (1ng/ml) in vi tro ant iapoptot isch 

wirkt,  anhand der Daten von zwölf  Patienten graphisch dargestel l t .  Ein ant i-

apoptot ischer Effekt f indet sich bei etwa zwei Dri t tel  der Patientenzel len. 

 

33%

67%

Verminderung der
Apoptoserate > 5%

keine signifikante
Verminderung der
Apoptoserate

 

Abbildung 14: Antiapoptotischer Effekt von Bryostatin 1 
 
Dabei handelt  es sich offensichtl ich um einen In-Vitro-Effekt,  der in Kokultur 

mit  Stromazel len sowie an Lymphomzell l inien nicht nachgewiesen werden 

konnte (siehe Abbi ldung 5 und Abbi ldung 27).  

Neben unseren Versuchen in Kokultur mit  Stromazel len führten wir auch 

Versuche in CLL-Reinkultur durch. Hierfür wurden CLL-Zel len von 17 

Patienten für 24 Stunden mit Bryostatin 0, 1 und 50 ng/ml jewei ls mit  und 

ohne Zugabe von BL22 inkubiert .  Im Anschluss daran wurden die Zel len 

abgenommen und die Annexinexpression gemessen. In der Reinkultur 

schwächte der ant iapoptotische Effekt die sensibi l is ierende Wirkung für das 

Immuntoxin ab (siehe Abbildung 15). Der Unterschied zwischen Apoptose-
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induzierender Wirkung von BL22 al leine im Gegensatz zur Kombinat ion mit 

Bryostatin war geringer ausgeprägt, die Kombination war dennoch der BL22-

Monotherapie signif ikant überlegen. 
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Abbildung 15: Apoptoseinduktion durch BL22 mit und ohne Bryostatin in der CLL-
Reinkultur 

3.4.2 Bryostatin 1 attenuiert Chemotherapie-induzierte 

Zytotoxizität in CLL-Zellkulturen  

Neben einem Rückgang der Spontanapoptose ist  auch eine Verminderung der 

Toxin- induzierten Apoptose durch Bryostat in in der Li teratur beschrieben [49, 

104].  In Vorexperimenten unserer Gruppe konnten wir dies bestät igen und 

zeigen, dass Bryostatin in vi tro die toxische Wirkung verschiedener Chemo-

therapeutika mit Ausnahme von BL22 attenuiert .  Dafür wurden CLL-Zel len 

von drei  Pat ienten mit Vincrist in (100 ng/ml), Fludarabin (50 ng/ml) oder 

Doxorubicin (300 ng/ml) jewei ls mit und ohne Bryostatin (5ng/ml) für 24 

Stunden kult iv iert  und anschließend die Apoptoserate best immt (Abbi ldung 

16, siehe Säulen 1-8).  Es zeigte sich eine deutl iche Abschwächung der 

zytotoxischen Wirkung al ler drei Chemotherapeutika durch Bryostatin. Die 
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Ergebnisse waren statist isch nicht signif ikant,  wir bel ießen es jedoch bei der 

geringen Fal lzahl,  da uns ledigl ich der gegensätzl iche Trend im Vergleich zu 

BL22 interessierte. Hier verhält  es sich nämlich genau umgekehrt,  wie in den 

Säulen 9 und 10 in Abbi ldung 16 dargestel l t .  Abgebi ldet sind die Ergebnisse 

von 15 Patienten welche für 24 Stunden mit BL22 (1µg/ml) jewei ls mit  und 

ohne Bryostat in (1ng/ml) behandelt  wurden.  
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Abbildung 16: Wirkung verschiedener Chemotherapeutika kombiniert mit Bryostatin 

Bryostatin zeigt also insbesondere in CLL-Reinkulturen ant iapoptotische 

Effekte, welche das Überleben der CLL-Zel len in vi tro begünstigen und sie 

weniger empfindl ich für gängige Chemotherapeutika machen. BL22 hingegen 

scheint diese ant iapoptotische Wirkung nicht nur überwinden zu können, 

sondern im Gegentei l  sogar in seiner Wirkung verstärkt zu werden. 

Ursächl ich für diese Verstärkung vermuten wir die Erhöhung der CD22-

Expression sowie die Depletion der PKC-β I I  durch Bryostatin. Im Folgenden 

untersuchten wir,  worauf die ant iapoptotische Wirkung von Bryostatin beruht 

und inwiefern BL22 diese antagonisieren kann. 
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3.4.3 Veränderung verschiedener Apoptoseproteine durch 

Bryostatin 

Aus der Literatur ist  bekannt, dass Bryostat in bei der CLL zur Hochregulation 

von MCL-1 und verstärkten Phosphoryl ierung von BCL-2 führt und dadurch 

das Überleben der Zel len begünstigt [49, 104].  Wir vermuteten daher, dass 

diese beiden Proteine auch an dem von uns beobachteten ant iapoptotischen 

Effekt von Bryostat in betei l igt  sind und untersuchten die Wirkung von 

Bryostatin auf die Expression dieser und weiterer Apoptose-regul ierender 

Proteine. Dazu behandelten wir Zel len von drei Pat ienten für 24 Stunden mit 

Bryostatin (0, 1 und 50 ng/ml),  nahmen die Zel len anschl ießend ab und 

gewannen daraus Lysate für Western-Blot-Analysen. Die Ergebnisse sind in 

Abbi ldung 17 dargestel l t .  Wie erwartet fand sich nach 24 Stunden 

Behandlung mit Bryostatin eine deutl iche Erhöhung der Proteinmenge von 

MCL-1 sowie von phosphoryl iertem BCL-2, während die Expression von 

nativem BCL-2 prakt isch nicht beeinflusst wurde. Die niedrige Konzentrat ion 

zeigte sich dabei deutl ich potenter als die hohe Konzentrat ion. Bei einem der 

drei  Patienten (V 194) konnte auch eine Erhöhung von XIAP beobachtet 

werden und bei al len Patienten eine leichte Zunahme von BCL-XL.  

Von dem proapoptot isch wirkenden BH3-only Protein BIM konnten die 

Varianten BIMEL und BIML detektiert  werden. Nach Bryostatinbehandlung war 

bei al len Patienten die Variante BIMEL nicht mehr nachweisbar, bei zwei von 

drei  Patienten trat eine zusätzl iche Variente von BIML mit etwas höherem 

Molekulargewicht auf,  was vermutl ich auf eine Phosphoryl ierung 

zurückzuführen ist .  Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass 

Phorbolester,  die eine funkt ionel le Ähnl ichkeit  zu Bryostatin aufweisen, durch 

Aktivierung von PKC-β I I  zu Phosphoryl ierung von BIM führen, so dass dieser 

Mechanismus auch hier vermutet werden kann [115].  
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Abbildung 17: Veränderung verschiedener Apoptoseproteine durch Bryostatin 
(Western Blot) 
 

Insgesamt scheint also Bryostat in komplexe Veränderungen der Expression 

verschiedener Apoptoseproteine auszulösen. Konstant beobachtete 

Mechanismen sind die Erhöhung der ant iapoptot ischen Proteine MCL-1 und 

p(ser)70-BCL-2. Diese sind vermutl ich von zentraler Wichtigkeit  für die 

antiapoptot ische Wirkung von Bryostatin in Zel lkulturen. 

3.4.4 BL22 antagonisiert die Bryostatin-induzierten anti-

apoptotischen Proteinveränderungen nur teilweise 

Trotz der antiapoptot ischen Effekte von Bryostatin mit  deut l icher Erhöhung 

von MCL-1 und p(ser)70-BCL-2, wirkt es dennoch in Kombinat ion mit BL22 

zytotoxisch. Darum stel l ten wir uns die Frage, ob die antiapoptot ischen 

Proteinveränderungen von Bryostatin durch Zugabe von BL22 aufgehoben 

werden können. Zu diesem Zweck kult iv ierten wir Zel len von drei  Patienten 

für 24 Stunden mit Bryostatin (0, 1 und 50 ng/ml) jewei ls mit  und ohne BL22 

(1µg/ml).  Die Ergebnisse der Western-Blot-Analysen wicht iger Apoptose-

proteine sind in Abbi ldung 18 dargestel l t .  BL22 al leine verminderte MCL-1 
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(vergleiche erste Reihe, jewei ls Bahn 2 und 3) und vermochte in Kombination 

mit Bryostatin die Verstärkung der MCL-1- und P(ser)-BCL-2-Expression 

abschwächen, jedoch nicht völ l ig aufheben. Die Expression beider Proteine 

bl ieb über den Werten der Mediumkontrol le (Vergleiche Reihe 1 und 2, 

jewei ls Bahn 2,4 und 7). 

Die Expression von BIM wurde durch BL22 al lein nicht verändert,  Bryostatin 

führte unabhängig von der Zugabe des Immuntoxins zu einer Depletion von 

BIMEL und einer Molekulargewichtsänderung von BIML (vergleiche Abbi ldung 

17). 

Inkonstant zeigte sich eine Verminderung von XIAP durch BL22 (V 231), 

beziehungsweise durch die Kombinat ion aus BL22 und Bryostatin 50 ng/ml (V 

232).  

Um zu untersuchen, inwiefern diese Veränderung verschiedener Apoptose-

proteine die zytotoxische Wirkung der Kombination aus Bryostatin und BL22 

beeinf lusst,  stel l ten wir im unteren Tei l  der Abbi ldung die Proteinexpression 

der jewei l igen Apoptoserate gegenüber. Daraus lässt sich ablesen, dass die 

Expression der untersuchten ant iapoptot ischen Proteine nicht mit  der 

Apoptoserate korrel iert .  Am deutl ichsten wird dies bei Patient V 231: Trotz 

stärkerer MCL-1 und p(ser)70-BCL-2 Expression bei den Ansätzen mit 

Bryostatin und BL22 im Vergleich zu BL22 al lein, fand sich dort eine höhere 

Apoptoserate (Vergleiche Abbi ldung 22, V 231, Bahn 3 versus 4 und 5).  

Bei Betrachtung von Patient V 190 fäl l t  jedoch auf,  dass bei diesem die 

niedrige Bryostatinkonzentrat ion eine sehr ausgeprägte Erhöhung von MCL-1 

und p(ser)70-BCL-2 provozierte und die Kombinat ion in diesem Fal l  keine 

zusätzl iche Verstärkung der BL22-Toxizi tät bewirken konnte (Abbi ldung 18, V 

190, Bahn 4 versus 3).  Wurde Bryostat in hingegen in höheren 

Konzentrat ionen eingesetzt, war die MCL-1-Hochregulat ion geringer 
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ausgeprägt und die Toxizi tät von BL22 konnte durch Bryostatin verstärkt 

werden (Abbi ldung 18, Bahn 5).   

- +      +      +             - - BL22
0         0         1         50                   1        50  Bryostatin 1 [ng/ml]

β-Aktin

T0
- +      +      +             - -
0         0         1         50                   1        50 

T0
- +      +      +             - -
0         0         1         50                   1        50 

T0

P(ser)70-Bcl2

Bcl2

Mcl-1

XIAP

1          2         3           4        5        6         7        8    Bahn 1         2         3         4         5          6         7  8    1          2         3           4        5          6         7 8    

V 231V 190V 232

P(ser)70-Bcl2

Bcl2

Mcl-1

XIAP

1          2         3           4        5        6         7        8    Bahn 1         2         3         4         5          6         7  8    1          2         3           4        5          6         7 8    

V 231V 190V 232

BIM

 

Abbildung 18: Expression verschiedener Apoptoseproteine nach Behandlung mit Bryostatin 

und BL22  

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die erhöhte Expression von MCL-1 

und p(ser)70-BCL-2 die zytotoxische Wirkung der Kombinat ion negativ 

beeinf lusst,  wenngleich die Höhe der Expression beider Proteine nicht direkt 

mit  der Apoptoseindukt ion korrel iert  und sicher noch weitere, unbekannte 

Faktoren eine Rol le spielen. 

