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1 Einleitung

1.1. Die B-Zell-chronische lymphatische Leukamie (B-CLL)
1.1.1. Definition

Die B-Zell-chronische lymphatische Leukamie (B-CLL) ist eine klonale B-Zell-
Neoplasie von morphologisch reifen, funktionell allerdings unreifen B-Zellen,
welche Oberflachenantigene (slgM) exprimieren. Die B-CLL ist gekennzeichnet
durch eine Anhaufung von ausgewachsenen, nicht-funktionellen CD5+, CD19+
und CD23+ B-Zellen mit niedriger proliferativer Aktivitat, die nicht mehr den
programmierten Zell-Tod (Apoptose) eingehen koénnen. Die monoklonale Ex-
pansion der malignen Zellen fuhrt zur Verdrangung der normalen Hamatopoese
im Knochenmark. Die Folge ist die Ausschwemmung dieser Zellen in das peri-
phere Blut und eine Akkumulation in verschiedenen Geweben wie Lymphkno-
ten, Leber und Milz. Dies ist meistens mit OrganvergréRerungen dieser assozi-
iert ist [Meinhardt et al., 1999; Rozman et al., 1995].

Obwonhl die B-CLL bezuglich der Pathologie ein sehr einheitliches Bild liefert,
verhalt sich die Erkrankung klinisch auf3erst variabel. Bei einigen Patienten ver-
lauft sie rasch fortschreitend mit einer Uberlebenszeit von nur wenigen Monaten
nach Diagnosestellung, andere Patienten hingegen Uberleben 10 Jahre und
langer ohne groflere Komplikationen [Rozman et al., 1995; Dighiero et al.,
1991]. Mittlerweile ist es moglich, sowohl durch die Immunphanotypisierung als

auch durch die Zytogenetik Risikogruppen abzugrenzen.

1.1.2. Atiologie und Epidemiologie

Die chronisch lymphatische Leukamie ist die haufigste Leukamieform bei Er-
wachsenen in der westlichen Welt [Yee et al., 2006]. Sie stellt 22-30% aller
Leukamie-Falle dar mit einer weltweiten Inzidenz zwischen 1 - 5.5 pro 100.000
Einwohner. Australien, die USA, Irland und ltalien haben die héchsten B-CLL-
Inzidenz-Raten. Die B-CLL betrifft nahezu ausschlieRlich Erwachsene, mit ho-

heren Raten bei Mannern als bei Frauen (Inzidenz im Jahr 2000 in den USA:
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4,7 Manner pro 100.000 Einwohner im Gegensatz zu 2,4 Frauen) und ebenso
hdheren Raten bei Kaukasiern als bei Afro-Amerikanern (Inzidenz im Jahr 2000
in den USA: 3,7 pro 100.000 Einwohnern bei den Kaukasiern zu 2,5 bei den
Afro-Amerikanern). Die Krankheit betrifft gewohnlich altere Menschen; das mitt-
lere Alter bei Diagnosestellung liegt bei 64-70 Jahren. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate erreichen in den USA 83% der Patienten, die bis zu 65 Jahre alt
sind, und 68%, die schon alter als 65 Jahre sind [Redaelli et al., 2004].

Die Ursache der B-CLL ist noch immer unbekannt. Sie ist die einzige Leukamie-
form, die nicht mit Aussetzung gegenuber ionisierter Strahlung, Medikamenten
oder Chemikalien assoziiert ist [Yee et al., 2006]. Ebenso existiert kein Uber-

zeugender Grund fiir eine virale Atiologie [Faguet, 1994].

Studien haben gezeigt, dass das Risiko an einer B-CLL zu erkranken in Famili-
en mit Verwandten, die selbst eine B-CLL haben, hoher ist. Jedoch ist die exak-
te Rolle, die die Vererbung in der Entwicklung der Krankheit spielt, noch nicht
vollstandig geklart. So gibt es keine Erklarung fur die Tatsache, dass bei eineii-
gen Zwillingen, die beide eine B-CLL entwickelt hatten, unterschiedliche Mutati-
onen vorgefunden wurden [Yuille et al., 2000; Andritsos et al., 2002; Houlston et
al., 2002]. Weiterhin kdnnen keine biologischen Unterschiede - also IgVH-Gen-
Mutations-Status, ZAP70-Expression, CD38-Expression, Zytogenetik sowie
Transformationsrate zu héhergradigen NHL (Non-Hodgkin-Lymphom) - zwi-
schen einer familidrer und sporadisch auftretender B-CLL festgestellt werden
[Yee et al., 2006].

1.1.3. Diagnose
1.1.3.1. Klinisches Erscheinungsbild

Bei der B-CLL verlauft die subjektive Symptomentwicklung vor Diagnosestel-
lung uncharakteristisch und in der Regel schleichend [Begemann et al., 1970].
Es Uberwiegen Lymphknotenschwellungen, Leber- und MilzvergroRerung sowie
eine Leukozytose, gefolgt von unspezifischen Allgemeinsymptomen wie korper-
liche Abgeschlagenheit, Mudigkeit und Leistungsminderung. Patienten mit fort-

geschrittener B-CLL klagen sehr haufig Uber Gewichtsabnahme, vermehrte
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Schweildneigung — besonders Nachtschweily —, Thrombozytopenie und Anamie.
Zudem treten bei ca. 25% der Patienten verhauft Infekte oder fieberhafte Zu-
stande auf. Oft wird die B-CLL in den frihen Stadien (Rai 0, Binet A) im Rah-
men von Routineuntersuchungen ohne klinische Manifestation festgestellt [Hal-
lek et al., 2005].

Far die klinische Diagnose einer B-CLL ist eine anhaltende absolute Lymphozy-
tose von 5x10° Lymphozyten/l im peripheren Blut Voraussetzung. Bei manchen
Patienten wird sogar ein Wert von 1x10'"" Lymphozyten/I tberschritten. Die
Lymphozyten erscheinen reif und klein. Weitere Mallnahmen der Diagnosestel-
lung beinhalten die Immunphanotyp-Expression von CD5, CD19, CD20 und
CD23 auf den B-Zellen. Bei 20% der Patienten liegt ein positiver Coombs-Test
fur Antikérper gegen Erythrozyten vor. Anamien mit Hamoglobin-
Konzentrationen < 11 g/dl liegen in 10-15% der Falle vor; Thrombozytopenien
(< 100x 10° Thrombozyten/l) in weniger als 10% [Kalil et al., 1999].

1.1.3.2. Zytomorphologische Charakteristika

In der panoptischen Farbung des Blutausstrichs finden sich typischerweise klei-
ne, monomorphe Lymphozyten, deren Grolie etwa 1 bis 1 %2 mal der GrofRe von
Erythrozyten entspricht. Diese Zellen weisen einen schmalen, basophilen Zy-
toplasmasaum und einen dichten, meist regelmalig begrenzten Kern auf. Die
Kernstruktur ist grob, das Chromatin meistens verklumpt, Nukleoli sind in der
Regel nicht nachweisbar. Teilweise konnen auch Prolymphozyten vorgefunden
werden. Diese Zellen sind groRer, besitzen einen weiteren Zytoplasmasaum
und einen deutlichen Nukleolus. Haufig finden sich ,Gumprecht’'sche Kernschat-

ten® als Zeichen besonderer mechanischer Verletzlichkeit Ilymphatisch-
leukamischer Zellen. Bei den Gumprecht’'schen Kernschatten handelt es sich
um ,zerquetsche® Zellen, die bei der B-CLL zwar haufig zu sehen, aber nicht
spezifisch sind und auch bei anderen Non-Hodgkin-Lymphomen vorkommen

[Loffler et al., 1999].
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Abbildung 1: Mikroskopischer Blick auf den Blutausstrich eines B-CLL-
Patienten. Zu erkennen sind kleine Lymphozyten mit rund/ovalen Kernen sowie
ein Gumprecht’scher Kernschatten (Pfeil).

Quelle: Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Privatdozent Dr. Karl-Anton

Kreuzer

1.1.3.3. Immunphéanotyp

Zur Abgrenzung der B-CLL von den dbrigen B-NHLs ist eine immunphanotypi-
sche Untersuchung der Lymphozyten aus dem peripheren Blut notwendig. Da
die B-CLL-Zellen immer den Pan-B-Zellmarker CD19 exprimieren, sind diese
recht einfach von der in Europa seltenen CLL vom T-Zell-Typ zu unterscheiden.
Ebenso exprimieren B-CLL-Zellen den Pan-B-Zellmarker CD20; dies erfolgt je-
doch in geringerer Intensitat verglichen mit den anderen B-chronisch
lymphoproliferativen Krankheiten. In mehr als 90% der Falle coexprimieren leu-
kamische B-Lymphozyten CD5, einen T-Zell-Marker, sowie CD23. Zur Abgren-
zung der B-CLL von anderen B-Zell-Lymphomen hilft die gleichzeitige Betrach-
tung von CD5, CD23 und CD79b. Da CD79b nahezu nie oder nur schwach
exprimiert wird, kann man dies als Kriterium zur Abgrenzung zu den Ubrigen
CD5-positiven Lymphomen bezeichnen. B-CLL Lymphozyten besitzen zudem
eine schwache Expression der Oberflachenimmunglobuline SigM und/oder
SlgD, sehr haufig mit einer k- oder A-Leichtkettenrestriktion. Ebenso werden die
B-Zell-Antigene FMC7 und CD22 gar nicht oder nur schwach exprimiert. CD38
wird nur in ca. 20% der B-CLL Falle exprimieren [Hallek et al., 2005; Pangalis et
al., 2002].
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Der derzeit beste prognostische Marker fur die B-CLL ist der individuelle Muta-
tionsgrad eines Gens, das fur den variablen Teil der Immunglobulinschwerkette
(IgVH) kodiert. B-CLL-Patienten mit mutiertem IgVH-Gen weisen eine gunstige-
re Krankheitsprognose auf als solche mit unmutiertem IgVH-Gen. Die Analyse
des Mutationsgrades mittels Sequenzierung ist allerdings sehr aufwandig und
als Routineuntersuchung ungeeignet. Eine Alternative stellt die durchflusszyto-
metrische Bestimmung der ZAP70-Expression dar, da die Expression dieses

Proteins mit dem Mutationsgrad des IgVH-Gens korreliert.

ZAP70 (zeta-associated protein) ist eine Tyrosinkinase, die essentiell an der T-
Zell-Signaltransduktion beteiligt ist und intrazellular in T-NK (Natural Killer)-
Zellen vorkommt, in B-Zellen dagegen normalerweise nicht exprimiert wird. Es
wird beschrieben, dass Patienten mit mutiertem IgVH-Gen und entsprechend
niedriger ZAP70-Expression (<30%) einen deutlich gunstigeren Krankheitsver-
lauf und eine héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit aufweisen als Patienten mit
unmutiertem IgVH-Gen und entsprechend hoher ZAP70-Expression (>30%)
[Chen et al., 2002; Crespo et al., 2003].

Matutes et al. haben ein immunphanotypisches Scoring-System entwickelt,
welches die Abgrenzung der B-CLL zu anderen lymphoproliferativen Erkran-
kungen erleichtert. Beim Scoring wird die Expression von sigM, CD5, CD23,
FMC7, und CD79b berlcksichtigt. So konnte gezeigt werden, dass bei einer
SLypischen® B-CLL in 96% der Falle ein Score von 4 oder 5 Punkten erreicht
wird, wahrend die anderen B-Zell-NHL'’s nur einen Score von 0-2 zeigten [Hal-
lek et al., 2005; Pangalis et al., 2002].
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Membranmarker 1 Punkt 0 Punkte
sigM schwach mafig/stark
CD5 positiv negativ
CD23 positiv negativ
FMC7 negativ positiv
CD79b negativ positiv

Tabelle 1: Scoring-System fur die Differentialdiagnose chronischer lymphoproli-

ferativer Erkrankungen

1.1.3.4. Zytogenetische Veranderungen

Das Wissen Uber genomische Anomalien hat sich aufgrund des Fortschritts in
der molekularen Genetik in den letzten Jahren rapide entwickelt. Die Fluores-
zenz-in situ-Hybridisierung (FISH) ermdglicht eine empfindliche Detektion spezi-
fischer genomischer Anomalien nicht nur in Metaphase-Chromosomen, sondern
auch im Interphase-Zell-Nukleus. Zytogenetische Anomalien werden mit mo-
dernen Methoden in Uber 80% aller B-CLL-Erkrankungen entdeckt [Winkler et
al., 2006]. Eine bestimmte krankheitsspezifische zytogenetische Veranderung
ist bei der B-CLL nicht bekannt. Die haufigste zytogenetische Anomalie ist eine
13q14-Deletion, die etwa bei der Halfte der B-CLL-Patienten auftritt, gefolgt von
Deletionen der Region 11922.3-923.1, der Trisomie 12, Deletionen von 6921
und Deletionen/Mutationen des p53-Tumorsuppressorgens (17p13) [Ddhner et
al., 1999].

Die Zytogenetik ist prognostisch auf3erordentlich bedeutsam. Das Auftreten von
Chromosomenanomalien weist auf eine schlechtere Prognose als ein normaler
Karyotyp hin [Han et al., 1987] Patienten mit einzelnen Anomalien Uberleben
langer als die mit mehrfachen Anomalien. So besitzen etwa Patienten mit einer
17p- oder 11g-Deletion eine schlechtere Prognose als Patienten mit einem
normalem Karyotyp oder mit einer 13qg-Deletion. Verschiedene zytogenetische

Aberrationen identifizieren Patientengruppen mit bestimmten klinischen Merk-
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malen. So weisen Patienten mit einer 11g-Deletion einen exzessiven Lymph-
knotenbefall, einen raschen Krankheitsverlauf und eine kurze Uberlebenszeit
auf. Patienten mit einer 17p-Deletion kennzeichnet ein schlechtes Therapiean-

sprechen, besonders eine haufige Therapieresistenz gegen Fludarabin.

Ein weiterer molekulargenetischer Parameter zur Unterscheidung von pathoge-
netischen und prognostischen Subgruppen ist der Mutationsstatus der VH-
Gene. B-CLL-Patienten mit einem nicht-mutierten IgVH-Gen haben eine prog-
nostisch ungunstigere, aggressivere Form der B-CLL als solche mit einem mu-
tierten IgVH-Gen sowie eine kirzere Uberlebenszeit [Damle et al., 1999;
Hamblin et al., 1999]. Diese Befunde zeigen aulerdem, dass der Ursprung der
B-CLL bei einem Teil der Patienten aus einer Memory-B-Zelle (mutiertes IgVH -
Gen) stammt, bei dem anderen Teil der Patienten hingegen aus einer naiven B-

Zelle (unmutiertes IgVH —Gen).

13g-Deletion (13g14)

In zytogenetischen Studien wurden als haufigste strukturelle Anomalie eine De-
letion der Bande 13q14 identifiziert. Das Retinoblastom- Tumorsuppressorgen
(RBI) befindet sich auf der Bande 13q14, allerdings wurde die Deaktivierung
von beiden RBI-Genkopien bisher selten entdeckt [Winkler et al., 2006]. Die B-
CLL mit einer 13g14-Deletion als einzige Anomalie ist durch einen glnstigen
Krankheitsverlauf gekennzeichnet. Die mittlere Uberlebenszeit ist langer als bei
allen anderen Abweichungen und sogar langer als bei Patienten mit einem
normalen Karyotyp [Déhner et al., 2000]. Grund fur die gute Prognose von B-
CLL Patienten, bei denen nur eine 13q14 Deletion als einzige Genveranderung
vorliegt, scheint der sehr langsame Krankheitsverlauf zu sein. Allerdings wird

der Verlauf der Krankheit auch von dem VH-Mutationsstatus bestimmt.

Die klinische Signifikanz der 13q14-Deletion wurde das erste Mal durch multi-
zentrische Studien des 1. und 2. IWCLL (International Workshop on Chronic
Lymphocytic Leukemia) nachgewiesen. Patienten mit Anomalien auf Chromo-
som 13 schienen eine hohere Lebenserwartung zu haben als Patienten mit
normalem Karyotyp [Stilgenbauer S, Bullinger L et al., 2002]. Diese Ergebnisse

wurden durch eine weitere Studie von Dohner et al. bestatigt [Dohner et al.,
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2000]. Patienten, bei denen eine 13914 Deletion als einzige Anomalie auftrat
(weitere Veranderungen wurden durch umfassende Untersuchungen mit Hilfe
einer FISH ausgeschlossen), wiesen die langste therapiefreie Zeit auf und be-
sallen die hochste Lebenserwartung (133 Monate). Hervorzuheben ist, dass die
Lebenserwartung dieses Kollektivs hoher war als die der Gruppe ohne erkenn-
bare Genveranderungen (111 Monate) und die des Kollektivs mit Trisomie 12
(114 Monate).

Trisomie 12 (12913)

Die Trisomie 12 gehort zu den am weitest verbreiteten genetischen Verande-
rungen bei der B-CLL [Rozman et al., 1995; Zwiebel et al., 1998]. Molekulare
zytogenetische Untersuchungen mit der Interphase-FISH-Methode zeigten eine
Haufigkeit von 10-20% in europdischen und von mehr als 30% in US-
amerikanischen Studien [Winkler et al., 2006]. Die Funktion der Gene, die mog-
licherweise an der Pathogenese der B-CLL mit Trisomie 12 beteiligt sind, ist
noch nicht vollig geklart. Altere Studien belegen, dass die Banden 12q13-q15
eine pradisponierte Region flir den Zugewinn genetischen Materials enthalten
und sich unter anderem Gene mit onkogenem Potential, wie CDK4, GLI und
MDM2 in dieser Region befinden. Es ist allerdings zu betonen, dass bis dato
noch keine Relevanz fur die Pathogenese von B-CLL im Zusammenhang mit
diesen Genen gefunden wurde. In mehreren Studien konnte das Vorhanden-
sein einer Trisomie 12 mit einem aggressiveren Verlauf der B-CLL in Verbin-
dung gebracht werden, allerdings konnte keine Studie belegen, dass eine Tri-
somie 12 die Prognose negativ beeinflusst. Bei einer Studie mit 325 Patienten
war die Prognose der Gruppe mit Trisomie 12 mittelmaRig (mittlere Uberle-
benszeit 114 Monate) [Dohner et al., 2000]. Die Lebenserwartung war kurzer im
Vergleich zur Gruppe, bei der nur eine 13g-Deletion als einzige genetische A-
nomalie vorlag, und langer im Vergleich zu den Gruppen mit 11g22-g23 und
17p13 Deletionen. In weitere Untersuchungen uber die prognostische Bedeu-
tung der Trisomie 12 konnten die Arbeitsgruppen von Juliusson und Escudier
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der Uberlebenswahrscheinlichkeit

zwischen Patienten mit und ohne Trisomie 12 aufdecken [Juliusson et al., 1990;
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Escudier et al., 1993]. Bezog man allerdings konventionelle ,Chromosome ban-
ding“-Daten mit in die Studie ein, sah man, dass die Lebenserwartung von Pati-
enten mit Trisomie 12 deutlich kirzer war als die von Patienten mit normalem
Karyotyp. Aulierdem waren Patienten mit einer Anomalie auf Chromosom 12

starker vorbehandelt und befanden sich im fortgeschrittenen Binet Stadium.

In seltenen Fallen kommen bei der B-CLL Zellen vor, die ein breites basophiles
Zytoplasma haben und an Plasmazellen erinnern. Diese CLL-Typen mit Uber
10% dieser typischen Zellen werden auch als atypische CLL oder lymphoplas-
mozytoiden Zellen bezeichnet. Mit Hilfe der Interphase Zytogenetik konnte ein
Zusammenhang zwischen Trisomie 12 und einem erhdhten Prozentsatz an die-
sen atypischen Lymphozyten und Prolymphozyten innerhalb der leukdmischen

Zellen nachgewiesen werden [Stilgenbauer S, Bullinger L et al., 2002].

