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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die chronische lymphatische Leukamie

1.1.1 Definition

Die chronische Ilymphatische Leukamie (CLL) lasst sich den leukamisch
verlaufenden Non-Hodgekin-Lymphomen zuordnen und zeichnet sich durch ein sehr
heterogen verlaufendes Krankheitsbild aus (39). Charakteristisch fur die CLL ist ein
vermehrtes Auftreten von monoklonalen und morphologisch reifen, aber funktionell
inkompetenten B-Zellen. Im Anfangsstadium der Erkrankung sind die CLL-Zellen im
Knochenmark und peripheren Blut prasent, im spateren Verlauf ebenfalls in der
Leber, der Milz und den Lymphknoten. Die Akkumulation der CLL Zellen in Leber,
Milz und Lymphknoten flhrt zu einer VergréRerung der Organe, die sich klinisch als
Hepato- und Splenomegalie und Lymphadenopathie aufiert (77). Die WHO
klassifiziert die CLL als ausgereifte B-Zell Neoplasie, die sich durch Anwesenheit von
CD5", CD19" und CD23" B-Lymphozyten definiert, welche weniger als 55% der
zirkulierenden B-Lymphozyten ausmachen (24). Die WHO-KIlassifikation legt fur die
Diagnose zugrunde, dass mindestens 5x10%L monoklononale B-Zellen vorhanden
sein mussen, die einen CLL Phanotyp tragen, oder dass eine extramedullare
Erkrankung vorliegt. Bei erhdhten Werten unterhalb dieses Richtwertes spricht man
von einer B-Zell Lymphozytose, sofern keine anderen Krankheitssymptome vorliegen
(131).

1.1.2 Epidemiologie und Atiologie

1.1.2.1 Epidemiologie

Die CLL ist eine der haufigsten Leukdmieformen in westlichen Landern,
insbesondere in Nordamerika und Westeuropa. Die Inzidenz fiur eine Erkrankung
liegt bei 3.5 pro 100.000 Einwohner jedes Jahr (44). In den Vereinigten Staaten von
Amerika wurden 2013 bis jetzt 15.000 Neuerkrankungen und 4000 Todesfalle durch
CLL registriert (160). Die Erkrankung tritt meist im letzten Lebensdrittel auf. Die
Inzidenz fur eine Erkrankung steigt bei Menschen Uber 80 Jahren auf >30 pro
100.000 Einwohner pro Jahr. Das mittlere Alter betragt 67 bis 72 Jahre, nur etwa
10% der Patienten sind junger als 55 Jahre (52, 81). Manner haben ein zweifach
erhdhte Risiko an einer CLL zu erkranken im Vergleich zu Frauen (5,0 pro 100.000;
2,5 pro 100.000). Hinsichtlich der ethnischen Herkunft sind ebenfalls Unterschiede in

der Pravalenz fiir CLL bekannt. Fir Menschen mit afroamerikanischer Herkunft ist
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die Pravalenz um 25% geringer, fur Menschen aus dem asiatischen Raum sogar um
77% (49). Bei ca. 9% der Patienten zeigt sich eine familiare Pradisposition. Die
Verwandten kdnnen eine CLL, ein malignes Lymphom oder andere Leukamieformen

aufweisen (akut oder chronisch) (25).

1.1.2.2 Atiologie

Da die genaue Entstehung der CLL bis heute nicht aufgeklart ist, werden
verschiedene Theorien diskutiert. Aktuelle Untersuchungen haben das Problem,
dass keine Vorlauferzellen fiir die CLL bekannt sind. Uber die immunologische und
genetische B-Zell Rezeptorfunktion lasst sich die CLL in zwei Gruppen einteilen,
wobei die variable Region des Proteins IgVy als Unterscheidungsmerkmal dient. Es
wird vermutet, dass sich CLL Zellen, die einen unmutierten IgVy Locus haben, aus
frihen Entwicklungsstadien der B-Zelllinie oder aus Marginalzonen B-Zellen (MZ B-
Zellen) entstehen. CLL Zellen mit mutiertem IgVy entstehen dagegen vermutlich aus
Postkeimbahnzellen, den B-Gedachtniszellen. Die Unterteilung der Zellen mit Hilfe
des IgVy Status fuhrt zu weiteren biologischen und klinischen Unterschieden (66,
192) (vgl. 1.1.5).

In frGhen Studien wurde im Gegensatz zu anderen Leukamieformen Kkein
Zusammenhang zwischen CLL und der Einwirkung von Chemikalien, zytotoxischen
Stoffen oder Strahlung festgestellt (122). Aktuelle Berichte zeigen jedoch einen
Zusammenhang zwischen Chemikalienexposition und einer Erkrankung. 2013 zeigte
eine retrospektive Studie ein um 17% erhohtes Erkrankungsrisiko von US-
Kriegsveteranen, die zwischen 1962 und 1971 mit dem Herbizid Agent Orange und
dadurch mit dem als Verunreinigung enthaltenen Giftstoff 2,3,7,8-
Tetrachlordibenzodioxin (TCDD) in Kontakt gekommen waren (6).

Ein weiterer Risikofaktor an CLL zu erkranken ist die Erkrankung eines Verwandten
ersten Grades an einer hamatologischen Erkrankung, die je nach Untersuchung mit

einer Inzidenz von bis zu 34% angegeben wird (19, 25, 38).

1.1.3 Klinisches Erscheinungsbild

Das klinische Erscheinungsbild der CLL ist durch einen stark variablen und
heterogenen Krankheitsverlauf charakterisiert. Der Krankheitsbeginn verlauft meist
langsam, wodurch kaum oder keine Symptome feststellbar sind. Oft wird die

Erkrankung als Zufallsbefund wahrend einer Routineuntersuchung durch eine
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erhdhte Anzahl von Lymphozyten (Lymphozytose) im peripheren Blut festgestellt. Im
weiteren Krankheitsverlauf hat der massive Anstieg der CLL-Lymphozytenzahl einen
grolReren Raumanspruch zur Folge. Dadurch werden die gesunden Blutzellen
verdrangt und es kommt zum Abfall der Zahl der Thrombozyten (Thrombozytopenie),
der Erythrozyten (Anamie) und der gesunden Lymphozyten (Leukopenie). Die so
veranderten Blutwerte auRern sich durch Symptome wie erhdhter Infektanfalligkeit,
Abgeschlagenheit, Gewichtsabfall, verminderter Leistungsfahigkeit und erhdhter
Blutungsneigung. Des Weiteren flhrt der Anstieg der Lymphozytenzahl zu einer
VergroRerung der lymphatischen Organe, die sich in einer Schwellung der
Lymphknoten (Lymphadenopathie), der Milz (Splenomegalie) und der Leber
(Hepatomegalie) zeigt (21, 75).

Oft ist die Todesursache der Patienten im spateren Krankheitsverlauf der CLL auf die
Blutbildveranderung, die damit verbundenen OrganvergroRerungen und die
Schwachung der Immunabwehr zurtckzufuhren. Die haufigste Todesursache ist die
Folge einer Infektion durch Bakterien (S. pneumoniae, S. aureus, S. haemolyticus, E.
coli) oder durch virale Infektionen, die meist in den Lungen, auf der Haut oder im
Urogenitaltrakt auftreten (83, 147). Als weitere Todesursachen wurden hamolytische
Anamien und damit verbundene Blutungen, vaskulare Probleme, Kachexie und
Zweitmalignome beobachtet (5, 108).

Die Diagnose wird standardmafig durch eine zytomorphologische Untersuchung
eines Blutausstriches des peripheren Blutes und eine immunophanotypische

Untersuchung erhoben (14).

1.1.4 Klassifikation der CLL

1.1.4.1 Zytomorphologie und Blutbild

Die diagnostische Bestimmung und Einteilung der CLL wird mittels Blutbild und
Blutausstrich vorgenommen. Fir das Blutbild gilt ein Mindestwert von 5000 B-
Lymphozyten/ul im peripheren Blut, der Uber einen Zeitraum von drei Monaten
nachgewiesen werden muss. Liegt ein Wert von unter 5000 B-Lymphozyten/pl vor,
so bezeichnet man den Zustand als monoklonale B-Lymphozytose (MBL), sofern
keine anderen Krankheitssymptome vorliegen. Eine monoklonale B-Lymphozytose
wandelt sich in 1-2% der Falle in eine CLL um (92, 140). Die CLL weist haufig eine

Infiltration des Knochenmarks durch Lymphozyten von Uber 30% auf (29).
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Mikroskopisch lassen sich die CLL Zellen im Blutausstrich als kleine monomorphe
Lymphozyten erkennen, die ein schmales, ungranuliertes Zytoplasma und einen
rundlich-ovalen Zellkern zeigen. Haufig Iasst sich verklumptes Chromatin erkennen.
Neben den CLL B-Lymphozyten kénnen atypische Zellen oder Prolymphozyten
auftreten. Als Kriterium fur das Vorliegen einer CLL ist ein Grenzwert von 55%
festgelegt, mindestens aber von 10% fur atypische Zellen und Prolymphozyten im
peripheren Blut (36). Als zusatzliches Charakteristikum lassen sich haufig
zerquetschte Zellen oder Bruchstlicke davon erkennen, die ,Gumprechtschen
Kernschatten®. Die Gumprechtschen Kernschatten kommen ebenfalls in anderen
lymphproliferativen Erkrankungen vor und sind somit kein aussagekraftiges
Einzelmerkmal fur CLL (77, 79).
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Abbildung 1: Blutausstrich eines CLL-Patienten

Die Abbildung zeigt den Blutausstrich eines CLL Patienten. Den Hauptanteil der Zellen
machen die Erythrozyten aus (rund, farblos). Dazwischen lassen sich vereinzelt kleine die
Thrombozyten erkennen (punktartig, farblos). Dunkellila sind die B-Lymphozyten zu sehen
(&hnlich groR wie die Erythrozyten). In der Mitte sind weiterhin 4 Gumprechtsche
Kernschatten zu sehen (helllila). Oben links sieht man einen stabkernigen neutrophilen (U-
formig dunkellila, helllila umrandet) und unten mittig einen segmentkernigen Granulozyt (rund
dunkellila, helllila eingefasst) (Abbildung: Labor fir molekulare Hadmatologie und Onkologie,
Universitatsklinikum Kaoln).

1.1.4.2 Immunphanotyp
Durch eine Immunphanotypisierung ist die sichere Identifizierung von CLL Zellen und
Differenzierung von anderen Zellen im Blut mdglich. Zusatzlich Iasst sich die CLL von

anderen Non-Hodgkin-Lymphomen abgrenzen. Mittels Durchflusszytometrie werden
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verschiedene Antigene auf der B-Zell Oberflache bestimmt. Neben dem
physiologischen T-Zellmarker CD5 und dem Pan-B-Zellmarker CD19 werden die B-
Zell-Marker CD20 und CD23 erfasst. Wie die B-Zellantigene CD22 und FMC7 wird
der Marker CD79b nur schwach exprimiert und dient daher zur Unterscheidung von
anderen CD5-positiven Lymphomen. Die Immunphanotypisierung gibt ebenfalls
Auskunft Uber die Klonalitat der malignen Lymphozyten mit Hilfe der
Leichtkettenrestriktion. Monoklonale B-Zellen exprimieren nur einen Leichtkettentyp,
entweder k oder A (29, 41, 45, 98).

Weiterhin wird die Immunphanotypisierung zur Abgrenzung anderer hamatologischer
Erkrankungen genutzt, die der CLL morphologisch &hneln, wie z.B. der
Prolymphozytenleukdmie (PLL), der Haarzell-Leukamie (HZL), des Mantelzell-
Lymphoms (MZL) und weiterer B-Zell lymphoproliferativer Erkrankungen. Die PLL
unterscheidet sich z.B. durch die fehlende Expression der Oberflachenmarker CD5
und CD23, wahrend das bei der CLL schwach exprimierte FMZ7 hier stark
ausgepragt ist. Das MZL ist durch eine CD23 Negativitat von der CLL abgrenzbar
(120, 155). Fir die Diagnostik und Behandlung ist die genaue Unterscheidung
zwingend notig (119). Das Richter-Syndrom ist eine Erkrankung, die durch einen
meist sehr schnellen Ubergang von der CLL in ein aggressives, meist diffuses und
grolRes B-Zell Lymphom gekennzeichnet ist. Durch die Transformation aus einer
bestehenden CLL ist das Richter Syndrom nicht eindeutig von einer CLL zu
unterscheiden (57, 149).

Sofern die Diagnose CLL nach den oben beschrieben Methoden gesichert ist, kann
eine erweiterte Diagnostik durchgeflihrt werden. Zu erweiterten Diagnostik zahlt die
Expression von CD38, ZAP-70 oder der IgVy-Status (41, 53, 118, 139).

1.1.4.3 Risikostratifikation nach Rai und Binet

Der Krankheitsverlauf der CLL ist sehr heterogen gepragt. Allgemeine Aussagen zu
Prognose und Uberlebenswahrscheinlichkeit sind schwer zu treffen, weil sie von
vielen Faktoren der Erkrankung abhangen. Durch diese Vielzahl an
unterschiedlichen Faktoren und der Variabilitdt des Krankheitsverlaufes liegt die
Uberlebenswahrscheinlichkeit zwischen einigen Monaten bis zu (iber zehn Jahren
(52, 124).

Durch die Untersuchung des Blutes und der koérperlichen Symptome kann eine

Einteilung in klinische Stadien vorgenommen werden. Weltweit haben sich zwei
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Einteilungsschemata durchgesetzt: die Stadieneinteilung nach Rai (138) von 1975,
die sich eher in Nordamerika durchgesetzt hat, und nach Binet (15) von 1981, die in
Europa und weiteren Landern Anwendung findet. Die Einteilung durch Binet orientiert
sich  sowohl an Blutbildveranderungen, wie z.B. Hamoglobin- oder
Thrombozytenwert, als auch an der Anzahl an betroffenen Lymphknotenregionen.
Die VergroRerung der Lymphknotenregion kann axillar, zervikal, inguinal und sowohl
uni- als auch bilateral auftreten. Zusatzlich kann es zu einer Organvergrof3erung in
Form einer Hepato- oder Splenomegalie kommen. Rai orientiert sich ebenfalls an
Blutbildveranderungen, bewertet allerdings VergrolRerung von Lymphknoten,
Veranderung der Hamoglobinwerte und der Thrombozytenanzahl eher als absolute
Werte, nicht nach ihrer Anzahl.

Beide Schemata erlauben in Kombination mit den molekulargenetischen und
zytogenetischen Prognosemarkern eine Einteilung der Patienten in verschiedene
Risikogruppen und ermoglichen zuverlassigere Aussagen Uber Behandlungsbeginn,
Therapieoptionen und Therapieerfolg (76).

Der Internationale Workshop fur CLL hat die Vergleichbarkeit von Rai und Binet wie
folgt eingeordnet: A (0-11), B (I-11) und C (llI-1V) (195).

Tabelle 1: Klinische Stadieneinteilung der CLL nach Rai

Die in der Tabelle angegebenen Werte beziehen sich auf das periphere Blut. Modifiziert nach
Rai (1975) (137, 138).

Stadieneinteilung nach Rai

Risiko | Stadium Definition Medianes
Uberleben
niedrig 0 * Lymphozytose >5.000/pl 10 Jahre

¢ Knochenmarkinfiltration >40%

* Lymphozytose >5.000/ul
* Lymphadenopathie

intermediar * Lymphozytose >5.000/pl 7 Jahre
Il * Spleno- und/oder Hepatomegalie
* mit und ohne Lymphadenopathie

* Lymphozytose >5.000/ul

* mit oder ohne Spleno-, Hepato-,
Lymphadenomegalie

*  Anamie (Hb<11g/dl)

hoch * Lymphozytose >5.000/pl 1,5 Jahre
* mit oder ohne Spleno-, Hepato-,
v Lymphadenomegalie

¢ mit und ohne Anamie
*  Thrombozytopenie (<100.000/ul)
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Tabelle 2: Klinische Stadieneinteilung der CLL nach Binet

Die in der Tabelle angegebenen Werte beziehen sich auf das periphere Blut. Modifiziert nach
Binet (1981) (15).

Stadieneinteilung nach Binet

. e Medianes
Stadium Definition Uberleben
* Lymphozytose >5.000/ul
. *  Thrombozytenzahl 2100.000/ul
Binet A * Hamoglobinkonzentration =210.000/ul >10 Jahre
» < 3 vergroRerte Lymphknotenregionen
* Lymphozytose >5.000/ul
. *  Thrombozytenzahl >100.00/pl
Binet B * Hamoglobinkonzentration =210.000/ul > Jahre
* 2> 3 vergrolerte Lymphknotenregionen
* Lymphozytose >5.000/ul
*  Thrombozytenzahl <100.000/pl
Binet C * Hamoglobinkonzentration <10.000/yl 2 Jahre
* unabhangig von der Anzahl der befallenen
Lymphknoten

1.1.5 Prognosefaktoren

Die Verlaufsprognosen nach Rai und Binet erlauben zwar eine grobe Einteilung, der
Krankheitsverlauf von Patienten innerhalb eines Stadiums kann allerdings sehr
heterogen ausfallen (184). Um das klinische Stadium und die individuelle Prognose
noch genauer beurteilen zu kdnnen wurden weitere biologische Marker etabliert, die
sich mittels moderner Analysemethoden erfassen lassen. Die Expressionswerte des
Glykoproteins CD38 und des Zeta-assoziierten Proteins 70 (ZAP-70) kdnnen
durchflusszytometrisch bestimmt werden (139, 148, 158). Des Weiteren lassen sich
zytogenetische Veranderungen, der Mutationsstatus von IgVy, die Aktivitat der

Serum-Thymidinkinase oder der R2-Mikroglobulinspiegel erfassen (4, 102, 125, 154).

1.1.5.1 Der Mutationsstatus von IgVy und die Expression von ZAP-70 und CD38
Ein bedeutender Parameter zur prognostischen Einteilung der CLL stellt die Analyse
des Mutationsstatus der variablen Immunglobulin Schwerketten (IgVu) dar. Der
Mutationsstatus des IgVy-Gens ist eng verknUpft mit der Genese der CLL-Zellen und
dem Entwicklungsstadium der B-Zellen, aus dem sie hervorgehen (192) (vgl.
1.1.2.2.). Studien zur Analyse des Mutationsstatus zeigen auf der einen Seite, dass
Patienten mit einer Mutation des IgVy-Gens eine im Vergleich glnstigere Prognose

haben, auf der anderen Seite verlauft die Krankheit bei Patienten mit einem
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unmutierten IgVy-Gen weitaus aggressiver. Dies ist haufig mit negativen
zytogenetischen Merkmalen bis hin zu einer Therapieresistenz gegen
Chemotherapeutika verknupft. In einer 1999 erhobenen Studie von Hamblin et al.
wurden 84 Personen auf eine Mutation des IgVy-Gens untersucht. Dabei wurde eine
Mutation als Abweichung von >2% der urspringlichen Keimbahnsequenz definiert.
Mutationen traten bei etwas Uber 50% der Falle auf und fuhrten zu einer mittleren
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 95 Monaten bei unmutiertem IgVx-Gen und 293
Monaten bei mutiertem IgVu-Gen (41, 84).

Eine Besonderheit bildet das IgVu-Gen 3-21. 2002 stellten Tobin et al. fest, dass eine
Mutation dieses Gens einen ahnlich schlechten prognostischen Krankheitsverlauf fur
den Patienten bedeutet wie fur Patienten mit unmutiertem IgVy-Gen. Beobachtet
wurde ein signifikant kiirzeres Uberleben als bei anderen vergleichbaren Mutationen
(104, 169, 172).

Einen weiteren Parameter stellt die Protein-Tyrosin Kinase ZAP-70 dar.
Physiologisch ist ZAP-70 Teil des Signalweges fur den T-Zell Antigen Rezeptor und
normalerweise auf T-Lymphozyten exprimiert (31). Rosenwald et al. konnten zeigen,
dass ZAP-70 sowohl in B-Lymphom Zelllinien als auch in CLL-Zellen stark exprimiert
ist (148). ZAP-70 ist Uber die ZAP-70 assoziierte Kinase syk mit dem B-Zell-
Rezeptorweg verbunden (176). Die Expression von ZAP-70 korreliert stark mit dem
Mutationsstatus des IgVy-Gens. CLL-Zellen von Patienten, die ZAP-70 mit >20%
exprimieren, tragen fast immer ein unmutiertes IgVy-Gen. Dadurch steht der ZAP-70
Status ebenfalls mit einem negativen Krankheitsverlauf und einer schlechten
Prognose in Verbindung (35, 50, 130). Die Expression von ZAP-70 bleibt wahrend
des Verlaufes der CLL Erkrankung zum grofdten Teil stabil (18).

Das Glykoprotein CD38 ist ein Parameter, der ebenfalls mit dem IgVu-Gen korreliert.
Eine hohe Expression von CD38 tritt meist in Verbindung mit einem unmutierten
IgVu-Gen auf (41). Im Gegensatz zu ZAP-70 kann sich die Expression von CD38
aber innerhalb des Krankheitsverlaufes verandern (85). Ibrahim et al. konnten in
einer Studie mit 218 Patienten zeigen, dass eine CD38 Expression von uber 20% mit
einer signifikant schlechteren Uberlebensrate zusammenhangt (89). Andere
Untersuchungen definieren den Schwellenwert fir eine CD38 Expression zwischen
5-30% (17, 105).

Als weitere serologische Parameter kdnnen die Thymidinkinaseaktivitat und die 32-

Mikroglobulin-Spiegel im Serum bestimmt werden. Die Thymidinkinase ist ein
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Enzym, welches an der DNA-Synthese beteiligt ist. Die messbare Konzentration
korreliert mit der Teilungsaktivitat von Zellen. Durch die hohen Zellteilungsraten bei
malignen Erkrankungen wie der CLL ist die Thymidinkinase ein Mall fur die
Proliferationsaktivitdt und kann schon eine frihe Prognose Uber den
Krankheitsverlauf geben (78, 121). Es gibt Hinweise auf einen Zusammenhang
zwischen Thymidinkinasewerten und dem IgVy-Status (115).

R2-Mikroglobulin ist ein I6sliches Protein und geh6rt zur Familie des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC-Molekile) der Klasse I. Alle kernhaltigen
Zellen verschiedenster Gewebe exprimieren [2-Mikroglobulin  auf ihrer
Zelloberflache. Als Folge eines Membranschadens ist es im Serum oder anderen
Korperflussigkeiten messbar. Die Spiegel sind unter anderem erhoht bei
rheumatischen Veranderungen, Fieber, Nierenerkrankungen und hamatologischen
Erkrankungen. Sie korrelieren mit den klinischen Stadien der CLL; Werte >3.5 mg/L

sind ein Indikator fur eine ungunstige Prognose (11, 69, 80).

1.1.5.2 Zytogenetik

In den Anfangen der Zytogenetik gestaltete sich die Untersuchung von CLL aufgrund
der geringen mitotischen Aktivitat in vitro sehr schwierig. Die Stimulation mit
mitogenen Substanzen zeigte ebenfalls wenig Erfolg, teilweise begrindet in der
Tatsache, dass damals eingesetzte mitogene Substanzen eher fur die T-Zell
Stimulation ausgelegt waren (63, 163). Erste gute Erkenntnisse erlangte man Mitte
der 90er Jahre durch die EinfUhrung der ,vergleichenden genomischen
Hybridisierung“ (CGH, comprehensive genomic hybridisation), die es ermdglichte
numerische Unterschiede, Amplifikationen und Deletionen von
Chromosomenabschnitten zu untersuchen (10). Heute bedient sich die Zytogenetik
der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH), mit der die Untersuchung von
Interphase- und Metaphasekernen mdglich ist. Aufgrund der geringen Teilungsrate
ist die Analyse der Interphasekerne fur die CLL sehr bedeutend. Durch die FISH
Untersuchung konnten Déhner et al. 2000 genetische Veranderungen bei Uber 80%
von 268 untersuchten Patienten feststellen (48).

