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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Chronische lymphatische Leukämie (CLL)

1.1.1 Charakterisierung der CLL

Die chronische lymphatische Leukämie (CLL) gehört gemäß Weltgesundheitsorga-

nisation (WHO) 2008 Klassifikation zu den B-Zell Neoplasien. Sie zeichnet sich

durch eine Akkumulation klonaler, morphologisch reifer, aber funktionell unreifer

B-Lymphozyten aus [91]. Diese B-Lymphozyten weisen ein abnormes Oberflächen-

antigenmuster auf, welches aus einer Kombination gewöhnlicher B-Zellmarker, wie

CD19, CD20 und CD23, mit dem T-Zell Antigen CD5, das auf gesunden B-Lym-

phozyten nicht zu finden ist, besteht [21, 55]. Zudem sind die Oberflächenantigene

CD19, CD20 und CD79b, aber auch membranständige Immunglobuline, auf CLL

B-Lymphozyten (CLL-Zellen) in geringerem Ausmaß zu finden als auf gesunden

B-Lymphozyten [22, 60].

Während sich CLL-Zellen im peripheren Blut zumeist durch fehlende Apoptosefähig-

keit auszeichnen [29], weisen neuere Erkenntnisse darauf hin, dass Gewebe-assoziierte

CLL-Zellen in Knochenmark und Lymphknoten verschiedenen Proliferationssigna-

len ausgesetzt sind [22].

1.1.2 Diagnose der CLL

Um eine CLL diagnostizieren zu können, müssen mindestens 5x109 klonale B-Lym-

phozyten pro Liter (l) im peripheren Blut vorliegen. Die WHO grenzt von der CLL

das kleinzellige B-Zell-Lymphom (small lymphocytic lymphoma, SLL) ab. Sie liegt

vor, wenn CLL-Zellen Lymphknoten oder extranodales Gewebe infiltrieren, aber der

Absolutwert monoklonaler B-Zellen im peripheren Blut 5x109/l nicht überschreitet

[18].

Die Diagnose der CLL erfolgt häufig zufällig bei Routineuntersuchungen. Die Anzahl

der zufälligen Diagnosen in den frühen symptomlosen Stadien der CLL schwankt je

nach Studie zwischen 31% [48] und 80% [90]. Diese Patienten klagen für gewöhnlich
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1. Einleitung

zum Diagnosezeitpunkt über keinerlei CLL-spezifische Beschwerden.

Ist die CLL keine Zufallsdiagnose, so findet man zum Diagnosezeitpunkt verschie-

dene unspezifische Symptome. Oft kommt es aufgrund der Lymphozytose zu einer

Vergrößerung lymphatischer Organe. So treten als erste Symptome Lymphknoten-

schwellungen und Vergrößerung von Leber und Milz auf. Zusätzlich treten in bis zu

30% der Fälle verschiedene Hautirritationen (z.B. Juckreiz, Ekzeme, Mykosen) auf.

In späteren Stadien findet man aufgrund der Lymphozytose eine gestörte Hämato-

poese, was im Fall eines Erythrozytenmangels zu allgemeiner Müdigkeit, körperlicher

Schwäche und verminderter Leistungsfähigkeit führt. Aufgrund einer Thrombozyto-

penie können vermehrt Blutungen auftreten. Weitere Symptome sind Gewichtsver-

lust, abdominale Schmerzen, Nachtschweiß und Infektanfälligkeit [7, 59]. Die Dia-

gnose der CLL erfolgt nach körperlicher Untersuchung und der Erstellung eines

Differentialblutbildes. Laut Kriterien des International Workshop on CLL kann die

Diagnose CLL gestellt werden, wenn folgende Punkte zutreffen:

• Vorhandensein von mindestens 5x109 klonaler B-Zellen pro Liter im periphe-

ren Blut

• charakteristische Erscheinung kleiner, morphologisch reifer B-Zellen im Blut-

ausstrich

• Koexpression der Oberflächenantigene CD19, CD20, CD23 und CD5.

Die Monoklonalität und das typische Oberflächenantigenmuster der B-Zellen wer-

den üblicherweise mittels immunphänotypischer Untersuchungen nachgewiesen. Das

Vorhandensein von CD19, CD5 und CD23 muss unbedingt gezeigt werden, um die

CLL von anderen leukämisch verlaufenden Lymphomen wie follikuläres Lymphom,

Marginalzonenlymphom, Mantelzelllymphom oder Haarzelllymphom unterscheiden

zu können [6]. Die Monoklonalität wird in der Regel durch den Nachweis einer Leicht-

kettenrestriktion κ oder λ sichergestellt [60].

Mikroskopisch erscheinen die CLL-Zellen, wie oben beschrieben, als kleine und rei-

fe B-Zellen. Darüber hinaus weisen sie einen schmalen Zytoplamsasaum und einen

dichten Kern mit teilweise verklumptem Chromatin ohne wahrnehmbare Nukleoli

auf. Die Instabilität der CLL-Zellen führt zum Auftreten sogenannter Gumprecht-

2



1. Einleitung

scher Kernschatten als Artefakt der Präparation des Blutausstriches [59].

Obwohl die CLL-Zellen in das Knochenmark einwandern, ist eine zusätzliche Un-

tersuchung des Knochenmarks nicht unbedingt erforderlich [6, 21]. Ist eine CLL

diagnostiziert, werden in der Regel weitere z.B. genetische Untersuchungen durch-

geführt, die zur Prognoseeinschätzung und Therapieempfehlung essentiell sind.

1.1.3 Epidemiologie

Die Inzidenz der CLL liegt bei 3/100.000/Jahr, wobei je nach Bevölkerungsgruppe

starke Unterschiede auftreten. So ist die Prävalenz in der asiatischen Bevölkerung we-

sentlich geringer als bei Europäern oder Nordamerikanern. Insgesamt ist die CLL in

dieser Bevölkerungsgruppe mit bis zu 30% aller Leukämien die häufigste Leukämie-

form bei Erwachsenen. Im Gegensatz dazu macht die CLL in Asien nur 3-5% aller

Leukämien bei Erwachsenen aus [90, 59, 102, 4]. Das mittlere Alter bei Diagnosen-

stellung liegt bei 64-70 Jahren [94, 111, 59]. Nur ungefähr 20% aller Erkrankten sind

jünger als 55 [90, 59]. Betrachtet man den Unterschied zwischen Männern und Frau-

en, so stellt man fest, dass die Inzidenz im Alter zwischen 30 und 64 bei Männern

bei 3,9/100000/Jahr, bei Frauen dagegen bei 2,1/100000/Jahr liegt. Die Inzidenz

steigt mit dem Alter stark an. Betrachtet man Frauen im Alter von 30-49 Jahren

erkranken 0,8/100000/Jahr neu an CLL, im Alter über 75 Jahren sind es bereits

19/100000/Jahr. Bei Männern steigt sie von 1/100000/Jahr auf 36/100000/Jahr in

diesen Altersklassen [140].

1.1.4 Äthiologie und Pathogenese

Äthiologie

Die Äthiologie der CLL ist nach wie vor unklar. Als sicher gilt, dass eine famili-

äre Disposition das Risiko einer CLL-Erkrankung erhöht. Ein Verwandter ersten

Grades trägt gegenüber nicht erblich vorbelasteter Personen ein um das 6,6-fach er-

höhtes Risiko zu erkranken [19]. Verschiedene erworbene Faktoren wurden ebenfalls

3



1. Einleitung

als Ursache der CLL untersucht. Dabei konnte z.B. UV-Strahlung ausgeschlossen

werden [47]. Über den Einfluss von Viruserkrankungen gibt es bis heute keine Klar-

heit. Während im Besondern immer wieder das Epstein-Barr Virus (EBV) und das

Merkel cell polyoma virus (MCPyV) als möglicher Risikofaktor in Betracht gezo-

gen wurden [23], scheint der momentane Wissensstand allerdings, Viren als Ursache

für die Erkrankung der CLL auszuschließen [112]. Oft geht einer CLL eine mono-

klonale B-Lymphozytose (MBL) voraus. Eine MBL besteht dann, wenn die Zahl

der monoklonalen B-Zellen im Blut noch unter 5x109/l liegt und die Lymphozytose

symptomlos verläuft. Studien besagen, dass etwa 1% aller MBL betroffenen pro Jahr

eine CLL entwickeln [110].

Pathogenese

Trotz zahlreicher Studien, die sich mit der Frage der molekularen Pathogenese be-

schäftigen, steht eine eindeutige Erklärung der zellulären Herkunft der CLL bis-

her noch aus. Als zellulären Ursprung von CLL-Zellen werden einige verschiedene

B-Lymphozyt-Vorläuferzellen in Betracht gezogen. Mit hoher Wahrscheinlichkeit

konnte man CD5 positive B-Zellen als eine der Vorläuferzellen der CLL-Zellen aus-

findig machen [127]. Für den Verlauf der Erkrankung spielt die Mikroumgebung der

CLL eine wichtige Rolle. So sind verschiedene extrazelluläre Faktoren bekannt, die

die Apoptose der CLL-Zellen verhindern oder deren Proliferation fördern. Wichtigs-

ter Signalstoff, der das Zellwachstum stimuliert, ist Tumornekrosefaktorα (TNFα)

[34]. Aber auch verschiedene Zytokine, im Besonderen Interleukin 2, 7, und 15 sind

dafür bekannt, dass sie proliferativ auf CLL-Zellen wirken. [91]. Für eine B-Lym-

phozytose ist auch die fehlende Apoptosefähigkeit der CLL-Zellen verantwortlich.

Durch verschiedene antiapoptotische Faktoren, die zum Teil von den CLL-Zellen

selbst freigesetzt werden, wird der programmierte Zelltod verhindert. Maßgeblich

daran beteiligt sind Interleukin 4, 6, 8, 10 und 13 [91, 31], sowie CD40-Ligand [120].

4



1. Einleitung

1.1.5 Klassifikation der CLL

Die CLL wird, wie oben beschrieben, systematisch bei den B-Zell-Neoplasien einge-

ordnet. Die Erkrankung verläuft sehr heterogen, so dass eine weitere Einteilung in

bestimmte Krankheitsstadien erfolgt. Weltweit haben sich vor allem zwei Systeme

durchgesetzt: Die Einteilung nach Binet von 1981 [5] und die nach Rai von 1975

[109]. Beide Systeme stützen sich auf das Blutbild und die Befunde der körperlichen

Untersuchung.

Stadium Kriterien medianes Überleben

0 Lymphozytose >15000μl Blut >10 Jahre

>40% Lymphozyten im Knochenmark

Thrombozyten normal

I Lymphozytose <15000μl Blut 7 Jahre

Thrombozyten normal

Lymphknotenvergößerung

II Lymphozytose <15000μl Blut 7 Jahre

Thrombozyten normal

Lymphknotenvergößerung

Hepato- und/oder Splenomegalie

III Lymphozytose <15000μl Blut 1,5 Jahre

Hb<11g/dl

Thrombozyten normal

und/oder Lymphknotenvergößerung

und/oder Organomegalie

IV Lymphozytose <100000μl Blut 1,5Jahre

Thrombozyten < 100000/μl Blut

und/oder Hb<11g/dl

und/oder Lymphknotenvergößerung

und/oder Organomegalie

Tabelle 1: Stadieneinteilung nach Rai (1975)
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Stadium Kriterien medianes Überleben

A <30% Lymphozyten im Knochenmark >10 Jahre

Hb>10g/dl

Thrombozyten normal

< als 3 befallene Lymphknoten-

regionen

B <30% Lymphozyten im Knochenmark 7 Jahre

Hb>10g/dl und/oder

Thrombozyten normal

> als 3 befalleneLymphknoten-

regionen

C <30% Lymphozyten im Knochenmark 1,5 - 2 Jahre

Hb<10g/dl

Thrombozyten normal

unabhängig von befallenen Lymphknoten-

regionen

Tabelle 2: Stadieneinteilung nach Binet (1981)

1.1.6 Prognostische Faktoren in der CLL

Da die CLL einen sehr heterogenen Verlauf aufweist, ist das mittlere Überleben der

Patienten nach wie vor sehr variabel. Aufgrund dessen und, weil viele Patienten

in einem sehr frühem Stadium der Erkrankung diagnostiziert werden, ist es von

zentraler Wichtigkeit weitere diagnostische Parameter zu finden, die eine bessere

Einschätzung der Prognose und eine dementsprechend optimierte Therapie erlau-

ben. Einfache gegebene Parameter wie Alter oder Geschlecht scheinen bei der CLL

eine untergeordnete Rolle in Bezug auf die Prognose zu spielen [93, 115] und stellen

keinen unabhängigen Parameter dar. Im Folgenden werden die wichtigsten Progno-

sefaktoren beschrieben.
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Serumparameter

Verschiedene Serumparameter wurden auf ihre prognostische Bedeutung hin unter-

sucht. Sie haben den Vorteil, dass sie leicht zu bestimmen und im Gegensatz zu z.B.

histologischer Bestimmung von Knochenmarksinfiltration unabhängig von der un-

tersuchenden Person sind. Sie sind zudem weniger störanfällig als andere Parameter.

Als prognostisch bedeutsam haben sich vor allem die Thymidinkinase und das β2-

Mikroglobulin herausgestellt. Eine eher ungünstige Prognose haben Patienten mit

einer Konzentration von größer 7U/l bzw. 3,5U/l [62, 63]. Darüber hinaus gelten

das Auftreten von gelöstem CD23 und erhöhte Werte von Lactatdehydrogenase als

Anzeichen für eine schlechtere Krankheitsprognose [77, 81].

Zytogenetik

Mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) von Zellkernen in der Inter-

phase können zytogenetische Anomalien genauestens untersucht werden. Patienten

mit chromosomalen Anomalien weisen in der Regel eine schlechtere Prognose auf als

Patienten mit einem normalem Karyotyp. Häufig auftretende Anomalien sind:

• Trisomie12

• 13q14 Deletion

• 11q22.3-q23.2 Deletion

• 17p-Deletion

Als einzige dieser aufgeführten Anomalien weist die 13q-Deletion als alleinige An-

omalie auf eine günstigere Prognose hin. Das Vorhandensein einer 17p- oder eine

11q-Deletion kann als ungünstigster Prognosefaktor angesehen werden. Ein beson-

deres Augenmerk sollte dabei auf die 17p-Deletion fallen, die ein mittleres Überleben

der Patienten von nur 32 Monaten gezeigt hat. Im Vergleich dazu weisen Patien-

ten ohne genetische Anomalien eine mediane Überlebenszeit von 111 Monaten auf

[37]. Eine pathophysiologische Erklärung hierfür liefert der mit einer 17p-Deleti-
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on assoziierter Verlust des p53-Tumorsuppressorgens. Spezifische Mutationen, die

das p53-Gen betreffen sind ebenfalls mit einer sehr schlechten Prognose assoziiert.

Allerdings weisen nicht alle p53 mutierten Patienten eine 17p-Deletion auf. Eben-

so haben nicht alle Patienten mit einer 17p-Deletion ein mutiertes p53-Gen [146].

Die Prognoserelevanz einer Trisomie12 ist bislang ungeklärt. Während zum Teil von

einem ungünstigeren Krankheitsverlauf berichtet wird [72], zeigten andere Studien

keinen signifikanten Unterschied im Überleben eines Patienten mit einer Trisomie12

im Vergleich zu einem Patienten ohne chromosomale Veränderungen [38, 37].

IgH Mutationsstatus

Eine wichtiger Schritt während der Differenzierung der B-Zellen ist die Umlage-

rung der Immunglobulingene. In der Prä-B-Zelle findet die Umlagerung des Ig-

Schwerketten-(IgH-)Gens statt. CLL-Zellen können sowohl ein bereits mutiertes, als

auch nicht mutiertes IgH-Gen aufweisen [30]. Dieser Mutationsstatus wird als unab-

hängiger Prognosefaktor verwendet. Patienten mit unmutierten IgH-Genen weisen

einen deutlich aggressiveren Krankheitsverlauf auf, was möglicherweise auf den Ur-

sprung dieses CLL-Typs auf ein früheres Entwicklungsstadium der B-Zelle zurück-

zuführen ist [30].

Sonstige Parameter

Häufig werden weitere Parameter mit schlechten Prognosen in Zusammenhang ge-

bracht. Die Bekanntesten sind die ZAP70(zeta assoziiertes Protein 70)- und CD38-

Expression. ZAP70 ist eine Tyrosinkinase, die an der Signalkaskade des T-Zell-

rezeptors beteiligt ist und in der CLL die Signaltransduktion des B-Zellrezeptors

verstärkt [20]. ZAP70 korreliert mit verschiedenen anderen Prognoseparametern,

z.B. mit β2-Mikroglobulin. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die ZAP70 Ex-

pression mit Rai Stadien korreliert. So weisen im Vergleich zu fortgeschritteneren

Stadien, im Rai-Statium 0 signifikant mehr Patienten einen negativen ZAP70 Status
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auf. Je fortgeschrittener das Stadium ist, desto höher ist auch die Expression von

ZAP70 [129]. Zu der Korrelation der Expression von CD38 und schlechter Progno-

se gibt es zahlreiche Studien. Hohe CD38 Expression wird mit einem schlechteren

Krankheitsverlauf, z.B. kürzerer therapiefreier Zeit, schlechterem Ansprechen auf

Chemotherapie und kürzerem Überleben in Verbindung gebracht [42]. Sowohl der po-

sitive ZAP70-, als auch der CD38-Status, korrelieren mit dem IgH-Mutationsstatus

[30, 64, 27].

1.1.7 Therapie

Die Behandlungsmöglichkeiten der CLL haben sich in den letzten Jahren erheblich

gewandelt. Während man die CLL-Patienten früher oft ausschließlich symptoma-

tisch therapiert hat, kann man heute auf zahlreiche verschiedene Behandlungsmög-

lichkeiten zurückgreifen. Es gibt einige unterschiedliche Arzneistoffe, die zur Chemo-

oder Immuntherapie eingesetzt werden können. Darüber hinaus gibt es einen kura-

tiven Ansatz: Die Hochdosistherapie mit anschließender Stammzelltransplantation.

Diese Option ist jedoch nur für bestimmte Patienten verfügbar. Um die optimale

Therapiemöglichkeit für einen Patienten zu finden, müssen verschiedene Aspekte

berücksichtigt werden. Gerade in frühen Stadien der CLL kann es sinnvoll sein, den

Patienten und seinen Krankheitsverlauf ausschließlich zu beobachten, aber nicht

zu behandeln. Bei der Entscheidung, welche Therapieoption die individuell beste

Möglichkeit ist, sollte auf jeden Fall das Stadium der Erkrankung, die Krankheits-

aktivität anhand verschiedener Prognosefaktoren, sowie das Alter des Patienten und

die damit verbundenen, eventuell vorhandenen anderen Erkrankungen berücksich-

tigt werden. Des Weiteren muss beachtet werden, ob der Patient zum Ersten Mal

behandelt wird oder ob es ein Rezidiv ist. Durch die Therapie kann eine komplette,

teilweise nur eine partielle Remission erreicht werden. [58]

Substanzen

Zur Therapie der CLL können klassische Chemotherapeutika eingesetzt werden. Zu

diesen gehören die DNS-modifizierenden Alkylantien und Purinanaloga. Die Che-
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motherapie ist die am häufigsten eingesetzte Form der Behandlung der CLL. Eine

weitere Möglichkeit ist die Immuntherapie mit monoklonalen Antikörpern.