3.4.5 Relevanz von MCL-1 für die Apoptose der CLL-Zellen           

– MCL-1 Knockdown 

Zur weiteren Untersuchung der Relevanz der MCL-1-Expression für die 

zytotoxische Wirkung von BL22, schalteten wir MCL-1 mittels Protein 

Knockdown aus und untersuchten die Auswirkungen auf die BL22-Toxizi tät. 
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Hierzu antagonisierten wir MCL-1 an CLL-Zel len von drei  Patienten mittels 

RNA-Interferenz. Wir transfizierten die Zel len mit si-RNA gegen MCL-1 sowie 

mit nicht bindender Kontrol l -RNA und stimul ierten die Hälf te der Zel len direkt 

im Anschluss an die Transfektion mit Bryostatin 1ng/ml. Dabei stel l ten wir 

jewei ls einen Ansatz für Western-Blot-Analysen sowie für die Durchfluss-

zytometr ie her. Nach 24 Stunden gewannen wir die Lysate für die Western-

Blot-Analysen, aus denen wir gleichzeit ig die Apoptoseraten nach 24 Stunden 

durchflusszytometr isch bestimmten. Gleichzeit ig gaben wir BL22 (1µg/ml) zu 

der Hälf te der mit  Bryostat in st imul ierten Ansätze für die Durchfluss-

zytometr ie, kult iv ierten diese für weitere 24 Stunden und best immten 

anschl ießend die Apoptoserate im Durchflusszytometer.  Die Ergebnisse sind 

in Abbildung 19 dargestel l t .  Der Knockdown war bei al len Patienten 

erfolgreich und MCL-1 konnte im Western Blot prakt isch nicht mehr 

nachgewiesen werden (vergleiche Abbi ldung 19, Western Blots jewei ls dri t te 

Bahn). Durch Bryostat in wurde MCL-1 wie erwartet hochregul iert  (Abbi ldung 

19, Western Blots, jewei ls Bahn 2 und 4).  Diese Hochregulat ion konnte durch 

RNA-Interferenz deutl ich vermindert werden, es l ieß sich al lerdings mehr 

MCL-1 Protein nachweisen als nach Transfekt ion der unbehandelten Zel len 

(vergleiche Western Blots, jewei ls Reihe 3 und 5).  Im Annexin-assay zeigte 

sich eine Zunahme der Apoptoserate der Bryostat in-behandelten CLL-Zel len 

durch Unterdrückung von MCL-1 (Vergleiche Abbi ldung 19 jewei ls Säule 1 

und 2). Die Apoptoseindukt ionsrate durch BL22 nach Bryostatin-

vorbehandlung, dargestel l t  durch die vert ikalen Pfei le, war al lerdings bei den 

Patienten V107 und V226 weitgehend unabhängig von der MCL-1 Expression, 

beziehungsweise bei dem Patienten V231 nach MCL-1 Knockdown sogar 

geringer ausgeprägt.  Al lerdings ist  in diesem Fal l  der Ausgangswert 

apoptot ischer Zel len nach MCL-1 Knockdown mit 46% als relat iv hoch 

anzusehen.  
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Somit gehen wir davon aus, dass die Erhöhung der MCL-1 Expression durch 

Bryostatin die zytotoxische Wirkung von BL22 zwar vermindert aber nicht in 

größerem Maße einschränkt. Ansonsten wäre zu erwarten, dass durch den 

MCL-1 Knockdown die zytotoxische Wirkung von BL22 auf Bryostatin-

vorbehandelte Zel len potenziert  werden kann.  
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Abbildung 19: MCL-1 Knockdown (Western Blot und Annexindaten) 

3.5 Sequentielle Gabe von Bryostatin und BL22 

3.5.1 Die Erhöhung antiapoptotischer Proteine durch 

Bryostatin ist im zeitlichen Verlauf rückläufig 

Eine sequentiel le Gabe verschiedener Medikamente, insbesondere bei 

Kombination von Chemotherapeutika, wird in der Kl inik häufig angewandt um 

Nebenwirkungen und unerwünschte Wechselwirkungen zwischen den 

Medikamenten zu vermeiden. Wir untersuchten im Folgenden die Wirksamkeit  

einer sequentiel len Gabe von Bryostatin und BL22. Dies erachteten wir als 

erfolgversprechenden Ansatz, da die kurze Halbwertszeit  von MCL-1 einen 
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raschen Abfal l  dessen Expression auf das Ausgangsniveau nach Beendigung 

der Bryostat inexposit ion vermuten l ieß. Darum untersuchten wir zunächst die 

Expression der verschiedenen Apoptoseproteine nach Entfernung von 

Bryostat in. 

Wir behandelten CLL-Zel len von drei Patienten mit Bryostatin (0,1 und 

50ng/ml) für 24 Stunden und entfernten dieses anschl ießend durch 

dreimaliges Waschen mit PBS. Anschl ießend kult iv ierten wir die Zel len in 

fr ischem Medium weiter und gewannen jewei ls nach weiteren 24, 48 und 72 

Stunden Lysate für Western-Blot-Analysen. Die Ergebnisse sind in Abbi ldung 

20 dargestel l t .  Es handelt  sich um eine Fortführung des in 3.4.3 dargestel l ten 

Versuchs und somit um die selben Patienten wie in Abbi ldung 17. 

Wie bereits gezeigt,  verstärkte Bryostat in nach 24 Stunden deutl ich die 

Expression von MCL-1 sowie die Phosphoryl ierung von BCL-2, ausgeprägter 

bei der niedrigen Konzentrat ion. Nach Entfernung von Bryostatin verminderte 

sich die Expression von MCL-1, ebenso wie die Phosphoryl ierung von BCL-2 

und es l ieß sich kein Unterschied zwischen beiden Konzentrationen mehr 

erkennen. Im Vergleich zu den Mediumwerten nach 24 Stunden bl ieben beide 

Werte jedoch erhöht.   

BIMEL verschwand nach Behandlung mit Bryostatin und bl ieb bis auf eine 

Ausnahme (V 194) über den gesamten Zeitraum nicht detektierbar.  

Bei V 172 und V 131 erzeugte Bryostatin eine Veränderung des molekularen 

Gewichts von BIML, die vermutl ich auf eine Phosphoryl ierung zurückzuführen 

ist .  Diese war im zeit l ichen Verlauf rückläufig.  

Die unerwünschten antiapoptot ischen Effekte von Bryostatin, insbesondere 

die Erhöhung von MCL-1 und p(ser)70-BCL-2 sind also nach Entfernung von 

Bryostatin rückläufig. 
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Abbildung 20: Expression verschiedener Apoptoseproteine nach Entfernung von 

Bryostatin (Western Blot) 

 

3.5.2 PKC-βII Depletion ist lang anhaltend 

Als nächstes stel l ten wir uns die Frage, wie lange die Depletion von PKC-β I I  

nach Bryostatinbehandlung andauert.  Da wir diese als essentiel l  für die 

Verstärkung der Immuntoxinwirkung bei hohen Konzentrat ionen von 

Bryostatin erachten, sol l te im Fal le einer sequentiel len Therapie die PKC-β I I  

Expression bei Zugabe von BL22 mögl ichst supprimiert sein. Optimal wäre 

ein Zeitpunkt,  zu dem die ant iapoptot ischen Veränderungen bereits rückläufig 

sind, während die PKC-β I I  Depletion noch anhält.  Zu diesem Zweck 
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bestimmten wir die Expression von PKC-β I I  und weiteren PKC-Isoformen aus 

den Lysaten des in 3.5.1 geschi lderten Versuchs (Bryostat in 0, 1, 50ng/ml für 

24 Stunden – Waschen – Weiterkult iv ierung in fr ischem Medium für die 

angegebenen Zeiträume). Das Ergebnis eines Patienten ist  repräsentat iv in 

Abbi ldung 21 dargestel l t .  Zwei weitere Patienten zeigten gleiche Resultate.  

4h 2h

T0 0 1 50     1        50      1       50     1      50          Bryostatin 1 [ng/ml]

Bryostatin 1 entfernt

24h 24h 48h 72h

V 172

PKC-

PKC-II

β-Aktin

PKC-δ

 
Abbildung 21: Veränderung der Proteinkinase C Expression nach Broystatin über 72h 
(Western Blot) 
 

Selbst 72 Stunden nach Entfernung von Bryostat in in hoher Konzentrat ion 

l ieß sich PKC-β I I  im Western Blot nicht nachweisen, während es nach 

Behandlung mit der niedrigeren Konzentrat ion von 1ng/ml über den gesamten 

Zeitraum unverändert detekt ierbar war (siehe Abbi ldung 21, Reihe 1).  

Ähnl iches gi l t  für die PKC-ε :  Bryostatin führte zur Depletion dieser Isoform 

und die Proteinexpression bl ieb auch nach 72 Stunden nicht nachweisbar. 

Das größere, vermutl ich phosphoryl ierte, PKC-ε  Molekül, im Western Blot  

oberhalb der nativen Isoform abgebi ldet,  war im Verlauf vermindert 

nachweisbar. (siehe Abbi ldung 21, Reihe 2). 

PKC-δ  wurde durch Bryostatin ebenfal ls depletiert  und war auch nach 72 

Stunden im Western Blot nicht nachweisbar (siehe Abbi ldung 21, Reihe 3). 
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3.5.3 Hochregulation der CD 22 Expression ist über 72 

Stunden anhaltend 

Als weiteren wichtigen Parameter des sensibi l is ierenden Mechanismus von 

Bryostatin hatten wir die Hochregulation von CD22 identi f iz iert.  Auch diese 

sol l te bei sequentiel ler Therapie möglichst zum Zeitpunkt der Zugabe des 

Immuntoxins noch andauern. Wir untersuchten also, wie sich die CD22-

Expression nach Entfernung von Bryostatin verhält.  Analog zu dem in 3.5.1 

geschi lderten Vorgehen, inkubierten wir CLL-Zel len für 24 Stunden mit  

Bryostatin, entfernten dieses anschl ießend durch Waschen und kult iv ierten 

die Zel len in fr ischem Medium weiter.  Jeweils nach weiteren 24, 48 und 72 

Stunden wurden die Zel len abgenommen und die CD22-Expression 

durchflusszytometr isch best immt. Das Ergebnis eines Patienten ist  in 

Abbi ldung 22 repräsentat iv dargestel l t ,  zwei weitere Patienten erbrachten 

ähnl iche Resultate. Es zeigte sich, dass die Hochregulat ion von CD22 

ebenfal ls über 72 Stunden anhält ,  s ich sogar visuel l  ein Trend zu einer 

weiteren Zunahme der Expression über den Zeitraum der Bryostatin-

exposit ion hinaus erkennen lässt. Da die Hochregulat ion der CD22-

Expression, wie oben dargelegt,  ein PKC-abhängiger Prozess ist ,  kann 

daraus vermutet werden, dass die kurze Phase der PKC-Aktivierung bereits 

ausreicht um die CD22-Expression langfr ist ig zu erhöhen.  
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Abbildung 22: Verlauf der CD 22 Expression nach Entfernung von Bryostatin 

3.5.4 Sensibilisierender Effekt von Bryostatin bei 

sequentieller Gabe des Immuntoxins 

Es scheint also, dass sowohl die Hochregulat ion der CD22-Expression, als 

auch die Depletion von PKC-β I I  lang anhaltende Effekte sind, während die 

unerwünschte Erhöhung ant iapoptot ischer Proteine im zeit l ichen Verlauf 

abnimmt. Dies l ieß uns hoffen, dass eine verzögerte Gabe des Immuntoxins 

nach Bryostatinbehandlung wirksam sein könnte und eventuel l  sogar der 

zeitgleichen Verabreichung überlegen, da die interferierende Erhöhung 

antiapoptot ischer Proteine geringer ausgeprägt ist.   