Die genetischen Anomalien koénnen den Krankheitsverlauf stark beeinflussen,
entweder in Richtung eines positiven Verlaufs (13g- oder mutiertes IgVH) oder
negativ (17p- oder 11g-) (191). Die haufigsten Anomalien, die im Zusammenhang mit

CLL auftreten, sind Deletionen an den Chromosomen 13, 11, 6 und 17 sowie die
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Trisomie 12 (48). Neben den bestimmten Einzelveranderungen ist die Prognose bei
Patienten am schlechtesten, die einen komplex aberranten Karyotyp mit mehr als 3
Einzelveranderungen aufweisen (74).

Die Deletion des Chromosoms 13q (13q14) ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 55%
die haufigste genetische Anomalie der CLL. Bei dieser Mutation ist das
Tumorsupressorgen Rb1 betroffen (47). Mutieren beide Allele, entwickeln betroffene
Patienten einen Tumor der Netzhaut, das Retinoblastom. Die Prognose mit einer 13q
Deletion ist mit einer mittleren Uberlebensrate von 133 Monaten sogar besser als mit
einem normalen Karyotyp, der mit 111 Monaten angegeben wird (48).

Die zweithaufigste Anomalie ist die 11q Deletion (11923), die mit einer Haufigkeit von
18% angefuhrt wird. Die Deletion betrifft das ATM-Gen (Ataxia Telangiectasia
Mutated). Das ATM Protein ist verantwortlich fur die Uberwachung von DNA-
Schaden, insbesondere von Doppelstrangbrichen. Eine Veranderung, die beide
Allele betrifft, kann zu einem Funktionsverlust und zu einer Resistenz gegenuber
Chemotherapeutika fiihren (162, 165). Die mittlere Uberlebensrate bei einer 11q
Deletion betragt im Schnitt 79 Monate (48).

Mit 16% Wahrscheinlichkeit ist die Trisomie 12q die dritthaufigste Anomalie der CLL.
Sie birgt ein mittleres Risiko und eine mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit von 114
Monaten, 3 Monate mehr als ein unmutierter Karyotyp aufweist (48).

Eine sehr schlechte Prognose wird durch eine Deletion von 17p verursacht, die mit
7% Wahrscheinlichkeit auftritt und eine mittlere Uberlebensrate von nur 32 Monaten
aufweist. In diesem Fall ist das Tumorsupressorgen TP53 betroffen. Das Gen codiert
fur das Protein p53, das als Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle fur
Zellfunktionen spielt, wie zum Beispiel Induktion der Apoptose und Kontrolle des
Zellzyklus. Neben der geringen Uberlebensrate tritt haufig eine Resistenz gegen
Chemotherapeutika auf (46, 71, 174).

Das Chromosom 6q ist in 6% der Falle deletiert. Diese Deletion hat eine leicht
geringere Uberlebensrate als ein normaler Karyotyp zur Folge (48). Patienten mit
einer 6g Deletion weisen klinisch haufig eine hohe Anzahl an weil3en Blutkdrperchen
und eine ausgepragtere Lymphadenopatie auf. Der haufigste Subtyp ist die Deletion
an 6921, die durch eine grolRere Tumormasse charakterisiert ist, aber keine

veranderte Uberlebensrate zeigt (166).
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Abbildung 2: FISH-Analyse einer Patienten mit 17p-Deletion

Die Abbildung zeigt das FISH-Bild eines Patienten mit der Deletion des Chromosoms 17p.
Der griine Punkt markiert das Kontrollsignal am Zentromer des Chromosoms 17. Das rote
Signal kennzeichnet den Chromosomenabschnitt 17p13, auf dem das Tumorsuprressor-Gen
TP53 liegt. Das normale Bild zeigt jeweils ein rotes neben einem grinen Signal. In der
Abbildung ist das Signal 1R2G (1 rot, 2 griin) zu sehen, ein rotes Signal fehlt und markiert
die Deletion an der Stelle 17p13. (Abbildung: Labor fir molekulare Hamatologie und
Onkologie, Universitatsklinikum Koln)

1.1.6 Therapie der chronischen lymphatischen Leukamie

Die Heterogenitat des Krankheitsverlaufes ist ein erschwerender Punkt in der
Therapie der CLL. Die Entwicklung der Stadieneinteilung nach Rai und Binet in
Kombinationen mit der Vielzahl an mdglichen Prognosefaktoren erleichtert dabei die
Therapieauswahl. Die Auswahl der Therapie richtet sich nach verschiedenen
Gesichtspunkten, wie dem Patientenzustand (gemessen an der physischen
Konstitution und eventuellen Begleiterkrankungen), dem individuell prognostizierten
Risiko gemessen am genetischen Profil, oder weiteren Prognosefaktoren und dem
Krankheitsstadium gemaf Rai und Binet.

Die Behandlung von Patienten lasst sich grob in 3 Gruppen unterteilen: 1. Flr
asymptomatische Patienten (Binet A/B, Rai 0-11) gilt die ,watch and wait* Strategie,
da die Behandlung in frGhen Stadien keine signifikante Lebensverlangerung

bedeutet. 2. Patienten in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium (Binet C/D, Rai

11
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[1I/1V) werden mit einer Chemotherapie behandelt, die aus einer Einzelsubstanz oder
aus einer Kombination aus mehreren Chemotherapeutika besteht. 3. Fur Patienten
mit einer stark ausgepragten CLL Erkrankung oder Hochrisikopatienten besteht
neben der kombinierten Chemotherapie die Mdglichkeit des Einsatzes von neuen

Chemotherapeutika und/oder einer Stammzelltransplantation (79, 81).

Zytostatische Therapie

1.1.6.1 Alkylantien

Chlorambucil

Lange Zeit war Chlorambucil der Goldstandard in der Therapie der CLL. Die
Substanz ist oral applizierbar, wegen der geringen Toxizitadt besonders fur altere
Patienten eine gute Therapieoption und im Vergleich zu anderen Substanzen
kostengunstig. Aufgrund der niedrigen vollstdndigen Remissionsraten der
Chlorambucil-Monotherapie wird sie allerdings nicht mehr fur junge oder korperlich
fitte Patienten eingesetzt (79). Das Ansprechen auf CLL liegt bei unbehandelten
Patienten bei Uber 80%, bei behandelten Patienten zwischen 12-57%. Der
Mechanismus ist nicht vollstandig aufgeklart. Die Vernetzung der DNS scheint neben
der Aktivitat an RNS und Proteinen die wichtigste Eigenschaft im Bezug auf CLL zu
sein. Allerdings fuhren haufig eine erhdhte Metabolisierungsrate, die DNS-
Reparatursysteme und Detoxifikation durch erhodhte Glutathionwerte zu einer

Resistenz gegen Chlorambucil (7).

Cyclophosphamid

Cyclophosphamid ist ein intravends oder oral applizierbarer Arzneistoff, der in seiner
Wirksamkeit mit Chlorambucil vergleichbar ist. Oftmals ist er ein Ersatz bei Patienten,
die eine Therapie mit Chlorambucil nicht vertragen. Es tritt sehr haufig Haarausfall
auf, auf der anderen Seite ist der Wirkstoff aber weniger myelosuppressiv als
Chlorambucil. Er kann als Einzelsubstanz verabreicht werden, wobei sich der Einsatz

heute meist auf eine Kombinationstherapie beschrankt (142).
Bendamustin

Ein jungerer Wirkstoff ist Bendamustin, welcher chemisch gesehen ein Stickstoff-Lost

Derivat darstellt und 2010 flr den europaischen Markt freigegeben wurde. In Studien
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war Bendamustin Chlorambucil bezogen auf die Gesamtansprechraten und das

progressionsfreie Intervall Uberlegen (67%/22 Monate gegen 30%/8 Monate) (79).

1.1.6.2 Purinanaloga

Fludarabin

Fludarabin gehort zu den am besten untersuchten Purinanaloga in der Behandlung
der CLL (64). Es hemmt sowohl die DNS-Polymerase als auch die Ribonukleotid-
Reduktase und fuhrt dadurch zur Apoptose der malignen Zellen. In einer Studie mit
500 Patienten war Fludarabin Chlorambucil in der Gesamtansprechrate und den
progressionsfreien Intervall Uberlegen (63%/25 Monate gegen 37%/20 Monate).
Fludarabin ist gut vertraglich, Nebenwirkungen sind haufig hamatologischer und
immunologischer Art (21). Fludarabin wird oft als Kombinationstherapie mit einem
Alkylanz oder einem monoklonalen Antikdrper angewendet und ist weiterhin bei

therapierefraktaren Patienten wirksam (54).

Cladribin

Cladribin ist strukturell sehr ahnlich zu Fludarabin und Pentostatin und teilt dieselben
Wirkmechanismen. Allerdings ist die Substanz nicht so gut untersucht wie
Fludarabin. Im Vergleich zu Alkylantien hat Cladribin bessere Ansprechraten. Als
Einzeltherapie ist die Wirkung von Cladribin bei therapienaiven Patienten am besten.

In der Praxis wird es haufig als Kombinationstherapie verabreicht (81, 94, 146).

Pentostatin

Obwohl der Wirkmechanismus nicht vollstandig aufgeklart ist, wirkt Pentostatin als
Inhibitor der Adenosin-Deaminase. Diese ist verantwortlich fur die Desaminierung
von Desoxyadenosin (dAdo) und Adenosin (Ado) zu Desoxyinosin und Inosin. Durch
die Inhibierung steigen intrazellular die Spiegel von Desoxyadenosintriphosphat
(dATP) an. Aufgrund der Dysbalance an Desoxynukleotidtriphosphaten treten
vermehrt DNS Einzelstrangbriche auf, deren Reparatur verhindert wird. Als Folge

wird Uber p53 die Apoptose eingeleitet (94).
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1.1.6.3 Monoklonale Antikorper

Rituximab

Rituximab ist ein monoklonaler und chimarer Mensch-Maus Antikdrper, der
spezifisch an das Epitop CD20 bindet. CD20 ist ein Glykoprotein, welches nur auf
Vorlaufer B-Zellen und auf reifen B-Zellen zu finden ist. CLL Zellen exprimieren meist
weniger CD20 als normale B-Zellen oder B-Zellen eines follikularen Lymphoms.
Rituximab kann seine Wirksamkeit durch verschiedene Mechanismen entfalten, wie
durch direkte Induktion von Apoptose oder Antikérper-/Komplementsystem-
vermittelte Zytotoxizitat. Die Einzeltherapie mit Rituximab hat eine geringe bis
mittlere Wirksamkeit und muss bei der CLL in sehr hohen Dosen erfolgen. Um die
Wirksamkeit zu erhdhen wird Rituximab meist in Kombination mit Fludarabin (FR)
oder Fludarabin und Cyclophosphamid (FCR) verabreicht. Die haufigsten
Nebenwirkungen sind Fieber, Hautausschlag und Schuttelfrost. Daher erfolgt haufig
eine Pramedikation mit Paracetamol und Antihistaminika, um die Nebenwirkungen
abzumildern. (81, 93, 167)

Ofatumumab

Ein neuerer CD20-Antikorper ist Ofatumumab. Er ist ein monoklonaler humanisierter
Typ 1 CD20 Antikérper und wird eingesetzt fur die Behandlung von Patienten, die
gegenuber Alemtuzumab und Fludarabin therapierefraktar sind. Ofatumumab zeigt
eine hohere Komplementsystem-vermittelte Wirkung im Vergleich zu Rituximab. Zu
den haufigsten Nebenwirkungen zahlen unter anderem Neutropenie,
Lungenentziindung, Husten, Durchfall, Anamie, Ubelkeit, Bronchitis, Fieber und
Infektionen der oberen Atemwege. Reaktionen auf die Infusion treten bei 44%
wahrend der ersten Behandlung mit 300 mg auf und bei 29% wahrend der zweiten
Behandlung mit 2000 mg (81, 93, 110).

Alemtuzumab

Alemtuzumab (fruher Campath-1H) ist ein humanisierter IgG1-Antikdrper, der gegen
das Oberflachenantigen CD52 gerichtet ist. CD52 wird auf B- und T-Zell Lymphomen
exprimiert. Bei der Monotherapie mit Alemtuzumab werden Ansprechraten von 33-
53% erreicht. Die mittlere Ansprechdauer liegt bei 8.7 bis 15.4 Monaten bei
Patienten, die Dbereits ein ausgepragtes Krankheitsbild aufwiesen, eine

Vorbehandlung mit alkylierenden Arzneistoffen erhalten haben oder sich
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therapierefraktar gegenuber einer Fludarabin-Behandlung zeigten. Dartber hinaus ist
Alemtuzumab eine effektive Therapieoption fur Patienten, die eine Deletion auf
Chromosom 11 oder 17 oder eine Mutation von TP53 aufweisen. Als
schwerwiegende Nebenwirkung kann es zu einer Immunsuppression kommen, die
im weiteren Verlauf zu akuten Infektionen fihren kann (79, 81). Mitte 2012 hat die
Vertreiberfirma fur den europaischen Markt trotz guter Wirksamkeit die
Marktzulassung zurlckgegeben. Zugelassen ist es in Zukunft nur noch fur MS

(Multiple Sklerose) und damit nur noch als Off-Label-Use verfugbar (56).

1.1.6.4 Stammzelltransplantation

Mit Hilfe der hamatopoetischen Stammzelltransplantation (HSZT) ist es mdglich,
Patienten mit Knochenmarks- oder Immundefekten gesunde Stammzellen eines
Spenders zu applizieren, um die physiologische Funktion des Knochenmarks
wiederherzustellen. Dabei sind zwei Arten von Transplantationen mdglich: Sind
Spender und Empfanger zwei Personen, spricht man von einer allogenen
Transplantation, werden dem Spender die eigenen Stammzellen transplantiert
spricht man von einer autologen Transplantation. Als Vorbehandlung fur eine
Stammzelltransplantation werden die kdrpereigenen hamatopoetischen Stammzellen
durch eine Chemotherapie oder Bestrahlung zerstort. Danach werden die gesunden
Stammzellen appliziert, um sich im Knochenmark anzusiedeln.

Bei der CLL gilt die autologe Stammzelltransplantation als einzige potentiell kurative
Therapie fur Hochrisiko- und therapierefraktare Patienten, obwohl sie sonst keine

besseren Ergebnisse als eine Chemotherapie aufweist (52, 70).

1.1.6.5 Neue Therapieansatze

Neue und verbesserte Wirkstoffe und eine Behandlungsstrategie mit einer
Kombination aus synergistischen Therapeutika haben die Behandlungsmaoglichkeiten
im Laufe der letzten Jahre stark verbessert. Trotz verlangerter Zeitabstande zu
einem Rezidiv und besseren Remissionsraten bleibt die CLL aber weiterhin eine
unheilbare und teils sehr schwer behandelbare Erkrankung. Fur eine zuklnftige
verbesserte medikamentdése Therapie der CLL sind Wirkstoffe mit diversen
Angriffspunkten in  Erprobung. Obinutuzumab (GA101) stellt einen neuen
monoklonalen, humanisierten CD20 Antikorper der 2. Generation dar, der durch das

sogenannte Glykoengeneering optimiert wurde. Mit Idealisib (CAL-101) befindet sich
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ein neuer Kinase-Inhibitor in der klinischen Prifung, der oral verfugbar ist und durch
Inhibierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase Apoptose in CLL-Zellen induziert.
Ibrutinib, ebenfalls ein Kinase-Inhibitor, ist ein oral verfugbarer Inhibitor von BTK
(Bruton Tyrosin Kinase). Durch die Inhibierung von BTK werden daraufhin die
Aktivierung von uberlebensfordernden Signalkaskaden wie NF-xB oder die MAP-
Kinase Uber Src gehemmt. Uber diesen Weg kann Ibrutinib Apoptose in CLL-Zellen
induzieren und zeigt sich in ersten Untersuchungen signifikant wirksam bei
rezidivierenden oder therapierefraktaren Fallen. Die Bcl-2-Inhibitoren ABT-263 und
ABT-199 sind ebenfalls oral verfugbar und kénnen diverse Mitglieder der Bcl-Familie
inhibieren, die normalerweise die Apoptose hemmen. ABT-263 flhrte in ersten
Untersuchungen zu teils schwerwiegenden Thrombozytopenien, sodass mit ABT-199
ein jungerer Wirkstoff mit besserem Nebenwirkungsprofil entwickelt wurde. Zu den
immunmodulatorischen Wirkstoffen zahlt Lenalidomid, ein struktureller Abkémmling
des Thalidomids. Lenalidomid ist zu Behandlung des Multiplen Myeloms zugelassen,
zeigt sich aber ebenfalls gut wirksam bei Hochrisiko-Patienten mit CLL.

Eine weitere Substanzklasse stellen die CDK-Inhibitoren (Cyclin-abhangige Kinase)
dar. Durch Inhibition der CDK wird die Expression kurzlebiger Proteine, unter
anderem antiapoptotischer Proteine, erniedrigt. Vertreter dieser Substanzklasse sind
Dinaciclib (SCH727965) und Flavopiridol (HMR-1275), die sich derzeit in klinischen
Studien befinden und bislang eine gute Wirkung auf CLL-Zellen aufweisen (42, 79,
82).

1.1.7 Apoptoseresistenz

Der Apoptose-Signalweg ist ein essentieller Prozess fur alle Zellen des menschlichen
Korpers. Er reguliert den geordneten Zelltod und ist verantwortlich fur die
genomische Stabilitat. Viele einzelne Zellsignale kdnnen die Apoptose beeinflussen,
unter anderem Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine oder Toxine. In CLL-Zellen
ist der Apoptose-Signalweg jedoch gestort. Die CLL-Zellen kdnnen der Apoptose
entgehen und ihr Uberleben pathologisch verlangern. Der genaue Mechanismus der
Apoptoseresistenz ist bis heute nicht vollstandig geklart. (9, 101).

CLL-Zellen haben nur eine mafig erhohte mitotische Aktivitat. Die Zellen im
peripheren Blut ruhen groftenteils in der GO-Phase oder zu einem kleinen Teil in der
G1-Phase des Zellzyklus (129). Fur die veranderte Apoptosefunktion kdnnen

mehrere Faktoren verantwortlich sein.
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Ein mdglicher Faktor ist das Protein p53 bzw. das Gen TP53, ein wichtiger Teil des
apoptotischen Systems, welches bei 7% der Patienten deletiert und/oder mutiert ist
(vgl. 1.1.5.2). Eine Mutation von TP53 fuhrt zu einem aggressiven Krankheitsverlauf
in Kombination mit einer schlechten Prognose und haufig zu einer Resistenz gegen
Chemotherapeutika. Eine TP53-Mutation oder eine 17p-Deletion ist mit einer
Haufigkeit von 25-50% fur therapierefraktare Falle verantwortlich (181, 190).
Ebenfalls sind einige anti-apoptotische Proteine in CLL-Zellen stark exprimiert. Ein
Beispiel ist das Protein Bcl-2, welches die Freisetzung von Zytochrom C aus den
Mitochondrien und dadurch die Einleitung der Apoptose hemmen kann (132, 156).
Die Expression eines weiteren Proteins der Bcl-Familie, des ebenfalls anti-
apoptotischen Proteins Mcl-1, korreliert stark mit dem Fehlschlagen einer
vollstandigen Remission (101).

Aus der Familie der die Apoptose verhindernden Proteine (IAP, Inhibitors of
Apoptosis) ist das Protein XIAP in der CLL Uberexprimiert. XIAP kann direkt in den
Caspase-Signalweg Uber eine Hemmung von PARP eingreifen (20, 43, 157).

Neben den beschriebenen Einflissen auf die Apoptose in den CLL-Zellen kdnnen
weitere Signalwege, wie der WNT Signalweg, der NFkB Signalweg oder die MAP-

Kinase-Kaskade eine Rolle spielen (28, 134).

1.2 Der WNT Signalweg

Der WNT Signalweg umfasst eine Familie von 19 Molekllen, die sogenannten
WNTs, die unter Saugetieren hochkonserviert und unter physiologischen
Bedingungen fur eine Vielzahl an Funktionen verantwortlich sind. Die grofite Rolle
spielt der Signalweg in der embryonalen Entwicklung, in der er Prozesse wie zum
Beispiel Zellproliferation, Zellmigration oder die Achsenformung reguliert (22). In
adulten Zellen ist der Signalweg meist vollkommen abgeschaltet. Die Entdeckung
des WNT Signalweges geht auf Nusse und Vamus zuruck, die 1982 ein neues
murines Onkogen entdeckten, das sie int1 (integration 1) nannten. Das Protein und
seine Bedeutung wurden in weiterfUhrenden Arbeiten an Drosophila melanogaster
genauer erforscht. In Drosophila melanogaster war int1 fur die Segmentpolaritat
wahrend der embryonalen Entwicklung verantwortlich. Aus einer Mutante dieses
Genbereiches gingen Individuen ohne Flugel hervor, die in der Konsequenz als
.wingless* bezechnet wurden. Die Namensgebung wurde dahin verandert, dass int in

WNT (Wingless-related integration site)-Gene umbenannt wurden, was ebenfalls die
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Proteine betraf (128, 145). Drei Arten des WNT Signalweges wurden bisher
identifiziert: der kanonische WNT Signalweg, der WNT/Ca?*- und der Planare Zell-
Polaritats-Signalweg (WNT/PCP). Die klassischen WNT Molekile (WNT 1, 3a, 8 und
8b) aktivieren den Signalweg durch die kanonische WNT Kaskade, wahrend die
nicht-klassischen WNT Molekule (WNT 4, 5 und 11) die Kaskade durch Aktivierung
der nicht-kanonischen Signalwege (WNT/Ca** und WNT/PCP) starten. Der
klassische kanonischen WNT Signalweg ist ein wichtiger Bestandteil in der
Embryogenese und Entwicklung von hamatopoetischen Stammzellen und auf
diesem Gebiet sehr gut erforscht (23, 97, 128, 143).

1.2.1 Der WNT/PCP Signalweg und der WNT/Ca** Signalweg

Der WNT/PCP Signalweg wird durch Bindung von WNT-Proteinen an den Frizzled-
Rezeptor aktiviert, der weitergehend das Protein Dishevelled (Dvl) rekrutiert und an
die Plasmamembran anlagert. Ausgehend von Dishevelled kann die Kaskade Uber
die GTPasen Rho oder Rac weiterlaufen. Rho kann Uber die Rho-kinase ROCK das
Zytoskelett beeinflussen, wahrend Rac uber die MAP-Kinase JNK und im weiteren
Verlauf im Nukleus Uber den Transkriptionsfaktor c-Jun die Transkription von Genen
reguliert (97, 177) (siehe Abb. 3).

Der WNT/Ca®* Signalweg wird ebenfalls durch die Anwesenheit von WNT-Proteinen
initiiert. Die WNT-Proteine binden an den Frizzled-Rezeptor, wodurch Uber eine
Rekrutierung von Dishevelled die Phospholipase C (PLC) aktiviert wird. Aktivierung
der Phospholipase C fuhrt zur Produktion der Second-Messenger Inositoltriphosphat
(IP3) und Diacylglycerol (DAG) durch Hydrolyse von Membran-Phospholipiden. DAG
und IP3 konnen, teilweise Uber die Freisetzung Calcium-lonen am
endoplasmatischen Retikulum, die Protein Kinase C (PKC) aktivieren, welche fur die
Regulation von Zellfunktionen wie Apoptose, Motilitat oder Differenzierung
verantwortlich ist (97, 106) (s. Abb. 3).
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Abbildung 3: Der WNT/PCP Signalweg und der WNT/ Ca* Signalweg

Eigene Abbildung modifiziert nach Khan et al. 2006 unter Verwendung von motifolio®
Vorlagen.