Alkylantien

Die Gruppe der Alkylantien oder auch Stickstoff-Lost-Derivate genannt, können

aufgrund ihrer chemischen Struktur die Nukleinsäuren der DNS alkylieren. Durch

die Alkylierung der DNS kommt es zu abnormer Basenpaarbildung und Vernet-

zung von zwei DNS-Strängen. Der Zellzyklus ist gestört und die Zelle kann sich

nicht mehr teilen. Durch die irreparablen Schäden wird außerdem die korrekte Re-

plikationsfähigkeit der DNS aufgehoben, was zu Apoptose der Zelle führt [98, 130].

Die Arzneistoffe aus dieser Klasse, die erfolgreich bei der Therapie der CLL einge-

setzt werden, sind Chlorambucil, Bendamustin und Cyclophosphamid. Chlorambucil

wird vorzugsweise bei älteren Patienten zur Palliativtherapie eingesetzt. Der klare

Vorteil in dieser Substanz liegt in der möglichen oralen Verabreichung [116]. Cyclo-

phosphamid wird in der Behandlung der CLL hauptsächlich in Kombination mit

anderen Arzneimitteln bei der CLL eingesetzt [74]. Bendamustin wirkt nicht nur als

DNS-alkylierendes Agens, sondern auch durch seine strukturelle Ähnlichkeit zu den

Purinanaloga und wird ebenso als falscher DNS-Baustein eingebaut. Bendamustin

hat gegenüber den anderen Alkylantien den Vorteil, dass es weniger toxisch ist [80].

Es wurde erst kürzlich gezeigt, dass Bendamustin bei der Erstbehandlung von Pa-

tienten eine signifikant höhere Effizienz zeigt als Chlorambucil [78].

Purinanaloga

Zu den Purinanaloga, die in der CLL eingesetzt werden gehören Fludarabin und

Cladribin. Diese beiden Substanzen werden in der Zelle zur aktiven Trisphosphat-

form umgewandelt und können so die DNS-Polymerase und Ribonucleotid-

Reduktase hemmen. Außerdem werden sie als falsche Bausteine in die DNS ein-

gebaut. Es kommt zur Apoptose der Zellen [16]. Verschiedene Studien zeigen ei-

ne bessere Wirksamkeit der Monotherapie mit Fludarabin gegenüber Chlormabucil

[108]. Allerdings ist bekannt, dass Patienten mit einer 17p-Deletion bzw. mit mu-

tiertem p53-Gen eine Resistenz gegenüber Fludarabin aufweisen [137, 36]. Cladribin

weist einen ähnlich großen Vorteil in der Monotherapie gegenüber den Alkylantien
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auf wie Fludarabin. Allerdings ist die Rate der kompletten Remission geringer als

bei der Behandlung mit Fludarabin [114].

Monoklonale Antikörper

Immuntherapeutisch werden in der CLL zwei verschiedene Antikörper eingesetzt:

Rituximab und Alemtuzumab. Rituximab ist ein chimärer humanisierter, monoklo-

naler Maus-Antikörper, der sich gegen den Oberflächenmarker CD20 richtet. CD20

ist vor allem auf B-Lymphozyten (normalen und malignen) vorhanden. Physiolo-

gisch ist CD20 maßgeblich an der Regulation des Zellzyklus und der Zelldifferen-

zierung beteiligt. Die Bindung von Rituximab an CD20 führt zu einer Antikörper-

vermittelten Zytotoxizitätsreaktion. Es kommt zur Apoptose der Zelle [87]. In der

Monotherapie zeigt Rituximab eine gute Wirkung. In 51% der Fälle findet man ein

gutes Ansprechen der Therapie [57]. Der humanisierte IgG1-κ-Antikörper Alemtuzu-

mab bindet spezifisch an das CD52 Glukoprotein. CD52 befindet sich hauptsächlich

an der Oberfläche von B-Zellen und T-Lymphozyten. Die physiologische Funktion

von CD52 auf den Lymphozyten ist weitgehend unbekannt. Durch die Bindung an

CD52 wird eine zellvermittelte Zytotoxizitätsreaktion ausgelöst. Es kommt zur Lyse

der Zelle [16, 58, 144]. Die Monotherapie mit Alemtuzumab zeigt vielversprechende

Erfolge: Ein Ansprechen von 33-53% auf die Therapie konnte erzielt werden [58].

Sogar rezidivierende Patienten zeigen ein gutes Ansprechen auf Alemtuzumab [107].

Dieser Antikörper zeigt zudem eine gute therapeutische Wirksamkeit, bei den so

schwer behandelbaren Patienten mit einer p53 Mutation bzw. einer 17p-Deletion

[83, 131].

Kombinationstherapien

Zur Verbesserung der Wirksamkeit der Monotherapien, gibt es verschiedene kombi-

natorische Therapieansätze. Als besonders wirksam zeigt sich dabei die Kombination

aus Fludarabin und Rituximab [15, 124]. Aber auch eine Dreierkombination zusätz-

lich mit Cyclophosphamid stellt eine gute Alternative dar [61, 74]. Werden nur klassi-

sche Chemotherapeutika kombiniert, hat sich eine Kombination von Fludarabin mit

Cyclophosphamid bewährt. So kann man mit dieser Kombination signifikant mehr

Remissionen und eine deutlich verlängerte progressionsfreie Zeit erreichen, als mit
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Fludarabin alleine [45]. Es gibt auch aktuelle Phase-II-Studien zu der Wirksamkeit

der Kombination von Bendmustin mit Rituximab der deutschen CLL Studiengrup-

pe, die auf ein sehr gutes Ansprechen dieser Kombination hoffen lassen [49]. Die

hier erwähnten Kombinationen sind bekannte Beispiele für Kombinationstherapien.

Darüber hinaus gibt es viele weitere verschiedene Kombinationsmöglichkeiten, die

getestet werden oder wurden.

Stammzelltransplantation

Die Stammzelltransplantation ist die einzige Möglichkeit die CLL kurativ zu behan-

deln. Man unterscheidet zwischen der autologen und allogenen Stammzelltransplan-

tation. Bei der autologen Stammzelltransplantation werden dem Patienten vor der

Hochdosischemotherapie hämatopoetische Stammzellen entnommen. Diese werden

dem Patienten nach Beendigung der Chemotherapie wieder autolog rücktransplan-

tiert. Diese Art der Stammzelltransplantation ist vorteilhaft, weil sie weniger toxisch

ist und keine Anti-Transplantat Immunreaktion hervorrufen kann. Allerdings ist die

Rate der Rezidive relativ hoch, da die Trennung von malignem Material nicht im-

mer 100-prozentig verläuft. Es hat sich jedoch in Studien gezeigt, dass die autolo-

ge Stammzelltransplantation keinen Vorteil in Bezug auf das Gesamtüberleben des

Patienten gegenüber der klassischen Kombinationstherapie mit Chemotherapeuti-

ka bietet [41, 84]. Die Gesamtmortalität der autologen Stammzelltransplantation

liegt bei unter 10% [139]. Zusammenfassend ist der klinische Nutzen der autologen

Stammzelltransplantation fraglich.

Bei der allogenen Stammzelltransplantation wird nach einem geeigneten Fremdspen-

der gesucht. Weil hier nur sehr selten Rezidive auftreten, beweist sich diese Methode

als einzig mögliche kurative Behandlungsmöglichkeit der CLL [84]. Durch verbes-

serte Auswahl der Spender mittels Human Leukocyte Antigen (HLA) Kompatibili-

tät ist das Risiko der Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion deutlich gesunken. Ebenso

konnte die akute Toxizität der Konditionierung durch Dosisreduktion und somit die

Mortalität erheblich gesenkt werden. So kann die allogene Stammzelltransplantation

nun auch bei jüngeren komorbiden oder älteren Patienten, für diese Therapieopti-
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on bisher nicht in Frage kam, angewendet werden [84]. Wegen der dennoch nicht

unerheblichen toxischen Nebenwirkungen, vornehmlich durch die Hochdosischemo-

therapie verursacht, wird die allogene Stammzelltransplantation trotzdem nur bei

Patienten mit besonders risikoreichem Krankheitsverlauf empfohlen [40].

1.2 Bedeutung des Mikromilieus bei der CLL

CLL-Zellen kennzeichnen sich in der Regel durch eine erhöhte Apoptoseresistenz

aus. Dieser Effekt geht in vitro jedoch sehr schnell verloren [65], weshalb man davon

ausgehen kann, dass das in vivo Mikromilieu eine erhebliche Rolle bei der Pathoge-

nese der Erkrankung spielt. Daher ist es wichtig, dass man CLL-Zellen nicht isoliert,

sondern immer im Kontext mit ihrer spezifischen Mikroumgebung betrachten sollte.

Die Mikroumgebung beinhaltet eine Vielzahl von Zelltypen, die mit CLL-Zellen in-

teragieren: Dazu gehören T-Zellen, Stromazellen [17], Nurselike -Zellen (NLC) und

follikuläre dendritische Zellen [3]. NLCs entstehen durch Interaktion von CLL-Zellen

mit CD14 positiven Monozyten und sie schützen die CLL-Zellen vor Apoptose [136].

Besonders komplex ist die Interaktion der CLL-Zellen mit Knochenmarksstromazel-

len (KMSZ): Über verschiedene Integrine auf den Zelloberflächen können KMSZ

mit den CLL-Zellen interagieren und so einen überlebensfördernden Effekt auf diese

auslösen. Zudem findet eine Interaktion über Proteinsekretion statt. Vor allem se-

zernieren KMSZs und NLCs den stromal cell derived factor-1 (SDF-1), der die CLL-

Zellen durch Aktivierung des Chemokinrezeptors CXCR4 vor Apoptose schützt. Die-

ser Mechanismus funktioniert auch in vitro über Zell-Zell-Kontakte [13]. Darüber

hinaus sezernieren KMSZs den vaskulären endothelen Wachstumsfaktor (VEGF),

der physiologisch für die Angiogenese sehr wichtig ist und bei der CLL einen antia-

poptotischen Effekt auf die malignen Zellen ausübt [53].

Weitere wichtige Zytokine, auf die in dieser Arbeit besonders eingegangen werden

soll, sind der CD40-Ligand und Interleukin 4 (IL4). CD40-Ligand, auch bekannt als

CD154, ist der physiologische Ligand von CD40, ein Rezeptor der Tumornekrose-

faktor(TNF)-Familie. Die Stimulation von CD40 resultiert in B-Zell Differenzierung

und im Überleben der Zelle. CD40-Ligand ist einTNFα ähnliches Protein, dass von
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CD4 positiven T-Zellen produziert wird. CD40-Ligand ist einer der bedeutendsten

Botenstoffe für die Interaktion zwischen B- und T-Zellen [120]. Der antiapoptotische

Effekt der Stimulierung von CD40 begründet sich durch die Aktivierung von nuclear

factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NFκB). Dadurch kommt es

zur Transkription von dem antiapoptotischen Protein B-Zell-Lympohma extra-lar-

ge-Protein (BCL-XL). Es gehört zu der Familie der B-Zell-Lymphoma-2 (Bcl-2)

Proteine [120]. Interleukin 4 (IL4) ist dafür bekannt, dass es CLL-Zellen vor Apop-

tose schützt. Der antiapoptotische Effekt beruht auf eine Erhöhung der Expression

von Bcl-2 Protein und den Signalwegen, die durch Bcl-2 aktiviert werden. Bcl-2 ist

ein Protoonkogen, dass direkten positiven Einfluss auf das Überleben der Zellen hat

[31]. Auf das Wachstum der CLL-Zellen zeigt IL4 jedoch keinen Einfluss [39]. Aller-

dings ist ein positiver Effekt auf die CD40-Expression beschrieben worden [24].

1.2.1 Angiogenese im CLL Mikromilieu

Die Angiogenese ist ein komplexer physiologischer Vorgang, unter dem man im All-

gemeinen die Neubildung und das Wachstum von Blutgefäßen, meist aus bereits

bestehenden Gefäßen versteht. Es sind viele verschiedene Mediatoren an der Angio-

genese beteiligt. Physiologisch herrscht in der Regel ein Gleichgewicht zwischen pro-

und antiangiogenetischen Faktoren, so dass sich die Gefäße in einem Ruhezustand

befinden. Im gesunden Menschen spielt die Angiogenese hauptsächlich beim Wachs-

tum des Körpers, bei der Wundheilung und in der Schwangerschaft eine Rolle.

Aus pathologischer Sicht ist die Angiogenese bei verschiedenen malignen Erkrankun-

gen, vor allem bei soliden Tumoren präsent. Das Gleichgewicht der Angiogenese ist

in soliden Tumorzellen in Richtung proangiogenetischer Faktoren verschoben. Da-

durch wird der Tumor über neue Blutgefäßbildung in das vaskuläre Netzwerk des

Körpers einbezogen [50].

Es ist aber mittlerweile bekannt, dass nicht nur solide Tumore, sondern auch ma-

ligne hämatologische Erkrankungen eine erhöhte Angiogenese aufweisen. Verschie-

dene proangiogenetische Faktoren werden bei leukämischen Erkrankungen von den

malignen Zellen sezerniert. Im Fall der CLL konnte ebenfalls eine erhöhte Angio-
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genese, sowohl im Knochenmark als auch in den Lymphknoten festgestellt werden

[103, 85, 92]. Die erhöhte Gefäßdichte im Knochenmark korreliert mit höheren Plas-

maleveln der proangiogenetischen Faktoren VEGF und Angiopoietin-2 (Ang2) [85].

Neben Ang2 und VEGF konnten im Vergleich zur gesunden Kontrolle weitere an-

giogenetische Faktoren in höheren Konzentrationen nachgewiesen werden. Dazu ge-

hören Basic fibroblast growth factor (bFGF), Platelet derived growth factor (PDGF)

und die extrazelluläre ProteinaseMatrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9). Der antian-

giogenetische Faktor Thrombospondin-1 (TSP-1) ist bei der CLL herunterreguliert

[52].

Viele Studien zeigen, dass Serumlevel angiogenetischer Faktoren entweder mit ande-

ren Prognosefaktoren oder direkt mit einem ungünstigeren Krankheitsverlauf kor-

relieren. So ist z.B. für VEGF Serumlevel bekannt, dass diese positiv mit hohen

β2-Mikoglobulin Werten korrelieren. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Blutge-

fäßdichte im Knochenmark mit fortschreitendem Krankheitsverlauf zunimmt. Wäh-

rend bei soliden Tumoren eine erhöhte Angiogenese einen direkten Einfluss auf

die Versorgung der Tumormasse und damit des Tumorwachstums hat, ist ein sol-

cher Zusammenhang bei hämatologischen malignen Erkrankungen nicht gegeben,

so dass bei diesen die Rolle der gesteigerten Angiogenese unklar ist. Es konn-

te gezeigt werden, dass proangiogenetische Mitogene Endothelzellen im Knochen-

mark dazu stimulieren verschiedene hämatopoetische Wachstumsfaktoren, darunter

der Granulocyte-colony-stimulating-factor (G-CSF), der Granulocyte-macrophage-

colony-stimulating-factor (GM-CSF), der stem cell factor und Interleukin 6 (IL6),

freizusetzen [82]. Auch Stromazellen produzieren unter dem Einfluss von proangio-

genetischen Faktoren hämatologische Wachstumsfaktoren [32]. Es kann demnach

von einem Angiogenese-unabhängigen Effekt der auf der Wachstumsförderung und

gleichzeitiger Unterdrückung von Zelltod beruht, geschlossen werden. In vielen soli-

den Tumoren ist die Angiogenese schon als möglicher Angriffspunkt für Therapien

identifiziert worden. Auch zur Behandlung der CLL stellt sie einen interessanten

therapeutischen Angriffspunkt dar. So gibt es Studien zur Wirksamkeit von Thali-

domid, welches die Synthese von verschiedenen Zytokinen, darunter IL6, TNFα und

dem proangiogenetischen VEGF verhindert. Thalidomid wird unter anderem auch in
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Kombination mit Fludarabin getestet und weist auf einen recht vielversprechenden

Therapieerfolg hin [54]. Getestet wird auch ein anti-VEGF Antiköper: Bevacizumab

[82]. Angiogenetische Faktoren und ihre Wirkmechanismen bei der Angiogenese,

vor allem aber bei angiogenese-unabhängigen Prozessen sind bisher noch nicht aus-

reichend beschrieben und stellen einen vielversprechenden Angriffspunkt für neue

Therapieoptionen bei der CLL dar.

1.2.2 Status der Zytokine der Angiogenese bei der CLL

Sekretion von Zytokinen ist eine wichtige Art der Zell-Zell Interaktion und spielt

bei der Angiogenese eine entscheidende Rolle. Viele verschiedene Zytokine, darunter

klassische pro- und antiangiogenetische Faktoren, aber auch integrale Membranpro-

teine und extrezelluläre Proteasen, beeinflussen die Angiogenese.

Der wichtigste sezernierte Faktor bei der Angiogenese ist VEGF. VEGF wird auch

von CLL-Zellen in hoher Konzentration sezerniert und zählt wohl zu den bekanntes-

ten proangiogenetischen Faktoren bei dieser Erkrankung. VEFG werden grundsätz-

lich drei Hauptfunktionen zugeschrieben: Induktion der verstärkten Angiogenese im

Knochenmark, Vermittlung überlebensfördernder Signale und Stimulation der Mi-

gration der CLL-Zellen [99, 145]. Der antiapoptotische Effekt von VEGF erfolgt

durch die Aktivierung von zwei antiapoptotischen Genen: dem Myeloid cell leu-

kemia-1 (MCL1) und dem X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) [145].

Lange Zeit wurde eine VEGF-basierte Induktion des bei der CLL stark überex-

primierten anti-apoptotischen Bcl2 als Ursache des überlebensfördernden Effekts

vermutet. Dies konnte jedoch mittlerweile widerlegt werden [142].

Der Hauptvertreter der Familie der Fibroblast growth factors (FGF) bFGF ist ein

weiterer proangiogenetischer Faktor, der im Serum von CLL-Patienten erhöht ist.

bFGF induziert parakrin die Proliferation von Epithelzellen und Fibroblasten. Über

einen autokrinen Mechanismus kommt es zu einer Apoptoseresistenz. Darüber hin-

aus steht bFGF im Verdacht den p53-Tumorsupressor Signalweg zu unterdrücken

[145].

Auch der Platelet derived growth factor (PDGF) und sein Rezeptor sind bei der
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CLL vermehrt exprimiert. PDGF steuert als Mitogen die Interaktionen zwischen

CLL-Zellen und Stromazellen steuert. Sowohl VEGF als auch PDGF sind bekannte

Liganden des PDGF-Rezeptors (PDGFR), wobei aber hauptsächlich der PDGF-

PDGFR Komplex für die Aktivierung der mesencyhmalen Stromazellen verantwort-

lich ist [35].

Ein weiterer Angiogenese-relevanter Faktor, der bei der CLL hochreguliert ist, ist

die extrazelluläre Protease MMP-9. MMP-9 wird mit Gewebeinvasion und Remo-

delling von CLL-Zellen in Verbindung gebracht [73].

1.2.3 Oxygenisierungsstatus bei der CLL

Das schnelle Zellwachstum in soliden Tumoren führt zu einem Gefälle des Sauer-

stoffpartialdrucks. Die im Inneren des Tumors vorhandene Hypoxie führt zur Frei-

setzung des Transkriptionsfaktors hypoxia-induceable factor-1α (HIF-1α), welcher

wiederum über Stimulation der Expression von VEGF die Angiogenese induziert

[128]. Die neu gebildeten Blutgefäße tragen über Vaskularisierung zur Sauerstoff-

versorgung des wachsenden Tumors bei. Man findet nicht nur in soliden Tumoren

hypoxische Umgebungen, sondern auch bei leukämischen Erkrankungen. So konnte

man anhand von Rattenmodellen, die an akuter myeloischer Leukämie (AML) er-

krankt sind, ein Sauerstoffmangel in der Mikroumgebung der leukämischen Zellen,

vor allem im Knochenmark nachweisen [96].