Wir behandelten CLL-Zel len von drei  Patienten mit Bryostat in (0, 1 und 50 

ng/ml) für 24 Stunden und entfernten dieses anschl ießend durch Waschen 

mit PBS. Danach wurden die Zel len in fr ischem Medium weiterkult iv iert  und 

jewei ls nach 48 oder 72 Stunden BL22 (1µg/ml) zugegeben. Jeweils 24 

Stunden nach Zugabe des Immuntoxins wurden die Zel len abgenommen, mit 

Annexin und PI gefärbt und die Apoptoserate bestimmt. Die Apoptose-
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indukt ion wurde berechnet durch Subtraktion der spontanen Apoptoserate in 

Medium von der Apoptoserate nach Behandlung. Abbi ldung 23 zeigt die 

Ergebnisse der drei  Patienten jewei ls nach 24 Stunden Vorbehandlung in 

Medium, Bryostatin 1ng/ml und 50 ng/ml. Man kann erkennen, dass auch 72 

Stunden nach Entfernung von Bryostatin dieses noch eine deutl iche Zunahme 

der Apoptoserate im Vergleich zur Vorkult iv ierung in Medium bewirkt. Bei der 

sequentiel len Gabe zeigt sich kein signif ikanter Unterschied zwischen den 

beiden Bryostatinkonzentrat ionen bei einem Trend zu einer besseren 

Wirksamkeit  der niedrigeren Konzentrat ion (Vergleiche Abbi ldung 5 und 

Abbi ldung 15). 

48h 72h
0

5

10

15

20

25

30

35

Medium
Bryostatin 1
Bryostatin 50

%
 A

p
o

p
to

se
in

d
u

kt
io

n
 (

B
L

22
-M

ed
iu

m
)

p=0,0426

p=0,02

p=0,04

p=0,004

 

Abbildung 23: Apoptoseinduktion durch BL22 nach Vorbehandlung mit Bryostatin 1 
 

3.6 MCL-1 Hochregulation und PKC-βII-Depletion in der 

CLL-Kokultur mit LTK-  

Wie bereits in 3.1.1 und 3.4.1 dargestel l t ,  konnte in Kokultur mit  LTK- kein 

antiapoptot ischer Effekt von Bryostatin beobachtet werden (siehe Abbi ldung 

5). Dies warf die Frage auf,  ob unter diesen Kulturbedingungen ebenfal ls 

eine Hochregulation von MCL-1 und eine Phosphoryl ierung von BCL-2 

stattf inden. Um dem nachzugehen kult iv ierten wir CLL-Zel len für 72 Stunden 
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gemeinsam mit LTK- jewei ls mit  und ohne Broystatin (1 und 50ng/ml).  Jeweils 

nach 24, 48 und 72 Stunden gewannen wir Lysate für Western-Blot-Analysen, 

die Ergebnisse sind in Abbi ldung 24 dargestel l t .  Es zeigte sich, dass 

Bryostatin in Kokultur mit  der Stromazel l l inie die MCL-1-Expression ebenfal ls 

deutl ich verstärkt.  Bei der niedrigen Konzentrat ion lässt sich über den 

gesamten Zeitraum von 72 Stunden eine gegenüber den Mediumwerten 

erhöhte MCL-1-Expression nachweisen (Vergleiche Abbi ldung 24, Bahn 5-7 

versus 2-4).  Bei der hohen Konzentrat ion von 50 ng/ml Bryostatin nähert sich 

die MCL-1 Expression nach 72 Stunden wieder den Mediumwerten an (Bahn 

8-10). 

Eine weitere wicht ige Frage war, ob Bryostatin in Kokultur mit  Stromazel len 

ebenfal ls eine Deplet ion von PKC-β I I  auslösen kann.  

Wie aus Abbi ldung 24 ersicht l ich, bleibt die Deplet ion von PKC-β I I  von der 

Anwesenheit  der Stromazel len unbeeinflusst und lässt sich nach Behandlung 

mit Bryostatin 50 ng/ml über 72 Stunden durchgehend nachweisen (siehe 

Abbi ldung 24, Reihe 2).  

  

Mcl-1

PKC-II

β-Aktin

T0

LTK-

24    48     72 24    48     72 24    48     72

medium Bryo 1ng/ml          Bryo 50ng/ml

[Stunden]

 

Abbildung 24: MCL-1 und PKC-β II Expression in Kokultur mit LTK- 

Zudem untersuchten wir die CD22-Expression der CLL-Zel len in der Kokultur. 

Diese gab deckungsgleiche Ergebnisse mit den Kulturen in Medium, analog 

Abbi ldung 22 in 3.5.3 (Ergebnisse nicht dargestel l t ) .  

Die Kokultur mit  Stromazel len beeinflusst also die untersuchten Bryostatin-

effekte auf CLL-Zel len nicht.  Sowohl die Hochregulation von CD22 und 

1           2          3        4        5        6         7        8        9          10
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Depletion von PKC-β I I ,  als auch die unerwünschte verstärkte Expression von 

MCL-1 konnten im Stromazel lmodel l  nachgewiesen werden. 

3.7 Wirkung von Bryostatin und BL22 auf proliferierende 

Zellen 

Während die Protekt ion von CLL-Zel len durch Stromazel len eine Ursache für 

ein Krankheitsrezidiv nach intensiver Chemotherapie darstel len kann, werden 

prol i ferierende CLL-Zel len als Vermitt ler der Krankheitsprogression 

angesehen (siehe 1.1.2).  Decker et al.  [29] konnten ein In-Vitro-Model l  für 

prol i ferierende CLL-Zel len entwickeln, indem sie CLL-Zel len mit DSP 30 und 

Inter leukin 2 st imulierten. DSP 30 ist  ein synthetisches CpG-Oligonukleotid, 

welches durch seine Ähnlichkeit  mit  bakteriel ler DNA, vermittel t  über den 

Toll- l ike-Rezeptor 9, immunstimulatorisch wirkt [39].  Obwohl CLL-Zellen nur 

wenig auf verschiedene andere B-Zel lst imul i  ansprechen, sind sie durch 

CpG-Oligonukleotide ähnl ich wie normale B-Zel len aktivierbar und 

prol i ferieren. Zusätzl ich wird die Expression eines hochsensiblen IL-2-

Rezeptors induziert,  was die potenzierte Wirkung in Kombination mit dem B-

Zel lprol i ferationsfaktor Interleukin 2 erklärt [27, 29].  Nach Stimulat ion mit 

diesen beiden Substanzen in vi tro bi lden die Zel len Cluster von vergrößerten 

und sich tei lenden Zel len (siehe Abbi ldung 25) aus.  

 

Abbildung 25: CLL-Zellen, stimuliert mit DSP 30 und IL-2 

DSP30/ Il-2 medium 
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Wir stel l ten uns die Frage, ob die Kombination aus Bryostatin und BL22 auch 

auf prol i fer ierende Zel len wirkt und somit ein Fortschreiten der Krankheit 

verhindern könnte. Dazu stimul ierten wir CLL-Zel len von sechs Patienten für 

72 Stunden mit dem Oligonukleotid DSP 30 (1µM) und I l -2 (100 U/ml) und 

gaben anschl ießend für weitere 24 Stunden BL22 mit und ohne Bryostatin 1 

(1 und 50 ng/ml) hinzu. Die Ergebnisse der Apoptoseanalyse mittels 

Annexinprobe sind in Abbildung 26 dargestel l t .  Der Erfolg der Stimulation 

wurde mit BrdU-Färbungen bestätigt und durch CD22-Färbungen wurde ein 

Einfluss der Prol i ferat ionsinduktion auf die CD22-Expression ausgeschlossen 

(Ergebnisse nicht dargestel l t ) .  Es zeigte sich, dass BL22 auch auf 

prol i ferierende Zel len zytotoxisch wirkt,  insbesondere in Kombinat ion mit 

Bryostatin (siehe Abbi ldung 26, Säule 4 und 6) und somit auch einen 

erfolgversprechenden Ansatz für die Verhinderung einer Krankheits-

progression darstel len könnte. 
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Abbildung 26: Wirkung von Broystatin 1 und BL22 auf stimulierte Zellen 
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3.8 Wirkung von Bryostatin und BL22 auf Lymphom-

Zelllinien 

Nachdem die kombinierte Behandlung mit Bryostat in und BL22 bei pr imären 

CLL-Zel len vieler Patienten durchgehend gute Wirkung gezeigt hatte, stel l ten 

wir uns die Frage, ob damit auch ein Behandlungserfolg bei anderen 

malignen lymphoprol i ferativen Erkrankungen vom B-Zel l typ erziel t  werden 

kann.  

Expression von CD22 f indet sich auch bei der B-Prolymphozytenleukämie, 

Mantelzel l lymphomen, Marginalzonenlymphomen, Diffus großzel l igen B-

Zel l lymphomen und bei 70% der fol l ikulären B-Zel l lymphome [16, 102, 103].  

Wir untersuchten die Wirkung von Bryostatin auf die CD22-Expression und 

BL22-Toxizi tät an verschiedenen Zel l l in ien von Dif fus großzel l igen B-Zel l-

lymphomen (Karpas 422 [33],  DB [10] und SU-DHL-4 [111]) und 

Mantelzel l lymphomen (Granta [42],  Jeko [43]). Die Experimente wurden 

jeweils in Tripl ikaten angefert igt.  

Die Zel l l inien wurden für 48 Stunden mit Bryostat in (1ng/ml) behandelt  und 

anschl ießend die CD22-Expression gemessen.  

Bei den Mantelzel l lymphomlinien zeigten al le drei eine Hochregulation von 

CD22 durch Bryostat in, deutl icher ausgeprägt bei den Linien DB und Sudhl-4 

als bei Karpas 422 (siehe Abbildung 27 A).  

In einem weiteren Versuch wurden die Zel l l in ien für 48 Stunden mit 

Broystatin (1ng/ml), BL22 (100 ng/ml) oder einer Kombination der beiden 

inkubiert und anschl ießend die Apoptoserate mit tels Annexinfärbung 

best immt. BL22 zeigte als Monosubstanz auf al le Zel l l in ien zytotoxische 

Wirkung, die Linie Sudhl-4 sprach extrem stark an mit Apoptoseraten über 

90%. In der Zel l l in ie DB konnte die BL22-Zytotoxizi tät durch Zugabe von 

Bryostatin (1ng/ml) deutl ich verstärkt werden, nicht jedoch in der Karpas 422, 

was vermutl ich auf die ungenügende Hochregulat ion der CD22-Expression 
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durch Bryostatin zurückzuführen ist  (vergleiche Abbi ldung 27 A). Die ohnehin 

sehr hohe Toxizi tät von BL22 auf Sudhl-4 konnte trotz deutl icher Erhöhung 

der CD22-Expression durch Bryostatin nicht weiter gesteigert werden.  

Bei den Mantelzel l lymphomlinien sprachen beide Zel l l inien auf eine Therapie 

mit BL22 an (Vergleiche Abbi ldung 27 D). Bei der Linie Jeko konnte die 

Wirkung durch Bryostat in verstärkt werden, nicht jedoch bei der Linie Granta. 