11qg-Deletion (11922-23)

Ungefahr 10-20% aller Patienten haben Leukamie-Zellen mit Deletionen im lan-
gen Arm von Chromosom 11. Diese Patienten sind tendenziell jungeren Alters
(<55 Jahre). B-CLL Patienten mit einer 11g-Deletion zeichnen sich durch einen
charakteristischen klinischen Verlauf aus. Das klinische Bild zeigt eine ausge-
pragte Lymphadenopathie durch die Beteiligung von peripheren Lymphknoten
und der Haufigkeit von mediastinalen und abdominalen Lymphadenopathien.
Zudem verlauft die Krankheit schneller, einhergehend mit kiirzeren Therapie-
pausen und einer verringerten Lebenserwartung [Dohner et al., 1997]. Eine
Studie von Stilgenbauer et al., in der die Veranderungen auf 11q mit Hilfe von
FISH bestimmt wurden, zeigte, dass alle Veranderungen eine 2-3Mb grol3e Re-
gion auf 11922.3-923.1 betrafen [Stilgenbauer et al., 1996]. Diese Region bein-
haltet das ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) Gen. Bei der B-CLL wurde eine
verringerte ATM-Proteinexpression und eine Inaktivierung des ATM durch Dele-
tion und/oder Mutation beobachtet. Allerdings wurde eine Mutation auf dem an-
deren ATM-Allel nur in 5 von 22 B-CLL Fallen mit 11922-q23-Deletionen nach-
gewiesen. Dies konnte darauf hinweisen, dass moglicherweise weitere Gene in

diesem Bereich involviert sind [Winkler et al., 2006].
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6g-Deletion (6921)

Veranderungen des langen Arms von Chromosom 6 gehodren zu den am hau-
figsten auftretenden Veranderungen bei lymphatischen Neoplasien [Stilgenbau-
er S, Bullinger L et al., 2002]. Strukturelle Veranderungen wurden bei 6% aller
untersuchbaren Tumore gefunden. Als kritische Region auf dem Gen wurde die
Bande 6921 festgestellt. Eine Reihe von Genen in diesem Abschnitt konnten
identifiziert werden, keines davon scheint allerdings eine Rolle in der Pathoge-
nese von B-CLL zu spielen. 6g-Deletionen gehen mit einer erhéhten Tumor-
masse einher. Das zeigt sich durch einen groReren Anteil an weilRen Blutkor-
perchen und einer starker ausgepragten Lymphadenopathie. Allerdings konnten
keine signifikanten Unterschiede bzgl. therapiefreien Intervalle und Lebenser-
wartung zwischen Patienten mit oder ohne 6g-Deletion festgestellt werden [Stil-

genbauer et al., 1999].

17p-Deletion (17p13)

Da das Tumorsuppressorgen p53 (17p13) bei fast allen Tumoren eine Rolle
spielt, wurde p53 als moéglicher Kandidat fur die B-CLL untersucht. Mutationen
von p53 wurden mit einer Pravalenz von 10-15% bei B-CLL beobachtet [Winkler
et al., 2006]. Mit Hilfe von FISH konnten Deletionen von 17p13, dem Genlokus
von p53, bei 4-9% aller B-CLL-Falle entdeckt werde [Ddhner et al., 2000]. Um
einen Zusammenhang zwischen 17p13-Deletionen und einer Inaktivierung von
p53 durch Mutation auf dem ubrigen Allel zu zeigen, wurden 110 Falle unter-
sucht. 15% zeigten eine Mutation des p53-Gens, wobei es sich bei der Halfe
der Falle um biallelische Veranderungen handelte. In den Fallen, in denen eine
17p13-Deletion vorlag, zeigte die groRe Mehrheit zudem Mutationen im verblei-
benden p53-Allel, wahrend bei den Fallen ohne eine 17p13 Deletion eine p53-
Mutation nur selten auftrat [Winkler et al., 2006]. Der klinische Verlauf von Pati-
enten mit einer 17p13-Deletion und/oder einer Mutation von p53 zeichnet sich
durch signifikant kiirzere Uberlebenszeiten im Vergleich zu Patienten ohne die-

se Veranderungen aus [Dohner et al., 1995]. Daruber hinaus ist der Verlauf
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durch Therapieversagen mit alkylierenden Mitteln wie Fludarabin und Rituximab
gekennzeichnet. Wahrend 56% der Patienten ohne Mutation von p53 auf eine
Behandlung mit Fludarabin ansprachen, war dies dagegen bei keinem Patien-
ten mit einer p53-Mutation der Fall. Im Gegensatz dazu gibt es allerdings Hin-
weise, dass eine Remission bei B-CLL-Patienten mit 17p Deletion/p53-Mutation
erreicht werden kann, wenn man den monoklonalen anti-CD52 Antikoper Alem-

tuzumab verwendet [Stilgenbauer S, Déhner H et al., 2002].

1.1.4. Klassifikation nach Rai und Binet

Zwei traditionelle Systeme werden momentan verwendet, um die B-CLL zu
klassifizieren: das Rai-System (1975) und das Binet-System (1981). Diese Sys-
teme dienen dazu, klinische Erkenntnisse und Uberlebenszeiten miteinander in
Verbindung zu bringen und dadurch B-CLL-Patienten mit grof3tmdoglicher Effi-

zienz zu behandeln.

Man unterscheidet die drei Krankheitsstadien frih, mittel und fortgeschritten.
Als Parameter, die in die Bewertung miteinflie3en, sind die Existenz und die
Auspragung einer Lymphadenopathie, das Vorkommen einer tastbaren Spleno-
und/oder Hepatomegalie und das Ausmal} einer Anamie und Thrombozytopenie
zu nennen [Pangalis et al., 2002]. Beide Systeme zeigen, dass eine verstarkte
Lymphozyten-Infiltration im Zusammenhang mit einem fortgeschritteneren
Krankheitsstadium und einer verkiirzten Uberlebenszeit steht [Kalil et al., 1999].
Das Rai System wird typischerweise in den USA angewendet, das Binet Sys-
tem in Europa. In den letzten Jahren wurde die Krankheit in immer friheren
Krankheitsstadien diagnostiziert. Mittlerweile erfolgt die Diagnose bei bis zu
40% aller Patienten im Rai Stadium 0 [Pangalis et al., 2002].
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Risikostufe | Stadium | Klinisches Erscheinungsbild

niedrig 0 Blutlymphozytose (< 5000/u) + Knochenmarklympho-
zytose (<30%)

mittel I Lymphozytose + Lymphadenopathie

| Lymphozytose (+/- Lymphadenopathie) + Splenome-

galie und/oder Hepatomegalie

hoch ]| Lymphozytose (+/- Lymphadenopathie/ Organomega-

lie) + Anamie

Iv Lymphozytose (+/- Lymphadenopathie/ Organomega-

lie/ Anamie) + Thrombozytopenie

Tabelle 2: Klassifikation nach Rai [Preil et al., 2006/7]

Stadium| Klinisches Erscheinungsbild Mittlere Anteil
Uberlebens- | der Patien-
zeit ten
A < 3 Lymphknoten-Regionen befallen | > 7-10 Jahre | 65%
Hb > 10g/dl
Thrombozyten > 100.000/pl

B > 3 Lymphknoten-Regionen befallen | 5-7 Jahre 30%
Hb > 10g/dl
Thrombozyten > 100.000/pl

C > 3 Lymphknoten-Regionen befallen | < 2-5 Jahre 5%
Hb <10 g/dl
Thrombozyten < 100.000/pl

Tabelle 3: Klassifikation nach Binet [Preil3 et al., 2006/7]
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1.1.5. Therapieoptionen
1.1.5.1. Therapieindikationen

Die Therapie ist bisher vorwiegend palliativ, da durch konventionelle Chemothe-
rapien der maligne Zellklon nicht vollstandig beseitigt werden konnte. Durch die
Zunahme an Therapieoptionen hat sich die Situation in den letzten funf Jahren
erheblich gewandelt. Neben kurativen Therapieansatzen, wie der allogenen
Stammzelltransplantation, wird in Studien Uberpruft, ob sich durch gegen die
Leukamiezellen gerichtete Antikorper oder andere Immuntherapien eine mini-
male residuelle Erkrankung (,minimal residual Disease®, MRD) eradizieren lasst
[Wendtner, Eichhorst et al., 2004]. Zurzeit kann man zwischen drei unterschied-

lichen Moglichkeiten der Primartherapie abwagen:

¢ reine Beobachtung ohne Therapie (,watch and wait®)
e Chemotherapie (ggf. in Kombination mit einer Immuntherapie)

¢ Allogene Stammzelltransplantation in kurativer Intention.

Um die geeigneteste Therapie auszusuchen, wahlt man als Kriterien das Alter
und die Komorbiditat des Patienten. Ausschlaggebende Faktoren stellen aul3er-
dem das Stadium dar, in welchem sich der Patient befindet sowie seine Krank-
heitsaktivitat (Progression, Vorhandensein ungunstiger Prognosefaktoren). Weil
es bisher noch keine kurative Therapie fur B-CLL-Patienten gibt und die vor-
handenen Therapien mit schweren Nebenwirkungen verbunden sind, ist zudem
die Entscheidung, wann mit der Behandlung begonnen werden soll, sehr wich-
tig. So konnte z.B. gezeigt werden, dass eine unmittelbar begonnene Therapie
mit Chlorambucil die Uberlebenszeit von Patienten, die sich in einem friihen
Stadium der Krankheit befanden, nicht verlangert hat [Dighiero et al., 1998].

Die NCI (Nation Cancer Institute)-Arbeitsgruppe hat eine Leitlinie herausge-
bracht, die uber den Behandlungsbeginn Antwort gibt. Demnach bendtigen Pa-
tienten in fortgeschrittenen Stadien (Rai Stadium Il und V) eine sofortige Be-
handlung. Fur Patienten mit Rai Stadium 0 bis Il muss man folgende Kriterien
abwagen, um einen Behandlungsbeginn begrinden zu kdénnen: starker Ge-

wichtsverlust mit Abnahme von mehr als 10% des Koérpergewichtes in den let-
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zen sechs Monaten, extreme Mudigkeit, Fieber (hoher als 38°C), welches lan-
ger als zwei Wochen andauert ohne einen Hinweis auf eine Infektion, Anzei-
chen fur ein fortschreitendes Knochenmarksversagen, eine sich verschlech-
ternde Anamie und/oder Thrombozytopenie, massive Splenomegalie (> 6cm)
oder Lymphadenopathie (>10cm). Es existiert hingegen kein bestimmter Lym-
phozytenwert, der einen sofortigen Behandlungsbeginn begrinden wuirde
[Wierda et al., 2006].

1.1.5.2. Zytostatische Behandlung
1.1.5.2.1. Alkylantien

Chlorambucil

Chlorambucil stellt die bisher am haufigsten eingesetzte Substanz in der Be-
handlung der B-CLL dar und wird oft in Kombination mit Prednison gegeben.
Ein Vorteil der Substanz liegt in der oralen Applikation. Eine haufig auftretende
Nebenwirkung stellt die Myelotoxizitat dar; seltener kommen Anfalle, Hautirrita-
tionen, Lungenfibrose, Lebertoxizitat, Unfruchtbarkeit und Entstehung von se-
kundaren Krebserkrankungen vor. Verglichen mit anderen Alkylantien flhrt
Chlorambucil seltener zur Alopezie oder gastrointestinalen Storungen [Redaelli
et al., 2004]. Insgesamt reagieren 50-60% der Patienten auf eine Chlorambucil-
Behandlung. Es sprechen zwar weniger Patienten auf Chlorambucil als auf Flu-
darabin an, allerdings zeigen beide Stoffe gleiche Uberlebenszeiten. Aufgrund
der geringeren Toxizitat, der geringeren Kosten und einer oralen Verfugbarkeit
bei gleichen Uberlebensraten ist Chlorambucil ein effektives Mittel der ersten
Wahl [Andritsos et al., 2002; Hamblin, 2001].

Cyclophosphamid

Bei Unvertraglichkeit von Chlorambucil kann das Alkylans Cyclophosphamid
oral verabreicht werden. Cyclophosphamid verursacht weniger haufig Throm-
bozytopenien und kann deswegen insbesondere bei thrombozytopenen Patien-
ten eingesetzt werden. Eine unerwlnschte Nebenwirkung stellt die Alopezie

dar, welche bei Chlorambucil seltener auftritt [Redaelli et al., 2004].
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Bendamustin

FUr das Alkylans Bendamustin muss zurzeit noch die optimale Dosierung bei
der B-CLL ermittelt werden. Es ist dem Chlorambucil in seinen chemischen Ei-
genschaften ahnlich. Auch hier liegt als Nebenwirkung ein erhdohtes Auftreten
von Myelotoxizitaten vor, ebenso kann es zu gastrointestinalen Stérungen

kommen [Bergmann et al., 20095].

1.1.5.2.2. Purinanaloga

Fludarabin

Fludarabin ist das am besten untersuchte Purinanalogon bei der B-CLL und
erzielt als Einzelsubstanz haufiger und langer anhaltende komplette Remissio-
nen als die Monotherapie mit Alkylantien. Fludarabin zeigt neben seinen Eigen-
schaften als Antimetabolit auch proapoptotische Aktivitat. Es werden Ansprech-
raten von 70-80% bei nicht vorbehandelten Patienten erreicht sowie Ansprech-
raten von 13-67% bei Vorbehandelten [Keating et al., 1989]. Als Hauptneben-
wirkung kénnen bei Fludarabintherapien eine Myelosuppression mit Neutrope-
nie und eine Lymphopenie auftreten, die vor allem die CD4+ T-Zellen betrifft.
Aufgrund dessen kommen hier bestimmte, unter Alkylantien seltenere Infektio-
nen vor, von denen besonders vorbehandelte Patienten und Patienten in fort-
geschrittenen Stadien betroffen sind. Als zwei weitere seltene Nebenwirkungen
von Fludarabin sind das Tumorlyse-Syndrom sowie in etwa funf Prozent der

Falle Autoimmunzytopenien zu nennen.

Fludarabin-Kombination

o0 Fludarabin + Cyclophosphamid [Hallek et al., 2001]

o Fludarabin + Cyclophosphamid + Mitoxantron [Bosch et al., 2002]
0 Fludarabin + Epirubicin [Rummel et al., 1999]
o]

Fludarabin + Cyclophosphamid + Rituximab [Keating et al., 2005]

Cladribin
Mit Cladribin (2-Chlorodeoxyadenosin) kénnen bei der rezidivierten B-CLL An-

sprechraten zwischen 45 und 70% erreicht werden, jedoch ist die Rate komplet-
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ter Remissionen (5-10%) moglicherweise niedriger als bei der Therapie mit Flu-
darabin. Die Hauptnebenwirkung des Cladribin besteht in der Neutropenie, in
deren Folge febrile Episoden oder bakterielle Infekte auftreten. Bei wiederholter
Gabe kommt es zu einer kumulativen Myelotoxizitat mit verlangerter Thrombo-
zytopenie [Robak, 2005].

Weitere zytostatische Behandlungsmaglichkeiten
Bei Versagen der Primartherapie kdnnen die folgenden Polychemotherapien

zum Einsatz kommen:

0 CHOP-Schema: Cyclophosphamid + Adriamycin + Vincristin + Prednison
[Johnson et al., 1996]

o CAP-Schema: Cyclophosphamid + Adriamycin + Prednison [Leporrier et al.,
2001]

0 COP-Schema: Cyclophosphamid + Vincristin + Prednison [Raphael et al.,
1991]

Jedoch zeigten diese Polychemotherapie-Regime bisher im Vergleich zur Mo-
notherapie mit Fludarabin — sofern keine Resistenz gegen das Purinanalogon

bestand — keinen Vorteil.

1.1.5.3. Immuntherapie: Monoklonale Antikorper

Rituximab

Rituximab ist ein chimarer Maus-/Mensch-lgG1k-Antikérper und zytologisch
wirksam gegen CD20-positive Zellen in Anwesenheit von Komplement- und Ef-
fektor-Zellen. Das Zielantigen CD20 ist essentiell fir die Regulation des Zellzyk-
lus und die Zelldifferenzierung [Tedder et al., 1994]. Es ist auf normalen und
malignen B-Lymphozyten zu mehr als 90% in unterschiedlicher Dichte vorhan-
den, fehlt aber auf nicht-hamatologischen Zellen, B-Progenitor-Zellen, Plasma-
zellen, T-Lymphozyten, Monozyten, dendritischen Zellen und pluripotenten
Stammzellen. Zu den Nebenwirkungen von Rituximab gehoren Fieber, Schuttel-

frost, Hauterscheinungen, Ubelkeit, Dyspnoe und Blutdruckabfall. In einer retro-



Einleitung 25

spektiven Studie von Byrd et al. wurde eine kombinierte Gabe von Rituximab
und Fludarabin mit einer alleinigen Fludarabin-Gabe verglichen. Die Kombinati-
onstherapie erzielte ein signifikant héheres progressionsfreies Uberleben sowie

eine hdhere Gesamtlberlebenszeit [Byrd et al., 2005].

Alemtuzumab

Bei Alemtuzumab handelt es sich um einen humanisierten IgG1-Antikorper, der
an das CD52-Antigen bindet. CD52 befindet sich auf der Oberflache von mehr
als 95% aller Blut-Lymphozyten und Monozyten sowie auf den meisten B- und
T-Zell-Lymphomen. Erythrozyten, Thrombozyten und Stammzellen exprimieren
dieses Antigen nicht. Wie auch bei Rituximab (oben nicht erwahnt) kann bei
Alemtuzumab als Nebenwirkung bei der ersten Infusion eine Tumorzelllyse mit
den typischen Symptomen wie Fieber, Schiuttelfrost, Thrombozytopenie und
Blutdruckabfall entstehen. Zudem kann eine Lymphopenie auftreten [Wendtner,
Ritgen et al., 2004].

1.1.5.4. Stammzelltransplantation

1.1.5.4.1. Allogene Stammzelltransplantation

Bei ausgewahlten Patienten, die junger als 60 Jahre sind und ein HLA (Humane
Leukozytenantigene)-identisches Familienmitglied haben, kann eine allogene
Stammzelltransplantation in Betracht gezogen werden. Durch eine allogene
Stammzelltransplantation werden bei therapierefraktaren Patienten und/oder
vorbehandelten Patienten Ansprechraten von 70-87% erreicht [Pavletic et al.,
2000].

Grinde fiur eine Allo-SZT liegen in einer hdheren Antitumor-Aktivitat mit hdhe-
ren Dosen an Chemotherapeutika, dem GVL-Effekt (graft versus Leukemia) und
der ausbleibenden Stammzell-Kontamination. Allerdings geht die Allo-SZT mit
einer erhdhten Morbiditat und Mortalitat einher (TRM [treatment-related mortali-
tyl: bis zu 50%). Dies liegt an der Toxizitdt der Hochdosis-
Chemotherapiebehandlung, der vorhandenen GVHD (graft versus host disease/
Spender-gegen-Wirt-Reaktion) und den Komplikationen aufgrund von Infekten.

Darlber hinaus ist die Durchfuhrbarkeit durch Altersbeschrankungen und der
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Abhangigkeit von geeigneten Spendern beschrankt. Da Verwandte ersten Gra-
des von B-CLL Patienten moglicherweise auch eine B-Zell-Population mit einem
B-CLL-ahnlichen Immunphanotyp besitzen, sollte das Blut aller HLA-identischen
Spender mit Hilfe der Durchfluss-Zytometrie vorher untersucht werden [Yee et
al., 2006]. Im Gegensatz zur autologen SZT zeichnet sich die Allo-SZT durch
hohere Raten an krankheitsfreiem Uberleben und Gesamtiiberleben aus. Diese
Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass die Allo-SZT bei einigen Patien-
ten kurativ wirken kann. Als weiterer Unterschied zur Auto-SZT kdnnen bei der
Allo-SZT anhaltende Komplett-Remissionen bei Patienten mit chemorefraktarer
Krankheit erzielt werden, moglicherweise durch einen GVL-Effekt. Im Gegen-
satz dazu ist bei der Auto-SZT ein Ansprechen auf die Chemotherapie flr den
Erfolg der Behandlung erforderlich [Yee et al., 2006; Hallek et al., 2005].

1.1.5.4.2. Autologe Stammzelltransplantation

Die autologe Transplantation von peripheren Blutstammzellen (Auto-PBSZT) ist
bei der B-CLL deutlich weniger toxisch als die Allo-SZT oder —-KMT (Knochen-
marktransplantation) und wird bei Patienten im Alter bis zu 65 Jahren durchge-
fuhrt. Das Grundprinzip der Auto-SZT ergibt sich aus der linearen Konzentrati-
ons-Wirkungs-Beziehung einiger Chemotherapeutika, bei denen der Einsatz
hoherer Dosen mehr Tumormasse absterben Iasst. Die Methode wird durch die
Moglichkeit einer Reinfusion von Tumorzellen durch die Entwicklung eines se-
kundaren MDS (Myelodysplastisches Syndrom) und durch das Fehlen eines
GVL-Effektes beschrankt. Obwohl es einen Zusammenhang zwischen der Auto-
SZT und einer verringerten TRM (1-7%) gibt und auch molekulare Remissionen
nachgewiesen werden konnten, ist es unwahrscheinlich, dass diese Methode
die Krankheit heilen kann, da es keine Hinweise auf ein Plateau in PFS (Pro-
gressionsfreies Uberleben) gibt [Yee at al., 2006].

Das Problem der Auto-SZT besteht in der moéglichen Verunreinigung der auto-
logen Progenitorzell-Transplantate durch B-CLL-Zellen. Vermutlich rezidiviert
deshalb die Erkrankung in den meisten Fallen nach Auto-SZT. Des Weiteren

kommen als schwere Nebenwirkung das myelodysplastische Syndrom und aku-
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te myeloische Leukamien hinzu, die vor allem in den ersten funf Jahren nach

Transplantation auftreten konnen (bis zu 15%) [Dreger at al. 2002].
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1.2. Pathogenese der chronischen lymphatischen Leukamie

1.2.1. Grundlegende molekulare Mechanismen: Klonale autonome Prolife-
ration

Im Gegensatz zu den meisten bdsartigen Tumoren proliferiert die klonale B-
Zelle bei der B-CLL nur langsam. Die Apoptose ist dereguliert; dies geht mit
einer Ansammlung von malignen Zellen und der Stérung der normalen Immun-
funktionen einher [Banneriji et al., 2000]. Die malignen B-CLL-Zellen akkumulie-
ren in der Go-Phase und Uberschwemmen das periphere Blut, das Knochen-
mark, die Milz und die Lymphknoten. Der Verbleib in der Go-Phase hat zum
Nachteil, dass die B-CLL-Zellen sich so eine Resistenz gegen Zellzyklus-aktive
Wirkstoffe aneignen [Danilov et al., 2006].