Da bei der CLL gezeigt werden konnte, dass HIF-1α von CLL-Zellen aus dem Kno-

chenmark sezerniert wird [52], lässt sich die Schlussfolgerung ziehen, dass im Mikro-

milieu des infiltrierten Knochenmarks bei der CLL hypoxische Bedingungen vorlie-

gen. Jedoch könnte auch ein Defekt der für die HIF-1α-Expression verantwortlichen

Signalwege beteiligt sein. Auch Ang2 wird als möglicher Mediator in der hypoxie-

induzierten Angiogenese angesehen [104].
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1.3 Angiopoietin

1.3.1 Physiologische Funktion der Angiopoietine

Die Familie der Angiopoietine umfasst vier verschiedene Mitglieder: Ang1, Ang2,

Ang3 und Ang4. Über Ang3 und Ang4 ist relativ wenig bekannt. Sie stellen or-

thologe Proteine dar, wobei Ang3 bei Mäusen und Ang4 beim Menschen gefunden

wurde. Strukturell unterscheiden sie sich relativ stark, da nur 54% der Aminosäuren

identisch sind. Die Gene wurden jedoch auf denselben Genabschnitten gefunden, so

dass man von einer Orthologie ausgeht. Auch in ihrer Funktion scheinen sie recht

verschieden zu sein. Ang3 wurde bei Mäusen in Niere und Hoden nachgewiesen.

Der Rezeptor der Angiopoietine ist der Tyrosinekinase with immunoglobuline and

epidermal growth factor homology domains 2 (Tie2). An diesem zeigt Ang3 eine

antagonistische Wirkung. Ang4 dagegen konnte hauptsächlich in der menschlichen

Lunge nachgewiesen werden und agiert als Tie2-Agonist [138].

In Bezug auf die Angiogenese spielen Ang1 und Ang2 eine wichtige Rolle. Beide

konnten mit Hilfe von Maus-knock-out-Studien als essentiell für die Bildung reifer

Blutgefäße beschrieben werden [134]. Diese sind bekannte Gegenspieler an ihrem

Rezeptor Tie2. Je nach Mikroumgebung können die Angiopoietine sowohl proan-

giogenetische als auch antiangiogenetische Wirkungen zeigen. Erstmals konnte 1996

gezeigt werden, dass Ang1 ein Agonist am Tie2-Rezeptor ist und dessen Auto-

phosphorylierung und Dimerisierung induziert [33]. Die Signalweiterleitung erfolgt

hauptsächlich über die Phoshoinositol-3’Kinase (PiK). Die Aktivierung des Tie2-Re-

zeptors resultiert in einer Aufrechterhaltung des Ruhezustands der Endothelzellen

und schützt das Endothel vor ungewollter Aktivierung durch Zytokine. Ang2 dage-

gen löst keine Autophosphorylierung des Tie2-Rezeptors aus. Ang2 ist hauptsächlich

in Geweben mit hoher Gefäßneu- und -umbildung exprimiert, was darauf schließen

lässt, dass es daran maßgeblich beteiligt ist. Ang2 zeigt keine spezifische Funkti-

on, es stört vielmehr die Ang1/Tie2 vermittelte Signaltransduktion und die damit

verbundenen gefäßstabilisierenden Effekte. Die Gefäße werden in Anwesenheit von

Ang2 sensibler gegenüber anderen angiogenetischen Faktoren [46].

Darüber hinaus ist die Funktion von Ang2 abhängig von VEGF. In Anwesenheit
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von VEGF kommt es zur Destabilisierung von bereits bestehenden Gefäßen sowie

zur Entwicklung neuer Gefäße. In Abwesenheit von VEGF wirkt Ang2 antiangioge-

netisch, was zur Regression von Gefäßen führt [67]. Vermutlich ist Ang2 auch an der

T-Zell-Regulation beteiligt [25].

1.3.2 Die Rolle von Ang2 bei malignen Erkrankungen

Unter physiologischen Bedingungen verläuft die Angioenese kontrolliert: Ang2 bin-

det an seinen Rezeptor Tie2 und bewirkt in Anwesenheit von VEGF die Auflocke-

rung und Destabilierung der Gefäße. Es findet Migration, Proliferation und Neu-

bildung von Gefäßen statt. Die neuen Gefäße werden durch Ang1/Tie2 Interaktion

geschützt. Es ist ein feines Zusammenspiel, dessen empfindliches Gleichgewicht bei

Tumoren zugunsten des Ang2 verschoben ist. Dieses Ungleichgewicht zur Angioge-

nese in Tumoren nennt man den angiogenic switch. Ab etwa 3mm Größe kann eine

Tumormasse nicht mehr ausschließlich über Diffusion mit Sauerstoff versorgt werden

und bedarf einer verbesserten Vaskularisierung [145]. Um dies zu erreichen, sezer-

nieren die Tumorzellen selbst verschiedene proangiogenetische Faktoren, darunter

auch Ang2. Ang2 konnte bei vielen verschiedenen Tumoren in erhöhter Konzen-

tration gefunden werden. Eine erhöhte Ang2 Expression ist z.B. beim Glioblastom

[79], beim Mammakarzinom [132, 117], beim kleinzelligen Nierenkarzinom [28], Le-

berzellkarzinom [95] und nicht kleinzelligem Bronchialkarzinom [66] beschrieben. In

verschiedenen Studien findet man Korrelationen zwischen Metastasenbildung und

hohen Ang2-Konzentrationen [125, 69]. Oft wird ein ungünstiger Krankheitsverlauf,

z.B. schnelles Tumorwachstum und kürzere Überlebenszeit der Patienten mit hohen

Ang2-Leveln assoziiert [68].

1.3.3 Die Rolle von Ang2 bei leukämischen Erkrankungen

Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass Ang2 in mehreren leukämi-

schen Erkrankung, darunter die AML [123], das multiple Myolom [71] und die CLL
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[141] vermehrt exprimiert wird. Bei der AML konnte bereits gezeigt werden, dass

die Behandlung mit Tie2-blockierenden Antikörpern in der Kokultur von AML-Zel-

len mit Endothelzellen eine wachstumsinhibierende Wirkung besitzt [113]. Bei der

CLL wurden Korrelationen zwischen hohen Plasma-Konzentrationen von Ang2 und

verschiedenen anderen Prognosefaktoren beschrieben [141, 86]. Dazu gehören hohe

β2-Mikroglobulin-Werte, ein ungünstiger IgH-Mutationsstatus, sowie schlechte zy-

togenetische Risikofaktoren. Gleichzeitig werden mit hohen Ang2-Konzentrationen

im Plasma von CLL-Patienten eine kürzere Zeit bis zur Erstbehandlung und ein ge-

nerell kürzeres Gesamtüberleben assoziiert [85]. Funktionell könnte das Ang2/Tie2-

System eine wichtige Rolle in der Kommunikation zwischen den CLL-Zellen und den

Endothelzellen im Knochenmark darstellen. Der enge Kontakt der CLL-Zellen mit

den Endothelzellen und die erhöhte Mikrogefäßdichte im von CLL-Zellen infiltrier-

tem Knochenmark lassen auf eine Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen

in diesem Mikromilieu schließen [12]. Die Rolle des Ang2 als prognostischer Faktor

auf der einen, sowie die mögliche Bedeutung in Bezug auf die Pathogenese und die

Angiogenese auf der anderen Seite, machen dieses Protein zu einem interessanten

Gegenstand aktueller Forschung.

1.4 Tie-Rezeptoren

Es sind bisher zwei verschiedene Rezeptoren der Tie-Familie bekannt: Tie1 und Tie2

[119, 89]. Diese beiden Rezeptoren weisen eine starke strukturelle Ähnlichkeit auf.

Trotz dieser großen Homologie gibt es einen wichtigen Unterschied zwischen den Re-

zeptoren: Im Gegensatz zum Tie2-Rezeptor, dessen Liganden die Angiopoietine dar-

stellen, hat man bisher keine Proteine identifizieren können, die am Tie1-Rezeptor

binden, so dass seine Funktion weitgehend unbekannt ist. Es wird jedoch trotzdem

von einer Beteiligung bei der Vaskulogenese ausgegangen [106, 119].

Tie2 ist maßgeblich an der embryonalen Gefäßentwicklung beteiligt [121, 105, 44].

Außerhalb der vaskulären Komponente konnte Tie2 auf hämatopoetischen Stamm-

zellen nachgewiesen werden [70]. Die Tie2 exprimierenden hämatopoetische Stamm-

zellen bilden eine Subpopulation, die sich im Ruhezustand befindet und an Osteo-
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blasten angelagert ist. Dieser Ruhezustand und die Adhäsion an die Osteoblasten

werden durch Tie2 und Ang1 gefördert, sowie aufrechterhalten [2].

Die bekannteste Funktion des Tie2-Rezeptors ist die Angiogenese im Zusammen-

hang mit seinen Liganden Ang1 und Ang2. In diesem Kontext findet man häufig

eine vermehrte Expression von Tie2 in verschiedenen Tumoren, z.B. beim Mamm-

akarzinom und verschiedene Leukämien [89]. In leukämischen Erkrankungen konnte

eine vermehrte Expression von Tie2 bereits in verschiedenen AML- und CML-Zell-

linien, sowie auch an einzelnen Patienten nachgewiesen werden [97, 122]. Im Zusam-

menhang mit CLL konnte bisher kein Tie2 nachgewiesen werden. Da eine erhöhte

Menge von Ang2-Protein im Plasma von CLL-Patienten nachgewiesen wurde, ist es

ein interessanter Ansatz neben der prognostischen Bedeutung auch die funktionelle

Rolle dieses Proteins gerade im Zusammenhang mit dem Tie2-Rezeptor aufzuklären.

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Zusammenhang mit der CLL wurde Ang2 in bisherigen Arbeiten ausschließlich

quantitativ untersucht. Es konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt nur gezeigt werden,

dass CLL-Patienten mit hohen Ang2-Konzentrationen im Plasma eine schlechteren

Krankheitsverlauf aufweisen, als Patienten mit geringeren Ang2-Leveln. Es ist noch

nichts über die Funktionsweise des Proteins in Zusammenhang mit dem ungünsti-

geren Krankheitsverlauf bekannt. So soll im Rahmen dieser Arbeit der Wirkort und

die Wirkweise des Ang2 näher eingegrenzt werden. Eine wichtige Frage ist, warum

CLL-Patienten mit hohen Ang2-Leveln ein kürzeres Gesamtüberleben aufweisen.

Ein möglicher Zusammenhang wäre ein Ang2 vermittelter positiver Effekt auf das

Überleben der CLL-Zellen. Generell zeichnen sich maligne B-Lymphozyten durch

eine fehlende Apoptose aus. Es gibt verschiedene Faktoren, die überlebensfördernd,

bzw. antiapoptotische Effekte auf die CLL-Zellen haben. So ist z.B. VEGF ein be-

kannter proangiogenetischer Faktor, der bei der CLL angiogeneseunabhängig das

Überleben der CLL-Zellen fördert. Ein Aspekt dieser wird Arbeit sein, zu untersu-

chen, in wieweit Ang2 das Überleben der CLL-Zellen beeinflusst. Falls Ang2 das

Überleben der CLL-Zellen fördert, stellt sich die Frage, ob dies nun in direktem Zu-
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sammenhang mit der schlechteren Prognose der Patienten steht. Falls Ang2 keinen

Einfluss auf das Überleben der CLL-Zellen aufweist, sollte nach anderen Mechanis-

men gesucht werden, über die Ang2 Einfluss auf das Krankheitsgeschehen nehmen

kann. In diesem Zusammenhang ist es interessant den Tie2-Rezeptor auf den CLL-

Zellen oder auf Zellen des Mikromilieus der malignen B-Zellen, zu identifizieren, um

so nach Angriffspunkten des Ang2 zu suchen. Zu Tie2 ist in Zusammenhang mit der

CLL bisher nichts bekannt.

Ziel dieser Arbeit soll also sein, die Funktion des Ang2 in der CLL zu charakterisieren

und seine Bedeutung für die Interaktion mit dem Mikromilieu unter der Berücksich-

tigung des Tie2 Rezeptors herauszustellen. Dazu sollen verschiedene mechanistische

Einflüsse aus der Mikroumgebung in diesem Zusammenhang untersucht werden.

22



2. Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geräte

Autoklav Varioclav Typ 400, H+P, Labortechnik GmbH

Durchflusszytometer FacsCanto, BD

Facs Galios, Beckmann&Coulter

Filmentwickler Curix 60 Agfa

Absorptionsmesser μQuant, Biotek Instruments

Immunoblot Peqlab

Kapillarelektrophorese QIAcxel, QIAgen

Sterilbänke HLB 2448, Heraeus

PCR Block Thermocycler T3000,biometra Peqstar, Peqlab

Mastercycler eppendorf

2.1.2 Zellkultur

Zelllinien

HUVEC, PromoCell

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) sind primäre Zellen, die aus der

Nabelschnurvene des Menschen gewonnen werden. In dieser Arbeit wurden HUVECs

eines einzelnen Spenders verwendet. HUVECs weisen eine begrenzte Teilungsrate

auf. Im Laufe dieser Arbeit wurden keine HUVECs höher Passage 12 verwendet.

Die Zellen exprimieren Tie2.

K562, DSMZ Nummer (Nr.):ACC 10

K-562 entsprechen Zellen der chronisch myeloischen Leukämie. Sie wurden einer 53-

jährigen Frau mit chronischer myeloischer Leukämie im Stadium der Blastenkrise

aus dem Pleuraerguss entnommen.
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HL60, DSMZ, Nr.:ACC 3

HL-60 sind humane Zellen der akuten myeloischen Leukämie. Sie wurden einer 35-

jährigen Frau mit diagnostizierter akuter myeloischer Leukämie aus dem peripheren

Blut entnommen.

NB4, DSMZ, Nr.: ACC 207

NB-4 sind humane Zellen der akuten promyeloischen Leukämie. Sie wurden aus dem

Knochenmark einer 23-jährigen Frau mit akuter promyeloischer Leukämie während

des zweiten Rezidivs gewonnen.

HS5, ATCC, Nr.: CRL-11882

HS-5 sind humane Knochenmarksstromazellen. Morphologisch entsprechen sie Fi-

broblasten. Die Zellen entstammen einem 30-jährigen Mann.

KUSA-A1, Quelle unbekannt

KUSA sind murine Zellen aus dem Knochenmark. Die Zellen sind histologisch den

Osteoblasten zuzuordnen.

NKtert, Riken Zellbank, Nr.:RCB 2350

NKtert sind humane Stroma-Zellen aus dem Knochenmark.

Primäre Zellen

Primäre CLL-Zellen wurden aus den anonymisierten Resten des Blutes von Rou-

tineuntersuchungen von CLL-Patienten gewonnen. Gesunde mononukleäre Zellen

des peripheren Blutes (PBMC) wurden aus den anonymisierten Resten gesunder

Blutspender isoliert. Knochenmarkszellen wurden aus anonymisierten Resten der

Knochenmarksproben aus Routineuntersuchungen gewonnen. Alle Spender haben

ihr Einverständnis dazu gegeben, dass ihr Blut zu wissenschaftlichen Zwecken ver-

wendet werden darf.
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Nährmedien

Endothelial Cell Growth Medium (Ready-to-use), PromoCell

Dieses Medium wurde für HUVEC benutzt.

RPMI 1640, PAA

Dem RPMI Medium wurden grundsätzlich fetales Kälberserum (FCS) in einer End-

konzentration von 10% (V/V), N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-ethansulfonsäure(HEPES)-

Puffer (Endkonzentration 10mM), Streptomycin (Endkonzentration 10μM) und Pe-

nicillin (Endkonzentration 100U/ml) zugefügt. Dieses Medium wurde für alle ande-

ren Zellen und Zelllinien verwendet.

2.1.3 Oligonukleotide

Alle Primer wurden von Tib MOLBIOL bezogen. Sie wurden zu einer Konzentration

von 100μM gelöst und bei -20◦C gelagert.

Für die Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) wurden folgen-

de Oligonucleotide als Primer verwendet:

Ang2:

Vorwärts: 5’ GACGCGCCGCTCGAATACGA

Rückwärts: 5’ TCCGCGTTTGCTCCGCTGTT

Tie2:

Vorwärts: 5’ CGAGTTCGAGGAGAGGCAAT

Rückwärts: 5’ TCAGGTACTTCATGCCGG
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Zur Sequenzierung von Ang2 wurden folgende Primer eingesetzt:

Primer 1

Vorwärts: 5’GTAGCAGCCCTGCGTTTTAG3’

Rückwärts: 5’CCATTTCTTTCTTCATGTTGTCC 3’

Primer 2

Vorwärts: 5’GCAAGTGCTGGAGAACATCA3’

Rückwärts: 5’TGATGTGCTTGTCTTCCATAGC3’

Primer 3

Vorwärts: 5’GATTTTGGACCAGACCAGTGA3’

Rückwärts: 5’AGTTTGATGTGGACATCATAGTCA3’

Primer 4

Vorwärts: Isoform 1 5’CTATGATGTCCACATCAAACTCAG3’

Isoform 2 5’ACTATGATGTCCACATCAAACTCTA3’

Rückwärts: 5’TTGGCTGATGCTGCTTATTTT3’

Primer 5

Vorwärts: 5’TGAGGCTTACTCATTGTATGAACA3’

Rückwärts: 5’GAGACAGTTCCTCAGGTGGAC3’

2.1.4 Komplette Laborkits

Ray biotech Human RTK Phophorylation AB array Ray Biotech

QIAquick Gel Extraction Kit QIAgen

Quantikine Human Angiopoietin-2 R&D Systems

RNeasy Plus MiniKit QIAgen
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Rossettesep B Cell Enrichment Kit Stem cell Technologies

Receptor TyrKinase Phospho AbArray Ray-Bio

AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit BD

Big Dye Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystmes

2.1.5 Antikörper und Proteine

Monoclonal Anti-human Tie-2 Phycoerythrin R&D Systems

APC anti-human CD45 BioLegend

PE Mouse IgG1, κ Isotype Control BioLegend

PerCP/Cy5.5 anti-human CD19 BioLegend

FITC anti-human CD5 BioLegend

Pacific blue anti-human CD 19 BioLegend

Tie2 (AB33) Mouse mAB Cell Signaling

Biotin anti Phosphotyrosine BioLegend

βAktin Sigma-Aldrich

HRP goat anti mouse BioLegend

Tie-2 (A-14): sc-31268 Santa Cruz

AMG 386 AMGEN

IL4 PeproTech

CD40-Ligand PeproTech

2.2 Methoden

2.2.1 Durchflusszytometrie

Qualitative Bestimmung von Tie2

Zur Bestimmung des Tie2-Proteins auf der Oberfläche von Zellen wurden 50μl Voll-

blut einer Probe mit Phosphate buffered salin (PBS) + 0.5% boviner Serum Al-

bumin(BSA)-Lösung gewaschen. Wenn statt Vollblut eine Suspension von Zellen
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verwendet wurde, so betrug die Zellzahl 2x106. Anschließend wurden durch Zugabe

von Fragment crystallizable receptor (FCR) Block die unspezifischen Bindestellen

blockiert. Dann wurden nach folgendem Schema die Antikörper hinzugefügt:

FITC CD5 10μl

PerCP/Cy5.5 CD19 5μl

APC CD45 5μl

PE-Tie2-Antikörper 5μl oder PE Isokontrolle 2,5μl

Es erfolgte eine Inkubation von 45 Minuten bei 8◦C. Bei den Proben aus dem Voll-

blut wurden im Anschluss die Erythrozyten lysiert. Dieser Schritt wurde bei den

Zellsuspensionen nicht durchgeführt. Für beide Proben erfolgten 2-3 Waschschrit-

te mit PBS. Dann erfolgte die Messung am FACS Canto. Die Auwertung erfolgte

mittels Cyflogic Software. Im Vorwärts-/Seitwärtslichtstrahl Bild erfolgte eine erste

ungefähre Selektion der Lymphocyten (Population 1) aus dem Vollblut aufgrund

ihrer Größe und Granularität (siehe Abb. 1 A). Die Population wurde großzügig be-

stimmt. Diese gewählte Population wurde in einem Diagramm Fluorescein (FITC)

gegen Peridinin chlorophyll protein-cyanine dye (PerCP/Cy5.5) betrachtet (siehe

Abb. 1 B). Die kombinierte Färbung durch CD5 und CD19 Antikörper lässt eine

eindeutige Identifizierung maligner CLL- B-Zellen, die beide Oberflächenantigene

besitzen, zu. Nicht maligne B-Zellen dagegen sind CD5 positiv, aber CD19 negativ

und sind somit in der oberen linken Ecke zu finden. Der CD45 Antikörper wur-

de ausschließlich verwendet, um in einem uneindeutigem Fall die T- und B-Zellen

voneinander unterscheiden zu können, da die T-Zellen CD45 negativ und die B-

Zellen CD45 positiv sind. Für die Bestimmung des Tie2-Status der Granulozyten

wurden diese aufgrund ihrer großen Größe und starken Granularität direkt aus dem

Vorwärts-/Seitwärtslichtstrahl Bild herausgefiltert und anschließend einzeln im Phy-

coerythrin(PE)-Filter auf Tie2 analysiert. Die Detektion von Tie2 erfolgte mit Hilfe

des PE gelabelten Anti-human Tie2-Antikörpers. Die herausgefilterten CLL- bzw.