1.2.2 Die kanonische WNT/B-Catenin Signalkaskade

Von den drei verschiedenen WNT-Signalkaskaden ist der kanonische Signalweg am
besten untersucht. Den Mittelpunkt der kanonischen WNT-Signalkaskade bildet das
Protein p-Catenin. In Abwesenheit von WNT-Proteinen steht der Abbau von f-
Catenin im Zytoplasma im Vordergrund. Der Frizzled-Rezeptor durchzieht die
Zellmembran mit sieben Transmembran-Domanen und verbindet den extrazellularen
Raum mit dem Zytoplasma. Ebenfalls in der Zellmembran liegt der Korezeptor LRP
5/6 (lipoprotein receptor related protein 5/6), der im inaktiven Zustand nicht an den
Frizzled-Rezeptor gebunden ist. LRP 5/6 kann zusatzlich in seiner Funktion durch
Bindung von DKK1 (Dickkopf-related protein 1) an den Korezeptor inhibiert werden
(116). Im Zytoplasma formt sich ein Multiproteinkomplex, der so genannte
Destruktions-Komplex, welcher sich aus mehreren Proteinen mit verschiedenen
Funktionen zusammensetzt. Das Protein Axin fungiert als Gerustbildner. Daran
gebunden werden die Kinase GSK3p (Glykogen Synthase Kinase 3p3) und APC
(Adenomatous-poliposis-coli Protein). Uber den Destruktionskomplex wird freies p-
Catenin aus dem Zytoplasma Uber einen dualen Kinasemechanismus durch die

Hilfskinase CKla (Casein Kinase 1a) zuerst an Ser45 und dann durch GSK3f an

19



1 Einleitung

Ser33, Ser37 und Thr41 phosphoryliert. Die Phosphorylierung initiiert die
Ubiquitinierung und dadurch den Abbau in Proteasomen (1).

In Anwesenheit von WNT-Proteinen kdonnen die LRP5/6 Korezeptoren an den
Frizzled-Rezeptor binden. Die Bildung des WNT/FZD/LRP-Komplexes aktiviert so
das Dishevelled Protein. Dishevelled initiiert eine Phosphorylierung von LRP5/6
durch CKI und GSK3p. Diese Phosphorylierung bildet eine Bindestelle fur Axin. Es
kommt im weiteren Verlauf zu einer Bindung des Destruktionskomplexes an den
Rezeptor, womit die Abbaufunktion des Komplexes verhindert wird (188, 189). Freies
B-Catenin kann im Zytoplasma akkumulieren und wird in den Nukleus transportiert.
Im Nukleus initiiert p-Catenin mit den Transkriptionsfaktoren LEF-1 (lymphoid
enhancer-binding factor-1) und den TCFs (T-cell specific transcription factors) die
Transkription von WNT-spezifischen Zielgenen, die z.B. an der Proliferation oder
Differenzierung beteiligt sind (33, 97, 144).

Neben ihrer Funktion als Transkriptionsfaktoren in Kombination mit f-Catenin kénnen
die LEF- und TCF-Proteine als Korepressoren fungieren. Dazu binden sie an die
Transkriptions-Korepressoren Groucho und TLE (transducin-like enhancer of split
proteins). Diese Proteine konnen selbst nicht mit der DNS interagieren, sondern
brauchen fur ihre Wirkungsentfaltung andere Proteine mit Bindungsfunktion. Die
Gro/TLE Familie ist fur eine Reihe von entwicklungsphysiologischen Funktionen
verantwortlich (27). Die Funktion der Korepression ist nicht genau bekannt, aber sie
scheint, ebenso wie die Aktivierung mit g-Catenin, mit dem Acetylierungsstatus von
Histonen und der damit verbundenen Histon-Deacetylase Aktivitat in Verbindung zu
stehen (2, 13) (s. Abb. 4).
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Abbildung 4: Die WNT/B-Catenin Signalkaskade

Eigene Abbildung modifiziert nach Khan et al. 2006 und Cadigan 2008 unter Verwendung
von motifolio® Vorlagen.

1.2.3 Der WNT-Signalweg in der Entstehung von Neoplasien

Betrachtet man die verschiedenen essentiellen Funktionen des WNT-Signalwegs in
Bezug auf Entwicklungsprozesse wahrend der Zellentwicklung und der Homdostase
in adulten Zellen, ist eine Rolle in der Entstehung von Neoplasien naheliegend. Einen
ersten Hinweis fanden Rubinfeld et al. 1997 mit einer Stabilisation von p-catenin
durch einen genetischen Defekt in einer Melanom-Zelllinie (150). Im Laufe der Zeit
wurden Veranderungen von f-Catenin fur Ovarial-, Hepatozellulare- und
Magenkarzinome beschrieben. Heute sind verschiedene Teile des WNT-
Signalweges fur ihre Beteiligungen an der Entstehung von malignen Erkrankungen
bekannt. Eine sehr gut erforschte Beteiligung des WNT-Signalweges ist bei der
Entstehung von soliden Tumoren uber das Protein APC beschrieben. Bei der
autosomal dominant vererbten Erkrankung FAP (Familiare adenomatdse Polyposis)
treten in Uber 80% der Falle somatische Mutationen im APC-Gen auf, die in der
Entstehung eines meist unvollstandigen und nicht funktionalen Proteins munden
kénnen. Pathophysiologisch entwickeln die Erkrankten einen massiven Befall von
Polypen im Dickdarm, die unbehandelt fast immer die Entwicklung eines

Kolonkarzinoms zur Folge haben (58).
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AulRer APC sind Axin, LEF-1, LRP5/6 oder TCF in der Entstehung von Neoplasien
beschrieben. Veranderungen des Korezeptors LRP5/6 treten im Zusammenhang mit
Tumoren der Schilddrise, aber auch bei nicht malignen Erkrankungen auf, wie zum
Beispiel Koronarerkrankungen oder Osteoporose. Mutationen mit Funktionsverlust
von Axin sind fur hepatozellularen Karzinomen beschrieben (33, 135).

Dartber hinaus scheint der WNT-Signalweg eine Rolle in der Entstehung von
Leukamien zu spielen. Sowohl bei leukamische Erkrankungen des lymphatischen als
auch des myeloischen Systems gibt es Hinweise auf eine Beteiligung verschiedener
Teile des WNT-Signalweges. Beim Krankheitsbild der akuten lymphatischen
Leukamie (ALL) konnte gezeigt werden, dass die Expression von LEF1 einen
Einfluss auf die Krankheitsprognose und das Therapieansprechen hat (107). Ebenso
wurden flr das myeloische Krankheitsbild, die akute myeloische Leukamie (AML),
variierende Expressionen von f-Catenin beschrieben, die mit der Uberlebensdauer
und der Ruckfallwahrscheinlichkeit korrelieren (187). Patienten mit Multiplen Myelom
(MM) zeigen haufig eine hohe Expression des Proteins DKK1, das innerhalb des
WNT-Signalweges als Inhibitor des Korezeptors LRP5/6 fungiert. DKK1 inhibiert bei
Patienten die Differenzierung Osteoblasten und wird mit Knochenauflésung innerhalb

der Erkrankung in Verbindung gebracht (170).

1.2.4 Die Rolle des kanonischen WNT-Signalweges in der CLL

Neben verschiedenen anderen hamatologischen Erkrankungen wurde ebenfalls in
der CLL eine Veranderung der WNT/p-Catenin Signalkaskade gezeigt. 2003 konnte
die Arbeitgruppe von Lu et al. zeigen, dass die Expressionslevel verschiedener
WNT-Proteine (WNT3, 5b, 6,10a, 14 und 16) und des Frizzled-Rezeptors 3 (Fzd3) in
CLL-Zellen im Vergleich zu gesunden B-Zellen und PBMCs stark erhoht waren.
Durch Beeinflussung der Signalkaskade mit spezifischen Wirkstoffen konnte ein
Zusammenhang zwischen dem WNT-Signalweg und dem Uberleben der CLL Zellen
in vitro demonstriert werden. Durch Hemmung der Kinase GSK3p mit dem Inhibitor
SB-216763 und den daraus folgenden Funktionsverlust des Destruktionskomplexes
zeigte sich eine Induktion von p-Catenin, die mit einer erhdhten Uberlebensrate der
CLL Zellen verknUpft war. Darlber hinaus wurde Uber eine Inhibition der WNT/{-
Catenin Kaskade mit dem nichtsteroidalen Antirheumatikum (NSAR) R-Etodolac die
Apoptose in den CLL-Zellen ausgeldst. Eine spatere Arbeit zeigt die Herabregulation

von WNT-Zielgenen in CLL-Zellen durch das Diuretikum Ethacrynsdure. Dieses
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fungiert als WNT-Inhibitor und bindet LEF-1. In der Folge wird Uber diese Bindung
der LEF-1/p-Catenin-Komplex destabilisiert und die Expression von WNT-Zielgenen
herunterreguliert. Diese Untersuchungen legen nahe, dass durch die Beeinflussung
der WNT/pB-Catenin-Kaskade neue Therapieansatze fur die Behandlung der CLL
moglich sind (113, 114).

Im weiteren Verlauf konnten Lu et al. zeigen, dass der Transkriptionsfaktor LEF-1
und in der Konsequenz das Zielgen Cyclin D1 (iberexprimiert sind (114). Ahnliche
Ergebnisse wurden von zwei anderen Arbeitsgruppen belegt. Erdfelder et al. konnten
zeigen, dass zum einen LEF-1 in CLL-Zellen Uberexprimiert wird und dass zum
anderen die LEF-1 Expression eng mit dem Vorhandensein von ZAP-70, hohen
Lymphozytenzahlen im peripharen Blut und der Prognose korrelieren (55).

Die Arbeitsgruppe um Gutierrez et al. zeigte ebenfalls die Uberexpression von LEF-1
in CLL. Sowohl in mutierten als auch in unmutierten Proben von CLL-Zellen zeigte
sich eine erhdhte Aktivitat des WNT-Signalweges gegenuber gesunden B-Zellen
(73).

In einigen Fallen zeigen CLL-Zellen ein Problem bei der Inhibierung der Ko-
Rezeptors LRP6 durch das DKK1-Protein. Obwohl die CLL-Zellen erhohte
Expression von DKK1 in vivo aufweisen, scheint die Anwesenheit von hohen
Mengen an DKK1 den WNT-Signalweg bei CLL-Zellen in vitro nicht zu hemmen, was
auf eine Veranderung der Bindestelle am Korezeptor oder am Ligand DKK1
hindeuten konnte (59).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass CLL-Zellen durch eine erhohte
Expression verschiedener WNT-Proteine und spezifischer Zielgene charakterisiert
sind. Durch Veranderungen einzelner Komponenten zeigt sich eine madgliche
Beeinflussung der Zellentwicklung in Richtung Uberleben oder Apoptose. Durch
diesen direkten Einfluss ist der WNT-Signalweg ein potentielles Ziel fur die

Entwicklung neuer Wirkstoffe.

1.3 Die Wirkstoffe QS11, Pyrvinium pamoat, XAV939, JSK, Trichostatin A und
SAHA
QS11
Die Substanz QS11 wirkt Uber eine Inhibition von ARFGAP1 (GTPase activating
protein of ADP-ribosylation factor 1), wobei der Mechanismus nur teilweise aufgeklart
ist. Die Proteinfamilie der ARFGAPs reguliert die ARF-Proteine (small GTPase ADP-
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ribosylation factors). Innerhalb der Klasse der Saugetiere existieren sechs
verschiedene ARFs, die fur zahlreiche biologische Prozesse verantwortlich sind,
unter anderem fur den Vesikel-Transport und die Organisation des Zytoskeletts.
ARFGAPs sind fur die Inaktivierung von ARF Uber eine Hydrolyse des gebundenen
GTPs verantwortlich. QS11 entfaltet seine Wirkung Uber die Inhibition von ARFGAP,
wodurch es zu einem Anstieg der Menge an aktiviertem ARF kommt und dadurch zur
Translokation von p-Catenin. Dadurch wirkt QS11 als WNT-Aktivator, die Wirkung ist
allerdings abhangig von der Anwesenheit von WNT Molekulen (193).

Abbildung 5: Die Struktur von QS11

((2S)-2-[2-(Indan-5-yloxy)-9-(1,1"-biphenyl-4-yl)methyl)-9H-purin-6-ylamino]-3-phenyl-propan-
1-ol)

Pyrvinium pamoat

Der Wirkstoff Pyrvinium pamoat ist ein zugelassener Arzneistoff aus der Gruppe der
Antihelmintika. Darlber hinaus ist er als starker Inhibitor des WNT-Signalweges
beschrieben. Wahrend in alteren Publikationen eine Aktivierung der Pra-Kinase CKla
als Wirkmechanismus beschrieben wurde, gibt es nach neueren Erkenntnissen keine
Pra-Kinase-Aktivierung, sondern eine Aktivierung der Kinase GSK3 und eine
Herabregulierung von Akt und der Proteinkinase B (PKB). Fiur den Wirkstoff sind
inhibierende Eigenschaften fur die Proliferation von Myeloma- und leukamischen
Zellen beschrieben (87, 178)
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Abbildung 6: Die Struktur von Pyrvinium pamoat

(6-(Dimethylamino)-2-[2-(2,5-dimethyl-1-phenyl-1H-pyrrol-3-yl)ethenyl]-1-methyl-4,4'-
methylenebis[3-hydroxy-2-naphthalenecarboxylate])

XAV939

XAV939 inhibiert die Enzyme Tankyrase 1 und 2. Die Tankyrasen sind eine innerhalb
von vielen Spezies evolutionar konservierter Proteinklassen. Sie sind physiologisch
an den menschlichen Telomeren lokalisiert und kdnnen an TRF1 (telomeric repeat
binding factor-1), einen negativen Regulator der Telomerlange, binden und diesen
beeinflussen. In Bezug auf den WNT-Signalweg konnte in HEK293 Zellen gezeigt
werden, dass XAV939 durch Inhibierung der Tankyrasen Axin stabilisieren kann und
zusatzlich die proapoptotischen Proteine der PARP-Familie hemmt, die eine Struktur
ahnlich den Tankyrasen aufweisen. In vitro wurde gezeigt, dass XAV939 das
Wachstum der DLD-1 Kolonkazinom-Zelllinie hemmen kann, die p-Catenin-abhangig
ist (88).

Abbildung 7: Die Struktur von XAV939
(3,5,7,8-Tetrahydro-2-[4-(trifluoromethyl)phenyl]-4H-thiopyrano[4,3-d]pyrimidin-4one)
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JSK

JSK ist ein Prodrug, welches als Stickstoffdonator fungiert. Stickstoffmonoxid (NO)
kann bei AML-Zellen das Zellwachstum hemmen und Apoptose induzieren. Es wird
in vivo im Tierversuch gut vertragen und als Prodrug wahrscheinlich mit Hilfe von
Glutathion/Glutathion-S-Transferase Uber einen Schwefel-abhangigen Mechanismus
aktiviert (159). In leukémischen Zelllinien zeigte JSK eine Reduktion von g-Catenin
und Cyclin D1 im Nukleus, wahrend die Spiegel im Zytoplasma unverandert blieben
(126).

SN |
|

0] 0]
Abbildung 8: Die Struktur von JSK

(02-(2,4-Dinitrophenyl) 1-[(4-ethoxycarbonyl)piperazin-1-yl]ldiazen-1-ium-1,2-diolate)

Trichostatin A

Trichostatin A (TSA) ist ein naturlich vorkommender Wirkstoff, der zuerst 1975 isoliert
und beschrieben wurde. Er wurde zu Beginn aus Streptomyces hygroscopius isoliert
und ist ein antifungizides Antibiotikum, welches gegen Trichophyten und eine andere
Pilzarten wirksam ist. Spater konnten Yoshida et al. zeigen, dass TSA als potenter
Inhibitor der Histondeacetylase in diversen Zelllinien fungiert. In Fibroblasten von
Ratten bewirkt TSA eine Zyklusarretierung in der G1- und G2-Phase. In
Brustkarzinomzellen zeigte TSA in vitro und eine starke antiproliferative Wirkung
durch eine Hyperacetylierung an Histon H4. Bei der Ratte als Tiermodell zeigt es bei
einem Versuch mit Mammakarzinomzellen sowohl gute Vertraglichkeit (zwischen
500ug/kg und 5mg/kg) als auch eine Effektivitat gegenuber den Karzinoma-Zellen
(173, 179, 185). In Kolonkarzinom-Zellen zeigte sich unter Behandlung mit
Trichostatin A eine starke Expression des Proteins DKK1, welches uber den

Korezeptor LRP5/6 regulierenden Einfluss auf den WNT-Signalweg ausubt (161).

26



1 Einleitung

-
NH

H,C CHs3 CHs3

SN

CHj3

Abbildung 9: Die Struktur von Trichostatin A

(TSA, [R-(E,E)]-7-[4-(Dimethylamino)phenyl]-N-hydroxy-4,6-dimethyl-7-ox0-2,4-
heptadienamide)

SAHA

SAHA (Suberoxylanilid-Hydroxamsaure) ist unter dem Wirkstoffnamen Vorinostat fur
die Behandlung des kutanen T-Zell Lymphoms (CTCL) zugelassen. SAHA ist
ebenfalls ein Histondeacetylase-Inhibitor (HDACIi), der oral verfugbar ist. Die
haufigsten Nebenwirkungen sind Thrombozytopenie, Durchfall, Ubelkeit, Midigkeit
und Geschmackstorungen. SAHA inhibiert die enzymatische Aktivitat der Klasse |
Histondeacetylasen (HDAC1, 2 und 3) und der Klasse Il (HDACG6) im nanomolaren
Bereich (IC50<86nm) (91).

O
NH
NH ~OH

@)
Abbildung 10: Die Struktur von SAHA

(Vorinostat, N-hydroxy-N'-phenyl-octanediamide)

1.4 Die HDACi der Hydroxamat-Familie

Die Gruppe der Histon-Deacetylase Inhibitoren (HDACI) lasst sich gemal der
chemischen Eigenschaften in insgesamt finf grof3e Gruppen einordnen. Zu diesen
Gruppen zahlen die kurzkettigen Fettsauren, die Hydroxamate, die Benzamide, die
zyklischen Tetrapeptide und die elektrophilen Ketone.

Trichostatin A gehort zu den Hydroxamaten, die chemisch gesehen aus drei Teilen
aufgebaut sind. Sie besitzen eine Deckel-Struktur (capping group), ein Kohlenstoff-
Verbindungsstick (carbon linker) und einen Metall-bindenden Teil (metal binding
moiety). Innerhalb der Hydroxamat-Gruppe ist bisher ein Arzneistoff zur Behandlung

am Menschen zugelassen. 2006 lie3 die amerikanische FDA (Food and Drug
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Administration) den Wirkstoff Vorinostat (chemische Abkurzung: SAHA) zur
Behandlung des kutanen T-Zell Lymhoms zu.

In der unten stehenden Abbildung 11 sind die strukturellen Gemeinsamkeiten von
drei Vertretern der Hydroxamat-Gruppe zu sehen. Neben Trichostatin A und
Vorinostat ist die Substanz Panobinostat zu sehen, die sich momentan in der
klinischen Phase Il zur Behandlung von kutanem T-Zell Lymphom und Hodgkin-

Lymphom befindet.

Capping group Carbon linker ~ Metal binding moiety
I\ 1 1
I VI I \
0 (o}
OH
Y
HyC. CHy  CH,
N
l
CH,

Trichostatin A

O
NH
NH “OH
o

SAHA (Vorinostat)
o
A N )’J\NH/OH

O L

Panobinostat

Abbildung 11: Strukturelle Ubersicht von Substanzen der Hydroxamat-Familie
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1.5 Hypothese und Zielsetzung der Arbeit

In den einleitenden Kapiteln dieser Arbeit wurde die Bedeutung des WNT-
Signalweges bei der Entstehung von verschieden Krankheiten, insbesondere der
hamatologischen Erkrankungen, beschrieben. Vieles deutet darauf hin, dass der
abnormen Aktivierung der WNT-Kaskade eine grof3e Bedeutung bei der Entstehung
der CLL zukommt. Daher befasst sich diese Arbeit mit der Bedeutung der einzelnen
Bestandteile fur den  WNT-Signalweg, ihrer Funktionalitdt, moglichen
Funktionsstérungen und der Suche nach neuen Zielstrukturen fur kommende
Wirkstoffentwicklungen.

Folgende Fragestellungen werden experimentell behandelt:

1. Sind die Gene der Proteine des Destruktionskomplexes, der
Transkripitionsfaktoren und des Hauptproteins p-Catenin intakt oder sind
Mutationen in der CLL vorhanden?

2. Ist es mdoglich, einzelne Proteine der Signalkaskade mit Wirkstoffen zu
beeinflussen und eine Funktionséanderung der CLL Zellen zu erreichen?

3. Sind einzelne Proteine spezifische Angriffspunkte fur eine maogliche
Wirkstoffentwicklung?

a. Ist es moglich, einen spezifischen WNT-Wirkstoff fur CLL Zellen ohne
Wirkung/Nebenwirkung auf andere Zelltypen oder gesunde Zellen zu
finden?

b. Wie funktioniert der Wirkmechanismus in CLL Zellen? Wie hoch ist die
Effektivitat, Selektivitdt und Toxizitat der Wirkstoffe gegenuber CLL

Zellen und gesunden Zellpopulationen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Gerate
Analysenwaage

Durchflusszytometer

Fotoentwickler

Gelelektrophorese

Netzgerat

Immunoblotsystem

Netzgerat

Light Cycler

Light Cycler Carousel Centrifuge 2.0

Luminometer

Mikroskop

PCR Thermocycler

Pipetten
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TE153S Sartorius, Goéttingen,

Deutschland
Kern 440-45, Albstadt, Deutschland

Beckmann Coulter Galios, Krefeld,
Deutschland

Curix 60, Agfa, Mortsel, Belgien
Hoefer HE33 Mini Horizontal
Submarine Unit, Holliston, USA
BioRad Power Pac 1000, Minchen,
Deutschland

Xcell Il Blot Module, Invitrogen,
Carlsbad, USA

peqPower 300V, Peqlab, Erlangen
Deutschland

LightCycler® 2.0 Instrument, Roche,
Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland

Beckmann Coulter Paradigm®

Detection Platform, Krefeld,

Deutschland

MicroLumatPlus, EG&G Berthold,
Bad Wildbad, Deutschland

Axiolab, Carl Zeiss, Goéttingen,

Deutschland

T3000, Analytik Jena, Jena,

Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Pipettus Pipettierhilfe

pH-Meter

Schiuttler

Sterilwerkbank

Wasseraufbereitung

Wasserbad

Zentrifugen

2.1.2 Verbrauchsmaterial
FACS Rohrchen

FACS Isoflow

FlowClean Cleaning Agent

Kryoréhrchen 1,5 ml

Leucosep® Zentrifugenrdhrchen

PCR Strips

PCR Sequencing Strips
Pipettenspitzen 1ul-1000 pl

PVDF-Membran Immobilion®

Hirschmann Laborgerate,
Eberstadt, Deutschland

pH Level 1, inoLab, Weilheim,

Deutschland
MTS4, Ika, Staufen, Deutschland
HLB 2448, Heraeus, Hanau,

Deutschland

Millipore Elix Advantage,

Merck, Darmstadt, Deutschland

GFL-1004, Gesellschaft flr Labor-
technik, Gro3burgwedel,

Deutschland

Biofuge pico, Heraeus, Hanau,

Deutschland

Biofuge fresco, Heraeus, Hanau,

Deutschland

Labofuge 400R pico, Heraeus,

Hanau, Deutschland

Sarstedt, NUmbrecht,

Deutschland

Beckmann Coulter, Krefeld,

Deutschland

Beckmann Coulter, Krefeld,

Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Greiner, Solingen, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hess,

Deutschland
Greiner, Solingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Millipore, Darmstadt, Deutschland
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Reagiergefalde 1,5 ml Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Rotilabo-Blottingpapiere 1,0 mm Carl Roth, Karlruhe, Deutschland

Sterile Plastikpipetten 5/10/25 ml Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm?, 175 cm? Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Zellkultur Multiwell-Platten Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

6-well, 12-well, 24-well, 96-well

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 mi Greiner, Solingen, Deutschland

2.1.3 Laborkits, Assays
Big Dye Termnator 3.1 sequencing kit Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

CellTiter-Glo® Luminescent cell viability Promega, Mannheim, Deutschland

assay

Caspase-Glo®-3/7 assay Promega, Mannheim, Deutschland

ExoSap-IT kit USB, Ohio, USA

Fast Start PCR Mastermix Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland

MACS B cell isolation kit Il Miltenyi, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