Dies ist  vermutl ich auf die fehlende Erhöhung der CD22-Expression bei 

dieser Zel l l inie zurückzuführen (Vergleiche Abbildung 27C).  

Überraschenderweise hatte Bryostatin al lein bei al len fünf Zel l l inien 

zytotoxische Effekte gezeigt, ganz im Gegentei l  zu der antiapoptot ischen 

Wirkung an primären CLL-Zel len in vi tro. 
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Abbildung 27: Wirkung von BL22 in Kombination mit Bryostatin an Lymphomzelllinien 
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3.9 Vergleich der Wirkung von BL22 mit dem 

weiterentwickelten Immuntoxin HA22  

Eine Weiterentwicklung von BL22 mit stärkerer Bindungsaff ini tät zu CD 22 

und damit größerer Spezif i tät ist  HA 22 ([6],  s iehe auch 1.2).  Wir 

untersuchten wie sich die Wirkung dieses neuen Immuntoxins in CLL-

Zel lkul turen von BL22 unterscheidet.  Dafür vergl ichen wir die Apoptoserate 

nach 48 Stunden Behandlung mit BL22 und HA 22 (1µg/ml) jewei ls mit  und 

ohne Bryostatin (1 und 50 ng/ml).  Der Vergleich an vier verschiedenen 

Patienten zeigte keinen Unterschied in Bezug auf die Zytotoxizi tät.  Das 

Ergebnis der durchf lusszytometr ischen Annexinbest immung eines Patienten 

ist  in Abbildung 28 repräsentat iv dargestel l t .   

 

- +       - +        - + - BL 22

- - +        - +         - + HA  22 

0          0       0        1       1       50     50 Bryostatin 1 [ng/ml]   
 

Abbildung 28: Vergleich der Zytotoxizität von BL22 und HA 22 

HA 22 wird derzeit  in Studien an verschiedenen malignen B-Zel lerkrankungen 

getestet und hat bereits gute Wirkung bei der Haarzel l leukämie [58] und bei 

der Akuten Lymphatischen Leukämie im Kindesalter gezeigt [81]. 
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4 Diskussion 

4.1 Monoklonale Antikörper in der Therapie der CLL 

In den vergangenen Jahren haben monoklonale Antikörper in der 

Tumortherapie eine zunehmende Bedeutung erlangt.  Insbesondere maligne 

hämatologische Erkrankungen bieten sich für ihren Einsatz an, da sie an 

ihrer Oberf läche zahlreiche, tei lweise sehr spezif ische Marker als potent iel le 

Zielmoleküle exprimieren. Zudem vermindert die bei diesen Erkrankungen 

meist vorhandene Immunsuppression die Bi ldung neutral is ierender Antikörper 

und die Tumorzel len sind im Blutstrom für die monoklonalen Antikörper leicht 

erreichbar [87]. 

Der monoklonale CD20-Antikörper Rituximab hat mit t lerweise einen festen 

Platz in der Therapie der chronisch lymphatischen Leukämie. Al lerdings ist 

die Expression von CD20 auf CLL-Zel len niedrig, vergl ichen mit anderen 

malignen B-Zel lerkrankungen und normalen B-Zel len [5] und hohe 

Konzentrat ionen oder eine Kombinat ion mit Chemotherapeutika werden nötig, 

um eine ausreichende Wirkstärke zu erzielen, beides verbunden mit 

verstärkten systemischen Nebenwirkungen. 

Weitere Zielmoleküle für eine spezif ische Tumortherapie der CLL sind CD52 

(Alemtuzumab), HLA-DR (1D09C3), CD23 (IDEC-152, Lumil ix imab), 1D10 

(Hu1D10, Apol izumab) sowie CD22 (Epratuzumab) [80]. Diese und zahlreiche 

weitere Antikörper werden derzeit  in kl inischen Studien auf ihre Wirksamkeit  

getestet.  (Ein Überbl ick ist  unter http://www.clinicalTrials.gov einsehbar) 
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4.2 CD22 als Zielmolekül auf CLL-Zellen  

4.2.1 Nativer CD22 Antikörper Epratuzumab 

Der monoklonale CD22 Antikörper Epratuzumab zeigte als Monosubstanz in 

kl inischen Studien gute Erfolge bei Patienten mit fol l ikulärem- und dif fus 

großzel l igem B-Zel l-Lymphom, während CLL-Patienten prakt isch nicht 

ansprachen. Dies l iegt mögl icherweise an einer zu geringen Expression von 

Zielmolekülen auf der Oberf läche [64, 65].  Der molekulare Wirkmechanismus 

von Epratuzumab nach Bindung an die Zel len umfasst eine Phosphoryl ierung 

von CD22, eine Modulation des B-Zel lrezeptors sowie eine moderate 

Antikörper-vermittel te zel luläre Zytotoxizi tät.  Im Gegensatz zu Rituximab 

erfolgt keine Apoptoseinduktion oder Komplement-vermittel te Zel l lyse [15, 

66]. 

4.2.2 Entwicklung „bewaffneter“ CD22 Antikörper: BL22 und HA22 

Um die Wirkstärke der monoklonalen Antikörper zu erhöhen wurden 

„bewaffnete Antikörper“ entwickelt.  Durch Kopplung eines Toxins mit dem 

monoklonalen Antikörper kann dessen spezif ische zytotoxische Wirkung 

erhöht werden. CD22 bietet sich hier als Zielmolekül besonders an, da es im 

Gegensatz zu vielen anderen Oberf lächenmarkern nach Antikörperbindung 

internal is iert  wird und somit das Toxin in die Zel le transport iert  wird [44]. 

BL22 ist  ein monoklonaler Antikörper gegen CD22, gekoppelt  mit  dem aktiven 

Fragment des Pseudomonas Exotoxins A. Nach Bindung an CD22 und 

Internal isierung blockiert  es die zel luläre Proteinbiosynthese durch Inhibi t ion 

des Elongationsfaktors 2. Eine Weiterentwicklung stel l t  HA22 dar, das sich 

durch eine noch stärkere Bindungsaff ini tät zu CD22 auszeichnet.   
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4.2.3 Niedrige CD22-Expression limitiert Wirkung von CD22-

Immuntoxinen auf CLL-Zellen 

In einer kl inischen Studie an Patienten mit mal ignen B-Zel lerkrankungen hat 

BL22 nur marginale Erfolge bei drei von elf  behandelten CLL-Patienten 

gezeigt.  Ganz anders stel l ten sich die Ergebnisse bei den Patienten mit 

Haarzel l leukämie dar, mit  einer kompletten Remissionsrate von 61% und 

part iel len Remissionen bei 19% der 31 bereits mult ipel vorbehandelten 

Patienten [54].  Die mit t lere progressionsfreie Überlebensrate bei den 

Patienten, die eine komplette Remission erreicht hatten, betrug 36 Monate 

[56].   

Generel l  wurde BL22 von al len Patienten gut vertragen, es traten vorrangig 

leichte reversible Nebenwirkungen auf,  insbesondere Fat igue, Myalgien, 

Leberenzymerhöhung und Hypalbuminämie. Eine schwere, aber selten 

beobachtete Nebenwirkung war das Vascular-Leak-Syndrom.  

Auch mit dem weiterentwickelten Immuntoxin HA22 wurden kl inische Studien 

an Patienten mit CLL, Haarzel l leukämie und anderen Non-Hodgkin-

Lymphomen durchgeführt.  Das Nebenwirkungsspektrum war mit BL22 

vergleichbar. Bei wiederum gutem Ansprechen in der Haarzel l leukämie zeigte 

sich bei der CLL ledigl ich ein Rückgang zirkul ierender mal igner Zel len im 

peripheren Blut [52, 59].  Grund für den markanten Unterschied zwischen 

diesen beiden verwandten Erkrankungen ist  vermutl ich die deutl ich geringere 

Expression von CD22-Molekülen auf der Oberf läche von CLL-Zel len mit unter 

1000 Molekülen pro Zel le im Gegensatz zur Haarzel l leukämie mit 5000 - 

70000 Bindungsstel len pro Zel le [53].  In-Vitro-Studien an verschiedenen 

malignen B-Zel lerkrankungen zur Abhängigkeit der BL22-Zytotoxizi tät von der 

Zahl der CD22-Moleküle pro Zel le konnten im Bereich über 2000 Molekülen 

pro Zel le eine Korrelat ion der beiden Parameter nachweisen (r²=0,72). Bei 

Zel len mit weniger CD22-Molekülen pro Zel le (400-1900) fand sich keine 
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Korrelat ion und das Ansprechen auf das Immuntoxin war geringer, bei sehr 

variablen mitt leren inhibi tor ischen Konzentrat ionen (IC50) [53]. Analog 

konnten wir in Vorexperimenten unserer Gruppe  bestät igen, dass das 

Ansprechen auf BL22 in vi tro mit  der Dichte der CD22-Oberf lächenmoleküle 

korrel iert  und die CD22-Expression auf CLL-Zel len unabhängig von Alter, 

Geschlecht,  Lymphozytenzahl und Krankheitsstadium in 50% der Fäl le 

niedrig ist [28].  

Es scheint also, dass die niedrige CD22-Expression die Wirkung der CD22-

Immuntoxine auf CLL-Zel len l imit iert.   

4.2.4 CD22 

CD22 ist ein B-zel lspezif isches Transmembranprotein der Immunglobul in-

superfamil ie. Es ist mit dem B-Zel lrezeptor assozi iert und regul ierend an 

dessen Signaltransduktion betei l igt  [25].  

Es tr i t t  bereits früh in der B-Zel lentwicklung, in der Phase der späten Pro-B-

Zel len, vorrangig als intrazel luläres Protein auf.  Erst in späteren 

Entwicklungsstufen f indet sich CD22 in größerer Dichte an der Zel loberf läche 

[46].  Die malignen CLL-Zel len sind in einem Stadium zwischen Prä-B-Zel len 

und rei fen B-Zel len arret iert  und damit vermutl ich in einem Stadium vor 

Translokation der CD22-Moleküle zur Zel lmembran. Eventuel l  l iegt die 

intrazel luläre CD22-Expression, welche mit Westernblot-Analysen erfasst 

werden kann, deutl ich über der durchflusszytometr isch gemessenen 

Oberf lächenexpression [72]. Die Zel len der Haarzel l leukämie entstammen 

späteren Entwicklungsstufen der B-Zel l l inie, wie Prä-Plasmazel len und Post-

Keimzentrums-B-Gedächtniszel len [76] und haben damit die Translokation 

von CD22 vom Zytoplasma zur Zel lmembran bereits vol lzogen.  

Früher ging man davon aus, dass eine relevante Oberf lächenexpression von 

CD22 nur bei mal ignen Zel len, ausgehend von späten Stadien der B-Zel l-
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entwicklung, auftr i t t .  Dies ist  jedoch nicht haltbar,  da auch in den unreifen 

Blasten der B-ALL CD22 auf der Oberf läche exprimiert wird [103].   

4.3 Wirkungsverstärkung monoklonaler Antikörper durch 

Erhöhung der Zielmoleküle – Beispiele in der Literatur 

Die Wirkungsverstärkung monoklonaler Antikörper durch Erhöhung der Ziel-

molekülexpression wurde bereits für andere Oberf lächenproteine erforscht.  

So ist auch bei dem Immuntoxin LMB-2, welches gegen CD25 (die α-Kette 

des Interleukin-2-Rezeptors) gerichtet ist ,  die Wirkung auf CLL-Patienten 

unter anderem durch eine niedrige Oberf lächenexpression l imit iert  [57, 94].  