B-Zellen wurden im PE-Filter auf ihre Fluoreszenzintensität getestet und mit der

Isokontrolle im Überlappungsdiagramm verglichen (siehe Abb. 1 C und D).

28



2. Material und Methoden

Abbildung 1: Beispiel für eine Tie2-Auswertung am Durchflusszytometer, (A) Vor-

wärts/Seitwärtslichstrahl mit ausgewählter Population 1 (B) Betrachtung der Po-

pulation 1 im FITC/PerCPCy5.5 Diagramm und genaue Identifizierung der CLL-

Zellen (C) Histogramm der CLL-Zellen mit PE-Filter (D) Überlappungsdiagramm

von Tie2-Antikörper und Isokontrolle behandelten CLL-Zellen

Bestimmung Anzahl lebender Zellen

Dazu wurde das AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit verwendet. Die Durch-

führung fand laut Protokoll des Herstellers statt.

Die doppelt negativen Zellen sammeln sich im ersten Quadrant und stellen die le-

bende Population dar. Die Zellen im zweiten Quadrant sind apoptotisch, aber noch

nicht tot, da sie noch in der Lage sind, Propiumiodid (PI) als Zellgift zu identifi-
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zieren und aus der Zelle hinaustransportieren. Die Zellen im dritten Quadrant sind

doppelt positiv und stellen den toten Anteil dar (siehe Abb. 2). In den Kokulturen

mit Suspensionszellen wurde zusätzlich 5μl Pacificblue CD19 Antikörper hinzuge-

fügt, um die CLL-Zellen im Durchflusszytometer von der Zelllinie unterscheiden zu

können.

Abbildung 2: Beispiel für eine Auswertung der Annexin-V-FITC PI Färbung

2.2.2 ELISA

Für den Enzyme-linkes Immunosorbent Assay (ELISA) zur quantitativen Bestim-

mung von Ang2 wurde das Kit Quantikine Human Angiopoietin-2 verwendet.

Das Plasma, in dem die Ang2-Konzentration bestimmt wurde, wurde durch Zentri-

fugation des Vollblutes bei 400g für 10Min. gewonnen.

Nach Isolierung der CLL-Zellen bzw. PBMC bei gesunden Proben wurden diese für

24 Stunden mit einer Konzentration von 4x106 Zellen pro Milliliter Medium kulti-

viert. Nach den 24 Stunden wurden die Zellen abzentrifugiert und der Überstand

ebenfalls zur quantitativen Bestimmung des Ang2 Gehalts verwendet.
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2.2.3 PCR

Herstellung von komplementärer Desoxyribonukleinsäure (cDNS):

Zur Isolierung von messenger Ribunukleinsäure (mRNS) wurde das RNeasy Plus

Mini Kit verwendet. Die Durchführung erfolgte laut Herstellerangaben. Es wurden

je 1x107 Zellen verwendet.

Aus der isolierten mRNS wurde nach dem Protokoll der Reversen Transkriptase

cDNS hergestellt. Als Haushaltsgen wurde das Gen der Tyrosinkinase Abelson pro-

tooncogene (ABL) verwendet. Die PCR erfolgte im Anschluss unter folgenden Be-

dingungen:

Ang2: 95◦C 5Min.

95◦C 20Sek.

65◦C 20Sek.

72◦C 20Sek.

Tie2: 95◦C 5Min.

95◦C 20Sek.

55◦C 20Sek.

72◦C 20Sek.

ABL: 95◦C 5Min.

95◦C 20Sek.

60◦C 20Sek.

72◦C 20Sek.

Die letzten drei Temperaturschritte wurden jeweils 40 Mal wiederholt, dann wurde

das Produkt auf 8◦C herabgekühlt.
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Für die PCRs wurde folgendes Pipettierschema verwendet:

Primer vorwärts 0,8μl

Primer rückwärts 0,8μl

Fast Start PCR Master, Roche 4μl

Wasser 12,4μl

cDNS 2μl

Sequenzierungs-PCR

Zur Sequenzierung der Ang2 DNS in CLL-Patienten wurde das Kit Big Dye Ter-

minator v 1.1 Cycle Sequencing verwendet. Die Sequenzierung erfolgte nach der

Methode von Sanger. Die Touchdown PCR zur Vervielfältigung der DNS fand unter

folgenden Bedingungen statt:

95◦C 4Min

95◦C 20Sek.

60◦C 20Sek. (bei jedem Zyklus minus 0,5◦C)

72◦C 1Min.

10 Zyklen

Dann:

95◦C 20Sek.

55◦C 20Sek

72◦C 1Min.

30 Zyklen

Diese PCR wurde mit jedem Primerpaar durchgeführt. Das PCR Produkt des zwei-

ten Primerpaares wurde auf ein 2%iges Agarose Gel aufgetragen und bei 100V

1Stunde aufgetrennt, um die zwei möglichen Isoformen von 215 Basenpaaren und

371 Basenpaaren zu unterscheiden. Anschließend wurde das Produkt mit der Größe
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von 371 Basenpaaren ausgeschnitten. Mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit

wurde daraus die DNS isoliert.

Alle restlichen Produkte wurden mit ExoSap gereinigt. Im Anschluss erfolgte die

Vervielfältigung der PCR Produkte für die Sequenzierung mit je einem Primer un-

ter folgenden Bedingungen:

95◦C 1Min.

95◦C 20Sek.

55◦C 20Sek.

60◦C 3Min.

40Zyklen

2.2.4 Western Blot

DerWestern Blot wurde nach einem Standardprotokoll durchgeführt. Die Antikörper

wurden in den vom Hersteller empfohlenen Verdünnungen eingesetzt. Als Ladekon-

trolle diente β-Aktin. Als Gel wurde ein NuPage 4-12% Bi Tris Gel verwendet.

2.2.5 Immunfluoreszenz

Die Zellen, die für die Immunfluoreszenz verwendet wurden, waren adhärente Zellen,

die auf Deckgläsern gewachsen sind. Für den Versuch wurden die Zellen 20 Minuten

mit Paraformaldehyd 4% fixiert. Anschließend wurden sie mit PBS und PBS/0,1%

Triton X gewaschen. Danach wurden die Zellen mit einer Lösung aus PBS/0,4%

Gelatine/10% Ziegenserum (normal goat serum, NGS)/1% FCR Block geblockt. Im

Anschluss wurde der Antikörper Tie2-Dylight-488 hinzugegeben. Die Färbung wur-

de mit einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht.
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2.2.6 Phophorylierungstest

Zur Überprüfung der Fähigkeit von Ang2 andere Tyrosinkinasen zu phosphorylie-

ren wurde das Ray biotech Human RTK Phophorylation AB array verwendet. Es

ist ein breitgefächerter Phosphorylierungstest, mit dem der Phosphorylierungsgrad

von Tyrosinkinasen bei CLL-Zellen bestimmt werden konnte. Die eine Hälfte der

Zellen wurde mit rekombinantem Ang2 behandelt, der zweite Teil war unbehandelt.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms ImageJ. Dazu wurde für jede

Bande die Signalintensität bestimmt. So konnten Unterschiede in der Intensität der

Phosphorylierung der verschiedenen Tyrosinkinasen zwischen den behandelten Zel-

len und den unbehandelten Proben festgestellt werden. Der relative Unterschied

zwischen den behandelten und unbehandelten wurde hier durch Bildung des Quoti-

enten ermittelt.

2.2.7 Zellkultur

Gewinnung von Probenmaterial

CLL-Zellen:

Die CLL-Zellen wurden mit Hilfe des Rossettesep B Cell Enrichment Kit gewonnen.

Dazu wurde Vollblut mit 40μl pro Milliliter Rossette Sep R© versetzt und 20 Min.

inkubiert. Die Antikörpermischung des Rossette Sep R© verbindet, mit Ausnahme der

B- und CLL-Zellen, alle Zellen mit Erythrozyten. Durch die Zugabe von Lymphocyte

Medium können die Zellen in einer Zentrifugation voneinander abgetrennt werden.

Die CLL- und B-Zellen verbleiben am Dichtegradienten und können so abpipettiert

werden.

Gesunde PBMC:

Als Kontrolle wurden gesunde PBMC isoliert. Das Verfahren entspricht dem oben

beschriebenen der CLL-Zellen. Allerdings kann der erste Schritt, die Zugabe von

Rossette Sep R© entfallen.

34



2. Material und Methoden

Knochenmark:

Die Isolation von B-Zellen aus dem Knochenmark erfolgt analog zu der Gewinnung

aus dem Vollblut.

35



2. Material und Methoden

Knochenmarkstromazellen:

Um Knochenmarkstromazellen gewinnen zu können, wurden CLL-Zellen aus dem

Knochenmark in einer Dichte von 1x107/ml in RPMI kultiviert. Nach 48 Stunden

wurde das Medium, sowie alle nicht adhärenten Zellen abgenommen und frisches

Medium dazugegeben. Dann wurden die Zellen für zwei bis drei Wochen kultiviert.

Das Medium wurde nicht gewechselt, aber ungefähr drei Mal in der Zwischenzeit

etwas aufgefüllt. Nach zwei bis drei Wochen entwickelten sich adhärente Knochen-

marksstromazellen.

Dendritische Zellen:

Zur Gewinnung von unreifen myeloischen dendritischen Zellen wurden durch Kulti-

vierung von CD14+ angereicherten PBMC gesunder Spender gewonnen. Dem Medi-

um wurde GM-CSF in einer Endkonzentration von 20ng/ml und Interleukin 4 (IL4)

in einer Konzentration von 10ng/ml hinzugefügt. Es entwickeln sich unreife mye-

loische dentritische Zellen. Zur Reifung dieser Zellen kann nach etwa sieben Tagen

zusätzlich CD40-Ligand in einer Konzentration von 1μ/ml in die Kultur gegeben

werden. In dieser Arbeit wurden nur unreife myeloische dentritische Zellen getestet.

Nurse like Zellen:

Nurse like Zellen wurden durch die Kultivierung von PBMC mit einem Anteil von

4-5% Monozyten von CLL-Patienten gewonnen. Die isolierten PBMC wurden dazu

in einer Dichte von 1x107/ml in einer 6-Well-Platte ausgesät. Hier ist es wichtig,

dass die nicht adhärenten Zellen nicht entfernt werden. Nach etwa einer Woche wur-

de frisches Medium hinzugefügt. Die NLC entwickeln sich nach ca. 21 Tagen.

Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung untern normoxischen Bedingungen fand in einem Brutschrank bei

37◦C und Wasserdampfgesättigter Luft mit 5% Kohlendioxid (CO2) statt. Sofern

nicht explizit andere Bedingungen erwähnt werden, wurde unter diesen Vorrausset-

zungen die Kultivierung vorgenommen. Alle offenen Arbeiten mit zu kultivierenden
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Zellen wurden unter einer Sterilbank durchgeführt.

Die Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen fand in einem Brutschrank in

Stickstoff gesättigter Luft mit einem Anteil von 1% Sauerstoff und 5% CO2 statt.

Das Medium was zur Kultivierung der Zellen benutzt wurde, wurde schon 24h vor

der Kultivierung unter diesen Bedingungen inkubiert.

Primäre Zellen:

HUVEC:

HUVECs wurden sowohl als Positivkontrolle für Tie2 und Ang2, als auch zur Ko-

kultivierung mit CLL-Zellen verwendet. Als adhärente Zellen wurden sie in einer

Zellkulturflasche liegend mit speziellem Endothelzellmedium in einer Dichte von ca.

10000 Zellen pro cm2 kultiviert. Ungefähr alle 48-72 Stunden wurde das Medium

ausgetauscht und wenn notwendig die Zellen geteilt. Zum Ablösen der Zellen wurden

diese zunächst 2-3 Mal mit PBS gewaschen und anschließend mit 2-5ml einer Lösung

aus zwei millimolarer (mM) Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) in PBS versetzt.

Diese wurde für ca. fünf Min. inkubiert. Falls nicht alle Zellen abgelöst waren, wur-

den sie mit einem Zellschaber mechanisch gelöst. Die Zellen wurden so aufgeteilt,

dass sie mit einer Dichte von ca. 5000 Zellen/cm2 wieder in Kultur genommen wer-

den konnten. Da es sich um primäre Zellen handelt, die sich nicht unbegrenzt teilen

können wurden in dieser Arbeit nur Zellen bis zur Passage 12 verwendet.

Zelllinien:

HL60:

HL60 wurden zur Kokultiverung mit CLL-Zellen verwendet. Als Suspensionszellen

wurden sie in einer Zellkulturflasche stehend kultiviert. Alle 2-3 Tage wurden sie

in dem Verhältnis 1:2 bis 1:5 geteilt. Die maximale Konzentration betrug 2x106

Zellen/ml. Zum Teilen wurden die Zellen abzentrifugiert und anschließend wieder

neu gelöst.

HS5:
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HS5 Zellen wurden zur Kokultivierung mit CLL-Zellen genutzt. Es handelt sich um

adhärente Zellen, so dass sie in einer Zellkulturflasche liegend kultiviert wurden.

Bei einer Dichte von ca. 1x105 Zellen/cm2 wurden die Zellen 3 Mal mit PBS gewa-

schen und anschließend mit 5ml 2mM EDTA Lösung in PBS abgelöst und in dem

Verhältnis 1:5 bis 1:10 verdünnt.

K562:

K562 wurden zur Kokultivierung mit CLL-Zellen verwendet. Diese Suspensionszel-

len wurden in einer Flasche stehend kultiviert. Alle 3 Tage wurden die Zellen in dem

Verhältnis 1:3 bis 1:5 geteilt. Die maximale Dichte betrug 1,5x106/ml Medium. Zum

Teilen wurden die Zellen abzentrifugiert und anschließend wieder neu ausgesät.

KUSA:

KUSA wurden zur Kokultivierung von CLL-Zellen verwendet. Es handelt sich um

eine adhärente Zelllinie, so dass sie in einer Flasche liegend kultiviert wurden. Die

Zellen wurden bei einer Konzentration von 1x105 Zellen/cm2 wurden die Zellen

3 Mal mit PBS gewaschen und anschließend mit 5ml 2mM EDTA Lösung in PBS

abgelöst und in dem Verhältnis 1:5 bis 1:10 verdünnt. Die Zellen, die nicht benötigt

wurden, wurden entsorgt

NB4:

NB4 wurden zur Kokultivierung von CLL-Zellen verwendet. Diese Suspensionszel-

len wurden in einer Flasche stehend kultiviert. Die maximale Dichte betrug 2x106

Zellen/ml Medium. Alle 2-3 Tage wurden sie in dem Verhältnis 1:2 bis 1:3 geteilt.

Dazu wurden sie abzentrifugiert und wieder neu in Medium suspendiert.

NKtert:

Diese adährente Zelllinie wurde ebenfalls zur Kokultivierung von CLL-Zellen ver-

wendet. Sie wurden in einer Zellkulturflasche liegend kultiviert und einmal pro Wo-

che in dem Verhältnis 1:5 bis 1:10 geteilt. Dazu wurden die Zellen mit 3 Mal mit

PBS gewaschen und mit Hilfe von 5ml 2mM EDTA Lösung in PBS abgelöst. Die

maximale Dichte betrug 1x106 Zellen/cm2.
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Bestimmung der Zellzahl:

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 50μl Zellsuspension mit 50μl Trypanblau ver-

setzt, so dass man tote von lebenden Zellen unterscheiden kann. Dann wurden in

einer Neugebauer Zählkammer die Zellen gezählt.

Auftauen von Zellen:

Die Zellen wurden schnell aufgetaut und anschließend direkt in einem Falcon mit

15ml Medium (je nach Zelllinie RPMI oder Endothelzellmedium) verdünnt. Danach

wurden sie abzentrifuiert und 2 Mal mit PBS gewaschen. Schließlich wurden sie, in

der laut Hersteller Angaben entsprechenden Dichte, ausgesät.

Kryokonservierung von Zellen:

Zur Konservierung von Zellen werden diese mit 10% (V/V) Dimethylsulfoxid (DM-

SO) versetzt und in der laut Herstellerangaben entsprechenden Anzahl in einem

Kryoröhrchen zunächst langsam auf -80◦C heruntergekühlt und dann in einem Stick-

stofftank eingefroren.

Stimulation mit IL4 und CD40-Ligand

Zur Beeinflussung der CLL-Zellen wurden bei der Kultivierung IL4 und/oder CD40-

Ligand hinzugefügt. IL4 wurde dabei in einer Konzentration von 5ng/ml eingesetzt.

CD40-Ligand wurde in einer Endkonzentration von 10μg/ml verwendet [56].

Neutralisation von Ang2

Um Ang2 im Überstand der Zellkultur zu neutralisieren, wurde das Peptid-Fc-

Fusionsprotein, ein sogenannter Peptibody, Trebananib (AMG386) verwendet. Ein

Peptibody ist ein biologisch aktives Peptid, was an eine FC Domäne geheftet ist

und therapeutisch eine Alternative zu monoklonalen Antikörpern darstellt. AMG386

bindet sowohl an Ang1, als auch an Ang2 und kann die Wechselwirkung der Angio-

poietine mit ihrem Rezeptor Tie2 verhindern. Die hier gewählte Konzentration von
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10μg/ml beruht auf der von Oliner et al. verwendeten Konzentration von 100nM,

was einer Menge von 6,35μg/l entspricht [100].
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3 Ergebnisse

3.1 Ang2-Status bei der CLL

Ziel dieser Arbeit war, die Rolle des Proteins Ang2 in der CLL näher zu charakteri-

sieren. Dazu wurde zunächst überprüft, ob und in welchem Ausmaß Ang2 von den

CLL-Zellen produziert wird.

