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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die chronische lymphatische Leukamie

1.1.1 Definition der Erkrankung und Abgrenzung gegeniiber anderen
verwandten Entitaten

Die chronische lymphatische Leukamie (CLL) ist eine maligne Erkrankung der reifen
Lymphozyten und damit eine Unterform der Non-Hodgkin-Lymphome. Sie ist charakterisiert
durch die Anreicherung an reifen, immuninkompetenten B-Zellen, die sich in der Milz, im
peripheren Blut und in anderen Organen befinden. Die CLL ist charakterisiert durch: die
Lymphozytenzahl > 5000/ul im peripheren Blut, die Anwesenheit von CD19/CD5/CD23
positiven B-Zellen und weniger als 55 % zirkulierende Prolymphozyten (47, 55, 93). Gemal
der Definition der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist die CLL immer zu 95 % eine
Erkrankung der B-Zellen, daher wird statt von einer B-CLL nur noch von einer CLL
gesprochen. Die aktuelle Bezeichnung der friuheren T-CLL, welche die Ubrigen 5 %
ausmacht, ist T-PLL (T-Zell-Prolymphozytenleukamie) (55).

1.1.2 Die Epidemiologie der CLL

Die CLL ist eine vornehmliche Erkrankung von alteren Menschen und die am haufigsten
auftretende Leukamie bei Erwachsenen der westlichen Lander (130). Die Inzidenz in den
westlichen Landern betragt 5 pro 100000 Einwohner. Das mediane Erkrankungsalter der
CLL liegt bei 70 Jahren, wobei Manner haufiger erkranken als Frauen (130). Es wird jedoch
berichtet, dass 10 % der CLL-Patienten jlinger sind als 55 (48).
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1.1.3 Die klinischen Aspekte und relevante Aufgabenstellungen fiir die
Grundlagenforschung

1.1.3.1 Symptomatik

Die CLL verlauft in den Frihstadien meist asymptomatisch und wird daher haufig erst spat
durch  einen  Zufallsbefund  diagnostiziet. Zu den  Symptomen  gehdren
Lymphknotenschwellungen und Befall vieler Lymphknotenregionen, meist axillar und lingual.
Zudem werden von den Patienten haufig unspezifische Allgemeinsymptome wie korperliche
Abgeschlagenheit, Mudigkeit, Fieber, Geuwichtsverlust, Nachtschweil® und
Leistungsminderung angegeben. Fieber, Gewichtsverlust und Nachtschweil} gehéren zu den
B-Symptomen. Zusatzlich kénnen eine Anamie, Leukozytose, Leber- und Milzvergréfierung
vorliegen (47, 93).

1.1.3.2 Diagnostik

Die CLL wird meist durch eine Routineuntersuchung diagnostiziert, charakteristisch ist eine
erhdhte Lymphozytenzahl im peripheren Blut. Die Diagnose einer CLL ist durch zwei
Kriterien erwiesen: zum einen, wenn mindestens 3 Monate lang eine anhaltende
Lymphozytose von mindestens 5x10° Lymphozyten/ul im peripheren Blut vorliegt (55). Der
Zellklon wird durchflusszytometrisch immunophanotypisiert. Zum anderen lassen sich CLL-
Zellen unter dem Mikroskop als kleine Lymphozyten mit schmalem Zytoplasmasaum,
dichtem Kern und teilweise verklumptem Chromatin ohne Nukleolen nachweisen. In der
Durchflusszytometrie ist die Koexpression der B-Zell-Antigene CD19, CD20 und CD23 sowie
CD5 typisch fur die CLL (40, 46, 49, 87). Die Oberflachen-Antigene CD20 und CD79b
werden schwach exprimiert im Vergleich zu gesunden B-Zellen. Daneben dienen die
folgenden Serumparameter dem Staging und der Therapieinitiierung: Laktatdehydrogenase,
Bilirubin, Serum-Immunglobulin und der direkte Antiglobulintest (DAT) (48, 55).

Zusatzlich wird empfohlen, vor Therapiebeginn eine FISH-Analyse zur Identifizierung

zytogenetischer Abnormalitaten, wie etwa der 17p- oder 11g-Deletion, durchzufihren.
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1.1.3.3 Stadieneinteilung nach Binet und Rai

Um das mediane Uberleben der CLL-Patienten abzuschatzen, wurden zwei Stagingsysteme
entwickelt: Binet und Rai (13, 163). In Europa klassifiziert man diese vorwiegend nach den
Kriterien von Binet, in Nordamerika hingegen eher in Anlehnung an die Kriterien von Rai.
Diese ermdglichen die Einteilung in jeweils drei verschiedene Risikogruppen, um so die
optimale Therapie auszuwahlen und den Therapieerfolg einzuschatzen. Infolgedessen
erlaubt die Einteilung nach Rai und Binet eine erste Prognoseabschatzung (12). Aus heutiger
Sicht dagegen liefern neue Parameter (siehe Seite 4) eine viel genauere

Prognoseabschatzung und Risikostratifizierung (51).

Tabelle 1: Stadieneinteilung der CLL nach Binet

Binet-System Definition Medianes Uberleben

Binet A Hb = 10,1 g/dI,
Thrombozyten = 100x10°%1, | 5 10 Jahre
weniger als drei

Lymphknoten sind befallen

Binet B Hb = 10,1 g/dI,
Thrombozyten = 100x10%1, | 5 g jahre
wenn mehr als drei

Lymphknoten befallen sind

Binet C Hb < 10,0 g/dl, 6,5 Jahre
Thrombozyten < 100x10%/I
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Tabelle 2: Stadieneinteilung der CLL nach Rai

Rai-System Definition Medianes Uberleben
Niedriges Risiko Lymphozytose > 15x10%/I > 10 Jahre
Rai 0

Intermediares Risiko

Rai 1 Lymphozytose und
. Lymphadenopathie, Lymphozytose
Rai 2 und Hepatomegalie und/oder > 8 Jahre

Splenomegalie mit/ohne

Lymphadenopathie
Hohes Risiko
Rai 3 Lymphozytose und Hb < 11.0 g/dI
mit/ohne
Lymphadenopathie/Organomegalie
Rai 4 6,5 Jahre

Lymphozytose und
Thrombozytopenie < 100x10%/
mit/ohne

Lymphadenopathie/Organomegalie

1.1.3.4 Prognostische Faktoren

Die Erkrankung kann sehr variabel verlaufen. In extremen Fallen kann sie sehr schnell zum
Tode des Erkrankten fuhren oder Patienten Uberleben 10 Jahre ohne Komplikationen.
Dazwischen gibt es eine Vielzahl von anders gelagerten Patienten-Fallen. Prognosefaktoren
spielen daher eine bedeutende Rolle in der Vorhersage von Therapiebeginn,
Therapieantwort und Uberleben (35, 46, 47, 69).
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IGHV-Mutationsstatus

CLL-Patienten, die ein unmutiertes IGHV-Gen aufweisen, zeigen eine unglnstige Prognose
mit einer aggressiven Form der CLL und einem rascheren Krankheitsverlauf. Dagegen
zeigen CLL-Patienten mit einem mutierten IGHV-Gen eine eher langsamere Progression (46,
63). Die Untersuchung des IGHV-Mutationsstatus ist Bestandteil der Routinediagnostik. Man
identifizierte Surrogatparameter, wie die Expression von CD38 oder ZAP70, die mit dem

Mutationsstatus korrelieren (102, 164).

CD38- und ZAP70-Expression

ZAP70, das zeta-assoziierte Protein 70, ist eine Protein-Tyrosin-Kinase, die eigentlich von T-
Zellen exprimiert wird. Die Expressionen von ZAP70 und CD38 korrelieren mit dem IGHV-
Mutationsstatus (15, 88, 165). CLL-Zellen mit unmutiertem IGHV-Gen exprimieren nahezu
immer ZAP70 (202) und oft CD38 (87). Den (hiervon) betroffenen Patienten werden ein

rascher Krankheitsverlauf und eine verringerte Lebensdauer prognostiziert (102, 164).

Serum-Thymidinkinase und Serum-B2-Mikroglobulin

Erhéhte Werte flr Serum-Thymidinkinase (> 7,0 U/l) und Serum-2-Mikroglobulin (> 3,5
mg/l) sind ein Hinweis auf eine ungtinstige Prognose (68, 70). Wierda et al. zeigten anhand
eines ,Nomogramms* dass das Uberleben abhangig von dem Serum-R2-Mikroglobulin und
Alter ist (201). Die Thymidinkinase ist ein Enzym, welches an der DNA-Synthese beteiligt ist.
Die Konzentration der Thymidinkinase lasst eine Aussage Uber die Teilungsaktivitat von

Zellen zu.

Lymphozytenverdopplungszeit

Die Dynamik der Erkrankung wird durch die Lymphozytenverdopplungszeit (LDT)
festgestellt. Die LDT wurde in vielen klinischen Studien als prognostischer Wert belegt, daher
zeigt eine LDT unter 12 Monaten einen rascheren Krankheitsverlauf an (131) und wird oft als

Parameter zur Entscheidung zum Therapiebeginn hinzugezogen.



Einleitung

Zytogenetik

Die klassische zytogenetische Untersuchung wurde durch Chromosomenbanderanalyse
festgestellt. Demgegenuber wird heutzutage die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
an Interphasekernen verwendet, um zytogenetische Abnormalitaten, wie zum Beispiel eine
17p- oder 11g-Deletion in der CLL, festzustellen (52, 191). Das Auftreten von
Chromosomenanomalien scheint eine schlechtere Prognose als ein normaler Karyotyp zu
beglnstigen; noch unglnstiger flir die Prognose ware das Auftreten komplexer
Karyotypanomalien (144, 145). Die Trisomie 12 gehdért zu den haufigsten zytogenetischen
Anomalien, sie ist verbunden mit einer kirzeren Uberlebenszeit sowie kirzeren
therapiefreien Intervallen (106). Dohner et al. konnten das Vorliegen von chromosomalen
Aberrationen in 268 (von 325) Fallen nachweisen (51). Sie klassifizierten diese Aberrationen
statistisch in finf Kategorien: 17p-Deletion, 11g-Deletion, Trisomie 12, normaler Karyotyp
und isolierte 13g-Deletion. Patienten mit einer 17p- oder 11g-Deletion haben eine schlechte
Prognose mit fortschreitender Erkrankung, dieser Zustand geht mit einem unmutierten IGHV-
Mutationsstatus einher (53). Patienten mit einer 13g-Deletion haben eine ginstige Prognose,

dieser Zustand korreliert mit einem mutierten IGHV-Mutationsstatus.

1.1.3.5 Die Therapie der CLL

Es gibt drei grundsatzliche Mdglichkeiten der Primartherapie: Die reine Beobachtung ohne
Therapie (watch and wait) empfiehlt sich besonders bei Patienten im frihen
Krankheitsverlauf mit positivem Risikoprofil; es sollten hier alle 3 bis 12 Monate Kontrollen
der Blutwerte sowie eine arztliche Untersuchung stattfinden. Bei jungeren Patienten hat man
als Therapieziel, das krankheitsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben zu verlangern,
dabei kann eine  Hochdosis-Chemotherapie = mit  anschlieRender  allogener
Stammzelltransplantation in Betracht gezogen werden. Die Therapieauswahl erfolgt hierbei
nach den folgenden Kriterien: Fitness-Score und Komorbiditat der Patienten, individuelle
prognostische Risikofaktoren, Rai- oder Binet-Stadium der Erkrankung (69). Patienten in
frhen Stadien (Binet A/B, Rai 0-ll), die keine Symptome zeigen, brauchen keine Therapie
(,watch and wait). Patienten mit fortschreitender, symptomatischer Erkrankung, die nach
Binet C, Rai lll-4 (1.1.3.3, Seite 3) eingeteilt wurden, sollten umgehend therapiert werden.
Dabei sollte auch die korperliche Verfassung in Betracht gezogen werden. Patienten, die
sich in guter korperlicher Verfassung befinden (,go go“), normale Kreatininclearance und

einen niedrigen Wert in der CIRS (,cumulative illness rating scale®) (57) aufweisen, sollten
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eine FCR-Kombinationstherapie (1.1.3.5.1, Seite 7) erhalten. Patienten, die eine relevante
Komorbiditat zeigen (,slow go“), sollten Chlorambucil, Bendamustin oder ein
dosisreduziertes FCR-Regime erhalten. Patienten mit symptomatischer Erkrankung, die
darUber hinaus noch eine Deletion 17p oder p53-Mutation aufweisen, sprechen schlecht auf
Fludarabin oder FC an (50). Diese Patienten werden mit einer Alemtuzumab-Monotherapie

oder FCR behandelt; so erreicht man eine 50%ige Response.

1.1.3.5.1 Die Standardtherapie der CLL

Die Kombination aus Fludarabin, Cyclophosphamid und Rituximab (FCR) gilt als
Standardtherapie bei korperlich fitten CLL-Patienten, mit der die Gesamtliberlebensrate
gesteigert werden kann (55, 69). Chlorambucil oder Bendamustin gelten als
Standardtherapie bei Patienten mit einer relevanten Komorbiditat (101).

Im Folgenden werden die drei Monosubstanzen kurz beschrieben.

Fludarabin hemmt in seiner Eigenschaft als Purinantimetabolit die DNA-Polymerase;
Stoffwechsel und Zellteilung werden mit proapoptotischen Eigenschaften gestort (65, 203).
Mit Fludarabin erzielt man relativ hohe Rate an Komplettremissionen, besonders bei vorher
unbehandelten Patienten (162). Fludarabin weist als eine der Hauptnebenwirkungen eine

Myelosuppression und Immunsuppression auf.

Cyclophosphamid gehort zu den Alkylantien, es handelt sich um eine nicht aktive Form
(Prodrug). Es wird in der Leber mittels des Cytochrom-P450-Systems in die aktive Form
Uberfuhrt, und zwar in 4-Hydroxycyclophosphamid. Dieser Wirkstoff ist chemisch stabil und
Ubertragt Alkylreste auf korpereigene Strukturen. Es kommt zur Alkylierung der DNS,
wodurch Zellteilungsvorgdnge gehemmt werden. Cyclophosphamid verursacht weniger
haufig Thrombozytopenien als andere Zytostatka und kann daher auch bei

thrombozytopenen Patienten eingesetzt werden (130, 183).

Rituximab ist ein chimarer anti-CD20-Antikdrper. CD20 spielt als Zielgen fir die Regulation
des Zellzyklus und der Zelldifferenzierung eine Rolle (178, 183). Es ist auf normalen und
malignen B-Lymphozyten zu mehr als 90 % in unterschiedlicher Expression vorhanden, fehlt
aber auf nicht hamatologischen Zellen, B-Progenitor-Zellen, Plasmazellen, T-Lymphozyten,
Monozyten, dendritischen Zellen und pluripotenten Stammzellen. Als einige der wichtigsten
Nebenwirkungen von Rituximab sind Fieber, Schittelfrost, Atembeschwerden und

Hautausschlage zu nennen.
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Chlorambucil ist ebenfalls eine alkylierende Substanz, die oral verabreicht wird. Bei
Patienten mit einer relevanten Komorbiditat gilt Chlorambucil als Standardtherapie,
alternativ sind auch die Gabe dosisreduzierter Purinanaloga im FC- oder FCR-Regime oder
die Therapie mit Bendamustin moglich. Die Gabe von Chlorambucil zeichnet sich durch eine
geringe Toxizitat aus; es kdnnen jedoch als Nebenwirkungen Knochenmarksdepression oder

Anamie auftreten oder eine Lungenfibrose kann sich abzeichnen.

Bendamustin gehort gleichfalls zu den alkylierenden Substanzen, es ist dem Chlorambucil
chemisch sehr ahnlich, ist jedoch wasserldslich (5). Bendamustin wird vermehrt bei soliden
Tumoren und Lymphomen eingesetzt (91). Bendamustin besitzt ein gutes

Nebenwirkungsprofil innerhalb der Alkylanzien.

1.1.3.5.2 Die Therapie bei rezidivierten und therapieresistenten CLL-
Patienten

Alemtuzumab ist ein humaner anti-CD52-Antikdrper. Das CD52-Antigen befindet sich auf
der Oberflache von mehr als 95% aller Blutlymphozyten/-Monozyten sowie auf den meisten
B- und T-Zell-Lymphomen und in geringen Mengen auf Granulozyten, Erythrozyten und
Thrombozyten. Stammzellen exprimieren dieses Antigen nicht, daher wird durch den Einsatz
von Alemtuzumab die normale Hamatopoese nicht negativ beeinflusst. Dieser Antikdrper
kommt bei rezidivierter CLL oder primar Fludarabin-refraktarer CLL zum Einsatz (56, 94).
Daher ist dieser Antikdrper besonders fur Hochrisikopatienten geeignet, die eine Deletion
11q, 17p oder eine p53-Mutation aufweisen. Um bei Patienten mit einem starken
Fortschreiten der Erkrankung bessere Wirkungen zu erzielen, kann Alemtuzumab mit einem
Glucocorticoid kombiniert werden. Als Nebenwirkung weist es eine Infusionsreaktion auf
(145).

Trotz dieser Behandlungsansatze bleibt die allogene Stammzelltransplantation die einzige
Therapiemdglichkeit mit kurativer Zielsetzung bei Hochrisikopatienten. Aufgrund ihres
Charakters kommt diese jedoch nur fur einen kleinen Teil der refraktaren Hochrisikopatienten

infrage, weshalb die Entwicklung neuer Behandlungsansatze hohe Prioritat hat (53).
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1.1.3.5.3 Die neuen Arzneistoffe in der CLL-Therapie

Lenalidomid

Lenalidomid ist eine immunmodulierende Substanz, die strukturell mit Thalidomid verwandt
ist, beide werden zur Behandlung des Multiplen Myeloms eingesetzt (4). Eine Phase-II-
Studie von Lenalidomid (NCT00478959) =zeigt erste Wirkungen der Substanz bei
rezidivierten oder nicht auf eine Standardtherapie ansprechenden Patienten. Weitere Studien
werden gegenwartig durchgefiihrt, unter anderem wird die Kombination aus Lenalidomid und
Rituximab (NCT00783367) untersucht.

Flavopiridol

Flavopiridol ist ein synthetisches Flavon; dabei handelt es sich um einen Kinase-Inhibitor, der
die Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK) inhibiert. Flavopiridol zeigte Wirkung bei
Hochrisikopatienten mit rezidivierter CLL (23, 157) in einer Phase-lI-Studie (111). Die

Nebenwirkungen sind erstaunlich gering.

Oblimersen

Oblimersen ist ein BCL2-Antagonist, ein Antisense-Oligonukleotid, der oral verfligbar ist und
mehrere Mitglieder der BCL2-Familie inhibiert (141). Dieser wird zum gegenwartigen
Zeitpunkt in Kombination mit Rituximab in einer Phase-II-Studie an Patienten mit B-Zell-Non-
Hodgkin-Lymphomen untersucht (160). Eine auftretende Thrombozytopenie scheint bisher

die einzige Nebenwirkung zu sein.

Ofatumumab

Ofatumumab ist ein humaner, monoklonaner CD20-Antikérper (Wirkmechanismus von
CD20-Antikérpern (1.1.3.5.1, Seite 7). Dieser zeigte Wirkung bei CLL-Patienten (140), die
refraktar auf Fludarabin und Rituximab reagierten (200, 136). Derzeit wird eine Kombination

von Ofatumumab mit FC an unbehandelten Patienten untersucht (200).

GA101

Bei GA101 handelt es sich ebenso um einen monoklonalen CD20-Antikorper. Dieser
Wirkstoff ist der erste monoklonale CD20-Antikérper, der durch Glykoengineering
(Glykosylierung) optimiert wurde. Der Wirkstoff wird zur Therapie wiederkehrender und

therapieresistenter Non-Hodgkin-Lymphome eingesetzt (38). Im Vergleich zu Rituximab
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zeigte er in vitro eine erhdhte antikérperabhangige Zytoxizitat, aber gleichzeitig eine erhdhte
Induktion von Zelltod (14). GA101 weist ein ahnliches Sicherheitsprofil auf wie Rituximab.
Derzeit wird sowohl GA101 als Monotherapie als auch die Kombination von GA101 mit
Chlorambucil in einer Phase-II-Studie der GCLLSG (CLL11) durchgefuhrt.

1.1.4 Die aktuellen Konzepte zur molekularen Pathogenese der CLL

Die genaue Krankheitsursache ist weitgehend unbekannt, Vererbungsfaktoren scheinen eine
Rolle zu spielen. Daher erkranken Kinder von CLL-Patienten haufiger an einer CLL oder an
einem anderen Non-Hodgkin-Lymphom als die Normalbevodlkerung. Die CLL verlauft sehr
heterogen, das mediane Uberleben liegt zwischen 2 bis 20 Jahren (47, 93).

Die Erkenntnis Uber die Ursprungs- oder Vorlauferzelle der CLL ist bedeutsam fir das
Verstandnis der Pathogenese der Erkrankung (31). Sie liefert Hintergrinde Uber die
Umwandlung einer gesunden B-Zelle in eine maligne CLL-Zelle. Die hamatologische
pluripotente Stammzelle entwickelt sich in der normalen B-Zell-Entwicklung zur reifen B-Zelle
und schlieBlich zur Antikorper-sezernierenden Plasmazelle oder zur Memory-B-Zelle (99).
Eine Theorie, die noch nicht endglltig bewiesen wurde, besagt, dass die CLL aus naiven B-
Zellen entstehe, die sich zu Antigen-erfahrenen B-Zellen entwickelten. Diese Differenzierung
kann entweder abhangig vom Keimzentrum und von T-Zellen stattfinden, aber auch
unabhangig von diesen verlaufen. Wenn sich die naiven B-Zellen abhangig vom
Keimzentrum und von T-Zellen entwickeln, entstehen Antigen-erfahrene B-Zellen und nach
genetischer Aberration Marginalzonen- und Memory-B-Zellen mit einer Mutation in der
variablen Genregion der Immunglobulin-Ketten (IgV) (147). Diese zeigen gleichzeitig eine
fehlende Expression der Tyrosinkinase ZAP70 und des Glykoproteins CD38 (36). Verlauft
die Differenzierung zu Antigen-erfahrenen-B-Zellen unabhangig vom Keimzentrum und von
T-Zellen, fehlt die entsprechende Mutation in der variablen Genregion der Immunglobulin-
Schwerketten (IGHV). Diese CLL-Zellen zeigen gleichzeitig eine erhdhte Expression von
ZAP70 und CD38 an (41, 45, 202).

Die Prognose fur Patienten mit einem unmutierten IGHV-Gen ist schlechter.

Der B-Zell-Rezeptor (BZR, B-cell receptor), der wahrend der normalen B-Zellreifung
entwickelt wird, besitzt eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der CLL (99). Denn
wahrend der B-Zelldifferenzierung spielen Signale, die Uber ihn vermittelt werden, eine
entscheidende Rolle. Der BZR setzt sich wahrend der B-Zellreifung aus leichten und

schweren Ketten der Oberflachenimmunglobuline zusammen, die nicht kovalent mit einem
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Dimer aus CD79A(Iga)/CD79(IgB) assoziiert sind. Wahrend der BZR zusammengesetzt wird,
unterziehen sich die Zellen genetischen Veranderungen. Als Konsequenz entstehen CLL-
Zellen, die entweder ein mutiertes oder ein unmutiertes IGHV der Schwer- und IGLV der
Leichtkette tragen.

Die zu erzielenden Therapieerfolge der CLL werden mit der Heterogenitdt der CLL in
Verbindung gebracht, aber auch mit der Aktivierung verschiedener Signalwege. Einer dieser
bedeutenden Signalwege in der CLL ist der BZR-Signalweg, der eine Rolle in der Prognose
der CLL spielt und von dem zu erzielenden Therapieerfolg stark abhangig zu sein scheint
(189, 130). Es wird postuliert, dass die Signalweiterleitung durch den BZR das Fortschreiten
der CLL begunstigt (147). So kann das Fortschreiten der CLL sowohl abhangig von der BZR-
Signalweiterleitung als auch unabhangig von ihr verlaufen (108). Der BZR hat eine enorme
Bedeutung im Hinblick auf die Beibehaltung/Erhaltung und Ausdehnung des CLL-Klones
(21).

1.2 Der B-Zell-Rezeptor (BZR) und seine physiologische Funktion

B-Zellen erkennen Antigene an deren BZR. Diese Antigene besitzen spezifische Epitope,
somit sind es keine Liganden, sondern deren Struktur ist unveranderlich. Das Erkennen bzw.
Andocken von Antigenen an dem BZR involviert die ,BZR-Aggregation® und die Aktivierung
von intrazellularen Effektorproteinen (99). Phenotypische und genotypische Alterationen
definieren die Ansprechrate zu jenem besonderen Stimulus. Der BZR setzt sich aus zwei
Untereinheiten zusammen — dem membrangebundenen Oberflachenimmunglobulin (lg), das
als Antigenbindungsdomane fungiert, und einem Heterodimer aus CD79A(lga)/CD79(lgB) —
welches als signaliibertragende Einheit fungiert. Der initiierende Schritt, der die komplexe
Signalkaskade in Gang setzt (Abbildung 1, Seite 11), ist die auf Tyrosin basierende
Phosphorylierung der Iga- und IgB-Strangeinheiten.

1.2.1 Die BZR-Signaliibertragung

BZR-Stimulation durch Antigenbindung fuhrt zur Rekrutierung und
Aktivierung/Phosphorylierung der SYK-Kinasen (103). Es folgt eine Calciummobilisation,
eine Aktivierung von PLCy2, ERK, NF-kB und AKT (92, 39); diese downstream-Kinasen sind
ebenfalls sehr bedeutend fir die BZR-Signalweiterleitung. Die Aktivierung von AKT ist

wichtig fiir das Uberleben und die Proliferation von Zellen. Dies wird durch Inaktivierung des
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proapoptotischen Molekils BCL2 oder Aktivierung des antiapoptotischen Proteins MCL2
vermittelt. Man erhalt bei einer Uberexpression von ZAP70 und CD38 in CLL-Zellen nach
vorheriger BZR-Stimulation eine vermehrte Calciummobilisation (27, 28) und vermehrte
Phosphorylierung/Aktivierung von SYK, BLNK und PLCy2 (92).
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Abbildung 1: Die BZR-Signalkaskade.

Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods. Sie wird durch verschiedene Signale
beeinflusst, wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren, Zytokine, Hormone oder Toxine. Es ist
gewissermalien ein Selbstmordprogramm, welches flr eukaryotische Zellen essentiell ist.
Denn auf diese Weise werden defekte oder entartete Zellen kontrolliert aus dem Zellpool
entfernt. Wahrend der Apoptose werden Mitglieder der Enzymfamilie der Caspase (Aspartat-

spezifische Cysteinyl-Proteasen) aktiviert. Die Caspasen 3/7/6 gehdéren zu den
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Effektorcaspasen, die wiederum von den Initiatorcaspasen (Caspase 2/8/9/10) aktiviert
werden. Diese kaskadenartige Aktivierung fuhrt zu verschiedenen Spaltprodukten, die das
apoptotische Programm ausfihren, zum Beispiel PARP (Poly(ADP-ribose)-Polymerase). Die
Apoptose ist in vielen Krebszellen defekt und kann nicht ausgefiihrt werden. Tumorzellen wie
CLL-Zellen entwickeln eine Resistenz gegenuber der Einleitung der Apoptose, so dass diese
Zellen nicht eliminiert werden kdnnen.

Man fand eine Uberexpression von BCL2 in der CLL (72). MCL1 gehért zur BCL2-Familie
und ist ebenfalls antiapoptotisch wirksam. Erhdhte Level des antiapoptotischen Proteins
MCL1 fluhren zu Resistenzen gegeniber Chemotherapeutika und sagen eine schlechte
Prognose voraus (98). Die Herunterregulierung von MCL1 mittels siRNA fuhrt zur Apoptose
in der CLL (117). Auf diese Weise wird der antiapoptotische Effekt, der durch BZR-
Stimulation ausgel6st wird, verhindert (117). Eine konstitutive Aktivierung von AKT in der
CLL fuhrt zur Induktion der MCL1-Expression und zu anschlieBendem Zelliberleben.
Aufgrund dessen kann die pharmakologische Inhibierung der PI3K-AKT-Aktivitat die MCL1-

Level vermindern und die Apoptose férdern (147).

1.2.2 Die Rolle des BZR in der CLL

CLL-Zellen exprimieren niedrige Level an Oberflachenimmunglobulinen ((s)-lg), besonders
IgM. Das Crosslinking des BZR mit unterschiedlichen Formen von anti-IgM fuhrt zu einer
unterschiedlichen Wirkung in CLL-Zellen (133). Die Stimulierung mit l6slichem anti-IgM
induziert Apoptose, wohingegen immobilisiertes anti-lgM Apoptose verhindert (147). Eine
mogliche Erklarung kénnte die Dauer der Stimulierung sein. Ldsliche anti-lgM-Antikdrper
werden rasch (Dauer der Stimulierung 2 h) durch den Rezeptor internalisiert, wohingegen bei
der Stimulierung mit immobilisiertem anti-IgM-Antikbrper 24 h nétig sind (147). Die
Stimulation mit immobilisiertem anti-IgM erhoht das Zelliberleben und unterdriickt die durch
Fludarabin induzierte Apoptose (156). Erhohtes Uberleben durch Stimulation mit
immobilisiertem anti-IgM ist assoziiert mit einer Aktivierung von NF-kB, ERK und AKT (156).
Die durch Stimulation mit I1&6slichem anti-IgM ausgeldste Apoptose wird hauptsachlich durch
BCL2- oder MCL1-Proteine reguliert (98, 156).

Aus einer Stimulation des BZR von CLL-Zellen in vitro mit anti-lgM resultiert ein heterogenes
Ansprechen. Die BZR-Signalkapazitat (in vivo) ist in vitro reversibel durch Stimulation mit

slgM, hangt jedoch von der Menge des slgM ab (129). CLL-Zellen, die sich aus
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Prakeimzentrumszellen entwickeln, zeigen eine intakte — aber funktional abnorme — BZR-
Signalweiterleitung.