RNA Plus Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

RosetteSep B cell enrichment cocktail Stemcell Technologies, Kaln,

Deutschland

Vivaspin 500 Sartorius Stedim, Gaéttingen,
Deutschland

WNT pathway library Enzo Lifesciences, Lorrach,

Deutschland
2.1.4 Antikorper

Die Lagerung der Antikorper erfolgte gemaf der Herstelleranweisung bei 4°C oder

gefroren bei -20°C.
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2.1.4.1 Primarantikorper
Acetyl-Histon H4 (Lys12) #2591
B-actin #A5316

APC #1701-1

AXIN1 #2087

PARP #9542

2.1.4.2 Sekundarantikorper
Anti-rabbit IgG, HRP-linked #7074
HRP donkey anti-rabbit #406401
HRP goat anti-mouse #405306

2.1.4.3. Rekombinante Proteine
Annexin V-FITC

CellSignaling, Massachusetts, USA
Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland
Epitomics, Burlingame, USA

CellSignaling, Massachusetts, USA
CellSignaling, Massachusetts, USA

CellSignaling, Massachusetts, USA
Biolegend, London, England
Biolegend, London, England

eBioscience, Frankfurt, Deutschland

2.1.5 Chemikalien, Reagenzien, Puffer, Enzyme

7-AAD Lo6sung
Agarose

Annexin V Binding Buffer

Albumin Fraktion V (BSA)

Bendamustin

Complete mini® Tabletten

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Dulbecco’s PBS

dNTP Mix 10M

Ethanol

Ethidiumbromid
Fotales Kalberserum (FCS) Gold

Flow-Check Pro Fluorospheres

Biolegend, London, United Kingdom
Roth, Karlsruhe, Deutschland

BD Bioscience, Heidelberg,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Mundipharm, Limburg a.d. Lahn,
Deutschland

Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland
PAA, Cdlbe, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
PAA, Colbe, Deutschland

Beckmann Coulter, Krefeld,

Deutschland
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Fludarabin

GeneRuler 100kB

HEPES

Isopropanol

JSK

Kochsalzlésung (0.9%)
Lymphocyte® LSM 1077
Milchpulver

Mammalian Protein Extraction (M-PER)

Methanol

NuPAGE® Antioxidant

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)
NuPAGE® MES SDS Running Buffer (20x)
NuPAGE® Sample Reducing Agent (10x)
NuPAGE® Transfer Buffer (20x)

Oligo Hexamer dT

PBS-Tabletten

Penicillin/Streptomycin

Ponceau-Rot

PhosphoStop® Tabletten

Protein Standard Micro

Proteinstandard ,Leiter”

Pursept-A Express

Revert Aid Premium

RNAseH
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Actavis, Miunchen, Deutschland

Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland

Gibco, Carlsbad, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland
PAA, Cdlbe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fischer, Keicestershire,

United Kingdom

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Gibco, Carlsbad, USA

PAA, Cdlbe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche, Grenzach-Wyhlen,

Deutschland

Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland
Spectra BR Multicolor Broadrange
Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland

Merz, Frankfurt, Deutschland

Thermo Scientific, Schwerte,

Deutschland

Invitrogen, Carlsbad , USA
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Roti®-Block (10x)
Roti®-Free Stripping Buffer
Roti®-Nanoquant

RPMI 1640-Medium + L-Glutamin

RNA later

RT Buffer 5x

SAHA (Vorinostat)

Salzsaure (37%)

SuperSignal West Pico Chemoluminescent
Substrate

SuperSignal West Femto Chemoluminescent
Substrate

Sybr® Green PCR Mix

Trichostatin A
XAV939

2.1.6 Wirkstoffe

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA, Cdlbe, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Fermentas, Vilnius, Litauen

Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland

Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland

Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland
Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland

Die Wirkstoffe der WNT-Bibliothek wurden in DMSO zu einer Stammkonzentration
von 100 pM gelbst Die
Einzelwirkstoffe Trichostatin A, JSK, XAV939 und SAHA wurden ebenfalls in DMSO

geldst und aliquotiert. Die Wirkstoffe Bendamustin und Fludarabin lagen gel6st in

und zu gewilnschten Konzentrationen verdinnt.

Kochsalzlésung (0,9%) vor und wurden mit steriler Kochsalzldsung weiterverdinnt.

Alle Wirkstofflosungen wurden bei -20°C gelagert.

2.1.7 Zusammensetzung und Herstellung verwendeter Flissigkeiten
Kulturmedium:

10% (V/V) FCS, 1% Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10mg/ml) in RPMI-1640
Medium (Zubereitung unter sterilen Bedingungen und anschlielende Lagerung bei
4°C)

PBS: 1 Tablette auf 500 ml bidestilliertes Wasser (pH-Einstellung auf 7.4)

TBS: 6,05 g Tris (50 mM) und 8,76 g NaCl (150 mM) in 800 ml Wasser (pH-
Einstellung 7,5) mit 1 M HCI und auf 1 Liter mit Wasser auffullen

TBST: 1 ml Tween 20 in 1 Liter TBS Puffer I6sen

35



2 Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Aufarbeitung des Patientenmaterials:

2.2.1.2 Isolierung von CLL-Zellen

Alle Untersuchungen wurden gemaf der World Medical Association Declaration of
Helsinki (6th revision, Seoul, Southkorea, 2008) durchgefuhrt und sind durch die
Ethikkommission der Uniklinik Koln genehmigt (Genehmigung Nr. 11-319). Alle
Arbeitsschritte wurden steril mit Hilfe des Laminar-Airflow-Systems sowie sterilen
Reagenzien und Gefalken durchgefuhrt. Das Blut fur die Zellisolierung wurde als
Vollblut durch Venenpunktion gewonnen und nach der Entnahme durch die CLL
Biobank KoIln innerhalb von 24 h aufgearbeitet. Vor Arbeitsbeginn wurden die
Reagenzien auf 37°C im Wasserbad erwarmt. Die CLL-Zellen wurden mittels
Dichtegradienten-Zentrifugation separiert. Dafur wurde das Vollblut zunachst mit
RosetteSep® in einer Konzentration von 40 ul pro ml Vollblut versetzt und fir 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. RosetteSep® ist ein Antikorper Cocktail der
wahrend der Inkubation nicht gewunschte Blutbestandteile miteinander vernetzt und
sogenannte Immunorosetten bildet. Nach der Inkubation wird das Blut mit
PBS/2%FCS zu gleichen Teilen verdunnt und vorsichtig auf eine vorgelegte Menge
Lymphocyte Seperation Medium, einem hydrophilen Polymer mit einem Gewicht von
400.000 Dalton, aufgeschichtet. Das Lymphocyte Medium hat eine Dichte von 1,077
g/ml (bei 20°C). Bei der Dichtegradienten-Zentrifugation im Anschluss (1500 rpm, 15
min, RT, ohne Bremse) sedimentieren nicht bendtigte Blutbestandteile und es bildet
sich ein Ring zwischen Lymphocyte und dem Medium, der die B-Zellen enthalt.
Diese Ringschicht wird vorsichtig abgenommen, nochmals mit der doppelten Menge
PBS/2% FCS gewaschen und abzentrifugiert (1200 rpm, 10 min, RT). Das Zellpellet
wird in RPMI Medium (10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin) aufgenommen.

2.2.1.3 Isolierung von PBMCs

Das Blut wurde analog zum CLL-Blut durch Venenpunktion im EDTA-Rohrchen
gewonnen. Der Aufreinigungsprozeld ist ebenfalls mit dem der CLL Zellen
vergleichbar, jedoch entfallt das Versetzen mit RosetteSep®. Die Zellen werden

direkt mit PBS/2% FCS vermischt und auf das Lymphocyte-Medium geschichtet.
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2.2.1.4 Isolierung gesunder B-Zellen

Gesunde B-Zellen wurden ebenfalls aus Vollblut gewonnen. Zur Zellseperation
wurde das B-Cell Isolation Kit Il verwendet. Das Prinzip der B-Zellen Isolation mit
diesem Kit ist eine Negativ-Selektion von Nicht-B-Zellen. Dazu wird das Blut mit
einem Cocktail aus Biotin-konjugierten monoklonalen Antikérpern (10ul pro 10’
Zellen) versetzt und fir 10 Minuten im Kuhischrank (2-8°C) inkubiert. Danach gibt
man pro 10" Zellen 20ul monoklonale Anti-Biotin Antikdrper, die an MicroBeads
gebunden sind zum Ansatz hinzu und inkubiert fir 15 Minuten im Kdhlschrank. Die
Zellen werden danach mit Puffer (PBS/0,5% BSA/2mM EDTA) gewaschen und bei
1200 rpm 10 Minuten abzentrifugiert. Das Pellet wird erneut in Puffer aufgenommen.
Die Saule zur Separation wird in den dazugehérigen MACS Magneten eingespannt
und mit Puffer mehrfach befeuchtet. Danach wird die Zellmischung auf die Saule
gegeben. Die B-Zellen wurden als seperate Fraktion in Form des durchlaufenden
Fluids aufgefangen, wahrend die an MicroBeads konjugierten restlichen Zellen in der
Saule magnetisch gebunden wurden. Nach zweimaligem Waschen erhalt man die

reinen B-Zellen als Eluat.

2.2.1.5 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl wurde teils manuell und teils automatisiert
durchgefuhrt. Fur die manuelle Zahimethode wurde eine Neubauer-Zahlkammer
verwendet. Die Zahlkammer ist in 4 Quadranten eingeteilt. Die zu erfassende in PBS
geldste Zellsuspension wurde in 2 Konzentrationen (1:20, 1:200) nacheinander pro
Quadrant der Zahlkammer wunter dem Mikroskop ausgezahlt. Mittels
Trypanblaufarbung im Verhaltnis 1:1 koénnen dabei tote Zellen ausgeschlossen
werden. Dabei erscheinen tote Zellen farbig, da lebende Zellen den Farbstoff aktiv

ausschleusen kdnnen. Die Zellzahl wurde folgendermalen berechnet:

N =n=+10000 * F

N = Zellzahl/ml Medium
n = Mittelwert der Einzelwerte aus den 4 Quadranten

F = Verdinnungsfaktor

Die automatisierte Zahlung der Zellzahl und die Viabilitat wurde mit dem Vi-Cell XR

Zellzahler von Beckmann Coulter bestimmt. Dazu wurden 50ul Probe mit RPMI
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Medium auf 500l aufgefullt. Der Zellzéhler vermisst von dieser 1:10 Verdinnung mit
Hilfe digitaler Bildtechnologie die Zellzahl und bestimmt mittels Trypanblau Farbung
die Viabilitat.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden — DNS-Sequenzierung

2.2.2.1 Isolierung von Nukleinsauren (RNS und DNS)

Die Extraktion von RNS erfolgte mit Hilfe des RNA Plus Mini Kit gemaf der Anleitung
des Herstellers. Fiir die Gewinnung wurden jeweils 1x10” Zellen verwendet, die nach
der Inkubation mit Lyse Puffer/1% Dithiothreitol lysiert wurden. Die Konzentration und
Reinheit der RNS wurde mit dem Eppendorf® BioPhotometer® photometrisch
bestimmt. Das Biophotometer vermisst die Probe bei 260 nm, um fiur die
Konzentration der Nukleinsauren zusatzlich bei 230, 280, 320 nm und den
Quotienten Ezeo/ E280 und Ezeo/ E230 zu analysieren. Durch diese Wellenlangen und
Quotienten werden Verunreinigungen, z.B. durch Proteine und Salze,
ausgeschlossen. Die PCR auf RNS Basis wurde fur GSK3B, LEF1 und B-Catenin
sowie fur die quantitative PCR verwendet.

Nach der Extrahierung der RNS wurde diese in komplementare DNS (cDNA)
transkribiert. Dafur wurde eine PCR-Mischung (Random Hexamer Primer (0,75 pl),
dNTP Mix 10 mM (1,5 pl), 5xRT Buffer (6 pl), Ribolock (0,5 pl) und Revert Aid
Premium Reverse Transkriptase (1ul)) zur RNS gegeben und bei folgendem
Temperaturprogramm reagiert:

Tabelle 3: Temperaturprogramm fir cDNS Gewinnung mit Hilfe der reversen
Transkriptasereaktion

Schritt Temperatur Zeit
1 RT 10 min
2 50°C 30 min
3 85°C 5 min

Genomische DNS wurde mit dem QIAmp DNA Mini Kit von Qiagen gemaf der
Anleitung aus 1x10” Zellen extrahiert. Die Konzentration und Reinheit wurde analog
zur RNS bestimmt. Die PCR zu APC und AXIN1 wurde mit genomischer DNS

durchgefuhrt.

Die DNS und cDNS wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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2.2.2.2 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion ist ein Verfahren, um eine geringe Menge eines
definierten Abschnitts von DNS zu vervielfaltigen. Dazu werden die DNS, zwei
Primer, DNA-Polymerase, Magnesium-lonen fur die Funktion der Polymerase, freie
Nukleotide und Pufferlésung in einem bestimmten Verhaltnis gemischt. Die in dieser
Arbeit verwendeten Verhaltnisse sind im Folgenden aufgelistet. Die PCR findet in
einem Thermocycler, in diesem Fall dem biometra Thermocycler T3000, nach einem
definierten Temperaturprogramm statt. Zuerst wird der DNS Doppelstrang bei ca.
95°C denaturiert (engl. melting). Danach wird auf ca. 55-65°C abgekuhlt (je nach
Schmelzpunkt der Primer) und es kommt zur Anlagerung der Primer (engl.
annealing). Im dritten Schritt wird die Temperatur auf die optimale Gradzahl fur die
Polymerase erhoht, im Fall der verwendeten Tag-Polymerase auf 72°C. Die
Polymerase verlangert die getrennten Strange vom 3’-Ende der Primer aus mit den
freien Nukleotiden. Die drei Temperaturzyklen werden mehrfach wiederholt, bis die
gewulnschte Menge an DNS amplifiziert ist. Die verwendeten Primer wurden mit dem
Programm Primer3 fur die jeweilige DNS erstellt, wobei darauf geachtet wurde, dass

diese spezifisch binden und sich Primerpaare in den Schmelzpunkten ahnlich waren.

2.2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Produkte der PCR konnen mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt
und der GroRe nach zugeordnet werden. Zur Analyse der DNS-Fragmente wurde ein
1%iges Agarosegel hergestellt. Dazu wurde Agarosepulver mit TAE-Puffer
eingewogen und in der Mikrowelle erhitzt, bis sich die Agarose vollstandig gelost
hatte. Verdampfter Puffer wurde nach dem Erhitzen ersetzt. Zum Agarosegemisch
wurde der Farbstoff Ethidiumbromid hinzugefugt (6 pl auf 100 ml) und dann zum
Ausharten in einen Trager gegossen. Wahrend der Elektrophorese wird eine
konstante Spannung angelegt (120 V fur 45 min) wodurch die negativ geladene DNS
im elektrischen Feld in Richtung Kathode wandert. Dabei trennt sich die DNS ihrer
Grolle nach durch die Agarosematrix auf. Ethidiumbromid interkaliert mit der DNS
und verandert dadurch das Absoptionsspektrum, ein Effekt der durch UV-Licht
sichtbar zu machen ist. Die GroRe der DNS lasst sich gegen die als Standard

aufgetragene DNS-Leiter ablesen.
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2.2.2.4 PCR der verschiedenen Zielstrukturen

Die Ansatze fur die PCR wurden wie folgt zusammengemischt:

Tabelle 4: Zusammensetzung der PCR-Anséatze

Reagenzien Menge

Roche Master Mix 12,5 pl
Primer for (Stock 10 uM) / Primer rev 1 ul
cDNS 3l

Wasser (PCR-Qualitat) 7,5 ul

Vor der jeweiligen PCR wurde ein Mastermix mit den Reagenzien vorbereitet. Dabei

wurden udberall 5% mehr Reagenz berechnet, um eventuelle Pipetten- oder

Pipettierfehler auszugleichen.

Die Temperaturprogramme wurden an die jeweiligen Primer angepasst:

Tabelle 5: Temperaturprogramm flr APC

Zyklus Temperatur Zeit
Zyklus 1 1x 95°C 4 min
95°C 30 sec
Zyklus 2 10x 52°C 30 sec
72°C 45 sec
95°C 30 sec
Zyklus 3 30x 50°C 30 sec
72°C 7 min
Ende 10°C Pause
Tabelle 6: Temperaturprogramm fur Axin
Zyklus Temperatur Zeit
Zyklus 1 1x 95°C 4 min
95°C 30 sec
Zyklus 2 10x 55°C 30 sec
72°C 45 sec
95°C 30 sec
Zyklus 3 30x 53°C 30 sec
72°C 7 min
Ende 10°C Pause
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Tabelle 7: Temperaturprogramm flr GSK3[3

Zyklus Temperatur Zeit
Zyklus 1 1x 95°C 4 min
95°C 30 sec
Zyklus 2 45x 62°C 30 sec
72°C 45 sec
Zyklus 3 72°C 7 min
Ende 10°C Pause
Tabelle 8: Temperaturprogramm fur LEF1
Zyklus Temperatur Zeit
Zyklus 1 1x 95°C 4 min
95°C 30 sec
Zyklus 2 55x 63°C 30 sec
72°C 45 sec
Zyklus 3 72°C 7 min
Ende 10°C Pause
Tabelle 9: Temperaturprogramm fur $-Catenin
Zyklus Temperatur Zeit
Zyklus 1 1x 95°C 4 min
95°C 30 sec
Zyklus 2 45x 60°C 30 sec
72°C 45 sec
Zyklus 3 72°C 7 min
Ende 10°C Pause
2.2.2.5 Primer

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma TIB

Molbiol (Berlin, Deutschland) hergestellt. Die Primer wurden nach Erhalt direkt mit

Wasser fur PCR-Zwecke rekonstituiert und zu einer Stammlésung von 100 pM

verdunnt. Alle Primer und weiteren Verdunnungen wurden bei -20°C gelagert.
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Tabelle 10:

Ubersicht der Sequenzierungsprimer und

Schmelztemperaturen

der dazugehdrigen

Primersequenz Schmelztemperatur
APC (1061) for 5°-GCCGACCTAGCCCATAAAAT-3’ 56,8°C
APC (1061) rev 5°-CCCGTGACCTGTATGGAGAA-3 56,7°C
APC (1309) for 5-TGCCACTTGCAAAGTTTCTTC-3’ 56,9°C
APC (1309) rev 5-TGTCTGAGCACCACTTTTGG-3 56,4°C
APC (1450) for 5-GCTCAGACACCCAAAAGTCC-3’ 56,4°C
APC (1450) rev 5-CACTCAGGCTGGATGAACAA-3’ 55,5°C
AXIN for 5-GTGAGGACGGCGATCCAT-3’ 57,6°C
AXIN rev 5-GTGGACGTGGTGGTGGAC-3 58,0°C
GSK3p for 1 5-GCTTTTGGCAGCATGAAAGT-3’ 57,2°C
GSK3p rev 1 5-AGGCTAAACTTCGGAACAGC-3’ 55,9°C
GSK3p for 2 5-TCGCCATCAAGAAAGTATTGC-3 55,6°C
GSK3p rev 2 5-CGAAACATTGGGTTCTCCTC-3 55,5°C
GSK3p for 3 5-ACAGACGCTCCCTGTGATTT-3 56,5°C
GSK3p rev 3 5-TTTGCTCCCTTGTTGGAGTT-3’ 56,6°C
GSK3p for 4 5-TTTCCAGGGGATAGTGGTGT-3 55,7°C
GSK3p rev 4 5-TTGAGTGGTGAAGTTGAAGAGTG-3’ 55,5°C
LEF1 for 1 5-CCCTTCCAACTCTCCTTTCC-3 56,6°C
LEF1 rev 1 5°-CCTGGAGAAAAGTGCTCGT-3 63,2°C
LEF1 for 2 5-CCAGATGGAGGCCTCTACCA-3’ 56,1°C
LEF1 rev 2 5°-CCAGCCAAGAGGTGGGGTG-3 56,8°C
p-Catenin for 5 -GGGTATTTGAAGTATACCATACAAC-3’ 51,6°C
p-Catenin rev 5-CAGGGAACATAGCAGCTCGT-3’ 57,1°C

2.2.2.6 Enzymatische Aufreinigung der PCR-Produkte

Die erhaltenen Produkte der PCR wurden mit Hilfe von ExoSAP-IT® enzymatisch

aufgereinigt. ExoSAP-IT® besteht aus einer Mischung von Exonuklease | und

Shrimp Alkaline Phophatase, die direkt zum PCR Produkt gegeben wird (2ul auf 10ul

PCR-Produkt). In einer thermisch angeregten Reaktion zersetzt die Exonuklease |

Uberschussige Primer und die Shrimp Alkaline Phosphatase dephosphoryliert
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restliche dNTPs. Im letzten Schritt wird ExoSAP® bei 80°C inaktiviert. Flr die
Reaktion wurde ebenfalls der Thermocycler T3000 benutzt.

Tabelle 11: Temperaturprogramm fir die enzymatische Aufreinigung der PCR

Schritt Temperatur Zeit
1 37°C 15 min
2 80°C 15 min
3 4°C Pause

2.2.2.7 Sequenzierungs-PCR

Die Sequenzierung der vervielfaltigten DNS aus der PCR erfolgte durch die
Kettenabbruch-Methode nach Sanger im CCG (Cologne Center for Genomics, Kdln,
Deutschland). In einer erneuten PCR sind zuvor die enzymatisch aufgereinigten
PCR-Produkte zusammen mit speziellen Reagenzien in Form des BigDye®
Terminator 3.1 Sequencing Kits und Sequenzierungsbehaltnissen fur die
anschlieende Bearbeitung im CCG vorbereitet worden.

Tabelle 12: PCR-Ansatz fir die Sequenzierungs-PCR gemaR CCG-Vorgaben

Volumen in pl
BigDye® Terminator 3.1 0.25
5 x BigDye Sequenzierungs-Puffer 2.25
Primer for/rev 0.25
PCR-Produkt 2
Wasser fur PCR 5.25

Tabelle 13: Temperaturprogramm der Sequenzierungs-PCR

Zyklus Temperatur Zeit
Zyklus 1 1x 95°C 1 min
95°C 20 sec
Zyklus 2 40x 55°C 20 sec
60°C 3 min

Zyklus 3 4°C Ende

Die Analyse im CCG erfolgte durch das Kapillarelektrophoresegerat ABI 3730
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Bei der Sequenzierung nach Sanger
werden Nukleosidtriphosphate (NTP) in veranderter Form als

Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTP) gekoppelt an einen Fluoreszenzfarbstoff zur
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PCR hinzugefugt. Durch das Fehlen der Hydroxygruppe kann bei der Polymerisation
kein Nukleotid mehr angehangt werden und die Kettenreaktion bricht ab. Dadurch
erhalt man Fragmente verschiedener Lange, die am Ende jeweils ein mit Farbstoff
versehenes ddNTP tragen. Im Kapillarelekrophoresegerat werden die Produkte
aufgetrennt und durch Fluoreszenzanregung mittels eines Lasers detektiert. Die
Computersoftware errechnet durch die Signale die Position der Basen und kann die
Basenabfolge als Chromatogramm darstellen. Die Auswertung der Chromatogramme

erfolgte mit dem Programm Sequence Scanner von Applied Bioscience.