3.1.1 Die Expression von Ang2 durch CLL-Zellen

Um sicherzustellen, dass Ang2 von malignen B-Zellen exprimiert wird, wurde eine

PCR durchgeführt. Mit Hilfe der PCR sollte die Transkription des ANG2 Gens

nachgewiesen werden. Die PCR wurde mit cDNS von vier gesunden PBMC-Proben

und neun Proben von CLL-Zellen durchgeführt. Als positive Kontrolle wurde die

cDNS von HUVECs verwendet. Die Negativkontrolle enthielt keine cDNS und ist in

der Abbildung als non template conrol (ntc) gekennzeichnet.

Abbildung 3: Ang2- (A) und ABL-Expression (B) von CLL-Zellen, bzw. Ang2-

(C) und ABL-Expression (D) von gesunden PBMC, ntc = non template control
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Die Abbildungen (Abb.) 3 A und C zeigen, dass sowohl gesunde PBMC als auch

CLL-Zellen Ang2 exprimieren. Die Banden der gesunden PBMC sind allerdings viel

schwächer als die der CLL-Zellen, was darauf schließen lässt, dass in CLL-Zellen

Ang2 in höherem Maß exprimiert wird. Auffällig ist auch, dass fast die Hälfte der

CLL-Patienten gar kein Ang2 exprimieren. Das Haushaltsgen, das zur Kontrolle be-

nutzt wurde ist ABL, welches in allen Proben gleich stark vorhanden ist.

3.1.2 Sequenzierung von ANG2 bei CLL-Patienten

Um eine grundsätzliche Funktionalität von Ang2 in CLL nachzuweisen, wurden

funktionsinhibierende Mutationen per Sequenzanalyse analysiert. Die Sequenzierung

des ANG2 Gens wurde exemplarisch für drei verschiedenen Patienten und HUVEC

durchgeführt. In Tab. 3 sind zusammenfassend alle gefundenen genetischen Verän-

Referenz-

nummer

Variations-

typ

HGVS:

NM_001147.2

MAF Patienten-

nummer

rs6559167 SNV c.408G>T A=0,4583 P1, P2

rs55633437 SNV c.714G>T A=0,0751 P1

rs3020221 SNV c.735G>A T=0,304 P1

rs1961222 SNV c.882G>A T=0,1749 P1

Tabelle 3: Punktmutationen bei ANG2, (SNV = single nucleotide variation, HGVS

= Human Genome Variation Society, MAF = Global minor allele frequency)

derungen dargestellt. HUVEC zeigten keine Mutationen. Von den drei Patienten,

deren ANG2 sequenziert wurde, wies einer eine Veränderung auf, einer vier und

einer gar keine. Die genetischen Veränderungen traten sowohl homo- als auch he-

terozygot auf. Hier wurden ausschließlich Veränderungen vom Typ Single nucleotide

variation (SNV), der den Austausch einzelner Basen bezeichnet, gefunden. Dieser

Variationstyp führt zu keiner Veränderung der Aminosäuresequenz. Alle auftreten-

den Mutationen sind bereits beschriebene Veränderungen, so dass jeweils die Re-

ferenznummer angegeben ist. Darüber hinaus ist der Global minor allele frequency
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(MAF) angegeben, der die Häufigkeit eines Allels innerhalb der gesunden Bevöl-

kerung angibt. Um diesen näher zu erläutern, sei als Beispiel der MAF der ersten

angegebenen Mutation herausgenommen: Das A bedeutet, dass diese Aminosäure,

also hier Adenin das weniger häufige Allel darstellt. Die 0,4583 steht für die relative

Häufigkeit des am wenigsten vorkommenden Allels und ist mit 45,83% in der gesun-

den Bevölkerung vertreten. Die Sequenzierung von ANG2 bei dem Patienten 3 ist

nicht komplett erfolgt, da aufgrund von Materialmangel ein Bereich von 20 Basen-

paaren im Exon 4 nicht abgedeckt werden konnte. Allerdings ist in dieser Genregion

keine genetische Veränderung zu erwarten, da keine in der Ensembl-Datenbank be-

schrieben sind (Referenz: ENST00000325203).

3.1.3 Quantitative Bestimmung von sezerniertem Ang2 mittels

ELISA

Hier wird im Gegensatz zu den vorherigen Versuchen Ang2 nicht auf Genebene,

sondern als Protein nachgewiesen. Die Konzentration von Ang2 wurde im Plasma

von 9 CLL-Patienten, sowie von 4 gesunden Spendern bestimmt. Dazu wurde das

Blut abzentrifugiert und kleine Mengen des Plasmas entnommen. Da die Konzen-

tration von Ang2 im Plasma keinen Rückschluss darüber zulässt, in wieweit dieses

gefundene Ang2 von den CLL-Zellen sezerniert wird, wurde die Konzentration von

Ang2 zusätzlich im Überstand von CLL-Zellen, bzw. PBMC nach 24-stündiger Kul-

tivierung bestimmt. Hierzu wurden die CLL-Zellen aus dem Blut isoliert und 4x106

CLL-Zellen für 24 Stunden kultiviert. Der Überstand wurde mittels ELISA auf den

Ang2 Gehalt getestet.

Abb. 4 zeigt, dass bei CLL-Patienten im Durchschnitt 2529pg Ang2 pro ml Plasma

zu finden war. Im Plasma gesunder Probanden dagegen war mit 1267pg/ml nur unge-

fähr die Hälfte von Ang2 vorhanden. Im Überstand der Zellen nach 24 Stunden Kul-

tivierung war der Unterschied noch deutlicher: 116,1pg/ml bei CLL-Patienten und

26,34pg/ml bei gesunden Kontrollen. In beiden Fällen war die Ang2-Konzentration

bei den Erkrankten signifikant höher als bei den gesunden Kontrollen.
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Abbildung 4: Ang2-Konzentration (A) im Plasma und (B) im Überstand nach 24

Stunden (CLL: n=9, gesund: n=4, Mann-Withney U-Test: **p<0.01)

3.1.4 Analyse des Einflusses der Mikroumgebung auf die Expression und

Sekretion von Ang2

Bei der Expression- und Sekretionsstatusanalyse isolierter CLL-Zellen wird der Ein-

fluss der Mikroumgebung nicht berücksichtigt. CLL-Zellen sind in vivo einer großen

Anzahl externer Einflüsse ausgesetzt. Dazu gehören sezernierte Faktoren als auch

direkte Zell-Zell-Kontakte. Um diese in vivo -Situation zu simulieren wurden CLL-

Zellen verschiedener Stimuli, wie sie in vivo zu finden sind, ausgesetzt. Hierzu gehö-

ren die Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen, die Kokultivierung mit in der

Mikroumgebung vorkommenden Zelltypen und Stimulation durch externe Zugabe

von in der Mikroumgebung vorhandener Stimulanzien.

Einfluss hypoxischer Bedingungen während der Kultivierung

Zunächst wurden die CLL-Zellen und die Zelllinie HS5 für 24 Stunden unter hy-

poxischen Bedingungen kultiviert. Dann wurde der Überstand abgenommen und

in diesem die Konzentration von Ang2 bestimmt. Hypoxie konnte einen signifikan-

ten Anstieg der Ang2-Sekretion von nahezu 100% (im Mittel von 197,8pg/ml auf

394pg/ml) nach 24h in der CLL-Zellkultur induzieren, während HS5-Zellen ein Sau-

44



3. Ergebnisse

Abbildung 5: Vergleich der Ang2-Konzentration im Überstand von CLL-Patien-

ten und HS5-Zellen unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen (CLL: n=5

Mann-Withney U-Test: **p<0.01, HS5: n=2 Kruskal-Wallis-Test: n.s. = nicht signi-

fikant p>0.05)

erstoffmangel die Ang2-Sekretion nicht signifikant beeinflusste.

Parakriner Einfluss durch Kokultivierung

Um die parakrinen Einflussfaktoren der Zellen aus der Mikroumgebung der CLL-

Zellen zu simulieren, wurden Experimente mit Kokulturen durchgeführt. Dazu wur-

den verschiedene Zelllinien, die im natürlichen Milieu vorkommenden Zellen ähnlich

sind, ausgewählt. Die Zelllinien HS5 und NKtert sind humane Knochenmarks-Stro-

mazellen und können mit der Mikroumgebung im Knochenmark verglichen wer-

den. KUSA sind murine Knochenmarkszellen. HUVEC wurden zur Kokultivierung

verwendet, weil diese in hohem Maß sowohl Ang2 als auch Tie2 exprimieren. Be-

trachtet man die Ang2-Konzentration im Überstand der Zelllinien, so wird deutlich,

dass diese bei KUSA und NKtert zwischen 200pg/ml und 250pg/ml lag. HS5 Zellen

sezernierten etwas weniger Ang2. Die Konzentration von Ang2 im Überstand der

HS5 Zellen lag bei 186pg/ml. Im Überstand der HUVEC fand sich mit 1129pg/ml

die höchste Ang2-Konzentration. Die Konzentrationen in den Kokulturen lagen mit

212pg/ml für KUSA, 190pg/ml für NKtert und 197pg/ml für HS5 alle im gleichen
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Bereich. Der Unterschied von kokultivierten CLL-Zellen zu den monokultivierten

CLL-Zellen war bei HS5 und NKtert nicht signifikant. Die Ang2-Konzentration im

Überstand der mit KUSA kokultivierten CLL-Zellen war signifikant höher als die

der monokultivierten CLL-Zellen. Die Kokultur mit HUVEC zeigte eine sehr hohe

Ang2-Konzentration mit Werten von 1134pg/ml. Hier ist der Unterschied zwischen

den Mono- und kokultivierten CLL-Zellen signifikant. Es war kein Unterschied be-

züglich der Ang2-Konzentration in der Kokultur zwischen den stark Tie2-exprimie-

renden und schwach Tie2-exprimierenden Zelllinien festzustellen.

Abbildung 6: Vergleich der Ang2-Konzentrationen im Überstand von Zelllinien,

monokultivierten CLL-Zellen und kokultivierten CLL-Zellen mit (A) KUSA (KUSA:

n=2, CLL+KUSA: n=9, CLL mono: n=9), (B) NKtert (NKtert: n=2, CLL+NKtert:

n=9, CLL mono: n=9), (C) HS5 (HS5: n=2, CLL+HS5: n=9, CLL mono: n=9)und

(D) HUVEC (HUVEC: n=2, CLL+HUVEC: n=4, CLL mono: n=9)
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Einfluss durch externe Stimulanzien

IL4 und CD40-Ligand sind typische physiologische Zytokine, die im Mikromilieu

der CLL-Zellen vorkommen. Es konnte gezeigt werden, dass diese das Überleben

der CLL-Zellen fördern. Auch in vitro werden diese Proteine eingesetzt, um das

Überleben der CLL-Zellen zu verbessern.

Überlebensvorteil der CLL-Zellen durch Stimulanzien

Um zu zeigen, dass die eingesetzten Substanzen eine in diesem Versuchsaufbau eine

überlebensfördernde Wirkung zeigen, wurden nach 24Stunden die Zahl der überle-

benden CLL-Zellen mit und ohne IL4 und/oder CD40-Ligand bestimmt. Die Abb. 7

Abbildung 7: Überlebensvorteil durch Stimulation mit CD40-Ligand und IL4 ge-

genüber unbehandelten CLL-Zellen, n=4

zeigt den erwarteten Überlebensvorteil der behandelten CLL-Zellen gegenüber den

unbehandelten. Es ist ein leichter Vorteil der mit CD40-Ligand und/oder IL4 be-

handelten Zellen gegenüber den unbehandelten zu erkennen, jedoch ist dieser Über-

lebensvorteil starken Schwankungen unterworfen. Es zeigte sich aber ganz klar eine

Beeinflussung der CLL-Zellen. Mit dem folgenden Versuch sollte über prüft werden,

ob diese Stimulanzien einen Einfluss auf die Ang2-Sekretion der CLL-Zellen haben.
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Einfluss durch externe Stimulatien auf die Ang2-Sekretion

In diesem Versuch wurden die CLL-Zellen mit den bekannten Stimulanzien CD40-

Ligand und IL4 behandelt. Wie schon in Kapitel 1.2 erwähnt, fördern diese physio-

logisch das Überleben der CLL-Zellen. Hier wurde der Einfluss auf die Sekretion von

Ang2 untersucht. Die CLL-Zellen wurden nach Standard kultiviert. Entweder wur-

de die Kultur mit CD40-Ligand in einer Endkonzentration von 10μg/ml, mit IL4 in

einer Endkonzentration von 5ng/ml oder mit einer Kombination beider versetzt [56].

Die Kontrolle blieb grundsätzlich unbehandelt. Nach 24h wurde der Überstand ab-

genommen und die Ang2-Konzentration bestimmt. Keine der Stimulationen führte

zu einer signifikanten Zunahme der Ang2-Sekretion (siehe Abb. 8).

Abbildung 8: Ang2-Konzentration im Überstand nach Stimulierung mit IL4

und CD40-Ligand (unbehandelt: n=8, CD40-Ligand: n= 6, IL4: n=4, CD40-

Ligand+IL4: n=4, ns = nicht signifikant, berechnet mit Mann-Withney UTest)

3.2 Einfluss des Ang2 auf das Überleben der CLL-Zellen

Ein möglicher Einfluss von sezerniertem Ang2 auf das Überleben der CLL-Zellen

wurde untersucht. Dazu wurde Ang2 mit Hilfe von AMG386 neutralisiert und die

CLL-Viabilität per AnnexinV PI Färbung im Durchflusszytometer bestimmt. Die

Ang2 Neutralisationsversuche wurden sowohl mit mono- als auch mit kokultivierten

CLL-Zellen durchgeführt.
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3.2.1 Überlebensvorteil durch Kokultivierung

Eine Kokultivierung mit im natürlichen Mikromilieu der CLL-Zellen vorkommenden

Zellen, kann den Verlust der Apoptoseresistenz der isolierten CLL-Zellen teilweise

wieder herstellen und stellt damit eine Option dar, die in vivo -Situation experi-

mentell nachzustellen. CLL-Zellen wurden für je 24 Stunden mit der humanen Kno-

chenmarkstromazelllinie HS5, einer der myeloischen Zelllinien K563, HL60 und NB4

oder mit der endothelialen Zelllinie HUVEC kultiviert. Letztere wurde aufgrund

ihres stark positiven Ang2- und Tie2-Status verwendet. Die myeloischen Zelllinien

wurden aufgrund der Tie2-Positivität von Zellen aus der myeloischen Reihe (Gra-

nulozyten) ausgewählt. Zunächst sollte der positive Effekt für jede Zelllinie genau

bestimmt werden. Dazu wurden die CLL-Zellen für je 24 Stunden der entsprechen-

den Zelllinie kokultiviert und die CLL-Viabilität mit Hilfe der Durchflusszytometrie

bestimmt. Abb. 9 zeigt den Überlebensvorteil für CLL-Zellen in den verschiedenen

Abbildung 9: Überlebensvorteil durch Kokultivierung mit verschiedenen Zelllinien

(CLL-Zellen kokultiviert mit HUVEC: n=7, HS5: n=7, HL60: n=8, K562:n=8, NB4:

n=8)

Kokulturen. Der Überlebensvorteil berechnet sich aus der Differenz der monokul-

tivierten und den Kokultivierten CLL-Zellen und lag für alle Kokulturen zwischen

9 und 15,4%. Die stark Ang2-sezernierenden HUVEC Zellen führten zu keinem

signifikant unterschiedlichen Überlebensvorteil im Vergleich zu den Knochenmark-

stromazellen HS5, die deutlich geringere Ang2 Mengen sezernieren. Auch das durch
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Kokultivierung mit myeloischen Zelllinien verbesserte Überleben unterschied sich

nicht von dem durch Knochenmarkstromazellen hervorgerufenen Überlebensvorteil.

3.2.2 Neutralisation von Ang2 durch AMG386

Um einen eventuell vorhandenen Effekt von Ang2 auf das Überleben der CLL-Zellen

zu untersuchen, wurde Ang2 durch AMG386 neutralisiert. AMG386 wurde hier in

einer Konzentration von 0,1μg/ml eingesetzt [100]. Betrachtet man den Überlebens-

vorteil, den die CLL-Zellen durch die Kokultivierung bekommen und vergleicht die-

sen mit den AMG386 behandelten Zellen, erkennt man, dass dieser Vorteil in jeder

Kokultur etwa gleich bleibt (siehe Abb. 10). Würde Ang2 einen positiven Einfluss

auf das Überleben der CLL-Zellen haben, sollte der Überlebensvorteil in den mit

AMG386 behandelten Proben geringer sein. Um einen möglichen Einfluss auf das

Überleben auch in der Monokultur erkennen zu können, ist in Abb. 11 das Gesamt-

überleben der CLL-Zellen dargestellt. In dieser Darstellung ist zu sehen, dass das

Gesamtüberleben der CLL Zellen in Abwesenheit von Ang2, also die mit AMG386

behandelten Proben, in der Monokultur und in fast allen Kokulturen etwas geringer

war. Allerdings waren diese Ergebnisse statistisch nicht signifikant.

3.3 Tie2-Status bei der CLL

Eine erhöhte Expression und Sekretion von Ang2 in der CLL und die Korrelation

eines erhöhten Plasma Ang2-Spiegels mit einer grundsätzlich schlechteren Prognose

und fortgeschrittenem Krankheitsstadium, lässt die Vermutung zu, dass Ang2 bei der

CLL eine funktionelle, pathophysiologisch relevante Rolle spielt. Der Ang2-Rezeptor

Tie2 wurde bisher in der CLL noch nicht untersucht. Zudem ist der Tie2-Status des

CLL-Mikromilieus nicht bekannt. Der Tie2-Status in CLL-Zellen und verschiedener

in der in vivo Mikroumgebung der CLL vorhandenen Zelltypen wird im Folgenden

beschrieben.
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3.3.1 Die Expression von Tie2 durch CLL-Zellen

Zur Bestimmung des Tie2-Expressionsstatus bei der CLL wurden die cDNS der

CLL-Zellen von neun Patienten und die cDNS der PBMC von fünf gesunden Kontrol-

len auf Tie2 mittels PCR untersucht. Als Positivkontrolle wurden HUVEC verwen-

det. Wie man in Abb. 12 erkennen kann exprimierten gesunde PBMC den Tie2-Re-

zeptor in ganz geringem Ausmaß, die CLL-Zellen dagegen wiesen keine Tie2 mRNS

auf.

3.3.2 Durchflusszytometrische Bestimmung von Tie2 bei der CLL

Membranständiges Tie2 wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dazu wurde

Vollblut verwendet. Blutzelltypen wurden mit Hilfe spezifischer Oberflächenmarker-

Abbildung 10: Vergleich der Überlebensvorteile der CLL-Zellen in Kokulturen

unbehandelt und mit AMG386 behandelt (Kokultur mit HUVEC: n=7, Kokultur

mit HS5: n=10, Kokultur mit HL60: n=8, Kokultur mit K562: n=8 und Kokultur

mit NB4: n=8, ns=nicht signifikant berechnet mit Mann-Withney U Test)
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Abbildung 11: Gesamtüberleben der CLL-Zellen in Mono- und Kokultur, behan-

delt mit AMG386 und unbehandelt (CLL Monokultur: n=8, Kokultur mit HUVEC:

n=7, Kokultur mit HS5: n=10, Kokultur mit HL60: n=8, Kokultur mit K562: n=8

und Kokultur mit NB4: n=8, ns=nicht signifikant berechnet mit Mann-Withney U

Test)

färbung identifiziert. Ein direkt Fluoreszent-markierter Phycoerythrin(PE)-Tie2-

Antikörper wurde verwendet. HUVECs fungieren als Tie2-Positivkontrolle. Wie in

Abb. 13 ersichtlich ist, wiesen weder CLL-Zellen noch gesunde PBMCs Tie2 auf.