Es wurde gezeigt, dass eine erhohte Expression von CD79B, ZAP70, TCL1A und PKCRII die
Response zu einer BZR-Stimulation mit anti-lgM modulieren kann (147). Daher dient die
Bestimmung der CD79B-/ZAP70- oder TCL1A-Expression mittels Durchflusszytometrie als
Read-outs fUr ein Ansprechen auf eine BZR-Stimulation.

Somit ist die BZR-Signalkapazitat abhangig von prognostischen Faktoren, wie zum Beispiel
einem unmutierten IGHV-Gen oder einer ZAP70- und CD38-Expression (27, 215). CLL-Falle,
bei denen das IGHV-Gen unmutiert ist, lassen sich durch anti-IgM stimulieren und zeigen
dabei eine erhdhte BZR-Signalkapazitat (169, 215). Jedoch lassen sich CLL-Falle, bei denen
das IGHV-Gen mutiert ist, nicht durch anti-IgM stimulieren und zeigen dabei keine BZR-
Signalkapazitat (169). Aufgrund dessen lassen sich Falle, deren BZR nicht aktiv ist, in
unterschiedliche Gruppen einteilen (134); zum Beispiel weisen sie niedrige TCL1A- und
pAKT-Werte (78) auf.

Damit wird die BZR-Signalkapazitat auch durch TCL1A, SYK, LYN, AKT und PI3K
beeinflusst. So wurde veranschaulicht, dass die p1108-Untereinheit der PI3K mit dem
Ansprechen einer BZR-Stimulation assoziiert ist (22, 110). Die Inhibition der p1105&-
Untereinheit mittels spezifischer Inhibitoren nach vorheriger BZR-Stimulation bewirkt eine
effektive Blockade des PI3K-Signalweges. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die p11006-
Untereinheit die B-Zellreifung beeinflusst, denn durch Inaktivierung der p110&-Untereinheit

wird die Anzahl an Marginalzonen und B1b-Zellen reduziert (110).

1.2.3 TCL1A (T-Cell Leukemia 1A) als Regulator des BZR-Signalweges in der
Pathogenese der CLL

Die TCL1-Onkogenfamilie bt eine physiologische Funktion wahrend der friihen
Embryogenese und der B-Zelldifferenzierung aus (75). Die TCL1A-Expression wird wahrend
der B-Zell- und T-Zell-Rezeptorreifung reguliert (77, 78). Zur TCL1-Onkogenfamilie gehéren
TCL1A (14 kDa), TCL1B (15 kDa) und MTCP1. In dieser Arbeit geht es in erster Linie um
TCL1A. Hierbei handelt es sich um ein 14 kDa-Protein, das weder Uber die DNA-
Bindedomanen noch Uber enzymatisch aktive Motive verfligt.

Im Entwicklungsstadium der gesunden B-Zelle ist im Prakeimzentrum eine TCL1A-
Expression vorhanden, dagegen ist kaum eine TCL1A-Expression im Postkeimzentrum zu
finden (172). Das deutet darauf hin, dass TCL1A bei der BZR-Reifung involviert ist (78, 154).

TCL1A wurde erstmals in der T-PLL entdeckt, in dessen Pathogenese es auch stark
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einbezogen ist (151, 196). TCL1A ist in vielen Formen der CLL exprimiert (79, 78),
besonders in der aggressiven Form der CLL (155). Patienten, bei denen hohe TCL1A-Level
nachgewiesen wurden, starben zeitlich friher oder hatten ein kurzeres progressionsfreies
Uberleben als Patienten mit kaum nachweisbarem TCL1A nach einer FCR-Therapie (78).
TCL1A hat eine klinische Relevanz als Marker einer schlechten Prognose in der CLL, denn
TCL1A korreliert mit hohen Leukozytenwerten, einem fortgeschrittenen Binet-Stadium,
kurzer LDT, positiver ZAP70-, CD38-Expression, einem unmutierten IGHV-Gen und einer
Deletion 11923 (76, 78). Wir konnten zeigen, dass bei CLL-Zellen, bei denen eine hohe
Expression von TCL1A nachgewiesen wurde, eine anhaltende BZR-Signalkapazitat
festgestellt wurde und eine vermehrte Aktivierung von AKT (77).

Die Eu-TCL1-Maus qilt allgemein als ,CLL-Modell“. In diesem Spektrum wurde das TCL1A-
Gen unter der Kontrolle eines B-Zell-spezifischen Promoters integriert (11). Infolgedessen
entwickelt diese Maus eine der humanen CLL &hnliche Leukamie, die fir die [n-vivo-
Untersuchung der CLL sehr bedeutsam ist. AuRerdem stellt das Mausmodell einen Beweis
fur das onkogene Potential von TCL1A dar.

Ferner fungiert TCL1A als Regulator des BZR-Signalweges und zwar durch seine
Eigenschaft, als AKT-Koaktivator tatig zu sein (siehe 1.2.4). Zudem verstarkt TCL1A die
NFkB-Aktivitat und inhibiert den Transkriptionsfaktorkomplex AP-1 (154).

1.2.4 TCL1 A als Koaktivator von AKT

Es konnte gezeigt werden, dass TCL1A als Koaktivator von AKT fungiert (107, 153), indem
es sich an die PH(Pleckstrin Homologie)-Domane von AKT bindet und dadurch das
downstream-Signal verstarkt (80). Indem TCL1A die Phosphorylierung von AKT erhoht,
herrscht eine vermehrte Kinaseaktivitat vor. Dies flhrt zu einer nuklearen Translokation von
AKT. Ferner aktiviert AKT sich selbst, indem sich zwei AKT-Moleklle zu einem Dimer

zusammenlagern und sich dabei gegenseitig phosphorylieren (103, 139).
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Abbildung 2: Ausschnitt aus dem PI3K-AKT-mTOR-Signalweg. TCL1A bindet an der PH-Doméane
von AKT und fungiert dabei als AKT-Koaktivator. TCL1A kann indirekt als PDPK2 fungieren, indem
sich jeweils zwei Komplexe aus TCL1A gebunden an die PH-Domane von AKT vercrosslinken und
sich gegenseitig phosphorylieren. TCL1A fungiert als aktivitatssteigernde Komponente.

Frihere Arbeiten veranschaulichten, dass TCL1A sowohl in der T-PLL als auch in der CLL
als AKT-Koaktivator fungiert (76, 77, 104, 153).

In der CLL korreliert die BZR-Stimulation mit dem Ausmal der AKT-Phosphorylierung bzw.
AKT-Aktivierung, welche durch TCL1A beeinflusst wird. Daher kann postuliert werden, dass
TCL1A die B-Zell-induzierte zellulare Aktivierung durch Interaktion mit AKT reguliert; mit
einbezogen sind dabei die folgenden Kinasen: LYN, SYK, ZAP70 und PKC (78).

1.2.5 EPAC - ein weiterer Interaktionspartner von TCL1A

EPAC (Exchange protein activated by cAMP) gehért zu den Effektorproteinen von cAMP
(zyklisches Adenosinmonophosphat); cCAMP reguliert eine Vielzahl an Prozessen durch seine
zwei Effektorproteine EPAC und Proteinkinase A (PKA) (192) (Abbildung 3). Je nachdem,
welches durch cAMP beeinflusst wird (EPAC oder PKA), wird Apoptose oder Proliferation
ausgeldst (194, 209). Lerner et al. konnten zeigen, dass der Einfluss eines zellularen cAMP-
Level durch einen PDE4 (Phosphodiesterase4)-Inhibitor oder ein cAMP-Derivat Apoptose in
der CLL, nicht aber in der T-PLL auslésen konnte (109). Diese Forschergruppe hat ebenfalls
zeigen konnen, dass EPAC synergistisch mit TCL1A interagiert, um die AKT-Aktivierung zu
verstarken. Es wird ein AKT-TCL1A-EPAC-Komplex in Makrophagen gebildet (128).
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1.2.51 Rolipram/cAMP induzieren cAMP-Signalweiterleitung

Rolipram/cAMP erhoht die zellularen cAMP-Level. Rolipram reduziert den Abbau des
sekundaren Botenstoffs cAMP, indem es die PDE4 (Phosphodiesterase4) inhibiert. Der
Einsatz von cAMP-Derivaten (109) fuhrt ebenfalls zu einem Anstieg von zellularen cAMP-
Spiegeln (siehe Abbildung 3). Induziertes cAMP-Signaling inhibiert die TCL1A-Expression
(105). Die Aktivierung von PKA oder PKC (durch cAMP-Aktivierung) fuahrt zur
Phosphorylierung von CREB an Ser133; die Promoterbindung von CREB wird verstarkt und
rekrutiert den CBP/p300-Koaktivator. TORC2 fungiert als Regulator von CREB; es bindet an
CREB und aktiviert die Genexpression (unabhangig von CREB-133). CREB und TORC2
unterdricken die basale Promoteraktivitdt von TCL1A (105). Sie konnten zeigen, dass in
Abwesenheit von TORC2 eine erhéhte TCL1A-Promotoraktivitat vorhanden war. Kuraishy et
al. konnten bei einer Koexpression von CREB und TORC2 eine vermehrte Promotoraktivitat
von TCL1A feststellen (105) und ebenfalls illustrieren, dass TORC2 die TCL1A-Expression
reguliert und zwar unabhangig von einer Phosphorylierung an CREB (Ser133) (105).

Adenylyl-
cyclase

ATP cAMP 5°'AMP

Abbildung 3: Umwandlung von ATP zu 5° AMP durch verschiedene Kinasen. Rot eingerahmt ist
der PDE4-Inhibitor Rolipram.

Rolipram wurde erstmals zur Behandlung von Depressionen und Multipler Sklerose
entwickelt (126, 198), es kam jedoch nicht zur Zulassung. Rolipram gehdrt zu den ersten
Phosphodiesterase-Inhibitoren, die entwickelt wurden. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass
Rolipram/cAMP Apoptose in der CLL induzieren, jedoch hat Rolipram keinerlei Wirkung an
T-Zellen gezeigt (127). Des Weiteren erhdht Rolipram die durch Glucocorticoide induzierte
Apoptose in der CLL (195).
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1.3 Die PI3BK-AKT-mTOR-Signaliibertragung

Eine Aktivierung des PI3K-AKT-mTOR-Signalweges wird initiert durch zum Beispiel
Stimulierung des BZR oder Aktivierung des CD40-Rezeptors durch den CD40-Liganden.
Daraufhin wird eine Kaskade an Phosphorylierungen durch Kinasen in Gang gesetzt wie
zum Beispiel die Umwandlung von PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat) in PIP3
(Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat) durch die PI3-Kinase (Abbildung 4). Im Anschluss
lagert sich die aktivierte PIP3 an die PH-Domane von AKT, und zwar an der
Plasmamembran, an, wodurch der erste Schritt der Aktivierung von AKT initiiert wird,
namlich die Phosphorylierung durch die PDPK1 (phosphoinositide-dependent protein kinase
1) an Threonin308. Der zweite Schritt folgt durch Phosphorylierung an Serin4d73 durch die
PDPK2 (phosphoinositide-dependent protein kinase 2) zur vollen AKT-Aktivierung (123).
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Abbildung 4: Der PI3K-AKT-mTOR-Signalweg in der CLL. B-Zell-Rezeptor-Stimulation durch
verschiedene Stimuli fiihrt zu Wachstum, Proliferation und Uberleben. TCL1A fungiert dabei als AKT-
Koaktivator. mTORC2 kann als PDPK2 fungieren, indem es pAKT an Serin473 phosphoryliert. Parallel
kann TCL1A indirekt als PDPK2 fungieren, indem sich jeweils zwei Komplexe aus TCL1A gebunden
an die PH-Domane von AKT vercrosslinken und sich gegenseitig phosphorylieren. TCL1A fungiert als
aktivitatssteigernde Komponente.

Die Aktivierung von AKT bewirkt eine Aktivierung bzw. Phosphorylierung der Substrate von
AKT. Der in diesem Signalweg beteiligte mTOR-Komplex (mammalian target of rapamycin)
ist maf3geblich fur den intrazellularen PI3K-AKT-mTOR-Signalweg verantwortlich, der die
Translation von verschiedenen Proteinen steuert, die den Zellzyklus regulieren (114). Dieser
Komplex setzt sich zusammen aus mTORC1 und mTORC2, dabei kann mTORC2 als
PDPK2) fungieren, indem es AKT an Serin4d73 phosphoryliert (123). Der mTOR-Komplex
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gehort zu einer etablierten Angriffsstelle (Target) flr Arzneistoffe in der Krebstherapie (34,
114), da das Rapamycin und seine Analoga bereits in Phase-I-Studien in der Krebstherapie
eingesetzt werden (44). Zu den Substraten, die durch AKT-Aktivierung beeinflusst werden,
gehodren auch die Schisselkomponenten der apoptotischen Kaskade. Dabei werden die
proapoptotischen Proteine inaktiviert und die antiapoptotischen Proteine (BCL2, MCL1)
hochreguliert (117).

1.3.1 Der PI3K-AKT-mTOR-Signalweg und seine Rolle in der CLL bzw.
allgemein in Krebserkrankungen

Der PI3K(Phosphoinositid-3-Kinase)-AKT-mTOR-Signaltransduktionsweg hat eine zentrale
Bedeutung bei der Regulierung von Wachstum, Uberleben und Proliferation der CLL (123).
Er spielt aber auch in anderen Krebserkrankungen eine bedeutende Rolle (135, 209, 125).
Der AKT-Signalweg ist oft in Tumorzellen konstitutiv aktiv (167). Dagegen wird die Rolle von
AKT in der CLL kontrovers diskutiert. Einige behaupten, es wirde eine vermehrte
Phosphorylierung von AKT (an Ser473 und Thr308) in CLL-Zellen vorherrschen, die nicht
stimuliert worden waren (133). Bernal et al. berichteten iber eine Aktivierung der PI3K in der
CLL (10). In einer kirzlich durchgeflihrten Studie hat man an 21 untersuchten CLL-Proben
keine Phosphorylierung von AKT feststellen kénnen (133). Eine Forschergruppe berichtete
uber eine konstitutive Aktivierung von PKC und PI3K in der CLL, jedoch ging das mit einer
ausbleibenden Aktivitatssteigerung von AKT einher (167). Dagegen beschrieben andere
Wissenschaftler eine konstitutive Aktivierung von AKT in der CLL (158). Es sind Mutationen
innerhalb des PI3K-AKT-mTOR-Signalweges (209) — zum Beispiel in der AML (akute
myeloische Leukdmie) — bekannt (25), die ebenfalls zu einer konstitutiven Aktivierung des
PISK-AKT-Signalweges fuhren kénnen. Es sind PTEN(Phosphatase and Tensin homolog)-
Mutationen bekannt; PTEN fungiert als negativer Regulator des PI3K-Signalweges, indem es
die Umwandlung von PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat) in PIP3
(Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat) inhibiert. So ist PTEN in vielen Tumoren nicht
funktionsfahig; dies flihrt zu einer nahezu dauerhaften Aktivierung des PI3K-Signalweges
und somit zu hohen AKT-Level (173, 24, 67, 86). Aulderdem sind Mutationen in der PI3K (16,
18), von AKT (120, 211) und Abnormalitaten in dem mTOR-Komplex bekannt (72).
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1.3.2 Die PI3K-Inhibitoren in der klinischen Anwendung der CLL

Der spezifische PI3K-Inhibitor Cal-101, der die p1108-Untereinheit der PI3K inhibiert, hat
bereits beeindruckende klinische Wirksamkeit erwiesen (62, 64). Andere Wissenschaftler
haben gezeigt, dass die BZR-Signalkapazitat stark von der p1108-Untereinheit abhangt (22).
Daher ist Cal-101 in der Lage, die PI3K-AKT-Signalweiterleitung in der CLL erfolgreich zu
hemmen (81). Des Weiteren fuhrt die BZR-Stimulation zur Induktion von Cytokinen, welche
die Interaktion von CLL-Zellen mit dem Mikromilieu anregen. Daraufhin werden die
Proliferation und das Uberleben der CLL-Zellen angeregt. B-Zell-Kinase-Inhibitoren kénnen
diese Interaktion inhibieren und so Proliferation und Uberleben der CLL-Zellen stoppen (21).
Aufgrund dessen hat Cal-101 Effizienz in der klinischen Anwendung gezeigt. In Phase-I/Il-
Studien wird Cal-101 in Kombination mit Rituximab und/oder Bendamustin gegeben. In einer
solchen Phase-l/ll-Studie sind Patienten eingeschlossen, die unglnstige prognostische
Charakteristika aufweisen (62, 64). Die Gabe von Cal-101 wurde gut toleriert (62, 64).
Aulerdem wurde eine drastische Reduktion der Lymphknoten beobachtet; dies geht mit

einer transienten Lymphozytose in den ersten Behandlungswochen einher.

1.3.21 Die PI3K-AKT-mTOR-Inhibitoren LY294002, PI-103, BEZ235,
Rapamycin und A443654

Auf Basis der oben aufgeflhrten Argumentation werden spezifische PISK-AKT-mTOR-
Inhibitoren als neue therapeutische Strategie gesehen (118, 43). Da derzeit viele PI3K-AKT-
Inhibitoren in der Forschung im Umlauf sind (205, 117), werden als Fokus dieser
Doktorarbeit die folgenden Inhibitoren ausgewahlt, diese sind mit ihren Zieltargets in
Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: PI3K-AKT-mTOR-Signalweg in der CLL. BZR-Stimulation flihrt zu Wachstum,
Proliferation und Uberleben von CLL-Zellen. TCL1A fungiert dabei als AKT-Koaktivator. Dargestellt
sind die verschiedenen Inhibitoren (rote Boxen), die aufwarts (upstream) und abwarts (downstream)
von AKT angreifen bzw. inhibieren.

LY29400

LY294002 ist ein Morpholinderivat des Quecertins und gilt als Inhibitor der p110-Untereinheit
der PI3K (197, 66). Dieser Inhibitor stellt ein Derivat von Wortmannin dar und wurde von

dieser Substanz hergeleitet (19).

LY294002 [2-morpholin-4-yl-8-phenylchromen-4-one]
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LY294002 gehdrte zu den ersten PI3K-Inhibitoren, die entwickelt wurden. Die Substanz
eignete sich gut flr eine erste Untersuchung des PI3K-Signalweges, da sie nur die PI3K
inhibiert. Die Wirkung der PI3K-Inhibition durch LY294002 wurde bereits an CLL-Zellen
gezeigt (158). Aufgrund ihrer pharmakologischen Eigenschaften und der hohen Toxizitat
erzielte sie keinerlei Erfolge in der klinischen Entwicklung (188). Dies fuhrte dazu, dass
weitere PI3K-Inhibitoren entwickelt wurden, die selektiver inhibieren, eine vorteilhaftere
Pharmakokinetik besitzen, geringere Toxizitdt aufweisen und somit flr die klinische

Anwendung besser geeignet sind.

PI-103

Der trizyklische Pyridofuropyrimidin-Inhibitor wurde entwickelt, um die p110a-Einheit aller 4
Isoformen der Klasse | PI3K, mTORC1 und mTORC2 zu inhibieren (60), etwa mit gleicher

Potenz.

()
O—_~#
/N \ . | OH
N

PI1-103 [3-[4-(4-morpholinyl)pyrido[3’,2":4,5]furo[3,2-d]pyrimidin-2-yl]-
pheno]

PI-103 scheint eine starkere Affinitat zu mTORC1 aufzuweisen (IC50= 3nM) als zur PI3K der
p110a-Untereinheit (IC50= 0,5nM). Erstmals zeigte sich PI-103 gegen Glioblastom-Zellen
wirkungsvoll (60), wofur die Wirkung der Inhibierung von mTOR und die p110a-Untereinheit
verantwortlich gemacht wurden. Jedoch zeigte PI-103 ebenso eine antileukdmische
Wirksamkeit in der AML (akute myeloische Leukamie) (148).

Leider weist PI-103 pharmakokinetische Nachteile auf, zum Beispiel einen schnellen
Metabolismus und eine beschrankte Léslichkeit, was eine In-vivo-Anwendung an Patienten

sehr einschrankt.
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BEZ235

Das Imidazoquinazolin BEZ235 (Novartis) ist ein dualer PI3K-Inhibitor und inhibiert
kompetitiv die ap110-Untereinheit der PI3K, mTORC1 und mTORC2 durch Bindung an die
ATP-Tasche (122).

BEZ235 [2-Methyl-2-{4-[3-methyl-2-0x0-8-(quinolin-3-yl)-2,3-dihydro-
1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-yllphenyl}propanenitrile]

BEZ235 scheint zunachst eine starkere Affinitdt zur p110a-Untereinheit der PI3K
aufzuweisen (IC50 von 4 nM) als zu mTOR (IC50 27,7nM) (43). BEZ235 demonstrierte
Wirksamkeit bei vielen Tumorzellen, unter anderem zum Beispiel im Nierenzellkarzinom, in
der AML (akute myeloische Leukamie), T-ALL (T-Zell-akute lymphatische Leukamie) oder in
Bronchialkarzinomen (9, 30). Aufgrund der oralen Bioverflugbarkeit eignet sich BEZ235 gut
fur die klinische Anwendung. Daher wird BEZ235 bereits in Phase-I-Studien untersucht und
zwar an Patienten mit soliden Tumoren (NCT00620594). Dabei zeigt BEZ235 ein gutes
Toxizitatsprofil.

Rapamycin

Das Rapamycin ist ein Immunsuppressivum mit Makrolidstruktur (180). Rapamycin,
Tacrolimus und Everolimus sind Rapamycin-Analoga, die aus unterschiedlichen
Streptomyceten isoliert wurden und sich geringfigig in Bezug auf Struktur und
Wirkmechanismus unterscheiden. Rapamycin weist eine Antitumoraktivitat in vitro (1, 74,
167) und in vivo (211) in der CLL auf. Die Substanzgruppe zeigt eine synergistische Aktivitat
in Kombination mit der konventionellen Chemotherapie wie Paclitaxel oder mit dem

selektiven Estrogenrezeptormodulator Tamoxifen (171, 115).
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Sabatini et al. haben gezeigt, dass, wenngleich das Rapamycin in erster Linie mTORCA1

inhibiert (171), bei langerer Inkubationszeit auch mTORC2 inhibiert werden kann (174).
HQ,

Rapamycin [-hexadecahydro-9,27-dihydroxy-3-[(1R)-2[(1S,3R,4R)-4-
hydroxy-3-methoxycyclohexyl]-1-methylethyl]-10,21-
dimethoxy6,8,12,14,20,26-hexamethyl-23,27-epoxy-3H-pyrido[2,1-
c][1,4] oxaazacyclohentriacontinel,5,11,28,29 (4H,6H,31H)-pentone]

Aulerdem wirkt Rapamycin bei niedrigen, also nanomolaren Konzentrationen antiproliferativ;
in hdheren, also mikromolaren Konzentrationen induziert es Apoptose (61).

Es wurden bereits erste Phase-I-Studien mit Rapamycin und Everolimus durchgefuhrt.
Jedoch erwiesen sich die Resultate aufgrund der relativ hohen zu verabreichenden Dosen

und der damit verbundenen Toxizitat als nicht vielversprechend (44).

A443654

Der AKT-Inhibitor A443654 ist aus einem Indazol-Grundgerust aufgebaut. A443654 bindet
kompetitiv an die ATP-Bindestelle von AKT und verhindert so reversibel die Interaktion

zwischen AKT und seinen Substraten (42).

H

“N
\N =
CHg3
A443654 5-indazolyl pyridine 3::5-{5-[(2S)-2-amino-3-

(1H-indol-3-yl)propoxylpyridin-3-yl}-3-methyl-1H-
indazole::indazole-pyridine, 4
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Der Pan-AKT-Inhibitor ist gegen alle drei Isoformen von AKT (AKT1, AKT2 und AKT3)
gerichtet. Es wurde bereits gezeigt, dass A443654 Apoptose in der CLL in vivo und in vitro
induziert (42). Des Weiteren wird eine zunehmende konstitutive Aktivierung von AKT in T-
ALL beobachtet, in welcher A443654 einen Zelltod induziert (42, 59).

Es sind bisher keine klinischen Studien mit dem A443654 bekannt.
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1.4 Die Hypothese und Zielsetzung der Arbeit

Durch spezifische Inhibierung des PI3K-AKT-mTOR-Signalweges sollte es moglich sein, das
Uberleben von CLL-Zellen zu verhindern und Apoptose zu induzieren. AuRerdem wurde
untersucht, ob TCL1A oder klinisch-pathologische Tumor-Parameter einen Einfluss auf die

Wirksamkeit der Inhibitoren austben.
Fragestellungen dieser Arbeit:

1. Eignen sich PI3K-AKT-mTOR-Inhibitoren zur Apoptose-Induktion bzw. zur Reduktion
der Viabilitat in CLL-Zellen?

2. Ist die Wirksamkeit der Inhibitoren spezifisch oder werden auch gesunde Zellen
beeinflusst?

3. Wodurch wird die Apoptoseinduktion durch die Inhibitoren ausgel6st?
4. Sind klinisch-pathologische Parameter mit der Wirksamkeit der Inhibitoren assoziiert?

5. Ist die Wirksamkeit der Inhibitoren mit dem TCL1A-Status assoziiert — falls ja, wie

sieht diese Assoziation aus?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriate

Autoklav
Analysenwaage
Cryo-Einfriergerat
Durchflusszytometer
Einschweillgerat
Fotoentwickler
Heizblock
Heizrihrer

Inkubator
Kihlzentrifuge
Laborwaage
Magnetrihrstabchen
Mikroskop

pH-Meter

Photometer

Pipetten
Pipetboy
Schttler
Sonicator

Sterilarbeitsbank

Vortexgerat
Ultraschallstab

Wasserbad

Varioklav Typ 400, Labortechnik GmbH
Sartorius

Qualilab

Calibur, BD Bioscience

Impulse Sealer

Curix 60

Yellowline MSC Basic C
Yellowline MSC Basic C

Labotec Inkubator C200, BeLoTec
Zentrifuge 5415 R Eppendorf
Acculab Sartorius group Vicon
Roth

Tension

Lab850 SCHOTT Instruments

M Quant, BioTek Instruments, Ultrospec
3000, Pharmacia Biotech

Costar corning
Hirschmann Laborgerate
Rocking Platform VWR
Brauson Sonifier 150

HLB 2448, Heraeus SterilGard Il Advance,
Baker Company
Velp Scientifice #F20220176

Bandelin, Sonopuls

Destamat Bi 80E
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Western-Blot-System

Tischzentrifuge

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Einfrierréhrchen

FACS-Rdhrchen

Filterpapiere
Polyvinylidendifluorid(PVDF)-Membran
Reaktionsgefalle

Sterilfilter

Zellkulturflaschen

Zellkultur-Multiwellplatten

2.1.3 Chemikalien

Albumin Standard

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau Na-Salz
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Ethanol absolut

Fetales Kalber-Serum (FCS)
LSM 1020

Isopropanol
Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver (fettfrei)
Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumorthovanadat

Invitrogen

Allegra TM X-22R Centrifuge, Beckman

Coulter

Sarstedt

BD Falcon

BIO-RAD # 1703968

Hybond-P Ammersham Bioscience
Schott Duran

BD Falcon

Sarsted

Sarsted

# 23909 Thermo Scientific

Roth

Roth

Sigma

Sigma

Roth

PAA, The Cell Culture Company
PAA, The Cell Culture Company
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth
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Phosphatgepufferte Saline (PBS) Invitrogen
Protease-Inhibitor-Cocktailtabletten Roche

RosetteSep (B-Zell-Isolierungskit) Stemcell Technologies
Rotiquant Roth

Salzsaure (17 %) Roth
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth

Tris-HCI Roth

Triton X-100 Roth

Tween20 Roth

2.1.4 Puffer und Losungen

Samtliche Ldsungen wurden mit destilliertem Wasser aus einer Reinstwasseranlage

(Millipore) angesetzt.

2.1.4.1 Testsubstanz-Stammlésungen
LY294002-Stammlésung

10 mM LY294002
Die Testsubstanz wurde in DMSO geldst, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

PI1-103-Stammldsung

10 mM PI-103
Die Testsubstanz wurde in DMSO gel6st, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

BEZ235-Stamml6ésung

10 mM BEZ235
Die Testsubstanz wurde in DMSO gel6st, aliquotiert und bei 4 °C gelagert.
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Rapamycin-Stammldsung

10 mM Rapamycin
Die Testsubstanz wurde in DMSO gel6st, aliquotiert und vor Licht geschutzt bei -20 °C
gelagert.

A443654-Stammlésung

10 mM A443654
Die Testsubstanz wurde in DMSO geldst, aliquotiert und vor Licht geschitzt bei -20 °C
gelagert.

Rolipram-Stammlésung

10 mM Rolipram
Die Testsubstanz wurde in DMSO gel6st, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

cAMP(Dibutyryl cAMP Na-Salz oder N®,2'-O-Dibutyryladenosin ~ 3',5'-cyclisches
monophosphat Na-Salz)-Stammlésung

100 mM  cAMP
Die Testsubstanz wurde in DMSO geldst, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.1.4.2 Puffer und Lésungen fiir die Proteinbiochemie
Blockinglosung
5% Milchpulver

Das Milchpulver wurde in PBS-T geldst.
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PBS
137 mM NaCl
8,1 mM Na,HPO,, pH 7,4

2,7mM KCI

1,5 mM KH,PO,
PBS-T

0,05 % Tween-20
(W/v)

Wurde in PBS gel6st.