Betrachtet man die klinische Heterogenitat bei B-CLL-Patienten, so kdénnen
auch verschiedene Signalkaskaden mit dem Beginn und dem Verlauf der B-CLL
in Verbindung gebracht worden. Nach dem aktuellen Stand der Forschung sind
in der B-CLL durch unbekannte Mechanismen dauerhaft verschiedene Signal-
kaskaden aktiviert, was zur Deregulation des Zellzyklus und zur Apoptose fuhrt.
Die Proteine der BCL2 (B-cell-lymphoma-2-gen)-Familie, die bedeutend fur die
Regulation des programmierten Zelltodes sind, sind in 90% der malignen B-
CLL-Zellen tiberexprimiert. Trotz dieser Uberexpression konnte in fast allen Fal-
len (96-99%) keine Translokation auf dem BCL2-Gen nachgewiesen werden
[Reed, 1997]. Mutationen auf dem Tumor-Suppressor Gen p53 und ein erhoh-
tes Expressionslevel des Cyclin-abhangigen Kinase-Inhibitors p27 korrelieren
mit einer Progression der Erkrankung sowie einer schlechten Prognose. Eben-
so konnte ein schlechtes Therapieansprechen mit p53-Mutationen verbunden
werden [Kalil et al., 1999]. Auch Zytokine, die von B-CLL-Zellen produziert und
freigesetzt werden, wie etwa der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) und Interleukin 8
(IL-8) sowie IL-2, welches in T-Zellen produziert und dann von B-CLL-Zellen
durch spezielle Rezeptoren aufgenommen wird, wirken bei den autokrinen und
parakrinen Kreislaufen mit und beeinflussen das B-CLL-ZellUberleben sowie die
Proliferation. Eine Reihe von Zytokinen sind beschrieben worden, die entweder
den Zellzyklus beeinflussen oder die B-CLL-Zellen vor Apoptose bewahren.

Neben vielen verschiedenen intrazellularen Signalkaskaden kénnte die TNFa-
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vermittelte Aktivierung des NF (nuclear factor)-kB und die Familie der AP1 (Ac-
tivating Protein 1)-Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle flr das begunstigte
Zellwachstum der B-CLL-Zellen spielen. C-jun und c-fos, die den AP1-Komplex
bilden, werden nicht durch TNFa in B-CLL-Zellen induziert. Stattdessen sind
aber c-fos und fos-B, ein weiteres Mitglied der AP-1-Familie, dauerhaft hochre-
guliert [Pezzella et al., 1990].

Zwei Gruppen von Proto-Onkogenen scheinen in der Entstehung der B-CLL
wichtig zu sein: zum einen Suppressoren der Apoptose wie BCL2 und ein mu-
tiertes p53-Gen, zum anderen Induzierer wie C-MYC, BAX (BCL2-associated X
protein) und FAS. Ein Ungleichgewicht in der Aktivierung kdnnte nachhaltig das
leukamische Zellwachstum beeinflussen, entweder durch Férderung oder Un-
terdrickung der Proliferation. Obwohl die exakte Aufgabe des Onkogens C-
MYCs in der Pathogenese der B-CLL noch nicht geklart ist, konnte gezeigt wer-
den, dass eine C-MYC-Uberexpression mit einer schlechten Prognose verbun-
den ist. Weiterhin kann sie zu einer Apoptose-Resistenz von B-CLL-Zellen flh-
ren [Vallat et al., 2003; Nagy et al., 2003].

1.2.2. WNT/CTNNB1/LEF1-Signalkaskade

Der WNT/CTNNB1-Signalweg reguliert durch CTNNB1 die Transkription spezi-
fischer Zielgene. WNT-Proteine gehdren zu einer groRen, aus 19 Mitgliedern
bestehenden hoch konservierten Familie von Cystein-reichen Glykoprotrotein-
Signalmolekulen. Der erste Vertreter der WNT-Familie wurde in Drosophila ent-
deckt. Wg1 (wingless gene) wurde als Gen identifiziert, welches verantwortlich
fur einen Defekt in der embryonalen Entwicklung war, der zu einem flligellosen
Phanotyp in Drosophila fihrte. WNT-Proteine aktivieren Zelloberflachen-
Rezeptor-vermittelnde Signalkaskaden, die eine Vielzahl von zellularen Aufga-
ben regulieren und die weitere Entwicklung der Zelle bestimmen, wie z.B. Proli-
feration, Migration und Genexpression [Khan et al, 2006].

Die WNT/CTNNB1/LEF1-Signalkaskade spielt eine bedeutende Rolle in der
frihen Embryogenese, der Organogenese sowie bei der Differenzierung von
hamatopoetischen Stammzellen [Khan et al, 2006] [Reya et al, 2003]. Zudem

konnten Nachweise Uber eine Beteiligung dieses Signalweges bei der Entste-
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hung von soliden Tumoren wie z.B. dem Kolon-, Ovarial- oder Mammakarzinom
erbracht werden [Reya et al, 2005].

Der WNT/CTNNB1-Signalweg wird durch WNT-Proteine aktiviert, die an Rezep-
toren der Frizzled Familie (FZD) an der Zelloberflache binden. Das Binden von
FZD an die Rezeptoren fuhrt zur Phosphorylierung von Dsh (dishevelled). Dsh
verbindet sich mit Axin (axis inhibitor-1) und verhindert so die Phosphorylierung
des CTNNB1s durch GSK-3 (Glykogen-Synthase-Kinase 3). Dieser Vorgang
wird wahrscheinlich durch frat-1 (frequently rearranged in advanced T cell
lymphomas) vermittelt. Unphosphoryliertes CTNNB1 bleibt stabil. Das stabile
CTNNB1 sammelt sich im Zytoplasma an und diffundiert weiter in den Nukleus.
Bei inaktiviertem Signalweg gehen TCF/LEF1 (t cell factor/ Lymphoid Enhancer
Binding Factor 1) einen Komplex mit Groucho ein, welcher so als Transkripti-
onsrepressor fungiert [Reya et al., 2005]. Das nun im Nukleus befindliche
CTNNB1 konvertiert diesen Repressor-Komplex in einen aktiven Transkripti-
onskomplex, indem Groucho durch die Histon-Acetylase CBP/p300 (cyclic AMP
response element-binding protein) ersetzt wird und flhrt zur Transkription der
WNT-Zielgene wie C-MYC, CCND1 und SURYV.

In der Abwesenheit von WNT-Liganden wird CTNNB1 in einen Degradations-
komplex gebunden, der aus APC (adenomatous polyposis of the colon gene)
und Axin besteht. Dieser Komplex ermoglicht die Phosphorylierung von
CTNNB1 durch Casein Kinase 1 (CK1) und anschlieend durch GSK-3. Weiter-
hin fuhrt der Prozess zur Ubiquitierung durch B-trcp (B-transducin repeat con-
taining protein), einem Mitglied des Ubiquitin-Proteasomen Komplex, und pro-
teasomalen Abbau von CTNNB1 [Moon et al., 2004].
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Inaktivierter WNT-Signalweqg: In der Abwesenheit von WNT wird

CTNNB1 abgebaut und so die Transkription der WNT-Zielgene unter-
drickt.
1. Aktivierter WNT-Signalweq: Der WNT-Signalweg wird durch Bindung

der WNT-Proteine an ihre Rezeptoren aktiviert. Dies verursacht eine
Anreicherung von CTNNB1 im Zytoplasma. CTNNB1 kann in den
Nukleus eindringen, wo es an die TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren
bindet und so die Transkription der WNT-Zielgene aktiviert.
APC: adenomatous polyposis coli; DSH: Dishevelled; FZD: Frizzled; GSKS3: gly-
cogen synthase kinase 3; LEF1: Lymphoid enhancer-binding factor 1; P:
phosporylation; TCF: T-cell factor

Versuche der Arbeitsgruppe um Lu konnten nachweisen, dass die mRNA-Level
von 6 der 18 WNT (das menschliche Homolog zum Drosophila wingless Gen)-
und von 1 der 10 FZD-Mitgliedern in B-CLL-Zellen im Vergleich zu peripheren
Blutlymphozyten und normalen B-Zellen deutlich erhoht waren [Lu et al., 2004].
Weiterhin konnte in zwei unabhangig voneinander durchgefuhrten Genexpres-
sions-Arrays gezeigt werden, dass LEF1 in B-CLL-Zellen im Vergleich zu nor-
malen B-Lymphozyten sehr stark Uberexprimiert wird [Jelinek et al., 2003; Klein
et al., 2001]. Demzufolge kann angenommen werden, dass das Uberleben der
B-CLL-Zellen in vivo durch eine dauerhaft aktivierte WNT-Signalkaskade durch
eine Uberexpression von CTNNB1 (B-catenin) und LEF1 vermittelt wird, die das
Uberleben beginstigt und Apoptose zusammen mit C-MYC, SURV (Survivin)
und CCND1 (Cyclin D1) hemmt.

1.2.3. Lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF1)

Der Transkriptionsfaktor LEF1 spielt eine wichtige Rolle im Prozess der Emb-
ryogenese. Aktiviert durch die Komplexbildung mit CTNNB1 initiiert LEF1 die
Expression bestimmter Zielgene [Behrens et al., 1996; Molenaar et al., 1996].
Diese Zielgene sind hauptsachlich in Zellregulierungs-Mechanismen wie Prolife-

ration, Zellwachstum und Uberleben in der prénatalen Entwicklung involviert. Zu
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ihnen gehdren z.B. C-MYC [He at al., 1998], CCND1 [Shtutman et al., 1999],
SURV [Zhang et al., 2001] und LEF1 selbst [Hovanes et al., 2001].

Nach der Geburt sind LEF1-mRNA-Transkripte auf ein paar spezialisierte Ge-
webe begrenzt. Die LEF1-Expression ist stumm geschaltet, sobald die Zellen

einen Arrest im Zellzyklus erreichen [Hovanes et al., 2001].

Der Einfluss der LEF1-Signalkaskade auf die Hamatopoese konnte durch Expe-
rimente von Reya et al. mit Knock-Out Mausen demonstriert werden. Dort konn-
te gezeigt werden, dass die LEF1-Expression in bestimmten Stadien der B-
Zelldifferenzierung fiir die Zellproliferation und das Uberleben erforderlich ist,
nicht aber fur die Differenzierung [Reya et al., 2000].

Die Wichtigkeit von LEF1 und der Expression der LEF1-abhangigen Zielgene
als Anstold der Tumorgenese wurde von Aoki et al. [Aoki et al., 1999] deutlich
belegt. Die Expression eines chimaren Protein mit einer LEF1 Bindungsse-
quenz, welche mit der Transkriptionsaktivierungsdomane eines Estrogen-
Rezeptors — als Ersatz der CTNNB1 Aktivierungsdomane — fusioniert war, fihr-
te zu neoplastischen Veranderungen in Huhnerembryo-Fibroblasten. Dieses
Ergebnis spricht fir die Onkogenitat eines aktiven LEF1-Signalweges. Zudem
wurden bereits eine aktivierte LEF1-Signalkaskade im erwachsenen Gewebe
mit verschiedenen Krebsarten wie Darmkrebs [Morin et al., 1997] und Brust-
krebs [Imbert et al., 2001] als auch mit hamatologisch bosartigen Veranderun-
gen wie Multiples Myelom [Derksen et al., 2004], AML (Akute myeloische Leu-
kamie) [Simon et al., 2005], ALL (Akute lymphatische Leukamie) [Nygren et al.,
2007] und B-CLL [Lu et al., 2004] in Verbindung gebracht.

1.2.4. Zielgene des Transkriptionsfaktors LEF1

1.2.4.1. CCND1

Cycline und Cyclin-abhangige Kinasen (CDK) stellen evolutionar konservierte
Proteine dar, die essentiell fur die Zellzyklus-Kontrolle in Eukaryonten sind. Cyc-
line enthalten ein konserviertes Aminosaure-Sequenz-Motiv — die Cyclin-Box —
die ihre Bindung zu den Cyclin-abhangigen Kinasen ermdéglicht. Dadurch wer-

den aktive Komplexe gebildet, die den Zellzyklus regeln. Zudem besitzen Cycli-
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ne zusatzliche, nicht auf den Zellzyklus beschrankte Funktionen. Demnach
wurden die Cycline in funktionelle Gruppen eingeteilt [Bates et al., 1996]. Prote-
ine der Gruppe 1 (Cyclin A, B, D1, D2, D3, E und F) wirken primar in der Zell-
zyklusregulierung, wahrend die der Gruppe 2 (Cyclin C und H) auch in der Re-
gulierung der Transkription eine Rolle spielen. Die Gruppe 3 (Cyclin G1, G2 und
I) dagegen ist in seiner Funktion deutlich sowohl vom Zellzyklus als auch von

der Regulierung der Transkription abgegrenzt.

Cycline vom D-Typ wurden als pathogenetisch relevant fir die B-CLL beschrie-
ben. Die Cycline spielen die Schlusselrolle in der Steuerung des Zellzyklus.
Wahrend gezeigt werden konnte, dass die CCND1-mRNA in der B-CLL 4 — 6-
fach Uberexprimiert war, wurde Cyclin D2 sowohl in B-CLL-Zellen als auch in
gesunden B-Zellen gleich stark exprimieren [Paul et al., 2005]. Weiterhin kann
die moglicherweise wichtige Rolle von CCND1 in B-CLL-Zellen durch die Er-
kenntnis einer inversen Korrelation der CCND1-Expression und des Uberlebens
der B-CLL-Patienten demonstriert werden [Lu et al., 2004; Faderl et al., 2002].
Zudem zeigte eine Studie von Plate [Plate et al., 2000], dass die Genexpression
von CCND1 wesentlich runterreguliert war, wenn B-CLL-Zellen spontan in A-

poptose gingen.

1.2.4.2. SURV

SURV gehort zu der Familie der Inhibitoren der Apoptose (IAP/inhibitor of apop-
tosis protein). Wie die anderen IAP-Proteine bindet auch SURV spezifisch an
die Caspasen-3 und -7, jedoch nicht an die proximale Initiator-Protease Caspa-
se-8. Caspase-3 and-7 agieren als abschlieliende Effektoren in der apoptoti-
schen Protease-Kaskade. Wahrend der fetalen Entwicklung im Menschen wird
SURYV reichlich exprimiert, es ist jedoch kaum im erwachsenen Gewebe vor-
handen [Tamm et al., 1998]. Untersuchungen zu Unterschieden im Genexpres-
sionsverhalten zwischen normalen und Tumorzellen konnten deutlich machen,
dass SURV zu den Genen gehort, die am konstantesten in Tumorzellen Ube-

rexprimiert werden (im Gegensatz zu normalem Gewebe). Tatsachlich wird
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SURYV reichlich in transformierten Zelllinien und in vielen menschlichen Krebsar-
ten wie z.B. in Hamoblastosen exprimiert [Nakagawa et al., 2004].

Im normalen lymphatischen Gewebe reaktiver Lymphknoten ist die SURV-
Expression auf Zellen des Keimzentrums konzentriert, die die Abteilung der B-
Zellproliferation in lymphatischen Follikeln darstellen [Pezzella et al., 1990]. Da-
gegen ist bei der B-CLL die Proliferation in Lymphknoten-Pseudofollikeln ange-
siedelt, wo B-CLL Zellen sowohl SURV als auch BCL2 koexprimieren. Dies
stellt einen auffalligen Gegensatz zu normalen Zellen des Keimzentrums dar,
die kein BCL2 enthalten. Demzufolge unterscheiden sich pseudofollikulare proli-
ferierende B-CLL Zellen von normalen Keimzentrumszellen, weil sie ihre Fahig-
keit in Apoptose zu gehen verloren haben, was zur Akkumulation der B-Zellen
fuhrt [Granziero et al., 2001].

SURV wird gewohnlich im Zytoplasma von Tumorzellen detektiert und deswe-
gen als zytoplasmatisches Protein angesehen. Jedoch haben einige Studien
eine nukleare Akkumulation von SURV bei Magen- und Lungenkrebszellen ge-
zeigt. Ebenfalls wurde SURV bei Untersuchungen mit Knochenmarkszellen in
unterschiedlichen Kompartimenten aufgefunden: In ALL-Zellen wurde SURV
nuklear exprimiert, dagegen zytoplasmatisch in CLL-Zellen [Nakagawa et al.,
2004].

Wie bereits erwahnt konnte gezeigt werden, dass von den LEF1-Zielgenen
SURYV eine signifikante Rolle in der B-CLL Pathogenese spielt, indem es die
maligne Proliferation durch Apoptose kontrolliert [Granziero et al., 2001]. Zu-
satzlich konnte SURV als kritisches Tumor-Antigen in der B-CLL identifiziert
werden. Ihm wird deshalb eine bedeutende Rolle als Ziel in der Immuntherapie

zugeordnet [Giannopoulos et al., 2006].

1.2.4.3. C-MYC

Die MYC-Genfamile besteht aus mindestens sieben nah verwandten Genen: C-
MYC, N-MYC, L-MYC, P-MYC, R-MYC, S-MYC und B-MYC [De Pinho et al.,
1991]. C-MYC greift in die Zell-Proliferation, -Transformation und —Differenzie-
rung ein. Exprimiert wird es wahrend der embryonischen Entwicklung und in

vielen verschiedenen erwachsenen Geweben. Verstarkt kommt C-MYC in zahl-
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reichen Tumoren vor, besonders bei Lungen-, Brust-, Zervikal- und Darm-

Tumoren. Es wurde im Nukleus und/oder im Zytoplasma lokalisiert.

C-MYC besitzt drei Sequenz-Motive im Carboxyl-Terminus: eine Leukin-Zipper-
Region, eine Helix-Loop-Helix-Region und eine basische Region. Es kann Se-
quenz-spezifische (CACGTG) DNA-Bindungsheterodimere mit MAX eingehen,
ebenfalls ein Helix-Loop-Helix/Leucine-Zipper-Protein [Blackwood et al., 1991].
Beide Abschnitte, sowohl die Leukin-Zipper-Domane als auch das Helix-Loop-
Helix-Motiv von C-MYC, tragen zur Heterodimerbildung bei. Das C-MYC/MAX-
Heterodimer fuhrt zu einer konformativen Veranderung der DNA und zur Akti-

vierung der Transkription.

Eine C-MYC-Uberexpression konnte mit einer Akkumulierung der B-CLL-Zellen
in der ruhenden Go/G4-Phase sowie einer erhdhten Lebensspanne von B-CLL-
Zellen in Zusammenhang gebracht werden. Im Gegensatz zu ihrem in vivo-
Verhalten gehen diese Zellen rasch den programmierten Zelltod ein, wenn sie
ex vivo kultiviert werden. Dieses Verhalten ist ein Zeichen fir die Doppelrolle
des C-MYC, welches demnach sowohl das Zellwachstum als auch den Zelltod
regulieren kann. Welche der beiden Eigenschaften nun eingeschaltet wird,
hangt von den synergistischen oder antagonistischen Aktivitaten anderer akti-
vierter Onkogene oder vorhandener Zytokine ab, welche individuell variieren
konnen [Vitale et al., 2003]. Tritt der programmierte Zelltod ein, ist die C-MYC-
MRNA-Expression herunterreguliert [Plate et al., 2000]. Auch wenn die genaue
Rolle von C-MYC in der Pathogenese der B-CLL noch nicht geklart ist, konnte
gezeigt werden, dass eine C-MYC-Uberexpression mit einer schlechten Prog-
nose sowie mit einer Apoptoseresistenz von B-CLL-Zellen verkntipft ist [Vallat et
al., 2003; Nagy et al., 2003].
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1.3. Die small molecule-Inhibitoren CGP 049090 und PKF 115-584

1.3.1. Struktur und chemische Eigenschaften

In diesem Projekt haben mit zwei von Novartis zur Verfligung gestellten Verbin-
dungen gearbeitet: PKF 115-584 und CGP 049090. Beide sind aus Pilzen iso-
liert worden und antibiotisch wirksam [Luu et al., 2004; Lepourcelet et al., 2004].