Decker et al .  [27] konnten zeigen, dass über eine Verstärkung der CD25-

Expression durch das bakteriel le Oligodeoxynukleot id DSP30 auch die 

Zytotoxizi tät des spezif ischen Immuntoxins in vi tro gesteigert werden kann. 

Neben CD25 erhöht DSP30 im Rahmen immunstimulatorischer Effekte auch 

die Expression von CD20. In kl inischen Studien wird derzeit  erprobt ob die 

Wirkung von Rituximab bei Non-Hodgkin-Lymphomen durch Zugabe von 

Oligonukleotiden gesteigert werden kann [1, 109]. 

4.4 Bryostatin als potentieller Verstärker der BL22 Wirkung 

4.4.1 Phorbolester und Bryostatin steigern CD22 Expression 

auf CLL-Zellen 

Analog zu den oben angeführten Beispielen suchten wir nach einer 

Mögl ichkeit ,  die CD22-Expression auf den CLL-Zel len zu erhöhen und somit 

die Zytotoxizi tät der CD22-Immuntoxine zu steigern. Seit  langem war 

bekannt, dass Phorbolester zu einer Differenzierung von B-Zel len 

einhergehend mit einer Erhöhung der CD22 Expression an der Oberf läche 

führen [4].  In vi tro Studien an verschiedenen ALL-Zel l l inien konnten zeigen, 
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dass der Phorbolester PMA nach 48 Stunden zum Erscheinen von CD22 an 

der Zel lmembran führt,  während dieses vorher nur im Zytoplasma zu 

detekt ieren war [14].  Mögl icherweise wird also im Rahmen des 

Dif ferenzierungsprozesses die Translokation von zytoplasmatischem CD22 

zur Zel lmembran ausgelöst.  

Bryostatin ist  eine funktionel l  ähnl iche Substanz, welche in vi tro ebenfal ls 

eine Differenzierung der CLL-Zel len induziert ,  jedoch im Gegensatz zu den 

Phorbolestern keinen tumorfördernden Effekt aufweist [3].  Bryostatin bewirkt 

morphologische Veränderungen der CLL-Zel len mit Bi ldung vergrößerter,  

unregelmäßig geformter Zel len mit zahlreichen Zytoplasmaausläufern (siehe 

Abbi ldung 4). Diese Veränderungen zu einem Haarzel l-Leukämie-ähnl ichen 

Phänotyp sind ebenfal ls von einer Erhöhung der CD22-Expression auf der 

Zel lmembran beglei tet.  Der zentrale Wirkmechanismus von Bryostatin ist  die 

Modulation der PKC-Aktivi tät,  wodurch auch die Differenzierung und 

Erhöhung der CD22-Expression vermittel t  werden. In unseren Versuchen 

konnten wir bestätigen, dass Bryostatin die CD22-Expression auf CLL-Zel len 

PKC-abhängig verstärkt (siehe Abbi ldung 7) und zwar sowohl bei Zel len mit  

hoher als auch mit niedriger CD22-Grundexpression (siehe Abbi ldung 8).  

Es ist  nicht bekannt, über welche PKC-Isoform die verstärkte CD22-

Expression vermittel t  wird. Wir vermuten, dass PKC-β I I  daran betei l igt sein 

könnte, da die Hochregulation durch den selektiven PKC-α  und –β  Inhibi tor 

Gö6976 blockiert  werden kann (siehe 3.2.3) und PKC-α  im Gegensatz zu 

PKC- β I I  in der CLL nur inkonsistent exprimiert wird [75]. 

4.4.2 Bryostatin in klinischen Studien 

Bryostatin hatte in präkl inischen Studien an verschiedenen Tumorenti täten 

prol i ferationshemmende und proapoptot ische Eigenschaften gezeigt. Ebenso 

vermochte es die Zyototoxizi tät verschiedener Chemotherapeutika in vi tro zu 

steigern, andere jedoch zu hemmen (zusammengefasst in [69],  S. 558-559). 
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Auch an verschiedenen CLL-Zel l l in ien konnten proapoptot ische und Toxin-

sensibi l is ierende Effekte nachgewiesen werden [77-79]. Daraufhin wurde 

Bryostatin in kl inischen Studien an verschiedenen sol iden und hämato-

logischen Tumorerkrankungen getestet.  Bei CLL-Patienten zeigte sich mit 

Bryostatin als Monotherapie bei Appl ikat ion hoher Dosen tei lweise ein 

Rückgang der Leukozytenzahl im peripheren Blut,  jedoch keine anhaltende 

Krankheitsremission [105, 106].  Es wurden weitere kl inische Studien mit 

Bryostatin in Kombination mit verschiedenen Chemotherapeutika an der CLL 

durchgeführt. Die sequentiel le Gabe von Bryostat in und Fludarabin an CLL- 

und Non-Hodgkin-Lymphom-Patienten zeigte erfolgversprechende Ergebnisse 

mit einer Ansprechrate von insgesamt 40%, wobei nur ein Patient eine 

komplette Remission erreichte [95].   

Die Appl ikation von Bryostat in erwies sich als sehr sicher und neben-

wirkungsarm. Am häufigsten wurden dosisabhängige Myalgien und Fatigue 

beobachtet,  sowie Thrombophlebit iden nach peripher-venöser Appl ikation 

[69].  Eine Myelosuppression trat mit  Bryostatin als Monotherapie nicht auf,  

war jedoch in Kombinat ion mit Fludarabin tei lweise dosisl imit ierend [95, 105, 

106]. 

Insgesamt bl ieben jedoch die aufgrund präkl inischer Studien erwarteten 

kl inischen Erfolge mit Bryostat in bislang aus, sowohl bei der CLL, als auch 

bei anderen Tumorenti täten, was mögl icherweise an der ambivalenten 

Wirkweise mit gleichzeit ig auftretenden pro- und ant iapoptot ischen Effekten 

l iegen könnte.  

4.5 Bryostatin verstärkt die Zytotoxizität von BL22 durch 

Hochregulation von CD22 und Depletion von PKC-βII 

Wir interessierten uns für Bryostatin in erster Linie aufgrund seiner 

Eigenschaft die CD22-Expression zu erhöhen und somit eventuel l  die 
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Aufnahme des CD22-Immuntoxins BL22 in CLL-Zel len zu steigern. In der Tat 

konnten wir nachweisen, dass Bryostatin die Wirkung von BL22 in vi tro 

signif ikant steigert (vergleiche Abbi ldung 5),  was zu einem Tei l  s icherl ich 

durch Vermehrung der Zielmoleküle auf den CLL-Zel len bedingt ist .  Dafür 

spricht zum einen die Tatsache, dass die BL22-Toxizi tät nachweisl ich mit der 

Dichte der Zielmoleküle korrel iert  [28, 53] und zum anderen, dass es sich um 

einen ant i-CD22-Immuntoxin-spezif ischen Effekt handelt ,  der in Kombination 

mit  anderen Chemotherapeutika nicht auftr i t t  (vergleiche Abbi ldung 16). 

Interessant wäre ein Vergleich mit einem analog aufgebauten Immuntoxin 

gewesen, welches gegen ein anderes Oberf lächenprotein gerichtet ist ,  das 

durch Bryostatin nicht in seiner Expression beeinf lusst wird. Leider stand uns 

ein solches nicht zur Verfügung. 

Weiterhin konnten wir zeigen, dass die Wirkung von Bryostatin auf CLL-

Zel len dosisabhängig ist.  Bei einer niedrigen Konzentration von Bryostatin 

(1ng/ml) überwiegen die PKC-akt ivierenden Effekte mit  einer ausgeprägten 

Hochregulat ion der CD22-Expression. BL22 wird so mutmaßlich verstärkt 

gebunden und internal is iert  und wirkt somit stärker zytotoxisch. In hohen 

Konzentrat ionen (50ng/ml) führt Bryostat in zu Degradation und Abbau der 

Proteinkinase C-β I I ,  während die CD22-Hochregulation nur moderat 

ausgeprägt ist (Abbi ldung 7). Unklar ist,  wie diese moderate Erhöhung der 

CD22 Expression trotz PKC-Depletion aufrechterhalten wird. Während die 

ini t iale Hochregulat ion von CD22 abhängig von PKC-β I I  zu sein scheint und 

durch den spezif ischen Inhibi tor Gö 6976 blockiert werden kann (siehe 

3.2.3),  bleibt die CD22-Expression auch bei vol lständiger PKC-β I I -Deplet ion 

über Tage hinweg erhöht. Ob es sich dabei um einen persist ierenden Effekt 

nach kurzzeit iger PKC-β I I -Aktivierung handelt ,  oder ob andere Mechanismen 

für die Aufrechterhaltung verantwort l ich sind, bleibt unklar.   



Diskussion 
 

72

4.6 Einfluss der Proteinkinase-C-Expression auf die 

Immuntoxinwirkung 

4.6.1 Veränderung verschiedener PKC-Isoformen durch 

Bryostatin 

Die Effekte von Bryostat in auf die Proteinkinase-C-Expression sind sehr 

komplex und vari ieren von Zel l typ zu Zel l typ, sowie zwischen den einzelnen 

PKC-Isoformen. Grundsätzl ich kann Bryostat in als gemischter PKC-

Agonist/Antagonist beschrieben werden. So scheint Bryostatin ini t ial  eine 

Aktivierung der Proteinkinase C, einhergehend mit Autophosphoryl ierung und 

Translokation zu Zel lmembranen, zu induzieren, während es im Verlauf eine 

Ubiquit inyl ierung und proteosomale Degradation der PKC’s bewirkt [24]. 

Tendenziel l  kommt es bei Langzeitexposit ion der Zel len mit Bryostatin zu 

einer Verminderung der PKC-Aktivi tät [62, 63].  Batt le et al.  [9] konnten an 

primären CLL-Zel len nachweisen, dass die PKC-Isoformen α  – ε  30 Minuten 

nach Behandlung mit Bryostatin (10ng/ml) aktiv iert werden (die 

Kinaseaktivi tät st ieg jewei ls um 40-100%) und nach 24 Stunden al le (auch 

PKC-β)  im Westernblot nicht mehr oder deutl ich vermindert (PKC-ε) 

nachzuweisen sind. Dies deckt sich mit unseren Beobachtungen, (siehe 

Abbi ldung 12 und Abbi ldung 21), in dem berichteten Experiment reichte 

bereits eine Konzentrat ion von 10ng/ml Bryostat in aus, um die Degradation 

von PKC-β I I  einzulei ten.  

4.6.2 PKC-Depletion sensibilisiert CLL-Zellen für Toxine 

Wir vermuten, dass die Depletion der verschiedenen Isoformen und 

insbesondere PKC-β I I  die Zel len zusätzl ich zur CD22-Erhöhung für die 

toxische Wirkung des Immuntoxins sensibi l is iert.  CLL-Zel len sind durch ein 

verändertes Proteinkinase-C-Expressionsprofi l  charakterisiert ,  unter anderem 
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eine Überexpression von PKC-β I I  [2, 40] sowie eine konsti tut ive Aktivierung 

von PKC-δ  [92, 93]. In vi tro konnten verschiedene PKC-Inhibi toren Apoptose 

in CLL-Zel len induzieren, einhergehend mit einer Verminderung anti -

apoptot ischer Proteine [7, 50, 101].  In einer kl inischen Studie an 13 CLL-

Patienten mit dem Inhibi tor klassicher und neuer PKC-Isoformen PKC412 

(Midostaurin) konnte eine Reduktion der Tumorlast beobachtet werden [107].  