3.4 Analyse des Einflusses der Mikroumgebung auf den Tie2-Status

Da CLL-Zellen sehr stark von ihrer Mikroumgebung beeinflusst werden, soll ausge-

schlossen werden, dass CLL-Zellen ausschließlich aufgrund der nicht physiologischen

Umgebung verhindert sind, Tie2 zu exprimieren. Deshalb wurden verschiedene Fak-

toren während der Kultivierung der CLL-Zellen verändert. Nach 24 Stunden wurden

die Zellen mit Hilfe eines PE-markiertem Tie2 Antiköper im Durchflusszytometer

auf Tie2 getestet.
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Abbildung 12: Tie2- (A) und ABL-Expression (B) von CLL-Zellen bzw. Tie2- (C)

und ABL-Expression (D) von gesunden PBMC

Abbildung 13: Tie2 auf der Oberfläche von (A) HUVEC, (B) CLL-Zellen und (C)

gesunden B-Zellen bestimmt mit Hilfe durchflusszytometrischer Untersuchungen

3.4.1 Einfluss hypoxischer Bedingungen während der Kultivierung

Auch hier sollte der Einfluss hypoxischer Bedingungen, wie sie zum Beispiel im Kno-

chenmark vorherrschen, auf die Expression von Tie2 untersucht werden. Eine weitere

Rationale für die Hypothese einer Induktion der Tie2-Expression in hypoxischen Be-

dingungen ist die bewiesene Stimulation von Angiogenese-relevanten Prozessen. Wie

53



3. Ergebnisse

in Abb. 14 ersichtlich induzierte eine Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen

für 24h in CLL-Zellen jedoch keine Tie2 Expression.

Abbildung 14: Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensität von normoxisch (n=5)

und hypoxisch (n=5) kultivierten CLL-Zellen, Positivkontrolle HUVEC (ns=nicht

signifikant, bestimmt mit Mann-Withney U Test)

3.4.2 Parakriner Einfluss durch Kokultivierung

Auch hier wurden die Knochenmarkzelllinien NKtert, KUSA und HS5, repräsentativ

für in der Mikroumgebung der CLL-Zellen vorkommende Zellen zur Kokultivierung

mit CLL-Zellen verwendet. NKtert und HS5 sind humane, KUSA murine Knochen-

marksstromazellen. HUVECs fungierten als Kontrolle. Zunächst wurden die Zellli-

nien selbst auf Tie2 untersucht. Wie in Abb. 15 gezeigt, wiesen alle Zelllinien Tie2

an ihrer Oberfläche auf. Allerdings kann man erkennen, dass die Verschiebung des

PE Maximus bei HUVEC am größten war und diese somit die höchste Tie2-Dichte

an der Zelloberfläche aufwiesen.
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Abbildung 15: Tie2 auf der Oberfläche von (A) HUVEC, (B) NKtert, (C) KUSA

und (D) HS5 bestimmt mit Hilfe durchflusszytometrischer Untersuchungen

Zur Kokultivierung wurden die Zelllinien in einer Dichte von 4x105/ml ausgesät. Da

es sich um Adhäsionszellen handelte, wurden diese für etwa 20 Stunden kultiviert,

bevor die CLL- Zellen in einer 10fach höheren Konzentration hinzugefügt wurden.

Anschließend wurden sie für 24 Stunden zusammen kultiviert. Nach 24h wurde der

Überstand mit den suspendierten CLL-Zellen abgenommen. Diese wurden dann mit

Hilfe der Durchflusszytometrie auf Tie2 untersucht. Abb. 16 und 17 zeigen, dass

die untersuchten Kokultivierungen keinen Einfluss auf die Tie2-Expression in CLL-

Zellen hatten.
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Abbildung 16: Tie2 auf der Oberfläche von CLL-Zellen kokultiviert mit (A) HU-

VEC, (B) NKtert, (C) KUSA und (D) HS5 bestimmt mit Hilfe durchflusszytometri-

scher Untersuchungen

Abbildung 17: Mittlere Fluoreszenzintensität der kokultivierten CLL-Zellen im

Vergleich zu monokultivierten CLL-Zellen und der Positivkontrolle HUVEC (CLL

Monokultur: n=6, Kokultur HUVEC: n=2 Kokultur NKtert: n=6, Kokultur KUSA:

n=5, Kokultur HS5: n=6)
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3.4.3 Einfluss durch externe Stimulanzien

Wie in der Literatur beschrieben und in dieser Arbeit überprüft kann die Zugabe

externer Stimulanzien wie CD40-Ligand und IL4 die pathophysiologische Resistenz

von CLL-Zellen gegenüber Apoptose teilweise wiederherstellen. Das verbesserte in

vitro -Überleben durch Stimulation mit CD40L oder IL4 oder einer gemeinsamen

Stimulation führte wie in Abbildungen 18 und 19 ersichtlich nicht zu einer Induktion

der Tie2-Expression.

Abbildung 18: Tie2 auf der Oberfläche von CLL-Zellen (A) ohne Stimulanzien

und nach Stimulation mit (B) CD40-Ligand, (C) IL4 und (D) CD40-Ligand und

IL4
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Abbildung 19: Mittlere Fluoreszenzintensität der stimulierten CLL-Zellen (unbe-

handelt: n=3, mit CD40L behandelt: n=4, mit IL4 behandelt: n=4, mit CD40L und

IL4 behandelt: n=4)

3.5 Untersuchung verschiedener Zellen des Mikromilieus der CLL-Zellen

auf den Tie2 Rezeptor

Da keine der untersuchten Bedingungen zu einer Induktion von Tie2 auf der CLL-

Zelloberfläche geführt hat, sollte nun der Tie2-Status bei Zellen, die in der natür-

lichen Mikroumgebung der CLL-Zellen vorkommen, untersucht werden. Tie2-po-

sitive Zellen könnten als Interaktionspartner für parakrine Effekte des von CLL-

Zellen sezerniertem Ang2 fungieren. Es wurden Granulozyten als mögliche Inter-

aktionspartner über die Ang2/Tie2 Achse im peripheren Blut untersucht. Zudem

wurden primäre Knochenmarkstromazellen (KMSZ) und Knochenmark-assoziierte

CLL-Zellen aus Knochenmarksaspiraten von CLL-Patienten isoliert und kultiviert.

Myeloisch dendritische und Nurse like Zellen (NLC) wurden in vitro aus Knochen-

markaspiraten (dendritische Zellen) oder aus peripherem Blut (NLC) differenziert.

Der Tie2-Status wurde hier mittels PCR, Immunofluoreszenz oder Western Blotting

untersucht.
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3.5.1 Granulozyten

Wie die Abb. 20 zeigt, waren sowohl die Granulozyten der CLL-Patienten als auch

gesunder Spender Tie2-positiv. CLL-Zellen jedoch wiesen eine höhere Fluoreszenzin-

tensität auf als gesunde PBMCs.

Abbildung 20: Tie2 auf der Oberfläche von (A) Granulozyten von CLL-Patienten

und (B) Granulozyten gesunder Spender

3.5.2 Dendritische Zellen

Unter der Bezeichnung dendritische Zellen werden verschiedene antigenpräsentie-

rende Zellen des Immunsystems zusammengefasst, die sich physiologisch aus Mono-

zyten oder Vorläufern der T-Zellen entwickeln. Als Immunzellen gehören sie zum

natürlichen Mikromilieu der CLL-Zellen. Ex vivo generiert man dendritische Zel-

len durch Kultivierung von PBMC angereichert mit CD14 positiven Zellen. Zu dem

normalen RPMI-Medium werden Granulocyte macrophage colony stimulating factor

(GM-CSF) und IL 4 gegeben. Hier entwickelten sich nach ca. 7 Tagen myeloische

dendritische Zellen, die mit Hilfe der Giemsa-Färbung in Abb. 21 A sichtbar ge-

macht wurden. Außerdem wurden diese per Immunfluoreszenz auf Tie2 untersucht.

Wie in Abb. 21 zu erkennen , zeigten dendritische Zellen eine positive Färbung für

Tie2. Sie stellen neben den Granulozyten einen weiteren Zelltypen im Mikromilieu

der CLL-Zellen dar, die den Tie2-Rezeptor tragen.
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Abbildung 21: Myeloische dendritische Zellen sichtbar in der (A) Giemsa-Färbung

und (B) die Immunfluoreszenz auf Tie2 der dendritischen Zellen (B-I: Tie2-

Dylight488-Färbung, B-II: 4’,6-Diamidin-2-phenylindol(DAPI)-Färbung, B-III: Mi-

schung Tie2 und DAPI)

3.5.3 Nurselike Zellen

Nurse like Zellen entstehen physiologisch wie schon in Kapitel 1.2 erwähnt durch

Interaktion von CLL-Zellen mit CD14 positiven Monozyten und schützen die CLL-

Zellen vor Apoptose. Als wichtige Zellen der Mikroumgebung von CLL-Zellen sollten

diese auf ihren Tie2-Status überprüft werden. Außerdem sollte ihr Einfluss auf die

Tie2-Expression in der Kokultur mit CLL-Zellen getestet werden. Die Kokultur

von CLL-Zellen mit einem primären, in der Mikroumgebung in vivo präsentem,

Zelltyp stellt eine verbesserte Situation der eigentlichen in vivo Situation dar, als

eine Kokultur mit immortalisierten Zelllinien.

Weder NLC noch mit NLCs kokultivierte CLL-Zellen wiesen Tie2 auf.
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Abbildung 22: Tie2 auf der Oberfläche von (A) Nurselike Zellen und (B) CLL-

Zellen kokultiviert mit Nurselike Zellen ermittelt mit Hilfe der Durchflusszytometrie

3.5.4 Knochenmark und Knochenmarksstromazellen

Der Tie2-Status Knochenmark-assoziierter CLL-Zellen ist in den untersuchten Pa-

tienten sehr heterogen. Drei der vier untersuchten Knochenmarkaspirate wiesen eine

deutlich erhöhte Tie2-Fluoreszenzintensität auf (siehe Abb. 23). Da sich die durch-

flusszytometrische Bestimmung des Tie2-Status der Knochenmarks- CLL-Zellen als

relativ schwierig gestaltete, wurde von weiteren fünf Patienten die cDNS der isolier-

Abbildung 23: Mittleren Fluoreszenzintensität von CLL-Zellen aus dem Knochen-

mark
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ten CLL-Zellen auf Tie2 getestet. Von vier dieser Patienten stand noch genügend

Material für einen Western Blot zur Verfügung. Die PCR-Ergebnisse sind in Abb.

24 dargestellt.

Abbildung 24: Expression von (A) Tie2, (B) Ang2 und als Kontrolle (C) ABL

durch B-Zellen aus dem Knochenmark von CLL-Patienten, wobei HUVEC als Po-

sitivkontrolle diente. 1-5 sind die verschiedenen Patienten. (ntc = non template

control, KMSC = Knochenmarksstromazellen)

Bei vier von fünf getesteten Patienten konnte mRNS für Tie2 in den B-Zellen des

Knochenmarks nachgewiesen werden. Ebenso die aus den Zellen des Knochenmarks

in vitro gezüchteten Knochenmarksstromazellen wiesenTie2-mRNS auf. Interessan-

terweise zeigte nur einer der fünf Patienten die Präsenz von cDNS für Ang2.

Schaut man sich die Patienten 1-4 im Western Blot in Abb. 25 an, um Tie2 auch

auf Proteinebene nachweisen zu können, so stellt man fest, dass zwar bei der Posi-

tivkontrolle Tie2 nachgewiesen werden konnte, nicht aber beim den CLL-Zellen aus

dem Knochenmark. Als Negativkontrolle wurden CLL-Zellen aus dem peripheren

Blut verwendet.
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Abbildung 25: Western Blot zum Nachweis von Tie2 auf Proteinebene. CLL-KM

= CLL-Zellen des Knochenmarks, CLL-PB = CLL-Zellen aus dem peripheren Blut,

HUVEC als Positivkontrolle

3.6 Analyse möglicher anderer Ang2-bindender Rezeptoren

3.6.1 Induktion von Rezeptortyrosinkinasen-Phosphorylierung durch re-

kombinantes Ang2 Protein

Ein Westernblot-basierter Immun-Array wurde verwendet, um den Phosphorylie-

rungsstatus Leukämie-relevanter Rezeptortyrosinkinasen (RTK) vor und nach der

Stimulation mit rekombinantem Ang2 Protein zu untersuchen. Dazu wurden die

entsprechenden Lysate auf einer mit verschiedenen RTK-spezifischen Antikörpern

beschichteten Membran inkubiert. Nach der Inkubation mit dem Proteinlysat erfolg-

te eine weitere Inkubation mit einem biotiniliertem Antiphosphotyrosin Antikörper.

Dieser konnte mit horseradish peroxidase (HRP) konjugiertem Streptavidin sichtbar

gemacht werden. Der Bereich der Antiköper, die Proteinlysat gebunden haben, färb-

ten sich auf einem Film dunkel. Parallel wurde dieser Versuch mit einer unbehandel-

ten Probe durchgeführt. Eine densitometrische Auswertung lässt Schlussfolgerung

über den relativen Phosphorylierungsstatus der RTKs zu.

Abb. 26 zeigt die relative Signalintensität der Phosphorylierung der untersuchten

RTKs. Diese errechnet sich nach Korrektur des Hintergrundrauschens aus dem Quo-

tient des behandelten und unbehandelten Zelllysats. In der Abbildung ist die Phos-

phorylierung stärker, je grüner die Farbe ist. Somit sind z.B. der Epidermal growth

factor receptor (EGFR), der Insulin Rezeptor, die B lymphocyte kinase (Blk) und

der Tyrosine-protein kinase receptor (Dtk) mit am stärksten phosphoryliert.
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Abbildung 26: Relativer Stärke der Phosphorylierung verschiedener Rezeptoren

durch Ang2 bei CLL-Zellen, rot = nicht phosphoryliert, grün= phosphoryliert
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4 Diskussion

4.1 Vergleich der Ang2 Expression und Sekretion bei CLL-Zellen und

gesunden Kontrollen unter Berücksichtigung verschiedener beein-

flussender Faktoren

Die Expression von Ang2 wurde an neun verschiedenen CLL-Patienten untersucht

und zeigte eine ausgeprägte Heterogenität. Fünf der untersuchten mRNS-Proben

zeigten einen positiven Ang2-Status. Es konnte eine Korrelation des Ang2-Status

auf mRNS-Ebene und den beiden prognostischen Markern ZAP70 und CD38 festge-

stellt werden, was in der Tabelle 4 dargestellt ist. Definitionsgemäß ist eine Expres-

Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9

ZAP70 39% 10% 52% 1,2% 30% 23% 22% 9% 1,2%

CD38 23% 63% 12% 0,1% 13% 2,7% 44% 0,2% 0,1%

PCR + + + - + - + - -

Tabelle 4: ZAP70 und CD38 Status der Patienten

sion von ZAP70 durch weniger als 20% der malignen Zellen und eine Expression von

CD38 durch weniger als 30% der CLL-Zellen als negativ zu betrachten. So gesehen

waren hier folgende Patienten ZAP70- und CD38-negativ: Patient 4, Patient 8 und

Patient 9. Gleichzeitig waren diese Patienten Ang2-negativ. In diesen Versuchen

wich ein Patient von dieser Korrelation ab: Patient 6 exprimierte kein Ang2, war

aber nicht ZAP70 und CD38 doppelt negativ. In diesem Fall war aber die ZAP70-

Expression mit 23% nur schwach positiv. Die CD38-Expression war mit 2,7% sehr

gering. Dieser Zusammenhang bestätigt die Ergebnisse von Maffei et al., die auf

Proteinbasis eine Korrelation zwischen hohen Ang2-Konzentration und positiven

ZAP70- und CD38-Werten nachweisen konnten [86].

Neben der Bestimmung und des Vergleichs von Ang2 auf mRNS-Ebene wurde hier

auch die Konzentration des Proteins im Plasma von CLL-Patienten, sowie im Über-

stand von CLL-Zellen nach 24 Stunden ermittelt. Dabei wird deutlich, dass die

Ang2-Konzentration in beiden Fällen bei den CLL-Proben signifikant höher war,

als bei gesunden Kontrollen. Auch in der Literatur wird von hohen Ang2-Konzentra-
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tionen sowohl im Plasma von CLL-Patienten, als auch im Überstand von CLL-Zellen

berichtet [85], allerdings fehlte bisher der Vergleich der Ang2-Konzentrationen im

Überstand der CLL-Zellen zu dem Überstand gesunder Zellen, so wie es hier gezeigt

werden konnte.

Die im Überstand der CLL-Zellen gemessenen Ang2-Konzentrationen der Literatur

liegen bei 13-29pg/ml [85]. Die verwendete Zellkonzentration lag bei 2x106 Zellen

pro ml. Die hier in der Arbeit gefundenen Konzentrationen lagen im Mittel bei

116,1pg/ml bei den CLL-Zellen und bei 26,3pg/ml bei den gesunden PBMC. In

dieser Arbeit wurden die Zellen in einer Dichte von 4x106/ml verwendet. Die höhere

Anzahl und Dichte der Zellen ist eine mögliche Erklärung für die höheren Ang2-Kon-

zentrationen dieser Arbeit im Vergleich zu der Literatur. Durch die höhere Dichte

hatten die CLL-Zellen einen engeren Zell-Zell-Kontakt, der zu einer Stimulation der

Ang2-Sekretion beitragen könnte. Um diese Theorie zu bestätigen, müssen jedoch

weitere Versuche folgen.

Die Ang2-Konzentrationen im Plasma dagegen waren deutlich höher als die im

Überstand. Die im Plasma gemessenen Werte dieser Arbeit sind mit den Werten

der Literatur vergleichbar: Der Median lag in dieser Arbeit bei 2175pg/ml, der von

Maffei et al. angegebene Wert ist 2061pg/ml. Betrachtet man die gemessenen Ang2-

Konzentrationen aus dem Plasma im einzelnen, so schwanken die Werte zwischen

1544,13pg/ml und 3824,98pg/ml. Auch diese Heterogenität ist mit den von Maffei

et al. veröffentlichten Ergebnissen vergleichbar. Maffei et al. geben in ihrer Ver-

öffentlichung Ang2-Konzentrationen von 972pg/ml - 17281pg/ml im Plasma von

CLL-Patienten an [86]. Die Arbeitsgruppe wählte auch einen Cut-off-Level, der mit

Hilfe einer Grenzwertoptimierungskurve bestimmt wurde. Die Konzentration, die

die Patienten in Gruppen mit hohen und niedrigen Ang2-Werten aufteilt liegt bei

2458pg/ml. Tabelle 5 zeigt die hier gemessenen Patienten und teilt diese nach dem

Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9

PCR + + + - + - + - -

Ang2 + + + - + - - - -

Tabelle 5: Ang2-Status laut Cut-off-Level von 2458pg/ml
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Cut-off-Level in Ang2-positive und Ang2-negative Patienten ein. Auffällig ist, dass

sich diese Einteilung nahezu mit den Ergebnissen der PCR deckt. Im Plasma der

Patienten, die in der PCR negativ für Ang2 sind, ist die Konzentration des Pro-

teins also so gering, dass diese als Ang2-negativ gewertet werden. Patient 7 stellt

eine Ausnahme dar. Die Ang2-Konzentration ist gering und der Patient wird als

Ang2-negativ gewertet, obwohl die PCR positiv war. Schaut man sich die Intensi-

tät der Banden der PCR in Abb. 3 an, so wird deutlich, dass dieser Patient Ang2

am schwächsten exprimiert. So erscheint die geringe Konzentration des Ang2 im

Plasma plausibel. Der bereits in der Literatur beschriebene Wert zur Einteilung in

Ang2-positive und Ang2-negative Patienten kann durch die in dieser Arbeit erziel-

ten Ergebnisse bestätigt werden.