&
. @‘0

PKF 115-584 CGP 049090

C49H33014, MW = 790,76 C29H26010, MW = 534,52

Abbildung 3: Strukturformel der Perylenchinonderivate PKF 115-584 und CGP
049090

Die Verbindungen sind gekennzeichnet durch ein anniliertes aromatisches

Ringsystem. Beide besitzen als Grundstruktur ein Perylenchinon.
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Abbildung 4: Perylenchinon-Grundgerist

Auffallig ist, dass die Verbindungen nur aus den drei Elementen Sauerstoff,
Kohlenstoff und Wasserstoff bestehen. Wahrend PKF 115-584 nur ein reines
Kohlenstoff-Ringsystem besitzt, weist CGP 049090 durch die Dietherstruktur
der Reste einen Heterozyklus auf. Sowohl als Feststoff als auch in Losung zei-
gen die Verbindungen eine rote Farbung. Diese tritt durch Mesomerieeffekte
auf. Das aromatische Grundgerust Dbesitzt ein konjugiertes Pi-
Elektronensystem. Das bedeutet, dass die Doppelbindungen nicht starr an ei-
nen Punkt fixiert sind, sondern verschiedene Zustande eingehen kénnen. Wei-
terhin kann durch das aromatische Ringsystem die starke Lipophilie der Sub-
stanzen begrundet werden.

Beide Substanzen weisen fluoreszierende Eigenschaften auf. In der Literatur
wird berichtet, dass Fluoreszenz haufig bei Stoffgruppen beobachtet wird, die
eine Starrheit des Molekills aufweisen, wie z.B. aromatische Verbindungen,
Verbindungen mit konjugierten Doppelbindungen, Carbonylverbindungen sowie
konjugierte Heterozyklen [Rucker et al., 1992]. Wahrend die ersten zwei Vor-
aussetzungen auf beide Molekule zutreffen, besitzt als dritten Punkt nur CGP
049090 einen konjugierten Heterozyklus.

Uber den Metabolismus der Substanzen ist nichts bekannt. Da aber PKF 115-
584 die gleiche Struktur wie Calphostin C aufweist, kann hier von dem gleichen
Abbaumechanismus ausgegangen werden. Demnach wird die Substanz Uber
Esterasen gespalten und unabhangig vom Cytochrom P450 System abgebaut
[Chen et al., 1999].
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1.3.2. Wirkung von CGP 049090 und PKF 115-584 auf B-CLL-Zellen

Die LEF1 Bindungsstelle an CTNNB1 liegt in der Region um die Armadillo Wie-
derholung 8. Basische Aminosaure-Reste und eine hydrophobe Tasche an
CTNNB1 sind furs diese Bindung an LEF1/TCF essentiell [Poy et al., 2001].

Um eine Verbindung zu identifizieren, die genau diese Verknupfung zwischen
TCF4 und CTNNB1 verhindert, wurde von Lepourcelet [Lepourcelet et al., 2004]
ein Bindungsassay flr ,high throughput screening (HTS) entwickelt. Mikrotiter-
Platten wurden mit reinem CTNNB1 beschichtet. Anschlieliend wurden sie mit
einem TCF4-Fragment, welches an Glutathion-S-Transferase gebunden war
(GST), einem anti-GST-Antikorper und einem alkalischen Phosphatase (AP)-
konjugierten Zweitantikdrper inkubiert. Verbindungen, die den CTNNB1/TCF-

Komplex zerstorten, erfassten demnach verminderte AP-Werte.

Mit diesem HTS-Assay screente die Arbeitsgruppe um Lepourcelet [Lepourcelet
et al., 2004] fast 7000 gereinigte naturliche Verbindungen aus eigenen und 0f-
fentlichen Sammlungen, zunachst mit Konzentrationen von 10 uM. Acht Verbin-
dungen zeichneten sich durch reproduzierbare, dosisabhangige Hemmungen
der CTNNB1/TCF-Interaktion mit IC50 < 10 uM aus. |hre Struktur und Reinheit
wurde daraufhin durch HPLC und Massenspektrometrie bestatigt. Die acht Ver-
bindungen zeigten verschiedene strukturelle Eigenschaften, obwohl sie alle die

polyhydroxylierten planaren Besonderheiten besalien.

Es konnte in mehreren unabhangigen in vitro-Assays gezeigt werden, dass die
selektierten Verbindungen den CTNNB1/TCF-Komplex trennen. Zudem be-
kampfen sie wirksam die zellularen CTNNB1-abhangigen Tatigkeiten wie die
Aktivierung der Transkriptionsgene, die Expression von C-MYC und CCND1

sowie die Zellproliferation [Lepourcelet et al., 2004].
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1.4. Hypothese und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die der vorliegenden Arbeit zu Grunde liegende Hypothese besagt, dass eine
aberrante Uberexpression des Transkriptionsfaktors LEF1 sowie seine Interak-
tion mit CTNNB1 bei der B-CLL einen malgeblichen pathogenetischen Faktor
darstellen. Ziel der Arbeit ist es daher, zum einen die vermutete Uberexpression
von LEF1 und einige seiner Zielgene in primaren B-CLL-Zellen zu demonstrie-
ren. Ferner soll untersucht werden, ob die beiden small molecule-Inhibitoren ein
zytotoxisches Potential gegenltber B-CLL-Zellen besitzen. Zudem soll veran-
schaulicht werden, dass durch PKF 115-584 und CGP 049090 eine spezifische
Hemmung der CTNNB1/LEF1-Interaktion herbeigefihrt werden kann, die kon-
zentrationsabhangig ist. Letztlich soll gezeigt werden, dass die verminderte
LEF1-Wirkung zu einer veranderten Expression nachgeschalteter Proteine wie
C-MYC, CCND1 und SURYV sowie zur selektiven Induktion von Apoptose bei B-
CLL-Zellen flhrt.
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2. Material und Methoden

2.1. Zellen/Patientenmaterial
2.1.1. Patientencharakteristika
2.1.1.1. B-CLL-Patienten

Es wurde ausschlieBlich Zellmaterial von an chronischer lymphatischer Leuka-

mie (B-Zell-Typ) erkrankten Personen verwendet.

Im Rahmen der routinemallig durchgefuhrten Leukamiediagnostik wurde dem
Patienten mit dessen Einverstandnis ca. 15ml peripheres Blut mittels Venen-
punktion enthommen und in ein mit EDTA beschichtetes Rdhrchen geflllt. Das
Material wurde bei Raumtemperatur gelagert und unmittelbar bzw. bis zu 24 h

nach Entnahme aufgearbeitet.

2.1.1.2. Gesunde Probanden

Ebenso wurde von gesunden Spendern mit deren Einverstandnis ca. 10 ml Blut

mittels Venenpunktion entnommen und sofort aufgearbeitet.

2.1.2. Reagenzien

e Kulturmedium RPMI (Roswell Park Memorial Institute) mit 20% FCS

125 ml Foétales Kalberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin
6,4 ml Hepes Puffer Gibco, UK

6,4 ml Penicillin 10.000 U/

Streptomycin 10.000 ug/ml Biochrom Ag, Berlin
geldst in 500 ml RPMI 1640 Medium Biochrom AG, Berlin

Vor Gebrauch wurde das verwendete FCS im Wasserbad bei 56°C 30 min inak-

tiviert.
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e Lymphoprep® Fresenius Kabi Norge AS, Norway
e NaCl 0,9% Delta Select, Pfullingen

2.1.3. Lymphozytenseparation mittels Dichtezentrifugation

Die Arbeit wurde unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Die verwendeten
Lésungen und das Medium wurden im Wasserbad auf eine Temperatur von

37°C angewarmt.

In ein Leucosep-Zentrifugenrohrchen mit Filterscheibe (Firma Greiner Bio-One,
Frickenhausen) wurden 15 ml Lymphoprep® gegeben und dieses mittels Zentri-
fugation unter die Filterscheibe gebracht. Ca. 10 ml Blut wurden mit dem aqui-
valenten Volumen 0,9%iger Kochsalzlésung versetzt. Diese Mischung wurde
auf die Filterscheibe geschichtet und bei 1600 U/min 15 min lang zentrifugiert.
Nach Beendigung der Zentrifugation wurden die mononuklearen Zellen aus der
Interphase oberhalb des Lymphoprep® entnommen. Zum Waschen wurden
diese Zellen mit ca. 15 ml RPMI 1640 Medium gemischt und erneut bei 2000
U/min fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in
RPMI 1640 Medium mit 20 % FKS resuspendiert. Zum Schluss wurde die je-

weils geeignete Zellkonzentration (meist 5 x 10° Zellen/ml) eingestellt.

2.1.4. Zellvitalitatsbestimmung/ Zellzahleinstellung

Die Zellvitalitat konnte mittels einer Tryptanblaufarbung bestimmt werden. Da
tote Zellen im Gegensatz zu lebenden Zellen den Farbstoff nicht aktiv aus-
schlieen konnen, erscheinen diese blau. Auf diese Weise konnen tote Zellen
bei der Zahlung ausgeschlossen werden. Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neu-

bauer-Zahlkammer bestimmt und nach folgender Formel berechnet:

Zellzahl _ vitale Zellen x10* x Verdiinnung der Zellsuspension
ml Anzahl der gezéhlten Quadrate

Mit dem RPMI 1640 Medium mit 20% FKS wurde die jeweils geeignete Zellkon-

zentration eingestellt.
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2.1.5. Primare Zellkultivierung

Die primaren B-CLL-Zellen, die fur jeden Versuch in unterschiedlichen Konzent-
rationen in RPMI 1640 Medium suspendiert vorlagen, wurden entweder in 6
Well- oder 96 Well-Platten bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Die Dauer der Inku-
bation hing jeweils vom Versuch ab, uberschritt jedoch nie mehr als 72h.

2.2. CGP 049090 und PKF 115-584
CGP 049090 Novartis, Schweiz
PKF 115-584 Novartis, Schweiz

Die Substanzen wurden jeweils in 70% DMSO (Dimethylsulfoxid) gelost und als

eine 3,3 mM Stocklésung in Aliquots bei -20°C eingefroren.

2.3. ATP-Assay
2.3.1. Reagenzien

e CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay ~ Promega, USA

e Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH & Co,
Karlsruhe
° Intrapep® Reagent 2 Permeabilization Immunotech, Frankreich

2.3.2. Messungen

Der ATP-Assay wurde mittels des CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability
Assay durchgefuhrt. Diese Methode zur Bestimmung von lebenden Zellen in
Kultur basiert auf der Messung der Menge an ATP, welche mit der Anzahl an

metabolisch aktiven Zellen korreliert.

Durch die Zugabe des CellTiter-Glo® Reagenz kommt es zur Zelllyse und Er-
zeugung eines Lumineszenz-Signals, welches proportional zur vorhandenen
ATP-Menge ist. Die Menge an ATP ist direkt proportional zur Anzahl an Zellen

in Kultur.
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Luciferase +

Mg:
HO 5 COOH ‘a s o
\CE,?—@/ +ATP +0, UN)_Q]/ + AMP + PP, + Licht
- CO, -H;0
Luciferin Oxyluciferin

Abbildung 5: Luciferase/Luciferin-Reaktion.

Die Mono-Oxidierung des Luciferin zu Oxyluciferin wird durch Luciferase in An-
wesenheit von Magnesiumionen (Mg®*), Adenosintriphosphat (ATP) und mole-
kularem Sauerstoff (O2) unter Abspaltung von Wasser (H,O), Kohlendioxid
(CO,), Adenosinmonophosphat (AMP) und Pyrophophat (PP;) katalysiert. Bei
dieser Reaktion wird Energie in Form von Licht frei, dass luminometrisch erfasst

werden kann.

Eine 96 Well Platte wurde mit 90 pl einer auf 2x10° Z/ml eingestellten Zellsus-
pension (entweder von B-CLL-Patienten oder von gesunden Probanden) befllt.
Die Inhibitoren PKF 115-584 und CGP 049090 wurden zu je 10 ul pro Well hin-
zugegeben. Zuerst wurde mit 4 verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen (10
MM, 1 um, 0,1 uM, 0,01 um) gearbeitet, spater auf 12 Konzentrationen (100 uM,
10 uM, 6 pM, 3 uM, 1 uM, 0,75 uM, 0,5 uM, 0,25 uM, 0,1 pM, 0,06 uM, 0,03
puM, 0,01 uM) erhoht. Pro Konzentration wurden 3 Ansatze angefertigt. Zur Kon-
trolle diente DMSO in den entsprechenden Verduinnungsstufen, die auch die
PKF 115-584- bzw. CGP 049090-L6sungen als jeweilige DMSO-Konzentration
enthielten (0,2%, 0,02%, 0,002%, 0,002% bzw. 2%, 0,2%, 0,12%, 0,06%,
0,02%, 0,015%, 0,01%, 0,005%, 0,002%, 0,0012%, 0,0006%, 0,0002%). Zu-
satzlich wurde eine Negativkontrolle angesetzt. Hierfur wurden ebenfalls 90 pl
Zellsuspension in die Wells geflllt und zur Abtétung der Zellen 10 pl Intrapep®
Reagent 2 (in einer 1:1 Verdinnung mit RPMI 1640 Medium) hinzugegeben.
Die Platten wurden fur 0.5 h, 24 h, 48 h oder 72 h bei 37°C und 5% CO; inku-
biert.
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Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde der ATP-Assay genau nach Anlei-

tung durchgeflihrt und die Lumineszenz am Photometer gemessen.

2.3.3. Auswertung

Das CS (Cell Survival) wurde laut folgender Formel berechnet:

— Anzahl toter Zellen

CS — qbehandelte Zellen
Oomso — Anzahl toter Zellen

Da in diesem Versuch die Einberechnung der toten Zellen den Wert des CS nur

sehr geringfiugig verandert hatte, konnte er vernachlassigt werden.

Mit dem Programm GraphPad Prism4® wurden anhand des CS die LCso-Werte
errechnet. Der LCsp-Wert gibt die Konzentration des Inhibitors an, bei der 50%

der Zellen getotet werden.

2.4. Differential Staining Cytotoxicity (DiSC)-Assay
2.4.1. Reagenzien
2.4.1.1. Herstellung der Entenerythrozyten-Stockléosung

Das Entenblut wurde im Rahmen von Nutztierschlachtungen am Schlachthof
entnommen und direkt mit 1000 Einheiten/ml Heparin versetzt. Die weitere Auf-

bearbeitung des Blutes erfolgte in Labor.

20 ml heparinisiertes Entenblut wurde 15 min bei 1000 U/min zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Insgesamt wurden die Entenerythrozyten viermal ge-
waschen, indem das Sediment jeweils in 20 ml isotonischer NaCl-Losung (150
mM) resuspendiert und anschlieBend bei 1000 U/min far 10 min zentrifugiert
wurde. Der Uberstand wurde jeweils verworfen. Das Sediment wurde schritt-
weise in 200 ml einer 2 % (w/v) Paraformaldehyd-PBS (phosphate buffered sa-
line/Phosphatpuffer)-Losung resuspendiert und anschlieBend 6 Tage bei 4°C
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mittels Magnetrihrer geruhrt. Nach erneuter Zentrifugation bei 1000 U/min far
10 min wurde das Sediment in 25 ml PBS resuspendiert. Nach Zugabe von 25
ml 18% (v/v) Triton X-100/PBS (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurde der Ansatz
15 min inkubiert. Eine weitere Inkubation erfolgte nach Zugabe von 400 ml E-
thanol (reinst.) Uber Nacht bei 4°C. Die Entenerythrozyten wurden anschlieRend
wiederholt wie oben beschrieben gewaschen. Zum Auftrennen von Erythrozyte-
naggregaten wurde der Ansatz flr zwei Stunden im Ultraschallbad bei héchs-
tens 20°C behandelt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Erythrozyten in
einer Endkonzentration von 10" Z/ml in NaCl-Lésung (150 mM) mit 0,1 mg/ml
Streptomycin, 100 U/ml Penicillin (Biochrom AG, Berlin) und 1 pyg/ml Amphote-
ricin B (Bristol-Myers Squibb, Minchen) resuspendiert. Die Lagerung erfolgt bei
4°C.

2.4.1.2. Herstellung kollagenbeschichteter Objekttrager

Auf einem sauberen Objekttrager wurden jeweils 2 Tropfen Kollagen (Serva,
Heidelberg) und ein Tropfen 6%ige NaCl-Loésung aufgebracht und mit einem
zweiten Objekttrager verstrichen. Die Beschichtung wurde durch Lufttrocknung

fixiert.

2.4.1.3. Sonstige Reagenzien

e PBS Puffer
1 PBS-Tablette (Gibco™, UK) wurde in 500ml ddH,O geldst und auf pH 7,4

eingestellt.

¢ Nigrosin/Fast-Green-Farbstoff

1% (W/v) Fast Green Sigma, Taufkirchen
0,5% (w/v) Nigrosin Sigma, Taufkirchen

gel6st in 500 ml PBS
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Die Losung wurde vier Stunden mittels Magnetrihrer geruhrt. AnschlieRend
wurden die nicht geldsten Bestandteile mittels Zentrifugation bei 400 U/min fur
30 min sedimentiert. Der Uberstand wurde mit einem Sterilfilter mit einer Po-

rengrofe von 0,2 um filtriert.

e Nigrosin/Fast-Green/Entenerythrozyten-Losung

Jeweils frisch zum sofortigen Gebrauch wurden 6 ml Nigrosin/Fast-Green-

Farbstoff mit 150 ul der Entenerythrozytenlésung vermischt.

e May-Grinwalds Eosin-Methylenblaulésung modifiziert  Merck, Darmstadt

e Puffertabletten pH 6,8 zur Herstellung nach Weise Merck, Darmstadt
e Giemsa-Losung Merck, Darmstadt
e NeoMount® Merck, Darmstadt

2.4.2. Differential Staining Cytotoxicity Assay

Fir jeden Testansatz wurden 90 pl einer 5x10° Z/ml Zellsuspension mit je 10 pl
unterschiedlicher PKF 115-584- bzw. CGP 049090-Verdinnungen (10 uM, 1
UM, 0,5 uM, 0,1 uM, 0,01 uM) versetzt und in einer 96-Well Platte fur 24 h bei
37°C und 5% CO; inkubiert Alle Konzentrationsstufen wurden in Tripletts ange-
setzt. Zur Kontrolle diente DMSO in der jeweiligen Verdunnung entsprechend
der DMSO-Konzentrationen, die in den PKF 115-584- bzw. CGP 049090-
Losungen enthalten waren. Als weitere Kontrolle wurden zudem in 3 Wells zu

der Zellsuspension ausschlieBlich 10 yl RPMI 1640 Medium gegeben.

Nach Ablauf der 24 h wurden die Testansatze mit 100 pl der Nigrosin/Fast-
Green/Entenerythrozyten-Lésung vermischt und 10 min auf dem Schuttler inku-
biert.

Zwischenzeitlich wurden die beschichteten Objekttrager, ein Filterpapier und ein
Zytofunnel in eine Klammer eingespannt und in die Zytozentrifuge gelegt. Je
100 pl pro Ansatz wurden schrag an die Wand des Zytofunnels pipettiert. An-
schlieBend wurde die Zytospin-Zentrifuge fur 1 min bei 1000 U/min gestartet
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und so die Ansatze auf die Objekttrager gebracht. Nach Lufttrocknung erfolgte

die Gegenfarbung nach Pappenheim.

2.4.3. Gegenfarbung nach Pappenheim

Hierzu wurden die Objekttrager zuerst fur 5 min mit May-Granwald-LOsung in-
kubiert, anschlieBend fur weitere 5 min in einer 1:1 Mischung aus May-
Grinwald und Weise-Puffer und danach fur 15 min in einer 1:9 Verdinnung von
Giemsa-Losung und Weise-Puffer inkubiert. Zum Schluss wurden die Objekt-
trager in destilliertem Wasser gespult und zum Trocken ausgelegt. Nach dem

Trocken wurden Deckglaser mit Hilfe von NeoMount® aufgebracht.

2.4.4. Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung erfolgte mikroskopisch mit Hilfe des Leuk-Programms. Es wur-
den die vitalen Zellen (VC) und die Entenerythrozyten (DRBC) gezahlt. Pro Ob-
jekttrager wurden so viele Gesichtsfelder ausgezahlt, bis mindestens eine

Summe von 100 DRBC erreicht war.

2.5. DNA-Laddering
2.5.1. Reagenzien

e TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer 50X

242 g Tris
57,1 ml Eisessig
100 mi 0,5M EDTA

auf einen Liter ddH,O geldst und auf pH 7,4 eingestellt

e Quiagen Mini Kit® Quiagen, Hilden
e Ethidiumbromid Serva, Heidelberg
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2.5.2. Agarose-Gelelektrophorese

Primare B-CLL-Zellen wurden mit je 5 yM PKF 115-584 bzw. CGP 049090 be-
handelt und fir 24 h in 5% CO, inkubiert. Als Kontrolle wurden B-CLL-Zellen mit

0,1% DMSO versetzt und es wurde wie oben beschrieben weiterverfahren.

Zur DNA-Extraktion wurde das Quiagen Mini Kit® benutzt. Die somit erhaltenen
DNA-Proben wurden auf ein 1,0%iges Agarosegel aufgetragen. Die Elektropho-
rese wurde fur 1,5 h bei 75 V durchgeflhrt.

2.5.3. Auswertung

Wahrend der Apoptose kommt es zu einer typischen DNA-Fragmentierung, die

in Form einer Leiter im Agarosegel nachgewiesen werden kann.