Wir fokussierten auf die Rolle der Isoform PKC-β I I ,  deren Expression 

essentiel l  für die Entwicklung einer CLL im Tiermodel l  zu sein scheint [40]. 

Zudem ist das PKC-β I I -Expressionslevel in CLL-Zel len posit iv mit  Tumor-

stadium und Tumorzel l last korrel iert,  während in normalen B-Zel len deutl ich 

weniger PKC-β I I  exprimiert  wird [2].  Die selekt ive Inhibi t ion von PKC-β I I  

durch den Inhibi tor LY379196 bei CLL-Zel len in vi tro, führt jedoch nur zu 

marginaler Abnahme der Zel lv iabi l i tät [2]. Analog zeigte in unseren 

Experimenten Bryostat in al lein in hoher Konzentrat ion keinen Einfluss auf die 

Apoptoserate trotz vol lständiger Deplet ion von PKC-β I I  (Vergleiche Abbildung 

5, Säule 2 und 4). Enzastaurin hingegen, das neben PKC-β  auch AKT 

inhibiert ,  ein Signalmolekül welches in der CLL durch PKC-β  akt iviert  wird 

[8],  kann bekannterweise in CLL-Zel len Apoptose auslösen [40].  Wir konnten 

bestät igen, dass Enzastaurin al lein bereits zytotoxisch wirkt und zeigen, dass 

es die Toxizi tät von BL22 deutl ich verstärkt (siehe Abbi ldung 13). Die 

Inhibi t ion von PKC-β /AKT scheint also neben einer direkten proapoptotischen 

Wirkung (vergleiche Abbi ldung 13, Säule 1) die Zel len auch empfindl icher für 

das Immuntoxin zu machen. (Vergleiche Abbi ldung 13, Säule 2 und 3).  Wir 

vermuten, dass die Depletion von PKC-β  al lein nicht zytotoxisch wirkt,  die 

Zel len jedoch für weitere Noxen sensibi l is iert .   
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4.7 Veränderungen des Apoptose – Antiapoptose 

Gleichgewichts durch Bryostatin  

4.7.1 Antiapoptotische Wirkung von Bryostatin in Zellkulturen 

Der Einfluss von Bryostatin auf das Apoptose – Antiapoptose Gleichgewicht 

ist  sehr komplex. Je nach Zel l typ und Umgebungsfaktoren wurden sowohl 

pro- als auch ant iapoptotische Effekte beobachtet. Diese divergenten Effekte 

stehen vermutl ich in Zusammenhang mit einer kontextabhängigen Modulation 

verschiedener PKC-Isoformen. Auf molekularer Ebene l iegt der anti-

apoptot ischen Wirkung auf CLL-Zel len mutmaßlich in erster Linie eine 

Bryostatin- induzierte Hochregulation von MCL-1 und Phosphoryl ierung von 

BCL2 zugrunde [49, 104]. 

Bei den meisten primären CLL-Zel len vermindert Bryostatin in vi tro sowohl 

die spontane als auch die Medikamenten-induzierte Apoptoserate [49, 104] 

(siehe auch Abbi ldung 14 und Abbi ldung 16), während es an verschiedenen 

CLL-Zel l l in ien proapoptotische und Toxin-sensibi l is ierende Effekte zeigt [77-

79].  Wir konnten zeigen, dass bei CLL-Zel len in Kokultur mit  einer 

Stromazel l l inie, ein Model l ,  das den Bedingungen in vivo angenähert ist,  

Bryostatin die spontane Apoptoserate der CLL-Zel len nicht beeinf lusst (siehe 

Abbi ldung 5). Wodurch dieser Unterschied zwischen der Kokultur und der 

CLL-Reinkultur bedingt ist,  bleibt unklar.  Sicher ist  jedoch, dass die hohe 

Spontanapoptose in CLL-Reinkulturen nicht den Bedingungen in vivo 

entspricht und Fehler bei der Abschätzung medikamenteninduzierter 

Apoptoseraten zur Folge hat. Mögl icherweise vermittel t  Bryostatin den CLL-

Zel len Überlebenssignale, die in vivo nicht zu tragen kommen, da sie ohnehin 

in ausreichendem Maße von verschiedensten Mil ieufaktoren generiert 

werden, in vi tro jedoch eine ant iapoptot ische Wirkung erzeugen.  
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4.7.2 Hochregulation von MCL-1 und pSer(70)-BCL-2 durch 

Bryostatin 

Es war bereits mehrfach beschrieben, dass Bryostatin die Expression von 

MCL-1 und pSer(70)-BCL-2 in CLL-Zel len erhöht.  Thomas et al .  [104] 

konnten zeigen, dass beide Effekte durch Aktivierung der Proteinkinase C 

vermittel t  werden und innerhalb von Stunden nach Behandlung der Zel len mit 

Bryostatin auftreten. Verschiedene Proteinkinasen wurden bisher in 

Abhängigkeit vom Zel l typ als potentiel le BCL-2 Kinasen identi f iz iert  (Siehe 

1.2).  Ergebnisse aus einem anderen Projekt unserer Arbeitsgruppe legen 

eine Phosphoryl ierung von BCL-2 durch PKC-β I I  in CLL-Zel len nahe [115]. 

Zusätzl ich sind weitere PKC-Isoformen und MAP-Kinasen als BCL-2-Kinasen 

beschrieben [97].  

An der Hochregulat ion von MCL-1 durch Bryostatin scheint neben der 

Proteinkinase C auch der MAP-Kinase-Signalweg betei l igt  zu sein [104]. 

Wir konnten bestätigen, dass Bryostatin zu einer verstärkten Expression von 

MCL-1 und Phosphoryl ierung von BCL-2 führt (s iehe Abbi ldung 17). Dabei 

zeigte sich eine niedrige Konzentration von Bryostatin potenter als eine 

hohe. Diese Beobachtung lässt sich mögl icherweise durch die PKC-

Abhängigkeit  beider Effekte erklären. Bei der niedrigen Konzentrat ion von 

Bryostatin überwiegt die PKC-Aktivierung und die PKC-bedingten anti-

apoptot ischen Effekte sind dementsprechend stark ausgeprägt,  bei der hohen 

Konzentrat ion kommt es sehr rasch zur Degradation von PKC-Isoformen und 

die antiapoptotischen Effekte sind weniger ausgeprägt.  Die Erhöhung von 

MCL-1 und die Phosphoryl ierung von BCL-2 sind im zeit l ichen Verlauf 

rückläuf ig, bleiben jedoch über Tage hinweg über dem Ausgangsniveau 

(siehe Abbi ldung 20). Obwohl der Anst ieg der Expression der beiden Proteine 

also PKC-abhängig ist,  wird die erhöhte Expression auch nach Depletion 

verschiedener PKC-Isoformen über Tage hinweg aufrechterhalten. Ob diese 
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anhaltenden Proteinveränderungen persist ierende Effekte nach einer ini t ialen 

Aktivierung von PKC-Isoformen sind oder anderer Signalwege und nicht 

deplet ierte PKC-Isoformen für die Aufrechterhaltung verantwort l ich sind, ist 

nicht geklärt .   

Zudem konnten wir nach Bryostat inbehandlung eine Degradation von BIMEL 

und eine Molekulargewichtsänderung von BIML beobachten (siehe Abbi ldung 

17). Dies steht im Einklang zu den Beobachtungen aus dem bereits 

erwähnten Projekt unserer Arbeitsgruppe [115]. Dabei konnte nachgewiesen 

werden, dass die Aktivierung der Proteinkinase-C-β I I  ( in diesem Fal l  durch 

das funktionel l  verwandte PMA) zu einer verstärkten Phosphoryl ierung 

sowohl von BCL-2 als auch von BIM führt (mit  konsekutiver Veränderung des 

Molekulargewichts) und BIM daraufhin ubiquit inyl iert  und abgebaut wird. Man 

kann also vermuten, dass Bryostat in analog zu PMA PKC-β I I  akt iviert  und 

dies sowohl zur Phosphoryl ierung von BCL-2, als auch zur Phosphoryl ierung 

und Degradation von BIM führt.   

4.7.3 Relevanz von MCL-1 für die Wirkung von BL22 

Wir konnten zeigen, dass BL22 al leine zu einer Verminderung von MCL-1 und 

pSer(70)-BCL-2 führt, die Hochregulat ion dieser beiden Proteine durch 

Bryostatin jedoch nicht aufheben kann (siehe Abbildung 18). Mittels MCL-1 

Knockdown konnten wir demonstrieren, dass die Gesamttoxizität der 

Kombination aus Bryostatin und BL22 durch Ausschaltung von MCL-1 

gesteigert wird (siehe Abbi ldung 19). Al lerdings induziert  der Knockdown von 

MCL-1 al lein bereits Apoptose in CLL-Zel len, die Apoptoseinduktionsrate 

durch Bryostatin und BL22 wird durch Knockdown von MCL-1 nicht 

gesteigert.  (Abbi ldung 19). Es ist also zu vermuten, dass der anti-

apoptot ische Effekt der erhöhten MCL-1 Expression bei Kombination der 

beiden Substanzen tei lweise umgangen werden kann. Im Folgenden seien 

hierbei mögl iche Szenarien dargestel l t :  
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4.7.4 Wirkweise von BL22 auf zellulärer Ebene - Einfluss 

verschiedener Apoptose-regulierender Proteine 

Eine erhöhte Expression von MCL-1 geht in CLL-Zel len mit einer niedrigeren 

Überlebensrate sowie einem schlechteren Ansprechen auf Chemotherapie 

einher [17].  Das Immuntoxin BL22 wird jedoch trotz erhöhter Expression von 

MCL-1 nach Bryostat inbehandlung durch dieses in seiner Wirkung verstärkt 

(siehe Abbi ldung 18). Über den Einfluss von MCL-1 auf die Wirkung von 

BL22 gibt es in der Li teratur einzelne Daten: 

An murinen Fibroblastenzel l l inien konnten Du et al .  nachweisen, dass die 

Apoptoseinduktion durch BL22 mit einer Degradation von MCL-1 und 

konsekutive Aktivierung von BAK einhergeht und BL22 bei Erhöhung der 

MCL-1 Expression (durch Proteintransfektion) keine Apoptose zu induzieren 

vermag [32].  Diese Degradation von MCL-1 durch BL22 bi ldet sich in unseren 

Westernblotdaten (siehe Abbi ldung 18) ebenfal ls ab, unabhängig davon, ob 

MCL-1 zuvor durch Bryostatin induziert  worden war. Al lerdings konnte MCL-1 

nach Induktion durch Bryostatin nicht vol lständig sequestr iert  werden und die 

MCL-1 Expression nach Behandlung mit der Kombinat ion aus Bryostat in und 

BL22 lag meist deut l ich über den Mediumwerten. Wir konnten zeigen, dass 

trotz erhöhtem MCL-1-Level die Kombinat ion aus Bryostatin und BL22 stärker 

zytotoxisch war als das Immuntoxin al leine. Dieses Ergebnis scheint mit  den 

oben vorgestel l ten Daten von Du et al .  in Widerspruch zu stehen, wofür 

verschiedene Erklärungen mögl ich sind: 

Zum einen führte die Gruppe von Du et al .  ihre Versuche an murinen 

Fibroblastenzel len durch, während wir pr imäre CLL-Zel len verwendeten. Es 

ist  bekannt, dass bei der Apoptoseindukt ion durch Hemmung der Protein-

biosynthese wie im Fal l  von BL22 je nach Zel l typ verschiedene apoptose-

regul ierende Proteine betei l igt sind und somit kein direkter Vergleich mögl ich 

ist  [32].   
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Zudem ist die Wirkung von Bryostatin deutl ich komplexer als eine al leinige 

Erhöhung von MCL-1 durch Proteintransfekt ion.  