2.2.2.8 Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR ermdglicht die Analyse der RNS/DNS-Menge in einer
Probe. Dazu wird der Fluoreszenz-Farbstoff Sybr® Green zum Reaktionsansatz
hinzugegeben. Er kann mit der DNS interkalieren und so als Anstieg der
Fluoreszenzemission erfasst werden. Am Ende jedes einzelnen Zyklus werden die
Fluoreszenz-Signale gemessen und erlauben auf diese Weise die Quantifizierung
der PCR Produkte. Fur die Messung wurde der Light Cycler verwendet. Als
Referenz-Gen diente abl, als Negativkontrolle wurde eine Wasserprobe gemacht.
Tabelle 14: Ansatz fir die Quantitative PCR

Reangenz Volumen in pl
Sybr® Green 10
Primer for/rev 0.5uM 0.5
Wasser fur PCR 8
DNS 1

Tabelle 15: Temperaturprogramm fir die qualitative PCR von DKK1 und ABL

Zyklus Temperatur Zeit
Zyklus 1 1x 95°C 15 min
95°C 15 sec
Zyklus 2 50x 58°C 20 sec
72°C 20 sec
95°C 20 sec
Zyklus 3 1x
65°C 20 sec
(Schmelzkurve)
bis 95°C 0,1°C/sec
40°C Ende
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Tabelle 16: Ubersicht der Sequenzierungsprimer und der dazugehdrigen
Schmelztemperaturen fir die qualitative PCR

Primersequenz Schmelztemperatur
DKK for TGGTCCAAGATCTGTAAACCTGTCC 60.4°C
DKK rev CTGGCTTGATGGTGATCTTTCTGTA 59.0°C
ABL for TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT 58.8°C
ABL rev GATGTAGTTGCTTGGGACCCA 58.2°C

2.2.3 Untersuchungen zur Induktion von Apoptose und Zelltod
2.2.3.1 Durchflusszytometrie
Prinzip
Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, um Zellen unterschiedlicher Art oder
unterschiedlichen Zustands in einer Suspension zu unterscheiden. Das
Durchflusszytometer besteht aus einer dunnen Kapillare aus Glas oder Quarz,
welche die Zellsuspension per Vakuum durchlauft. In der Kapillare passieren die
Zellen eine Reihe von nacheinander angeordneten Laserstrahlen. Je nach
Gerateklasse besteht ein Durchflusszytometer aus einem Vorwartsstreulicht (forward
scatter, FCS), einem Seitenstreulicht (sideward scatter, SSC) und mehreren
Fluoreszenzkanalen. Mit dem Vorwartsstreulicht wird die Beugung des Lichtes
gemessen, die Informationen Uber die ZellgroRe gibt. Das Seitwartsstreulicht misst
die Brechung des Lichtes im rechten Winkel und gibt Informationen Uber die
Zellgranularitat und die Zellkomplexitat. Mittels der Fluoreszenzkanale kdnnen
verschiedene Fluoreszenzfarben erfasst werden. Fir eine solche Erfassung werden
die Zellen mit Farbstoffen oder Farbstoff-tragenden Proteinen verbunden. Fur die
durchflusszytometrische Messung wurde eine Kombination aus FITC-Annexin V und
7-Aminoactinomycin (7-AAD) verwendet. Annexin V ist ein Calcium-abhangiges
Protein mit einer hohen Bindungsaffinitat zu Phosphatidylserin. Phosphatidylserin ist
normalerweise im Inneren der Zelle an die Zellmembran gebunden. Kommt es
allerdings zu einem Zellschaden, wird die Membran durchlassig und
Phosphatidylserin verlagert sich nach auflen. Annexin V ist an Fluorescein
Isothiocyanat (FITC) gebunden, welches als Fluorochrom fungiert. FITC wird mit
einem Argonlaser der Wellenlange 488 nM angeregt und ist mit einem
Emissionsmaximum von 519 nM messbar. 7-AAD ist ein Peptid, welches als
Farbstoff eingesetzt wird. Es kann mit DNS interkalieren und bindet spezifisch
zwischen Guanin und Cytosin. Viable Zellen kann 7-AAD nicht farben, da es nicht
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durch eine intakte Zellmembran nicht passieren kann. 7-AAD wird ebenfalls bei 488
nM angeregt und zeigt ein Emissionsmaximum von 647 nM. Daraus ergibt sich bei
einer Doppelfarbung mit FITC-Annexin-V und 7-AAD, dass intakte Zellen ein
negatives Signal auf beide Farbstoffe zeigen (doppelt negativ), frihapoptotische
Zellen einfach positiv auf FITC-Annexin-V (und negativ auf 7-AAD) und

spatapoptotische Zellen doppelt positiv auf beide Farbstoffe sind.

Bestimmung der Apoptose mittels Durchflusszytometer

Zur Apoptosemessung der Zellen wurden 500.000 Zellen auf eine 96-Well-Platte
ausgesat und in RPMI Medium fur den jeweiligen Zeitraum inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen abgenommen und in FACS Rohrchen gegeben. Die
Zellen wurden insgesamt zweimal gewaschen, einmal mit PBS und einmal mit
Annexin Binding Buffer zu je 500 pl, und danach bei RT mit 1200 rpm fur 5 min
abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer Mischung aus 50 pl
Annexin Binding Buffer, 3 ul 7-AAD und 3 ul FITC-Annexin-V versetzt und 15 min in
Dunkelheit bei RT inkubiert. Kurz vor der Messung wurden die Réhrchen mit je 450

pl Binding Buffer aufgefullt, gemischt und vermessen.
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Abbildung 12: Induktion von Apoptose in CLL-Zellen durch Trichostatin A

Die Abbildung =zeigt als Beispiel fur Apoptoseinduktion einen Dot Blot nach der
durchflusszytometrischen Analyse der CLL-Zellen, die flir 48 Stunden mit Trichostatin
inkubiert und anschlieBend mit Annexin V-FITC/7-AAD gefarbt wurden. Dabei sind doppelt-
negative Zellen als lebend definiert, Annexin V-FITV positive Zellen als apoptotische Zellen
und doppelt positive als spatapoptotische bzw. tote Zellen.
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2.2.3.2 ATP Assay

Mittels ATP Assay lasst sich die Anzahl an viablen Zellen in einer Zellsuspension
bestimmen. Das Prinzip beruht auf der Quantifizierung des vorhandenen ATP
(Adenosintriphosphat), welches als Energietrager ein Zeichen flir eine metabolisch
aktive Zelle darstellt. Aktiver Teil des ATP Assay ist ,Beetle luciferin®, welches mittels
Katalysierung durch das Enzym Luciferase und Magnesium mono-oxygeniert wird.
Dabei wird Sauersotff und ATP verbraucht bzw. zu AMP (Adenosinmonophosphat)
umgesetzt. Als Endprodukt dieser Reaktion wird Licht emittiert, welches

luminometrisch detektiert und vermessen werden kann.

COOH UltraGlo™ Recombinant __

Ho S, /N Luciferase o S N o
\C[N) <sj/ +ATP+0, > \(:[ < E/ + AMP + PP, + CO, + Licht
N S

Mg2+
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Abbildung 13: Reaktionsgleichung der Luciferase-Reaktion

Bestimmung der Viabilitat mittels ATP Assay

Fur die Vermessung der Viabilitat wurden je 80.000 Zellen in 100 pl RPMI Medium
mit der zu vermessenden Substanzen geldst und fur 24h im Brutschrank inkubiert.
Das CellTiter-Glo® Substrat lag als Pulver und Lésung vor, wurde bei -20°C gelagert
und kurz vor der Benutzung rekonstituiert. Das CellTiter-Glo® wurde 1:1 zu der
Zellsuspension gegeben (100 pl), vermischt und fur 15 min bei RT unter Schatteln

inkubiert. Die Lumineszenz wurde mit der PARADIGM® Detection Platform erfasst.

2.2.3.2 Caspase 3/7 Assay

Das Caspase-Glo® 3/7 Assay ist ein Lumineszenz-Assay, welches zur Bestimmung
der Effektorcaspasen 3 und 7 dient. Das Substrat fur den Assay, das sensitiv fur
Caspaseaktivitat, Luziferaseaktivitdt und Zelllyse ist, enthalt eine tetrapeptidische
Sequenz (DEVD). Wird die Caspase-Glo®-Lésung zu der Zellsuspension gegeben,
erfolgt eine Zelllyse und Caspasen-abhangige Spaltung des Subtrates. Das
gespaltene Substrat wird zusammen mit ATP und Sauerstoff durch die UltraGlo®

Luciferase umgesetzt, wodurch eine messbare Lichtemission auftritt.
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Abbildung 14: Reaktionsgleichung der Luciferase-Reaktion zur Bestimmung der Aktivitat
der Effektorcaspasen 3 und 7

Die Zellen wurden vergleichbar zum ATP Assay zu 80.000 Zellen pro Vertiefung auf
eine 96-Loch-Platte aufgetragen und nach Inkubationszeit von 24 h im Brutschrank
mit den zu testenden Substanzen vermessen. Dazu wurde das Caspase-Glo® Assay
rekonstituiert und 1:1 zu den Zellen gegeben (100 ul). Nach 1 h bei RT auf dem

Schuttler wurde die Lumineszenz mit dem MicroLumat Plus gemessen.

2.2.4 Proteinbiochemie

2.2.4.1 Zellansatze

Fir die Analyse der in den Zellen enthaltenen Proteine wurden pro Western Blot-
Ansatz je 1x10” Zellen in RPMI Medium in Multiwellplatten pipettiert, weitergehend
mit dem Wirkstoff behandelt und je nach Versuch fur einen definierten Zeitraum bei
37°C und 5%CO; inkubiert. Als Kontrollen wurden jeweils eine unbehandelte Probe
und fur DMSO-geldste Wirkstoffe eine mit DMSO behandelte Probe verwendet.

2.2.4.2 Herstellung von Zell-Lysaten

Nach der Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen durch mehrfaches Pipettieren
vollstandig von der Multiwellplatte abgeldst und in ein 1.5 ml Reagiergefal® tberfuhrt.
Die Zellen wurden bei 4.000 U/min fiir 4 min bei 4°C abzentrifugiert, der Uberstand

verworfen und die Zellen erneut in kaltem PBS aufgenommen. Nach zweimaligem
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Waschen mit PBS wurden die Zellen in 600 pl M-PER Lysepuffer/6 pyl DTT
aufgenommen. Der M-PER Lysepuffer besteht aus 10 ml M-PER Ldsung, die mit je
einer Tablette Proteaseinhibitor und PhospoStop versetzt wurde. Nach diesem
Schritt konnten die Zellen bei -20°C kurzzeitig eingefroren oder direkt
weiterverarbeitet werden. Im nachsten Schritt wurden die lysierten Zellbestandteile
bei 13.000 U/min und 4°C far 15 min abzentrifugiert. Die Proteinsuspension wurde

als Uberstand abgenommen und entweder direkt verwendet oder bei -20°C gelagert.

2.2.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die einzelnen Proben koénnen durch unterschiedliche Expression ungleiche
Proteinmengen enthalten. Um vergleichbare Ergebnisse im Western Blot zu erhalten,
wurden zuerst die Proteinmengen der einzelnen Proben mit Hilfe der
Proteinbestimmung nach Bradford errechnet. Dabei wird der
Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 verwendet, der mit
Proteinen einen Komplex bildet und eine Verschiebung des Absorptionsspektrums
von 470nm zu 595nm bewirkt. Diese Verschiebung kann photometrisch bestimmt
und mithilfe einer Standardreihe die Proteinmenge errechnet werden. Als Standard
wurde Protein Standard Micro verwendet, der zu 1, 2, 5, 10, 25, 50, 75 und 100
pg/ml verdinnt wurde. Aus der Standardreihe wurden je 50 pl auf eine 96-Well
Photometerplatte aufgetragen. Von den zu vermessenden Zell-Lysaten wurden eine
1:5 und eine 1:10 Verdinnung mit Wasser hergestellt und mit je 50 ul aufgetragen.
Nach Zugabe von 200 pl Roti®-Nanoquant wurden die Proben durch Pipettieren gut
vermischt und 5 min bei Raumtemperatur auf dem Schuttler inkubiert. Mit der
Beckmann Coulter Paradigm® Detection Platform wurden die Proben im Anschluss
bei 450 und 595 nM vermessen. Durch den Quotienten der optischen Dichte
ODsgs1450 kann man mit dem Proteinstandard eine lineare Funktion errechnen und im

Weiteren die Proteinmengen der Proben bestimmen.

2.2.4.4 Western Blot

Die Analyse spezifischer Proteine wurde mittels Western Blot durchgefuhrt. Beim
Western Blot werden Proteine zunachst ihrer GroRe entsprechend durch eine SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach dem Molekulargewicht aufgetrennt. Dazu
werden die Proteine der Zelllysate mit SDS (Natriumdodecylsulfat) gemischt und zur

Denaturierung der Proteine aufgekocht. Wahrend der Gelelektrophorese wird ein
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elektrisches Feld an der Kammer angelegt und die Proteine wandern im Gel zur
Kathode. Dabei kdnnen kleine Proteine schneller durch das elektrische Feld
wandern, als groRe, was zur Auftrennung fuhrt. Danach werden die aufgetrennten
Proteine auf eine PVDF (Polyvinylidenfluorid) Membran geblottet. Hier wird ebenfalls
ein elektrisches Feld angelegt, womit die Proteine aus dem Gel auf die Membran
Ubertragen werden. Dies ermdglicht eine langere Fixierung der aufgetrennten
Proteine. Auf der PVDF Membran koénnen die Proteine im nachsten Schritt per
Chemolumineszenzreaktion durch Farbstoff-tragende Antikdrper detektiert werden.

Die zuvor hergestellen Proteinlysate (vgl. 2.2.4.2) wurden aufgetaut und zur
Denaturierung der Proteine mit je 18ul Protein mit 6ul NuPage® LDS Sample Buffer
fur 10 min bei 90°C aufgekocht. Fir die Gelelektrophorese wurden die
Elektrophoresekammern der Firma Invitrogen benutzt. Als Verbrauchsmaterial
wurden NuPage® LDS Sample Buffer, NuPage® MES SDS Running Buffer (20x),
NuPage® Sample Reducing Agent (10x), 4-12% NuPage® Bis-Tris Fertiggele und
NuPage® Antioxidant verwendet. Als Proteinstandard wurde die Spectra BR
Multicolor Broadrange Protein-Leiter verwendet. Nach der Auftrennung der Proteine
im Gel wurden selbige auf eine PVDF Membran unter Verwendung der Invitrogen
Kammer mit NuPage® Transfer Puffer und Invitrogen Schwammen transferiert. Der
Transfer fand bei 30 V fur 1 h statt. Nach dem Transfer wurden die Proteine bei 80°C
im Trockenschrank fur 10 min fixiert und per Ponceau-Rot-Farbung die vollstandige

Ubertragung Uberpriift.

2.2.4.5 Immundetektion

Die Immundetektion ermdglicht es, zuvor aufgetrennte Proteine durch eine
Antikdrperreaktion mit gekoppelten Farbstoffen sichtbar zu machen. Daflr wurde die
Membran zur Sattigung unspezifischer Bindestellen fur 1 h in einer Block-Losung
inkubiert. Die Zusammensetzung der Losung wurde nach der Anleitung des
jeweiligen Antikorpers gewahlt und bestand entweder aus Roti-Losung, PBS/5%BSA
oder PBS/5%Milchpulver. Zum Waschen der Membran zwischen den einzelnen
Schritten wurde 3x kurz (10 sek) und 3x lang (10 min) mit einer Losung aus TBST
gespult. Fur die Inkubation mit dem Erst-Antikdrper wurde die Membran bei 4°C Uber
Nacht auf dem Schuttler mit der Antikérperlésung bedeckt. Nach erneutem Waschen
wurde mit dem Zweit-Antikbrper bei RT fur 1 h inkubiert. Die Detektion der

Chemolumineszenz erfolgte mit SuperSignal® Luminol Solution nach einer 1:1
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Mischung der beiden Reagenzien. Die mit Luminol benetzte Membran wurde danach
in eine Filmkassette eingeklebt und in der Dunkelkammer mit einem Film bedeckt.
Der Film wurde in einem Foto-Entwickler entwickelt, wobei der Film nacheinander
eine Entwickler-Losung, eine Fixier-Losung und ein Wasserbad durchlauft. Nach der
Entwicklung des Films wurden die Banden des Proteinmarkers markiert, um so die

Proteine entsprechend ihrer Molekulgrof3e zu ordnen.

Verdunnungen der Antikorper:

Primére Antikbrper Sekundére Antikbrper
Acetyl-Histon H4 1:1000 Anti-rabbit 1IgG 1:1000

B-actin 1:10000 HRP donkey anti-rabbit 1:2000
APC 1:500 HRP goat anti-mouse 1:2000
AXIN1 1:1000 HRP donkey anti-rabbit 1:2000
PARP 1:1000 HRP donkey anti-rabbit 1:2000

2.2.5 Computerprogramme

Chemsketch (12.01) ACD/Labs, Toronto, Kanada
GIMP (2.8.4) GNOME, Groton, USA

GraphPad Prism (5.01) GraphPad Software, La Jolla, USA
Heatmap-Builder (1.1) Stanford University, Stanford, USA
Kaluza (1.2) Beckmann Coulter, Krefeld,

Deutschland

Light Cycler Software (5.32) Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland

Mac OS X (10.6.8) Apple, Cupertino, USA

Microsoft Office Professional 2011 Microsoft, Redmont, USA

Parallels (6.0.12106) Parallels Inc., Renton, USA

SequenceScanner (1.0) Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Windows XP mit SP3 Microsoft, Redmont, USA
Zotero (4.0.13) Center for History and New Media,
Fairfax, USA
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2.2.6 Statistische Berechnungen
Die statistischen Auswertungen erfolgten mit Hilfe des Statistikprogramms GraphPad
Prism 5. Bei Experimenten mit einer Stichprobenanzahl groRer als 3 wurden der

Mittelwert, die Standardabweichung und der Standardfehler wie folgt berechnet:

Arithmetischer Mittelwert x:

n = Anzahl der Stichproben

x; = Einzelmesswert

Standardabweichung SD:

S(x: — %)2
- 50 - )
n—1

X = arithmetischer Mittelwert
X; = Einzelmesswert

n = Anzahl der Stichproben

Standardfehler des Mittelwertes o,,:
SD

Oy = —
n \/ﬁ

SD = Standardabweichung
n = Anzahl der Stichproben

Das Ergebnis der LDsy, wurde anhand der folgenden Formel berechnet:

Nichtlineare Regression zur Ermittlung der LDsp:

100
y(x) = 1+ 10(logECso*Steigungskoeffizient)

y = veranderter Wert prozentual zur Kontrolle

x = Logarithmus der Substanzkonzentration

Signifikanzprufung:

Die Signifikanz der Ergebnisse wurde, sofern nicht anders angegeben, bei
Berechnungen zwischen zwei unabhangigen Gruppen mithilfe des zweiseitigen,
ungepaarten Student’s t-test errechnet. Dabei wurden Unterschiede von p<0.05 als

signifikant angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der wesentlichen WNT-Gene

Wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, spielt der WNT-Signalweg in verschiedenen
Erkrankungen eine besondere Rolle. Mutationen des WNT-Signalweges sind in
unterschiedlichen neoplastischen Krankheitsbildern bekannt, wie zum Beispiel dem
Kolonkarzinom. Aufgrund dieser Fakten wurden essentielle Bestandteile der
kanonischen WNT-Signalkaskade auf Fehler in ihren Gensequenzen untersucht,
welche sich im weiteren Verlauf auf die Protein-/Enzymproduktion und deren
Funktionalitat auswirken konnen. Dazu wurden die Hauptbestandteile des
Destruktionskomplexes wie APC, der Gerustbildner AXIN1 und die Kinase GSK3p
sequenziert. Weiterhin wurden p-Catenin als Mittelpunkt der Kaskade und der
Transkriptionsfaktor LEF1 analysiert. Aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften
der Genbereiche, wie zum Beispiel Lange oder Anzahl der Introns und Exons,
wurden die Primer und die verwendete Sequenzgrundlage (genomische DNS oder
DNS aus mRNS) angepasst. APC ist mit 2.843 Aminosauren ein vergleichsweise
grolRes Protein fur eine Sequenzierung, Hilfestellung geben jedoch wichtige
Mutationsstellen aus dem Krankheitsbild der FAP (Familiaren adenomatdsen
Polyposis). Drei Abschnitte sind in der FAP besonders haufig betroffen. Dazu zahlen
die Abschnitte um die Aminosauren 1061 und 1309, bei denen gehauft
Keimbahnmutationen auftreten, und die Abschnitte um 1309 und 1450, die in
somatischen Zellen durch haufige Mutationen auffallen. Sie liegen jeweils auf einem
Exon und wurden fur die Analyse von APC ausgewahlt, da sie ebenfalls Bindestellen
fur p-Catenin enthalten. Die Sequenzierung von APC erfolgte auf Basis genomischer
DNS. Insgesamt wurden 41 Proben von CLL Patienten sequenziert, bei denen keine
Mutationen gefunden wurden. Innerhalb des dritten Sequenzbereiches fand sich bei
5 Proben ein SNP (single nucleotide polymorphism), bei dem ein Guanin durch ein
Adenosin in der Sequenz ersetzt worden ist. Dabei wurde das urspringliche Codon
ACG zu ACA, die allerdings beide fur die Aminosaure Threonin codieren.

AXIN1 stellt als Gerustbildner die Verbindung zwischen APC und GSK3p her. Hier
wurde die fur die Funktion essentielle pB-Catenin-Bindestelle zwischen den
Aminosauren 464-496 mit insgesamt 96 Basen untersucht. Die Sequenzierung
konnte aufgrund der glinstigen Lage auf einem Exon ebenfalls mit genomischer DNS
durchgefuhrt werden. Innerhalb einer untersuchten Gruppe von 41 Proben fanden

sich keine Anderungen innerhalb dieses Sequenzbereiches.
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Die Sequenzierung von B-Catenin, LEF1 und GSK3p wurde mit cDNS durchgefuhrt,
die zuvor aus mMRNS mithilfe der Reversen Transkriptase synthetisiert wurde.

Das Protein p-Catenin liegt durch die aberrante WNT-Aktivierung in erhdhter Menge
vor. Ein mdglicher Grund ist ein gestorter Abbau durch das Proteasom. -Catenin
wird fur die Ubiquitinierung an 4 Aminosauren durch die Kinasen GSK3p und CKla
phosphoryliert. Mit der Sequenzierung eines Abschnittes der Aminosauren 1-95
(Basen 1-285) wurden gleichzeitig die Phosphorylierungsstellen Ser33, Ser34,
Thr41und Ser45 auf Mutationen untersucht. Insgesamt wurden 9 Proben analysiert,
die jedoch keine Abweichung von der kanonischen Sequenz aufwiesen.

Die Kinasefunktion von GSK3p verteilt sich fast Uber die ganze Sequenz
(Aminosauren 56-340, Basen 168-1020). Aufgrund der Lange wurden fur die
Sequenzierung 4 Primerpaare verwendet. Der Bereich der Kinasefunktion zeigte bei
6 untersuchten Proben keine Veranderung.

Der Transkriptionsfaktor LEF1 enthalt eine relativ gro3e Bindedomane (Aminosauren
1-213, Basen 1-639) fur den Interaktionspartner B-Catenin. Durch die hohen
Expressionslevel an LEF1 in der CLL wurde die gesamte Sequenz untersucht. Bei

insgesamt 8 Proben zeigte sich jedoch kein Fehler in der Sequenzanalyse.

Tabelle 17: Ubersicht Uber die untersuchten Gen-Bereiche fiir wichtige Bestandteile des
WNT-Signalweges

Gen sereich SNP Mutationen Proben
(Aminosaure)
APC um 1061 0 0 41
um 1309 0 0 41
um 1450 5 0 41
AXIN1 464-496 0 0 41
B-Catenin 1-95 0 0 9
GSK3p volle Lange 0 0 6
LEF1 volle Lange 0 0 8
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3.2. Die WNT-Bibliothek

FUr die Untersuchung des Einflusses verschiedener Bestandteile der WNT-
Signalkaskade auf die CLL wurde eine Substanz-Bibliothek mit Wirkstoffen getestet,
deren Angriffspunkte an verschiedenen Zielen innerhalb der Signalkaskade liegen.
Die Bibliothek bestand aus 75 Substanzen, die entweder zugelassene
Arzneimittelwirkstoffe oder Testsubstanzen waren. Alle Substanzen waren durch ihre
bekannten Zielstrukturen oder Hinweise in der Literatur entweder direkt oder Uber
Umwege mit der WNT-Signalkaskade verbunden. Die Zielstrukturen der Substanzen
lagen teilweise im oberen Bereich der Kaskade, das heildt auRerhalb der Zelle oder
im Rezeptorbereich (11 Aktivatoren, 15 Inhibitoren), teilweise im Zytoplasma um den
Destruktionskomplex herum (14 Aktivatoren, 9 Inhibitoren) und einige zielten auf die
Transkriptionsvorgange um den Nukleus und innerhalb des Nukleus (2 Aktivatoren,
22 Inibitoren). Einen ersten Uberblick tber die Wirkung der einzelnen Substanzen
ergab die Durchfihrung eines ATP-Assay, bei dem der Gehalt an ATP als Mal} fur
das Zelliberleben analysiert wurde. Die Substanzbibliothek wurde in 4
Konzentrationen von 100 nM bis 100 uM eingesetzt und die Untersuchung fur CLL-
Zellen, gesunde PBMCs und gesunde B-Zellen durchgefuhrt. Als Kontrolle dienten

jeweils eine unbehandelte Probe und eine mit DMSO behandelte Probe.
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3.2.1 Die Aktivatoren der WNT-Bibliothek

Als Aktivatoren wurden alle Substanzen definiert, die entweder Uber eine Aktivierung
oder Uber eine Inhibition ihrer Zielstruktur einen aktivierenden Einfluss auf die WNT-
Signalkaskade besalden. Innerhalb der Bibliothek wurden 26 Substanzen als

Aktivatoren eingeordnet.