Laufpuffer (Gelelektrophorese)

25 mM Tris/HCI
0,19 M Glycin
1% SDS

Transferpuffer (Western Blot, “semi-dry”-Methode)
25 mM Tris/HCI

0,19 M Glycin

20 % (viv) Methanol

0,037 % SDS
(W/v)

Lysepuffer, “Joes”

120 mM NaCl

50 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 % (w/v) NP-40

5mM DTT
25 mM NaF
200 }JM Na3VO4

T/500 mi Complete Protease Inhibitor
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Probenpuffer, reduzierend (5x) (nach Laemmli)
50 % (v/v) Glycerin

10 % (w/v)  Sodiumdodecylsulfat (SDS)

50 mM Tris/HCI, pH 6,8

25 % (viv) B-Mercaptoethanol

0,25 mg/ml  Bromphenolblau

2.1.4.3 Vorgefertigte Puffer und Lésungen

ECL Western Blotting detection reagents (I1+1l) Quiagen

Erythrozytenlysepuffer Quiagen

NuPage Antioxidant Invitrogen
NuPage MES SDS Running Buffer (20 x) Invitrogen
NuPage MOPS SDS Running Buffer (20 x) Invitrogen

Trypanblaulésung (0,5 %)
Western Blotting Stripping Buffer

2.1.5 Reagenzien und Nahrmedien fur die Zellkultur

2.1.5.1 Reagenzien

Fatales Kalberserum (FCS)

L-Glutamin (200 mM)
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfonsaure (HEPES) (1M)
Penicillin/Streptomycin-Lésung

RPMI 1640-Medium + L-Glutamin

RPMI 1640-Medium + L-Glutamax
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2.1.5.2 Nahrmedien

Nahrmedium fiir CLL-Zellen

10 % FCS

1% Penicillin
1% Streptomycin
1% Hepes-Puffer

Gelbst in L-Glutamin-haltigem RPMI-1640-Zellkulturmedium.

Nahrmedium fiir Zelllinien

15 % FCS

1% Penicillin
1% Streptomycin
1% Hepes-Puffer

Geldst in L-Glutamin-haltigem RPMI-1640-Zellkulturmedium.

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Primarantikorper

B-Actin (Maus)
Anti-pAKT (Ser473)
Anti-AKT1/2
Anti-AKT1/2/3
Anti-Caspase3
Anti-4EBP1
Anti-p4EBP1 (Thr37/46)
Anti-GAPDH

Anti-MCL1

Anti-PARP

polyclonal mouse
monoclonal rabbit
polyclonal goat
polyclonal rabbit
monoclonal rabbit
monoclonal rabbit
monoclonal rabbit
polyclonal mouse
polyclonal rabbit
polyclonal rabbit

Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Cell Signaling Technology
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Anti-pmTOR (Ser2448)  monoclonal rabbit Cell Signaling Technology

Anti-mTOR monoclonal rabbit  Cell Signaling Technology

2.1.6.2 Sekundarantikorper

Anti-Maus IgG-HRP GE Healthcare/Santa Cruz Biotechnology
Anti-Kaninchen IgG-HRP GE Healthcare/Santa Cruz Biotechnology
Anti-Ziege 1gG-HRP Santa Cruz Biotechnology

21.7 Zelllinien

21.71 DoHH2 und DoHH2-TCLA1

Die DoHH2-Zellen sind eine humane Non-Hodgkin-B-Lymphom-Zelllinie. Die Zellen wurden
einem 60 Jahre alten Patienten, der ein follikulares B-Zell-Lymphom aufwies, entnommen.
Aus ihnen wuchs spontan in Kultur eine Zelllinie (100). Die DoHH2-Zellen weisen eine
(14;18) (932;921) chromosomale Translokation auf (100). Diese wurden wiederum stabil mit
TCL1 transfiziert (77). Dabei wurde ein retrovirales TCL1-Konstrukt verwendet, bestehend
aus einer cDNA, kodiert fir humanes TCL1, und einem murine stem cell virus (MSCV)-
Vektorkonstrukt. Mit Hilfe der Phoenix packaging 293T-Zellen stellte man nach Transfektion
mit MSCV-GFP-Puromycin oder MSCV-TCL1-Puromycin retrovirale Uberstande her (83). Die
DoHH2-Zellen wurden mit diesen infektisen Uberstanden transduziert (77). Die

transduzierten Zellen wurden gegenlber untransfizierten durch Puromycin selektioniert.

2.1.8 Patientenmaterial

Im Rahmen der routinemaRig durchgefuhrten Diagnostik wurde Patienten mit CLL mit ihrem
schriftlichen Einverstandnis peripheres Blut entnommen. Darunter befanden sich Patienten
aus Studien, diese wurden gemafy der Deklaration von Helsinki (Declaration of Helsinki —
current (2008) version) durchgefuihrt und von der Ethikkommission der Universitat zu Koin
genehmigt. Das Blut wurde in einer mit EDTA oder Heparin beschichteten Monovette
aufgefangen, das Material bei Raumtemperatur gelagert und innerhalb von 24 h
aufgearbeitet.
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2.1.9 Datenbanken und Computerprogramme
Pubmed

Graph Pad Prism 5

Adobe Photoshop

Office 2007 (Word, Excel, PowerPoint)

Winglow

Adobe ImageJ

Gene Pattern

2.2 Methoden
2.2.1 Methoden der Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung von Zelllinien

Die verwendeten Saugerzelllinien wurden als Suspensionskulturen in Zellkultur-Plastikware
bei 37 °C unter 5 %CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphare kultiviert. Der hohe CO,-
Partialdruck gewahrleistet die Konstanthaltung des pH-Wertes der Medien mit CO,/HCO;-
Puffersystemen. Die Zellen wurden in der Regel zweimal wochentlich passagiert, abhangig
von den Wachstumseigenschaften der Zelllinien. Informationen zu Wachstumseigenschaften
und Kulturbedingungen kann man sich durch das Anfertigen von Wachstumskurven
verschaffen, welche die Zellvermehrung widerspiegeln. Dazu werden die Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten gezahlt. Die Verdopplungszeit wird mittels Zellzahlung unter dem

Mikroskop bestimmt.

2.21.11 Auftauen von gefrorenen Zellen

Das Auftauen von Zellen in flussigem Stickstoff (N;) erfolgte in einem Wasserbad bei 37 °C.
Die Zellen wurden in 10 ml Zellkulturmedium (37 °C) aufgenommen und 5 min. bei 1000 g
zentrifugiert, um das im Einfriermedium enthaltene DMSO zu entfernen. Das Zellpellet wurde
dann in 10 ml frischem Zellkulturmedium aufgenommen und in eine Kulturflasche Uberfuhrt.
Nach 24 h bei 37 °C und 5 % CO, wurde das Volumen der Zellsuspension mit frischem
Medium auf 20 ml aufgefullt.
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2.2.1.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Die am haufigsten verwendete Methode ist die Auszahlung unter dem Mikroskop mittels
einer Neubauer-Zahlkammer. Dabei kann parallel die Lebendzellzahl bestimmt werden. Dies
geschieht durch Zugabe von Trypanblau. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der an Proteine
bindet. Die Bindung ist abhangig vom pH-Wert (Optimum pH 7,5) und von der Einwirkzeit.
Die Aufnahme des Farbstoffes erfolgt selektiv in Zellen mit geschadigter Zellmembran. Dazu
wurden etwa 10 pl der zu bestimmenden Zellsuspension in eine gereinigte Zahlkammer
gefullt. Unter dem Mikroskop wurden anschliellend bei 100-facher VergroRerung die Zellen
in den aulderen 4 Eckquadraten ausgezahlt. Die Zellzahl (N) pro Milliliter Suspension ergab

sich nach folgender Formel:

nx*10%«F
4

N = Zellzahl pro Milliliter Suspension
n = Zellzahl der du3eren 4 Quadrate der Neubauer-Zahlkammer

F = Verdinnungsfaktor

2.2.1.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Die Langzeitlagerung der Zelllinien erfolgte in flussigem Stickstoff. Zum Einfrieren der Zellen
wurde die Zellsuspension aus einer Kulturflasche entnommen, abzentrifugiert (5 min., 1000
g) und mit Einfriermedium auf eine Konzentration von 1x107/ml eingestellt. Dieses
Einfriermedium enthielt 10 % DMSO, so dass die Bildung von Eiskristallen beim
Einfrierprozess verhindert wird. Die Aliquote von 1 ml wurden in Einfrierréhrchen in einem
Einfrierbehalter (,Mr. Freeze“) mit einer Kuhlungsrate von 1 °C/min. auf -80 °C gebracht.

Nach 24 h wurden die Roéhrchen in den Flussigstickstoffbehalter Gberfihrt.

2.2.1.2 Primare CLL-Zellen

2.2.1.21 Isolation der CLL-Zellen aus dem peripheren Blut
Mononukledre Zellen (Monozyten und Lymphozyten) kdnnen aus dem peripheren Blut
mittels Ficoll-Hypaque Uber eine isopyknische Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden.

Die Ficoll-Hypaque-Dichtezentrifugation erlaubt eine schnelle und effiziente Isolierung der
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mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut. Bei diesem Verfahren wird der Unterschied
der Dichte zwischen mononuklearen Zellen und anderen im Blut vorhandenen Bestandteilen
ausgenutzt. Zur Isolation der B-Zellen bzw. CLL-Zellen wurde das Blut mit 40ul/ml
RosetteSep flir 20 min. inkubiert. Dabei handelt es sich um einen Antikérpercocktail gegen
Oberflachenmarker der Nicht-B-Zellen (CD2, CD3, CD16, CD36, CD56, CD66b und
Glycerophosphorin A). Die Antikdrper vernetzen die Nicht-B-Zellen zu einem Komplex mit
Erythrozyten und werden dadurch wahrend der Dichtegradzentrifugation pelletiert. Nach der
Inkubation des Blutes mit RosetteSep wurde das Blut mit einem gleichen Anteil an Volumen
PBS mit 0,5% FBS verdinnt und auf das Dichtegradientenmedium Ficoll-Hypaque
geschichtet. Nach 20 min. Zentrifugation bei 1600 rpm konzentrieren sich Plasma und
Thrombozyten an der Oberflache der Ficoll-Hypaque-Schicht, da sie eine niedrigere Dichte
als Ficoll-Hypaque haben. Im Gegensatz dazu haben die Erythrozyten und Granulozyten
eine hdhere Dichte als Ficoll-Hypaque und sammeln sich daher am Boden der Ficoll-
Hypaque-Schicht. Die B-Zellen sind in der Phasengrenze konzentriert.

Um die Anzahl der Erythrozyten zu reduzieren, wurden die isolierten Zellen mit
Erythrozytenlysepuffer 5 bis 10 min. bei 37 °C inkubiert. Abschlielend folgten zwei
Waschschritte mit PBS-T. Die Zellen wurden resuspendiert in RPMI, Pen/Strep, Hepes, 20 %

FCS. Nach diesem Prozess erhielt man eine zu 95 % reine CLL-Population.

2.21.2.2 Isolierung gesunder PBMC aus dem peripheren Blut

Aus sogenannte Buffy coats gesunder Spender (aus der Blutbank), die hauptsachlich aus
Leukozyten und Thrombozyten sowie kontaminierenden Erythrozyten bestehen, wurden —
wie oben beschrieben, jedoch ohne die Zugabe von RosetteSep — mononukleare Zellen

isoliert.

2.2.1.3 Behandlung von CLL-Zellen, gesunden PBMC- und DoHH2/DoHH2-TCL1-
Zellen mit Inhibitoren des PI3K-Signaltransduktionsweges

Nach der Isolierung der CLL-Zellen aus dem peripheren Blut wurden die CLL-Zellen mit den
jeweiligen Inhibitoren flr 48 h inkubiert. Da die optimale Wirkkonzentration noch ermittelt
werden musste, wurde eine Konzentrationsspanne der jeweiligen Inhibitoren konzipiert.
AnschlieRend wurde zur Ermittlung der Apoptose der Annexin-V/7-AAD-Assay (2.2.2.1) und
zur Ermittlung der Viabilitat der MTT-Assay (2.2.2.3) durchgefuihrt. Des Weiteren wurden zur
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Durchfihrung von Immunoblots Proteinlysate gesammelt. Abbildung 6 illustriert den
Versuchsablauf. Ebenso wurden die gesunden PBMC (peripheral blood mononuclear cells)
mit den Inhibitoren mit der entsprechenden Zeit inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden
die gesunden B-Zellen mittels CD19/CD5-Farbung im Durchflusszytometer erfasst und

dementsprechend zur Analyse und Darstellung herangezogen.

@ Unbehandelte

<. Kontrolle Substanz XX 1)AnnexinV-Assay  3)Western Blot,
“ | Verdiinnungsreihe der 10nM s A
Inhibitoren % ‘
= g T~
\/ é"“‘b-c\\
7 nach 48h
—_ = NANERNNENN
/_:‘f_ :3"»‘,,@1 ‘ —
o e )l 2)MTT-Assay
\\:}‘zjf‘i\ii\’/,/’ 100
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Abbildung 6: Ablauf der Experimente. Nach Inkubation der jeweiligen Inhibitoren mit den CLL-
Zellen wurde die Apoptose mittels Annexin-V bestimmt und die Viabilitat mittels MTT-Assay.
AuRerdem wurden Proteinlysate zur Durchfiihrung von Immunoblots gesammelt.

2.2.2 Zytotoxizitiatstests

2.2.2.1 Durchflusszytometrischer Annexin-V/7-AAD-Assay

Die Viabilitat der Zellen wurde unter anderem durchflusszytometrisch bestimmt.

Bei Annexin-V handelt es sich um ein Ca”-abhéngiges, Phospholipid-bindendes Protein,
welches PS an der Aulienseite binden kann. Auf die Weise eignet sich Annexin-V zur
Detektion apoptotischer Zellen. 7-AAD ist ein Zellstofffarbstoff, der zur Interkalation der DNA
eingesetzt wird. Nekrotische Zellen zeichnen sich durch einen Verlust der Membranintegritat
aus, dadurch kann 7-AAD in die Zelle eindringen und diese markieren. Beide werden als
Farbstoffe zur Bestimmung von Apoptose im Durchflusszytometer verwendet. Intakte Zellen
reagieren negativ auf die Farbungen, frihapoptotische Zellen reagieren positiv auf Annexin-
V, jedoch negativ auf 7-AAD. Dagegen reagieren spatapoptotische (tote) Zellen positiv auf
beide Farbungen, da tote Zellen keine intakte Zellmembran besitzen und das 7-AAD aus
diesem Grund in die Zelle eindringen kann. Phosphatidylserin (PS) befindet sich
normalerweise nur auf der zytoplasmatischen Innenseite der Membran. In frihen Apoptose-
Stadien findet eine Translokation von PS auf die AuRenseite der Membran statt. Die Proben

wurden nach dem Protokoll des Herstellers mit einem PE-markierten Farbstoff gegen
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Phosphatidylserin (Annexin) und 7-AAD (7 Aminoactinomycin) behandelt. Die ermittelten

Daten kénnen als Histogramm oder Dot-Plot dargestellt werden.
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Abbildung 7:  Viabilititsbestimmung von CLL-Zellen bzw. Zelllinien mittels
durchflusszytometrischer Bestimmung von Annexin-V und 7-AAD. Die in dieser Arbeit
verwendeten Zelllinien und CLL-Zellen lassen sich im Dot-Plot (rechts) durch zwei Zellpopulationen
klar voneinander abgrenzen. Die eine Population ist eine als viabel definierte, die Annexin-V- und 7-
AAD-negativ ist; die andere Population hingegen besteht hauptsachlich aus toten Zellen, diese sind
Annexin-V- und 7-AAD-positiv.

2.2.2.2 Caspase3/7 — Assay

Wahrend der Apoptose werden Mitglieder der Enzymfamilie der Caspase (Aspartat-
spezifische Cysteinyl-Proteasen) aktiviert. Die Caspasen 3/7/6 gehéren zu den
Effektorcaspasen, die wiederum von den Initiatorcaspasen (Caspase 2/8/9/10) aktiviert
werden. Diese kaskadenartige Aktivierung flhrt zu verschiedenen Spaltprodukten, die das
apoptotische Programm ausfuhren, zum Beispiel PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase). Zur
Aktivitatsbestimmung der Caspasen 3 und 7 wurde der Caspase-Glo 3/7-Assay (Promega)
verwendet. Bei den Caspasen 3 und 7 handelt es sich um Effektorcaspasen, die eine
Schlisselrolle beim apoptotischen Zelltod spielen. Bei diesem Test wurde die
Proteaseaktivitat der Caspasen 3 und 7 anhand des Umsatzes eines lumineszierenden
Substrates ermittelt. Durch proteolytische Spaltung der Tetrapeptidsequenz Asp-Glu-Val-Asp
(DEVD) des Aminoluciferins wird dieses als Substrat fur eine folgende Reaktion mit
Luciferase freigesetzt. Nun erfolgt eine Luciferase/Luciferin-Reaktion, bei der in Gegenwart
von Mg2+und ATP Oxyaminoluciferin entsteht und Energie in Form von Lumineszenz

freigesetzt wird. Das emittierte Lumineszenzlicht ist direkt proportional zur Aktivitat der
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Caspasen 3 und 7 und wurde mit einem MicoLumatPlus LB96V (Berthold)-Luminometer

gemessen.
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Abbildung 8: Farbreaktion, die bei der Aktivitdtsbestimmung der Caspase 3/7 ablauft.

2.2.2.3 MTT-Assay

Der Nachweis der Zellviabilitdt mittels MTT-Test beruht auf der Reduktion des gelben,
wasserldslichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
in ein blau-violettes, wasserunlésliches Formazan. Diese Reduktion wird von der

mitochondrialen Dehydrogenase katalysiert.
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Abbildung 9: Umwandlung des gelben MTT in das blau-violette Formazan.

Die gemessene Konzentration an Formazan korreliert mit dem Proliferationsverhalten der
Zellen. Die Proben wurden nach dem Protokoll des Herstellers mit dem Reagenz inkubiert

und anschlieRend im Photometer ausgewertet. Die Absorption des sich bildenden

40


http://de.wikipedia.org/wiki/Reduktion_(Chemie)
http://de.wikipedia.org/wiki/Formazan

Material und Methoden

Formazans wurde bei einer Wellenlange von 565-570 nm bestimmt. Diese korreliert mit der
Menge bzw. der Anzahl von stoffwechselaktiven Zellen.

Zunachst wurde anhand unterschiedlicher Messzeitpunkte (0 h, 2 h, 4 h, 8 h) Uberpruft, wann
bei den CLL-Zellen der ideale Zeitpunkt ist, zu dem das MTT in das Formazan reduziert wird.
Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Experimente zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat
von Zellen fanden an CLL-Zellen statt, aber auch an Zelllinien (DoHH2-/DoHH2-TCL1). Da
CLL-Zellen langsamer proliferieren als Zelllinien, reichte bei den DoHH2-/DoHH2-TCL1-
Zellen zum Farbumschlag eine Inkubationszeit mit dem MTT-Reagenz von 4 h aus. Bei den
CLL-Zellen war jedoch eine Inkubationszeit von ca. 8 h zur Bildung des Formazans
notwendig.

Zur Messung der metabolischen Aktivitat wurden die Zellen pro Bedingung in Triplets mit
dem MTT-Reagenz vermischt. Zur Auswertung wurde der daraus gebildete Mittelwert

gewahlt, Standardfehler wurden berlcksichtigt und alles wurde zur Kontrolle normalisiert.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Proteinquantifizierung nach Bradford

Die Zelllysate wurden mit Hilfe eines Lysepuffers (“Joes“ LB) hergestellt. Je nach GroRRe des
Zellpellets gab man zwischen 30 bis 120 ul des Lysepuffers hinzu und somnifizierte fur ca. 1
min. AnschlieRend wurden die Proben 30 min. auf Eis aufbewahrt und abschlief3end fir 30
min. bei 4°C zentrifugiert. Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford bestimmt. Hierbei
wird der Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie-Brillant-Blue G-250 eingesetzt. Dieser
Farbstoff bildet in saurer Loésung mit kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen
Komplexe. Die ungebundene Form hat ein Absorptionsmaximum von 470 nm, dagegen
verschiebt sich das nach Komplexbildung gebildete Absorptionsmaximum auf 595 nm. Die
Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein Mal} fur die Proteinkonzentration der Lésung.
Zur Proteinkonzentrationsbestimmung von Zelllysaten wurde 1 Teil Rotiquant®-Reagenz mit
4 Teilen Wasser vermischt. In 1ml-Tubes wurden jeweils zu 1 ml dieser Lésung 2 ul des
Lysats gegeben, von diesem jeweils 200 ul in eine 96-well-plate Uberflihrt und die Absorption

wurde bei 595 nm vermessen.
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2.2.3.2 Immunoblot

Um zunachst die Proteine zu denaturieren, kochte man sie in Sodiumdodecylsulfat (SDS)-
haltigem Ladepuffer bei 90 °C flir 5 min. auf dem Heizblock. Dadurch erfolgte eine
Anlagerung von SDS an die Proteine.

Fir diese Arbeit wurden NuPage® 4-12 % Bis-Tris-Fertiggele verwendet, die
Gelelektrophorese wurde in einer Elektrophoresekammer (Invitrogen) durchgefihrt. Die
Proteinproben wurden aufgetragen und danach erfolgte die Auftrennung bei 100 Volt fur 3—4
h. Im Anschluss erfolgte das Blotting nach einer Semi-dry-Methode; Proteine wurden durch
Anlegen einer Spannung aus 4-12 % Gelen auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Um eine
optimale Primarantikdrperbindung sicherzustellen, wurde die Membran 30 min. in 5%iger
Milchlésung geblockt.

Nach dem Blockvorgang wird die Gberschissige Milchlésung entfernt und die Membran in
einer Primarantikérperlésung (pAKT, AKT1/2, TCL1A, pmTOR, mTOR, p4EBP1, 4EBP1,
Caspase3, PARP und R-Actin) Uber Nacht bei 4 °C auf dem Schittler inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurde die Membran mit PBS-T gewaschen und fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler mit der Sekundarantikorperlésung inkubiert. Nach der
Inkubation mit dem Sekundarantikérper und erneutem Waschvorgang wurde die Bindung
des Sekundarantikérpers mit Hilfe eines Chemilumineszenz-Reagenzes (ECL Western

Blotting detection reagents (I+1l)) detektiert.

2.2.3.2.1 Densitometrie der Proteinbanden

Um die basalen Level an TCL1A und pAKT der unbehandelten Lysate zu bestimmen,
wurden die Intensitaten der Proteinbanden von TCL1A, pAKT, AKT1/2 und R-Actin mittels
des Programms Imaged bestimmt. Nachdem die Werte der einzelnen Proteinbanden
gemessen waren, wurden sie zu [-Actin normalisiert, dem Housekeeping Gene.
AbschlieRend wurde dieses Ergebnis noch zu der jeweiligen Positivkontrolle (DoHH2,
DoHH2-TCL1) normalisiert. Die ermittelten Werte dienen dazu, die unterschiedliche
Response der einzelnen CLL-Proben weiter zu charakterisieren.

Bei den experimentellen Untersuchungen der DoHH2-/DoHH2-TCL1-Zellen hinsichtlich
PIBK-AKT-mTOR-Inhibition mittels der spezifischen Inhibitoren wurden auf den Western
Blots ebenso die Proteinintensitdten bestimmt. Dies diente dazu, die Unterschiede auf
Proteinbasis zwischen den mit Inhibitoren behandelten DoHH2- und DoHH2-TCL1-Zellen
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besser unterstreichen zu kénnen. Dazu wurde die Proteinbandenintensitat der von uns
ausgewahlten Zieltargets der Inhibitoren pAKT, AKT1/2, TCL1A und B-Actin bestimmt, zu
den jeweiligen unbehandelten Kontrollen normalisiert und anschlieliend wurden alle Werte

zu R-Actin normalisiert.

2.2.4 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Zur genauen Lokalisation von fluoreszierenden Proteinen bzw. im Rahmen dieser Arbeit zur
Lokalisation der Protein-Interaktion wurde eine konfokale Mikroskopie durchgefiihrt. Es
handelt sich dabei um eine Weiterentwicklung der konventionellen Lichtmikroskopie. Im
Gegensatz zum Lichtmikroskop wird nicht das gesamte Praparat beleuchtet, sondern nur ein
Bruchteil. Durch ein Laserlicht werden verschiedene Fluoreszenz-Farbstoffe angeregt, die
Methode macht so die Detektion von verschiedenen Proteinen in einer Probe moglich. Die
Aufbereitung und Fixierung der cytospins aus der Zellsuspension sowie das Anfarben
wurden durchgefiihrt wie in (75, 76) beschrieben. Die primaren Antikdrper detektieren TCLA1
(Klon 1-21, 1:50 verdunnt und mit einem 1:600 verdunnten, polyklonalen TCL1-Antiserum
(172)) und AKT1/2 (1:200 verdunnt, Santa Cruz Biotechnology). Die Sekundarantikorper
waren Cy3-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Rabbit 1gG (1:300 verdinnt) und mit
Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Mouse 1gG (1:30 verdiinnt); beide

stammten aus den Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA).
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2.2.5 Statistische Auswertung

Berechnung des Mittelwertes bzw. des Median und dessen Standardfehler

Bei der Auswertung der Messwerte wurden Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen
Experimenten (n) und der dazugehdrige Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

Mittelwerte und Standardfehler wurden mit dem Programm GraphPad Prism® errechnet.

Arithmetischer Mittelwert x:

X =

==

. . x1+x2+--.+Xn
i

n
i=1

n = Stichprobenumfang
xi = Einzelmesswert

Median x:

1
( X<E(n+ 1)) ,falls n ungerade )
B n+(n+1)fll d
kz(x(z) x(5 ,falls n gerade |

Standardabweichung:

2 —x)?
P Ta1

x = arithmetischer Mittelwert
xi = Einzelmesswert
n = Stichprobenumfang
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Standardfehler des Mittelwertes

=18

on

SD = Standardabweichung
n = Stichprobenumfang

Berechnung der LD50 und IC50

Die Parameter LD50 und IC50 wurden aus sigmoidalen Dosiswirkungskurven ermittelt, die
durch eine nicht lineare Regressionsanalyse mit dem Programm GraphPad Prism® erstellt

wurden. Die Berechnung beruht auf folgender Funktion:

Ymax — Ymin

Y(X) = Ymin + 1+ 10 (ogIC50—x)+Hillkoeffizient

y = prozentual zur Kontrolle verminderter Anteil
ymin = y-Wert am niedrigsten Plateau, hier: 0
ymax = y-Wert am hdéchsten Plateau, hier: 100
x = Logarithmus der Substratkonzentration

Die LD50 ist definiert als die ,Lethal Dosage“ und stellt die Konzentration dar, bei der 50 %
der Zellen sterben. Die LD50 ist ein Mal} flr das Auftreten einer Apoptose, diese wird aus
dem Annexin-V/7-AAD-Assay hergeleitet. Die IC50 ist die ,Inhibitory Concentration“ und wird
als die Konzentration bezeichnet, bei der eine halbmaximale Inhibition beobachtet wird.
Dementsprechend ist die IC50 ein MaR fir die Viabilitat; den Wert der IC50 kann man aus
dem MTT-Assay entnehmen.

Responder werden definiert als CLL-Patienten, bei denen nach Inkubation mit den
Inhibitoren eine LDS50/IC50 erreicht wird. Dagegen werden Non-Responder definiert als
Falle, bei denen keine LD50/IC50 erreicht wird. Diese Falle wurden zwecks statistischer
Auswertung mit einer LD50/IC50= 101 uM gesetzt, denn 100 yM war die hochste zu
verwendende Konzentration aller Inhibitoren. Die CLL-Proben, die wir als Non-Responder
einteilten, konnten wir klar anhand der Dosiswirkungskurve zeigen, dass ab 100 uM aufwarts
die Zellen nicht weiter abstarben, sondern ein Plateau erreicht wurde.

Daher wird die Ansprechrate auch anhand der LD50 und IC50 definiert.
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Signifikanzpriifungen

Die statistische Signifikanz der Unterschiede zweier unabhangiger Gruppen wurde mittels

des Mann-Whitney-U-Tests durchgefuhrt. Der Wilcoxon “matched pairs“-Test wurde
angewandt, um die statistische Signifikanz zweier abhangiger Gruppen zu belegen.

Die statistischen Analysen wurden unter Verwendung von GraphPad Prism® durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden Fragestellungen bearbeitet: Zum einen
wurde untersucht, ob CLL-Zellen sich sensitiv gegenlber den Inhibitoren verhalten. Dabei
sollten sie so selektiv sein, dass gesunde Kontrollen nicht beeinflusst werden. Zum anderen
wurde der Frage nachgegangen, ob klinisch-pathologische Parameter oder TCL1A die
Wirkung der Inhibitoren gegentuber CLL-Zellen beeinflussen.

In einer Vorphase wurden CLL-Zellen von 16 CLL-Patienten (erstes Patientenkollektiv aus
einer sogenannten Vorphase) an Rapamycin, Rolipram, cAMP untersucht (3.1.1, Seite 54
und 57). Hierbei wurden jeweils 2 bis 3 Konzentrationen, die aus der Literatur bereits
bekannt waren, ausgewahlt. Ziel in Bezug auf diese 16 untersuchten CLL-Patienten aus der
Vorphase war es, erste Wirkungen festzustellen.

AnschlieRend wurde an einem zweiten Patientenkollektiv (Hauptpatientenkollektiv) von 32
CLL-Patienten (Tabelle 3, Seite 48) die Untersuchung aller Inhibitoren durchgefiihrt. Das
heillt die CLL-Zellen aus jeder einzelnen CLL-Probe wurden jeweils mit allen Inhibitoren
behandelt. Um optimal die IC50 und LD50 berechnen lassen zu kénnen, wahlte ich jeweils
funf Konzentrationen pro Inhibitor aus, mit denen die CLL-Zellen behandelt wurden. Die
Resultate beinhalten sowohl Daten, die aus den Experimenten der Vorphase gewonnen
wurden, als auch Daten aus den Experimenten, die aus der Hauptphase
(Hauptpatientenkollektiv) stammten.