Weiterhin ist  beschrieben, dass BL22 auch unabhängig von einer Apoptose-

indukt ion aufgrund der Inhibi t ion der Proteinbiosynthese zytotoxisch wirkt.  So 

sterben mit BL22 behandelte Zel len auch bei vol lständiger Suppression der 

Apoptose mittels Caspaseinhibi toren ab [47].  Nach Inhibi t ion der Apoptose 

ist  die Immuntoxinwirkung jedoch abgeschwächt und tr i t t  verzögert ein.  

In den Experimenten von Du et al .  konnte die MCL-1 Transfektion 

offensicht l ich die Apoptoseinduktion durch BL22 inhibieren. Die MCL-1-

transf izierten Zel len wurden für 20 Stunden dem Immuntoxin exponiert,  

woraufhin kein Einf luss des Immuntoxins auf die Viabi l i tät der Zel len 

festgestel l t  werden konnte. Bei längerer Inkubation wäre vermutl ich eine 

zytotoxische Wirkung des Immuntoxins durch persist ierende Inhibi t ion der 

Proteinbiosynthese zu erkennen gewesen. So ist  in derselben 

Veröffentl ichung beschrieben, dass die Ausschaltung von BAK ebenfal ls die 

Apoptoseinduktion durch BL22 verhindert, die Zel len aber nach 48 Stunden 

auf Grund der dauerhaften Suppression der Proteinbiosynthese durch BL22 

dennoch absterben ([32],  S. 3448). Die Apoptoseinduktion ist also ein 

wichtiger Mechanismus der BL22-Toxizi tät,  jedoch nicht der einzige. 

Auch der Einfluss der BCL-2 Expression auf die Wirkung des Pseudomonas 

Exotoxins wurde untersucht.  So konnte an Lymphomzell l inien gezeigt 

werden, dass dessen Expression nicht mit  der toxischen Wirkung des 

Exotoxins korrel iert und BL22 auch bei hoher BCL-2-Expression eine gute 

Wirkung zeigt [12].  Al lerdings wurden die Versuche an Zel l l in ien durchgeführt 

und zudem die gesamte Proteinmenge von BCL-2 gemessen und nicht der 

phosphoryl ierte Antei l ,  welcher einen besseren Parameter für die BCL-2 

Aktivi tät darstel l t .   
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Auffäl l ig ist  weiterhin, dass Bryostatin trotz vol lständiger Deplet ion von BIMEL 

die Toxizi tät von BL22 verstärken kann (siehe Abbi ldung 17), was mutmaßen 

lässt,  dass BIM nicht maßgebl ich an der Apoptoseinduktion durch BL22 

betei l igt  ist .  Dafür spricht auch, dass die Expression von BIM durch 

Behandlung mit BL22 nicht verändert wird (siehe Abbi ldung 18). Zudem 

konnten Shimazu et al .  in ihren Untersuchungen zur Apoptoseindukt ion durch 

Inhibi t ion der Proteinbiosynthese nachweisen, dass diese unabhängig von 

BIM eingelei tet wird und auch in BIM-defizienten Zel l l inien auftr i t t  [99].  

Letzt l ich kann nicht abschl ießend geklärt  werden, inwiefern die erhöhte 

Expression antiapoptot ischer Proteine durch Bryostatin die Wirksamkeit  des 

Immuntoxins beeinflusst.  Bei unseren Versuchen an primären CLL-Zel len 

erwies sich die Zugabe von Bryostat in trotz der Hochregulat ion ant i-

apoptot ischer Proteine als vortei lhaft  für die Immuntoxinwirkung. Mögl iche 

Erklärungen hierfür sind zum einen, dass die Wirkung antiapoptot ischer 

Proteine trotz erhöhter Expression durch BL22 antagonisiert  werden kann 

und somit die Apoptose eingelei tet wird und zum anderen, dass das Immun-

toxin zusätzl ich durch Inhibit ion der Proteinbiosynthese unabhängig von 

Apoptosemechanismen zytotoxisch wirkt. 

4.8 Applikation von Bryostatin in vivo 

Eine wicht ige Frage, die unsere Arbeit  aufwirft ,  ist ,  ob CLL-Patienten 

tatsächl ich von der Therapie mit Bryostat in und BL22 profi t ieren können. Wir 

konnten zeigen, dass Bryostatin an primären CLL-Zel len in vi tro die Toxizi tät 

des Immuntoxins BL22 verstärkt.  Verantwort l ich hierfür ist  eine Hoch-

regulat ion der CD22 Expression auf CLL-Zel len sowie eine Depletion 

verschiedener PKC-Isoformen, insbesondere PKC-β I I .  Ab einer Wirk-

konzentration von 1ng/ml Bryostatin kann von einer Verstärkung der 

Immuntoxinwirkung ausgegangen werden. Von großer Wicht igkeit  in Hinbl ick 
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auf die Umsetzbarkeit  unserer Ergebnisse in kl inische Studien ist  also, ob 

diese Konzentrat ion auch in vivo erreicht werden kann. 

In kl inischen Studien mit Bryostatin zeigte sich, dass dessen Pharmako-

kinetik sehr variabel ist ,  zudem fehlte lange Zeit  eine sensit ive und val ide 

Methode zur Detektion von Bryostatin im Plasma nach intravenöser Infusion. 

Vor einiger Zeit  gelang es Zhao et al .  [113] eine massenspektrometr ische 

Methode zur Detekt ion von Bryostatin zu entwickeln, welche auch sehr 

geringe Plasmakonzentrationen bis zu 50 pg/ml nachweisen kann. Bei 

Anwendung dieser Methode in einer kl inischen Studie konnte gezeigt werden, 

dass eine Konzentrat ion von 1ng/ml in Patienten mit einer tägl ichen Infusion 

von 16µg/m2 über 14 Tage grundsätzl ich erreicht werden kann [100].  

Al lerdings vari ierten die Plasmakonzentrationen zwischen den einzelnen 

Patienten und eine kont inuierl iche Appl ikation von Bryostatin über 14 Tage 

käme für unser Projekt wohl nicht in Frage. Viele weitere Infusionsschemata 

für Bryostat in wurden in kl inischen Studien bereits verwendet, die meisten 

appl iz ierten Bryostat in über kürzere Zeiträume mit höheren Einzel-

konzentrationen, eine Bestimmung der Bryostat inplasmakonzentration 

erfolgte aber nicht. Entscheidend für die Wirksamkeit  der Kombinat ion aus 

Bryostatin und BL22 ist  letztendl ich nicht die erreichbare Plasma-

konzentration von Bryostat in sondern die Auslösung der CD22-

Hochregulat ion und der Deplet ion von PKC-Isoformen. In einer kl inischen 

Studie mit Bryostat in an Patienten mit niedriggradigem Non-Hodgkin-

Lymphom und chronisch lymphatischer Leukämie (n=25, davon 8 CLL-

Patienten) wurde bei vier der CLL-Patienten die CD22-Expression vor und 

nach intravenöser Gabe von Bryostatin gemessen, wobei bei zwei Patienten 

eine Hochregulat ion von CD22 beobachtet werden konnte [106].  Bryostatin 

wurde in einer kontinuier l ichen Infusion über 72 Stunden in einer Dosis von 

120µg/m2 appl iz iert (40 µg/m2/Tag). Die Hochregulation von CD22 ist also 
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auch in vivo mögl ich, die St ichprobe von vier Patienten ist  aber sicher nicht 

aussagekräft ig genug um zu entscheiden, ob es sich um einen konsistenten 

Effekt handelt .   

In einer anderen kl inischen Studie an CLL-Patienten mit dem gleichen 

Appl ikationsschema wurde die Veränderung der Gesamt-PKC-Aktivi tät nach 

Gabe von Bryostatin untersucht,  ebenfal ls an vier Patienten. Bei al len 

Patienten konnte eine ini t iale PKC-Aktivierung ein bis zwei Stunden nach 

Beginn der Infusion nachgewiesen werden, nach 24 Stunden fand sich bei 

drei  der vier Patienten keine PKC-Aktivi tät mehr, diese bl ieb über den 

gesamten Zeitraum der Bryostatininfusion (72 Stunden) supprimiert .  Bei 

einem Patienten zeigte sich ein verzögerter Rückgang der PKC-Aktivi tät,  

nach 72 Stunden war sie jedoch ebenfal ls vol lständig supprimiert .  [105].  

Auch die Depletion der Proteinkinase C durch Bryostatin scheint also bei CLL 

Patienten durch intravenöse Infusion von Bryostatin mögl ich zu sein.  

Ein Problem hinsicht l ich der kl inischen Anwendung von Bryostatin könnten 

die antiapoptotischen Effekte darstel len, insbesondere da diese stark dosis-

abhängig und bei niedrigeren Konzentrat ionen stärker ausgeprägt sind. 

Bisher hat sich jedoch Bryostatin in der kl inischen Anwendung als relat iv 

sicher erwiesen und es sind keine Daten über tumorfördernde Eigenschaften 

in vivo bekannt. Zudem muss betont werden, dass in unseren Experimenten 

Bryostatin in niedriger Konzentration trotz der Erhöhung antiapoptot ischer 

Proteine die BL22-Toxizi tät verstärkt. 

Al le vorgestel l ten kl inischen Studien untersuchten jewei ls nur Konzentrat ion 

und Wirkung von Bryostatin im Plasma. In Tierstudien konnte gezeigt werden, 

dass Bryostat in aufgrund seiner Lipophi l ie im Knochenmark akkumuliert und 

dort in höheren Konzentrat ionen als im Plasma vorl iegt.  Interessant ist 

weiterhin, dass Bryostatin in vivo nur geringen Abbauprozessen unterl iegt 

und in verschiedenen Geweben relat iv stabi l  bleibt [112]. 
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4.9 Sequentielle Applikation von Bryostatin und BL22 