Das Agarosegel enthielt Ethidiumbromid (0,5 mg/ml). Ethidiumbromid lagert
sich in die DNA ein und kann unter UV-Licht (366nm) sichtbar gemacht werden.
Das Gel wurde mit einem Videodokumentationssystem (BioRad®) dokumentiert

und ausgewertet.

2.6. Caspase-3/7-Assay
2.6.1. Reagenzien

e Caspase-Glo™- 3/7-Assay Promega, USA

2.6.2 Messungen

Der Caspase-Glo™ ist ein Lumineszenz-Assay, der die Aktivitit der Caspasen
3 und 7 misst. Der Assay erzeugt ein prolumineszentes Caspase-3/7-Substrat,
welches das Tetrapeptid DEVD enthalt. Bei der Zugabe des Caspase-Glo-3/7-
Reagenz zu der Zellsuspension reagieren die Caspasen, zerschneiden das
Substrat und es findet eine Zelllyse statt. Dadurch wird Luciferase umgesetzt
und ein Lumineszenz-Signal erzeugt. Diese Lumineszenz ist proportional zur

Menge an vorhandener aktiver Caspase.
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H
Z-DEVD-N \GES MTCDDH
N S
Caspase 3/7 ﬁ - Z-DEVD

COOH

H.N 5 N
- TI>—<T  caweo,
Aminoluciferin N S

] -CO,
Luciferase + Mg, ﬁ
- H,0

1 1eifarin +
Oxyamnioluciferin + AMP + PP,

Abbildung 6: Spaltung des prolumineszenten Substrats mit Tetrapeptidse-
quenz (DEVD) durch die Caspase 3 und 7. Nach der Spaltung durch die
Caspasen wird Aminoluciferin frei, welches in Gegenwart von Adeno-
sintriphophat (ATP), molekularem Sauerstoff (O,) und Magnesiumionen (Mg?")
zu Oxyluciferin unter Abspaltung von Wasser (H,O), Adenosinmonophosphat
(AMP) und Pyrophosphat (PP;) reagiert, durch Luciferase katalysiert. Bei dieser
Reaktion entsteht Energie in Form von Licht, welches luminometrisch nachge-

wiesen werden kann.

Eine 96-Well Platte wurde mit einer auf die Zellzahl 2x10° Z/ml eingestellten B-
CLL-Zellsuspension befullt und mit den Inhibitoren PKF 115-584 und CGP
049090, deren Konzentration jeweils 10 uyM betrug, behandelt. Zur Kontrolle
diente 0,2% DMSO, welches der Verdunnungsstufe entsprach, die auch die
PKF 115-584- bzw. CGP 049090-L6sungen als jeweilige DMSO-Konzentration
enthielten sowie eine Negativkontrolle mit unbehandelte Zellen. Zusatzlich gab
es eine Blindprobe, die nur aus RPMI 1640 Medium bestand. Sie wurde be-

nutzt, um das Signal messen zu kdnnen, welches alleine vom Medium erzeugt
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wird. Diese Kontrolle mit zellfreiem Medium wurde anschlielend von dem Sig-
nal subtrahiert, welches von den behandelten und unbehandelten Zellen er-
zeugt wurde. Die Platten wurden fir jeweils 2 h, 4 h, 6 h und 8 h bei 37°C und
5% CO; inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Kit nach Herstellerangaben verwen-

det und die Caspase-Aktivitat anhand eines Luminometers gemessen.

2.6.3. Auswertung

Von den jeweiligen Ergebnissen der Caspase-Aktivitaten der PKF 115-584-,
CGP 049090-, DMSO- und Negativkontroll-Versuchen (in RLU angegeben), die
am Luminometer gemessen wurde, wurden die Werte der ,blank reaction” sub-
trahiert. Die so neu erhaltenen Werte wurden anhand GraphPad Prism4® be-

rechnet.

2.7. Immunoblots
2.7.1. Reagenzien und Antikorper
Primar-Antikorper

e Purified mouse anti B-catenin Mab

BD Biosciences Pharmingen, USA; Kat.-Nr 610154
e Purified mouse anti human cyclin D1

BD Biosciences Pharmingen, USA: Kat.-Nr. 554181
e Purified mouse anti Actin Ab5 Mab

BD Biosciences Pharmingen, USA; Kat.-Nr. 612656
e Purified mouse anti human Bcl-2

BD Biosciences Pharmingen, USA; Kat.-Nr. 556354
e Purified mouse anti cleaved PARP (Asp-214) Mab

BD Biosciences Pharmingen, USA; Kat.-Nr. 51-9000017
e C-Myc (N-262) rabbit polyclonal 1gG

Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-764
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e LEF1 (C-19) goat polyclonal IgG
Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-8592

e Survivin goat polyclonal IgG
Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-8807

o Affinity purified rabbit anti human survivin Ab
R&D Systems, USA; Kat.-Nr. AF886

Sekundar-Antikorper

¢ Polyclonal goat anti mouse Immunglobulins/HRP
Dako Cytomation, Danemark; P0447

e Polyclonal rabbit anti goat Immunglobulins/HRP
Dako Cytomation, Danemark; P0449

e Polyclonal goat anti rabbit Immunglobulins/HRP
Dako Cytomation, Danemark; P0448

e Donkey anti goat Immunglobulins/HRP
Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-2020

Proteine

e Normal goat serum
Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-2043

Weitere Materialien und Lésungen fur die Western Blots

e SB 216763 als 10 nM Lésung in DMSO geldst
Sigma Aldrich, USA; Kat. Nr. S3442-5MG

e Ponceau S-L6sung (Stocklésung)

29 Ponceau S
30g Trichloressigsaure

30g Sulfosalicylsaure
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mit ddH,O auf 100 ml auffullen. Zum Gebrauch 1T Stocklésung mit 3T

ddH>0 verdiinnen.

Blocking Losung |

5% Milchpulver und 10% Roti-Block® in PBS l6sen. Lésung mischen und

filtrieren.

e Blocking Losung I

5% Milchpulver in PBS l6sen. Losung mischen und filtrieren.

e NuPAGE® Sample Reducing Agent (10X)
Invitrogen, USA; NP0004

e NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X)
Invitrogen, USA; NPOOO7

¢ NuPAGE® Antioxidant
Invitrogen, USA; NP0O005

e NuPAGE® MES SDS Running Buffer (20X)
Invitrogen, USA; NP0O002

e NuPAGE® Transfer Buffer (20X)
Invitrogen, USA; NP0O006

e NuPAGE® 4-12% Bis-Tris-Gel
Invitrogen, USA; NP0321

e NuPAGE® Nitrocellulose Membran
Invitrogen, USA; LC2000

e SeeBlue® Plus 2 Prestained Standard (1X)
Invitrogen, USA; LC5925

e ECL Western Blotting detection reagents 1+2
Amersham Biosciences, UK; Lot 150

¢ Dithiothreitol (DTT)
Sigma Aldrich, Deutschland

e Complete® Tabletten

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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2.7.2. Herstellung der Zelllysate

Blutproben von B-CLL-Patienten wurden laut Ficoll-Protokoll (s.o0.) bearbeitet
und eine Zellsuspension von 1x10” Z/ml hergestellt. Die Zellen wurden mit 5 uM
des GSK-3B-Inhibitor SB 216763 fir 24 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach
24 h wurden die Zellen mit jeweils 5 oder 10 yM PKF 115-884- bzw. CGP
049090-Losung versetzt. Zur Kontrolle dienten DMSO in den entsprechenden
Konzentrationen sowie zusatzlich die Zellen, die nur mit SB 216763 behandelt
worden waren. Erneut wurde fir 24 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubation wurden die jeweiligen Zellsuspensionen in einer
Zentrifuge auf héchster Umdrehung pelletiert und der Uberstand danach abde-
kantiert. Das Zellpellet wurden mit 200 pl kalten Triton X-Puffer aufgenommen
und resuspendiert. Das Triton X-Puffer enthielt 1 yl/ml DDT als reduzierendes
Agens sowie eine Complete® Tablette als Protease-Inhibitor. Die resuspendier-
ten Zellen wurden auf Eis gelagert und 3x40 sec mit Ultraschall bearbeitet. Da-
nach wurde die Zellsuspension in einer Tischzentrifuge bei 4°C flr 15 min bei
13.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert, wahrend
die weildlichen Zellrickstande verworfen wurden. Die dekantierte Losung ent-

hielt das Protein-Zelllysat.

2.7.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Durch die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese konnen de-
naturierte Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dabei
wandern die denaturierten, durch SDS negativ geladenen Proteine im elektri-
schen Feld zum Pluspol. Anfangs werden sie in einem Sammelgel fokussiert
und anschliellend in einem Trenngel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Durch Molekulargewichtsstandards kann die Grofie der Proteine bestimmt wer-

den.

Die Elektrophorese wurde mit NUPAGE® 4-12% Bis-Tris-Fertiggelen in einer
Elektrophoresekammer (Invitrogen) fur ca. 35min bei 200V durchgefuhrt. Als
Laufpuffer wurde NUPAGE® MES SDS Running Buffer verwendet.
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2.7.4. Western Blot

Beim Western Blot werden die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf
eine Membran transferiert, auf der sie indirekt detektiert werden kénnen. Durch
die Bindung spezifischer primarer Antikérper an den Proteinen auf der Memb-
ran konnen Peroxidase-konjugierte sekundare Antikdrper angelagert werden.
Durch die Peroxidase wird ein Chemilumineszenzreagenz umgesetzt, welches
einen Film belichten kann, der nach dem Entwickeln die Proteinbanden sichtbar

macht.

Hierzu wurde das Gel auf eine Nitrocellulose Membran gelegt und beides von
mit Transfer-Puffer durchtrankten Schwammchen eingedeckt. Dieses ,Sand-
wich® wurde in ein Western Blot Modul (Invitrogen) eingelegt und 1 h lang bei
30 V geblottet.

Um zu testen, ob der Western Blot erfolgreich war, wurde die Nitrocellulose-
Membran mit Ponceau S-Losung gefarbt. Diese Losung lasst Proteine rot er-

scheinen.

2.7.5. Immunoblot

Der Immunoblot dient zum Nachweis spezifischer Proteine auf der Nitrocellulo-

se-Membran.

Hierzu wurde die Nitrocellulose-Membran tber Nacht bei 4°C in Blocking L6-
sung | inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen der Membran abzusattigen.
AnschlieRend wurde der Primarantikorper im geeigneten Verhaltnis mit der Blo-
cking Losung | gemischt und die Membran wieder Uber Nacht bei 4°C in der
Antikorper-Losung inkubiert. Nach Beendigung wurde die Membran viermal je
10 min mit PBS gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. Die In-
kubation mit dem Sekundar-Antikdrper, der im entsprechenden Verhaltnis zu
der Blocking Lésung Il gegeben wurde, erfolgte nun flir 1 h bei Raumtempera-

tur. Danach wurde erneut die Membran viermal 10 min in PBS gewaschen.

Zur Aktivierung wurde die Membran schlie8lich mit ECL-LOsung versetzt und

auf einen Film gelegt. Abhangig von den Proteinen wurden die Filme 1 min bis
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zu mehreren Stunden lang auf der Membran exponiert. Die belichteten Filme

wurden dann in einem automatischen Entwickler (Kodak) entwickelt.

Verdinnungen der Primarantikdrper

e Purified mouse anti B-catenin Mab 1:500

e Purified mouse anti human cyclin D1 4 ul/ml

e Puriefied mouse anti Actin Ab5 Mab 1:3000

e Purified mouse anti human Bcl-2 1:1500

e Purified mouse anti cleaved PARP (Asp-214) Mab 0,25 pl/mi
e c-Myc (N-262) rabbit polyclonal IgG 1:200

e LEF1 (C-19) goat polyclonal IgG 1:200

e Survivin goat polyclonal IgG 1:200

e RD affinity purified rabbit anti human survivin Ab 0,5 pl/ml

Verdinnungen der Sekundarantikorper

¢ Polyclonal goat anti mouse Immunglobulins/HRP 1:1000
e Polyclonal rabbit anti goat Immunglobulins/HRP 1:200

e Polyclonal goat anti rabbit Immunglobulins/HRP 1:2000
e Donkey anti goat Immunglobulins/HRP 1:1000

2.8. Statistische Auswertung
2.8.1. Computer Hard- und Software

Die Datenberechnung und Auswertung erfolgte rechnerunterstitzt unter der
Verwendung der Software MS Office Excel® (Microsoft Corp.) sowie GraphPad
Prism 4® (GraphPad Software Inc.).

Des Weiteren stand zur Auswertung des DiSC-Assays das Leuk-Programm zur
Verfligung. Dabei handelt es sich um eine MS-DOS programmierte Spezial-
software, welche in der Arbeitsgruppe Dr. Schinkdthe (Uni Koln) entwickelt wur-
de.



Material und Methoden 57

2.8.2. Mathematische Tests
3.8.2.1. Auswertung des DiSC-Assays
Berechnung des Zelllberlebens

Das CS gibt Auskunft dartber, wie viele Zellen in vitro bei Inkubation eines be-
stimmten Wirkstoffs (z.B. Zytostatikum, small molecule-Inhibitor) im Verhaltnis

zur Inkubation im Kontrollmedium Uberlebt haben.

Zur Ermittlung des Zelluberlebens (CS) musste zuerst fur jede inkubierte Probe
der Quotient q errechnet werden. Dieser gibt das Verhaltnis der vitalen Zellen

(VZ) zu den gleichzeitig gezahlten Entenerythrozyten an.

VvC

uotient Q =
Q Q DRBC

Aus den Kontrollansatzen (Proben mit DMSO inkubiert) q kontrolle = 9 pMso MUSS

der Mittelwert errechnet werden. Das CS ergibt sich dann wie folgt:

CS _ qsmall molecule—Inhibitor Xloo 0

= )
Upmso
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3. Ergebnisse

3.1. Untersuchungen zur zeit- und konzentrationsabhangigen Induktion
des Zelltodes durch CGP 049090 und PKF 115-584

3.1.1 Zeitabhangige Induktion des Zelltodes

Um die Zeit zu ermitteln, die CGP 049090 bzw. PKF 115-584 brauchen effektiv
auf B-CLL-Zellen zu wirken, wurden B-CLL-Zellen mit dem jeweiligen small mo-
lecule-Inhibitor versetzt und 30 min, 24 h, 48 h sowie 72 h bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. AnschlieRend wurde das Zelliberleben mittels des ATP-Assays

bestimmt und anhand GraphPad Prism4® ausgewertet.

100d—s - 0,5h Inkubation

m v 24h Inkubation

§§ 754 ® 48h Inkubation

o€ ¢ 72h Inkubation

g2

= 504 LCso (0,5h) = 4,94uM
TS LCso (24h) =0,51uM
S 251 LCs, (48h) = 0,28uM
LCso (72h) =0,12uM

-8 -'7 -6 -5
log [CGP 049090] (M)

Abbildung 7: Konzentrationsabhéangiges relatives Zelliberleben nach Inkubati-
on mit CCG 049090
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Inkubationszeit (h)

Abbildung 8: Darstellung der LCso-Werte von CGP 049090 in Abhangigkeit von

der Inkubationszeit
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0,5h Inkubation
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48h Inkubation
72h Inkubation

(0,5h) = 2,87uM
(24h) = 0,29uM
(48h) = 0,21uM
(72h) = 0,01uM

Abbildung 9: Konzentrationsabhéngiges relatives Zelliberleben nach Inkubati-

on mit PKF 115-584
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0 24 438 72
Inkubationszeit (h)

Abbildung 10: Darstellung der LCso-Werte von PKF 115-584 in Abh&ngigkeit

von der Inkubationszeit

Ein deutlicher Unterschied lag zwischen den LCso-Werten nach 0,5 h und 24 h
Inkubationszeit. Jedoch waren die LCso-Werte nach Inkubationszeiten von 24 h,
48 h und 72 h so ahnlich, dass eine langere Inkubation als 24 h keinen wesent-

lichen Vorteil mehr brachte.

Bei der Inkubation mit CGP 049090 lag der LCso-Wert nach 30 min bei 4,94 uM,
wahrend sie danach alle Werte unter 0,5 yM annahmen (0,51 yM nach 24 h,
0,28 uM nach 48 h, 0,10 uM nach 72 h). Wie man den Abbildungen 9 und 10
entnehmen kann, sahen die Versuchergebnisse nach Inkubation mit PKF 115-
584 ahnlich aus. Nach 30 min war der LCso-Wert mit 2,87 uM noch recht hoch,
erreichte aber nach 24 h schon einen Wert von 0,29 uyM. Sowohl nach 48 h als
auch nach 72 h befanden sich die LCso-Werte mit 0,21 uM und 0,01 yM noch in

vergleichbaren Bereichen.

Diese Versuchsergebnisse zeigen, dass die Induktion des Zelltodes nach 24 h
schon fast vollstandig abgeschlossen ist. Deshalb wurde fortan die dosisabhan-

gige Induktion jeweils nur bei einer 24 h Inkubation untersucht.
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3.1.2. Konzentrationsabhéangige Induktion des Zelltodes

3.1.2.1. Messung mit dem ATP-Assay

0 Messung mit 4 unterschiedlichen Konzentrationen

B-CLL-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen — 10 yM, 1 uM, 0,1
MM und 0,01 uM - von PKF 115-584 und CGP 049090 versetzt und 24 h bei
37°C und 5% CO; inkubiert. Das Zelluberleben wurde mit Hilfe des ATP-Assays

gemessen.

100+

75+

50 LC50 = 0,51 lJM

Zelluberleben
(% der Kontrolle)
N
i

-8 '7 '6 -5
log [CGP 049090] (M)

Abbildung 11: Darstellung des B-CLL-Zellliberlebens in Abhangigkeit von der
CGP 049090-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit
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Abbildung 12: Darstellung des B-CLL-Zelliiberlebens in Abh&ngigkeit von der
PKF 115-584-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit

Zur Messung der Toxizitat wurde der gleiche Versuch nach identischem Sche-
ma wiederholt; es wurde jedoch statt mit B-CLL-Zellen mit mononuklearen Zel-

len von gesunden Probanden gearbeitet.

100-
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2 g 75+
56
8 X 501 LCso = 2,50uM
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N R 25
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log [CGP 049090] (M)

Abbildung 13: Darstellung des Zelluberlebens von gesunden Lymphozyten in
Abhangigkeit von der CGP 049090-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit

(Gesundkontrolle)
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Abbildung 14: Darstellung des Zelluberlebens von gesunden Lymphozyten in
Abhangigkeit von der PKF 115-584-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit

(Gesundkontrolle)

Wie in Abbildung 11 und 12 zu erkennen, Uben die Inhibitoren CGP 049090 und
PKF 115-584 in etwa gleichstarker Weise zytotoxische Effekte auf B-CLL-Zellen
mit LCso-Werten von 0,51 uM und 0,29 uM aus. Die Toxizitat im Vergleich zu
gesundem Blut ist jedoch bei beiden Inhibitoren auch recht hoch (siehe Abbil-
dung 13 und 14), hier werden LCso-Werte von 2,50 uM far CGP 049090 und
1,03 uM fir PKF 115-584 erreicht.

0 Messung mit 12 unterschiedlichen Konzentrationen

Um die letale Konzentration genauer bestimmen zu kénnen, wurden zusatzliche
Messpunkte gewahlt, besonders im Bereich um der vermuteten LCso-Werte
herum. Dazu wurden erneut B-CLL-Zellen mit den jeweiligen small molecule-
Inhibitoren versetzt, nun in den Verdunnungsstufen 100 yM, 10 uM, 6 uM, 3
MM, 1 uM, 0,75 uM, 0,5 pM, 0,25 uM, 0,1 uM, 0,06 uM, 0,03 uM, 0,01 uM. Der

restliche Versuchsablauf war identisch.
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Abbildung 15: Darstellung des Zelliberlebens von B-CLL-Zellen in Abhangig-
keit von der CGP 049090-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit
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Abbildung 16: Darstellung des Zelliberlebens von B-CLL-Zellen in Abhangig-
keit von der PKF 115-584-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit

Ebenfalls wurde hier ein Vergleich mit gesundem Blut durchgefuhrt.
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Abbildung 17: Darstellung des Zelluberlebens von gesunden Lymphozyten in
Abhangigkeit von der CGP 049090-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit

(Gesundkontrolle)
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Abbildung 18: Darstellung des Zelluberlebens von gesunden Lymphozyten in
Abhangigkeit von der PKF 115-584-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit

(Gesundkontrolle)

Die letalen Konzentrationen wurden ein wenig nach oben hin korrigiert. Wie
man den Abbildungen 15 und 16 entnehmen kann, liegen die LCso-Werte fur B-
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CLL-Zellen nach der Messung mit erhohter Anzahl an Messpunkten fur CGP
049090 bei 1,52 pM und fur PKF 115-584 bei 1,35 uM.

Ebenfalls haben die LCso-Werte der Gesundkontrollen hdéhere Werte ange-
nommen, fir CGP 049090 bedeutet dieses einen LCso- Wert von 2,49 uM und
fur PKF 115-584 ein Wert von 3,04 uM.