CLL Zellen PBMCs B Zellen

= s = s =

3= = S = = 3= .

55‘%; 3 533 ‘853 Substanzen Zielstrukturen
Foxy-5 Whnt5a
Anandamide Wntba
QS-11 ARFGAP1
Diarylsulfonesulfor sFRP-1
1Q1 PP2A
SB-216763 GSK-3beta
BIO GSK-3beta
TWS-119 GSK-3beta
CHIR99021 GSK-3beta
IM-12 GSK-3beta
AR-A014418 GSK-3beta
Kenpaullone GSK-3beta
Sodium valproate GSK-3beta
BML-284 GSK-3beta independent
Deoxycholic acid beta-catenin
Resveratrol Akt&Erk / GSK3beta
PGE2 cAMP/PKA
WAY-262611 DKK1
Purpurogallin DKK1
Exifone DKK1
Gallic acid DKK1
Riluzole GRM1
LY456236-HCI GRM!1
(-)-Terreic acid BTK
Forskolin Adenylyl cyclase
GW9662 PPAR-gamma

@ Geringe Viabilitat @ Hohe Viabilitat

Abbildung 15: Die WNT-Bibliothek — Aktivatoren

Die Visualisierung als Heatmap zeigt den Einfluss der Wirkstoffe auf das Zelliiberleben
anhand eines ATP-Assay, wobei griin eine hohe und rot eine niedrige Viabilitdt markiert. Die
Messung wurde nach 24-stiindiger Inkubation mit den Wirkstoffen in Konzentrationen von
100 nM bis 100 uM fir sowohl CLL-Zellen als auch fiir gesunde PBMCs und B-Zellen
durchgefihrt. n(CLL) = 4, n(PBMC) = 4, n(B-Zellen) = 3. Das Experiment wurde in
Zusammenarbeit mit Simon Poll-Wolbeck durchgefiihrt. CLL = Chronische lymphatische
Leukadmie (Patienten), PBMC = Periphdre mononuklare Blutzellen von gesunden Spendern,
B-Zellen = aufgereinigte B-Zellen gesunder Spender

Der Grofteil der Aktivatoren zeigte einen negativen Einfluss auf die Viabilitat der
CLL-Zellen, wahrend der Einfluss auf die beiden gesunden Zellpopulationen bis auf
wenige Ausnahmen sehr gering war (siehe Abb. 14). Wirkstoffe mit essentiellen

Zielstrukturen innerhalb der Kaskade wie die Kinase GSK3p, der Inhibitor des
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Korezeptors DKK1 oder B-catenin selbst zeigten kaum oder sehr oft keinen Effekt.

Die interessanteste Substanz der Gruppe bildete QS-11, welches eine stark

Uberlebenssteigernde Wirkung auf die CLL Zellen gezeigt hat, ohne jedoch einen

Effekt auf die gesunden Zellen auszulben.

3.2.2 Die Inhibitoren der WNT-Bibiothek

Innerhalb der Gruppe der Inhibitoren,

das heillt der Substanzen mit einer

inhibitorischen Wirkung auf die WNT-Signalkaskade, wurden 49 Substanzen

analysiert.

CLL Zellen PBMCs B Zellen

100uM
10uM
1uM
0.1uM
100uM
10uM
1uM
0.1uM
100uM
10uM
1uM

@ Geringe Viabilitait @ Hohe Viabilitat
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TNP-470
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XAV939
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Bafilomycin A1
Sulindac Sulfide
Celecoxib
Diclofenac-Na
Niclosamide

1CG-001
Harmine-HCI
Curcumin
PNU-74652
Quercetin

BML285 (Diaminoquinazoline)
NO-ASA

FH-535

Val-Val-Val

BML286 (3289-8625)
Sulindac

EGCG

Imatinib mesylate
Troglitazone
Rosiglitazone maleat
Cardamonin
CCT036477
Bosutinib (SKI-606)
Carnosol

Flavanone

Retinoic Acid
Pterostilbene
Hexachlorophene
DHA

EPA

JS-K

Pyrvinium pamoat
Apigenin

Ellagic Acid dihydrate
D4476

Trichostatin A
5-Aza-2-deoxycytidine (Decitabine)
Thalidomide
Genistein

PP2

NCI16221
Doxorubicin-HCI (3013-0085)
3253-5986

Usnic acid

Abbildung 16: Die WNT-Bibliothek — Inhibitoren

Die Visualisierung als Heatmap zeigt den Einfluss der Wirkstoffe auf das Zelliberleben
anhand eines ATP-Assay, wobei griin eine hohe und rot eine niedrige Viabilitdt markiert. Die
Messung wurde nach 24 stiindiger Inkubation mit den Wirkstoffen in Konzentrationen von
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100 nM bis 100uM fir sowohl CLL-Zellen, als auch fir gesunde PBMCs und B-Zellen
durchgefihrt. n(CLL) = 4, n(PBMC) = 4, n(B-Zellen) = 3. Das Experiment wurde in
Zusammenarbeit mit Simon Poll-Wolbeck durchgefiihrt. CLL = Chronische lymphatische
Leukamie (Patienten), PBMC = Periphare mononuklare Blutzellen von gesunden Spendern,
B-Zellen = aufgereinigte B-Zellen gesunder Spender

Die Gruppe der Inhibitoren beinhaltet mehrere Substanzen mit stark minderndem
Einfluss auf das Uberleben der CLL Zellen (siehe Abb. 15). Dieser Effekt kann bei
Substanzen wie TNP-470, NO-ASA, JSK, Pyrvinium pamoat, Trichostatin A oder
Doxorubicin beobachtet werden. Die Ziele der wirksamen Substanzen waren sehr
verschieden und an unterschiedlichen Stellen entlang der Signalkaskade zu finden,
wie DKK1, CK1a, p-catenin, LRP 5/6 oder auch uber eine andere Kaskade wie dem
WNT/PCP-Signalweg.

3.2.3 Die wirksamen Substanzen der WNT-Bibliothek

3.2.3.1 QS 11 verldngert effektiv das Uberleben der CLL-Zellen

Innerhalb der Gruppe der WNT-Aktivatoren hob sich die Substanz QS-11 gegenuber
den anderen Substanzen durch einen ausgepragten Uberlebensfordernden Effekt ab
(siehe Abb. 14). CLL-Zellen, die aus dem peripheren Blut extrahiert werden, sind
durch eine kurze Uberlebenszeit in vitro gekennzeichnet, die meist zwischen 2 bis 4
Tagen liegt, wobei je nach Untersuchung in den ersten 30 Stunden teilweise uber
20% der Zellen in die Apoptose Ubergehen. Zur naheren Untersuchung des Effektes
von QS-11 auf das Zelliiberleben wurde die Uberlebensrate von CLL-Zellen und
gesunden PBMCs nach 48-stundiger Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen
von QS-11 durchflusszytometrisch bestimmt. Auf der Kontrollseite wurden die
PBMCs von drei gesunden Spendern untersucht. Hier zeigte sich, korrelierend mit
dem Ergebnis des ATP-Assay in 3.2.1, kein signifikanter Einfluss auf das Uberleben
der Zellen, weder positiv noch negativ.

Die CLL-Zellen zeigten nach 24 Stunden eine Steigerung der Uberlebensrate auf bis
zu 125% (siehe Abb. 16).
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Abbildung 17: QS-11 steigert das Uberleben von CLL-Zellen
Die Abbildung zeigt den uUberlebensférdernden Effekt von QS-11 auf CLL-Zellen. Als

Vergleich wurden gesunden PBMCs gemessen. Alle Zellen wurden fir 48h mit QS-11 in
Konzentrationen von 0,1 nM bis 10.000 nM behandelt und im Brutschrank inkubiert. Das
Zelliberleben wurde mit AnnexinV-FITC/7-AAD Farbung durchflusszytometrisch vermessen,
wobei der Anteil der doppelt negativ gefarbten Zellen als ,lebend” definiert war. n(PBMC) =
3, n(CLL) = 6, ** wurde als p<0,01 definiert

3.2.3.2 Pyrvinium pamoat - ein starker WNT-Inhibitor mit toxischen
Nebeneffekten

Der Wirkstoff Pyrvinium pamoat wurde fruher als Inhibitor der Pra-Kinase CKla
beschrieben, die zusammen mit der Kinase GSK3p fur die Phosphorylierung von -
Catenin zustandig ist.

FUr Pyrvinium pamoat wurde bereits an verschiedenen neoplastischen
Zellen/Zelllinien eine starke inhibitorische Wirkung auf die Zell-Viabilitat beschrieben.
In Bezug auf CLL-Zellen wurde das Uberleben nach Behandlung mit Pyrvinium
pamoat in Konzentrationen von 1 bis 1.000 nM nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden durchflusszytometrisch bestimmt. Pyrvinium pamoat zeigte eine starke
Induktion der Apoptose mit einer LDsy von 0,64 uyM (siehe Abb. 17). Im ATP-Assay
der WNT-Bibliothek besald der Wirkstoff allerdings eine toxische Wirkung auf die
gesunden Zellpopulationen im Konzentrationsbereich 10 bis 100 uM. Aufgrund der
Toxizitat wurden weitere Untersuchungen Pyrvinium pamoat zugunsten der

folgenden weniger toxischen Substanzen verlagert.
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Abbildung 18: Pyrvinium pamoat induziert Apoptose in CLL Zellen

Die Abbildung zeigt die durchflusszytometrische Messung des Zelliberlebens nach 24
Stunden. Der Anteil der als ,lebend® definierten Zellen wurde als AnnexinV-FITC/7-AAD
doppelt negativ bestimmt. Die verwendeten Konzentrationen lagen bei 1, 10, 100 und 1.000
nM. Die ermittelte LDs, flir CLL Zellen liegt bei 0,64 uM (Klgs:45,1 bis 90,03 uM, n = 4).

3.2.3.3 XAV 939 stabilisiert den Destruktionskomplex

Der Tankyrase Inhibitor XAV 939 ist im Zusammenhang mit dem WNT-Signalweg
durch eine Stabilisierung von AXIN1 in der humanen Kolon Adenokarzinom Zelllinie
SW480 beschrieben. Eine derartige Stabilisierung bildet einen interessanten Ansatz,
da AXIN1 als Gerustbildner und somit als essentieller Teil des
Destruktionskomplexes fungiert. Fur eine Untersuchung eines Effektes von XAV939
auf CLL-Zellen wurden je 1x10” CLL Zellen mit XAV939 in Konzentrationen von 0.1
nM bis 50 yM flr 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die behandelten Zellen
wurden lysiert und die Proteine per Western Blot analysiert.

In Abbildung 19 lasst sich erkennen, dass XAV939 eine Stabilisierung von AXIN1
induziert, die mit steigender Wirkstoffkonzentration zunimmt. Weitergehend wurde
untersucht, ob die vermehrte Expression von AXIN1 auch einen Effekt auf den
Destruktionskomplex ausubt. Dazu wurde ebenfalls im Western Blot die Expression
von APC analysiert. Es zeigte sich, dass APC mit steigender Konzentration an
XAV939 und Stabilisierung von AXIN1 ebenfalls starker exprimiert wird.

Der Wirkungsgrad des Destruktionskomplexes wurde allerdings durch die hohen
AXIN1- und APC-Werte nicht verandert, wie es sich durch die Untersuchung von
phosphoryliertem p-Catenin zeigte. Die Proteinmengen von Phospho-f-Catenin,

welches durch den Destruktionskomplex zuvor phosphoryliert wurde, um eine
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Ubiquitinierung zu ermdglichen, blieben Uber alle Konzentrationsanderungen

konstant.
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Abbildung 19: Der Effekt von XAV939 auf die Proteine des WNT-Signalweges

Die Abbildung zeigt die Proteinexpression von AXIN1, APC und Phospho-p-Catenin gegen
B-actin als Kontrollbande. APC und Axin1 zeigen mit steigender Konzentration immer
starkere Proteinexpression. Fir den Abbau aktiviertes Phospho-p-Catenin bleibt in seinen
Proteinmengen konstant.

Bei der Analyse der WNT-Bibliothek durch den ATP-Assay zeigte XAV939 kein
Einfluss auf das Uberleben der CLL-Zellen (siehe Abb. 14). Zur Kontrolle wurde das
Uberleben der Zellen nach Inkubation mit XAV939 durchflusszytometrisch bestimmt
(siehe Abb. 20). Dazu wurden die gleichen Konzentrationen wie in Abbildung 18
verwendet. Nach 24-stiindiger Inkubation zeigte sich kein Effekt auf das Uberleben

der Zellen, wie bereits in der WNT-Bibliothek in Form des ATP-Assay zu sehen war.
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Abbildung 20: XAV939 zeigt keinen Einfluss auf die Viabilitat der CLL Zellen

Die Abbildung zeigt das Uberleben der Zellen, wobei der als ,lebend” definierte Anteil per
Durchflusszytometer als AnnexinV-FITC/7-AAD doppelt negative Zellen bestimmt wurde. Die
verwendeten Konzentrationen waren equivalent zu Abbildung 19 von 0.1 nM bin 50 yM. Die
Zellen wurden fur 24 Stunden mit dem Wirkstoff inkubiert. XAV939 zeigte keinen Einfluss auf
das Zelluberleben (n=4).

3.2.3.4 Der Wirkstoff JSK

JSK zeigte in der WNT-Bibliothek einen stark minimierenden Effekt auf die Viabilitat
der CLL Zellen, ohne grolieren Effekt auf die gesunden Zellpopulationen zu haben.
Um den Effekt des Stickstoffdonators genauer zu untersuchen, wurde das
Zelluberleben durchflusszytometrisch bei zwei Zeitpunkten bestimmt, nach 24 und
nach 48 Stunden.

Nach 24 stindiger Inkubationen zeigte sich, wie in Abbildung 18 erkennbar, eine
LDsp von 5.15 uM fur die CLL Zellpopulation und eine LDsp von 18.03 uM fur die
gesunden PBMCs (siehe Abb. 21). Damit entstand ein therapeutisches Fenster mit

einem Unterschied der beiden LDsg-Werte um den Faktor 3,6.
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Abbildung 21: JSK induziert Apoptose in CLL-Zellen nach 24 Stunden

Die Abbildung zeigt die durchflusszytometrische Messung des Zelliberlebens nach 24
Stunden. Der Anteil der als ,lebend“ definierten Zellen wurde als AnnexinV-FITC/7-AAD
doppelt negativ bestimmt. Die Zellen wurden mit Konzentrationen von 1 nM bis 200 yM
behandelt. Die ermittelte LDsq liegt fir CLL Zellen bei 5.15 + 0.86 uM, flr die gesunden
PBMCs liegt die LDso bei 18.03 = 9.89 uM.

Im Weiteren wurde die Wirkung von JSK auf beide Zellpopulationen nach 48
Stunden bestimmt, um festzustellen, ob eine Verschiebungen der LDsy oder eine
Veranderung des therapeutischen Fensters erfolgt (siehe Abb. 22). Die LDsy der
gesunden Zellpopulation sinkt von 18.03 yM nach 24 stindiger Inkubation auf 8.11
MM nach 48 Stunden. Damit nahern sich die Werte fir CLL-Zellen und PBMCs

einander stark an und das therapeutische Fenster verkleinert sich auf ein Minimum.
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Abbildung 22: Die LDso-Werte der beiden Populationen ndhern sich nach 48 Stunden
einander an

Die Abbildung zeigt die durchflusszytometrische Messung des Zelliberlebens nach 48
Stunden. Der Anteil der als ,lebend“ definierten Zellen wurde als AnnexinV-FITC/7-AAD
doppelt negativ bestimmt. Der Konzentrationsbereich entspricht Abbildung 21. Die ermittelte
LDso flr CLL Zellen liegt bei 5,8 + 0,77 yM, bei den gesunden PBMCs liegt die LDs, bei 8,11
= 0,99 uM.

3.2.3.5 Trichostatin A — die effektivste Substanz der WNT-Bibliothek

Neben JSK zeigte der HDAC Inhibitor Trichostatin A (TSA) im ATP-Assay der WNT-
Bibliothek einen mindernden Effekt auf die Viabilitdt der CLL Zellen in allen
Konzentrationen. Die Veranderung hinsichtlich der Viabilitdt der gesunden
Zellpopulationen blieb gering (siehe Abb. 15).

Um den Effekt von TSA auf die Zellen genauer zu betrachten, wurde das Uberleben
mittels Durchflusszytometrie nach 24 und 48 Stunden ermittelt. Wie in Abbildung 23
zu erkennen ist, hatte TSA nach 24-stindiger Inkubation wenig Auswirkung auf das
Zelluberleben. Die LDsg lag fur die CLL-Zellen im relativ hohen Bereich von 166.7
MM, wahrend TSA bei der gesunden Population der PBMCs fast keine Auswirkung

zeigte. Es lag mit einer ermittelten LDso von 3,7 mM im millimolaren Bereich.
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Abbildung 23: Trichostatin A zeigt einen geringen Effekt auf gesunde und kranke
Zellpopulationen nach 24 Stunden

Die Abbildung zeigt die durchflusszytometrische Messung des Zelliberlebens nach 24
Stunden. Der Anteil der als ,lebend® definierten Zellen wurde als AnnexinV-FITC/7-AAD
doppelt negativ bestimmt. Die verwendeten Konzentrationen lagen bei 0,1, 1, 10, 100, 1.000,
10.000, 100.000 und 200.000 nM. Die ermittelte LDs, fir CLL Zellen liegt bei 166,7 (Klgs:
40,3 bis 689,1 uM, n = 4), bei den gesunden PBMCs liegt die LDs bei 3,7 mM (Klgs:1,2 bis
11,2 mM, n = 3).

Nach 48 h war ein deutlicher Effekt von TSA auf die CLL-Zellen zu erkennen.
Wahrend die Auswirkungen auf die gesunden PBMCs mit einer LDsp 145.22 uM noch
relativ gering waren, zeigte sich fur TSA eine starke Apoptose-induzierende Wirkung,
die durch einen niedrigen LDso-Wert von 0,27 uM gekennzeichnet war (siehe Abb.
24). Die Selektivitat von TSA fur CLL Zellen ist gegenuber gesunden Zellen vielfach
erhoht. Sichtbar wird dies durch den Unterschied zwischen den LDsyo-Werten um das
uber 500-fache.
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Abbildung 24: TSA induziert Apoptose nach 48 Stunden mit einem geringen Einfluss
auf gesunde Zellen

Die Abbildung zeigt die durchflusszytometrische Messung des Zelliberlebens nach 24
Stunden. Der Anteil der als ,lebend® definierten Zellen wurde als AnnexinV-FITC/7-AAD
doppelt negativ bestimmt. Die verwendeten Konzentrationen lagen bei 0,1, 1, 10, 100, 500,
1.000, 10.000, 100.000 und 200.000 nM. Die ermittelte LDsq flr CLL Zellen liegt bei 0,27 uyM
(Klg5:0,20 bis 0,35 uM, n = 10), bei den gesunden PBMCs liegt die LDs, bei 145,22 uM
(Klgs:112,03 bis 188,24 uM, n = 3).

3.2.4 Der Wirkstoff Trichostatin A

Aufgrund seiner Wirksamkeit auf CLL-Zellen mit einer geringen Toxizitat auf gesunde
Zellpopulationen stellt Trichostatin A eine interessante Substanz fur weitergehende
Untersuchungen dar. Zu den Hauptfragestellungen zahlt die Aufklarung des
Wirkmechanismus, des Mechanismus des Zelltodes und die mdgliche Optimierung

der Molekulstruktur.

3.2.4.1 Trichostatin A wirkt Gber einen Caspase-abhangigen Mechanismus
Zellen kdnnen auf verschiedene Arten dem Zelltod unterliegen. Dabei werden grob
der programmierte Zelltod mit der Apoptose im Mittelpunkt und die Nekrose
unterschieden.

Entscheidende Schritte im Prozess der Apoptose sind die Aktivierung der Capsasen
(Cystein-ASPartat spezifische ProteASE) und die Spaltung von PARP (Poly-(ADP-
Ribose-)Polymerase). Das System der Caspasen basiert auf einer komplexen
Kaskade aus Initiator-Caspasen und Effektor-Caspasen, die durch Spaltung aktiviert
werden. Die Caspasen beinhalten ein Cystein als aktives Zentrum, welches nach der

Aktivierung die Peptidbindungen C-terminal von Aspartat spalten kann.
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Um den Wirkungsmechanismus von Trichostatin A auf die CLL-Zellen zu
untersuchen, wurde ein Caspase-3/7 Assay durchgefuhrt, um die Aktivitat der
Effektorcaspasen 3 und 7 zu bestimmen. Die Behandlung von CLL Zellen mit
Trichostatin A zeigt eine starke Aktivitat der Caspasen 3 und 7 in vier
Konzentrationen. Diese lagen um die zuvor bestimmte LDsp von Trichostatin A. Als
Kontrolle dienten DMSO-behandelte CLL-Zellen (vgl. 3.2.3.5, siehe Abb. 25).
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Abbildung 25: Aktivitat der Caspasen 3 und 7 in CLL-Zellen nach Behandlung mit TSA

Die Abbildung zeigt die Aktivitdt der Effektorcaspasen 3 und 7 in CLL Zellen nach
Behandlung mit TSA fir 24 Stunden. Fir die Behandlung wurden vier Konzentrationen um
die LDsy von TSA gewahlt. Mit steigender Konzentration der Wirkstoffmenge verdoppelte
sich die Aktivitdt der Capasen bis auf ca. 280% verglichen mit einer DMSO-behandelten
Kontrolle (n=3).

Als Kontrolle fur die Caspase-abhangige Apoptose wurde die Expression von PARP
mittels Western Blot Analyse detektiert. Das Enzym PARP ist Teil des Endpunktes in
der Caspase-Signalkaskade und wird durch aktivierte Caspase 3 gespalten. Dadurch
verliert PARP die Enzymaktivitdt, die unter anderem fur die DNA-Reparatur
verantwortlich ist.

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an
Trichostatin A und nach anschlieBender Analyse mittels Immunoblot wurde
besonders bei hohen Konzentrationen vermehrt gespaltenes PARP-Protein detektiert
(siehe Abb. 26). Die Spaltung von PARP verlief von der Intensitat ausgehend relativ

zur Wirkstoffkonzentration von TSA.
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Abbildung 26: Die Spaltung von PARP als Kontrolle fur Caspase-Aktivitat

Die Abbildung =zeigt die Immunoblot-Analyse von PARP in CLL Zellen nach einer
Behandlung mit Trichostatin A fir 24 Stunden. Besonders in hohen Konzentrationen von
TSA ist eine Verschiebung des intakten PARP-Proteins hin zur gespaltenen Form zu
erkennen (cl. steht flr cleaved, d.h. gespaltenes Protein-Fragment). Ingesamt wurde die
Spaltung von PARP in 3 unabhangigen Proben nachgewiesen.