In Tabelle 3 sind die Patientencharakteristika der aus dem zweiten Patientenkollektiv

(Hauptpatientenkollektiv) stammenden 32 CLL-Patienten aufgelistet.
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Tabelle 3: Charakteristika der aus dem zweiten Patientenkollektiv stammenden 32 CLL-
Patienten (Hauptpatientenkollektiv) (die Abkiirzung ,,n/a“ steht fiir not available).

o WBC ({iﬁfhll?lss_zx%ﬁgtﬁsch Binet- | IGHV- .?ﬁ;l:nr?éin_ ;?I::;n]if)-ulin Vortherapie
atient | AMer | | EQI] | pos (1) pos(y) | Stadium | B09enetk | siaus | Kinase | (mgit) el )
neg (0) neg (0) (UL)
P1 78 79,40 n/a n/a n/a -13q,-11q | U n/a n/a 0
P2 68 179,00 0 0 C normal n/a 11,90 2,40 1
P3 46 20,20 0 n/a A normal M n/a n/a 0
P4 76 87,00 1 0 B trisomie 12 | n/a 66,90 2,30 0
P5 73 190,95 1 1 C -17p M 750 4,50 1
P6 58 279,00 | 0 0 c (1"7%;“3 | na 9,10 2,09 0
P7 69 554,40 0 0 C n/a n/a 12,00 2,60 0
P8 64 280 0 0 A -6q, - 13q u 10,10 n/a 0
P9 80 78,54 1 0 B -17p n/a 90,50 4,60 1
P10 55 96,36 1 0 Cc normal u 51,70 3,50 1
P11 64 163,55 n/a n/a A n/a n/a 54,80 3,50 1
P12 77 92,33 0 0 A normal U 3,00 9,80 0
P13 70 151,60 0 0 B normal U 20 n/a 0
P14 59 n/a 1 1 n/a n/a M n/a n/a 0
P15 72 149,80 0 0 A normal U n/a n/a 0
P16 53 113,82 1 1 A -13q U 15,00 2,80 0
P17 62 32,75 1 1 A -5q n/a n/a n/a 1
P18 69 28,00 0 n/a A -13q U 4,60 n/a 0
P19 89 70,47 0 0 B normal n/a n/a n/a 0
P20 69 98,68 0 0 B -13q M 9,60 n/a 0
P21 56 4930 |0 0 B (1"76;’)‘6 | wa 5,20 2,80 0
P22 76 223,00 1 0 B trisomie 12 32,20 4,20 1
P23 55 131 1 1 n/a -13q n/a 3,40 1
P24 79 2500 |0 0 n/a -13q, n/a 10 5,24 0
’ trisomie 12 ’
P25 66 44,00 1 1 A -11q,-13q | n/a 9,20 3,02 0
P26 62 218,00 0 0 C -17p M n/a 4,20 0
P27 76 60,50 0 0 A -13q n/a 2,50 1,81 0
P28 58 251 1 1 B -13q n/a 24,00 5,00 0
P29 52 48,00 0 0 C keine 17p n/a n/a n/a 0
P30 49 91,49 1 0 B -13q n/a 7,60 3,10 0
P31 47 55,10 0 0 A n/a n/a 39,00 3,70 1
P32 57 152,50 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 1
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3.1 Untersuchungen der Wirksamkeit der Inhibitoren in vitro

3.1.1 Einfluss der untersuchten Substanzen auf das Uberleben von CLL-Zellen
(Hauptpatientenkollektiv)

Um die Wirkung der Inhibitoren auf das Uberleben der CLL-Zellen zu untersuchen, wurden
die Inhibitoren Uber 48 h mit den CLL-Zellen inkubiert. Der Anteil an toten/spatapoptotischen
Zellen wurde im Durchflusszytometer erfasst. Zunachst werden die Wirkungen der
Inhibitoren an 32 untersuchten CLL-Patienten zur Ubersicht in einer Heatmap dargestellt
(siehe Abbildung 10).

X 0 0 Q& O DN A gk D oA D DD DA
EAR AR IR R IR LR R L IP O AP A S S AR AR AR LR R L R LR LR LR R LR LR LR R

B [ | LD50 LY294002

LD50PI-103
LD50 BEZ235
LD50 Rapamycin
LD50 A443654
LD50 Rolipram

.
oM 50 uM 100 pM

Abbildung 10: Heatmap auf Basis der ermittelten LD50-Werte aus dem Annexin-V/7-AAD-
Assay. Die Induktion der Apoptose durch die Inhibitoren variiert innerhalb der untersuchten CLL-
Proben. Die unterschiedlichen Farben verdeutlichen die unterschiedliche Ansprechrate der Inhibitoren.
In Gene Pattern wurden jeweils alle LD50-Werte (jene lagen zwischen 0,01 und 101 yM) als Tabelle
eingegeben und auf Basis dieser Werte wurde die Heatmap erstellt. Grin steht fUr gute Ansprecher
(Responder), orange-gelb steht fir mittelmaflig gute Ansprecher und rot fir schlechte Ansprecher
bzw. Non-Responder. Non-Respondern wurde zwecks statistischer Auswertung eine LD50 von 101
UM erteilt. Charakterisierung zwischen Responder/Non-Responder bitte aus dem Methodenteil
entnehmen (siehe 2.2.5, Seite 44).

Die LD50 wurde mittels GraphPad Prism® ermittelt und die Werte wurden als Heatmap
dargestellt. Die LD50-Werte variieren unter den 32 CLL-Proben; unter den Proben befinden
sich gute Ansprecher (Responder), mittelmafRig gute Ansprecher oder schlechte Ansprecher
(Non-Responder). Die Gruppen werden durch die verschiedenen Farben gekennzeichnet. Im
Allgemeinen zeigte sich eine variable Zunahme der spatapoptotischen Zellen in den CLL-

Proben; dies zeigen die Anhaufungen der Farben griin-gelb-orange, die wiederum die LD50-

Werte reprasentieren.
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LY294002 (PI3K-Inhibitor) induziert Apoptose spezifisch in CLL-Zellen.

Um die Wirkung von LY294002 auf das Uberleben von CLL-Zellen zu untersuchen, wurden
diese Uber 48 h mit LY294002 in Konzentrationen von 0,1, 1, 10, 50 und 100 uM inkubiert.
Der Anteil an toten/spatapoptotischen Zellen wurde im Durchflusszytometer erfasst. Die
Abbildung 11 gibt die Resultate von 32 untersuchten CLL-Patienten wieder. Zur Bestimmung
der Selektivitat von LY294002 und um zu zeigen, dass es eine geringe Toxizitat gegenlber
B-Zellen und PBMC aus gesunden Spendern aufweist, wurden diese ebenfalls zu der
Untersuchung hinzugezogen. Dazu wurde LY294002 analog mit PBMC inkubiert und die

gesunden B-Zellen wurden im Durchflusszytometer gegatet.
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-%- B-Zellen aus gesunden Spendern (n=5), LD50 = nicht erreicht

- PBMC aus gesunden Spendern (n=5), LD50 = nicht erreicht

"© CLL (n=32), LD50 = 36,30 uM
Abbildung 11: Wirksamkeit von LY294002, Apoptose in der CLL zu induzieren. Die toten Zellen
sind gegen die logarithmische Konzentration von LY294002 aufgetragen und die entsprechenden
LD50-Werte ermittelt.
Es zeigte sich eine dosisabhangige Zunahme der spatapoptotischen CLL-Zellen in einem
sigmoidalen Kurvenverlauf in den untersuchten Proben. Es stellte sich heraus, dass unter
den Proben keine Non-Responder waren. Dagegen blieb die Apoptoseinduktion durch
LY294002 auf die gesunden B-Zellen und PBMC aus. Die Erfassung der gesunden B-Zellen
wurde im Durchflusszytometer mittels CD19-Antikdrper-Farbung vollzogen (also gegatete B-
Zellen). Dennoch verlaufen die Kurven anndhernd parallel zu der CLL-Kurve. Die LD50 lag
bei 36,30 uM bei den CLL-Proben, wurde hingegen bei den gesunden B-Zellen und PBMC

nicht erreicht.
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Der duale PI3K-mTOR-Inhibitor PI-103 induziert spezifisch Apoptose in einer Fraktion
von CLL-Proben.

Analog wurde die Wirkung von PI-103 auf das Uberleben von CLL-Zellen untersucht. CLL-
Zellen wurden Uber 48 h mit PI-103 in Konzentrationen von 0,01 bis 100 uM inkubiert. Der
Anteil an toten/spatapoptotischen Zellen wurde im Durchflusszytometer erfasst. Abbildung 12
stellt die Ergebnisse der 32 untersuchten Proben dar. Um die Selektivitdt von PI-103 auf
CLL-Zellen zu veranschaulichen, wurden ebenfalls B-Zellen (gegatet) und PBMC aus

gesunden Spendern analog Uber 48 h mit PI-103 inkubiert.
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-©- CLL; Responder (n=13), LD50 = 3,17 uM
4" CLL; Non-Responder (n=19), LD50 = nicht erreicht
- %- B-Zellen aus gesunden Spendern (n=5), LD50 = nicht erreicht

-~ PBMC aus gesunden Spendern (n=5), LD50 = nicht erreicht

Abbildung 12: Wirksamkeit von P1-103, Apoptose in der CLL zu induzieren. Die toten Zellen sind
gegen die logarithmische Konzentration von PI-103 aufgetragen und die entsprechenden LD50-Werte
ermittelt.

Es zeigte sich eine dosisabhangige Zunahme der spatapoptotischen CLL-Zellen in einem
sigmoidalen  Kurvenverlauf in den untersuchten Proben. Dagegen blieb die
Apoptoseinduktion durch PI-103 auf die gesunden B-Zellen und PBMC aus. Die LD50 lag bei
3,17 uM bei den CLL-Proben (Responder), wurde hingegen bei den gesunden B-Zellen
(gegatet) und PBMC nicht erreicht. Bei 19 CLL-Proben blieb die Wirkung von PI-103 aus.
Diese Gruppe wurde im Laufe der Arbeit weiter charakterisiert (siehe 3.2, Seite 71), um eine

Ursache fur das Ausbleiben der Wirkung zu finden.
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Der duale PI3K-Inhibitor BEZ235 induziert spezifisch Apoptose in einer Fraktion von
CLL-Proben.

Aquivalent wurde die Wirkung von BEZ235 auf das Uberleben von CLL-Zellen untersucht.
CLL-Zellen wurden tber 48 h mit BEZ235 in Konzentrationen von 0,01 bis 100 uM inkubiert.
Der Anteil an toten/spatapoptotischen Zellen wurde im Durchflusszytometer erfasst.
Abbildung 13 prasentiert die Ergebnisse der 32 untersuchten Proben. Um die Selektivitat von
BEZ235 auf CLL-Zellen zu veranschaulichen, wurden ebenfalls B-Zellen und PBMC aus

gesunden Spendern gleichartig tber 48 h mit BEZ235 inkubiert.
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Abbildung 13: Wirksamkeit von BEZ235, Apoptose in der CLL zu induzieren. Die toten Zellen
sind gegen die logarithmische Konzentration von BEZ235 aufgetragen und die entsprechenden LD50-
Werte ermittelt.

Es zeigte sich eine dosisabhangige Zunahme der spatapoptotischen CLL-Zellen in einem
sigmoidalen  Kurvenverlauf in den untersuchten Proben. Dagegen blieb die
Apoptoseinduktion durch BEZ235 auf die gesunden B-Zellen und PBMC aus. Die LD50 lag
bei 5,01 uM bei den CLL-Proben (Responder) und wurde nicht erreicht bei den gesunden B-
Zellen (gegatet) und PBMC. Dennoch verlaufen die Kurven parallel zu der CLL-Responder-

Kurve und zeigen einen annaherndsigmoidalen Kurvenverlauf. Bei 12 CLL-Proben blieb die
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Wirkung von BEZ235 aus. Auf diese Gruppe wurde im weiteren Verlauf der Arbeit naher

eingegangen (siehe 3.2, Seite 71).

Rapamycin induziert Apoptose spezifisch in CLL-Zellen.

Um zunéchst die Wirkung von Rapamycin auf das Uberleben von CLL-Zellen zu
untersuchen, wurden diese uber 48 h mit Rapamycin in Konzentrationen von zunachst 200
und 500 nM inkubiert (erstes Patientenkollektiv aus der Vorphase; n=16). Diese Dosierungen
basieren auf verschiedene Publikationen (61). Der Anteil an toten/spatapoptotischen Zellen
wurde im Durchflusszytometer erfasst. Abbildung 14 prasentiert die Ergebnisse der 16

untersuchten Proben.
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Abbildung 14: Wirksamkeit von Rapamycin, Apoptose in der CLL zu induzieren. Die toten Zellen
sind gegen die Konzentration von Rapamycin aufgetragen. Unbehandelte CLL-Zellen wurden
statistisch mit den mit Rapamycin behandelten CLL-Zellen verglichen; angegeben sind die SEM
(standard error of the mean).

Es zeigte sich eine Zunahme der spatapoptotischen CLL-Zellen in den untersuchten Proben.
Die P-Werte wurden mittels GraphPad Prism® ermittelt. Sie lagen bei 200 nM bei p=0,09
und bei 500 nM bei p<0,05.

Um eine genauere Wirkung von Rapamycin auf das Sterben von CLL-Zellen zu untersuchen,
fuhrten wir weiter LD50-Dosisfindungen an einem Hauptpatientenkollektiv (Tabelle 3) durch.

Zu diesem Zweck wurden CLL-Zellen tber 48 h mit Rapamycin in Konzentrationen von 0,01
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bis 100 pM inkubiert. Der Anteil an toten/spatapoptotischen Zellen wurde im
Durchflusszytometer erfasst. Abbildung 15 illustriert die Ergebnisse der 32 untersuchten
Proben. Um die Selektivitdt von Rapamycin auf CLL-Zellen zu veranschaulichen, wurden
ebenfalls B-Zellen (gegatet) und PBMC aus gesunden Spendern gleichartig Gber 48 h mit

Rapamycin inkubiert.
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-~ PBMC aus gesunden Spendern (n=5), LD50 = 57,54 uM

Abbildung 15: Wirksamkeit von Rapamycin, Apoptose in der CLL zu induzieren. Die toten Zellen
sind gegen die logarithmische Konzentration von Rapamycin aufgetragen und die entsprechenden
LD50-Werte ermittelt.

Es zeigte sich eine dosisabhangige Zunahme der spatapoptotischen Zellen sowohl in den
untersuchten CLL-Proben als auch in den gesunden B-Zellen und PBMC in einem steilen
Kurvenverlauf. Die LD50 lag bei 17,78 uM bei den CLL-Proben, 74,13 uM bei den gesunden
B-Zellen (gegatete B-Zellen) und 57,54 uM bei den gesunden PBMC. Diese Kurven verliefen
ebenfalls zunehmend steil — parallel zueinander und zu der CLL-Kurve. Die Ergebnisse des
Hauptpatientenkollektivs zeigten keinerlei CLL-Proben, die kein Ansprechen auf Rapamycin

aufwiesen.
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A443654 induziert Apoptose spezifisch in CLL-Zellen.

Analog wurde die Wirkung von A443654 auf das Uberleben von CLL-Zellen untersucht. CLL-
Zellen wurden Uber 48 h mit A443654 in Konzentrationen von 0,01 bis 100 uM inkubiert. Der
Anteil an toten/spatapoptotischen Zellen wurde im Durchflusszytometer erfasst. Abbildung 16
veranschaulicht die Ergebnisse der 32 untersuchten Proben. Um die Selektivitdt von
A443654 auf CLL-Zellen zu veranschaulichen, wurden ebenfalls B-Zellen und PBMC aus
gesunden Spendern aquivalent Uber 48 h mit A443654 inkubiert.

Anzahl der toten Zellen [Ann V-
Assay, normalisiert zur Kir. ]

-©- CLL (n=32), LD50 =0,58 uM
& PBMC aus gesunden Spendern (n=5), LD50 = nicht erreicht

"* - BZellen aus gesunden Spendern (n=5), LD50 = nicht erreicht

Abbildung 16: Wirksamkeit von A443654, Apoptose in der CLL zu induzieren. Die toten Zellen
sind gegen die logarithmische Konzentration von A443654 aufgetragen und die entsprechenden
LD50-Werte ermittelt.

Es zeigte sich eine dosisabhangige Zunahme der spatapoptotischen CLL-Zellen in einem
sigmoidalen Kurvenverlauf in den untersuchten Proben. Die LD50 lag bei 0,58 uM bei den
CLL-Proben. Apoptose wurde ebenso durch A443654 in den gesunden B-Zellen und PBMC
induziert, jedoch konnte keine LD50 erreicht werden. Die Kurven zeigten ebenso einen
sigmoidalen Kurvenverlauf und verliefen parallel zueinander und zu der CLL-Responder-
Kurve. Interessanterweise gab es keine CLL-Proben, die kein Ansprechen auf A443654

gezeigt haben (Non-Responder-Gruppe).
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Rolipram induziert Apoptose spezifisch in einem Teil von CLL-Proben.

Um die Wirkung von Rolipram/cAMP [N6, 2°-O-Dibutyryladenosin-3°, 5°-zyklisches
monophosphat] auf das Uberleben von CLL-Zellen zu untersuchen, wurden zundchst
ebenfalls in einer Vorphase (n=16) CLL-Zellen Uber 48 h mit Rolipram/cAMP inkubiert.
Zunachst wurden Konzentrationen verwendet, die aus der Literatur (125, 192) bzw. aus
Vorarbeiten entnommen wurden. Diese Untersuchung diente dazu, einen groben Uberblick
uber die Wirkung der Substanzen in der CLL =zu erlangen. Der Anteil an
toten/spatapoptotischen Zellen wurde im Durchflusszytometer erfasst. Abbildung 17

veranschaulicht die Ergebnisse der 16 untersuchten Proben.
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Abbildung 17: Wirksamkeit von Rolipram/cAMP, Apoptose in der CLL zu induzieren. Die toten
Zellen sind gegen die Konzentration von Rolipram/cAMP aufgetragen. Unbehandelte CLL-Zellen
wurden statistisch mit den mit Rolipram/cAMP behandelten CLL-Zellen verglichen; angegeben sind
die SEM (standard error of the mean).
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Es zeigte sich eine Zunahme der spatapoptotischen CLL-Zellen in den untersuchten Proben.
Um eine genauere Wirkung und die LD50-Dosisfindungen vornehmen zu kénnen, wurden
CLL-Zellen Uber 48 h mit Rolipram in Konzentrationen von 0,1, 1, 10, 50 und 100 yM
inkubiert. Der Anteil an toten/spatapoptotischen Zellen wurde im Durchflusszytometer
erfasst. Abbildung 18 prasentiert die Ergebnisse der 32 untersuchten Proben
(Hauptpatientenkollektiv, Tabelle 3, Seite 48). Um die Selektivitdt von Rolipram auf CLL-
Zellen zu veranschaulichen, wurden ebenfalls B-Zellen (gegatet) und PBMC aus gesunden

Spendern gleichartig Gber 48 h mit Rolipram inkubiert.

Anzahl der toten Zellen [Ann V-
Assay, normalisiert zur Kitr. ]

Rolipram log Konz. [uM]

-©- CLL; Responder (n=19), LD50 = 10,00 uM
- CLL; Non-Responder (n=12), LD50 = nicht erreicht
- PBMC aus gesunden Spendern (n=5), LD50 = nicht erreicht

Abbildung 18: Wirksamkeit von Rolipram, Apoptose in der CLL zu induzieren. Die toten Zellen
sind gegen die logarithmische Konzentration von Rolipram aufgetragen und die entsprechenden
LD50-Werte ermittelt.

Es zeigte sich eine dosisabhangige Zunahme der spatapoptotischen CLL-Zellen in den
untersuchten Proben. Die Dosiswirkungskurven lassen sich als asymptotische Form
charakterisieren. Dagegen blieb die Apoptoseinduktion durch Rolipram auf die gesunden B-
Zellen und PBMC aus. Die LD50 lag bei 10 uM bei den CLL-Proben (Responder), wurde
hingegen nicht bei den gesunden B-Zellen und PBMC erreicht. Bei 12 CLL-Proben zeigte
Rolipram eine mangelnde Effizienz. Auf diese Gruppe wurde im weiteren Verlauf der Arbeit

intensiver eingegangen (siehe 3.2, Seite 71).
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3.1.2 Der Einfluss der Substanzen auf die Viabilitat von CLL-Zellen

Um die Wirkung der Inhibitoren auf die Viabilitdt in der CLL zu untersuchen, wurden CLL-
Zellen uber 48 h mit den Inhibitoren inkubiert. Die relative Anzahl an metabolisch aktiven
Zellen wurde mittels MTT-Assay erfasst. Zunachst werden die Wirkungen der Inhibitoren an
32 untersuchten CLL-Patienten zur Ubersicht in einer Heatmap dargestellt (siehe Abbildung
19).
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Abbildung 19: Heatmap auf Basis der ermittelten IC50-Werte aus dem MTT-Assay. Die
Reduktion der Viabilitdt durch die Inhibitoren variiert innerhalb der untersuchen CLL-Proben. Die
unterschiedlichen Farben verdeutlichen die unterschiedliche Ansprechrate der Inhibitoren. In Gene
Pattern wurden jeweils alle IC50-Werte (jene lagen zwischen 0,01 und 101 pM) als Tabelle
eingegeben und auf Basis dieser Werte wurde die Heatmap erstellt. Griin steht fir gute Ansprecher
(Responder), orange-gelb steht fir mittelmaRig gute Ansprecher und rot fir schlechte Ansprecher
bzw. Non-Responder. Non-Respondern wurde zwecks statistischer Auswertung eine IC50 von 101 uM
erteilt. Charakterisierung der Responder/Non-Responder bitte aus dem Methodenteil entnehmen
(siehe 2.2.5, Seite 44).

Die IC50-Werte wurden mittels GraphPad Prism® ermittelt und als Heatmap dargestellt. Die
IC50-Werte variieren unter den 32 CLL-Proben (Hauptpatientenkollektiv, siehe Tabelle 3,
Seite 48)<, unter diesen befinden sich gute Ansprecher (Responder), mittelmalig gute
Ansprecher und auch schlechte Ansprecher (Non-Responder) (Definitionen der Gruppen
sieche 2.2.5, Seite 45). Die Gruppen werden durch die verschiedenen Farben
gekennzeichnet. Es zeigte sich eine variable Abnahme der Viabilitat in den CLL-Proben; dies
zeigen die Anhaufungen der Farben grin-gelb-orange, die wiederum die IC50-Werte

reprasentieren.
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LY294002 reduziert die Zellviabilitat spezifisch in CLL-Zellen.

Um die Wirkung von LY294002 auf die Viabilitat von CLL-Zellen zu untersuchen, wurden
diese Uber 48 h mit LY294002 in Konzentrationen von 0,1, 1, 10, 50 und 100 yM inkubiert.
Die relative Anzahl an metabolisch aktiven Zellen wurde mittels MTT-Assay erfasst. Die
Abbildung 20 veranschaulicht die Resultate der 32 untersuchten CLL-Patienten. Zur
Bestimmung der Selektivitdt von LY294002 wurden analog auch PBMC aus gesunden
Spendern mit LY294002 inkubiert.
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Abbildung 20: Wirksamkeit von LY294002, die Viabilitidt in CLL-Zellen zu reduzieren. Die relative
Anzahl an metabolisch aktiven Zellen ist gegen die logarithmische Konzentration von LY294002
aufgetragen und die entsprechenden IC50-Werte sind ermittelt.

Es zeigte sich eine dosisabhangige Abnahme der Viabilitdt der CLL-Zellen in einem
sigmoidal-abnehmenden Kurvenverlauf in den untersuchten Proben. Die IC50 lag bei 5,37
MM bei den CLL-Proben; es gab keine Non-Responder-Gruppe. In einem steil abnehmenden
Kurvenverlauf wird ebenso die Viabilitdt durch LY294002 in den gesunden PBMC von
gesunden Spendern reduziert; die IC50 lag bei 87,10 uyM.
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PI1-103 reduziert die Zellviabilitat spezifisch in einer Fraktion von CLL-Proben.

Aquivalent wurde die Wirkung von PI-103 auf die Viabilitdt von CLL-Zellen untersucht. CLL-
Zellen wurden Uber 48 h mit PI-103 in Konzentrationen von 0,01 bis 100 pyM inkubiert. Die
relative Anzahl an metabolisch aktiven Zellen wurde mittels MTT-Assay erfasst. Abbildung
21 prasentiert die Ergebnisse der 32 untersuchten Proben. Um die Selektivitat von PI1-103
auf CLL-Zellen zu veranschaulichen, wurden ebenfalls PBMC aus gesunden Spendern
analog uber 48 h mit PI-103 inkubiert.
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Abbildung 21: Wirksamkeit von PI-103, die Viabilitat in CLL-Zellen zu reduzieren. Die relative
Anzahl an metabolisch aktiven Zellen ist gegen die logarithmische Konzentration von PI-103
aufgetragen und die entsprechenden IC50-Werte sind ermittelt.
Es zeigte sich eine dosisabhangige Abnahme der Viabilitdt der CLL-Zellen in den
untersuchten Proben. Die Dosiswirkungskurve lasst sich als sigmoidal-abnehmend
beschreiben. Die IC50 lag bei 1,31 uM bei den CLL-Proben (Responder). Dagegen blieb die
Viabilitdtsabnahme durch PI-103 in den gesunden PBMC von gesunden Spendern aus, so
dass die IC50 auch nicht erreicht wurde. Bei 7 CLL-Proben blieb die erhoffte Wirkung aus.
Es konnte keine IC50 erreicht werden, jedoch lasst sich die Kurve ebenso als sigmoidal-
abnehmend beschreiben und verlauft parallel zu der CLL-Responder-Kurve. Diese Gruppe
wurde im Laufe der Arbeit weiter charakterisiert (siehe 3.2, Seite 71), um eine eventuelle

Ursache fir das Ausbleiben der Wirkung zu erforschen.

60



Ergebnisse

BEZ235 senkt die Zellviabilitat spezifisch in einer Fraktion von CLL-Proben.

GleichermalRen wurde die Wirkung von BEZ235 auf die Viabilitat von CLL-Zellen untersucht.
CLL-Zellen wurden Uber 48 h mit BEZ235 in Konzentrationen von 0,01 bis 100 uM inkubiert.
Die relative Anzahl an metabolisch aktiven Zellen wurde mittels MTT-Assay erfasst.
Abbildung 22 prasentiert die Ergebnisse der 32 untersuchten Proben. Um die Selektivitat von
BEZ235 auf CLL-Zellen zu veranschaulichen, wurden ebenfalls PBMC aus gesunden
Spendern analog Uber 48 h mit BEZ235 inkubiert.
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Abbildung 22: Wirksamkeit von BEZ235, die Viabilitdt in CLL-Zellen zu reduzieren. Die relative
Anzahl an metabolisch aktiven Zellen ist gegen die logarithmische Konzentration von BEZ235
aufgetragen und die entsprechenden IC50-Werte sind ermittelt.
Es zeigte sich eine dosisabhangige Abnahme der Viabilitdt der CLL-Zellen in den
untersuchten Proben. Der Kurvenverlauf ist nahezu sigmoidal-abnehmend. Die IC50 lag bei
7,4 UM bei den CLL-Proben (Responder). Dagegen blieb die Viabilititsabnahme durch
BEZ235 in den gesunden PBMC von gesunden Spendern aus, so dass die IC50 nicht
erreicht wurde. Bei 7 CLL-Proben zeigte BEZ235 eine mangelnde Effizienz, so dass keine
IC50 erreicht werden konnte. Der Kurvenverlauf Iasst sich ebenso als sigmoidal-abnehmend
beschreiben und die Kurve verlauft ebenso parallel zu der CLL-Responder-Kurve. Auf diese

Gruppe wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit weiter eingegangen (siehe 3.2, Seite 71).
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Rapamycin senkt die Zellviabilitat spezifisch in CLL-Zellen.

Aquivalent wurde die Wirkung von Rapamycin auf die Viabilitdt von CLL-Zellen untersucht.
CLL-Zellen wurden uber 48 h mit Rapamycin in Konzentrationen von 0,01 bis 100 yM
inkubiert. Die relative Anzahl an metabolisch aktiven Zellen wurde mittels MTT-Assay
erfasst. Abbildung 23 veranschaulicht die Ergebnisse der 32 untersuchten Proben. Um die
Selektivitdt von Rapamycin auf CLL-Zellen zu veranschaulichen, wurden ebenfalls PBMC

aus gesunden Spendern analog Uber 48 h mit Rapamycin inkubiert.
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k- CLL; Non-Responder (n=9), IC50 = nicht erreicht

-~ PBMC aus gesunden Spendern (n=5), IC50 = nicht erreicht

-©- CLL; Responder (n=23), IC50 = 16,59 uyM
Abbildung 23: Wirksamkeit von Rapamycin, die Viabilitat in CLL-Zellen zu reduzieren. Die
relative Anzahl an metabolisch aktiven Zellen ist gegen die logarithmische Konzentration von
Rapamycin aufgetragen und die entsprechenden IC50-Werte sind ermittelt.
Es zeigte sich eine dosisabhangige Abnahme der Viabilitdt der CLL-Zellen in den
untersuchten Proben. Die IC50 lag bei 16,59 yM bei den CLL-Proben (Responder); die
Kurve verlauft flach-abnehmend. Die Viabilitdt durch Rapamycin in den gesunden PBMC von
gesunden Spendern nahm in einer steil abnehmenden Kurve ebenso ab, so dass eine
abgeschatztelC50 von 91 uM erreicht wurde. Bei 9 CLL-Proben blieb die Wirkung von
Rapamycin aus. Dieser Kurvenverlauf zeigt keinerlei Ahnlichkeit mit der CLL-Responder-
Kurve (wie bei den Dosiswirkungskurven von den mit PI-103 und BEZ235 behandelten

Zellen). Diese Gruppe wurde im Laufe der Arbeit weiter charakterisiert (siehe 3.2, Seite 71).
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A443654 senkt die Zellviabilitat spezifisch in einer Fraktion von CLL-Proben.

Um nun die Wirkung von A443654 auf die Viabilitat von CLL-Zellen zu untersuchen, wurden
CLL-Zellen Uber 48 h mit A443654 in Konzentrationen von 0,01 bis 100 uM inkubiert. Die
relative Anzahl an metabolisch aktiven Zellen wurde mittels MTT-Assay erfasst. Abbildung
24 stellt die Ergebnisse der 32 untersuchten Proben dar. Um die Selektivitat von A443654
auf CLL-Zellen zu veranschaulichen, wurden ebenfalls PBMC aus gesunden Spendern
analog Uber 48 h mit A443654 inkubiert.
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k- CLL; Non-Responder (n=6), IC50 = nicht erreicht

-l PBMC aus gesunden Spendern (n=5), IC50 = 4,78 yM

-©- CLL; Responder (n=26), IC50 = 0,67 pM
Abbildung 24: Wirksamkeit von A443654, die Viabilitat in CLL-Zellen zu reduzieren. Die relative
Anzahl an metabolisch aktiven Zellen ist gegen die logarithmische Konzentration von A443654
aufgetragen und die entsprechenden IC50-Werte sind ermittelt.
Es zeigte sich eine dosisabhangige Abnahme der Viabilitat sowohl in den untersuchten CLL-
Proben als auch in den gesunden PBMC. Die IC50 lag bei 0,67 uyM bei den CLL-Proben
(Responder); die Kurve lasst sich als sigmoidal-abnehmend beschreiben. Die IC50 lag bei
4,78 pM bei den gesunden PBMC von gesunden Spendern; diese Kurve verlduft ebenso
sigmoidal-abnehmend. Bei 6 CLL-Proben zeigte A446554 eine mangelnde Effizienz, so dass
keine IC50 erreicht werden konnte. Die Kurve Iasst sich als annahernd parallel verlaufend zu
der PBMC-Kurve charakterisieren. Diese Gruppe wurde im Laufe der Arbeit weiter
charakterisiert (siehe 3.2, Seite 70).
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Rolipram senkt die Zellviabilitiat spezifisch in einer Fraktion von CLL-Proben.