Sequentiel le Therapieschemata werden häufig bei Kombinat ion von 

Medikamenten, insbesondere von Chemotherapeutika, angewandt um 

Nebenwirkungen und Wechselwirkungen zwischen den Medikamenten zu 

vermindern. Zum Beispiel  wird Rituximab bei Patienten mit mal ignen B-

Zel lerkrankungen einen Tag vor der Chemotherapie gegeben. Für Bryostatin 

konnte in einer kl inischen Studie bereits gezeigt werden, dass die 

sequentiel le Therapie mit  Bryostatin und Fludarabin an CLL-Patienten 

wirksam ist [95].  Wir konnten in vi tro demonstrieren, dass CLL-Zel len auch 

72 Stunden nach Gabe von Bryostatin sensibler auf das Immuntoxin BL22 

reagieren als ohne Vorbehandlung (siehe Abbildung 23). Dies lässt sich 

dadurch erklären, dass sowohl die Hochregulat ion von BL22 als auch die 

Depletion von PKC-Isoformen durch Bryostatin lang anhaltende Effekte sind 

und noch Tage nach der Behandlung mit Bryostatin andauern. Die 

Hochregulat ion von MCL-1 und p(Ser)70-BCL-2 hingegen ist  im zeit l ichen 

Verlauf rückläufig (siehe Abbi ldung 20). Wir vermuten daher, dass eine 

sequentiel le Appl ikat ion von Bryostatin und BL22 an CLL-Patienten nicht nur 

wirksam sein könnte, sondern eventuel l  sogar einer gleichzeit igen Therapie 

in der Wirkung überlegen. Al lerdings bleibt unklar,  inwiefern sich unsere 

Experimente auf die Bedingungen in vivo anwenden lassen. Wir behandelten 

CLL-Zel len für 24 Stunden mit Bryostatin und entfernten dieses anschl ießend 

durch dreimaliges Waschen mit PBS. Vermutl ich war ein großer Tei l  von 

Bryostatin in den Zel len gespeichert und konnte durch den Austausch des 

Mediums nicht entfernt werden. Durch den Blutstrom und die Metabol isierung 

in vivo kann Bryostat in vermutl ich effektiver aus den Zel len el iminiert  werden 

und es bleibt offen wie sich die verschiedenen Bryostatineffekte in vivo im 

zeit l ichen Verlauf verhalten. Nur wenige kl inische Studien haben das 

Verhalten der PKC-Expression in CLL-Zel len oder gesunden Blutzel len 
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während und nach Bryostatininfusion untersucht. Wie in 4.8 bereits erwähnt 

konnte an einer kleinen Stichprobe von CLL-Patienten gezeigt werden, dass 

die PKC-Aktivi tät bei Infusion von Bryostatin über 72 Stunden nach ini t ialer 

Aktivierung sinkt und nach 72 Stunden keine PKC-Aktivi tät mehr in den CLL-

Zel len nachzuweisen ist .  [105].  Andere Studien untersuchten die PKC-

Aktivi tät an mononukleären Zel len des peripheren Blutes: Marshal l  et al .  [71] 

best immten die Aktivi tät verschiedener PKC-Isoformen in Lymphozyten aus 

dem peripheren Blut nach Infusion von Bryostatin über fünf beziehungsweise 

sechs Tage. Bei höheren Konzentrat ionen von Bryostat in konnte nach 

ini t ialer Aktiv ierung eine Verminderung der Proteinmenge verschiedener 

PKC-Isoformen beobachtet werden, die tei lweise bis zu drei  Wochen nach 

Beendigung der Bryostatinbehandlung anhielt .  Die Ergebnisse vari ierten 

jedoch bei den verschiedenen Patienten und Dosisstufen von Bryostatin. 

Zudem konnte kein konsistenter Effekt auf die Isoform beta beobachtet 

werden, der wir eine zentrale Rol le bei der Sensibi l is ierung für das 

Immuntoxin zuweisen [71]. Diese Isoform ist al lerdings in den hier 

untersuchten gesunden Lymphozyten im Vergleich zu CLL-Zel len deutl ich 

geringer exprimiert [2].  Die Wirkung von Bryostat in auf verschiedene PKC-

Isoformen ist  stark abhängig vom Zel l typ [82].  Es ist  also durchaus denkbar, 

dass an CLL-Patienten nach intravenöser Infusion von Bryostat in eine 

anhaltende Depletion der normalerweise konsti tut iv akt ivierten Isoform beta 

auszulösen ist,  so wie es unsere Daten aus den in vi tro Experimenten 

vermuten lassen.  

Die extrem lang anhaltende Depletion verschiedener PKC-Isoformen bis zu 3 

Wochen nach Bryostatinbehandlung in Lymphozyten des peripheren Blutes in 

der vorgestel l ten Studie, lässt vermuten, dass Bryostatin in Knochenmark 

und Lymphknoten verstärkt und verlängert wirkt. Über einen Zeitraum von 

drei  Wochen f indet bereits ein erhebl icher Austausch der Lymphozyten im 
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peripheren Blut statt .  Eventuel l  wird also auch die PKC-Aktivi tät der neu 

gebi ldeten Lymphozyten durch die länger anhaltende Bryostatinwirkung in 

Knochenmark und Lymphknoten supprimiert .   

4.10 Vergleich der Wirkung von BL22 mit HA22 

Wir vergl ichen die Wirkung von BL22 und HA22 in Kombinat ion mit 

Bryostatin. Dabei konnten wir keine verstärkte Wirksamkeit  des neu 

entwickelten HA22 im Vergleich zu BL22 nachweisen.  

Dies scheint im Widerspruch zu stehen zu den Untersuchungen von Salvatore 

et al . ,  die eine stärkere Zytotoxizi tät von HA22 im Vergleich zu BL22 sowohl 

an Zel l l in ien als auch an primären B-Zel len nachweisen konnten [98].   

Vermutl ich war unsere Konzentration mit 1µg/ml Immuntoxin zu hoch 

gewählt,  um die vermehrte Wirkstärke von HA22 nachzuweisen. Diese beruht 

auf einer erhöhten Bindungsaff ini tät zu CD22. Bei der hohen Konzentration 

des Immuntoxins waren die Bindungsstel len wahrscheinl ich bereits bei BL22 

relat iv stark gesätt igt  und der Sätt igungsgrad konnte durch das stärker 

bindende HA22 nicht weiter gesteigert werden. Salvatore et al .  konnten die 

größten Unterschiede bei niedrigeren Konzentrat ionen von 10 und 100 ng/ml 

nachweisen. Zu gleichem Ergebnis kamen Decker et al .  ( [28],  S. 2723) und 

konnten zeigen, dass bei Immuntoxinkonzentrat ionen von 1000 ng/ml beide 

Immuntoxine gleichermaßen toxisch auf pr imäre CLL-Zel len wirken, während 

HA22 bei Konzentrationen zwischen 10 ng/ml und 100 ng/ml deutl ich 

wirksamer ist.  Leider stand uns nur eine l imit ierte Menge beider Immuntoxine 

zur Verfügung, so dass wir die Versuche nicht mit  niedrigeren Immuntoxin-

konzentrationen wiederholen konnten. Wir konnten jedoch zeigen, dass 

Bryostatin auch die Zytotoxizi tät von HA22 verstärkt und gehen davon aus, 

dass niedrigere Konzentrationen von HA22 in Kombination mit Bryostatin 

eingesetzt werden können um die gleiche Wirkung wie BL22 zu erzielen.  
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Zudem spielen die Vortei le von HA 22 sicher im menschl ichen Organismus 

mit einer Vielzahl von (gesunden) Zell typen als Zielzel len eine weitaus 

größere Rol le als in reinen CLL-Kulturen, in denen ohnehin nur mal igne CLL-

Zel len als Bindungspartner vorhanden sind.  

4.11 Ausblick 

Wir gehen davon aus, dass die Zugabe von Bryostatin die Wirkung der CD22-

Immuntoxine BL22 und HA22 bei CLL-Patienten in vivo verstärken kann. 

Aufgrund der Ergebnisse unserer Experimente in vi tro denken wir,  dass die 

Kombination dieser beiden Substanzen für therapierefraktäre CLL-Patienten 

eine ähnl ich effekt ive Therapie darstel len könnte, wie die Monotherapie mit 

BL22/HA22 für Patienten mit Haarzel l leukämie. Sowohl Bryostatin als auch 

BL22 wurden bereits an CLL-Patienten in kl inischen Studien getestet und 

haben sich in ihrer Anwendung als sicher erwiesen. Wir halten ein 

sequentiel les Therapieschema mit Vorbehandlung der Patienten mit  

Bryostatin erfolgversprechend, da die erwünschten Bryostatinwirkungen 

CD22-Hochregulation und PKC-Depletion lang anhaltend sind, während die 

unerwünschte Hochregulation ant iapoptotischer Proteine im zeit l ichen 

Verlauf zurückgeht. Die optimalen Zeitpunkte für die Gabe der beiden 

Substanzen, sowie die jewei l igen Dosen müssten sicher sorgfält ig ermittel t  

werden. Problematisch im Hinbl ick auf die kl inische Umsetzbarkeit  unserer 

Ergebnisse ist vermutl ich die variable Pharmakokinetik von Bryostatin, zumal 

die verschiedenen Bryostatineffekte stark dosisabhängig sind. Die erreich-

baren Blutkonzentrat ionen nach Bryostat ininfusion sind schwer vorher-

zusagen und inter individuel len Schwankungen unterworfen. Eventuel l  kann 

die erforderl iche Konzentration nicht bei al len Patienten im peripheren Blut 

erreicht werden. Günst iger dürfte sich die Situation in Knochenmark und 



Diskussion 
 

86

Lymphknoten darstel len, wo durch Anreicherung höhere Bryostatin-

konzentrationen erziel t  werden können.  

Aufgrund unserer Ergebnisse gehen wir davon aus, dass die Kombination 

sowohl eine Krankheitsprogression durch Abtötung prol i fer ierender Zel len 

verhindern kann, als auch die protektive Wirkung verschiedener Mil ieu-

faktoren auf die mal ignen Zel len aufhebt und somit an verschiedenen 

Schlüsselstel len der Erkrankung ansetzen kann.  

Zudem hat die Kombination aus BL22 und Bryostat in auch an verschiedenen 

Lymphomzel l l inen gute Wirksamkeit  gezeigt und es ist  anzunehmen, dass 

auch Patienten mit B-Zel l lymphomen von der kombinierten Therapie 

profi t ieren können.  

Wir können al lerdings nur spekulieren, dass sich unsere Ergebnisse auch auf 

die Bedingungen in vivo übertragen lassen. Um dies zu evaluieren, wären 

kl inische Studien mit der Kombinat ion beider Substanzen an CLL-Patienten 

und Patienten mit anderen malignen B-Zel lerkrankungen nöt ig.  
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5 Zusammenfassung 
In diesem Projekt konnten wir zeigen, dass sich die Wirkung der CD22-

Immuntoxine BL22 und HA22 an CLL-Zel len in vi tro durch die Zugabe von 

Bryostatin verstärken lässt.  Wir konnten zwei verschiedene Mechanismen 

hierfür identi f iz ieren. Zum einen erhöht Bryostatin unabhängig von der 

Grundexpression die CD22-Expression der CLL-Zel len und somit kann das 

Immuntoxin vermehrt an die Zel len gebunden und internal is iert  werden. Zum 

anderen deplet iert Bryostatin in hoher Konzentrat ion verschiedene PKC-

Isoformen, insbesondere PKC-β I I ,  deren konsti tut ive Aktivierung eine 

wichtige Rol le bei der Pathogenese der CLL spiel t .  Verschiedene Signalwege 

sind in CLL-Zel len PKC-abhängig konst i tut iv aktiv iert  und tragen dadurch zur 

Apoptoseresistenz bei.  Diese können durch die Bryostat in- induzierte PKC-

Depletion unterbrochen werden, wodurch die Zel len sensibler für die zyto-

toxische Wirkung des Immuntoxins werden. 

Ungünstig scheint die gleichzeit ige Hochregulat ion antiapoptot ischer 

Proteine durch Bryostatin, deren Einfluss auf die Immuntoxinwirkung nicht 

abschl ießend beurtei l t  werden kann. Sie kann jedoch durch eine sequentiel le 

Gabe von Bryostat in und Immuntoxin tei lweise umgangen werden, da die 

antiapoptot ischen Veränderungen im zeit l ichen Verlauf rückläufig sind, im 

Gegensatz zur lang anhaltenden CD22-Hochregulat ion und PKC-Deplet ion. 

Weiterhin konnten wir demonstr ieren, dass die Kombination die protektive 

Wirkung von Stromazel len aufheben kann und ebenso an prol i ferierenden 

CLL-Zel len wirksam ist.  Daneben zeigte sie auch gute Wirksamkeit  an 

verschiedenen Lymphomzel l l inien. Wir gehen also davon aus, dass die 

kombinierte Gabe von Bryostatin und BL22/HA22 einen erfolgversprechenden 

Ansatz zur Therapie refraktärer Patienten mit CLL und B-Zel l lymphomen 

darstel l t  und erachten kl inische Studien mit dieser Kombination für sinnvol l .  
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