Die LCso-Werte der Gesundkontrolle ahnelten in beiden Versuchsreihen sehr
den Werten der B-CLL-Proben. Jedoch ist aus bisherigen Studien (Lepourcelet
M et al, 2004) die hohe Selektivitat der beiden small molecule-Inhibitoren CGP
049090 und PKF 115-584 bekannt, welche mit unseren Versuchsergebnissen
nicht Ubereinstimmte. Daraus schlussfolgerten wir, dass man mit dem ATP-Cell
Viability-Assay® primare B-CLL-Zellen und gesunde Lymphozyten nicht ver-
gleichen kann. B-CLL-Zellen besitzen eingeschrankte Zellfunktionen und eine
verminderte Proliferationsrate. Demnach liegt auch ein viel geringerer Grund-

ATP-Level vor, als dies bei gesunden Zellen der Fall ist.

Um im Folgenden die Wirkung der small molecule-Inhibitoren auf B-CLL-Zellen
bzw. Gesundblut unterscheiden zu kénnen, wurde als Test zur Uberlebensrate
der DiSC-Assay benutzt. Hier dienen Entenerythrozyten als interner Standard,

Uber die der relative Anteil der lebenden Zellen errechnet werden kann.

3.1.2.2. Messung mit dem DiSC-Assay

B-CLL-Zellen wurden mit Verduinnungsreihen der beiden Inhibitoren versetzt.
Die Konzentrationen betrugen 10 uM, 1 uM, 0,5 uM, 0,1 yM und 0,01 yM CGP
049090 bzw. PKF 115-584. Anschlieend wurde der Ansatz 24 h bei 37°C und
5% CO; inkubiert und anschlie®end anhand des DiSC-Assays das Zelliberle-
ben ermittelt.
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Abbildung 19: Darstellung des Zelliiberlebens von B-CLL-Zellen in Abhangig-
keit von der CGP 049090-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit
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Abbildung 20: Darstellung des Zelliberlebens von B-CLL-Zellen in Abhangig-
keit von der PKF 115-584-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit

Zur Kontrolle wurde der DiSC-Assay unter gleichen Bedingungen mit Blut von

gesunden Probanden durchgefihrt.
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Abbildung 21: Darstellung des Zelluberlebens von gesunden Lymphozyten in
Abh&ngigkeit von der CGP 049090-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit
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Abbildung 22: Darstellung des Zelliberlebens von gesunden Lymphozyten in
Abhangigkeit von der PKF 115-584-Konzentration nach 24 h Inkubationszeit

(Gesundkontrolle)
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Wie man den Abbildungen 19 und 20 entnehmen kann, haben die Inhibitoren
auf B-CLL-Zellen einen gleichen dosisabhangigen Effekt mit LCso-Werten fur
CGP 049090 von 0,37 uM und far PKF 115-584 von 0,32 uM. Zudem zeigen
beide Inhibitoren nur eine geringe Zytotoxizitat auf normale mononukleare Blut-
zellen (siehe Abbildung 21 und 22), hier liegen die LCso-Werte fur CGP 049090
bei 33,80 uM und fur PFK 115-584 bei 48,87 uM. Dies sind jedoch nur theoreti-
sche Werte, da exakte LCso-Werte nicht gemessen werden konnten. Bei der
hochsten Konzentration — 10 yM -, die unter Versuchsbedingungen vorlag, trat
kein 100%iger Zelltod ein.

Diese Ergebnisse bestatigen die bereits von anderen Arbeitsgruppen geaulierte
Vermutung einer eingeschrankten Toxizitat der Inhibitoren auf normale hamato-
poetische Zellen. Diese Feststellung ist sehr entscheidend fur die weitere Ent-
wicklung der Inhibitoren als erfolgreiche Krebsmedikamente, um sich gegen-
uber den schweren Nebenwirkungen von Zytostatika durch ihre selektive Wirk-
weise und somit ihrem sehr eingeschrankten Nebenwirkungspotential einen

Vorteil zu schaffen.

3.2. Induktion der Apoptose durch CGP 049090 und PKF 115-584
3.2.1. Untersuchungen zur Caspase 3/7-Induktion

Um genauer untersuchen zu konnen, wie der beobachtete Zelltod eingeleitet
wurde und stattgefunden hat, wurde der Effekt der beiden Inhibitoren auf die

Apoptose Induktion in B-CLL-Zellen untersucht.

B-CLL-Zellen wurden mit 10 uM CGP 049090 bzw. PKF 115-584 versetzt und
unterschiedlich lange inkubiert. Zur Kontrolle diente 0,2% DMSO. Um die ge-
naue Zeit der Apoptose-Induktion zu erfassen, wurde nach 2, 4, 6 und 8 Stun-
den die Caspase 3/7-Aktivitat gemessen. Es wurde Probenmaterial von 3 un-

terschiedlichen B-CLL-Patienten verwendet.



70 Ergebnisse

-®- DMSO

—&— Negativkontrolle
- - PKF 115-584
- CGP 049090

RLU

Abbildung 23: Zeitabhangiger Verlauf der Caspase 3/7 Aktivitat in primaren B-
CLL-Zellen nach Inkubation mit 10 uM PKF 115-584 oder CGP 049090

Beide Inhibitoren zeigten einen signifikanten Anstieg der Caspase 3- und
Caspase 7-Aktivitat im Vergleich zu der DMSO- und Negativkontrolle. Obwohl
jeder pro B-CLL-Patient stattgefundene Versuchsdurchgang eine eigene Kinetik
zeigte, worauf die relativ grolRen Standardabweichungen herzuleiten waren,
konnte zusammenfassend in Abbildung 23 gezeigt werden, dass die Caspase-
Level nach Inhibitoren-Inkubation sehr schnell anstiegen, nach 8 h schon ihren

Hoéhepunkt erreicht hatten und danach die Level wieder sanken.

3.2.2. Untersuchung zur Induktion der Spaltung von PARP

Um einen weiteren Beweis fur die apototische Wirkweise der small molecule-
Inhibitoren zu erlangen, wurde die Expression des 85 kDA grolen PARP-

Fragmentes untersucht.

PARP (Poly-ADP-Ribose-polymerase 1) ist ein 116 kDa groRes Kern-Enzym.
Es katalysiert den Transfer der ADP-Ribose-Einheiten von NAD+ zu einer Viel-
zahl von Kernproteinen wie z.B. Topoisomerase, Histone und PARP selbst. Ei-

ne erhdhte katalytische Aktivitat von PARP liegt in Zellen vor, deren DNA zer-
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stort wurde. PARP ist ein Ziel der durch Apoptose hervorgerufenen Caspase-
Aktivitat.

Wahrend der Apoptose wird das intakte PARP Enzym (116 kDa) in zwei 85 kDa
und 25 kDa grol’e Fragmente zerschnitten. Dieser Prozess trennt die N-
terminale DNA-Bindungsdomane des Enzyms von der C-standigen katalyti-
schen Domane, was zum Verlust der PARP-Funktionen fuhrt. Obwohl die Rolle
des PARPs im Zusammenhang mit Apoptose noch nicht genau geklart werden
konnte, wird das Zerschneiden von PARP als ein Zeichen der Apoptose ange-

sehen.

B-CLL-Zellen wurden mit 10 yM CGP 049090 bzw. PKF 115-584 versetzt und
fur 6 h sowie 24 h inkubiert. Nach durchgeflihrter Zelllyse wurden die Proteine
auf ein Gel aufgetragen, eine Elektrophorese gestartet und anschlieRend ein
Western Blot und Immunoblot durchgefuhrt, um die Proteinbanden detektieren

zu kdnnen.

—— F’ - Cleaved PARP

R |

Abbildung 24: Expression des PARP-Fragmentes in priméaren B-CLL-Zellen
nach 6-stiindiger Inkubationszeit mit PKF 115-584 oder CGP 049090

1: PKF 115-584 10 yM, 2: CGP 049090 10 pM, 3: DMSO 0,2%, 4: unbehandel-

te Kontrolle
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Cleaved PARP
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Abbildung 25: Expression des PARP-Fragmentes in primaren B-CLL-Zellen
nach 24-stundiger Inkubationszeit mit PKF 115-584 oder CGP 049090

1: PKF 115-584 10 pM, 2: CGP 049090 10 pM, 3: DMSO 0,2%, 4: unbehandel-

te Kontrolle

Die Ergebnisse (siehe Abbildungen 24 und 25) zeigen einen deutlichen Anstieg
des PARP-Fragmentes nach Inkubation mit den Inhibitoren. Dieser Anstieg ist
bei CGP 049090 noch starker zu verzeichnen als bei PKF 115-584. Die beiden
Kontrollbanden hingegen sind sehr dunn, hier hat nur wenig spontane Apoptose

stattgefunden.

Wie der Auswertung der Caspase-Daten schon zu entnehmen ist, wirken die
Inhibitoren sehr schnell. Schon nach 6h lasst sich deutlich erkennen, dass A-

poptose stattgefunden hat.

3.2.3. Untersuchungen zur Induktion der DNA-Fragmentierung

Wie bereits herausgefunden wurde, reagieren die beiden Inhibitoren zelltoxisch.
FUr eine Zelle gibt es zwei Moglichkeiten, in den Zelltod geschickt zu werden:

durch Nekrose und — wie in unserem Fall vermutet — durch Apoptose.

Wahrend der Apoptose kommt es zu einer typischen DNA-Fragmentierung. Um
die Vermutung der apoptotischen Wirkweise der small molecule-Inhibitoren bes-
tatigen zu konnen, erwarten wir in diesem Versuch die durch die Apoptose

fragmentierte DNA in Form einer Leiter im Agarosegel nachweisen zu kdnnen.
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Primare B-CLL-Zellen wurden 24 h mit 5 yM CGP 049090 bzw. PKF 115-584
behandelt, die DNA extrahiert und auf ein Agarosegel aufgetragen. Die E-

lektrophorese wurde fir 1,5h bei 75V durchgeflhrt.

2072 bp

1500 bp

600 bp

Abbildung 26: DNA-Leiter nach Inkubation mit PKF 115-584 und CGP 049090

in priméren B-CLL-Zellen

Bande 1 und 5: DNA-Leiter, Bande 2: PKF 115-584 5 pM, Bande 3. CGP
049090 5 pM, Bande 4: DMSO 0,1%
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3.3. Untersuchungen zur Veranderung des Expressionsverhalten von
CTNNB1 und LEF1 durch CGP 049090 und PKF 115-584

3.3.1 Expression von CTNNB1 nach Induktion der B-CLL-Zellen mit dem
GSK-3B-Inhibitor SB 216763

CGP 049090 und PKF 115-584 inhibieren den CTNNB1/LEF1-Komplex. Wir
wollten untersuchen, ob aus diesem Grund auch die nachfolgende Expression
der LEF1-Zielproteine SURV, C-MYC und CCND1 in primaren B-CLL-Zellen
reduziert wird. Dies testeten wir wie in 2.7. beschrieben per Immunoblotting.
Doch die Blots zeigten nur sehr schwache Banden, so dass die Daten vermuten
lieBen, dass die in Kultur genommenen primaren B-CLL-Zellen den WNT-

Signalweg ausschalteten.

Deshalb behandelten wir zuerst die B-CLL-Zellen mit dem GSK-3B-Inhibitor SB
216763 fur 24 h in einer Konzentration von 5 uM.

CTNNB1 wird durch GSK-3p phosphoryliert und so fur den Abbau durch Ubiqui-
tin markiert. Durch die Inhibition des GSK-3p steigt die Konzentration von
unphosphoryliertem CTNNB1 im Zytoplasma, es diffundiert in den Nukleus und
kann dort den TCF/LEF1-Komplex aktivieren. Dies hat die Transkription der
LEF1-Zielgene zur Folge. Zudem verbessert die Inkubation von B-CLL-Zellen
mit dem GSK-3B-Inhibitor bis zu einer Konzentration von 7 uM das Uberleben
der Zellkultur [Lu et al., 2004].

-_ i CTNNB1

i
w B-Aktin
i

Abbildung 27: Expression von CTNNB1 in priméren B-CLL-Zellen nach Inku-
bation mit SB 216763
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1: SB 216763 5 pM, 2: SB 216763 5 pM + 0,01 mM ATP, 3: DMSO 0,1%, 4:

unbehandelte Kontrolle

Man kann eindeutig erkennen, dass nach einer Inkubation mit dem GSK-3[3-
Inhibitor die Menge an unphosphoryliertem CTNNB1 erhdht und somit der
WNT-Signalweg wieder aktiviert ist.

3.3.2. Veranderung der Expression von CTNNB1 nach Inkubation mit CGP
049090 und PKF 115-584

Nach der SB 216763-Inkubation tGber 24 h mit 5 yM des GSK-3B-Inhibitors
wurden die small molecule-Inhibitoren in Konzentrationen von 5 und 10 uM zu
dem Ansatz gegeben und fur weitere 24 h inkubiert. AnschlieRend wurde wie in

2.7. beschrieben die Western Blots durchgefuhrt und Immunoblots angefertigt.

Wie in den Abbildungen 28-30 zu sehen, lagen nach der small molecule-
Inhibitor-Inkubation verringerte CTNNB1-Levels vor. Durch die PKF 115-584-
Inkubation wurden die CTNNB1-Levels starker herunterreguliert als durch CGP
049090-Inkubation. Jedoch spielten hier die zwei unterschiedlichen Konzentra-

tionen keine Rolle, sowohl 5 yM als auch bei 10 uM waren wirksam.

Die Bande 3 spiegelt die Kontrolle wider; hier wurden die Zellen nur mit dem
GSK-3B-Inhibitor inkubiert. Da dieser den WNT-Signalweg der in Kultur ge-
nommenen B-CLL-Zellen wieder anregte, sieht man hier die starkste Bande. Im
Gegensatz dazu lassen sich bei 4 und 5 nur ganz schwach Banden erkennen.
Hier wurden die B-CLL-Zellen nur mit DMSO und Medium behandelt, jedoch
ohne SB 216763-Zusatz, so dass hier in den Zellen der WNT-Signalweg nicht

mehr aktiv war.

Von nun an wurde als Kontrolle immer die SB 216763-Inkubation gewahit.
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— — CTNNB1

Abbildung 28: Expression von CTNNB1 in priméren B-CLL-Zellen nach Inku-
bation mit 5 uM PKF 115-584 und CGP 049090

1: SB 216763+ PKF 5 pM, 2: SB 216763 + CGP 5 uM, 3: SB 216763, 4: DMSO
0,1%, 5: unbehandelte Kontrolle

| — CTNNB1
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Abbildung 29: Expression von CTNNB1 in priméren B-CLL-Zellen nach Inku-
bation mit 5 uM PKF 115-584 und CGP 049090

1: SB 216763 + PKF 5 uM, 2: SB 216763 + CGP 5 uM, 3: SB 216763, 4: DMSO
0,1%, 5: unbehandelte Kontrolle
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Abbildung 30: Expression von CTNNBL1 in primaren B-CLL-Zellen nach Inku-
bation mit 5 uM PKF 115-584 und CGP 049090

1: SB 216763+ PKF 10 pM, 2: SB 216763 + CGP 10 pM, 3: SB 216763, 4:
DMSO 0,2%

3.3.3. Veranderung der Expression von LEF1 nach Inkubation mit CGP
049090 und PKF 115-584

Die Expression von LEF1 war geblockt; dies wurde sowohl von CGP 049090 als
auch von PKF 115-584 in einer Konzentration von 10 yM verursacht. Jedoch
waren alle auf dem Immunoblot erhaltenen Banden relativ schwach; dies ist

womoglich ein Hinweis auf eine geringe Proteinmenge in den B-CLL-Zellen.

B-Aktin

1 2 3 4

Abbildung 31: Expression von LEF1 in primaren B-CLL-Zellen nach Inkubation
mit 10 uM PKF 115-584 und CGP 049090
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1: SB 216763 + PKF 10 pM, 2: SB 216763 + CGP 10 pM, 3: SB 216763, 4:
DMSO 0,2%

3.4. Veranderung der Immunexpression der LEF1-Zielproteine nach Inku-
bation mit CGP 049090 und PKF 115-584

Nach der SB 216763-Inkubation Uber 24 h mit 5 yM des GSK-3B-Inhibitors
wurden die small molecule-Inhibitoren in Konzentrationen von 5 und 10 yM zu
dem Ansatz gegeben und fur weitere 24 h inkubiert. AnschlieRend wurde wie in

2.7. beschrieben die Western Blots durchgefuhrt und Immunoblots angefertigt.

3.4.1. Veranderung der C-MYC-Expression

Die Expression des TCF/LEF1-Zielgen C-MYC wurde gemindert. Besonders
wirksam war der Inhibitor PKF 115-584, der noch starker die Expression unter-
drickte als CGP 049090. Wieder reichte eine Konzentration von 5 uM der Inhi-

bitoren aus, um einen Effekt sehen zu kdnnen.

-—— e s W C-MYC
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Abbildung 32: Expression von C-MYC in primaren B-CLL-Zellen nach Inkuba-
tion mit 5 uM PKF 115-584 und CGP 049090

1: SB 216763 + PKF 5 puM, 2: SB 216763+ CGP 5 uM, 3: SB 216763, 4: DMSO
0,1%
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Abbildung 33: Expression von C-MYC in primaren B-CLL-Zellen nach Inkuba-
tion mit 10 uM PKF 115-584 und CGP 049090

1: SB 216763 + PKF 10 pM, 2: SB 216763+ CGP 10 pM, 3: SB 216763, 4:
DMSO 0,2%

3.4.2. Veranderung der CCND1-Expression

Auch die Expression des zweiten Zielgens des TCF/LEF1-Komplexes wurde in
der Expression unterdrickt. Erneut ist der starkere Effekt beim PKF 115-584 zu
beobachten. Wieder reichte eine Konzentration von 5 uM aus, um einen Effekt

ZU erzielen.

CCND1

AR SR

Abbildung 34: Expression von CCND1 in primaren B-CLL-Zellen nach Inkuba-
tion mit 5 uM PKF 115-584 und CGP 049090

1: SB 216763 + PKF 5 uM, 2: SB 216763 + CGP 5 uM, 3: SB 216763, 4: DMSO
0,1%, 5: unbehandelte Kontrolle
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Abbildung 35: Expression von CCND1 in primaren B-CLL-Zellen nach Inkuba-
tion mit 5 uM PKF 115-584 und CGP 049090

1: SB 216763 + PKF 5 uM, 2: SB 216763 + CGP 5 uM, 3: SB 216763, 4: DMSO
0,1%, 5: unbehandelte Kontrolle

3.4.3. Veranderung der SURV-Expression

Es ist uns nicht gelungen, auf einem Immunoblot die SURV-Expression nach-
zuweisen, weder in der unbehandelten Kontrolle noch nach Behandlung mit SB
216367- oder nach Inhibitor-Inkubation

Das Protein hat eine GroRe von 17 kDa. Jedoch konnten wir Banden in zwei
anderen GrofRenordungen detektieren. Zum einen lag eine Bande bei 34 kDa;
dies konnte auf einen Dimer hinweisen. In anderen Fallen war eine Bande in
dem Bereich von ca. 85 kDa zu sehen. Diese Banden stimmten darin Uberein,
dass sie ein schwacheres Erscheinen nach PKF 115-584- und CGP 049090-
Inkubation zeigten. Haufig jedoch konnte auch kein einziges Signal detektiert
werden, trotz Verwendung von sowohl ECL-L6sung als auch der starkeren Lu-

minogen-Losung.
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Um einen defekten SURV-Antikorper auszuschlie®en, wurde vom Santa Cruz-
Antikorper auf den RD-Antikorper gewechselt. Dies brachte jedoch keine neuen

Erkenntnisse.
Zur Kontrolle der Unversehrtheit der SURV-Antikérper benutzten wir MEC1-

Zellen. Hierbei funktionierten beide Antikdrper problemlos und gaben ein schar-
fes Signal bei 17 kDa.
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, neue Wege in der B-CLL-Therapie zu fin-
den, die spezifischer in die Pathogenese eingreifen und neue Moglichkeiten zu
der bisher vorherrschenden Zytostatikatherapie zu bieten. Hierzu arbeiteten wir
mit den beiden small molecule-Inhibitoren PKF 115-584 und CGP 049090.

Ursachen von Tumorerkrankungen sind erworbene und vererbte genetische
Mutationen. Diese betreffen Gene, deren Produkte Elemente der physiologi-
schen Regulation des Zellzyklus und Differenzierung sind. Identifiziert wurden
zahlreiche dieser Gene zunachst als Bestandteile des Genoms onkogener Ret-
roviren, woher die Bezeichnung ,Onkogene“ stammt. Wegweisend fur das Ver-
standnis der Mechanismen neoplastischer Transformationsprozesse war die
Entdeckung, dass normale Zellen Homologe zu diesen viralen Onkogenen ent-
halten und dass diese Gene in naturlich vorkommenden humanen Tumoren
mutiert sein konnen. Alle bislang bekannten Onkogene kodieren entweder fur
Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktor-rezeptoren, Elemente der Signaltrans-
duktion oder fir Transkriptionsfaktoren. Folge der Onkogen-Aktivierung ist in
den allermeisten Fallen eine unkontrollierte, persistierende Proliferation der Zel-
le.