In ahnlicher Weise wurde die Wirkung von Rolipram auf die Viabilitat von CLL-Zellen
untersucht. CLL-Zellen wurden Uber 48 h mit Rolipram in Konzentrationen von 0,1, 1, 10, 50
und 100 yM inkubiert. Die relative Anzahl an metabolisch aktiven Zellen wurde mittels MTT-
Assay erfasst. Abbildung 25 veranschaulicht die Ergebnisse der 32 untersuchten Proben.
Um die Selektivitdt von Rolipram auf CLL-Zellen zu veranschaulichen, wurden ebenfalls

PBMC aus gesunden Spendern analog Uber 48 h mit Rolipram inkubiert.
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k- CLL; Non-Responder (n=13), IC50 = nicht erreicht

- PBMC aus gesunden Spendern (n=5), IC50 = 69,18 uM

-©-- CLL; Responder (n=15), IC50 = 21,87 uM
Abbildung 25: Wirksamkeit von Rolipram, die Viabilitdt in CLL-Zellen zu reduzieren. Die relative
Anzahl an metabolisch aktiven Zellen ist gegen die logarithmische Konzentration von Rolipram
aufgetragen und die entsprechenden IC50-Werte sind ermittelt.
Es zeigte sich eine dosisabhangige Abnahme der Viabilitat sowohl in den untersuchten CLL-
Proben als auch in den gesunden PBMC. Die Kurve der CLL-Responder-Gruppe nimmt flach
ab, dagegen fallt die PBMC-Kurve steil ab. Die IC50 lag bei 21,87 uM bei den CLL-Proben
(Responder) und 69,18 uM bei den gesunden PBMC von gesunden Spendern. Bei 13 CLL-
Proben blieb die Wirkung aus, so dass keine IC50 erreicht werden konnte. Der Kurvenverlauf
zeigte keine Ahnlichkeit mit der CLL-Responder-Kurve. Auf diese Gruppe wurde im weiteren

Verlauf der Arbeit eingegangen (siehe 3.2, Seite 70).
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3.1.3 Die Charakterisierung der induzierten Apoptose

Die Spaltung von PARP gibt einen Hinweis auf die induzierte Apoptose durch
LY294002.

CLL-Zellen wurden mit LY294002 fir 48 h inkubiert; nach der Inkubation wurde
Apoptose/Zelltod durch Annexin-V/7-AAD-Farbung nachgewiesen und zusatzlich wurden
Zelllysate gesammelt, um die induzierte Apoptose weiter durch einen Immunoblot zu

spezifizieren. Diese Zelllysate wurden via Western Blot (n=1) analysiert.

- W R ~PARP 116kDa il = M SR PARP 116 kDa

—cPARP 86 kDa - - == —cPARP 86 kDa

- s -
-_— eas ea> -— W "= GAPDH B-Actin
S & & & 3
& S IS ®Q 'SQQ
LY294002 CLL2 LY294002 CLL15

Abbildung 26: Apoptose wird durch Spaltung von PARP nachgewiesen. Die Inmunoblots zeigen
die Proteinlevel von PARP, cPARP (,c* steht firr cleaved, Spaltprodukt) und die jeweiligen Standards.
Die Immunoblots zeigen in den behandelten Proben einen Anstieg der gespaltenen bzw.
aktiven Form von PARP. Die Effektorcaspasen werden durch die Initiatorcaspasen aktiviert;
diese kaskadenartige Aktivierung flhrt unter anderem auch zur Spaltung von PARP (116
kDa) (ein Substrat der Caspasen) zu der gespaltenen (gecleavten) Form von PARP (86
kDa). Daraufhin wird das apoptotische Programm durch dieses Spaltprodukt ausgefihrt. Als
Ladekontrolle dienten R3-Actin und GAPDH.

Die induzierte Apoptose durch PI-103 wurde durch Spaltung von PARP nachgewiesen.
CLL-Zellen wurden mit PI-103 fir 48 h inkubiert; nach der Inkubation hat man

Apoptose/Zelltod durch Annexin-V/7-AAD-Farbung nachgewiesen. Die Zelllysate wurden via

Western Blot (n=1) analysiert.
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Abbildung 27: Apoptose wurde durch Spaltung von PARP nachgewiesen. Die Immunoblots
zeigen die Proteinlevel von PARP, cPARP (,c* steht fiir cleaved, Spaltprodukt) und die jeweiligen
Standards.

Die Immunoblots zeigen in den behandelten Proben einen Anstieg der gespaltenen bzw.
aktiven Form von PARP. Als Ladekontrolle diente 3-Actin.

Die Spaltung von Caspase 3 gibt einen Hinweis auf die induzierte Apoptose durch
BEZ235

CLL-Zellen wurden mit BEZ235 fur 48 h inkubiert; nach der Inkubation hat man
Apoptose/Zelltod durch Annexin-V/7-AAD-Farbung nachgewiesen. Die Zelllysate wurden via

Western Blot (n=1) analysiert.

#» @ ssse — Caspase 3 35kDa
“ - -y - s — Procaspase 3 32 kDa

v ,..... — cCaspase 3 17 kDa
- “ cCaspase 3 19kDa

.-.- pacan

BEZ235 CLL2

Abbildung 28: Apoptose wurde durch Spaltung von Caspase 3 nachgewiesen. Die Immunoblots
zeigen die Proteinlevel von Caspase 3, cCaspase (,c“ steht flr cleaved, Spaltprodukt) und die
jeweiligen Standards.

Die Immunoblots zeigen in den behandelten Proben einen Anstieg der gespaltenen bzw.
aktiven Form von Caspase 3. Caspase 3 gehort zu den Effektorcaspasen; eine Aktivierung

bedeutet, dass die kaskadenartige Aktivierung des apoptotischen Programms ausgel6st
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wurde. Dabei bewirkten 10 uM BEZ235 — im Gegensatz zu 0,01, 0,1 oder 1 yM — eine

verstarkte Spaltung der Caspase 3. Als Ladekontrolle diente R-Actin.

Die Apoptose wurde bei Rapamycin durch erhohte Aktivitit von Caspase 3/7
nachgewiesen.

Im Folgenden wurden CLL-Zellen von CLL-Patienten (aus der Vorphase) mit jeweils 200 und
500 nM (aus der Literatur (61) und Vorarbeiten entnommen) Rapamycin flir 48 h inkubiert
und die Caspase-3/7-Aktivitat wurde kolorimetrisch gemessen. Dies diente dazu, einen
groben Uberblick Gber den Mechanismus der induzierten Apoptose durch Rapamycin zu

erlangen.

]
p=0,003
p=0,001

1.0

0.54

0.0

Caspaseaktivitat [normalisiert zur Ktr.]

Rapamycin

Abbildung 29: Apoptose wurde durch erhdohte Aktivitit von Caspase 3/7 nachgewiesen. Die
Caspase-Aktivitat ist gegen die Konzentrationen der mit Rapamycin behandelten CLL-Zellen und der
unbehandelten Zellen aufgetragen. Unbehandelte CLL-Zellen wurden statistisch mit den mit
Rapamycin behandelten CLL-Zellen verglichen; angegeben sind die SEM (standard error of the
mean).

Die Caspasen 3 und 7 gehoren beide zu den Effektorcaspasen; eine Aktivierung bedeutet,
dass das apoptotische Programm initiilert wurde. Das Saulendiagramm zeigt an, dass die
Caspase-3/7-Aktivitat in den mit Rapamycin behandelten CLL-Zellen (n=16) hdher ist als in
den unbehandelten Kontrollen. Die aufgetragenen Werte wurden zuvor auf Basis der

jeweiligen Kontrollen normalisiert.
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Darauffolgend sind die Ergebnisse der Western Blots aus dem Hauptpatientenkollektiv
abgebildet, die eine genauere Darstellung liefern. Denn zur besseren Dosisfindung wurden 5
Konzentrationen in einer logarithmischen Skalierung ausgewahlt. CLL-Zellen wurden mit
Rapamycin flr 48 h inkubiert; nach der Inkubation hat man Apoptose/Zelltod durch Annexin-

V/7-AAD-Farbung nachgewiesen. Die Zelllysate wurden via Western Blot (n=1) analysiert.

— Caspase 3 35kDa
— Procaspase 3 32 kDa

cCaspase 3 17 kDa
cCaspase 319 kDa

B-Actin

Rapamycin CLL15

Abbildung 30: Apoptose wurde durch Spaltung von Caspase 3 nachgewiesen. Die Immunoblots
zeigen die Proteinlevel von Caspase 3, cCaspase (,c* steht fir cleaved, Spaltprodukt) und die
jeweiligen Standards.

Die Immunoblots zeigen in den behandelten Proben einen Anstieg der gespaltenen bzw.
aktiven Form von Caspase 3. Als Ladekontrolle diente 3-Actin.
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Die Spaltung von Caspase 3 gibt einen Hinweis auf die induzierte Apoptose durch
A443654.

CLL-Zellen werden mit A443654 fur 48 h inkubiert; nach der Inkubation hat man
Apoptose/Zelltod durch AnnexinV/7AAD-Farbung nachgewiesen. Die Zelllysate wurden via

Western Blot (n=1) analysiert.
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Abbildung 31: Apoptose wurde durch Spaltung von Caspase 3 nachgewiesen. Die Immunoblots
zeigen die Proteinlevel von Caspase 3, cCaspase 3 (,c* steht fur cleaved, Spaltprodukt) und die
jeweiligen Standards.

Die Immunoblots zeigen in den behandelten Proben einen Anstieg der gespaltenen bzw.
aktiven Form von Caspase 3. Als Ladekontrolle diente R-Actin.
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Die induzierte Apoptose wurde bei Rolipram/cAMP durch eine erhohte Aktivitat von
Caspase 3/7 nachgewiesen.

Im Folgenden wurden CLL-Zellen (Hauptpatientenkollektiv) mit jeweils zwei
unterschiedlichen Konzentrationen an Rolipram und cAMP fir 48 h inkubiert und die

Caspase-3/7-Aktivitat wurde kolorimetrisch gemessen.
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Abbildung 32: Apoptose wurde durch eine erhohte Aktivitit von Caspase 3/7 nachgewiesen.
Die Caspase-Aktivitat ist gegen die mit Rolipram/cAMP behandelten als auch die unbehandelten CLL-
Zellen aufgetragen. Unbehandelte CLL-Zellen wurden statistisch mit den mit Rolipram/cAMP
behandelten CLL-Zellen verglichen; angegeben sind die SEM (standard error of the mean).

Das Saulendiagramm zeigt an, dass die Caspase-3/7-Aktivitat in den jeweils mit Rolipram
und cAMP behandelten CLL-Zellen (n=16) hoéher ist als in den nicht behandelten. Die

aufgetragenen Werte wurden zuvor zu den jeweiligen Kontrollen normalisiert.
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3.2 Die Charakterisierung von Responder- und Non-Responder-
CLL-Proben

Nach den In-vitro-Experimenten an den CLL-Zellen (n=32) ergaben sich Gruppen, die gut,
kaum oder gar nicht auf die jeweiligen Substanzen ansprachen. Die folgende Tabelle 4 zeigt
eine Unterteilung aller Patienten in Bezug auf die Wirksamkeit des jeweiligen Inhibitors, um
so ein besseres Ansprechen (Response) von einem schlechten zu unterscheiden. In der
Tabelle ist cAMP nicht zu finden, da die Experimente aufgrund der fehlenden Wirksamkeit
von cAMP an nur 10 CLL-Proben durchgeflihrt wurden.

Tabelle 4: Zusammenfassende Darstellung der unterschiedlichen Wirksamkeiten der
Substanzen anhand der LD50/IC50 (“n.r.“ steht fiir not reached).

LY294002 |PI-103 BEZ235 |Rapamycin Ad436542 Rolipram
CLL; Responder n=32 n=13 n=20 n=32 n=32 n=19
LD50 36,30 pM 317 UM 501 uM 17,78 pM 0,58 pM 10,00 pM
CLL; Non-Responder n=0 n=19 n=12 n=0 n=0 n=10
LD50 n.r. n.r. n.r.
PBMC aus gesunden Spendern n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
LD50 n.r. n.r. n.r. 57,54 pM n.r. n.r.
B-Zellen aus gesunden Spendern n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
LD50 n.r. mn.r. n.r. 74,13 M mn.r. m.r.
CLL; Responder n=32 n=25 n=15 n=23 n=26 n=15
1C50 5,37 uM 1,31 uM 740 yM 16,59 pM 0,67 pM 21,867 pM
CLL; Non-Responder n=0 n=7 n=17 n=9 n=6 n=13
1C50 n.r. n.r. n.r, n.r. n.r,
PBMC aus gesunden Spendern n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
1C50 87,10 uM n.r. n.r. 47,54 M 4,78 uM 69,18 pM

Diese unterschiedlichen Responses wurden im Folgenden naher charakterisiert. Mogliche
Ursachen fir eine fehlende Response konnten klinisch-pathologische Parameter, das

Onkogen TCL1A oder auch vollig andere Faktoren sein.
klinisch-

3.2.1 Die Korrelation der Inhibitoren mit

pathologischen Parametern

Ansprechrate der

Im Folgenden wurden die klinisch-pathologischen Parameter mit der unterschiedlichen
Ansprechrate (Response) der Inhibitoren korreliert. Die statistische Auswertung wurde mit
Hilfe von GraphPad Prism® durchgefihrt.
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WEBC gegen Binet-Stadium |Serum-TK Serum-R2MG LDT </>6 M |LDT </>12 M
LD50 gegen LD50 gegen LD50 gegenlLD50 gegen LD50 |gegen LD50
LY294002 |p=0,1231 p=0,4848 p=0,2166 p=0,9291 p=0,2410 p=0,0579
PI-103 p=0,9351 p=0,2793 p=0,6029 p=0,1964 p=0,4719 p=0,3764
BEZ235 p=0,3051 p=0,1858 p=0,3913 p=0,2740 p=1,0000 p=0,5000
Rapa p=0,0581 p=0,4847 p=0,1965 p=0,0470 p=0,0375 p=0,0514
Ad43654 p=0,0692 p=0,4226 p=0,8666 p=0,4303 p=0,3568 p=0,2483
Rolipram p=0,4559 p=0,3634 p=0,3445 p=0,0608 p=0,4851 p=0,4397
WBC Binet-Stadium [Serum-TK Serum-R2ZMG LDT</>6 M |LDT</>12M
gegen IC50 gegen IC50 gegen IC50 gegen IC50 gegen IC50 |gegen IC50
LY294002 |p=0,5487 p=0,0738 p=0,6642 p=0,8244 p=0,1837 p=0,1779
PI-103 p=0,8201 p=0,0382 p=03242 p=0,2470 p=0,3239 p=0,5805
BEZ235 p=0,4946 p=0,4838 p=0,2726 p=0,8879 p=0,0794 p=0,4696
Rapa p=0,1217 p=0,4236 p=0,2822 p=0,4291 p=0,3819 p=0,8057
Ad43654 p=0,2309 p=0,0131 p=0,0768 p=0,3494 p=0,0653 p=0,8071
Rolipram |p=0,0112 p=0,1956 p=0,4367 p=0,3481 p=0,3332 p=0,2654

Tabelle 5a: Darstellung des ersten Teils der Korrelationen der klinisch-pathologischen
Parameter gegen die Response der Inhibitoren (zweiter Teil folgt). Die statistisch signifikanten
Assoziationen wurden grau markiert.

WBC

Der WBC wurde entweder zum Zeitpunkt der Probenverarbeitung (n=20) oder vor dem
Zeitpunkt der Probenverarbeitung (n=12) bestimmt. Bezilglich der Héhe des WBC wurde
weder eine Korrelation zur stattgehabten Vortherapie noch zum relativen Zeitpunkt seiner
Messung zu dem der Probe detektiert.

Es zeigte sich, dass der WBC signifikant mit der Response von Rolipram korreliert; Rolipram
zeigte eine signifikant bessere Wirksamkeit in Proben mit hohen WBC (Abbildung 33). Die
Wirksamkeit von Rapamycin und A443654 tendiert zu hoherer Effektivitat bei niedrigen WBC
(Abbildung nicht gezeigt, da keine Signifikanz vorlag).
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WBC vs. RolipramIC50
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Abbildung 33: Wirksamkeit von Rolipram ist abhdngig von den WBC. Statistische Darstellung der
WBC gegen LD50-/IC50-Werte von Rolipram anhand einer linearen Regressionsanalyse. Abgebildet
ist die Regressionsgerade. Die gestrichelten Linien stellen das 95%-ige Konfidenzintervall dar.

Binet-Stadium

Die grobe Zuordnung der Response der Inhibitoren zu den jeweiligen Binet-Stadien hat
ergeben, dass Patientengruppen aus Binet B schlechter auf PI-103 und A443654
ansprechen (siehe Abbildung 34). Die Einteilung nach Binet wurde entweder zum Zeitpunkt
der Probenverarbeitung oder vor dem Zeitpunkt der Probenverarbeitung vorgenommen bzw.

bei Erstdiagnose erhoben. Leider standen uns keine konkreten Informationen zur Verfigung.

A) A443654 IC50vs.Binet A/B/C Status B) PI-1031C50 vs. Binet A/B/C Status
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Abbildung 34: Wirksamkeit von A443654 und PI-103 ist abhdngig vom Binet-Status. Dargestellt
sind die IC50 von A443654 (A) und PI-103 (B) gegen den Binet-Status der jeweiligen Patienten. IC50-
Falle von Binet A, Binet B und Binet C wurden statistisch miteinander verglichen. Die roten Balken

stellen die Mediane dar.
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Serum-R2-Mikroglobulinwerte

Nachdem auch die Serum-R2-Mikroglobulinwerte der CLL-Proben aus den Labordaten
entnommen wurden, stellten wir fest, dass die CLL-Proben, die hohe Serum-f32-
Mikroglobulinwerte aufwiesen, mit einer schlechten Wirksamkeit von Rapamycin assoziiert
waren (siehe Abbildung 35).

A) Serum-R2-Mikroglobulin vs. Rapamycin LD50 B)
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Abbildung 35: Wirksamkeit von Rapamycin ist abhidngig von den Serum-R2-Mikroglobulin-
werten. Statistische Darstellung der Serum-R2-Mikroglobulinwerte gegen die LD50 von Rapamycin
anhand einer linearen Regressionsanalyse. Abgebildet ist die Regressionsgerade (A). In (B) ist die
Anzahl an Respondern und Non-Respondern abgebildet, inklusive der Angaben zu denjenigen CLL-
Proben ohne Angaben Uber die Serum-32-Mikroglobulinwerte.

LDT

Die Wirksamkeit von Rapamycin korreliert signifikant mit der LDT der CLL-Proben (siehe
Abbildung 36). Rapamycin wirkt bei einer LDT > 6 Monate der CLL-Proben effektiver. Fur 8
CLL-Proben standen uns keine Angaben Uber die LDT zur Verfigung. Rapamycin zeigte
auch eine sehr starke Tendenz, bei einer LDT > 12 Monate besser zu wirken als bei einer
LDT < 12 Monate (Daten nicht gezeigt, da bei einem p-Wert = 0,0514 nicht signifikant).
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A) RapamycinLD50 vs. LDT >6M/<6M Status
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Abbildung 36: Wirksamkeit von Rapamycin ist abhdngig von der LDT (relevanter Wert:
groBer/kleiner als 6 Monate). Dargestellt sind die LD50-Werte von Rapamycin gegen die LDT gréRRer
(>) als 6 Monate (M) und kleiner (<) als 6 Monate (M) (A). Falle, die eine LDT gréRer (>) als 6 Monate
(M) aufweisen, wurden mit denen einer LDT kleiner (<) als 6 Monate (M) statistisch verglichen. In (B)
sind die LDT der Anzahl der Responder und Non-Responder zugeordnet und die Anzahl an CLL-
Proben, zu denen wir Uber keine Angaben zur LDT verfligten. Die roten Balken stellen die Mediane

dar.

Tabelle 5b: Korrelationen der klinisch-pathologische Tumor-Parameter mit der Response der
Inhibitoren (zweiter Teil). Die statistisch signifikanten Assoziationen wurden grau markiert.

IGHV-
ZAP70 posineg |CD38 pos/neg |Mutationsstatus |Vortherapiert j/n |Alter
gegen LD50 gegen LD50 gegen LD50 gegen LD50 gegen LD50
LY294002 |p=0,4033 p=0,3695 p=0,3793 p=0,0471 p=0,8152
PI1-103 p=0,2671 p=0,2144 p=0,1294 p=0,3596 p=0,8760
BEZ235 p=0,0371 p=0,0293 p=0,2033 p=0,2352 p=0,0137
Rapa p=0,0422 p=0,0562 p=0,0972 p=0,0146 p=0,1867
A443654 p=0,3715 p=0,0352/0,0352 |p=0,0521 p=0,4515 p=0,8061
Rolipram p=0,5352 p=1,0000 p=0,8358 p=0,4535 p=0,3960
IGHV-
ZAPT0 pos/ineg |CD38 pos/neg |Mutationsstatus |Vortherapiert j/n |Alter
gegen IC50 gegen IC50 gegen IC50 gegen IC50 gegen IC50
LY294002 |p=0,2897 p=0,1595 p=0,0204 p=0,1080 p=0,4659
PI-103 p=0,6383 p=0,6538 p=0,9510 p=0,8216 p=0,0490
BEZ235 p=0,4532 p=(),3959 p=0,4743 p=0,4493 p=0),3902
Rapa p=0,9820 p=0,6723 p=0,2891 p=0,8687 p=0,0472
A443654 p=0,0425/0,0366 |p=0,4889 p=0,0621 p=0,0326 p=0,1990
Rolipram |p=0,2156 p=0,4628 p=0,2325 p=0,3369 p=0,5443
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Die ZAP70- und CD38-Werte wurden im Labor fur hamato-onkologische Routinediagnostik

im Durchflusszytometer bestimmt.

ZAP70-Expression

Die Wirksamkeit von BEZ235, Rapamycin und A443654 ist mit der ZAP70-Expression
signifikant assoziiert (siehe Abbildung 37). BEZ235 und A443654 wirkten bei einer ZAP70-
negativen-Patientenpopulation effektiver. Dagegen zeigte Rapamycin bei einer ZAP70-
positiven-Patientenpopulation eine effektivere Wirksamkeit. Im Fall von 3 CLL-Proben lagen
uns keine Angaben zu ihrem ZAP70-Status vor (Abbildung 37 (B, D, G)).

Eine Gegenuberstellung der Responder- und Non-Responder-CLL-Proben, die sich nach der
Behandlung der CLL-Zellen mit A443654 ergeben hatten, ergab hinsichtlich ihres ZAP70-
Status, dass die Responder-Gruppe vermehrt mit einer ZAP70-negativen Population
signifikant assoziiert ist (siehe Abbildung 37 (F)).
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Abbildung 37: Wirksamkeit von BEZ235, Rapamycin und A443354 ist abhingig vom ZAP70-
Status. Dargestellt sind die LD50 von BEZ235 (A), die LD50 von Rapamycin (C) und die IC50 von
A443654 (E) gegen die ZAP70-negativen (neg.) bzw. -positiven (pos.) Falle. ZAP70-negative Falle
wurden mit ZAP70-positiven Fallen statistisch verglichen. In (F) wurden die Responder- und Non-
Responder-CLL-Proben (basierend auf den IC50-Daten von A443654) hinsichtlich ihres ZAP70-Status
statistisch gegenibergestellt. Die Anzahl an Respondern und Non-Respondern ist dem jeweiligen
ZAP70-Status zugeordnet (B, D, G), inklusive der Angaben uber diejenigen CLL-Proben ohne

Angaben zum ZAP70-Status. Die roten Balken stellen die Mediane dar.
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CD38-Expression

Die Wirksamkeit von BEZ235 und A443654 ist mit der CD38-Expression signifikant assoziiert
(siehe Abbildung 38). BEZ235 und A443654 wirkten bei
Patientenpopulation signifikant effektiver. Fir 5 CLL-Proben fehlten uns jegliche Angaben

einer CD38-negativen
zum CD38-Status. Eine Gegenuberstellung der Responder- und Non-Responder-CLL-
Proben, die sich aus der Behandlung der CLL-Zellen mit A443654 ergeben hatten, zeigten

hinsichtlich ihres CD38-Status eine vermehrte CD38-negative Patientenpopulation in der

Responder-Gruppe.
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Abbildung 38: Wirksamkeit von BEZ235 und A443354 ist abhangig vom CD38-Status. Dargestellt
sind die LD50/IC50 von BEZ235 (A) und A443654 (C) gegen die CD38-negativen (neg.) bzw.
-positiven (pos.) Falle. CD38-negative Falle wurden mit CD38-positiven Fallen statistisch verglichen.
In (D) wurden die Responder- und Non-Responder-CLL-Proben (basierend auf den IC50-Daten von
A443654) hinsichtlich ihres CD38-Status statistisch gegenubergestellt. Die Anzahl an Respondern und
Non-Respondern ist dem jeweiligen CD38-Status zugeordnet (B, E), inklusive der Angaben Uber
diejenigen CLL-Proben ohne Angaben zum CD38-Status. Die roten Balken stellen die Mediane dar.
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IGHV-Mutationsstatus
Der IGHV-Mutationsstatus beeintrachtigte die Wirksamkeit von LY294002 (siehe Abbildung

39). LY294002 zeigte eine effektivere Wirksamkeit bei Patientengruppen, die ein unmutiertes
IGHV-Gen aufweisen. In Abbildung 39, B wurde der Mutationsstatus der Anzahl der
Responder und Non-Responder zugeordnet; fir 5 CLL-Proben fehlten uns jegliche Angaben

zum Mutationsstatus.

A) LY2940021C50 vs. IGHV-Status B)
(p=0,0204)
100+ [ X X ] — OO ——
E‘ 801
3 604 unmutiert mutiert IGHV-Status nicht verfugbar
8 40;
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g ?(/ Responder
o LY294002- n=1 n=2 n=0
< i
g 6 Non-
A Responder

2 4

2 °

ol Sewggwe :

unmutiert mutiert

Abbildung 39: Wirksamkeit von LY294002 ist abhdngig vom IGHV-Mutationsstatus. Dargestellt
ist die IC50 von LY294002 gegen die Falle, die ein unmutiertes bzw. mutiertes IGHV-Gen aufweisen
(A). Die unmutierten Falle wurden mit den mutierten Fallen statistisch verglichen. In (B) wurde die
Anzahl an Respondern und Non-Respondern dem jeweiligen Mutationsstatus zugeordnet, inklusive
der Angaben Uber diejenigen CLL-Proben, zu denen wir Uber keine Angaben zum Mutationsstatus
verfugten. Die roten Balken stellen die Mediane dar.

Vortherapie

Einige der 32 Patienten, deren Proben zur Verarbeitung genutzt wurden, hatten bereits eine
CLL-Therapie bekommen (n=9). Demgegenuber hatten 21 CLL-Patienten, deren Proben
genutzt wurden, bisher keine Therapie erhalten. Leider konnten wir nicht im Detail an die
Informationen gelangen, welche Therapie sie genau verabreicht bekamen und zu welchem
genauen Zeitpunkt. Mit bestimmter Sicherheit bekamen die CLL-Patienten, deren Proben
verarbeitet wurden, mindesten 4 Wochen vor der Probenverarbeitung keine Therapie. Aus
der Statistik lieRen sich lediglich einige wenige signifikante Falle entnehmen. Bei diesen
Fallen zeigte sich fir LY294002 und Rapamycin eine bessere Response bei

Patientengruppen, die noch nie gegen die CLL behandelt wurden (Abbildung 40). Dagegen
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zeigte A443654 eine bessere Wirksamkeit bei Patientengruppen, die bereits gegen eine CLL

behandelt wurden.
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Abbildung 40: Wirksamkeit von LY294002, Rapamycin und A443354 ist abhangig vom
Therapiestatus. Dargestellt sind die LD50/IC50 von LY294002 (A), Rapamycin (B) und A443654 (C)
gegen den Therapiestatus der Patienten, die vortherapiert wurden, und derjenigen ohne jegliche
Vortherapie. Die LD50/IC50-Falle der vortherapierten Patienten wurden mit denjenigen ohne jegliche
Vortherapie statistisch verglichen. Die roten Balken stellen die Mediane dar.

Altersfaktoren

Altersabhangige Faktoren der CLL-Patienten beeintrachtigen die Wirksamkeit von BEZ235
(siehe Abbildung 41), denn BEZ235 zeigt eine bessere Wirksamkeit bei verhaltnismalig
alteren Patienten (60-80 Jahre alt).
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Altervs. BEZ235LD50
(p=0,0137)

Alter

50 100
BEZ235 LD50 [uM]

Abbildung 41: Wirksamkeit von BEZ235 ist abhdngig vom Alter der CLL-Patienten. Statistische
Darstellung des Alters gegen LD50-Werte von BEZ235 anhand einer linearen Regressionsanalyse.
Abgebildet ist die Regressionsgerade. Die gestrichelten Linien stellen das 95%-ige Konfidenzintervall
dar.