Da die Ang2-Konzentration im Plasma von CLL-Patienten deutlich höher war, als

die, die von CLL-Zellen in vitro sezerniert wurde, kann davon ausgegangen werden,

dass weitere Zellen zum Plasma-Ang2 beitragen. Außerdem konnte auch eine gerin-

ge Menge Ang2 im Überstand gesunder PBMCs nachgewiesen werden, so dass nicht

CLL-Zellen alleine für die Ang2-Sekretion verantwortlich sein können.

Einfluss der Mikroumgebung

Die Diskrepanz zwischen Plasma-Ang2 und sezerniertem Ang2 im CLL-Zell-Über-

stand lässt die Vermutung zu, dass Mikroumgebung-assoziierte Faktoren an der

Ang2-Sekretion beteiligt sind. Dabei kann sowohl die Ang2-Sekretion eines ande-

ren Zelltyps, als auch eine Mikroumgebung-induzierte Stimulation der CLL-Zellen

zur verstärkten Ang2-Produktion und -Sekretion eine Rolle spielen. Um diesen Zu-

sammenhang weiter zu beschreiben, wurde mit den nachfolgenden Experimenten

versucht die Ang2-Sekretion auf unterschiedliche Art und Weise zu beeinflussen. Da-

zu wurden bei der Kultivierung der CLL-Zellen folgende Bedingungen angewandt:

Hypoxie, Kokultivierung mit anderen Zellen und Stimulation durch IL4 und CD40-

Ligand.

Zunächst wurde der Einfluss der Sauerstoffkonzentration in der Umgebung auf die

Ang2-Sekretion der CLL-Zellen getestet. Auf Proteinebene konnte gezeigt werden,
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dass sich die Ang2-Konzentration nach 24h Kultivierung unter hypoxischen Bedin-

gungen im Vergleich zur Kultivierung in normoxischer Umgebung im Überstand

nahezu verdoppelte (zwischen 78% und 120%, siehe Abb. 5). Dieser Wert übersteigt

den bereits in der Literatur beschriebenen Einfluss hypoxischer Bedingungen auf die

Sekretion von Ang2 [85]. Es wird von einer Steigerung zwischen 14 und 88% nach

24 Stunden unter hypoxischen Bedingungen berichtet. Bezieht man diese in vitro

Ergebnisse auf die in vivo Situation, so würde man erwarten, dass die Ang2-Kon-

zentration im Knochenmark, das hypoxische Bedingungen bietet, viel höher ist, als

die Ang-Konzentration im peripheren Blut. In einer Veröffentlichung von Maffei et

al. konnte allerdings im Knochenmark wesentlich weniger Ang2-Protein nachgewie-

sen werden, als im peripheren Blut [86].

Betrachtet man die Expression von Ang2-mRNS durch CLL-Zellen unter hypoxi-

schen Bedingungen, decken sich dagegen die in vivo und in vitro gefundenen Er-

gebnisse: In dieser Arbeit wurden Ang2-mRNS-Level mittels PCR von CLL-Kno-

chenmarkszellen von fünf verschiedenen Patienten untersucht (siehe Abb. 24). Vier

dieser Proben, also 80%, waren Ang2-negativ. Maffei et al. untersuchten mittels

quantitativer PCR die Unterschiede in der Expression von Ang2-mRNS zwischen

hypoxisch und normoxisch kultivierten CLL-Zellen in vitro und konnten dort keine

Steigerung unter Sauerstoffentzug feststellen. Die Expression von Ang2 ist folglich

nicht von der Sauerstoffkonzentration in der Umgebung abhängig. Ist aber eine Ex-

pression von Ang2 und somit auch das Protein vorhanden, lässt sich die Sekretion

des Ang2 durch Hypoxie als Stimulans steigern.

Um einen möglichen Einfluss von Zellen aus der Mikroumgebung der CLL-Zellen in

vivo nachzustellen, wurden die CLL-Zellen mit verschiedenen Zelllinien kokultiviert.

Die Zelllinie HUVEC weist eine sehr hohe Sekretion von Ang2 auf. Alle anderen ver-

wendeten Zelllinien sezernieren Ang2 in einer mit der von CLL-Zellen vergleichbaren

Konzentration. Interessanterweise wiesen die Kokulturen keine Steigerung der Ang2-

Konzentration auf. Es würde zumindest ein additiver Effekt erwartet, so dass die

Ang2-Konzentration etwa doppelt so hoch wäre wie bei den monokultivierten CLL-

Zellen.

Der nicht vorhandene additive Effekt kann ein Resultat der gegenseitigen Einfluss-
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nahme sein. Eine quantitative Aussage über den Anteil der Gesamt-Ang2-Konzen-

tration der zwei Zelltypen in der Kokultur ist nicht möglich. Betrachtet man die

Kokultur mit den HUVEC, sieht man, dass die Ang2-Konzentration etwa auf dem

Level der Monokultur der HUVEC blieb, so dass man in diesem Fall vermuten kann,

dass die CLL-Zellen ihre Ang2-Produktion erniedrigt haben. Wenn man davon aus-

geht, dass die CLL-Zellen in der Kokultur weniger Ang2 produzieren als in der

Monokultur, so kann man auf eine Art negativer Rückkopplung schließen, die die

Ang2-Sekretion herunter reguliert, sobald im Mikromilieu hohe Konzentrationen des

Proteins vorhanden sind. Diese Vermutungen sind jedoch sehr vage und bedürfen

weiterer Untersuchungen zur Validierung. In der Literatur sind bisher keine Effekte

derart beschrieben.

Die Kokultur bietet eine komplexe Situation über sezernierte Faktoren und direkte

Zell-Zell-Interaktionen. Zur gezielteren Untersuchung möglicher Stimulationen der

Ang2-Sekretion, wurde ihn dieser Arbeit der Einfluss klassischer Stimulanzien, die

das Überleben der CLL-Zellen fördern (IL4 und CD40-Ligand), auf die Ang2-Sekre-

tion untersucht. Eine Zugabe von IL4 oder CD40-Ligand und eine Kombination bei-

der führte erwartungsgemäß zu einem verbessertem Überleben isolierter CLL-Zellen

in vitro (siehe Abb. 7), jedoch konnte kein Einfluss auf die Ang2-Konzentration im

Überstand festgestellt werden.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bei CLL-Patienten Ang2 in signifikant hö-

heren Konzentrationen im Plasma zu finden ist, als bei gesunden und dieses zu einem

Teil von den CLL-Zellen selbst sezerniert wird. Die Sekretion des Ang2 lässt sich

ausschließlich durch Hypoxie beeinflussen, andere Faktoren zeigen keine Verände-

rung der Ang2-Konzentration. Der Sauerstoffentzug hat jedoch keinen Einfluss auf

die Expression der Ang2-mRNS.
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4.2 Bewertung des Einflusses von Ang2 auf das Überleben der CLL-

Zellen

Da bisher ausschließlich quantitative Untersuchungen zu Ang2 und die Korrelation

zwischen hohen Konzentrationen dieses Proteins mit anderen Krankheitsparametern

existieren, sollten im Rahmen dieser Arbeit funktionelle Aspekte von Ang2 unter-

sucht werden. Hohe Ang2-Level konnten mit einem ungünstigem Krankheitsverlauf,

kürzerer Zeit bis zur Erstbehandlung und kürzerem Gesamtüberleben assoziiert wer-

den [86]. Dies sind jedoch rein beschreibende Daten und es gibt keine Informationen

bezüglich eines funktionellen Zusammenhangs. Darüber hinaus ist bekannt, dass

andere proangiogenetische Faktoren, z.B. VEGF das Überleben der CLL-Zellen in

vitro verbessern können [53, 101]. Deshalb wurde getestet, ob Ang2 ebenfalls einen

Einfluss auf das Überleben der CLL-Zellen in vitro hat.

Die in dieser Arbeit verwendeten Feederzellen zur Kokultur sind dafür bekannt das

Gesamtüberleben der CLL-Zellen in vitro zu verbessern, bzw. die Rate der Spon-

tanapoptose zu verringern. Um Herauszufinden, ob eine Sekretion von Ang2 hierbei

eine Rolle spielt, wurde das Ang2-Protein mit Hilfe des Peptibodies AMG386 neutra-

lisiert. Falls Ang2 einen positiven Einfluss auf das Überleben der CLL-Zellen zeigt,

würde der Überlebensvorteil der durch die Feeder-Zellen gegeben ist, durch die Be-

handlung mit AMG386 und der daraus resultierenden Neutralisation von Ang2 ab-

nehmen. In Abb. 10 wird gezeigt, dass der gegebene Überlebensvorteil der Kokultur

gegenüber der Monokultur sich nicht durch die Zugabe von AMG386 verändern ließ.

Um einen möglichen autokrinen Einfluss von Ang2 auf das Überleben der CLL-Zellen

in vitro zu untersuchen, wurde der Ang2-neutralisierende Peptibody AMG386 auch

in CLL-Monokulturen verwendet. Wie in Abb. 11 ersichtlich, hatte die Neutralisati-

on von Ang2 durch AMG386 keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamtüberleben

monokultivierter CLL-Zellen. Bei diesen Untersuchungen war eine ausgeprägte He-

terogenität der Ergebnisse auffällig. Während bei CLL-Zellen einiger Patienten die

Neutralisierung von Ang2 durch AMG386 zu einem leicht verschlechterten Überle-

ben führte, konnte bei anderen sogar ein verbessertes Überleben festgestellt werden.

Diese Heterogenität wird in Abb. 27 noch einmal verdeutlicht. Es sind die Ergebnisse

70



4. Diskussion

Abbildung 27: Prozentales Überleben der AMG386 behandelten CLL-Zellen der

einzelnen Patienten in der Mono- und den verschiedenen Kokulturen bezogen auf

die unbehandelten Proben (100%)

für jeden Patienten einzeln dargestellt. Dabei ist auf der Y-Achse das Gesamtüberle-

ben der AMG386-behandelten Zellen prozentual dargestellt. Das Überleben bezieht

sich auf die unbehandelten Zellen, die als 100% Gesamtüberleben definiert werden,

was graphisch durch die rote Markierung verdeutlicht wird. Falls Ang2 einen Über-

lebensvorteil bieten würde, so wäre die Anzahl der überlebenden Zellen nach der

Behandlung mit AMG386 wesentlich geringer, was in der Abbildung daran zu er-

kennen wäre, dass alle Balken deutlich unterhalb der 100%-Markierung wären. Der

heterogene Effekt der Ang2-Neutralisation in diesem Versuch konnte nicht mit Pa-

rametern wie Krankheitsstadium, ungünstige Prognose, Geschlecht oder Alter kor-

reliert werden. Aufgrund dieser Versuche kann weitgehend ausgeschlossen werden,

dass Ang2 einen positiven Einfluss auf das Überleben der CLL-Zellen ausübt.
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4.3 Mutationsstatus von ANG2 bei der CLL

Die Sequenzierung von ANG2 bei verschiedenen CLL-Patienten sollte bestätigen,

dass keine unbekannte, möglicherweise funktionell relevante, genetische Veränderung

des ANG2 bei der CLL vorliegt. Innerhalb der kleinen hier getesteten Patientenpo-

pulation konnte gezeigt werden, dass keine Mutationen bei ANG2 bei der CLL

vorliegen. Die bekannten SNVs waren jedoch detektierbar. Diese sind in in Tab. 3

mit der entsprechenden Referenznummer gekennzeichnet mit der sie auf der BLAST

Datenbank eingesehen werden können. Diese Mutationen betreffen in fast allen Fäl-

len die dritte Base des Tripletts, so dass es nicht zu einem Austausch der kodierten

Aminosäure im Protein kommt und eine funktionelle Relevanz damit ausgeschlossen

werden kann.

4.4 Vergleich der Expression von Tie2 durch CLL-Zellen und gesunden

PBMC unter Einfluss verschiedener Faktoren

Ein natürlicher Rezeptor für Ang2 während des Prozesses der Angiogenese ist Tie2.

Zur weiteren Untersuchung einer möglichen funktionellen Rolle von Ang2 bei der

CLL wurde in dieser Arbeit dieser physiologisch relevante Rezeptor untersucht. Die

Präsenz und mögliche funktionelle Relevanz von Tie2 wurde bisher in der CLL noch

nicht beschrieben.

Zunächst wurde die cDNS von CLL-Zellen auf Tie2-mRNS untersucht. Während

CLL-Zellen keine Tie2-mRNS aufwiesen, konnte für gesunde PBMCs eine schwache

Expression detektiert werden. Da für diesen Vergleich allerdings nicht die cDNS aus

reinen B-Zellen verwendet wurde, sondern die cDNS von gesunden PBMC, kann die

Expression nicht eindeutig den gesunden B-Zellen zugeordnet werden.

Diese Ergebnisse sollten im Folgenden anhand von durchflusszytometrischen Mes-

sungen auf Proteinebene genauer untersucht werden. Sowohl die CLL-Zellen, als

auch gesunde B-Zellen wurden auf das Vorhandensein des Tie2-Rezeptors auf ihrer

Oberfläche getestet. Anhand der Überschneidungsdiagramme in Abb. 13 erkennt

man, dass HUVEC eindeutig Tie2-positiv waren, so dass ein methodischer Fehler
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ausgeschlossen werden kann. Betrachtet man dagegen die Diagramme der gesunden

B-Zellen und der CLL-Zellen, so erkennt man dass es hier keine Verschiebung gab.

Sowohl die gesunden B-Zellen, als auch dei CLL-Zellen waren Tie2-negativ. Das po-

sitive Ergebnis der mRNS-Analyse gesunder PBMCs ist demnach vermutlich durch

nicht-B-Zell Populationen, wie T-Zellen oder Monozyten, verursacht worden. Da

Tie2 weder auf mRNS-Ebene noch auf Proteinebene in malignen B-Zellen detek-

tierbar war, kann davon ausgegangen werden, dass B-Zellen des peripheren Bluts

eindeutig Tie2-negativ sind. So kann ausgeschlossen werden, dass Ang2 über auto-

krine Mechanismen die CLL-Zellen beeinflusst.

Da CLL-Zellen sehr stark von ihrer Mikroumgebung abhängig sind und viele Wech-

selwirkungen mit den Zellen in der Nachbarschaft eingehen, wurde in dieser Arbeit

untersucht, ob CLL-Zellen innerhalb ihres natürlichen Mikromilieus Tie2 aufweisen.

Dazu wurden verschiedene Faktoren bei der Kultivierung der CLL-Zellen verändert,

um die natürliche Umgebung so weit wie möglich nachzustellen. Zunächst wurden

die CLL-Zellen für 24h mit unterschiedlichen Zelllinien kokultiviert und dann mit

Hilfe der Durchflusszytometrie erneut auf den Tie2-Rezeptor untersucht. Die zur Ko-

kultivierung verwendeten Zelllinien allein zeigen sich im Durchflusszytometer leicht

positiv für Tie2 (siehe Abb. 15). Keine der Kokultivierung führte zu einem positiven

Tie2-Signal bei der durchflusszytometrischen Untersuchung. Als nächstes sollte der

Einfluss hypoxischer Bedingungen auf den Tie2-Status getestet werden. Dazu wur-

den die CLL-Zellen unter hypoxischen Bedingungen kultiviert und nach 24 Stun-

den durchflusszytometrisch auf Tie2 untersucht. Das Überlagerungsdiagramm der

durchflusszytometrischen Untersuchung, sowie die Auswertung der mittleren Fluo-

reszenzintensitäten ergaben, dass hypoxische Bedingungen nicht zur Induktion der

Expression von Tie2 auf der Oberfläche der Zellen beitragen. In der Literatur da-

gegen wird von einer gesteigerten Expression von Tie2-mRNS nach 24h Hypoxie

berichtet [143]. Diese Diskrepanz lässt sich dadurch erklären, dass hier auf Proteine-

bene nach dem Rezeptor gesucht wurde. Es kann hier sehr sinnvoll sein, den Versuch

mit einer längeren Inkubationszeit zu wiederholen, bzw. Tie2-mRNS in den Zellen

mit Hilfe der PCR nachzuweisen. Leider war es im Rahmen dieser Arbeit aufgrund

begrenzter Möglichkeiten unter hypoxischen Bedingungen zu arbeiten nicht möglich
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diese Versuche auszuweiten.

Keine der hier untersuchten Methoden zur Herstellung einer in vivo -ähnlichen Mi-

kroumgebung führte zur Induktion von Tie2 auf CLL-Zellen. Aufgrund dessen kann

die Schlussfolgerung gezogen werden, dass CLL-Zellen des peripheren Bluts als Ziel-

zelle des Ang2 über den Tie2-Rezeptor vermutlich nicht in Frage kommen.

4.5 Die Tie2-Expression im Mikromilieu der CLL-Zellen

Wie im vorherigen Abschnitt geschlussfolgert, stellen CLL-Zellen des peripheren

Bluts aufgrund ihres negativen Tie2-Status vermutlich keine Zielzelle des sezernier-

ten Ang2 dar. Um den potentiellen Wirkort von sezerniertem Ang2 zu identifizieren,

wurden verschiedene Zelltypen aus der Mikroumgebung der CLL-Zellen auf Tie2

untersucht. Dazu gehören zum einen andere Zellen aus dem peripheren Blut z.B.

die Granulozyten. Eine weitere wichtige Mikroumgebung der CLL-Zellen ist das

Knochenmark. Hier wurden die malignen B-Zellen des Knochenmarks selbst, sowie

typische Zellen der Knochenmarksumgebung auf Tie2 getestet. Das dritte Mikro-

milieu, welches eine große Rolle bei der CLL spielt, sind die Lymphknoten. Dazu

wurden myeloische DC generiert.

Die durchflusszytometrische Analyse des peripheren Bluts ergab, dass sowohl gesun-

de Granulozyten, als auch Granulozyten der CLL-Patienten ein positives Signal für

Tie2 aufwiesen, wodurch sie potentiell als Zielzelle von sezerniertem Ang2 in Frage

kämen. Die bekannte Rolle des Ang/Tie2 Systems bei Granulozyten beruht vor allem

auf Induktion der Chemotaxis von Neutrophilen, was eine wichtige Komponente bei

Entzündungsprozessen ist [9]. Die Rolle des Ang2/Tie2-Systems bei Entzündungen

ist in Abb. 28 gezeigt. Vor allem ist bekannt, dass durch den proinflammatorischen

Faktor TNFα und durch die hypoxischen Bedingungen bei einer Entzündungsreak-

tion Ang2 vermehrt sezerniert wird [75, 88]. So kann es zum Teil Ang1 von Tie2

verdrängen und den Ruhezustand unterbrechen. Da durch die mangelnde intrinsi-

sche Aktivität des Ang2 die intrazelluläre Signalkaskade geschwächt wird, wird die

Blockade des Transkriptionsfaktors Forkhead-Box-Protein O1 (FOXO1) aufgeho-

ben. FOXO1 ist ein bekannter Transkriptionsfaktor von Ang2. So wird in der Zelle
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Abbildung 28: Vorkommen und Funktion des Ang2/Tie2-Systems bei Ent-

zündungsreaktionen (PI3K=Phosphoinositid-3-Kinase, AKT=Proteinkinase B,

P=phopsphoryliert, FOXO1=Forkhead-Box-Protein O1)

die Expression des ANG2 -Gens gesteigert. Das von der Zelle freigesetzte Ang2 kann

autokrin oder juxtakrin eine positive Rückkopplung geben und so das Signal verstär-

ken. Außerdem führt eine Dephosphorylierung des Tie2-Rezeptors und der damit

verbundenen Unterbindung der Signalweiterleitung zu einer erhöhten Empfindsam-

keit der Endothelzellen gegenüber proinflammatorischer Faktoren [135]. Darüber

hinaus sind die Angiopoietine in engem Zusammenspiel mit Interleukin 8 mit ver-

antwortlich für die Migration der Eosinophilen [9]. In kürzlich veröffentlichen Studien

wird allerdings hauptsächlich Ang1 für die Induktion der Chemotaxis verantwortlich

gemacht [43]. IL8 ist ein bekannter proangiogenetischer Faktor [133], der auch bei

der CLL in erhöhtem Ausmaß gefunden wird [51]. Bei der CLL ist IL8 vor allem für

den Schutz vor Apoptose bekannt [91]. Die Abb. 29 verdeutlicht diese Zusammen-

hänge graphisch. Das Vorkommen von Tie2 auf der Zelloberfläche der Granulozyten

ist also bekannt, so dass diese eine potentielles Ziel des durch CLL-Zellen sezernier-

tem Ang2 darstellen könnten. Um eine genauere Aussage treffen zu können, müsste

dieser Zusammenhang in weiteren Versuchen überprüft werden.