3.2.4.2 Der duale Wirkmechanismus von Trichostatin A

Fir den Naturstoff Trichostatin A wurde in Saugerzellen eine selektive Inhibierung
der Histon-Deacetylasen (HDAC) der Klasse | und Il beschrieben (185). Histon-
Deacetylasen sind Enzyme, die Uber eine Veranderung der Histone die Transkription
und im weiteren den Zellzyklus und die Entwicklung beeinflussen kénnen. lhre
Funktion besteht darin, an der N-terminalen Aminosaure Lysin eine Acetyl-Gruppe zu
entfernen. Die Deacetylierung bewirkt eine Ladungsveranderung des Moleklls Lysin,
wodurch sich die Affinitdt zum polaren Phosphat-DNS-Gerust erhoht. Die enge
Bindung zwischen DNS-Strang und Histonen fuhrt zu einer Herabregulation der
Transkription, da die Transkriptionsfaktoren keine Bindestellen mehr finden kdnnen.
FUr eine nahere Untersuchung des Wirkmechanismus in CLL Zellen wurde der
Acetylierungstatus durch eine Immunoblot-Analyse bestimmt. Dazu wurde die
Acetylierung an einem der funf Haupthistone, dem Histon H4, durch einen gegen das
Lysin 12 gerichteten Antikorper detektiert. Die CLL Zellen wurden zuvor fur 24
Stunden mit zwei Wirkstoffkonzentrationen von TSA inkubiert (siehe Abb. 27).
Sowohl fur CLL Zellen, die mit 1 yM inkubiert wurden, als auch fir die Inkubation der

zehnfachen Wirkstoffmenge zeigte sich eine starke Acetylierung von Histon H4.
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Trichostatin A kann in CLL Zellen die Histon-Deacetylase inhibieren und den

Acetylierungsstatus verandern.

B-actin (42 kDa)

Acetyl-Histone H4
(Lys 12) (11 kDa)
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Abbildung 27: Die Inhibition der Histon-Deacetylase durch Trichostatin A
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Die Abbildung zeigt die Inhibition der Histon-Deacetylase am Histon H4 durch eine
Immunoblot-Analyse. Die verwendeten CLL Zellen wurden 24 Stunden mit TSA in den
Konzentrationen 1 und 10 uM inkubiert. In beiden Konzentrationen lie} sich im Gegensatz zu
den Kontrollen das acetylierte Histon H4 nachweisen. Insgesamt konnte die Inhibierung der
Histon-Deacetylase bei drei verschieden Proben gezeigt werden.

Ein weiterer Angriffspunkt fur Trichostatin A stellt das Protein DKK1 dar.
Physiologisch fungiert DKK1 als Substrat fur den Korezeptor LRP6. Durch Bindung
an den Rezeptor kann die Rekrutierung von LRP6 durch den Frizzled-Rezeptor
verhindert werden. Als Folge wird der Destruktionskomplex nicht durch den Frizzled-
Rezeptor gebunden, sondern verbleibt im Zytoplasma und kann p-Catenin binden
und phosphorylieren.

Nach einer Inkubation mit 1 und 10 uM zeigte sich in der quantitativen PCR-Analyse
eine Verdoppelung der relativen mRNA-Expression von DKK1 im Vergleich zur
Kontrolle (siehe Abb. 28).
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Abbildung 28: Die mRNA-Expression von DKK1 ist nach TSA-Behandlung erhoht

Gezeigt ist die Veranderung der mit quantitativer PCR gemessenen mRNA-Expression in
CLL-Zellen nach Inkubation mit TSA fur 24 Stunden. Trichostatin A wurde in den
Konzentrationen 1 und 10 uM appliziert und zeigt eine mehr als doppelt so starke Expression
verglichen mit der DMSO-behandelten Kontrolle. Als Referenz diente abl. (* = p<0.05,
**p<0.01, n=5)

3.2.4.3 TP53-mutierte CLL-Zellen zeigen gute Ansprechraten gegeniiber TSA
Die Mutation des p53-Signalweges spielt eine zentrale Rolle in der Entstehung von
Resistenzen gegen eine Behandlung durch Chemotherapie bei CLL Patienten
gemal den Leitlinien. Dabei ist sehr haufig eine Resistenz gegenuber alkylierenden
Substanzen zu beobachten. Des Weiteren ist eine Mutation von TP53 assoziiert mit
einer sehr schlechten Uberlebensrate.

Aufgrund dieser Problematik steigen die Anforderungen an neue Wirkstoffe, da die
Behandlung von Hochrisikopatienten, hier am Beispiel einer TP53-Mutation,
momentan nicht zufriedenstellend madglich ist.

Um die Moglichkeit der Therapie von TP53-mutierten CLL Zellen mit TSA zu
untersuchen, wurden mittels Stickstoff kryokonservierte Proben aus der CLL-Biobank
rekonstituiert und durchflusszytometrisch nach 48-stundiger Inkubation bei
verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen vermessen. Als Kontrolle wurden
rekonstituierte Kryo-Proben von CLL Zellen ohne entsprechende Mutation benutzt
(siehe Abb. 29).

Als Nebeneffekt der Rekonstitution war zu beobachten, dass die LDso-Werte der
beiden Gruppen insgesamt etwas niedriger lagen, als die der frisch isolierten Zellen.
Die Ansprechraten sowohl der mutierten als auch der unmutierten Zellen lagen in

einem akzeptablen Bereich. Die LDso-Werte dieses Versuches lagen im ahnlichen
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Bereich (47,25 nM fur mutierte Proben und 94,57 fur unmutierte Proben), insgesamt
aber unter dem LDso-Wert von frisch isolierten CLL Zellen mit 268,2 nM.

Zusammenfassend liel} sich erkennen, dass TP53-mutierte CLL Zellen keine
Resistenz gegen die Behandlung mit Trichostatin A aufwiesen und Trichostatin A,
sowohl bei mutierten, als auch bei unmutierten CLL Zellen effektiv Apoptose

induzierte.
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Abbildung 29: TP53-mutierte CLL Zellen sprechen gut auf die Behandlung mit TSA an

Die Abbildung zeigt die Dosis-Wirkungskurve fir eine Behandlung von CLL Zellen, die eine
TP53-Mutation tragen und eine Vergleichsgruppe ohne entsprechende Mutation. In der
Kurve wurde eine durchflusszytometrische Messung des Zelliberlebens nach 48 Stunden
berechnet und aufgetragen. Der Anteil der als ,lebend“ definierten Zellen wurde als
AnnexinV-FITC/7-AAD doppelt negativ bestimmt. Die LDsy der CLL Zellen mit einer Mutation
lag bei 47,25 nM (Klgs%) 31,39 bis 71,11 uM, n = 3), bei den unmutierten CLL Zellen lag die
LDso bei 94,57 nM (Klgs%) 74,81 bis 119,56 nM, n = 3).

3.2.4.4 Stark vorbehandelte Proben zeigen keine Resistenz auf Trichostatin A

Neben der Resistenz-Entwicklung gegentber Chemotherapie, unter anderem durch
bekannte Mutationsmuster, ist die Resistenzentstehung bei Patienten, die bereits
eine konventionelle Therapie erhalten haben, ein weiteres Problem. Dabei lasst sich
vielfach feststellen, dass Patienten, die innerhalb von 2 Jahren nach einem
Therapiezyklus einen Ruckfall erleiden, ein deutlich schlechteres Ansprechen auf
eine weitere Therapie zeigen. Dieses Phanomen ist haufig gekoppelt mit einem
verkurzten Gesamtluberleben. Die Mechanismen der Resistenzentstehung sind auch
in diesem Fall nicht vollstandig geklart, jedoch scheint die Entstehung ahnlich der der

Mutationsfalle im vorigen Absatz zu verlaufen.
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Aufgrund dieser Problematik sind flr die zuklnftige Behandlung der CLL die
Entwicklung von Wirkstoffen wichtig, die diese Mechanismen umgehen und eine
zuverlassige Behandlungsoption darstellen. Um die Moglichkeit der Therapie von
vorbehandelten Patienten zu untersuchen, wurden Proben ausgewahlt, die in der
Vergangenheit eine konventionelle Chemotherapie aus mindestens vier Zyklen
erhalten haben. Die Chemotherapie setzte sich zusammen aus einer Behandlung mit
den Substanzkombinationen Fludarabin(F)/Cyclophosphamid(C)/Rituximab(R), FR,
Bendamustin(B)/R oder FC.

Der Vergleich von unbehandelten mit vorbehandelten Probe nach einer 48-stiindigen
Inkubation mit Trichostatin A in Konzentrationen von 200 pM bis 0.1 nM zeigt einen
fast identischen LDso-Wert (vorbehandelt: 287,5 nM, unbehandelt: 268,2 nM) fur
beide Gruppen (siehe Abb. 30). Die starke Vorbehandlung der CLL Zellen mit
konventioneller Chemotherapie fuhrt nicht zu einer Resistenz gegenuber der

Behandlung mit Trichostatin A.
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Abbildung 30: Stark vorbehandelte Patienten zeigen gleiche Ansprechraten auf
Behandlung mit TSA wie therapienaive Patienten

Die Abbildung zeigt die Dosis-Wirkungskurve flir eine Behandlung von CLL Zellen, die zuvor
eine Behandlung aus mindestens vier Zyklen konventioneller Chemotherapie erhielten und
einer Vergleichsgruppe aus therapienaiven CLL Zellen. In der Kurve wurde die
durchflusszytometrische Messung des Zelliberlebens nach 48 Stunden berechnet und
aufgetragen. Der Anteil der als ,lebend” definierten Zellen wurde als AnnexinV-FITC/7-AAD
doppelt negativ bestimmt. Die LDs, der vorbehandelten CLL-Zellen lag bei 287,5 nM (Klgs:
165,7 bis 498,9 uM, n = 4), bei den unbehandelten CLL-Zellen lag die LDsy bei 268,2 nM
(Klgs: 204 bis 352,7 nM, n = 10).
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3.2.4.5 Additiver Effekt von Trichostatin A mit DNS-aktiven Substanzen

Der Wirkmechanismus von Trichostatin A zielt unter anderem auf die DNS durch
seinen Effekt an den Histonen (vgl. 3.2.4.2). Um einen potentiellen synergistischen
Effekt mit anderen Wirkstoffen zu untersuchen, wurden die beiden haufig genutzten
Substanzen Bendamustin (Alkylanz) und Fludarabin (Purinanalogon) ausgewahlt,
deren Wirkmechanismus ebenfalls im Bereich der DNS liegt.

Fir die Untersuchung eines wirkverstarkenden Effektes bei einer Behandlung mit
zwei Substanzen wurden die CLL Zellen mit einer konstanten Konzentration im
Bereich der LDsp-Werte von Bendamustin (20 uM) oder Fludarabin (5 uM) und einer
variierenden Wirkstoffkonzentration von Trichostatin A zwischen 200 yM und 0,1 nM
48 Stunden lang inkubiert. Alle Proben stammten von therapienaiven Patienten, da
Fludarabin und Bendamustin bei vorbehandelten Zellen kaum bis keine Wirkung
zeigen.

Bereits die mit niedriger Wirkstoffkombination behandelten CLL Zellen wiesen in der
Kombinationsbehandlung nur noch eine Viabilitat zwischen 60-70% auf, wahrend die
mit TSA behandelten Zellen noch eine Viabilitat zwischen 90-100% zeigten. Dieser
Effekt lasst sich durch die Kombinationssubstanz erklaren, die Uber die gesamte
Versuchsreihe annahernd dem LDsp-Wert entsprach. Die LDsp-Werte der drei
untersuchten Gruppen wichen nur geringfligig voneinander ab. Die Behandlung
durch Trichostatin A alleine wies mit 274,2 nM den hdchsten Wert auf, die
Kombination mit Bendamustin ergab den niedrigsten Wert mit 206,3 nM (siehe Abb.
31).

Insgesamt lasst sich hier ein additiver Effekt bei einer Kombination von TSA mit
anderen Substanzen erkennen. Ein synergistischer Effekt Iasst sich nicht erkennen,

da die LDso-Werte im &hnlichen Bereich liegen.
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Abbildung 31: Additiver Effekt in Kombination mit DNS-aktiven Substanzen

Die Abbildung zeigt die Dosis-Wirkungskurven fir eine Behandlung von CLL-Zellen mit TSA
als Einzelwirkstoff und in Kombinationen mit Bendamustin und Fludarabin. In der Kurve
wurde eine durchflusszytometrische Messung des Zelliberlebens nach 48 Stunden
berechnet und aufgetragen. Der Anteil der als ,lebend“ definierten Zellen wurde als
AnnexinV-FITC/7-AAD doppelt negativ bestimmt. Die LDsy bei der Behandlung mit TSA lag
bei 274,2 nM (Klgs: 171,2 bis 439,0 uM, n = 3), die LDsy der Kombination mit Bendamustin
lag bei 206,3 nM (Klgs: 46,2 bis 920,2 nM, n = 3) und die LDsy der Kombination mit
Fludarabin lag bei 218,7 nM (Klgs: 85,8 bis 557,7 nM, n = 3).

3.24.6 Der WNT-abhdngige Aktivator QS-11 versagt bei der
Viabilitatssteigerung in Kombination mit Trichostatin A

Der Inhibitor von ARFGAP1, QS-11, zeigte in der WNT-Bibliothek eine starke
Steigerung der Viabilitdt von CLL-Zellen (vgl. 3.2.1). Der Effekt von QS-11 ist
gekoppelt an die Anwesenheit von WNT-Molekulen, die innerhalb des Versuches in
Form von FCS dem Nahrmedium hinzugefugt wurden. Um den Zusammenhang der
Abhangigkeit vom WNT-Signalweg fur Trichostatin A genauer zu untersuchen,
wurden CLL-Zellen mit beiden Wirkstoffen 48 Stunden lang behandelt. Die
Konzentration von QS-11 wurde Uber die Versuchsreihe konstant bei 1 uM gehalten,
wahrend Trichostatin A in steigenden Konzentrationen um den Wert der LDsg
hinzugefugt wurde.

Fir die Einzelbehandlung mit QS-11 zeigte sich erneut eine Viabilitatssteigerung auf
bis zu 125% (siehe Abb. 33).
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Abbildung 32: Uberlebenssteigerung von QS-11 auf CLL Zellen

Die Abbildung zeigt den Uberlebensférdernden Effekt von QS-11 auf CLL-Zellen gegen eine
mit DMSO behandelte Kontrolle. Alle Zellen wurden 48 h mit QS-11 in einer Konzentration
von 1 yM behandelt und im Brutschrank inkubiert. Das Zelliberleben wurde mit AnnexinV-
FITC/7-AAD Farbung durchflusszytometrisch vermessen, wobei der Anteil der doppelt
negativ gefarbten Zellen als ,lebend” definiert war. (n = 6, p<0.01)

Die Uberlebenssteigerung durch QS-11 wird durch die Kombinationsbehandlung mit
Trichostatin A inhibiert. Die LDsp fUr die Behandlung mit Trichostatin A lag bei 129,7
MM und der Wert fur die Kombinationsbehandlung betrug 103,4 uM (siehe Abb. 33).
Es lieR3 sich feststellen, dass Trichostatin A den Uberlebensférdernden Effekt von QS-
11 auller Kraft setzt und in den Zellen Apoptose induziert, wie in der
Einzelbehandlung zu sehen war.

Die Abweichung der LDs, fur Trichostatin A zu den vorherigen Versuchen resultiert
wahrscheinlich aus den wenigen fur diesen Versuchen gewahlten Konzentrationen,

die alle um die LDsg liegen.
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Abbildung 33: QS-11 kann CLL Zellen nicht vor Apoptose durch Trichostatin A
schiitzen

Die Abbildung zeigt die durchflusszytometrische Messung des Zelliberlebens nach 48
Stunden. Der Anteil der als ,lebend“ definierten Zellen wurde als AnnexinV-FITC/7-AAD
doppelt negativ bestimmt. Die verwendeten Konzentrationen lagen fir QS-11 konstant bei 1
MM, wéhrend Trichostatin A in steigenden Konzentrationen verwendet wurde. Die ermittelte
LDs, fiir die TSA-Einzelbehandlung lag bei 0,27 uM (Klgs: 0,20 bis 0,35 uM, n = 10), bei den
gesunden PBMCs lag die LDs bei 145,22 uM (Klgs: 112,03 bis 188,24 uM, n = 3).

3.3 Trichostatin A zeigt ahnliche Eigenschaften wie das bereits zugelassene
Medikament Vorinostat

Die Substanzen Trichostatin A und Vorinostat (SAHA) sind strukturell sehr ahnliche
Molekule und gleichen sich auch in ihrer Wirkung an den Histon-Deacetylasen. Da
der Wirkstoff SAHA bereits in der Klinik zur Therapie am Menschen zugelassen und
daruberhinaus oral verfugbar ist, wurde er ebenfalls an CLL Zellen getestet, da eine
mogliche Wirkung durch die Gemeinsamkeiten mit Trichostatin A nahe lag.

Fur die Untersuchung wurden nicht vorbehandelte Zellen mit den beiden Wirkstoffen
in gleichen Konzentrationen 48 Stunden lang inkubiert. Bei der
durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich fir SAHA ebenfalls eine spezifische
Wirkung auf die CLL-Zellen im Vergleich zu gesunden PBMCs, jedoch war diese
gekennzeichnet durch eine LDsy, die mehr als 30-fach héher war, verglichen mit
Trichostatin A (siehe Abb. 34).

Durch diesen Versuch konnte gezeigt werden, dass andere HDACi aus derselben
chemischen Gruppe ebenfalls eine Wirkung auf CLL-Zellen entfalten, die Selektivitat

in Form der LDsp jedoch unterschiedlich ausfallen kann.
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Abbildung 34: Dosis-Wirkungsvergleich zwischen SAHA und Trichostatin A

Die Abbildung zeigt die durchflusszytometrische Messung des Zelliberlebens nach 48
Stunden. Der Anteil der als ,lebend® definierten Zellen wurde als AnnexinV-FITC/7-AAD
doppelt negativ bestimmt. Die Substanzen SAHA und Trichostatin A wurden jeweils zum
Vergleich in gleichen Konzentrationen verwendet. Die ermittelte LD5, fur SAHA lag bei 7,88
uM (Klgs: 5,31 bis 11,69 uM, n = 5), bei der Behandlung mit TSA lag die LDs bei 0,27 uyM
(Klgs: 0,2 bis 0,35 uM, n = 10) und bei gesunden PBMCs lag die LDsq bei 122,5 mM (Klgs:
17,5 bis 857,9 mM, n = 3).
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4 Diskussion

Die chronische lymphatische Leukamie ist ein niedrig malignes B-Zell-Lymphom,
welches durch eine Anhaufung von funktionell inkompetenten B-Zellen charakterisiert
ist. Durch eine fehlerhafte Regulation der Apoptosefunktion sind die B-Zellen dartber
hinaus durch ein langes Uberlegen gekennzeichnet (40, 44).

Selbst mit der Verbesserung und Revolution vieler Analysemethoden in den letzten
Jahren ist es bis heute nicht gelungen, den genauen Mechanismus der Pathogenese
zu eruieren. Seit der ersten detaillierten Beschreibung der CLL durch Dameshek
1967 befassen sich bis heute viele Studien und Theorien mit der Entstehung der
Erkrankung von der Hamatopoese uber die Zellentwicklung bis hin zur
Apoptoseresistenz.

In allen Entwicklungsstadien gab es mit der Zeit neue Erkenntnisse. Bis heute bleibt
allerdings die Vorlauferzelle der CLL und damit die Entstehung der pathologischen B-
Zellen unbekannt. Aktuelle Untersuchungen deuten auf einen Zusammenhang mit
IgVy hin, Uber dessen Mutationsstatus die Abspaltung der Zellen innerhalb
bestimmter Punkte der B-Zellentwicklung entschieden wird (191).

Neben der Entstehung der Zellen ist der Mechanismus der Apoptoseresistenz und
die damit einhergehende pathologische Uberlebensverlangerung nicht vollstandig
geklart. Aktuell gibt es einige Ansatze, die Mutationen, Uberexpression von Proteinen
oder aberrant aktive Signalwege als Ursachen beschreiben.

Ein moglicher Faktor fir eine Apoptoseresistenz ist eine Mutation von TP53 oder
dem daraus hervorgehenden Protein p53, welches eine wichtige Rolle im
apoptotischen System spielt (174, 181). Ebenfalls wurde eine Uberexpression anti-
apoptotischer Proteine wie z.B. XIAP oder Bcl-2 beschrieben und diskutiert, die zwar
teilweise den Krankheitsverlauf zu beeinflussen scheinen, jedoch nicht eindeutig als
Hauptursache fur eine Resistenz herausgestellt werden konnten (101, 132, 157).
Neben den genannten Ursachen scheinen fehlerhaft aktive Signalkaskaden eine
grolRe Rolle innerhalb des Erkrankungsgeschehens zu spielen. Bisher sind unter
anderem die MAP Kinase-Kaskade, der NFkB-, der PI3K/AKT- und der WNT-
Signalweg mit einer abnormen Funktion in Verbindung gebracht worden (28).
Insbesondere der WNT-Signalkaskade kommt eine groRe Bedeutung zu.
Physiologisch ist der WNT-Signalweg wahrend der embryonalen Entwicklung aktiv
und zudem fur die Zellproliferation, die Zellmigration oder die Achsenformung

verantwortlich. In gesunden adulten Organismen ist der WNT-Signalweg nicht oder
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nur minimal aktiv (22). Die Kaskade spielt eine grof3e Rolle in der Entstehung von
neoplastischen Erkrankungen und Leuka@mien, wobei verschiedene Teile des
Signalweges betroffen sein kdnnen. Die Hauptursache fur die Erkrankungen ist
zurtuckzufuhren auf Mutationen innerhalb des Signalweges, wobei die Mutationen
entweder zu einem Funktionsverlust (loss-of-function-Mutation) oder zu einer
Aktivitatssteigerung (gain-of-function-Mutation) gelangen kénnen (68).

Im Krankheitsbild der CLL ist der WNT-Signalweg mit einer Reihe an hochregulierten
Proteinen konstitutiv aktiv. und nimmt damit eine =zentrale Rolle in der
Krankheitsentstehung ein. Dabei sind sowohl viele Vertreter der WNT-Molekile als
auch der Frizzled-Rezeptor Uberexprimiert (114). Der Transkriptionsfaktor LEF-1

weist sogar eine sehr starke Uberexpression auf (55, 95).

4.1 Die Funktionalitat der WNT-Signalkaskade

Die einzelnen Bestandteile der WNT-Kaskade spielen in vielen humanen
Krebserkrankungen eine Rolle, indem durch Mutationen ihre Funktion verloren geht
oder verandert wird. Beta-Catenin als zentraler Bestandteil der Kaskade ist sehr
haufig in verschiedenen Erkrankungen zu finden, wie zum Beispiel bei Melanomen,
Prostatakarzinomen, hepatozellularen Karzinomen oder Endometrial-Karzinom. Das
Gerustprotein AXIN1 findet sich in Ovarialkarzinomen und APC ist sehr stark mit dem
Auftreten von Magenkarzinomen und Kolorektalkarzinomen verknUpft (68, 135).

Als erste Annaherung an die Funktionalitat insbesondere des Destruktionskomplexes
(APC, AXIN1, GSK3B), des Proteins B-Catenin und den Transkriptionsfaktor LEF1
wurden wichtige Funktions- und Bindestellen anhand ihrer Gensequenz analysiert
(siehe Tab. 16 und Abb. 35).

Die Mutationen von APC sind sehr gut im Krankheitsbild der FAP untersucht, wobei
sowohl die Keimbahn- als auch die somatischen Zellen betroffen sein kdnnen (58).
Aufgrund der GroRe des Proteins und der damit verbundenen Gensequenzlénge
wurden drei Abschnitte untersucht, die in der FAP signifikant haufiger betroffen sind.
Insgesamt wurden 41 Patientenproben analysiert, allerdings ohne Hinweise auf eine
Mutation. Bei 5 Proben wurde ein SNP fur das Codon der Aminosaure 1493
gefunden, bei dem ein Adenosin statt einem Guanin an der dritten Stelle des Codons
lag, wobei beide Anordnungen fur die Aminosaure Threonin codierten.