Zytogenetische Veranderungen und deren Assoziation mit der Inhibitor-Antwort

Leider war es aufgrund der geringen Anzahl an untersuchten CLL-Proben (n=32) nicht
mdglich, Assoziationen zwischen der Response der Inhibitoren mit allen zytogenetischen
Gruppen als einzelne Subgruppen vorzunehmen. Wir haben diejenigen CLL-Proben, die eine
11g-/17p-Deletion aufweisen, gegen alle anderen zytogenetisch vorkommenden
Veranderungen gestellt. Dadurch konnten wir Assoziationen zwischen der Response von
BEZ235 (basierend auf den IC50-Daten; die LD50-Daten ergaben keinerlei Signifikanz) und
A443654 (basierend auf den LD50/IC50-Daten) feststellen. In beiden Fallen war eine 11g-
[17p-Deletion der CLL-Proben mit einer schlechten Response der CLL-Zellen gegeniber
BEZ235 und A443654 verbunden (siehe Abbildung 42 (A, B, C)). Zudem konnten wir
signifikant zeigen, dass die Gruppe der A443654-Non-Responder (basierend auf den IC50-
Daten) vermehrt eine Deletion 11q/17p aufwies (siehe Abbildung 42 (D)).
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Abbildung 42: BEZ235 und A443654 zeigten eine schlechtere Wirksamkeit bei Vorhandensein
einer 11qg-/17p-Deletion im Vergleich zu allen anderen vorkommenden zytogenetischen
Verdanderungen. Dargestellt sind die IC50-Daten von BEZ235 (A), die LD50/IC50-Daten von A443654
(B, C) gegen Patientengruppen, die eine -11qg/-17p aufweisen, und die, die alle anderezytogenetische
Formen aufweisen. LD50/IC50-Falle von Patientengruppen, die eine -11qg/-17p aufweisen, wurden mit
allen anderen zytogenetisch vorkommenden Gruppen statistisch verglichen. In (D) wurden die
Responder- und Non-Responder-CLL-Proben (basierend auf den IC50-Daten von A443654), die eine
-11q9/-17p aufweisen, statistisch allen anderen vorkommenden zytogenetischen Veranderungen
gegenibergestellt. Die Anzahl an Respondern und Non-Respondern ist diesen beiden Gruppen
zugeordnet (E), inklusive der Angaben zu denjenigen CLL-Proben, welche keine Angaben Uber deren
Zytogenetik aufwiesen. Die roten Balken stellen die Mediane dar.
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3.2.2 Die Assoziation der Ansprechrate der Inhibitoren mit TCL1A-Proteinlevel
der Tumorzellen

Parallel zu der Inkubation der CLL-Zellen mit den Inhibitoren Gber 48 h wurden unbehandelte
Lysate der 32 untersuchten CLL-Proben gesammelt. Diese dienten dazu, die basalen Level
an TCL1A und pAKT durch Messung der Proteinintensitaten (siehe 2.2.3.2, Seite 42) im
Immunoblot zu bestimmen.

Darauffolgend wurden die ermittelten densitometrischen Werte von TCL1A mit der

unterschiedlichen Wirksamkeit der Inhibitoren korreliert (Tabelle 6).

Tabelle 6: Korrelationen der LD50-/IC50-Werte mit den TCL1A-Werten. Die signifikanten
Assoziationen sind grau markiert. Bei der Bestimmung der basalen TCL1A-Level galt die DoHH2-
TCL1 als Kontrolle.

TCL1A gegen LD50 TCL1A gegen IC50
LY294002 |p=0,6366 p=0,0365
PI-103 p=0,8060 p=0,0175
BEZ235 p=0,0205 p=0,2732
Rapamycin |p=0 2661 p=0,0151
Ad443654 p=0,9859 p=0,6187
Rolipram p=02128 p=0,9287

Die Wirksamkeit von LY294002, BEZ235, Rapamycin und PI-103 wird durch den TCL1A-
Status beeintrachtigt (siehe Abbildung 43). LY294002 und BEZ235 wirkten effektiver bei
niedrigen TCL1A-Level (siehe Abbildung 43 (A, B)). Diese Korrelationen haben sich aus den
LD50-Werten und den TCL1A-Level ergeben; die sich aus den IC50-Werten ergebenden
Korrelationen fihrten zu keiner Signifikanz (Abbildung nicht gezeigt, aber siehe Tabelle
Dagegen zeigten PI-103 und Rapamycin eine bessere Wirksamkeit bei hohen TCL1A-Level
(Abbildung 43 (C,D)); diese Korrelationen haben sich aus den IC50-Werten und den TCL1A-
Level ergeben; die sich aus den LD50-Werten ergebenden Korrelationen fiihrten zu keinerlei

Signifikanz (Abbildung nicht gezeigt, aber siehe Tabelle 6).
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Abbildung 43: Wirksamkeit von LY294002, BEZ235, PI-103 und Rapamycin ist abhdngig vom
TCL1A-Status. Statistische Darstellung der TCL1A-Level gegen die LD50/IC50 von LY294002 (A),
BEZ235 (B), PI-103 (C) und Rapamycin (D) anhand einer linearen Regressionsanalyse. Abgebildet
sind die Regressionsgeraden.

Die Gegenuberstellung der Responder- und Non-Responder-CLL-Proben hinsichtlich ihrer
TCL1A-Level erbrachte das Resultat, dass die Responder-Gruppe, die sich nach der
Behandlung der CLL-Proben mit BEZ235 ergab (LD50-Daten — IC50-Daten werden nicht
gezeigt, da keinerlei Signifikanz vorhanden), vermehrt niedrige TCL1A-Level aufwies (siehe
Abbildung 44 (A)). Dagegen zeigten die Responder-Gruppen, die sich nach der Behandlung
der CLL-Proben mit Rapamycin ergaben (IC50-Daten — LD50-Daten werden nicht gezeigt,
da keinerlei Signifikanz vorhanden), vermehrt hohe TCL1A-Level (siehe Abbildung 44 (B)).
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Abbildung 44: Wirksamkeit von BEZ235 und Rapamycin ist abhangig vom TCL1A-Status.
Dargestellt ist eine statistische Gegeniiberstellung der Responder- und Non-Responder-CLL-Proben
von BEZ235 (LD50-Daten) (A) und Rapamycin (IC50-Daten) (B) hinsichtlich ihrer TCL1A-
Proteinexpression, die densitometrisch im Western Blot bestimmt wurden. Die roten Balken stellen die
Mediane dar.

3.2.3 Die Assoziationen der pAKT-Proteinlevel der Tumorzellen mit der
Ansprechrate der Inhibitoren

Es wurden analog ebenso die Proteinintensitdten der basalen pAKT-Level bestimmt (siehe
2.2.3.2, Seite 42), um eine Aktivierung von AKT zu Uberprufen. Infolgedessen wurde
Uberpruft, ob eine Assoziierung zwischen der Aktivierung von AKT (erhohte Level an basalen

pAKT-Level) und der Wirksamkeit der Inhibitoren vorherrscht.

Tabelle 7: Korrelationen der LD50-/IC50-Werte mit den pAKT-Werten. Die signifikanten Falle sind
grau markiert.

PAKT(Serd73) gegen LD50 pAKT(Ser473) gegen IC50
LY294002 |p=06760 p=0,4643
Pl-103 p=0,0500 p=0,0018
BEZ235 p=0,8253 p=0,9027
Rapamycin |p=09213 p=0,1499
A443654 p=02112 p=0,0177
Relipram p=0,6881 p=0,0191

Die Wirksamkeit von PI-103, A443654 und Rolipram wird durch den pAKT-Status
beeintrachtigt (Abbildung 45). PI-103, A443654 und Rolipram wirkten effektiver bei niedrigen
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pAKT-Level (siehe Abbildung 45). Die Korrelationen ergaben — wie auch schon bei den
Korrelationen mit den TCL1A-Level und der Response (siehe Tabelle 7) — teilweise
unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der LD50- und IC50-Werte; in Tabelle 7 sind alle

Falle aufgelistet, auch die nicht signifikanten Falle.
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Abbildung 45: Die In-vitro-Ansprechrate der CLL-Zellen gegeniiber PI-103, A443654 und
Rolipram ist abhangig vom pAKT-Status. Statistische Darstellung der pAKT-Level gegen die
LD50/IC50 von PI-103 (A)/(B), A443654 (C) und Rolipram (D) anhand einer linearen
Regressionsanalyse. Abgebildet sind die Regressionsgeraden.

Die Gegenuberstellung der Responder- und Non-Responder-CLL-Proben hinsichtlich ihrer
pAKT-Level ergab, dass die Responder-Gruppen, die sich aus der Behandlung der CLL-
Proben mit PI-103 und A44354 ergaben, vermehrt niedrige pAKT-Level aufwiesen. Des
Weiteren lieferten auch diese Korrelationen Diskrepanzen zwischen LD50 und IC50, so dass

die bei der Korrelation eingesetzten LD50 oder IC50 nicht immer zu den gleichen

Ergebnissen fuhrten.
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A) PI-103 Responder/PI-103 Non-Responder B) A443654 Responder/A443654 Non-Responder
vs. pAKT-Proteinexpression (p=0,0286) vs. pAKT-Proteinexpression (p=0,0125)
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Abbildung 46: Die In-vitro-Ansprechrate der CLL-Zellen gegeniiber PI-103 und A443654 ist
abhdngig vom pAKT-Status. Dargestellt ist eine statistische Gegenlberstellung der Responder- und
Non-Responder-CLL-Proben von PI-103 (IC50-Daten) (A) und A443654 (IC50-Daten) (B) hinsichtlich
ihrer pAKT-Proteinexpression. Die roten Balken stellen die Mediane dar.

3.3 Der Effekt auf AKT und die downstream-Molekiule ist PI3K-
AKT-mTOR-Inhibitor-spezifisch.

PI3K-Inhibition durch LY294002 beeinflusst pAKT-Level.

CLL-Zellen wurden mit LY294002 fur 48 h inkubiert; nach der Inkubation habe ich zuséatzlich

zur Apoptoseuberpriufung Zelllysate gesammelt, um die mechanistische Wirksamkeit des

Inhibitors weiter via Western Blot (n=1) zu analysieren.

' - — TCL1A
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Abbildung 47: PI3K-Inhibition durch LY294002 wirkt sich in Form einer Senkung von pAKT aus.
Die Immunoblots zeigen die Proteinlevel von pAKT, AKT1/2 und TCL1A und die jeweiligen Standards.

PI13K-Inhibition durch LY294002 wirkt sich zunachst in Form eines Anstieges von pAKT aus.

Wir erreichten mit der hochsten Konzentration von LY294002 (100 uM) eine Senkung von
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pAKT. Als Ladekontrolle diente das R-Actin. Parallel gingen die CLL-Zellen durch den
Inhibitor in Apoptose; dies wurde durch Spaltung von PARP nachgewiesen (Abbildung 26,
Seite 65). Basierend auf einer LD50 von 55,98 pM wurde dieser Fall als Responder
charakterisiert (Abbildung 10 (Heatmap), Seite 49).

Inhibition von mTOR und PI3K durch PI-103 wirkt sich in Gestalt einer Senkung von
AKT und seiner Substrate aus.

In gleicher Weise wurden CLL-Zellen mit PI-103 flr 48 h inkubiert; nach der Inkubation hat

man die Zelllysate via Western Blot (n=1) analysiert.

"""-fii*w*_‘.ﬁ‘— PAKT (Ser473) - —pmTOR

- & = - -mTOR
L 3 .~ P4EBP1
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Abbildung 48: PI3K-mTOR-Inhibition durch PI-103 wirkt sich Gestalt einer Senkung von pAKT
und seiner downstream-Molekile aus. Die Immunoblots zeigen die Proteinlevel von pAKT, AKT1/2,
TCL1A, pmTOR, mTOR, p4EBP1, 4EBP1 und die jeweiligen Standards.

Obwohl PI-103 in dieser CLL-Probe sowohl pAKT-Level als auch die Proteinlevel der
Substrate zu senken vermag, ist dieser Fall basierend auf den In-vitro-LD50/IC50-Daten als
Non-Responder eingestuft (Abbildung 19 (Heatmap), Seite 58). Dieser Fall wurde durch den
Inhibitor ebenso nicht in Apoptose versetzt (Western-Blot-Daten nicht gezeigt).
Interessanterweise wurden durch die Herauf- und Herunterregulierung von pAKT, pmTOR
und mTOR die konzentrationsabhangigen Affinitatsunterschiede von PI-103 zu seinen
Targets deutlich. In einer Konzentrationsspanne von 0,01-0,1 pM hat PI-103 eine starkere
Affinitat zu der p110a-Untereinheit der PI3K (wird ebenso durch Literatur belegt, die eine
IC50 von 8 nM besagt), daher werden sowohl pAKT- als auch pmTOR- und mTOR-Level

gesenkt. PI-103 besitzt jedoch in einer Konzentrationsspanne von 1-10 uM eine starkere
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Affinitat zu mTORC1 (wird ebenso durch Daten aus der Literatur belegt, die eine IC50 von 20
nM beschreiben), daher stiegen die pAKT-, pmTOR- und mTOR-Level an, und zwar
aufgrund der positiven Rickkopplungsschleife, die durch die mTORC1-Inhibition in Gang
gesetzt wird (siehe Abbildung 64). Anschliefend hatten 100 uM PI-103 eine starkere Affinitat
zu mTORC2 (ebenso durch die Literatur belegt, IC50 von 83 nM); dadurch wurden die
pAKT-, pmTOR- und mTOR-Level gesenkt.

PISBK-mTOR-Inhibition durch BEZ235 beeinflusst AKT und die downstream-Molekiile
bei niedrigen TCL1A-Level.

In gleicher Weise wurden CLL-Zellen mit BEZ235 fir 48 h inkubiert. Nach der Inkubation

wurde via Western Blot (n=1) die Analyse der Zelllysate vorgenommen.
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Abbildung 49: PI3K-mTOR-Inhibition durch BEZ235 wirkt sich in Form einer Senkung von pAKT
und der downstream-Molekiile bei niedrigen TCL1A-Level aus. Die Immunoblots zeigen die
Proteinlevel von pAKT, AKT1/2, TCL1A, pmTOR, mTOR, p4EBP1, 4EBP1 und die jeweiligen
Standards.

Zunachst wurde ein Anstieg der pAKT-, pmTOR-/mTOR-, p4EBP1-/4EBP1-Level bei
niedrigen TCL1A-Level beobachtet. Jedoch bewirkten héhere Konzentrationen an BEZ235
eine Senkung von pAKT und pmTOR/mTOR. Paradoxerweise erhéhten sich die mTOR- und
p4EBP1-Level bei 10 yM BEZ235. Interessanterweise war eine dosisabhdngige Abnahme
von pmTOR und 4EBP1 zu beobachten. Dagegen zeigte der Blot der CLL-Probe (Abbildung
50) einen Anstieg der pmTOR- und 4EBP1-Level in héchster Dosis. Parallel wurden CLL-

Zellen durch den Inhibitor in Apoptose versetzt; diese wurde durch die aktivierte Form der
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Caspase 3 nachgewiesen (Abbildung 28, Seite 66). Daher ist dieser Patient basierend auf

den IC50-Daten als Responder charakterisiert ((Heatmap), Seite 58).

PISBK-mTOR-Inhibition durch BEZ235 beeinflusst bei hoheren TCL1A-Level AKT nicht.

In gleicher Weise wurden CLL-Zellen einer CLL-Probe, die basierend auf den Daten der In-
vitro-LD50 (Abbildung 10 (Heatmap), Seite 49) als Non-Responder eingestuft wurde, mit
BEZ235 fur 48 h inkubiert. Die Zelllysate wurden ebenso via Western Blot (n=1) analysiert

- s’ — pmTOR
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Abbildung 50: PI3K-mTOR-Inhibition durch BEZ235 wirkt sich nicht in Form einer Senkung von
PAKT bei hohen TCL1A-Level aus. Die Immunoblots zeigen die Proteinlevel von pAKT, AKT1/2,
TCL1A, pmTOR, mTOR, p4EBP1, 4EBP1 und die jeweiligen Standards.

Die PI3K-mTOR-Inhibition durch BEZ235 senkte nicht AKT bei hoheren TCL1A-Level.
Jedoch bewirkte BEZ235 eine Senkung von pmTOR, mTOR, p4EBP1 und 4EBP1 in
niedrigen Konzentrationen. Bei hdheren Konzentrationen war ein erneuter Anstieg von
pmTOR, mTOR und 4EBP1 zu beobachten.

mTOR-Inhibition durch Rapamycin wirkt sich in Gestalt einer Auf- und Abmodulation
von pAKT- und der downstream-Molekiile aus.

In gleicher Weise wurden im Folgenden zwei CLL-Proben untersucht, die basierend auf den
In-vitro-Daten der LD50 (12,88 uM)/IC50 (27,54 uM) als Responder eingestuft wurden
(Abbildung 10 (Heatmap), Seite 49 und Abbildung 19 (Heatmap), Seite 58). Die CLL-Probe
(CLL 2), die nach den LD50/IC50 als Non-Responder eingestuft wurde (Abbildung 10
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(Heatmap), Seite 49), wurde mit Rapamycin fur 48 h inkubiert. Zur Analyse der Zelllysate
diente ebenso die Durchfuhrung eines Western Blots.
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Abbildung 51: mTOR-Inhibition durch Rapamycin wirkt sich in Form einer Senkung von pAKT
und der downstream-Molekiile aus. Die Immunoblots zeigen die Proteinlevel von pAKT, AKT1/2,
TCL1A, pmTOR, mTOR, p4EBP1, 4EBP1 und die jeweiligen Standards.

Eine mTOR-Inhibition durch Rapamycin wirkt sich in den CLL-Proben in Gestalt einer
dosisabhangigen Auf- und Abmodulation von pAKT- und pmTOR-/mTOR-Level (Abbildung
51) aus. Dagegen wurden in der CLL-Probe (CLL2) pAKT-, pmTOR/mTOR- und p4EBP1-
Level nur herunterreguliert (Abbildung 52).
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Abbildung 52: mTOR-Inhibition durch Rapamycin wirkt sich in Form einer Senkung von pAKT
und seiner downstream-Molekiile aus. Die Immunoblots zeigen die Proteinlevel von pAKT, AKT1/2,
TCL1A, pmTOR, mTOR, p4EBP1, 4EBP1 und die jeweiligen Standards.
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Die Wirksamkeit von A443654, bereits in niedriger Konzentration den pAKT-Level zu
senken.

Abschliellend wurden CLL-Zellen analog mit A443654 fur 48 h inkubiert; nach der Inkubation

wurden die Zelllysate via Western Blot (n=1) analysiert.

PO e — PAKT (Ser473) ‘ — PAKT (Ser473)
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Abbildung 53: AKT-Inhibition durch A443654 wirkt sich in Form einer Senkung von pAKT aus.
Die Immunoblots von jeweils zwei Patienten (A)/(B) zeigen die Proteinlevel von pAKT, AKT1/2 und
TCL1A und die jeweiligen Standards.

Der Immunoblot in den behandelten Proben zeigt, dass sich die AKT-Inhibition durch
A443654 in Form einer Senkung von pAKT auswirkt. Parallel wurden die CLL-Zellen von
beiden Patienten durch den Inhibitor in Apoptose versetzt, diese sind Caspase-3-abhangig
(Abbildung 30, Seite 68/Abbildung 31, Seite 69). Basierend auf den LD50/IC50-in-vitro-Daten
wurden diese CLL-Proben als Responder charakterisiert (Abbildung 10, Seite 49 und
Abbildung 19, Seite 58).
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3.4 Beeinflusst TCL1A die Wirksamkeit der Inhibitoren?

Da das Onkogen TCL1A als mogliche Ursache fir eine schlechte Response der Inhibitoren
gegenuber den CLL-Zellen postuliert wird, wird weiter in spezifischerer Form untersucht, ob

die Expression von TCL1A die Sensitivitat der Inhibitoren beeinflussen kann.

3.4.1 TCL1A beeinflusst die Wirkung der Standard-Chemotherapeutika in vivo
und in vitro.

a) TCL1A fuhrt in vivo zu Resistenzen gegenuber den Standard-Chemotherapeutika
FCR.

Im Folgenden ist eine Kaplan-Meier-Kurve dargestellt, die das progressionsfreie Uberleben
von CLL-Patienten anzeigt. Diese Patienten wurden mit Fludarabin (F), Cyclophosphamid
(C) und Rituximab (R) therapiert. Des Weiteren wurden die Patienten anhand ihres TCL1A-

Status eingeteilt, um so den Einfluss von TCL1A zu untersuchen.
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Abbildung 54: TCL1A beeinflusst die Wirksamkeit von FCR in vivo. Dargestellt ist eine Kaplan-
Meier-Kurve, die das progressionsfreie Uberleben von CLL-Patienten anzeigt. Hierbei wurden die mit
FCR behandelten Patienten nach hohem bzw. niedrigem/schwachem TCL1A eingeteilt.

Patienten, bei denen hohe TCL1-Level nachgewiesen wurden, starben friher oder hatten ein

kirzeres progressionsfreies Uberleben als die Patienten mit kaum nachweisbarem TCL1A.
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b) Experimenteller Transfer von TCL1A in vitro fiihrt zu Resistenzen gegeniiber den
Standard-Chemotherapeutika FCR.

Um die Wirkung von Fludarabin (F), Cyclophosphamid (C) und Rituximab (R) auf das
Zelliberleben von DoHH2- und DoHH2-TCL1-Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen tber
48 h mit den Monosubstanzen und den Wirkstoffkombinationen in Konzentrationen (jene
sindaus der Abbildung 55 zu entnehmen) inkubiert. Der Anteil der apoptotischen Zellen
wurde im Durchflusszytometer bestimmt. Die Abbildung 55 gibt die Resultate der n=3

durchgeflihrten Experimente wieder.
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Abbildung 55: DoHH2-TCL1-Zellen sind mit einer Resistenz gegeniiber Fludarabin (F),
Cyclophosphamid (C) und Rituximab (R) assoziiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an
apoptotischen  Zellen gegen die Konzentrationen der Monosubstanzen und der
Wirkstoffkombinationen. Die weilen Saulen stellen DoHH2-Zellen dar, die schwarzen hingegen
DoHH2-TCLA1.

In den durchgeflihrten Experimenten zeigte sich eine verstarkte Zunahme der apoptotischen
Zellen der DoHH2 im Vergleich zu DoHH2-TCL1-Zellen. Dieser Effekt erwies sich sowohl bei

den Monosubstanzen als auch bei den Kombinationen der Wirkstoffe.
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3.4.2 TCL1A beeinflusst die Wirksamkeit der PI3K-AKT-mTOR-Inhibitoren in
vitro.

Als Nachstes wurden die DoHH2- und DoHH2-TCL1-Zellen mit den Inhibitoren Uber 48 h
inkubiert. Dazu wurden die Experimente wie in Abbildung 56 geschildert durchgeflhrt.

<= Gesamtanzahl
an durchgefiihrten
Experimenten: 3

=0
0!
)
l]' Substanz XX 1)AnnexinV-Assay  3)Western Blot,
Verdiinnungsreihe der 10nM - .
Inhibitoren
7 N \‘-i\\
/"\% v:’ S nach 48h
[— 4 \ - T LTI
& N :
N\ 2)MTT-Assay
\~7{ 100

0,01uM 0,4uM 1uM  10uM 100uM Substanz xx

Abbildung 56: Dargestellt ist das experimentelle Vorgehen.

Um die Wirkung von LY294002 und A443654 auf das Zelliberleben von DoHHZ2 und
DoHH2-TCL1 zu Uberprifen, wurden die Zellen (n=3) Gber 48 h mit LY294002 und A443654
in Konzentrationen von 0,1 bis 100 uM inkubiert. Der Anteil der viablen Zellen wurde im

Durchflusszytometer bestimmt. Die Abbildung 57 gibt die Resultate der n=3 durchgefihrten
Experimente wieder.

95



Ergebnisse

2z
z

; >
2 S
é — < -+
I = 2
5 < 5< 107
g H % S
SR g R
et ]
23 sz
g3 2% 05
ZE « E
58 8
= = 3
es N »
g3 £4 00
< < 0.0 T T ] . T T T ]
1 0 1 2 -2 - 0 1 2
LY294002 log Konz. [uM] A443654 log Konz. [uM]
—&— DoHH2-TCL1 (n=3), LD50 = 72,44 uM —&— DoHH2-TCL1 (n=3), LD50 = 3,43 uM
-@ - DoHH2 (n=3), LD50 = 31,62 uM -® - DoHH2 (n=3), LD50 = 0,36 pM

Abbildung 57: LY294002 (A) und A443654 (B) sind wirksamer in den DoHH2-Zellen (-® ") als in
den DoHH2-TCL1-Zellen (—). Dargestellt ist die relative Anzahl an viablen Zellen gegen die
logarithmischen Konzentrationen der Inhibitoren. Die statistische Analyse der Diskrepanz zwischen
den DoHH2- und DoHH2-TCL1 ergab keine Signifikanz (p=0,6667 fir LY294002, p=0,3095 fir
A443654).

In den durchgefiihrten Experimenten zeigte sich eine verstarkte dosisabhangige Abnahme
der Viabilitdt der DoHH2- im Vergleich zu den DoHH2-TCL1-Zellen, denn die LD50 lag bei
31,62 uyM bei DoHH2, bei DoHH2-TCL1-Zellen hingegen bei 72,44 yM nach Inkubation mit
LY294002. Des Weiteren lag die LD50 nach Inkubation mit A443654 bei 0,36 uM bei DoHH2
und bei 3,41 uM bei DoHH2-TCL1. Jedoch ergab die statistische Analyse keine Signifikanz
(p=0,6667 fur LY294002, p=0,3095 fir A443654).

Zusatzlich wurden Zelllysate zu den Experimenten gesammelt, um die Wirkung der
Inhibitoren weiter durch einen Immunoblot in spezifischerer Form zu untersuchen (siehe

Abbildung 58 und Abbildung 59). Diese Zelllysate wurden via Western Blot analysiert.
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Abbildung 58: PI3K-Inhibition durch LY294002 wirkt sich in Form eines verspateten Abfalls von
PAKT in den TCL1-positiven Zellen aus. Die Immunoblots zeigen die Proteinlevel von pAKT,
AKT1/2 und TCL1A und die jeweiligen Standards. Die Werte der Quantifizierungen der Proteinbanden
von pAKT sind hinterlegt.

Die Immunoblots zeigen einen dezent verspateten Abfall der pAKT-Level bei beiden TCL1-
Bedingungen unter LY294002 (siehe Abbildung 58) und A443654 (siehe Abbildung 59).
Dieser Effekt ist auch an der Quantifizierung der Proteinbanden zu ersehen (Quantifizierung
der Proteinbanden siehe 2.2.3.2.1, Seite 42).
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Abbildung 59: Inhibition durch A443654 wirkt sich in Form eines verspateten Abfalls von pAKT
in den TCL1-positiven Zellen aus. Die Immunoblots zeigen die Proteinlevel von pAKT, AKT1/2 und
TCL1A und die jeweiligen Standards. Die Werte der Quantifizierungen der Proteinbanden von pAKT
sind hinterlegt.

Um die Wirkung von PI-103 und BEZ235 auf das Zelluberleben von DoHH2 und DoHH2-

TCL1 zu uberprufen, wurden die Zellen (n=3) uber 48 h mit PI-103 und BEZ235 in

97



Ergebnisse

Konzentrationen von 0,1 bis 100 yM inkubiert. Der Anteil der viablen Zellen wurde im

Durchflusszytometer bestimmt. Die Abbildung 60 zeigt die Resultate der n=3 durchgefuhrten
Experimente.
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Abbildung 60: PI-103 und BEZ235 sind geringfiigig wirksamer in den DoHH2- (-®-) als in den
DoHH2-TCL1-Zellen (). Dargestellt ist die relative Anzahl an viablen Zellen gegen die
logarithmischen Konzentrationen der Inhibitoren. Die statistische Analyse der Diskrepanz zwischen
den DoHH2- und DoHH2-TCL1 ergab keine Signifikanz (p=0,700 fir PI-103, p=0,200 fur BEZ235).

In den untersuchten Experimenten zeigte sich eine leichte dosisabhangige Abnahme der
Viabilitat der DoHH2- und DoHH2-TCL1-Zellen. Die LD50 wurde mittels GraphPad Prism®
ermittelt. Sie lag bei 100 uM bei DoHH2, wurde hingegen nicht erreicht bei DoHH2-TCL1-
Zellen nach Inkubation mit PI-103. Des Weiteren wurde die LD50 weder bei den DoHH2-
noch bei den DoHH2-TCL1-Zellen nach Inkubation mit BEZ235 erreicht. Die statistische
Analyse ergab ebenso keine Signifikanz (p=0,700 far PI-103, p=0,200 fur BEZ235).
AbschlieRend wurden die DoHH2- und DoHH2-TCL1-Zellen ebenso auf eine mTOR-
Inhibition mit Rapamycin untersucht, jedoch ergab diese keinerlei Unterschiede zwischen
DoHH2- und DoHH2-TCL1-Zellen (Daten nicht gezeigt).
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3.4.3 Das MaR der mTOR-Inhibition durch Rapamycin ist abhangig vom
TCL1A-Status und von der zellularen Aktivierung.

Darauffolgend wurden CLL-Zellen von zwei unterschiedlichen CLL-Patienten, die jeweils
hohe und niedrige TCL1A-Level aufwiesen, zum Experiment herangezogen. Dabei wurden
die CLL-Zellen zum einen mit Rapamycin vorbehandelt und anschlieRend einer BZR-
Stimulation (BZR-crosslinking mit anti-lgM) unterzogen bzw. nur stimuliert durch anti-IgM-
crosslinking. Eine unbehandelte Bedingung wurde als Kontrolle verwendet. Die Zelllysate
wurden via Western Blot analysiert. Als Mal fir die biochemischen Effekte wurde die
Phosphoaktivierung von AKT herangezogen, weil wir pAKT als Read-out fur eine

erfolgreiche Target-Inhibition ausgewahlt haben.

CLL #1 CLL #2

e - =+ =+ - - =+ + 200 nM Rapamycin (Vorinkubation)

= + - + - + - + B-Zell Rezeptorstimulation
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Abbildung 61: Die pAKT-Level nach mTOR-Inhibition sind abhdngig von der TCL1A
Expressionsstirke und der zelluldren Aktivierung. Dargestellt ist ein Immunoblot von Zelllysaten
zweier CLL-Patienten, jeweils mit hohen und niedrigen TCL1A-Level. Die Zellen wurden entweder
aktiviert oder mit Rapamycin behandelt oder sie wurden nach vorheriger Inkubation mit Rapamycin
einer BZR-Stimulation unterzogen. Die Proteinlevel von pAKT(Ser473), TCL1A und die jeweiligen
Standards sind abgebildet.