Myeloische DC sind Antigen präsentierende Zellen, die in vielen lymphatischen Or-
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Abbildung 29: Vorkommen und Funktion des Tie2-Rezeptors in der Mikroumge-

bung der CLL-Zellen im peripheren Blut

ganen vorkommen. Myeloischen DC wurden aus einer gesunden Blutprobe generiert

und mit Hilfe der Immunfluoreszenz auf Tie2 untersucht. Die myeloischen DC waren

allerdings noch unreif, aber dennoch schienen sie positiv für Tie2 zu sein (siehe Abb.

21). Hier sollten noch weitere Versuche folgen, die auch reife myeloische DC auf Tie2

testet. Da eine gesteigerte Angiogenese in den Lymphknoten bei CLL-Patienten be-

kannt ist [52], sind hierzu funktionelle Analysen ebenfalls sinnvoll. Darüber hinaus

könnten diese als Feeder Zellen für Kokulturen mit CLL-Zellen genutzt werden, da

diese primäre Zellen aus der natürlichen Mikroumgebung darstellen, die Tie2 positiv

sind.
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Abbildung 30: Vorkommen und Funktion des Tie2-Rezeptors in der Mikroumge-

bung der CLL-Zellen im Lymphknoten (MDC=myeloische dentritische Zelle)

Die Abb. 30 zeigt zusammenfassend die Mikroumgebung der CLL-Zellen im Lymph-

knoten. Neben dem peripheren Blut und den Lymphknoten gibt es eine weitere inter-

essante Mikroumgebung, die bei der CLL eine essentielle Rolle spielt: das Knochen-

mark. Es gibt viele spezielle Zellen im Knochenmark, die einen erheblichen Einfluss

auf die CLL-Zellen aufweisen. Diese heterogene Population formt ein komplexes

Netzwerk aus Zellen mit gegenseitigen Wechselwirkungen und hohen Konzentra-

tionen verschiedener Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Unter besonderem Fokus

stehen in diesem Zusammenhang NLC und KMSZ. Diese zwei Zelltypen wurden in

vitro generiert und anschließend mit verschiedenen Methoden auf Tie2 untersucht.

NLC wurden von zwei verschiedenen Patienten generiert. Sie wurden mit Hilfe der

Durchflusszytometrie auf Tie2 getestet. Anhand der Abb. 22 kann man erkennen,

dass dieser Zelltyp kein Tie2-Rezeptor auf der Zelloberfläche aufwies (siehe Abb.

31). In der Mikroumgebung spielen sie zwar eine wichtige Rolle für das Überleben

der CLL-Zellen, diese scheint aber unabhängig von Tie2 und Ang2 zu sein. Sie kön-

nen als Zielzelle des Ang2 ausgeschlossen werden.

Außerdem wurden KMSZ durch Kultivierung von mononukleären Zellen aus dem

77



4. Diskussion

Knochenmark von einem CLL Patienten gewonnen und anschließend mit Hilfe der

PCR auf Tie2-Expression überprüft. Betrachtet man Abb. 24 so erkennt man ein-

deutig, dass diese Zellen Tie2 exprimieren. Die Bande war sogar in etwa so intensiv

wie die der Positivkontrolle. Auf Proteinebene wurden die KMSZ nicht auf den Tie2-

Rezeptor untersucht, so dass hierzu noch Versuche folgen sollten. Die CLL-Zellen

Abbildung 31: Vorkommen und Funktion des Tie2-Rezeptors in der Mikroumge-

bung der CLL-Zellen im Knochenmark (KMSZ = Knochenmarksstromazellen, NLZ

= Nurse like Zellen)

aus dem Knochenmark wurden sowohl im Durchflusszytometer auf den Tie2-Rezep-

tor untersucht, als auch auf mRNS-Ebene mit Hilfe der PCR auf Tie2-Expression

getestet. Abb. 24 zeigt dass fast alle Proben (vier von fünf) Tie2 exprimierten. Die

Ergebnisse der Durchflusszytometrie zeigten zusätzlich das Vorhandensein des Tie2

-Rezeptors auf der Zelloberfläche der CLL-Zellen des Knochenmarks. Die Mittlere

Fluoreszenzintensität war sehr heterogen. Bei drei von vier Proben war die Mitt-

lere Fluoreszenzintensität der malignen B-Zellen Knochenmarks höher als die der

peripheren CLL-Zellen (siehe Abb. 23). Bei diesen drei Patienten konnten keine

Korrelationen zu Krankheitsparametern, Krankheitsfortschritt oder ähnlichem fest-

gestellt werden. Da es sich aber um eine sehr kleinen Stichprobenumfang handelt, ist
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es sinnvoll diese Versuche mit einer größeren Patientenpopulation zu wiederholen.

Um den positiven Tie2-Status mit einer zweiten Methode abzusichern, wurden die

Zellen zusätzlich per Western Blot auf den Rezeptor untersucht. Die Abb. 25 zeigt

jedoch kein Tie2 Protein Signal in den untersuchten CLL-Zellen. HUVEC Protein-

lysat fungierte hier als Positivkontrolle und schließt einen methodischen Fehler aus.

Die Durchflusszytometrie ist verglichen mit dem Western Blot eine viel empfindli-

chere Methode und kann somit auch viel kleinere Mengen des Proteins nachweisen.

Vermutlich war die Proteinmenge für einen Western Bot zu gering, so dass diese un-

terhalb der Nachweisgrenze lag. Es gab leider nicht genügend Probenmaterial, um

den Versuch mit einem Proteinlysat aus einer größeren Menge an Zellen zu wieder-

holen.

Die Expression von Tie2 im Knochenmark von CLL-Zellen wurde in dieser Arbeit

erstmals beschrieben. Eine erhöhte Knochenmarksangiogenese, einhergehend mit

vermehrter Expression der proangiognetischen Faktoren VEGF und Ang2 wird, wie

bereits erwähnt, mit einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium und einer grund-

sätzlich schlechteren Prognose beschrieben [76]. Die Beschreibung der Präsenz von

Tie2 auf Knochenmark-lokalisierten malignen B-Zellen in der CLL könnte entschei-

dend zur Aufklärung der funktionellen Hintergründe angiogenese-assoziierter Fak-

toren bei der Pathophysiologie der CLL beitragen.

4.6 Aktivierung Angiogenese unabhängiger Signalwege durch Ang2

Neben der Suche nach dem Tie2-Rezeptor auf Zellen des Mikromilieus der malignen

B-Lymphozyten, ist es notwendig zu überprüfen, ob Ang2 in der Lage ist, über

andere Signaltransduktionswege die Zelle zu beeinflusst. Es wurde mit Hilfe eines

Tyrosinkinase-Phosphorylierungsarrays untersucht, ob Ang2 neben Tie2 möglicher-

weise zur Phosphorylierung andere Tyrosinkinasen beiträgt. Die einzelnen Banden

sind in Abb. ?? zu erkennen. Die aus den Intensitäten errechneten Werte sind in den

Abb. ?? und Abb. 26 dargestellt. Dabei führte die Stimulation mit Ang2 zu einer

besonders starken Phosphorylierung des Epidermal growth factor receptor (EGFR).

Über diesen ist in Bezug auf die CLL noch nichts bekannt. Weitere Rezeptoren, die
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eine starke Phosphorylierung aufwiesen, sind der Insulin-Rezeptor, Die B-lymphocy-

te kinase BLK und der Tyrosine-protein kinase receptor Dtk. Der Insulin-Rezeptor

ist schon in das Interesse der CLL Forschung gerückt. So konnte gezeigt werden, dass

Patienten mit einer 11q-Deletion eine erhöhte Expression des Insulin-Rezeptors auf-

weisen. Dies wurde darüber hinaus wurde mit einer schlechteren klinischen Prognose

in Zusammenhang gebracht [118, 11]. Ob Ang2 in irgendeiner Weise an diesen Vor-

gängen beteiligt ist, ist bisher nicht bekannt.

BLK gehört zur src-Familie und ist ein nicht-membranständiger Rezeptor der direkt

den B-Zell Rezeptor (BCR) bindet. BLK trägt zur Signalweiterleitung nach BCR-

Aktivierung in B-Zellen, speziell beim Übergang vom Pro- zum Prä-B-Zellstadium,

bei [1, 8, 14]. BLK wurde auch mit BCR-assoziierter Induktion von Apoptose in

Verbindung gebracht [26]. Die Stimulationsfähigkeit des BCR und die Signalwei-

terleitungskapazität sind entscheidende Faktoren in der Pathogenese der CLL und

sind stark assoziiert mit negativen Prognosefaktoren, wie ZAP70 oder einem un-

mutierten IgVH-Status [126]. Eine durch Ang2 stimulierte Aktivierung von BLK

könnte demnach zu einer verstärkten BCR-induzierten Signalweiterleitung führen

und zu einem beschleunigten Krankheitsverlauf oder Entwicklung von Therapiere-

sistenzen beitragen. Die Phosphorylierung von Dtk, auch als SKY oder Tyro3 be-

kannt, ist ein membranständiger Tyrosinkinase Rezeptor, welcher an physiologischen

Prozessen wie Zellüberleben, Migration und Differenzierung beteiligt ist. Dtk führt

zur Aktivierung von Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und verstärkt Proteinkinase

B(AKT)-vermitteltes Zellüberleben, Signaltransduktionswege, die einen entschei-

denden Einfluss auf die Biologie der CLL-Zellen besitzen [10]. Ang2 könnte somit

auch über die Aktivierung von Dtk einen funktionellen Einfluss auf die Pathogenese

der CLL haben.

Da dieser Versuch und die Auswertung ausschließlich auf der optischen Intensität

der Banden beruhen, sollten die hier erzielten Ergebnisse als erste Orientierung an-

gesehen werden und bedürfen weiterer Untersuchungen. Alle drei nach Ang2-Stimu-

lierung am stärksten phosphorylierten Tyrosinkinasen, Insulin-Rezeptor, Blk und

Dtk, besitzen B-Zell und CLL-Zell relevante Funktionen, was weitere Untersuchun-

gen eines möglichen funktionellen Aspekts der erhöhten Ang2-Level in CLL-Pati-
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enten über Aktivierung dieser Tyrosinkinasen rechtfertigt.

4.7 Aussicht

Der proangiogenetische Faktor Ang2 ist bei CLL-Patienten im Plasma im Vergleich

zu gesunden Kontrollen in signifikant höheren Leveln vorhanden. In dieser Arbeit

konnten diese Erkenntnisse bestätigt und erweitert werden. Als ein stimulierender

Faktor der Ang2-Sekretion bei der CLL ist die Hypoxie identifiziert worden. Es

konnte eine Steigerung der Ang2-Sekretion durch periphere CLL-Zellen unter hy-

poxischen Bedingungen gezeigt werden. Ergänzend dazu wäre ein Vergleich mit ge-

sunden PBMC bzw. B-Zellen interessant.

Einige Zellen aus der Mikroumgebung der CLL-Zellen konnten als Stimulus für die

Ang2-Sekretion ausgeschlossen werden. Es konnte in der vorliegenden Arbeit keine

Erklärung für den nicht vorhandenen additiven Effekt bei der Ang2-Sekretion in der

Kokultur von CLL-Zellen mit verschiedenen Zelllinien gefunden werden. Hier könn-

ten weitere Versuche folgen, um eine eventuelle gegenseitige Einflussnahme zeigen

zu können.

Die Versuche mit externen Stimulanzien die Ang2-Sekretion zu steigern kann mit

anderen Stimulanzien ergänzt werden. Dazu kommen z.B. TNFα und IL8 in Frage.

TNFα ist im Allgemeinen als Stimulus für Ang2 bekannt, es gibt aber noch keine

Erkenntnisse in Bezug auf die CLL. IL8 ist ein Entzündungsmediator, der bei der

CLL hochreguliert ist. Außerdem ist Ang1 dafür bekannt die IL8-Synthese anzu-

regen. In Bezug auf die CLL gibt es noch keine Daten, die einen Zusammenhang

sowohl mit Ang1, als auch mit Ang2 beschreiben.

Die, durch Kokultivierung der CLL-Zellen mit verschiednen Zellen des natürlichen

Mikromilieus, erreichte Verbesserung des Überlebens konnte in dieser Arbeit nicht

mit Ang2 in Verbindung gebracht werden. Um einen generellen Einfluss von Ang2

auf das Überleben der CLL-Zellen zu untersuchen, könnten Versuche in Mono- und

Kokultur mit rekombinantem Ang2 durchgeführt werden.

Ein weiteres Forschungsthema für die Zukunft ist die Fokussierung auf den Tie2-

Rezeptor bei der CLL. Dieser konnte bei einigen Zellen in der Mikroumgebung der
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CLL-Zellen nachgeweisen werden. Da die CLL-Zellen des Knochenmarks positiv

auf Tie2 getestet wurden, sollte erneut versucht werden die peripheren CLL-Zellen

hypoxisch zur Expression dieses Rezeptors zu stimulieren. Der hier gewählte Zeit-

raum von 24h war sehr kurz, so dass ein Effekt nach einem längerem Aussetzen

der Zellen von Sauerstoffmangel überprüft werden sollte. Die Ursache, warum die

malignen B-Zellen im Knochenmark im Gegensatz zu den peripheren CLL-Zellen

Tie2 exprimieren, sollte ebenfalls im Interesse bleiben. Ein weiterer Zusammenhang

der genauer untersucht werden sollte, ist die erhöhte Angiogenese im Knochenmark,

bzw. in den Lymphknoten und die erhöhte Konzentration von Ang2 im Plasma mit

fortschreitender Erkrankung. Liegt dort ein Zusammenhang vor, so kann sich eine

neue Möglichkeit bieten, die CLL zu behandeln. Spielt die Angiogenese im Verlauf

der Erkrankung eine wichtige und essentielle Rolle, so kann sie wie bei soliden Tumo-

ren schon üblich, als Target für Arzneistoffe genutzt werden. Daher sollten in vitro

verschiedene Angiogenesehemmstoffe und ihre Wirkung auf das Knochenmark bzw.

die Lymphknoten getestet werden. Darüber hinaus wäre es interessant herauszufin-

den, ob die Tumorlast sinkt, wenn man die Angiogenese im Knochenmark blockiert.

Außerdem könnten weitere Versuche folgen, um die Tie2-unabhängige Rolle des

Ang2 vertiefend zu erforschen. Ein möglicher Zusammenhang zwischen Ang2 und

dem Insulin-Rezeptor ist zu untersuchen. In Bezug auf den BLK-Rezeptor ist es in-

teressant, einen Zusammenhang zwischen Aktivierung dieses Rezeptors durch Ang2

und einem schlechteren Krankheitsverlauf bzw. dem Auftreten von Therapieresis-

tenzen zu untersuchen. Auch die Aktivierung der Tyrosinkinase Dtk und ein damit

verbundener Einfluss auf das Überleben der Zellen sollte genauer überprüft werden.
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5 Zusammenfassung

Die über das Ang/Tie2-System gesteuerte Angiogenese hat eine wichtige Bedeu-

tung bei vielen soliden Tumorerkrankungen. Auch bei verschiedenen leukämischen

Erkrankungen ist die Bedeutung von Ang2/Tie2 ins Interesse der Forschung ge-

rückt. Diese Arbeit analysiert umfassend eine mögliche Bedeutung des Ang2/Tie2-

Systems bei der CLL. Dabei wurde vor allem ein Schwerpunkt auf die Rolle der

An2/Tie2-Achse in Bezug auf die Interaktionen von malignen B-Lymphozyten mit

ihrer Mikroumgebung gelegt. Es ist bekannt, dass Ang2 bei der CLL in erhöhten

Konzentrationen im Plasma gefunden wird. Eine hohe Konzentration von Ang2 im

Plasma wird mit einem schlechteren Krankheitsverlauf assoziiert. Ergänzend dazu

konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass CLL-Zellen in vitro Ang2

stärker sezernieren als gesunde PBMC. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass

zwar periphere CLL-Zellen, nicht aber CLL-Zellen im Knochenmark Ang2 exprimie-

ren. Dieses Ergebnis zeigt deutlich den erheblichen Einfluss der Mikroumgebung auf

die CLL-Zellen. Außerdem wurden verschiedene Faktoren der Mikroumgebung auf

ihren Einfluss auf die Ang2-Sekretion getestet. Dabei hat sich gezeigt, dass durch

die Kokultivierung mit verschiedenen in der natürlichen Mikroumgebung der CLL-

Zellen vorkommenden Zellen keinen Einfluss auf die Ang2-Sekretion zu erreichen

ist. Ebenso zeigte die Zugabe von IL4 und/oder CD40-Ligand keinen Einfluss auf

die Ang2-Konzentration im Überstand von CLL-Zellen nach 24 Stunden. Der Ent-

zug von Sauerstoff dagegen bewirkte in vitro eine Steigerung der Ang2-Sekretion

durch periphere maligne B-Zellen. Außerdem wurde in der vorliegenden Arbeit ge-

zeigt, dass die durch Kokultivierung mit verschiedenen im natürlichen Mikromilieu

der CLL- Zellen vorkommenden Zelltypen erzielte Verbesserung des Gesamtüber-

lebens unabhängig von Ang2 ist. Da die CLL-Zellen Tie2-negativ waren und mit

keiner Stimulation (Kokultivierung, Hypoxie, CD40-Ligand und IL4) eine Änderung

diesbezüglich zu erreichen war, wurden Zellen der natürlichen Mikroumgebung auf

Tie2 untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass myeloische DC, Knochenmarksstro-

mazellen (KMSZ) und Granulozyten Tie2-positiv sind. Auch bei CLL-Zellen aus

dem Knochenmark konnte eine Tie2-Expression nachgewiesen werden. Durch den

Nachweis des Tie2-Rezeptors in der Mikroumgebung konnte ein wichtiger Teil des
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funktionellen Aspekts von Ang2 aufgeklärt werden. Um neben Tie2 mögliche andere

Angriffspunkte für Ang2 zu zeigen, wurde ein Phophorylierungsassay durchgeführt.

Dieses zeigte erste Hinweise auf eine mögliche Interaktion mit den Tyrosinkinasen

EGFR, BLK und Dtk, über die Ang2 einen Einfluss auf die CLL nehmen könnte.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das Ang2/Tie2-System bei der CLL eine

wichtige Rolle in Bezug auf die Pathogenese spielt und deshalb zukünftig auch als

therapeutischer Angriffspunkt für Angiogenesehemmstoffe getestet werden sollte.
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