Die zellulare Proliferation wird Uberwiegend durch extrazellulare Signale ge-
steuert, die den Eintritt in die Go- und G¢-Phase des Zellzyklus determinieren.
Exogene Signale leiten aber nicht nur bestimmte Phasen des proliferativen Zell-
zyklus ein, sondern sie bewirken auch die Induktion der Zellelimination durch
den apoptotischen Zelltod. Die homdostatische Balance zwischen Proliferation
und Zelltod ist in jedem Organismus durch genetische Mechanismen exakt ge-
regelt. Die mutationsbedingte Fehlsteuerung der Proliferationskontrolle ist die
Ursache der Tumorentstehung, vor allem wenn die apoptotische Elimination
genomgeschadigter Zellen versagt und dadurch diese mutierten Zellen unge-
hindert proliferieren kénnen. So stéren nahezu alle Onkogenprodukte die nor-

male Regulation der Signalubertragung bzw. deren Genaktivitat.
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In der zellularen Signaltransduktion laufen schrittweise folgende funktionellen
Wirkmechanismen nacheinander ab:

o Erkennung/ Bindung des Signalmolekuls an der Zelloberflache
Internalisierung des Signals
Transmission des Signals durch das Zytoplasma

Eintritt des Signals in den Zellkern

O O O O

Signalbedingte Modulation von Genaktivitaten

Die molekularen Mechanismen der Genregulation sind auf3erordentlich kom-
plex. So werden beispielsweise bei der mitogenen Aktivierung des Go/G+-
Uberganges ruhender Zellen innerhalb weniger Minuten 80-100 verschieden
Gene transkriptionell aktiviert. Die dabei synthetisierten Proteine regulieren
nachfolgend das genau determinierte intrinsische Programm der Zellzykluspro-
gression.

Ein zunehmend besseres Verstandnis der Prozesse der Signaltransduktion ist
die Voraussetzung fur weitere Einblicke in die Ursachen der Tumorentstehung
und stellt die Basis fur die Entwicklung von innovativen molekularen Therapien
in der Hamato-Onkologie dar.

Eine Reihe von molekularbiologischen Untersuchungen der letzen Jahre beleg-
te, dass Defekte in der durch Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) vermittelten zellu-
laren Signaltransduktion fur die maligne Transformation sowie fur die Aufrecht-
erhaltung des malignen Phanotyps eine ganz entscheidende Rolle spielen. Aus
der Kenntnis der kritischen Bedeutung dieser Signaltransduktions-kaskaden bei
malignen Erkrankungen leitete sich mit der Entwicklung von innovativen
Signaltransduktionsinhibitoren (z.B. Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren) das

Konzept einer zielgerichteten Tumortherapie ab.

Das Prinzip der Signaltransduktionsinhibitoren (STI) wird im Folgenden kurz
erlautert: Als Signaltransduktionsinhibitor bezeichnet man Substanzen, die mit
wichtigen zellularen Signaltransduktionswegen interferieren bzw. diese hem-
men. Wenn z.B. ein extrazellularer Wachstumsfaktor auf den entsprechenden

Rezeptor an der Zelloberflache trifft, wird das entsprechende Signal in das Zell-
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innere weitergeleitet. Das geschieht in der Weise, dass der Rezeptor seine in-
trazellular gelegene Konfiguration andert und dadurch andere intrazellular ge-
legene Proteine aktiviert. Diese wiederum aktivieren andere Proteine, und so
setzt sich die Signalubertragung weiter fort. Ein Endpunkt der Aktivierung kann
z.B. die Aktivierung oder auch Deaktivierung eines Gens sein.

Spezifische  Signaltransduktionsinhibitoren, insbesondere  Tyrosinkinase-
Inhibitoren gelten als ,Medikamente der Zukunft“. Bei vielen Erkrankungen, ins-
besondere bei vielen Krebserkrankungen ist inzwischen bekannt, dass sie auf
gestorten Signaltransduktionen beruhen, die z.B. bei Tumorzellen zur dauerhaf-
ten Aktivierung fuhren. Gelingt es, diese Signaltransduktion spezifisch zu hem-
men, so hat man ein effektives Medikament zur Behandlung der Erkrankung.
Das bekannteste Beispiel ist der Wirkstoff Imatinib (Handelsname Glivec®, fru-
her unter dem Namen STI571 bekannt). Imatinib ist ein relativ spezifischer Inhi-
bitor fur die ABL-Tyrosinkinase. Beim Krankheitsbild der chronischen myeloi-
schen Leukamie liegt eine dauerhafte Aktivierung dieser Kinase vor, die durch
eine Chromosomentranslokation zustande kommt, bei der ABL mit einem ande-
ren Gen BCR zu einem Gen BCR-ABL fusioniert ist. Imatinib ahnelt strukturell
einem Adenosintriphosphat-Molekul. Durch Einbringen dieses ,synthetischen®
Adenosintriphosphates kann die BCR-ABL-Tyrosinkinase keine Effektoren mehr
aktivieren und somit in seiner Aktivitat gehemmt werden.

Neben den Inhibitoren der BCR-ABL sind weitere nieder-molekulare Tyrosinki-
nase-Inhibitoren entwickelt worden, die Uberwiegend gegen den EGF (epider-
mal growth factor)-Rezeptor gerichtet sind, wahrend in einigen Fallen auch eine
Inhibition des PDGF (Platelet derived growth factor)- und des VEGF (Vascular
endothelial growth factor)-Rezeptors erreicht werden konnte.

Die meisten dieser niedermolekularen Inhibitoren (,small molecule-inhibitors®)
basieren auf der Struktur der Phenylaminopyrimidine (wie auch Imatinib) oder
gehoren zur Gruppe der Quinazoline (z.B. Gefitinib) oder der Phenozoline. Die-
se Substanzen sind meist kompetetive Inhibitoren von ATP an der Kinase-
Domane des Rezeptors. Die Blockade der RTK fuhrt schliel3lich zu einem Zell-

zyklus-Arrest in der G1-Phase mit abschlieRender Apoptose [Fry, 1999].
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Neben den niedermolekularen RTK-Inhibitoren sind auch monoklonale Antikor-
per entwickelt worden, die ebenfalls zu einer selektiven Blockade des Rezep-

tors fihren. Hierzu zahlen z.B. Cetuxizumab, Trastuzumab oder Bevacizumab.

Einen bedeutenden Vorteil der small molecule-Inhibitoren gegenuber Zytostati-
ka stellt ihr geringes Nebenwirkungspotential dar. Durch den selektiven Angriff
der small molecule-Inhibitoren Uben sie auf PBMCs (peripheral blood mononuc-
lear cells) keine toxische Wirkung aus. Da sie oral verfugbar sind, missen Pati-
enten nicht zeitaufwendige ambulante oder stationare Klinikaufenthalte auf sich
nehmen, wie dies bei der Verabreichung von Zytostatika der Fall ist, welche
haufig nur als Infusion appliziert werden kdnnen. Beides indiziert die gute

Compliance der small molecule-Inhibitoren.

Jedoch muss man die STls auch kritisch betrachten. Es kann heute nicht mehr
darum gehen, lediglich hochaktive und/oder -selektive Substanzen zu identifi-
zieren, sondern es muss das Ziel sein, verwertbare Informationen von Wech-
selwirkungen dieser Substanzen mit der Zelle zu gewinnen. Insbesondere bei
der Nutzung der Signaltransduktionskaskaden als pharmakologisches Target
muss bedacht werden, dass bis heute etwa 36 verschiedene Wege der zellula-
ren Signalsteuerung beschrieben worden sind — dabei ist nicht bekannt, wie
viele weitere Kaskaden und Transmissionswege es in der Zelle gibt und wie
diese mit dem komplexen Netzwerk der zellularen Signaltransduktion interferie-
ren. Die isolierte Betrachtung der Zelle flhrt dazu, dass mdgliche intrazellulare
Adaptionen mit kurz- oder mittelfristiger Umsteuerung des komplexen Ablaufs
der Signalflisse nur unzureichend erfasst werden; auch uber Langzeitwirkun-
gen ist bisher noch nichts bekannt. Zudem sind molekularpharmakologische
Probleme der Selektivitat (,tumor targeting®) oder die Bereitstellung (,delivery®)
der neuen Substanzen an den Angriffspunkten unterschatzt worden.

Im Zusammenhang mit den Signaltransduktionsinhibitoren ist es essentiell, pra-
diktive Faktoren fur die Selektivitat von Patienten mit hoher Ansprechwahr-
scheinlichkeit gegenuber diesen Substanzen zu identifizieren (z.B. die HER-

2/neu-Testung bei Patientinnen mit Mammakarzinom vor der Trastuzumab-
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Therapie). Es mag sein, dass die isolierte Analyse einzelner Proteine der
Signaltransduktionskaskaden nicht immer sinnvoll ist, um eine Sensibilitat ge-
genuber einer spezifischen Therapie vorherzusagen. Vielmehr wird nur die Ana-
lyse von Veranderungen von vernetzten Signaltransduktions-kaskaden eine
Identifizierung von sensiblen Patienten erlauben. In diesem Zusammenhang
werden moderne molekularbiologische Methoden wie die DNA-Gen-Array-
Technologie in der Diagnostik zunehmend an Bedeutung gewinnen.

AbschlieRend kann noch einmal betont werden, dass die Mdglichkeit in der
Krebstherapie, spezifisch in eine Signalkaskade einzugreifen, bereits durch die
Tyrosinkinase-Inhibitoren, speziell Imatinib bei der Chronischen myeloischen
Leukamie (CML) aufgegriffen wurde. Diese haben sich bereits als hoch effekti-

ve antineoplastische Wirkstoffe in vivo auf dem Markt etabliert.
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Mutationen in verschiedenen Bereichen der WNT-Signalkaskade und somit eine
dauerhafte Aktivierung dieser konnte bereits in mehreren Krebserkrankungen
wie z.B. auch Leukamie festgestellt werden [Khan et al., 2006]. Zuletzt wurde
auch ein Zusammenhang zwischen CLL und einem dauerhaft aktiviertem WNT-

Signalweg gefunden [Lu et al., 2004].

Anhand unserer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die beiden small
molecule-Inhibitoren CGP 049090 und PKF 115-584 selektiv den apoptotischen
Zelltod in B-CLL-Zellen induzieren. Dies konnten wir sowohl durch die DNA-
Fragmentierung als auch durch die stark erhdhte Expression des PARP-
Fragmentes in den behandelten B-CLL-Zellen zeigen. Des Weiteren detektier-
ten wir eine Erhéhung der Apoptosemarker Caspase-3 und -7. Dieser Caspa-
seanstieg fand bei allen Proben schon nach 2 h statt, jedoch waren hier die
Unterschiede relativ hoch, was die genauen Caspase-Aktivitatswerte und den
genauen Zeitpunkt des Anstiegs betraf. Gleichzeitig mit dem apoptotischen Zell-
tod konnte eine Herunterregulierung der bekannten LEF1-Zielgene beobachtet
werden.

Diese beiden Tatsachen unterstutzen die Hypothese, dass die beobachtete zy-
totoxische Wirkung der beiden Substanzen speziell durch die Unterdrickung
der LEF1-Transkription vermittelt wird. Schon in vorherigen Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass der WNT/CTNNB1/LEF1-Signalweg in B-CLL-Zellen sehr
stark hochreguliert ist [Howe et al., 2006]. Zudem ist bereits nachgewiesen
worden, dass die beiden small molecule-Inhibitoren den CTNNB1/LEF1-
Komplex unterbinden kénnen und dass durch die Behandlung von HCT116 Zel-
len, einer Darmkrebszelllinie, mit den beiden Inhibitoren die Expression der
CTNNB1/LEF1-Zielgene C-MYC und CCND1 aufgehoben wird [Lepourcelet et
al., 2004].

Wichtig ist bei dem Vorgang der Angriffspunkt in der WNT-Signalkaskade, der
hier relativ weit am Ende der Signalkaskade liegt. Es ware nicht zweckdienlich,
den WNT-Signalweg zu einem friheren Zeitpunkt zu hemmen. Dies wirde die

komplette Signalkaskade unterbinden und hatte nicht absehbare Folgen. Denn
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der WNT-Signalweg steht in einem komplexen Zusammenhang mit anderen

Signalkaskaden, die alle voneinander abhangig sind.

Von den LEF1-Zielgenen spielt SURV eine signifikante Rolle in der B-CLL-
Pathogenese, indem es die maligne Proliferation durch Apoptose kontrolliert
[Granziero et al., 2001]. Wahrend der fetalen Entwicklung im Menschen wird
SURYV reichlich exprimiert, es ist jedoch kaum im erwachsenen Gewebe vor-
handen [Tamm et al., 1998]. Untersuchungen zu Unterschieden im Genexpres-
sionsverhalten zwischen normalen und Tumorzellen konnten deutlich machen,
dass SURV zu den Genen gehort, die am konstantesten in Tumorzellen Ube-
rexprimiert werden. Tatsachlich wird SURV reichlich in transformierten Zelllinien
und in vielen menschlichen Krebsarten wie z.B. in Hamoblastosen exprimiert
[Nakagawa et al., 2004].

Unsere Ergebnisse stimmen jedoch nicht mit den vorhandenen Erkenntnissen
Uberein. Es war uns nicht moéglich, SURV in B-CLL-Zellen zu detektieren. Da-
gegen war eine SURV-Expression sowohl in MEC-Zelllinien als auch in prima-
ren AML-Zellen gut nachweisbar. Das widerlegt die Vermutung, dass die ver-
wendeten Antikorper nicht funktioniert haben. Da man bei unseren Western
Blots Banden bei 34kDa sowie bei 81kDa entdecken konnte, besteht die An-
nahme, dass SURV als Dimer bzw. Komplex vorlag.

Es ist bekannt, dass der WNT-Signalweg in vivo aktiver ist als in vitro, da in
vitro das entscheidende WNT-Signal zur fortdauernden Aktivierung fehlt. Die
Arbeitsgruppe um Luu testete bereits die Kultivierung von B-CLL-Zellen in An-
wesenheit von WNT3, um den WNT-Signalweg auch in vitro aufrechtzuerhalten
[Luu et al., 2004]. Dies konnte eine Moglichkeit darstellen, die Konzentration an
SURV zu erhéhen und somit die vermutete SURV-Expression in B-CLL-Zellen

detektieren zu kénnen.

Ein weiteres Zielgen des CTNNB1/LEF1-Komplexes stellt CCND1 dar. In unse-
ren Versuchen bewirkte die Inkubation der B-CLL-Zellen mit den beiden small
molecule-Inhibitoren eine stark verminderte Expression dieses Zielgenes. Doch
im Gegensatz zu SURV und C-MYC wird CCND1 als weniger wichtig fur die B-
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CLL-Proliferation und die blockierte Apoptose bei der B-CLL betrachtet. Diese
Hypothese muss jedoch mit gewisser Vorsicht interpretiert werden. In Arbeiten
uber die Bedeutung des CCND1 bezlglich Darmkrebs ist nachgewiesen wor-
den, dass obwohl das CCND1-Gen nicht im menschlichen Darmkrebs amplifi-
ziert war, die CCND1-Expression in Uber 30% der Falle bei menschlichen Ade-
nokarzinomen und in adenomatdsen Polypen im Darm erhdht war. Die Expres-
sion von anti-sense-CCND1-mRNA hob das Wachstum von SW480-
Darmkrebszellen in nackten Mausen auf, wie in Studien gezeigt werden konnte.
Dies weist wiederum auf die kritischen Rolle von CCND1 in der Tumorgenese
hin [Luu et al., 2004]. Wegen mehrfacher RNA-Varianten und Protein-lIsoformen
sind CCND1-Experimente offenkundig schwer auszuwerten. Dies z.B. zeigen
vor kurzem durchgefihrte Versuche an Mantelzell-Lymphom-Zellen (MCL-
Zellen), die durch eine sehr starke CCND1-Expression charakterisiert sind. Hier
konnte demonstriert werden, dass trotz detektierbarer RNA die hoch-onkogene
CCND1b-Protein-Variante nicht erfasst werden konnte, als normale Standard-
Antikérper gegen CCND1 gerichtet verwendet wurden. Nur die weniger onko-
gene CCND1a-Protein-Variante war detektierbar. Weiterhin konnte in dieser
Versuchsreihe bewiesen werden, dass neben den bei 33 kDa exprimierten
CCND1-Varianten sowohl in MCL-Zellen als auch in CLL-Zellen, die als Kontrol-
le dienten, eine Protein bei 35 kDa mit dem CCND1-Antikérper detektiert wer-
den konnte. Dieses stellte sich aber nach einigen Untersuchungen als kein
CCND1-Protein heraus [Marzec et al., 2006].

Demzufolge muss im Zusammenhang mit unserer Untersuchung die CCND1-
Herunterregulierung als ein Hinweis fir die LEF1-Hemmung betrachtet werden.
Es kann jedoch keine Aussage in Bezug auf seine funktionale Relevanz getatigt

werden.

Des Weiteren zahlt C-MYC zu den Zielgenen des CTNNB1/LEF1-Komplexes.
Wahrend C-MYC Uberexprimiert wird, ruht die Mehrzahl der akkumulierten B-
CLL-Zellen in der Go/G1-Phase des Zellzyklus und weist eine lange Lebensdau-
er auf. Im Gegensatz zu diesem in vivo-Verhalten gehen die Zellen sehr schnell

den programmierten Zelltod ein, wenn sie ex vivo kultiviert werden. Diese Er-
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kenntnisse unterstitzen die Hypothese, dass C-MYC gleichzeitig sowohl das
Zellwachstum als auch die Apoptose induziert und reguliert. Die exakte Rolle
von C-MYC in der Pathogenese der B-CLL ist noch nicht geklart. Bisher konnte
gezeigt werden, dass eine C-MYC-Uberexpression mit einer schlechten Prog-
nose einhergeht sowie die Resistenz von B-CLL-Zellen zur Folge hat, in die
wegen DNA-Schadigung induzierte Apoptose zu gehen [Vallat et al., 2003;
Nagy et al., 2003]. Demgegenuber ist sowohl die CCND1- als auch die C-MYC-
MRNA-Expression stark reduziert, wenn die B-CLL-Zellen doch in den pro-
grammierten Zelltod gehen [Plate et al., 2000].

Unsere Untersuchungen konnten diese Beobachtungen im Zusammenhang mit
den selektiven Inhibitoren des CTNNB1/LEF1-Signalweges reproduzieren. Die
Immunoblots wiesen verminderte Expressionslevel des Proteins C-MYC nach
Inkubation mit den beiden small molecule-Inhibitoren auf. Jedoch werden weite-
re Studien noétig sein, um die Rolle von C-MYC im nachfolgenden apoptotischen
Signalweg in der B-CLL aufzudecken. Eine Klarung kénnte in der zurzeit disku-
tierten Interaktion zwischen C-MYC und MAX zu finden sein, die zwingend flr
die DNA-Bindung von C-MYC sowie der Initilerung seiner proliferativen und an-
ti-apoptotischen Aktivitat ist [Mo et al. 2006]. In diesem Zusammenhang wurde
eine Versuchsreihe gestartet, in der das unterschiedliche mMRNA-
Expressionsverhalten von C-MYC und MAX sowohl in B-CLL-Zellen als auch in
gesunden PBMC mittels RT-PCR (real time-Polymerasekettenreaktion) gemes-
sen wurde. Jedoch waren die ersten erzielten Ergebnisse nicht aussagekraftig,
da keine Unterschiede im Expressionsverhalten von C-MYC und MAX zwischen
B-CLL-Zellen und PBMCs festzustellen waren. Weitere Versuche sind mit dem
speziellen C-MYC-Inhibitor 10058-F4 geplant, der spezifisch die C-MYC/MAX-
Interaktion hemmt. Bereits verdffentlichte Ergebnisse einer Studie zeigen, dass
10058-F4 in einer AML-Zelllinie sowie in primaren AML-Zellen mit dem C-
MYC/MAX-Komplex interagiert und in Folge dessen das Zellwachstum der leu-

kamischen Zellen inhibiert sowie sie in Apoptose schickt [Huang et al., 2006].

Bis jetzt ist die Funktion der WNT/CTNNB1/LEF1-Signalkaskade in der physio-

logischen sowie der malignen Hamatopoese noch nicht vollstandig aufgedeckt.
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LEF1-Knockout Mause zeigten zahlreiche nicht-hamatopoetische Defekte wie
fehlende Zahne, Brustdrisen und Behaarung wahrend der Organentstehung
und starben kurz nach ihrer Geburt. Keine offensichtlichen Mangel traten bei
der lymphozytischen Zellpopulation auf [Van Genderen et al., 1994]. Jedoch ruft
die Tatsache, dass LEF1 in entwickelnden B- und T-Zellen exprimiert wird, die
Vermutung hervor, dass die WNT-Signalkaskade die Proliferation und/oder die
Differenzierung der lymphozytischen Zellen regulieren konnte. Auf die Frage-
stellung hin brachte Studie von Reya et al. die Erkenntnis, dass bei LEF1-
Knockout-Mausen die Abwesenheit von LEF1 zu einer erniedrigten Proliferation
und einer erhdhten Apoptoserate in Pro-B-Zellen fuhrt. Ferner konnte gezeigt
werden, dass losliche WNT-Proteine direkt auf pro-B-Zellen einwirken und ihren
Eintritt in den Zellzyklus und die Zellproliferation initiieren, wahrend bei nicht-
vorhandenem LEF1-Stimulus die Fahigkeit der pro-B-Zellen auf das WNT-
Signal zu reagieren beeintrachtigt wird [Reya et al., 2000].