Die Effekte auf pAKT scheinen nach BZR-Stimulation und mTOR-Inhibition mit den TCL1A-

Level und mit der zellularen Aktivierung in Zusammenhang zu stehen.

3.4.4 Die selektive Inhibition von AKT beeinflusst die Bildung der TCL1A-AKT-
Komplexe

In der konfokalen Mikroskopie wird deutlich, dass der TCL1A-AKT-Komplex durch
spezifische PI3K-AKT-mTOR-Inhibitoren verhindert wird. CLL-Zellen wurden zum einen nur
mit anti-IgM fir 2 h stimuliert; es bildete sich ein TCL1A-AKT-Komplex (Abbildung 62 A).
Zum anderen behandelten wir die CLL-Zellen vorher mit dem PI3K-Inhibitor (LY294002), der

upstream vom Signalweg inhibiert, und stimulierten sie anschlieend mit anti-IgM fur 2 h
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(Abbildung 62 B). Dies fuhrte dazu, dass die Bildung des TCL1A-AKT-Komplexes verhindert
wurde. Darauffolgend wurden die CLL-Zellen zunachst mit einem PDK2-Inhibitor (QLTO267)
vorbehandelt, der den direkten Schritt der AKT-Aktivierung inhibiert, und anschlieRend mit
anti-lgM fur 2 h simuliert (Abbildung 62 C). Erneut wurde diese TCL1A-AKT-Komplex-
Bildung durch den PDK2-Inhibitor verhindert. Im nachsten Fall wurden die CLL-Zellen mit
dem AKT-Inhibitor (A443654) vorbehandelt, der downstream vom AKT inhibiert, und
anschliefiend mit anti-IgM fir 2 h stimuliert (Abbildung 62 D). Infolgedessen kam es zu einer
Akkumulation dieses TCL1A-AKT-Komplexes, wenn man downstream vom AKT inhibiert. Im
letzten Fall wurden die CLL-Zellen mit dem mTOR-Inhibitor (Rapamycin) vorbehandelt und
anschlielend wurde eine Stimulation mit anti-lgM flr 2 h durchgefiihrt (Abbildung 62 H).
Auch auf diesem Wege wird diese TCL1A-AKT-Komplex-Bildung verhindert.
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QLTO0267

TCL1A/ TCL1A/

Abbildung 62: CLL-Zellen wurden mit den spezifischen Inhibitoren (LY294002, QLTO267,
A443654, Rapamycin) vorbehandelt und anschlieBend mit anti-IgM fir 2 h stimuliert. In dieser
konfokalen Abbildung wurde TCL1A griin und AKT1/2 rot gefarbt. Die Uberdeckung von TCL1A und
AKT1/2 ergibt dann gelb. (A) Links sind unbehandelte CLL-Zellen als Kontrolle abgebildet und rechts
wurden CLL-Zellen fur 2 h durch anti-lgM-crosslinking stimuliert. Es bildete sich ein TCL1A-AKT-
Komplex. (B) Links sind jeweils unbehandelte CLL-Zellen abgebildet und inhibiert man oberhalb des
PI3K-Signalweges mit dem PI3K-Inhibitor LY204002 (B) oder einem PDK2-Inhibitor (QLTO267) (C)
und stimuliert anschlieRend mit anti-lgM-crosslinking, verhindert man diese TCL1A-AKT-
Komplexbildung. (D) Links sind erneut unbehandelte CLL-Zellen abgebildet. Fihrt man nun eine
Inhibition unterhalb des PI3K-Signalweges mit dem AKT-Inhibitor A443654 durch bei anschlielender
Stimulierung mit anti-lgM-crosslinking, fuhrt dies zu einer Akkumulation dieser TCLA-AKT-
Komplexbildung (D). In (E) sind unbehandelte CLL-Zellen abgebildet, es bildet sich kein TCL1A-AKT-
Komplex. (F) zeigt eine Behandlung der CLL-Zellen mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin; auch hier
bildet sich kein TCL1A-AKT-Komplex. (G) CLL-Zellen werden mit anti-lgM-crosslinking stimuliert, es
bildet sich ein TCL1A-AKT-Komplex. (H) CLL-Zellen werden zundchst mit Rapamycin vorbehandelt
und anschlieBend durch anti-lgM-crosslinking stimuliert. Auf diese Weise wird die TCL1A-AKT-
Komplexbildung verhindert.
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4. Diskussion

Die CLL ist eine heterogene Erkrankung, die einen variablen Krankheitsverlauf aufweist.
Ungeachtet der Tatsache, dass sich die Therapieoptionen in den letzten Jahren verbessert
haben, stirbt immer noch eine dysproportional grof3e Anzahl an Patienten an der Erkrankung.
Aufgrund von bestehenden Resistenzen der Chemotherapeutika gegen CLL-Zellen, von
schweren Nebenwirkungen der Chemotherapeutika an sich oder auch von resistenten Fallen
mussen neue Therapieoptionen entwickelt werden, die dies tGberwinden.

Pathogenetisch hat die Interaktion der CLL-Zellen mit dem sogenannten Mikromilieu eine
enorme Bedeutung fiir das Uberleben und die Proliferation der CLL. Bei dieser Interaktion ist
der BZR sehr bedeutsam; er ist essentiell fir das Uberleben und die Expansion des CLL-
Klones (21). Womdglich ist diese Interaktion auch fir die vorkommenden Resistenzen nach
einer Chemotherapie verantwortlich (21). Die Aktivierung bzw. Stimulierung des BZR durch
anti-lgM  aktiviert/phosphoryliert die SYK-Kinasen, die wiederum die Tyrosinkinasen
PI3K/AKT aktivieren (90, 137). Das Onkogen TCL1A reguliert als AKT-Koaktivator die BZR-
Signalweiterleitung in der CLL (75, 77,78, 154, 172). Es wurde gezeigt, dass das Onkogen
TCL1A mit dem AKT-Signalweg interagiert, indem es an die PH-Domane von AKT bindet
und dessen Aktivitat steigert (107, 139, 153). TCL1A ist in der CLL als Marker schlechter
Prognose bekannt (78). Es ist in 80 % der CLL-Falle exprimiert, besonders in der IGHV-
unmutierten und ZAP70-aggressiv verlaufenden Form (78).

Der AKT-Signaltransduktionsweg hat eine zentrale Bedeutung fur Wachstum, Proliferation
und Uberleben von Zellen (123). Der Einfluss von AKT auf das Zelliberleben in der CLL
wurde bereits gezeigt (214, 151). In vielen Tumoren — zum Beispiel in der CLL — ist dieser
konstitutiv aktiv (214), so dass Proliferation, Wachstum und Uberleben in noch starkerem
Male stattfinden.

Jedoch wurde durch andere Wissenschaftler nachgewiesen, dass AKT auch nicht konstitutiv
aktiv vorliegen kann (7, 167). 16 von 32 in dieser Arbeit untersuchten Proben von CLL-
Patienten zeigten ebenfalls erhdhte Basallevel von phosphoryliertem AKT.

Eine konstitutive Aktivierung kann eine anhaltende Aktivitdt des BZR-Signalweges als
Ursache haben, aber auch Mutationen in dem PI3K-AKT-mTOR-Signalweg, die bekannt sind
und die gegebenenfalls zu Therapieresistenzen fihren kdnnen (120). Zum Beispiel sind
Mutationen von PTEN in malignen Erkrankungen bekannt (67, 86, 173), jedoch nicht in der
CLL. PTEN fungiert als negativer Regulator des PI3K-Signalweges, indem es die
Umwandlung von PIP2 in PIP3 verhindert. Ein nicht funktionsfahiges PTEN bedeutet eine
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Uberschissige Aktivierung des PI3K-AKT-Signalweges. Markman et al. haben gezeigt, dass
die haufigsten Mutationen im PI3K-Signalweg Anormalitdten in PTEN und in PIK3CA
darstellen (124). Bei PIK3CA handelt es sich um das Gen, welches fir die Kodierung von
p110a zustandig ist (124). Mutationen in PIK3CA sind in Brust-, Kolorektal- und
Endometrialkrebs bekannt. Yuan et al. zeigten eine Koexistenz der Mutation in PIK3CA und
PTEN in Brust-, Endometrial- und Kolonkrebs (210). AuBerdem sind Mutationen in der PH-
Domane von AKT bekannt, die zu einer Aktivitatssteigerung von AKT fuhren konnen (24,
119). Brown et al. fanden eine PIKC3CA-Amplifikation, die ebenfalls Ursache einer
Aktivierung im PI3K-AKT-Signalweg sein konnte (18). Durch die auftretende Mutation wird
die PH-Domane von AKT langer an dem Plasmamembran gehalten (24). Die haufigste
Mutation von AKT ist eine Mutation in dem AKT1 namens E17K (24, 120). Jedoch scheint
ein anderer Sachverhalt fiir den Uberschuss an AKT1 in der CLL und AML verantwortlich zu
sein (120, 211), denn Zenz et al. haben 106 CLL- und 95 AML-Patienten auf diese Mutation
untersucht und diese nicht nachweisen konnen (211). Kienle et al. stellten einen
Zusammenhang zwischen einer vermehrten Aktivitat von AKT1 und einer auftretenden 13g-
Deletion in der CLL her (95). Es sind ebenfalls Mutationen im mTOR-Komplex bekannt (73).
Alle oben thematisierten Mutationen flihren zu Resistenzen in der Standardtherapie der CLL
(95).

Aufgrund dessen stellt die Blockade des AKT-Signalweges mittels verschiedener Inhibitoren
einen vielversprechenden Ansatz neuerer Therapieoptionen in der CLL dar (214, 109, 153,
176). Andere Forscher haben bereits gezeigt, dass der Einsatz von PI3K- und AKT-
Inhibitoren effektiv das Uberleben der Tumorzellen stoppen und Apoptose induzieren kann
(8,16, 42, 43, 81).

Die nach einer BZR-Aktivierung induzierte Interaktion zwischen den CLL-Zellen und dem
Mikromilieu (7), die zu Wachstum und Uberleben der CLL-Zellen fiihrt, sollte inhibiert
werden. Dies erreicht man mit Inhibitoren von SYK, der PI3K/AKT- oder CXCR4-
Antagonisten (20, 124, 156). Aus diesem Grund bietet sich die BZR-Signalweiterleitung als
gutes Angriffsziel in der Therapie der CLL an (20).

Das Konzept dieser Arbeit war es, mittels Inhibitoren, die verschiedene Wirkmechanismen
aufweisen, effektiv den PI3K-AKT-mTOR-Signalweg zu inhibieren und dabei zu zeigen, ob
TCL1A die Sensitivitat der Substanzen gegenuber CLL-Zellen beeinflusst.
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4.1 PI3SK-AKT-mTOR-Inhibition in der CLL und der Einfluss von
TCL1A auf die Wirksamkeit der Inhibitoren

4.1.1 Die Apoptoseinduktion durch PI3K-AKT-mTOR-Inhibitoren variiert in der
CLL.

Die Ergebnisse dieser Dissertation haben gezeigt, dass PI3K-AKT-mTOR-Inhibition in vitro
Apoptose in der CLL induziert und die Viabilitdt gesenkt wird. Dabei wurde gezeigt, dass die
downstream-Inhibition durch A443654 sich als am wirksamsten erwiesen hat. Durch seinen
speziellen Wirkmechanismus, downstream im Signalweg anzugreifen, erzielte ich die
Induktion von Apoptose in allen 32 untersuchten CLL-Patienten. Andere Forscher
untersuchten bereits, dass AKT-Inhibitoren die PI3K-AKT-Kaskade effektiver inhibieren
kénnen als alle anderen Inhibitoren, die einen anderen Wirkmechanismus aufweisen (5,
108). Diese haben ein Peptid (AKT-in) entwickelt, das an die AKT-Bindestelle bindet und
sowohl AKT als auch dessen Substrate reguliert (80). Dieses Peptid mimickt den BA-Strang
von TCL1A, bindet an AKT und inhibiert die Kinaseaktivitat von AKT. Andere Forscher
untersuchten den AKT-Inhibitor API-1, der sehr selektiv AKT durch Bindung an die PH-
Domane von AKT inhibiert (97). Dadurch wird die Membrantranslokation von AKT verhindert.
API-1 inhibiert auch alle drei Isoformen von AKT. Dagegen besitzt es keine Wirksamkeit
gegenuber der PI3K, PDPK1 und mTOR. Diese Gruppe zeigte, dass API-1 auch wirksam ist,
wenn der AKT-Signalweg konstitutiv aktiv ist. Des Weiteren hat es ebenfalls Wirksamkeit
gezeigt bei Vorhandensein der Mutation in AKT1 (E17K). Kim et al. illustrierten ebenfalls,
dass API-1 Apoptose in Tumorzelllinien induziert und den Zellzyklus stoppt. Darlber hinaus
wiesen sie gleichfalls die Wirksamkeit von API-1 in vivo nach und konnten zeigen, dass der
Inhibitor das Wachstum von Tumoren in sogenannten ,nude mice“ inhibieren konnte. Jedoch
liegen bisher keine Daten zu API-1 in der CLL vor.

mTOR-Inhibition durch Rapamycin hat ebenfalls in allen 32 untersuchten Fallen Apoptose
induziert. Die In-vitro-Experimente haben gezeigt, dass niedrige nanomolare
Konzentrationen an Rapamycin weder Apoptose noch Viabilitdt senken konnten. Dies steht
auch in Einklang mit der existierenden Literatur, da andere Gruppen gleichermalen
festgestellt haben, dass erst hohe Dosen an Rapamycin Apoptose in der CLL induzieren
kdénnen (206). Diese Tatsache ist auch an der Dosiswirkungskurve (Abbildung 15, Seite 54)
zu erkennen. Die Apoptoserate steigt in den mit Rapamycin behandelten CLL-Zellen,
gesunden B-Zellen und PBMC in einem steilen Verlauf an (Abbildung 15, Seite 54). Jedoch
ist dieses Phanomen nicht bei den anderen Inhibitoren festzustellen. Decker et al. haben

gezeigt, dass 50 ng/mL Rapamycin Apoptose in der CLL induzieren koénnen, jedoch
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ausschlief3lich nach vorheriger Stimulation mit IL2 (Interleukin2) (74, 61). Ohne eine
vorherige Stimulation konnte durch Rapamycin bei niedrigen Konzentrationen keine
Apoptose nachgewiesen werden. mTOR-Inhibitoren der ersten Generation haben zum
Nachteil, dass sie ausschlieBlich mTORC1 inhibieren. Dadurch kann keine effektive
Blockade erreicht werden, da mTORC2 als PDPK2 AKT an Ser473 phosphoryliert (175).
Dagegen zeigten Sabatini et al., dass eine langere Inkubation der Zellen mit Rapamycin
auch mTORC?2 inhibiert, jedoch ist dieses Ergebnis vom Zelltyp abhangig (174).

Die dualen PIBK-mTOR-Inhibitoren — wie die hier in dieser Arbeit untersuchten PI-103 und
BEZ235 — bieten gegenuber den reinen mTOR-Inhibitoren Vorteile, da sie mTORCA1,
mTORC2 und die PI3K inhibieren. Diese induzierten hier bereits bei niedrigen mikromolaren
Konzentrationen Apoptose (LD50 lag bei ca. 3—5 uM) und senkten die Viabilitat (IC50 lag bei
ca. 57 yM) in der CLL; zu diesem Resultat kamen auch andere Forscher (43).

LY294002 als einer der ersten PI3K-Inhibitoren induzierte im Rahmen dieser
Untersuchungen ebenfalls Apoptose in der CLL. Es kamen auch andere Wissenschaftler zu
der Erkenntnis, dass LY294002 Wirksamkeit in der CLL und anderen Krebserkrankungen
gezeigt hat (158). Im Vergleich zu den dualen PI3K-Inhibitoren — BEZ235 und PI-103 — gab
es unter den mit LY294002 behandelten CLL-Zellen keine Non-Responder. Eine mdgliche
Erklarung dafur kdonnte der Wirkmechanismus liefern, denn LY294002 ist ein reiner PI3K-
Inhibitor und BEZ235/PI1-103 inhibieren sowohl PI3K, mTORC1 und mTORC2 jeweils mit

konzentrationsabhangigen Affinitdtsunterschieden.

4.1.2 Nachweis der induzierten Apoptose

Apoptose kann Uber einen intrinsischen oder extrinsischen Weg ausgel6st werden (siehe
Abbildung 63). Der intrinsische Weg wird durch physikalische oder chemische Reize
ausgel6st und lauft Uber die Mitochondrien ab. BCL-2-Proteine initiieren die Freisetzung von
Cytochrom C. Cytochrom C wiederum initiiert die Aktivierung der Procaspase 9, die die
Effektorcaspasen 3 und 7 aktiviert. Die Effektorcaspasen flihren zum Beispiel durch Spaltung
von PARP (Haupt-Caspasesubstrat) die Apoptose aus. Dagegen wird der extrinsische Weg
durch Ligandenbindung an einem Todesrezeptor eingeleitet. Die Ligandenbindung aktiviert
den Todesrezeptor und es wird ein Proteinkomplex gebildet; dieser Komplex umfasst auch
die Procaspasen 8 und 10. Die Procaspase 8 wird gespalten und aktiviert; sie kann so nach
Freisetzung selbst Effektorcaspasen aktivieren. Caspase 8 gehort zu den Initiatorcaspasen,
die die Effektorcaspasen (3/7/6) aktivieren. Dies fuhrt zu einer kaskadenartigen Aktivierung

von verschiedenen Spaltprodukten, wie zum Beispiel PARP. Somit minden beide Wege in
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der Aktivierung der Caspase 3 und 7 und somit in der Ausfiihrung der Apoptose. Stiles et al.
konnten demonstrieren, dass die Inhibierung der PI3K-AKT-mTOR-Signalweiterleitung fur
gewohnlich mit der Aktivierung des intrinsischen apoptotischen Signalweges assoziiert ist
(190).

| Intrinsischer Weg | “ Extrinsischer Weg
(DNA-Schaden) .

(Aktivierung des Todesrezeptors
durch spezielle Ligandenbindung)

IC.:::;:—G l
_cytc ) . Caspase8/10 _

\ l

'--M}) . Caspase3/7

l Caspasesubstrate
~ (PARP)

/

| Apoptose

Abbildung 63: Apoptotische Signalweiterleitung

Die durch A443654 induzierte Apoptose konnte durch die Spaltung von Caspase 3 weiter
charakterisiert werden. William et al. zeigten, dass A443654 Apoptose in Jurkat-Zelllinien
durch Aktivierung von Caspase 2, -3, -6, -8 und -9 ausldst (59). Durch Caspase 3/7 konnte
hier ebenfalls die durch das Rapamycin ausgeloste Apoptose weiter charakterisiert werden.
Hayun et al. fanden ebenfalls heraus, dass Rapamycin die Aktivitat von Caspase 9, -3 und -7
steigert und somit die Apoptose durch den intrinsischen Weg ausgeldst wird (74).

Die Inhibition durch die dualen Inhibitoren, BEZ235 und PI-103, I6ste Apoptose durch
Spaltung von Caspase 3 und PARP aus. Sowohl Serra als auch Baumann et al. stellten fest,
dass BEZ235 Apoptose durch den Nachweis von Caspase 3 und -9 induzierte (9, 182).
Chiarini et al. konnten zeigen, dass PI-103 Apoptose durch eine erhohte Aktivitat von

Caspase 3 und -9 nachweisen liefl3 (29).
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In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass die Spaltung von PARP durch LY294002 einen
Hinweis auf die Art des induzierten Zelltodes gab, namlich durch Apoptose. Andere
Wissenschaftler konnten belegen, dass PI3K-Inhibition durch LY294002 zu erhohten
Aktivitdten von Caspase 8 fuhrte (158). Andere Wissenschaftler gelang es, zu zeigen, dass
die Inhibierung der PI3K-AKT-mTOR-Signalweiterleitung fur gewohnlich mit der Aktivierung

des intrinsischen apoptotischen Signalweges assoziiert ist (190).

4.1.3 Die untersuchten Inhibitoren wirken zielgerichtet und spezifisch.

Bezlglich der Targetspezifitat konnte ich zeigen, dass der AKT-Inhibitor A443654, der
downstream vom AKT-Signalweg angreift, sich als am wirksamsten erwiesen hat, denn
pAKT-Level konnten bereits bei niedrigen mikromolaren Konzentrationen effektiv gesenkt
werden. Das ist darauf zurlickzufiihren, dass die downstream-Inhibition dem System die
Moglichkeit nimmt, durch Ruckkopplungsmechanismen Kompensationen vorzunehmen,
denn A443654 induziert Phosphorylierung an Serin473 unabhangig von mTORC1 (71). Aus
diesem Grund war die Reduzierung von pAKT im Immunoblot durch A443654 sehr effektiv.

Im Rahmen dieser Experimentenreine bedingte die AKT-Inhibition durch A443654 keine
vorubergehende Hyperphosphorylierung von AKT. Andere Arbeitsgruppen haben gezeigt,
dass die Behandlung von Zellen mittels A443654 zunachst paradoxerweise eine
Hyperphosphorylierung bedingt (143). Bei hoheren Konzentrationen wird pAKT vollstandig
reduziert. Es werden zwei mogliche Mechanismen diskutiert, durch die es zu dieser
vorubergehenden Hyperphosphorylierung durch A443654 kommen kann. So wird diskutiert,
dass sie durch einen sogenannten extrinsischen Weg ausgeldst werden kann. Dabei wird die
Signalkaskade mit eingeschlossen. Okuzumi et al. haben die Frage untersucht, ob A443654
wie die mTOR-Inhibitoren feedback loops auslésen kann. Dies kénnte zum Beispiel durch
Inhibition bestimmter Kinasen geschehen; diesen Mechanismus bezeichneten die
Wissenschaftler als den extrinsischen Weg, der diese Hyperphosphorylierung bedingen
kénnte. Sie gingen auch der Uberlegung nach, ob das Phanomen der
Hyperphosphorylierung womdglich gar nichts mit der Signalkaskade zu tun hat, sondern
durch direkte Bindung von A443654 an die ATP-Bindestelle von AKT ausgelost werden
kann. Diese Mdglichkeit wird von den Wissenschaftlern als der intrinsische Weg bezeichnet.
Geringe Mengen an A443654 sollen die Empfindsamkeit der PH-Domane von AKT erhdhen,
so dass dieser in der Lage ist, mehr PIP3 zu binden. Dadurch wiederum wird die
Membranlokalisierung begunstigt, was schlieRlich dazu fuhrt, dass die Aktivierung von AKT

bzw. deren Phosphorylierung erhéht wird. Membranlokalisierung ist aber keine hinreichende
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Bedingung, um eine Hyperphosphorylierung zu induzieren. Schlussfolgernd gelangten
Okuzumi et al. zu dem Resultat, dass die voribergehende Hyperphosphorylierung durch
A443654 durch den intrinsischen Weg ausgel6st wird.

Die Targetspezifitat von Rapamycin der dualen Inhibitoren wurde durch die Level an
MTOR/pmTOR und 4EBP1/p4EBP1 in dieser Arbeit nachgewiesen.

Die dualen Inhibitoren zeigen mechanistische Vorteile gegeniber den reinen mTOR-
Inhibitoren und zwar in dem Sinne, dass die Ruckkopplungsmechanismen verhindert oder
abgeschwacht werden kénnen.

Uber mTOR-Inhibitoren wird berichtet, dass sie Uber den |IGF-1-Rezeptor
Ruckkopplungsmechanismen auslosen kénnen (142). Dazu werden im Rahmen einer
ausschlieflichen mTORC1-Inhibierung positive Rickkopplungsschleifen tber den IGF-1R
ausgelost, die zu einer erneuten Aktivierung von AKT flhren (2, 142). Dies wird in der

folgenden Abbildung deutlich:
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Abbildung 64: PI3BK-AKT-mTOR-Signalweg. BZR-Stimulation, die zu Wachstum, Proliferation und
Uberleben fiihrt. TCL1A fungiert dabei als AKT-Koaktivator. mTORC2 kann als PDPK2 fungieren,
indem es pAKT an Serin473 phosphoryliert. Parallel kann TCL1A indirekt als PDPK2 fungieren, indem
sich jeweils zwei Komplexe aus TCL1A gebunden an die PH-Doméane von AKT vercrosslinken und
sich gegenseitig phosphorylieren. TCL1A fungiert als aktivitdtssteigernde Komponente.
Veranschaulicht ist eine detailliertere Darstellung des Wirkmechanismus von PI-103, BEZ235 und
Rapamycin, inklusive der sich aus der mTOR-Inhibition ergebenden ,positiven
Ruckkopplungsschleife®.

Die S6 Kinase stellt ein Substrat von mTOR dar, somit wird nach einer mTOR-Inhibition die

S6 Kinase inaktiviert. Die S6 Kinase hemmt im aktiven Zustand IRS-1 (Insulin Receptor
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Substrate-1), dieser bewirkt im aktiven Zustand Uber den IGF-1Rezeptor eine Aktivierung
des PI3K-Signalweges. Unsere Daten zeigen keine IGF-1R Expression in der CLL (nicht
publizierte Daten), jedoch belegte die Forschungsarbeit von Schillaci et al., dass in 50 % der
CLL-Falle eine IGF-1R-Expression vorliegen kann (177). Nach mTOR-Inhibition wird die S6
Kinase inaktiviert, infolgedessen kann IRS-1 nicht gehemmt werden. Dies fuhrt zu einem
positiven Ruckkopplungsmechanismus, indem trotz mTOR-Inhibition der PI3K-Signalweg
aktiviert wird (Abbildung 64) (90, 142). Die zusatzliche Inhibierung der p110a-Untereinheit
durch einen PI3K-Inhibitor verhindert diese AKT-Aktivierung. Daher ist es sinnvoll, duale
PI3K-Inhibitoren zu entwickeln, die mTOR und PI3K inhibieren. Infrage kamen hier im
Rahmen dieser Arbeit BEZ235 oder PI-103 (118). Eine andere Moglichkeit ware die
Kombination eines mTOR-Inhibitors mit einem IGF-1R-Inhibitor. Diese Kombination
verhindert die durch das Rapamycin ausgeldste Aktivierung des PI3K-Signalweges.

Diese Beobachtung konnte ich in meiner Dissertation auch bedingt zeigen, denn durch die
unterschiedlichen Affinitdten der dualen Inhibitoren zu deren Targets waren geringfligig bei
den dualen Inhibitoren ebenfalls diese positiven Rickkopplungsmechanismen zu
beobachten. Serra et al. verdeutlichten, dass die Auslosung der feedback loops abhangig
von der Konzentration, von der Dauer der Inkubation von BEZ235 mit den Zellen und vom
Zelltyp zu sein scheint (182). So zeigten meine Ergebnisse, dass BEZ235 bei niedrigeren
Konzentrationen eine starkere Affinitdt zu der mTOR-Einheit aufwies und bei hdheren
Konzentrationen die duale Inhibition einsetzte (siehe Abbildung 49). Serra et al. kamen bei
der Untersuchung von BEZ235 in Brustkrebszelllinien zu demselben Ergebnis. Sie fanden
heraus, dass BEZ235 bei < 100 nmol/L mTOR inhibiert wurde und bei ca. 500 nmol/L die
duale Inhibition einsetzte (182). Raynaud et al. haben gezeigt, dass PI-103 mit einer
Konzentration von 2 nmol/L die p110a-Untereinheit inhibiete und mTORC1 bei einer
Konzentration von 5 pumol/L inhibiert wurde (167). Cho et al. verglichen in einer Arbeit
Rapamycin und BEZ235 miteinander und veranschaulichten die mechanistischen Vorteile
der dualen Inhibitoren (32).

Ihnen gelang es, zu =zeigen, dass durch die dualen Inhibitoren diese positiven
Ruckkopplungsmechanismen teilweise kompensiert werden konnten. Die Kompensation
erreicht leider keinen Wert von 100 %, da die dualen Inhibitoren konzentrationsabhangig
Affinitatsunterschiede zu ihren Angriffsstellen aufweisen. Trotzdem erweisen sich die dualen
PI3BK-mTOR-Inhibitoren, wie zum Beispiel PI-103 und BEZ235, in vitro als vorteilhafter (32),
ebenfalls in der T-ALL (T-Zell-akute lymphatische Leukadmie) (194). Zudem haben sich die
dualen Inhibitoren gegenuber den reinen PI3K-Inhibitoren (LY294002) durchgesetzt. Die
Begrindung ist, dass die Inhibition upstream vom Signalweg keine Gewahrleistung daflr

bietet, dass die Kaskade eine Umgehung der Inhibition findet. Diese Aussage unterstitzten
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auch die Immunoblots, die auf Proteinebene zur Analyse der Phosphorylierung von AKT
intendiert waren. Da LY294002 nur an der PI3K inhibiert, wurden pAKT-Level nicht
erfolgreich minimiert, wie das zum Beispiel bei der Anwendung der dualen PI3K-mTOR-
Inhibitoren der Fall war. Interessanterweise konnten Plate et al. bei gleichzeitig erhdhter
Aktivitdt von Caspase 8 durch PI3K-Inhibition mittels LY294002 keine Reduktion von pAKT

nachweisen (158).