In einer weiteren Studie von Skokowa et al. wurde Uber die besondere Bedeu-
tung von LEF1 fur die Granulopoese berichtet [Skokowa et al., 2006]. Es konnte
demonstriert werden, dass LEF1 die Proliferation, das Uberleben und die Diffe-
renzierung der Granulozyten-Progenitor-Zellen vermittelt. Die LEF1-Expression
wurde bei durch ,angeborene Neutropenie® arretierten Promyelozyten stark un-
terdrickt. Dies resultierte in einer fehlerhaften Expression der LEF1-Zielgene
CCND1, C-MYC und SURV. Im Gegensatz wiesen gesunde Probanden sehr
hohe LEF1-Expressionslevel in Promyelozyten auf. Obwohl diese Daten veran-
schaulichen, dass Komponenten des WNT-Signalweges, speziell LEF1, in ei-
nem bestimmten Stadium flur beides, sowohl Lymphopoese als auch Granulo-
poese wichtig sind, wurde die bisher als entscheidend angenommene Funktion
des CTNNB1 in diesem Prozess unter physiologischen Bedingungen noch nicht
direkt getestet. Untersuchungen brachten die Uberraschende Erkenntnis, dass
eine CTNNB1-Inaktivierung in Knochenmarks-Progenitor-Zellen zu keiner fest-
stellbaren Storung bei der Hamatopoese oder Lymphopoese gefuhrt hat [Cobas
et al., 2004].

Trotz der bleibenden Fragen kann gemutmal3t werden, dass LEF1 die Kriterien

fur ein relativ spezifisches Ziel in der B-CLL-Therapie erfllt. Wir konnten in un-
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seren Experimenten nachweisen, dass sowohl die Expression von LEF1 selbst
als auch von seinen Zielgenen C-MYC und CCND1 durch die Wirkung der bei-
den small molecule-Inhibitoren PKF 115-584 und CGP 049090 stark reduziert
wurde. Dieser Effekt trat spezifisch in B-CLL-Zellen auf, wahrend die Inhibitoren

kaum Einfluss auf PBMCs genommen haben.

Prinzipiell ist unser Ansatz nicht ganzlich neu, da schon gezeigt werden konnte,
dass eine GSK-3B-Hemmung durch SB 216763 das Uberleben von B-CLL-
Zellen verlangerte, wahrend sich eine Behandlung mit Etodolac in der Hem-
mung der WNT/CTNNB1/LEF1-Signalkaskade mit anschlie3ender erhohter A-
poptoserate in B-CLL-Zellen in vitro aul3erte [Lu et al., 2004]. Jedoch muss be-
achtet werden, dass sehr hohe Etodolac-Mengen nétig waren (IC50>250 pM),
um die gewunschte Wirkung zu erzielen. Bei dieser Tatsache ist es fraglich, ob
diese Konzentrationen in vivo erreicht werden konnen, ohne signifikante Toxizi-
taten hervorzurufen. Zwar fuhrt der selektive COX2-Hemmer Etodolac nur in
sehr schwach ausgepragter Form zu Magen- und Darmulcera, da diese thera-
pielimitierende Nebenwirkung speziell durch eine COX1-Hemmung verursacht
wird. Doch seit einigen Jahren ist eine weitere unerwunschte Arzneimittelwir-
kung bekannt geworden, die speziell durch die Gruppe der COXIBE ausgelost
wird, wozu man auch Etodolac zahen kann. Die spezifische COX2-Hemmung
dieser Klasse fuhrt zur Hemmung des Prostacyclins, das vasodilatierend wirkt
und die Thrombozytenaggregation hemmt. Des Weiteren fordert es die Bildung
von Thromboxan A, das die entgegengesetzten Wirkungen zeigt, namlich zur
Vasokonstriktion fuhrt und die Thrombozytenaggregation steigert. Durch diesen
Mechanismus kommt es bei Einnahme von selektiven COX2-Hemmern zur Zu-
nahme thromboembolischer Ereignisse. Deshalb Uberrascht es nicht, nachdem
zudem in klinischen Studien Uber R-Etodolac zur Behandlung der B-CLL ent-
tauschende Ergebnisse erzielt wurden, dass in den letzten Jahren keine weite-

ren klinischen Studien zu dieser Theorie veroffentlicht wurden.

Es ist in unserer Arbeit zu beachten, dass CGP 049090 und PKF 115-584 ihre

Wirkung im submikromolekularen Bereich austibten (LCso-Werte von 0,37 um
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fur CGP 040909 und 0,32 uM fur PKF 115-584). Da bei beiden Inhibitoren eine
Autofluoreszenz vorlag, konnten wir die Versuche zur Messung des Zelluberle-
bens nicht am Facs Array durchflihren. Bei dieser Methode wird mit fluoreszie-
renden Markern gearbeitet. Durch die Eigenfluoreszenz von PKF 115-584 und
CGP 049090 waren die Messdaten verfalscht worden. Somit mussten wir uns
fur das aufwendigere DiSC-Assay entscheiden. Zur Dosis-Wirkungs-Messung
benutzen wir zuerst das ATP-Assay, das die metabolische Aktivitat der Zellen
ermittelt, die durch den ATP-Anteil der Zellen gemessen wird. Verminderte zel-
lulare ATP-Level korrelieren mit einer verringerten Zellproliferation und einem
verringerten Zelluberleben [Crouch et al., 1993]. Jedoch um die zytotoxische
Wirkung zwischen gesunden PBMCs und B-CLL-Zellen unterscheiden zu kon-
nen, muss man beachten, dass unterschiedliche Zelltypen einen unterschiedli-
chen Metabolismus aufweisen. Wahrend das ATP-Assay gewahlt werden kann,
um Zellen mit gleicher metabolischer Aktivitat zu vergleichen, darf es nicht zur
Gegenuberstellung der Wirkungen auf Zelltypen mit gréleren Unterschieden in
ihrer metabolischen Aktivitat benutzt werden, wie dies z.B. bei uns im Vergleich
der Lymphozyten von gesunden Probanden und von B-CLL-Patienten der Fall
war. Wegen dieser Tatsache wahlten wir den DiSC-Assay, um die Zytotoxizitat
von behandelten B-CLL-Zellen und unbehandelte Zellen von gesunden Proban-
den vergleichen zu kénnen. Der DiSC-Assay besitzt gegeniber dem ATP-
Assay als Zelluberlebenstest den Vorteil, dass er den tatsachlichen Zelltod
misst und nicht nur die verminderte metabolische Aktivitat durch Ermittlung des
zellularen ATP-Gehalts. Die Resultate ermittelt durch den DiSC-Assay zeigten,
dass normale PBMCs in den angegebenen Dosen nicht-signifikant beeinflusst
wurden. Jedoch ist es fraglich, ob die Inhibitoren in Hinblick auf weniger diffe-
renzierte und proliferierende hamatopoetischen Zellen oder auf andere Gewebe

ein toxisches Potential besitzen.

In einer kurzlich erschienenen Studie von Chen et al. wurde die Pharmakokine-
tik und der Metabolismus von CALPHOSTIN C untersucht, welches struktur-
identisch zu PKF 115-584 ist [Chen et al., 1999]. Hier berichteten die Autoren,

dass i.p.-Administrationen von 40mg/kg Korpergewicht in CD1 Mausen thera-
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peutisch relevante Plasmalevel (Cnax = 2.9 yM) ergaben. Weiterhin wurden
wahrend eines Zeitraums von 30 Tagen nach Administration keine toxischen
Anzeichen oder Todesfalle bei den Tieren beobachtet. Die Arbeitsgruppe um
Sukhdeo untersuchte die Effektivitat von PKF 115-584 auf Multiple Myeloma-
Zellen. Fur die in vivo-Versuche verwendeten sie ein Xenograft-Mausmodell
entsprechend des menschlichen Multiplen Myeloms. Die SCID-Mause erhielten
0.16 mg/kg PKF 115-584 jeden zweiten Tag per i.p.-Injektion. Das Uberleben
der PKF 115-584 behandelten Mause war im Gegensatz zur Kontrollgruppe
signifikant verlangert; zusatzlich entwickelten die behandelten Mause weniger
Metastasen [Sukhdeo et al., 2007].

In unserer Gruppe wurde ebenfalls ein in vivo-Versuch gestartet. Eine kleine
Kohorte an Mausen wurde taglich mit CGP049090 and PFK115-584 jeweils in
der Dosierung von 50mg/kg Korpergewicht 14 Tage lang behandelt. Auch hier
konnten keine schwerwiegenden systemischen Vergiftungen entdeckt werden
(Daten nicht publiziert). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass beide small
molecule-Inhibitoren in Dosierungen, die ausreichend sind, um B-CLL-Zellen in

vivo zu toten, gut vertragen werden.

Wie in mehreren unabhangigen in vitro-Versuchen bereits gezeigt, konnten wir
bestatigen, dass die beiden Substanzen PKF 115-584 und CGP 049090 den
CTNNB1/LEF1-Komplex spezifisch trennen, somit die Expression von C-MYC
und CCND1 stark antagonisieren und Apoptose initiieren [Luu et al., 2004]. Je-
doch ist der genaue Mechanismus der Trennung des CTNNB1/LEF1- Komple-

xes noch nicht geklart.

Die Arbeitsgruppen um Poy und Lepourcelet [Poy et al., 2001] haben sich mit
dem Mechanismus der Bindung von CTNNB1 an LEF1 genauer beschaftigt. Sie
fanden heraus, dass der CTNNB1/LEF1-Komplex eine hydrophobe Tasche zwi-
schen den Armadillo-Wiederholungen besitzt. Wenn sich ein hydrophober Stoff
in diese Tasche einlagert, konnte dieser als Keil fungieren und die LEF1 Bin-
dungsflache am CTNNB1 zerstoren. Die beiden small molecule-Inhibitoren be-
sitzen stark hydrophobe Eigenschaften. So kann vermutet werden, dass sie

sich in diese hydrophoben Taschen einlagern und so die 3D-Struktur des
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CTNNB1 verandern. Dadurch bedingt kann schlielich LEF1 nicht mehr mit
CTNNB1 interagieren. Die Wirkweise ware somit relativ unspezifisch und nur
auf das lipophile Grundgerlst zurlckzufuhren. Die Tatsache, dass in der Ver-
suchsreihe von Lepourcelet [Lepourcelet et al., 2004] nur die drei der sechs
moglichen Substanzen die CTNNB1-Spiegel senken konnten, die alle das glei-
che hydrophobe Grundgerist — einen Perylenchinon — besalen, stellt zur Dis-
kussion, dass auch die dreidimensionale Struktur der Verbindungen fur die ste-

rische Blockade des CTNNB1/LEF1-Komplex essentiell sein kann.

Als limitierenden Faktor unserer Arbeit kann die Heterogenitat der B-CLL fest-
gehalten werden. Das verwendete Patientenmaterial beschrankte sich nicht auf
bestimmte B-CLLs mit den gleichen molekulargenetischen Voraussetzungen.
Es wurde also bei unseren Versuchen kein Unterschied gemacht, ob eine be-
sonders aggressive Form der B-CLL vorlag oder eine mit nur wenigen adaptier-
ten Zellen. Weiterhin konnten wir nur selten Material von unbehandelten Patien-
ten verwenden. Meistens arbeiteten wir mit Blutproben von Patienten, die sich

schon einer Chemotherapie unterzogen hatten.
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Aus pharmazeutischer Sicht betrachtet besitzen die beiden small molecule-
Inhibitoren einige Vorteile. Zum einen werden sie Uber Esterasen und unabhan-
gig von Cytochrom P450 metabolisiert. Der Metabolismus vieler Arzneimittel
verlauft Gber das Cytochrom P450 System. Die gleichzeitige Einnahme mehre-
rer Arzneimittel, die Uber das System abgebaut werden, kann so haufig zu teils
gefahrlichen Interaktionen flihren, da diese die Enzymtatigkeit entweder indu-
zieren oder inhibieren. Dies hat Schwankungen im Wirkstoffspiegel der jeweili-
gen Arzneimittel zur Folge, so dass der Patient entweder eine toxische Kon-
zentration erreicht oder die Konzentration unter die nétige Wirkgrenze sinkt. Ein
weiterer Vorteil liegt in einem deutlich geringeren Nebenwirkungspotential, ver-
glichen mit der herkdmmlichen Zytostatika-Therapie. Dies ist durch den selekti-
ven Angriff der STls begrindet. In unseren Versuchen lbten sie keine toxische
Wirkung auf PBMCs aus, jedoch beeinflussten sie stark das Uberleben der B-
CLL-Zellen.

Die starke Lipophilie der beiden small molecule-Inhibitoren kdnnte Probleme bei
der Resorption und Distribution des Wirkstoffs im Organismus zur Folge haben.
Durch ihre Lipophilie erscheint es recht wahrscheinlich, dass sich die Verbin-
dungen in lipophilen Geweben wie etwa der Leber und nicht am gewunschten
Zielort, dem Blut anreichern. Um dies zu unterbinden, kdnnte der Wirkstoff mik-
roverkapselt werden. Durch diese Mizellentechnik wird der Wirkstoff ins lipophi-
le Innere einer Mizelle angereichert. Die Mizelle selbst ist jedoch nach auflien
hydrophil veranlagt, so dass sie sich eher im hydrophilen Blut verteilt. Dieses
Verfahren wurde beispielsweise bei dem Immunsuppressivum Ciclosporin an-
gewandt, das sich als Fertigarzneimittel unter dem Namen Sandimmun Opto-
ral® auf dem Markt befindet. Diese Technologie bringt als Vorteile eine bessere
Resorbierbarkeit, ein gleichmaligeres Resorptionsprofil und bessere systemi-
sche Verflugbarkeit mit sich. Jedoch ist fur die Konzentration eines Arzneistoffes
im Blut auch die Proteinkonzentration im Blutplasma mitentscheidend, an die
der Arzneistoff entweder binden oder in geldster Form vorliegen kann.

Bei den in vivo-Versuchen, die in unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrt wurden,
wurde als Losungsvermittler Cremophor EL benutzt. Die Handelsbezeichnung

Cremophor steht fir chemisch unterschiedliche polyethylenoxylierte, nichtioni-
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sche O/W-Emulgatoren und Solubilisatoren. Speziell Cremophor EL ist ein Um-
setzungsprodukt von Rizinusdl (1Mol) mit Ethylenoxid (35 Mol) und stellt ein
Gemisch aus ca. 83% eher hydrophoben Verbindungen (meist Polyoxyethy-
lenglycerolricinoleat und nicht umgesetztes Rizinusél) sowie aus ca. 17%
hydrophilen Verbindungen (Polyoxyethylenglycerol und Polyethylenglykol) dar.
Cremophor EL wirkt als Solubilisator, d.h. er nimmt die schwerl6sliche lipophile
Substanz ins Mizellinnere molekulardispers auf. Cremophor EL als Lésungs-
vermittler hilft, dass die schwerldsliche Substanz leichter absorbiert wird und
erhoht so ihre Effektivitat.

Als wesentlicher Nachteil dieser Substanz ist ihre hohe Nebenwirkungsrate zu
sehen, die speziell nach parenteraler Applikationen von Ldsungen, die Cre-
mophor EL enthalten, auftreten. Dazu zahlen Uberempfindlichkeits-reaktionen,
Nephrotoxizitat und Neurotoxizitat. Cremophor EL Ubt auch einen Einfluss auf
die Funktion von Endothel und der Gefallmuskulatur aus und verursacht Vaso-
dilatation und Hypotonie [Friedland et al., 1993]. Zudem kann seine parenterale
Applikation einen anaphylaktischen Schock auslésen, der zum Tode flhren
kann. Dies konnte nach oraler Administration eines Praparates, das Cremophor
EL enthielt, nicht beobachtet werden. Als Beispiel hierfir kann man die Paclita-
xel-Infusionslésung angeben, die sich mit Cremophor EL als Lésungsvermittler
auf dem Markt befindet. Um die schweren allergischen Reaktionen zu vermei-
den, muss vor der Verabreichung der Paclitaxel-Infusionslosung eine Pramedi-
kation mit Corticosteroiden, Antihistaminika und H2-Antagonisten erfolgen, um
die Gefahr des anaphylaktischen Schocks zu reduzieren [Weiss et al., 1990].
Diesbezlglich muss in der Zukunft noch weiter geforscht werden, um Alternati-

ven der weniger toxischen Losungsvermittiung zu suchen.

Fasst man unsere Daten zusammen, kann festgestellt werden, dass CGP
049090 und PKF 115-584 als potentielle anti-Krebs-Wirkstoffe der B-CLL-
Therapie angesehen werden kdnnen. Weitere Studien sind jedoch nétig, um die
Rolle der Inhibitoren im molekularen Signalweg der Apoptose-Induktion sowie

ihre spezifische Wirksamkeit in der WNT-Signalkaskade zu erlautern, die fur
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diese Inhibitoren eine Zukunft in der B-CLL-Therapie bestatigen wurden. Jeder
dieser Inhibitoren muss selektiv mit dem Komplex interagieren, ohne andere
wichtige Komplexe mit CTNNB1 zu zerstdren. Schliel3lich ist es notwendig, die
oben erwahnten Ergebnisse in klinische Relevanz zu bringen. Dafir missen
zusatzliche Experimente mit den small molecule-Inhibitoren in passenden
Maus-Modellen fur die B-CLL in vivo durchgefuhrt werden, um die Ergebnisse

weiterhin kritisch einzuordnen.



Zusammenfassung 99

5. Zusammenfassung

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass die beiden strukturverwandten
small molecule-Inhibitoren CGP 049090 und PKF 115-584 in Kolonkarzinom-
Zellen effektiv den WNT/CTNNB1/LEF1-Signalweg inhibieren. Zudem ist be-
kannt, dass LEF1 in der B-CLL (B-Zell Chronische lymphatische Leukamie) U-
berexprimiert wird. Dadurch lautet unsere Annahme, dass diese beiden Sub-
stanzen CGP 049090 und PKF 115-584 eine bedeutende Rolle in der B-CLL-

Therapie spielen kdnnen.

Um dies zu testen, wurden die Auswirkungen des inhibitorischen Effekts der
beiden small-molecule Inhibitoren CGP 049090 und PKF 115-584 auf die
WNT/CTNNB1/LEF1-Signalkaskade in der B-CLL untersucht. Primare B-CLL-
Zellen sowie mononukleare Zellen von gesunden Probanden wurden mit ver-
schiedenen Konzentrationen beider Substanzen versetzt und Uber 24 h inku-
biert. Das Zelluberleben wurde anhand des ATP-Assays und des Differential
Staining Cytotoxicity Assays (DiSC-Assay) bestimmt. Mit Hilfe des Caspase-
3/7-Assays, der PARP-Freisetzung und der DNA-Fragmentierung wurde das
apoptotische Verhalten der Zellen Uberwacht. Auf dem Protein-Level analysier-
ten wir die Expression der bekannten Zielgene des WNT/CTNNB1/LEF1-

Signalweges mit Hilfe von Western Blots.

Die Ergebnisse zeigten, dass beide small molecule-Inhibitoren einen Dosis-
abhangigen Zelltod mit LCso-Werten von 0,37 yM (CGP 049090) und 0,32 uM
(PKF 115-584) in primaren B-CLL-Zellen induzieren. Dagegen wurden die mo-
nonuklearen Zellen nicht geschadigt; hier lagen die LCso-Werte mit 33,80 uM
(CGP 049090) und 48,87 uM (PKF 115-584) deutlich héher. Eine stattfindende
Apoptose konnte in B-CLL-Zellen schon nach 6-stindiger Inkubation mit CGP
049090 und PKF 115-584 nachgewiesen werden. Die abschlieRende Untersu-
chung auf Proteinebene zeigte ein verringertes Vorkommen der CTNNB1/LEF1
Zielproteine C-MYC und CCND1 nach Inkubation mit den small molecule-

Inhibitoren. Auch die Proteinmenge von CTNNB1 und LEF1 wurde gemindert.
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Da schon in friheren in vivo-Studien fur PKF 115-584 in Mausen keine syste-
mische Toxizitat nachgewiesen werden konnte, deutet das gunstige Nebenwir-
kungsprofil zusammen mit unseren Ergebnissen darauf hin, dass die beiden
Substanzen CGP 049090 und PFF 115-584 durch ihre gezielte Inhibition des
CTNNB1/LEF1-Komplexes innerhalb der WNT-Signalkaskade mdgliche neue
Wirkstoffe fur die B-CLL-Therapie darstellen.
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