4.1.4 Ist das zytotoxische Potential gegen gesunde Zellen gerichtet?

Die Untersuchung der Wirkung der Inhibitoren auf die gesunden B-Zellen und gesunden
PBMC ergab, dass durch A443654, Rapamycin und LY294002 auch gesunde Zellen in
Apoptose gingen. A443654 zeigte ca. eine LD50 = 10 pM und eine IC50 = 4,78 uM
gegeniber gesunden B-Zellen bzw. PBMC. Rapamycin veranschaulichte eine LD50 = 74,13
MM gegenuber gesunden B-Zellen und eine LD50 = 57,54 yM/IC50 = 100 uM gegenulber
gesunden PBMC. LY294002 zeigte eine IC50 = 87,10 uM gegenuber gesunden PBMC.
Dagegen erwiesen sich die dualen PI3K-Inhibitoren — BEZ235 und PI-103 — vergleichsweise
wirkungslos gegeniber gesunden B-Zellen und PBMC (Abbildung 12, Seite 51 und
Abbildung 13, Seite 52). A443654 wurde bisher nur in vitro und in vivo an Mausen untersucht
(185), es gibt noch keine klinische Anwendung. Die Ergebnisse aus dem ,PC; prostata
xenograft model“ zeigten ein reduziertes Tumorwachstum durch Gabe von A443654 in
Kombination mit Paclitaxel (185). Die alleinige Gabe von Paclitaxel konnte das nicht
bewirken. Damit wird angedeutet, dass AKT-Inhibitoren Resistenzen in der Tumortherapie
gegenlber Standard-Chemotherapeutika brechen kdénnen. Auch andere Gruppen konnten
zeigen, dass A443654 — dosisabhangig — die AKT-abhangige Signaltransduktion in vivo
inhibiert (119). Das Fortschreiten der Tumorausbreitung konnte verlangsamt werden, sowonhl
mit A443654 als Monotherapie als auch in Kombination mit Paclitaxel oder Rapamycin. Da
A443654 in den In-vitro-Experimenten auch Einfluss auf gesunde Zellen hatte, ware das
mutmallich der Grund, warum A443654 bisher nicht in der klinischen Anwendung untersucht
wird.

Eine Phase-I-Studie mit dem AKT-Inhibitor MK-2206 wurde abgeschlossen (205, 148). MK-
2206 ist ein allosterisch wirksamer AKT-Inhibitor. Durch seine Bindung an AKT bewirkt er
Konformationsanderungen in dem Protein. MK-2206 inhibiert sowohl die AKT-Aktivitat als
auch die Aktivierung von AKT (112). Praklinische In-vitro-Untersuchungen zeigten eine
starkere Wirksamkeit von MK-2206 in Kombination mit Erlotinib, Lapatinib, Doxorubicin,

Docetaxel und 5-Fluorouracil (205, 79). Derzeit sind tber 10 Phase-II-Studien im Umlauf, die
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MK-2206 oder die Kombination aus MK2206 mit anderen zytotoxischen Substanzen oder mit
anderen zielgerichteten Inhibitoren in der Krebstherapie an multiplen Tumoren untersuchen

(http://clinicaltrials.gov/ct2/results).

41.41 Die klinische Anwendung von Rapamycin und dessen Derivate
sind mit einer hohen Toxizitatsrate verbunden.

Rapamycin und dessen Derivate werden bereits in Phase-I-Studien eingesetzt, jedoch ist der
limitierende Faktor hier die hohe Toxizitat (44). Die Wirkung von Rapamycin in den In-vitro-
Experimenten an gesunden Zellen hat dies bereits vermuten lassen (44, unsere Daten
zeigen das ebenfalls, siehe Abbildung 15 und Abbildung 23). Ein Derivat von Rapamycin, der
Wirkstoff Everolimus, wurde in einer Phase-ll-Studie mit einer Dosierung von 5 mg/Tag
verabreicht (3). Jedoch musste auch diese Studie aufgrund von auftretenden Toxizitaten
abgebrochen werden, wie dies auch bei der Studie mit Rapamycin der Fall war (44).
Dagegen wird ein weiteres Derivat, das Temsirolimus, gut vertragen; dieser Wirkstoff scheint

bislang der vielversprechendste in der klinischen Anwendung zu sein (206).

41.4.2 Vielversprechende klinische Ansidtze der PI3K-Inhibitoren in der
CLL und anderen Tumorerkrankungen

Da die dualen PI3K-Inhibitoren in unseren Studien gegenuber den gesunden Zellen kaum
messbare Wirksamkeit zeigten, wirde man zu der Vermutung gelangen, dass sie sich fur die
klinische Anwendung gut eignen.

Cal-101 wird bereits erfolgreich in klinischer Anwendung in der CLL in Kombination mit
Rituximab und/oder Bendamustin erprobt (62, 64).

BEZ235 wird derzeit bezuglich seines optimalen Dosierungsschemas 1x/d vs. 2x/d
pharmakokinetisch untersucht.

Erste Ansatze in Phase-l/ll-Studien mit BEZ235 an soliden Tumoren haben sich als
erfolgreich erwiesen (122) (siehe auch Abstract 3005, Asco Annual Meeting, 2010). BEZ235
wurde relativ gut vertragen und die — beispielsweise bei den mTOR-Inhibitoren beobachteten
— Toxizitédten blieben aus (siehe Abstract 3005, Asco Annual Meeting, 2010). Maira et al.
zeigten eine dosisabhangige Antitumoraktivitat in vivo und zwar in Tumorxenograft-Zellen mit
einer fehlenden Funktion von PTEN (121). Daher sprechen viele Argumente daflr, dass die
dualen PI3K-mTOR-Inhibitoren die reinen mTOR-Inhibitoren in der klinischen Anwendung
ersetzen konnten, ebenso in der AML (25, 122). Dagegen zeigte PI-103 aufgrund von

111



Diskussion

pharmakokinetischen Nachteilen — wie ein schneller Metabolismus — keinerlei Erfolge in der

klinischen Anwendung (166).

4.1.5 TCL1A-/pAKT-Level beeinflussen die Wirksamkeit der Inhibitoren.

Zudem wurde hier ebenfalls untersucht, ob der TCL1A-Status die Wirksamkeit der
Inhibitoren beeinflusst. Die In-vitro-Untersuchungen an CLL-Zellen haben ergeben, dass die
Wirksamkeit von LY294002 und BEZ235 durch TCL1A herabgesetzt wird. Potentielle erste
klinische Anwendungen von BEZ235 sollten daher das Response Stratum ,TCL1A*
prospektiver testen. Unsere [n-vifro-Untersuchungen an Zelllinien haben ergeben, dass
TCL1A die Wirksamkeit von LY294002 und A443654 herabsetzt. Jedoch ergab die
statistische Analyse keine Signifikanz (p=0,6667 fur LY294002, p=0,3095 fir A443654).
Daher ware es fragwurdig, ob wegen der grof3en Varianz tberhaupt von einem Unterschied
gesprochen werden kann. Es wurde keine Korrelation bezuglich der Wirksamkeit von
A443654 mit dem TCL1A-Status an den CLL-Zellen gefunden. Mdglicherweise spielen in
CLL-Zellen andere Faktoren bezliglich der Wirksamkeit von A443654 eine Rolle.

Dagegen wurde die Wirkung von PI-103 und Rapamycin durch die Anwesenheit von TCL1A
an CLL-Zellen eher verbessert. PI-103 hat als dualer Inhibitor zunachst eine starkere Affinitat
zu der mTORC1-Einheit als zu der p110a-Untereinheit der PI3K. TCL1A bewirkt die
Aktivierung von AKT und zwar durch seine Bindung an die PH-Doméane von AKT. Dies fuhrt
gegebenenfalls dazu, dass die Wirkung von PI-103, zunachst mTORC1 zu inhibieren,
gesteigert wird, wenn der AKT-Signalweg aktiv ist. Die Daten aus dieser Arbeit zeigen, dass
P1-103 bei erhdhten basalen pAKT-Level eine bessere Wirkung zeigt. Demgegentber weist
BEZ235 keinerlei Korrelation der basalen pAKT-Level mit der Wirksamkeit auf. Serra et al.
konnten bei der Untersuchung von BEZ235 in der AML auch keinerlei Korrelation mit der
biochemischen Aktivitat von BEZ235 feststellen (182). Als mogliche Erklarung konnten die
unterschiedlichen, konzentrationsabhangigen Affinitdten von BEZ235 und PI-103 dienen.
BEZ235 weist zunachst eine hohere Affinitat zu der p110a-Untereinheit der PI3K als zu der
mTOR-Einheit auf (113). Ist die AKT-Kaskade aktiviert, inhibiert PI-103 effektiv den
Signalweg an mTORC1, wohingegen BEZ235 zuerst die p110a-Einheit inhibieren wirde.
Dies fuhrt nicht zu einer effektiven Inhibierung des Signalweges. Daher verbessert TCL1A
(Koaktivator von AKT) die Wirksamkeit von PI-103, wohingegen die Wirksamkeit von
BEZ235 durch TCL1A herabgesetzt wird. Rapamycin als mTOR-Inhibitor reagiert &hnlich wie
PI-103, da es ebenfalls im Falle einer Aktivierung von AKT durch TCLA eine hohe
Wirksamkeit zeigt. Das macht deutlich, dass LY294002 und BEZ235 sich ahnlich sind, da sie
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zunachst eine starkere Affinitat zu der PI3K aufweisen, wohingegen PI-103 und Rapamycin
ahnliche Charakteristika zeigen, da sie eine starkere Affinitdt zu der mTORC1-Einheit
aufweisen.

Die bessere Wirksamkeit von BEZ235 in Gegenwart von geringen TCL1A-Level resultierte
aus den Ergebnissen, die aus dem AnnexinV-Assay stammen, denn nur die LD50-Werte von
BEZ235 ergaben eine Assoziation mit TCL1A-Level. Dagegen fuhrten die IC50-Werte von
LY294002, PI-103 und Rapamycin zu einer Assoziation mit TCL1A-Expression. Aufderdem
ergaben nur die IC50-Werte von A443654 eine Assoziation mit pAKT-Level. Mdgliche
Ursachen dieser Diskrepanzen zwischen LD50 und IC50 kénnten zum einen die relative
geringe Anzahl an untersuchten Proben von Patienten sein. Eine hdhere Anzahl an Proben
hatte zu einer besseren statistischen Auswertung filhren kénnen. Zum anderen kénnte es
auch an den unterschiedlichen Readouts gelegen haben. Durch den AnnexinV-Assay
werden proapoptotische Effekte erfasst, wohingegen durch den MTT-Assay, welcher
metabolische Aktivitat und damit Viabilitat misst, eher antiproliferative Wirkungen abgebildet
werden. Ein weiterer bekannter Zusammenhang besteht zur Autophagie, ein alternativer
potentieller Effekt von pharmakologisch induziertem Zellstress. Autophagie ist die primare
Antwort bei mangelnder Nahrstoffversorgung. Sie dient dazu, das Energiegleichgewicht der
Zellen aufrechtzuerhalten, und sichert das Uberleben der Zellen. Dabei werden zelleigene
Organellen und Proteine verdaut, somit phagozytiert (,frisst) sich die Zelle selbst.
Autophagie ist demnach eine Art ,alternativer Zelltod’. Sie wird besonders durch mTOR-
Inhibitoren aktiviert (193). Herrscht ein Defekt in der Apoptose vor, ist oft die Autophagie
hochreguliert (132). Autophagie wurde in dieser Arbeit jedoch weder qualitativ noch
quantitativ gemessen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Beeinflussung der Wirksamkeit der Inhibitoren durch
TCL1A begriindet und zwar durch dessen Interaktion mit AKT.

Die PIBK-AKT-mTOR-Inhibitoren dienen auch als Werkzeuge, um weitere mechanistische

Untersuchungen auf dem Gebiet AKT oder TCL1A vorzunehmen.
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4.2 Bedeutung der Ergebnisse fir die experimentellen
Therapieansatze in der CLL

4.2.1 Assoziation der Wirksamkeit der Inhibitoren mit etablierten
prognostischen Faktoren wie klinisch-pathologische Tumor-Parametern

Insgesamt zeigen sowohl unsere Daten als auch die anderer Forscher, dass PI3K-AKT-
mTOR-Inhibitoren einen guten Ansatz bieten, die aktuellen Therapieoptionen in der CLL zu
verbessern. Der BZR-Signhalweg spielt eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der CLL.
Es wurden Assoziationen der BZR-Signalweiterleitung mit prognostischen Faktoren (CD38,
ZAP70) und Thyrosinkinasen (LYN, SYK, AKT, PI3K) entdeckt (39, 110, 137, 176, 211). Wir
fanden bei der pharmakologischen /n-vitro-Inhibierung von SYK durch den R406-Inhibitor auf
das Zelluberleben in der CLL heraus, dass CLL-Zellen von CLL-Patienten mit niedrigeren
Serum-R2-Mikroglobulinwerten nach Inkubation mit R406 mit einer besseren Ansprechrate
assoziiert sind (159). Frihere Forschungen durch andere haben gezeigt, dass R406 das
Zelliberleben und die Migration von CLL-Zellen nach vorheriger B-Zell-Aktivierung inhibiert
(161).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Wirksamkeit der Inhibitoren an CLL-Zellen
mit derartigen Parametern assoziiert ist. Zu diesen Faktoren gehdren zum Beispiel ZAP70-
Expression, CD38-Expression, Lymphozytenverdopplungszeit, Mutationsstatus der IGHV-
Gene oder das Binet-Stadium. In dieser Arbeit konnte keine Korrelation zwischen der
Zytogenetik und der Wirksamkeit festgestellt werden. Die Anzahl der untersuchten Patienten
war namlich zu niedrig, um Gruppen unterschiedlicher Zytogenetik bilden zu kénnen und
diese mit der Wirksamkeit zu korrelieren. Zhuna et al. fanden heraus, dass die Sensitivitat
des AKT-Inhibitionsmittels A443654 mit einer p53-Dysfunktion und einer Deletion 17p/11q in
der CLL assoziiert ist (214). A443654 zeigte sich als weniger sensitiv bei den CLL-Proben
(n=26), die eine p53-Dysfunktion und eine Deletion 17p/11q aufwiesen. Jedoch konnte keine
weitere Korrelation mit anderen prognostischen Markern festgestellt werden (214).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass Proben von CLL-Patienten, die eine
11g/17p-Deletion aufwiesen, im Vergleich zu allen anderen zytogenetisch vorkommenden
Gruppen mit einer schlechten Sensitivitat gegenliber BEZ235 und A443654 assoziiert waren.
Da unsere Patientendaten keine genauen Angaben uber den Zeitpunkt der Stadieneinteilung
beinhalteten, ware es zu unreflektiert, Schlussfolgerungen aus den Responsedaten der
Inhibitoren zu ziehen.

Des Weiteren wurden hier die Proben der Patienten auch nicht auf Mutationen im BZR-

Signalweg untersucht, um wiederum Korrelationen mit der Inhibitor-Wirksamkeit zu
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untersuchen. Brown et al. haben eine genomische Analyse von 161 CLL-Proben mit
LAffymetrix 6.0 SNP arrays® durchgefuhrt (18). Die Daten wurden mit Hilfe von ,gene
expresssion profiles* analysiert. In drei CLL-Proben haben sie Amplifikationen im PIKC3CA-
Gen gefunden. Diese auftretende Amplifikation ist assoziiert mit einer erhdhten Expression
von ZAP70 und CD38. Sie haben keine weiteren Punktmutationen in dem Bereich finden
konnen. Die PIKC3CA-Amplifikation konnte die Ursache einer Aktivierung im PI3K-AKT-
Signalweg sein (18). Fan et al. haben den Nachweis erbracht, dass PI-103 ebenso eine
Wirkung in solchen Zelllinien zeigte, in denen PTEN und p53 funktionslos sind (60). Die
Auswirkung dieser Mutationen bestand in einer Aktivierung von AKT. Des Weiteren zeigten
auch Chapuis et al., dass BEZ235 in Tumorzelllinien wirksam war, bei denen PTEN
funktionslos ist (25). Ebenso induzierte BEZ235 Apoptose in Brustkrebszelllinien, welche
eine PIK3CA-Mutation enthielten (16). Diese auftretenden Mutationen verleihen eine gewisse
Resistenz gegeniber Standard-Chemotherapeutika, daher erweisen sich die dualen PI3K-
Inhibitoren in diesen Fallen als gute therapeutische MalRnahme. Yu et al. haben gezeigt,
dass Veranderungen in dem RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg fir eine fehlende Wirksamkeit
der PI3K-Inhibition verantwortlich sind (208).

4.2.2 Umgehung von Resistenzen durch PI3K-AKT-mTOR-Inhibitoren
gegeniber der Standard-Chemotherapie

TCL1A ist als Adaptermolekll im BZR-Signalweg involviert und erfahrt auch wahrend der B-
Zell-Rezeptorreifung eine kontrollierte Regulation. Der PI3K-AKT-Signalweg wird unmittelbar
nach Aktivierung des BZR aktiviert. Eine Aktivierung des BZR-Signalweges durch —
beispielsweise — Mutationen fihrt zu einer fehlenden Wirksamkeit der Standard-
Chemotherapeutika (17, 33). Diese Resistenz kénnte zukinftig durch PI3K-AKT-mTOR-
Inhibitoren umgangen werden, zumal die Kombination aus einem Standard-
Chemotherapeutikum und einem PISK-AKT-mTOR-Inhibitor bereits Anwendung in klinischen
Studien gefunden hat und diese Kombination sehr vielversprechend ist (84).

Die konstitutive Aktivierung der PI3K-AKT-mTOR-Kaskade kann durch den speziellen
Inhibitor  erfolgreich inhibiert werden, so dass an diesem Punkt sogar die
Standardtherapeutika erneute Wirksamkeit zeigen kdnnten. Auf die Weise soll auch das
Risiko aufkommender Toxizitdten minimiert werden. Shi et al. zeigten eine synergistische
Wirkung von A443654 mit Topoisomerase |- und ll-Inhibitoren in humanen Tumorzelllinien
(185). Everolimus wird in einer Phase-I-II-Studie mit Cyclophosphamid an Patienten mit

metastasierendem Nierenzellkarzinom kombiniert verabreicht; dabei konnte bereits ein
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langeres PFS gezeigt werden (85). Shi et al. haben entdeckt, dass die Kombination aus
Rapamycin und Cisplatin die Apoptoserate intensiviert und die Wirksamkeit von Cisplatin
steigert (178). Nishioka et al. fanden heraus, dass die Kombination aus mTOR-Inhibition und
einem Histon-Deacetylase-Inhibitor Wachstum und Differenzierung von AML-Zellen in vitro
verhindert (138).

Serra et al. zeigten, dass BEZ235 sowohl in mutierten Zellen als auch in nicht mutierten
Zellen Wirksamkeit zeigte. Diese Mutationen wurden im p110a-Bereich, E545K und H1047R
identifiziert. Dies ist wichtig fir die klinische Anwendung von BEZ235 in der AML (182).
Méglicherweise kénnte man sich diesen Vorteil auch in der CLL zunutze machen.
T-ALL-Zellen zeigen in 85 % der Falle eine konstitutive Aktivierung der PI3K-
Signalweiterleitung, so dass der Einsatz der PI3K-AKT-mTOR-Inhibitoren eine gute
therapeutische MalRnahme darstellt. So konnten Chiarini et al. zeigen, dass BEZ235 die
auftretende Resistenz gegeniber Vincristin in Jurkat-Zellen Uberwinden konnte (30). Die
Jurkat-Zellen wurden dabei mit MS-5-Stromazellen in Kokultur gehalten, um die
Gegebenheiten im Mikromilieu zu reproduzieren. Kim et al. veranschaulichten, dass BEZ235
gute Wirksamkeit im MCL (Mantle cell ymhoma, Mantelzelllymphom) — in dieser ist der PI3K-
AKT-mTOR-Signalweg konstitutiv aktiv — gezeigt hat (67). Des Weiteren entwickelten sie
eine MCL-Zelllinie, die erhdhte Level an phosphorylietem AKT und mTOR aufwies. Diese
MCL-Zelllinie reagierte resistent auf Bortezomib. Jedoch konnte man durch die Kombination
aus Bortezomib und BEZ235 das Wachstum dieser Zelllinie verhindern bzw. inhibieren.
BEZ235 zeigte eine synergistische Eigenschaft mit Bortezomib und hob die Resistenz der
Zellen gegenuber den konventionellen Standard-Chemotherapeutika auf (67). PI-103 zeigte
ebenfalls in vitro synergistische Wirkung in Kombination mit Vincristin in der T-ALL (29). Eine
konstitutive Aktivierung der PI3K als Ursache fir eine auftretende Resistenz gegenlber
zytotoxischen Substanzen wurde in Brustkrebszellen, Lungen- und Ovarialkarzinomen
gezeigt (17, 33, 84). Mdoglicherweise liel3e sich diese auch in der CLL zunutze machen, wenn
man vorher den Aktivierungszustand der PI3K in Erfahrung bringen kénnte. Hierzu existiert
eine fortlaufende Kontroverse, ob und Uber welche Mechanismen eine konstitutive
Aktivierung der PI3K-AKT in der CLL vorliegt. Es gibt Ergebnisse, die fur eine konstitutive
Aktivierung der PI3K-AKT in der CLL sprechen, wohingegen andere Ergebnisse in
gegenteiliger Weise zu interpretieren sind. Moglicherweise liegt es an der Heterogenitat der
CLL, dass beide Zustande postuliert werden. Cuni et al. zeigten, dass eine erhdhte Aktivitat
von NF-kB in CLL-Zellen mit erhdhten basalen Aktivitaten von RAF-MEK-ERK und/oder dem
PI3K-AKT-Signalweg assoziiert ist (37, 203). An frisch isolierten CLL-Zellen zeigten sie, dass
AKT konstitutiv phosphoryliert vorliegt und die NF-kB-Aktivitat erhoht ist. Plate et al.

bestatigten diese Forschungsergebnisse, indem auch sie zeigten, dass CLL-Zellen erhdhte
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basale pAKT-Level aufweisen und dass AKT konstitutiv phosphoryliert vorliegt (158). Dabei
wurde die Kinaseaktivitat von AKT gemessen. Sie zeigten sowohl eine anhaltende
Phosphorylierung an Serind73 als auch an Threonin308. Liegt AKT nun im aktivierten
Zustand vor, ist die PI3K nicht weiter zur Aufrechterhaltung der AKT-Aktivitat erforderlich.
Ihre Arbeiten zeigten auch, dass in einem solchen Fall die PI3K-Inhibition mittels LY294002
keinerlei Wirkung zeigte. Sie konnten auch widerlegen, dass, wenn AKT konstitutiv aktiv
vorliegt, die downstream-Substrate von AKT ebenfalls aktiviert vorliegen. Bichi et al.
veranschaulichten, dass eine erhdhte anhaltende AKT-Aktivitat mit der TCL1A-Expression in
der CLL assoziiert ist (11). Ringhausen und Barragan et al. zeigten das Gegenteil — namlich
dass AKT nicht konstitutiv aktiv in der CLL vorliegt (7, 167). Sie wiesen eine erhdhte basale
Aktivitat der PI3K nach; Ringhausen et al. belegten sogar, dass die PI3K konstitutiv aktiv in
der CLL vorliegt, jedoch ohne erhohte Aktivitat von AKT. Ringhausen et al. maen die
Kinaseaktivitat von AKT und stellten dabei fest, dass weder AKT an Serin473 noch an
Threonin308 phosphoryliert vorliegt (167). Im Endeffekt scheint nicht ganz klar zu sein, ob
die Phosphorylierung an AKT von der PI3K abhangig ist. Aufgrund dessen lasst sich ebenso
nicht eindeutig folgern, ob pAKT als geeigneter Read-out der erfolgreichen In-vitro-
Targetinhibierung fungiert. Systematischere Untersuchungen missen dies etablieren.

Der mTOR-Komplex gilt als negativer Regulator der Autophagie (89). Er behindert den
Prozess der Autophagie dadurch, dass die ,Autophagiekaskade” nicht in Gang gesetzt wird.
Die Hyperphosphorylierung von Proteinen, die fir die Initierung der Autophagie
verantwortlich ist, wird verhindert. Takeuchi et al. veranschaulichten in Glioma-U87MG- und
T98G-Zellen, dass Rapamycin durch mTOR-Inhibition Autophagie zu induzieren vermag,
jedoch keine Apoptose (193). Morselli et al. zeigten, dass in Stresssituationen die mTOR-
Aktivitat herunterreguliert zu sein scheint, dagegen eine hohe Autophagieaktivitat vorherrscht
(132). Des Weiteren wird postuliert, dass Autophagie durch BEZ235 in T-ALL-Zellen aktiviert
wird (30, 132). Der PI3K-AKT-mTOR-Signalweg ist bedeutsam fir die Inhibierung der
Autophagie (132, 116). Neue Studien zur Simulierung der Tumorgenese durch konstitutive
Aktivierung der PI3K-AKT-Signalweiterleitung zeigen, dass diese mit der Fahigkeit verknUpft
ist, vor allem Autophagie und nicht etwa Apoptose zu inhibieren (132). Damit ware ein
weiterer Grund des besonderen therapeutischen Nutzens der PI3K-AKT-mTOR-Inhibitoren
angesprochen. Moglicherweise fuhrt diese unterdriickte Autophagie auch zu Resistenzen
gegenuber der Standardtherapie, die durch den Einsatz von PI3K-AKT-mTOR-Inhibitoren
eingeschrankt werden kénnte. Dieser klare Nutzen der Inhibitoren lasst sich gegebenenfalls
auch auf die CLL ubertragen.

TCL1A ist als Marker einer aggressiven Verlaufsform und schlechten Prognose in der CLL
bekannt und in vielen CLL-Fallen exprimiert (75, 77, 78, 154, 172). Auch dies spricht fur den
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Einsatz der PI3BK-AKT-mTOR-Inhibitoren, die den Signalweg inhibieren, mit welchem TCL1A
interagiert und dessen Signal verstarkt.

Aber auch selektive AKT-Inhibitoren sind potentiell sehr wirksam, da sie abwarts von AKT
angreifen und somit die Kaskade am effektivsten inhibieren konnen. Jedoch zeigte A443654
hier auch Wirkung gegen gesunde Zellen. Daher sollten AKT-Inhibitoren verstarkt in

praklinischen Studien untersucht werden, um Daten zur Vertraglichkeit erheben zu kénnen.

4.3 Ausblick

Der PI3K-AKT-mTOR-Signalweg gewinnt immer mehr Bedeutung in der Therapie der Non-
Hodgkin-Lymphome. Denn mit der Kombination aus Rapamycin/Analoga, den innovativen
PI3K-mTOR-Inhibitoren und AKT-Inhibitoren mit zytotoxischen Substanzen, verschafft man
sich Vorteile in der Therapie (171). Durch diese alternativen Therapiestrategien kénnen
Resistenzen gegeniiber der Standard-Chemotherapie behoben werden. Die Entwicklung
neuer Inhibitoren, die effektiv den Signalweg inhibieren und eine hdhere Spezifitat und eine
bessere Wirksamkeit zeigen, sollten im Fokus stehen; wie zum Beispiel Cal-101, BEZ235
oder MK-2206. Durch diese neue Therapiestrategie soll ebenso die Kapazitat erhoht werden,
neue Biomarker zu identifizieren, um geeignetere Behandlungsoptionen zu gewahrleisten.
Zum Beispiel ware es sehr hilfreich, den Aktivierungszustand oder Mutationen in dem PI3K-
AKT-mTOR-Signalweg am Patienten in Erfahrung zu bringen.

Auf diesem Wege sollen ebenso vorkommende Resistenzen behoben werden
(170).
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5. Zusammenfassung

Der PI3K-AKT-mTOR-Signalweg spielt eine bedeutende Rolle in der Regulierung von
malignem Zellwachstum. Oftmals ist dieser Signalweg in Tumorzellen aktiviert, zum Beispiel
durch auftretende Mutationen oder Mikromilieu-Reize, was eine Resistenz gegenuber
Standard-Chemotherapien bedingen kann. Das Onkogen TCL1A fungiert als Koaktivator von
AKT, indem es eine physikalische Interaktion mit AKT eingeht. Eine Uberexpression von
TCL1A wurde in der CLL und der T-PLL nachgewiesen. Zudem gilt TCL1A als Marker
schlechter Prognose in diesen Entitdten und ist oftmals fur den aggressiven
Krankheitsverlauf verantwortlich. Aus diesem Grund stellt die Blockade des PI3K-AKT-
mTOR-Signalweges eine attraktive Strategie dar, um das Zelliberleben in der CLL zu
verhindern. Im Rahmen dieser Arbeit wurden spezifische PI3K-AKT-mTOR-Inhibitoren
verwendet. LY294002, PI-103, BEZ235, Rapamycin, A443654 und Rolipram/cAMP wurden
auf Uberleben und Apoptose in CLL-Proben untersucht. Da die CLL eine sehr heterogene
Erkrankung ist, fiel die Ansprechrate der Inhibitoren gegenuber den CLL-Proben recht
unterschiedlich aus. Genauer gesagt gab es Gruppen von Respondern und Non-
Respondern, die anhand ihrer LD50 bzw. IC50 definiert wurden. Dabei zeigten sich die
Inhibitoren insgesamt als sehr CLL-spezifisch, da gesunde Kontrollen kaum durch die
Wirkung der Inhibitoren erfasst wurden. Weiterhin wurden die Responder- und Non-
Responder-CLL-Proben  anhand ihrer  klinisch-pathologischen Patienten-  und
Tumorparameter, ihres TCL1A-Status und anhand der basalen pAKT-Level charakterisiert.
Zum Beispiel zeigte LY294002 gegenuber CLL-Proben mit unmutierten IGHV-Genen eine
bessere Wirksamkeit. AuRerdem zeigte der duale PI3K-Inhibitor BEZ235 eine bessere
Wirksamkeit gegenuber CLL-Proben, die sich als CD38- und ZAP70-negativ erwiesen. Des
Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass in vitro die Wirksamkeit von LY294002 und
BEZ235 an CLL-Zellen durch héhere TCL1A-Level herabgesetzt wurde. Zu diesem Zweck
wurde weiter anhand von Zelllinien untersucht, ob TCL1A die Wirksamkeit der Inhibitoren
beeintrachtigt. Anschlieliend wurde noch gezeigt, durch welchen Mechanismus TCL1A die
Wirksamkeit beeintrachtigt, namlich durch Bildung eines TCL1A-AKT-Komplexes.

Insgesamt deuten die Resultate dieser Arbeit darauf hin, dass der PI3K-AKT-mTOR-
Signalweg, in welchem auch TCL1A interagiert, ein gutes therapeutisches Potential zur
zielgerichteten Behandlung der CLL besitzt.

Genauere Untersuchungen in der Zukunft missen Subgruppen von Patienten identifizieren,

in denen derartige Inhibitoren vorteilhaft bzw. aufgrund fehlender Wirksamkeit unnétig sind.
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