FUr den Gerustbildner AXIN1 wurde der Abschnitt zwischen den Aminosauren 464-
496 analysiert, der fur die Bindestelle mit B-Catenin wichtig ist (183). Bei 41
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sequenzierten Proben fanden sich keine Mutation und kein Hinweis auf einen Fehler
in der Funktion.

Die Sequenzbereiche von B-Catenin, GSK3p und LEF1 mussten auf cDNA-Basis
sequenziert werden, da sich die interessanten Bereiche teilweise uber mehrere
Exons erstreckten.

Beta-Catenin wird fur den Abbau durch das Proteasom an den vier Aminosauren
Ser33, Ser34, The41 und Ser45 phosphoryliert (182). Die Proteinlevel von freiem [3-
Catenin sind in den leukamischen Zellen erhoht (32). Um eine Mutation und einen
eventuellen Funktionsverlust an der Phophorylierungsstellen auszuschliel3en, wurde
B-Catenin im Bereich der Aminosauren 1 bis 95 an 9 Patientenproben untersucht. Es
zeigte sich keine Auffalligkeit innerhalb der Gensequenz.

Die Kinasefunktion fir die Phosphorylierungsfahigkeit verteilt sich bei GSK3p fast
Uber die gesamte Gensequenz (Basen 168-1020, Aminosauren 56-340) (86). Fur
eine Mutationsanalyse wurde die vollstandige Gensequenz mit vier Primerpaaren
abgedeckt und analysiert. Fir 6 Patientenproben zeigte sich keine Anderung
innerhalb der Gensequenz von GSK3[3.

Aufgrund der hohen Expressionslevel von LEF1 innerhalb der CLL wurde die
Gensequenz von LEF1 untersucht, die unter anderem die Bindestelle mit f-Catenin
tragt. Diese nimmt einen grofden Bereich ein und liegt innerhalb der Aminosauren 1-
213 (Basen 1-639) (8). Fur 8 untersuchte Patientenproben zeigte sich keine

Veranderung der wichtigen Genbereiche.
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JAVAVANGEN

Abbildung 35: Die sequenzierten Proteine des WNT-Signalweges

Innerhalb der WNT-Signalkaskade wurden verschiedene wichtige Proteine vollstandig oder
teilweise sequenziert. Darunter befanden sich die Bestandteile des Destruktionskomplexes
(APC, AXIN1 und GSK3p), B-Catenin und LEF1. (Eigne Abbildung unter Verwendung von
motifolio® Vorlagen)

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass innerhalb der Gruppe der
untersuchten Gensequenzen keine Mutationen gefunden wurden. Der WNT-
Signalweg ist bereits in groflen Mutationsstudien neben anderen Kaskaden wie zum
Beispiel dem NOTCH-, dem B-Zell-Rezeptor- oder inflammatorischen Signalwegen
aufgefallen, jedoch scheinen in der vorliegenden Analyse die wichtigsten Strukturen
intakt zu sein (109).

4.2 Die Aktivatoren der WNT Bibliothek

Durch die Sequenzierung der einzelnen Teile des WNT-Signalweges ergab sich
keine sichtbare Einschrankung in der Funktion der Kaskade. Aufgrund der
abnormalen Aktivitat in den CLL-Zellen stellte sich im weiteren Verlauf die Frage, ob

es moglich ist, durch Beeinflussung einzelner Proteine des Signalweges eine
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Funktionsanderung und damit eine erkennbare Wirkung auf die CLL Zellen zu
erzielen.

Die Bibliothek war eine Zusammenstellung aus Testsubstanzen und bereits flr
diverse Erkrankungen lizensierten Arzneistoffen. Alle Substanzen hatten entweder
direkt durch ihren Wirkmechanismus oder indirekt Uber Hinweise in der Literatur
durch verschiedene Untersuchungen einen Einfluss auf den WNT-Signalweg.
Anhand ihrer Wirkungsweise waren sie grob in aktivierende oder inhibierende
Substanzen eingeteilt. Insgesamt wurden 75 Substanzen getestet. Um einen ersten
Eindruck von der Wirkung auf CLL-Zellen zu bekommen, wurde mit DMSO eine
Konzentrationsreihe der 75 Substanzen mit vier Konzentrationen erstellt, um
konzentrationsabhangige Aussagen uber die Wirkung zu erhalten. Die Bibliothek
wurde anschlie3end mittels ATP-Assay getestet (siehe Abb. 15 und 16).

Auf der Seite der Aktivatoren gab es nur wenige Substanzen mit einem
beachtenswerten Ergebnis. Die Farbgebung der Heatmap ist relativ zu den per ATP-
Assay gemessenen Emissionswerten errechnet worden. Dabei wurden keine
Grenzwerte festgelegt, sondern die Ergebnisse aller Subtanzen in Relation
zueinander betrachtet. Die Substanz QS-11 wirkte stark viabilitatsfordernd, dadurch
erscheinen hier leuchtend grine Bereiche, wogegen die anderen Substanzen mit
geringerer Viabilitat bewertet wurden.

Viele wichtige Ziele wie zum Beispiel die Kinase GSK3p, welche das Ziel von
insgesamt acht spezifisch darauf wirkenden Substanzen war oder DKK1 mit vier
Substanzen blieben ohne nennenswertes Ergebnis. Es zeigte sich keine gute
Wirksamkeit auf CLL Zellen und oft eine hohe Toxizitat auf die gesunden
Populationen.

Die Substanz QS-11 wirkt durch die Inhibierung des Proteins ARFGAP1 an einer
weniger naheliegenden Stellen innerhalb der WNT-Kaskade. Zhang et al. stellten fur
QS-11 eine WNT-abhangige Wirkung fest, was bei der Kultur der CLL Zellen durch
Hinzugabe von FCS gewahrleistet ist. In Abwesenheit von FCS entsteht keine
Wirkung von QS-11 auf die Zellen. Der bisher erforschte Wirkmechanismus beruht
auf einer Verbesserung des Vesikelverkehrs und damit einer verbesserten Verteilung
von B-Catenin (193). Die Behandlung der CLL Zellen mit QS-11 zeigt bei einer
Konzentration von 1 uM eine Steigerung der Viabilitat auf Gber 125% nach 48
Stunden (siehe Abb. 17 und 32). Unter dem Blickpunkt des schlechten Uberlebens

der CLL Zellen in vitro ist alleine das Uberleben des Grofteils der Zellen der
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behandelten Proben interessant, da die Zellen bei eigenen Versuchen nach teilweise
24 Stunden in vitro sehr schlechte Uberlebensraten zeigten. Die generell schlechte
Uberlebensrate von CLL Zellen in vitro wurde auch in weiteren Studien belegt, in
denen die spontane Apoptose bei Inkubation Uber 30 Stunden mehr als 20% der
Zellen betraf (34).

Durch den verbesserten Vesikelverkehr und die Verteilung von p-Catenin scheint
QS-11 in Anwesenheit von FCS in vitro die ohnehin hohe Apoptoseresistenz bzw. die
Zellviabilitat der CLL Zellen durch den Einfluss eines Wirkstoffs nochmals zu

steigern.

4.2 Die Inhibitoren der WNT Bibliothek

Auf der Seite der Inhibitoren gab es mehrere interessante Substanzen, die einen
stark minimierenden Effekt auf die Viabilitdt der CLL Zellen ausubten. Die
Zielstrukturen entlang der WNT-Kaskade waren dabei sehr heterogen.

Tabelle 18: Interessante inhibitorische Wirkstoff aus der WNT Bibliothek

Wirkstoff Zielstruktur
XAV939 AXIN/Tankyrase
NO-ASA TCF4/beta-Catenin Interaktion
JSK Beta-Catenin
Pyrvinium pamoat CK1a
Trichostatin A DKK1

NO-ASA

Ein potenter Inhibitor ist die Substanz NO-ASA, ein Acetylsalicylsaure-Molekdl,
welches Uber einen Spacer mit einer stickstoffspendenden Abgangsgruppe
verbunden ist. Urspringlich wurde die Substanz als magenprotektives Pendant zu
ASS (Acetylsalicylsaure) entwickelt, da bei langerer Anwendung von ASS haufig eine
Schadigung der Magenschleimhaut auftritt. Stickstoffmonoxid gilt als ein wichtiger
Regulator der Magenschleimhautsekretion Uber eine Stimulation der Guanylylcylase
in den Epithelzellen (180). Die antineoplastische Aktivitat von ASS wurde bereits in
vielen Studien beschrieben. An Kolonkarzionom-Zellen ist die Potenz von nitriertem
ASS sogar bis zu 1.000 fach hoher im Vergleich zu herkdbmmlichem ASS (65).

Die Effekte von NO-ASA auf CLL Zellen wurden bereits von Razavi et al. untersucht
(67, 141). Dabei zeigte sich eine sehr gute Wirkung auf die Viabilitat von CLL Zellen

und ein starker Apoptose-induzierender Effekt (141). Weitere strukturelle
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Untersuchungen zeigten die Abhangigkeit der Wirkung von der isomerischen Struktur
des Molekuls. Das meta-lsomer erwies sich in Konzentrationen bis zu 100 uM als
ineffektiv gegenuber den CLL Zellen und zeigte keine Caspase-Aktivitat, wahrend
das para-Isomer bereits in geringen Konzentrationen eine starke Apoptose-Induktion
aufwies (67).

Innerhalb der WNT-Bibliothek zeigte NO-ASA in Konzentrationsbereichen von 1-100
MM ebenfalls den bereits beschriebenen Effekt auf CLL-Zellen (siehe Abb. 16).

JSK

Die WNT-Bibliothek enthielt mit JSK eine weitere Substanz mit Stickstoff-
freisetzender Wirkung. Aufgrund der schlechten Bioverfugbarkeit von gasférmigem
Stickstoffmonoxid wurde nach weiteren Applikationsmdglichkeiten gesucht (96).
Urspringlich beschaftigte sich die Arbeitsgruppe um Saavedra et al. mit der
effektiven Freisetzung von Stickstoff in vivo. Dabei wurde ein leberselektives Prodrug
erstellt, welches TNFa-abhangige Apoptose und Lebertoxizitat hemmt (152). Weitere
Versuche der Arbeitsgruppe fuhrten zur Gruppe der Diazeniumdiolat-Familie. Die
Molekule setzten Stickstoff durch eine Esterspaltung frei, abhangig von der
Konzentration an Esterasen. Diese Reaktion fand bei Untersuchungen an den
leukamischen Zelllinien HL-60 und U-937 innerhalb der Zellen statt. Damit war eine
selektive Wirkung innerhalb der Zellen gegeben, ohne ungewollte Nebenwirkungen,
zum Beispiel am kardiovaskularen System, zu erhalten (153). Das Diazeniumdiolat
JSK zeigte bereits 2003 gute anti-leukadmische Wirkung in vitro und in vivo an einem
Xenograft-Modell (159). JSK induzierte in Jurkat T-Zellen Apoptose und bewirkt eine
Go/M Zellzyklus-Arretierung. Darlber hinaus verursachte JSK eine Inhibierung des
WNT-Signalweges durch eine Anhaufung von B-Catenin im Zytoplasma und eine
Verringerung der Cyclin-D1 Expression. Beides deutet auf eine verminderte
transkriptionelle Aktivitat von B-Catenin/TCF hin, unterstitzt durch Hinweise auf eine
S-Nitrosylierung von -Catenin und damit eine sterische Hinderung der Bindung zum
Transkriptionsfaktor (126). Ein ahnlicher Wirkmechanismus Uber eine B-Catenin/TCF
Interaktionshemmung wie fur JSK beschrieben konnte auch fur NO-ASA in SW480
Kolonkarzinomzellen gezeigt werden (127).

In der vorliegenden Arbeit zeigte JSK in der WNT-Bibliothek bereits eine sehr gute
Wirksamkeit und einen stark inhibierenden Einfluss auf die Viabilitat der CLL Zellen,

wobei die Nebeneffekte auf die gesunden Zellpopulationen gering ausfielen (siehe
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Abb. 16). Fur eine nahere Analyse wurde das Zelluberleben von CLL Zellen und
gesunden PBMCs nach der Einwirkung von JSK durchflusszytometrisch vermessen.
Hier zeigte sich ein therapeutisches Fenster zwischen gesunden und kranken Zellen
mit einer LDsp von 5,15 uM fur die CLL Zellen und 18,03 uM fir gesunde PBMCs
nach 24 stindiger Inkubation (siehe Abb. 21). Um eine Veranderung des Effektes zu
beobachten, wurde die Messung zusatzlich nach einer 48-stindigen Inkubation
ausgewertet. Dabei zeigte sich eine negative Veranderung des therapeutischen
Fensters durch eine Annaherung der beiden Uberlebenskurven und LDse-Werten von
5,8 uM fur CLL Zellen und 8,11 yM fur gesunde PBMCs (siehe Abb. 22). Die LDs
von JSK gegenuber CLL Zellen blieb somit relativ konstant, wahrend der Wert fur
PBMCs um eine Zehnerpotenz fiel und damit nur noch gering Uber dem Wert flr die
erkrankten Zellen lag.

Aufgrund dieser Veranderung wurden zugunsten effektiverer Substanzen keine

naheren Untersuchungen zu JSK vorgenommen.

Pyrvinium pamoat

Eine weitere interessante Substanz war Pyrvinium pamoat. Aktuell ist die Substanz
Pyrvinium in fester Form als Salz der Embonsaure als Antihelmintikum gegen
Infektionen mit Enterobius vermicularis (Oxyuriasis) im Handel. In der WNT-
Bibliothek zeigte sie eine ausgepragte Senkung der Viabilitat der CLL Zellen, die sich
ebenfalls durchflusszytometrisch in Form einer LDsy von 0,64 uM bestatigte (siehe
Abb. 16 und 18). Der Zusammenhang mit dem WNT-Signalweg wurde 2000 von
Thorne et al. Uber eine Aktivierung der Pra-Kinase CK1a beschrieben. Dabei wurde
unter anderem bei einer Behandlung der Kolonkarzinomzelllinie SW480 mit
Pyrvinium eine Inhibition des WNT-Signalweges und der Proliferation gezeigt,
unabhangig davon, ob die Zellen zusatzlich eine Mutation von APC oder (3-Catenin
trugen (168).

In der Behandlung von Wurmbefall wird das Medikament als Flussigkeit oral
eingenommen und wirkt lokal im Darm, ohne eine systemische Verstoffwechselung
zu durchlaufen. Bei dieser Wirkweise wird der Arzneistoff nach Wirkung im Darm
wieder ausgeschieden. Daher fehlen Daten, wie sich der Arzneistoff bei einer i.v.-
Applikation verhalt. Die Auswertung der WNT-Bibliothek zeigte innerhalb der
gesunden Populationen an PBMCs und B-Zellen einen relativ starken toxischen

Effekt bei einer Inkubation mit Pyrvinium in Konzentrationsbereichen von 10-100 uM.
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Zusatzlich zu den toxischen Nebeneffekten stellen neuere Untersuchungen bereits
beschriebene Verbindungen mit dem WNT-Signalweg infrage. So zeigten 2013
Venerando et al. eine CK1a-unabhangige Wirkung zugunsten einer Akt/PKB
Herabregulation und einer Aktivierung von GSK3 (178). Unabhangig davon wurde
2012 ein weiterer Wirkmechanismus bei der Inhibition von Myeloma-Zelllinien in
Form einer Unterdriickung des mitochondrialen Atmungskettenkomplex | und STAT3
gefunden (87).

Abgesehen von der Toxizitdt gegenuber gesunden Zellpopulationen ist der
Wirkmechanismus von Pyrvinium bis heute nicht vollstandig geklart. Eventuell lauft
ein  multizentrisches Geschehen innerhalb mehrerer Zellkompartimente und
Signalkaskaden ab. Aufgrund dieser Unsicherheiten wurden keine weiteren

Experimente zu Pyrvinium ausgefuhrt, trotz der guten Wirksamkeit auf CLL-Zellen.

XAV939

Die Substanz XAV939 zeigte zwar kaum Veranderungen in der ATP-Analyse der
WNT-Bibliothek, jedoch gab sich in Western Blot-Analysen eine
konzentrationsabhangige Wirkung auf bestimmte Proteine der WNT-Signalkaskade.
Als Wirkmechanismus wurden die Proteine TKNS | und Il (Tankyrase) und die
entfernt verwandten Proteine der PARP-Familie durch Proteinkristallographie
identifiziert. Innerhalb der Protein-Familie kann XAV939 unabhangig von Isoformen
an die Proteine der TKNS- und PARP-Familien binden (100). Die Tankyrasen binden
physiologisch an das Protein TRF1 (telomeric repeat binding factor-1), welches einen
negativen Regulator fur die Telomerlange darstellt (164). Die Schnittstelle mit der
WNT-Signalkaskade resultiert aus einer daraus hervorgehenden AXIN-Stabilisierung
und in der Folge einer mdglichen Antagonisierung des Signalweges durch die
Stabilisierung des Destruktionskomplexes und den vermehrten Abbau von p-Catenin.
Diese wurde in SW480 Kolonkarzinomzellen durch eine Bindung von TKNS | und I
an AXIN | und Il nachgewiesen. Die p-Catenin-abhangige Kolorektalkarzinom
Zelllinie DLD-1 kann durch die Behandlung mit XAV939 in ihrem Wachstum
gehemmt werden (88). Darlber hinaus wurde eine Induktion von Apoptose in
Neuroblastom Zelllinien Uber eine Inhibierung des WNT-Signalweges durch XAV939
beobachtet (171).

Aufgrund dieser interessanten Fakten wurde in der vorliegenden Arbeit die
Auswirkung von XAV939 auf CLL Zellen untersucht. Im ATP-Assay der WNT-
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Bibliothek zeigte sich keine Auswirkung auf die Zellen, weder auf die gesunde, noch
auf die kranke Zellpopulation (siehe Abb. 16). Weitere Untersuchungen auf
Proteinebene nach einer 24-stindigen Inkubation mit XAV939 in Konzentrationen
von 0,1 nM bis 50 yM ergaben eine konzentrationsabhangige Stabilisierung von
AXIN | ab einer Konzentration von ca. 100 nM aufwarts. Aufgrund dieser
Stabilisierung wurden zusatzlich die Proteinlevel von APC als Interaktionspartner fur
die Formung des Destruktionskomplexes bestimmt. Auch APC war
konzentrationsabhangig ab ca. 100 nM durch eine Zunahme der Proteinmenge
gekennzeichnet. Aufgrund dieser Tatsache beruhte die weitere Fragestellung auf
einem moglichen Effekt durch die Stabilisierung des Destruktionskomplexes. Daflr
wurden die Proteinkonzentrationen an Phospho-p-Catenin gemessen, welches zuvor
durch den Komplex phosphoryliert wurde, um danach im Proteasom abgebaut zu
werden. Hier zeigte sich keine Anderung der Proteinmengen (siehe Abb. 19). Die
gleichbleibenden p-Catenin-Mengen waren wohl auch der Grund fur die Ineffektivitat
des Stoffes gegenuber CLL Zellen, sowohl im ATP-Assay als auch bei der
durchflusszytometrischen Evaluierung der Apoptose. Auch hier zeigte sich nach 24-
stiindiger Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen keine Anderung der
Viabilitat der CLL Zellen (siehe Abb. 20).

Eine mdgliche Erklarung fur diese Tatsache bietet die 2013 publizierte Arbeit von
Cho-Park et al.. Es wurde darin festgestellt, dass die Tankyrasen wichtig fur die
Proteasom-Aktivitat sind. Durch Hemmung der Tankyrase-Aktivitat, zum Beispiel mit
der Subtanz XAV939, wird auch die Proteasom-Aktivitat verhindert (30). Diese
Proteasom-Hemmung kénnte ein Grund fiir die ausbleibende Anderung der j-
Catenin-Proteinlevel sein und im Weiteren auch fur das Ausbleiben einer Induktion

der Apoptose.

4.3 Trichostatin A — ein herausragender Wirkstoff

Trichostatin A kristallisierte sich in der WNT-Bibliothek als besonders wirksame
Substanz heraus. Weitere molekularbiologische Untersuchungen bestatigten die
guten Ergebnisse des ATP-Assay.

Die Substanz Trichostatin A ist 1975 zum ersten Mal beschrieben worden.
Ursprunglich ist es ein naturlich vorkommender Stoff, der von der Arbeitsgruppe um
Tsuji et al. aus der Bakterienspezies Streptomyces hygroscopius neben einem

Derivat mit einer Glucopyranosyl-Gruppe, genannt Trichostatin C, extrahiert werden
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konnte. Funktionell ist Trichostatin A ein antifungales Antibiotikum, welches gegen
Trichophyten, einer Gattung von Fadenpilzen, gerichtet ist (173). Strukturell gehort
es zur Klasse der Hydroxamsauren, die vielfach in der Natur vorkommen, unter
anderem auch als naturliche Antibiotika. Neben der Substanz Actinonin war es die
erste bekannte primare Hydroxamsaure (3). Actinonin wird von der Bakterienspezies
Streptomyces sp. produziert und wurde als Deformylase Inhibitor identifiziert, der wie
auch Trichostatin A eine anti-leukamische Aktivitat aufweist (26, 72). Es wurde
ebenfalls eine modgliche Interaktion mit der WNT-Signalkaskade in diesem
Zusammenhang festgestellt (111).

Eine erste Beschreibung des Wirkmechanismus von Trichostatin A erfolgte durch die
Arbeitsgruppe um Yoshida et al. 1990. Sie stellte eine spezifische Inhibition der
mammalischen Histon Deacetylase fest, wobei diese eine Enantioslektivitat besitzt,
die fast ausschlieBlich das (R)-Enantiomer beglnstigt (185). Die Arbeitsgruppe
entdeckte in einer weiteren Arbeit, dass sowohl Trichostatin A und auch das
zyklische Trichostatin C einen starken induktiven Effekt auf die Friend Zelllinie hat.
Friend et al. etablierten diese murine erythroleukamische Zelllinie, deren erythroide
Differenzierungsfahigkeit durch das Friend sche Leukamie Virus blockiert wird. Sie
konnten zeigen, das beide Trichostatin-Formen die Differenzierungsfunktion bereits
in sehr geringen Konzentrationen wiederherstellen konnten (60, 186).

Im ATP-Assay der WNT-Bibliothek spiegelte sich ebenfalls die Wirkung im geringen
Konzentrationsbereich wider. Im gesamten erfassten Konzentrationsbereich von 0,1
MM bis 100 uM entfaltete Trichostatin A einen stark inhibitorischen Effekt auf die
Viabilitdt der CLL-Zellen, wahrend die gesunden Populationen kaum eine
Veranderung aufwiesen (siehe Abb. 16).

Die Aussage des ATP-Assay uber die Bestimmung der ATP-Reduktion innerhalb
einer Zelle gibt jedoch nur begrenzte Information Uber die Zytotoxizitat einer
Substanz. Der Assay setzt die Veranderung des ATP-Gehaltes in Zusammenhang
mit der Zellviabilitat. Der ATP-Gehalt ist jedoch auch durch andere zellphysiologische
Vorgange veranderbar und somit kein zuverlassiges Einzelmerkmal.

Dieses Ergebnis wurde im weiteren Verlauf der Arbeit durchflusszytometrisch
bestatigt. Hierzu wurde das Uberleben einer CLL Zell-Population und einer gesunden
Kontrollgruppe aus PBMCs zu zwei Zeitpunkten bestimmt. Wahrend die Wirkung im
ATP-Assay bereits nach 24 Stunden sichtbar war, zeigte sich im gleichen

Inkubationszeitraum  durchflusszytometrisch kein grofRer Einfluss auf das
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Zelluberleben. Die LDsy der CLL-Zellen lag bei 166,7 uM und die PBMCs wiesen
einen Wert von 3,7 mM auf (siehe Abb. 23).

Die Hauptwirkung stellte sich nach 48 Stunden ein. Trichostatin A induzierte
Apoptose in den CLL Zellen mit einer sehr niedrigen LDsg von 0,27 uM. Die gesunde
Kontrollgruppe aus PBMCs blieb weitgehend unberthrt von der Wirkung mit einer
LDso von 145,22 uM. Damit ergab sich ein therapeutisches Fenster mit einer Uber
500-fach héheren Konzentration zwischen der gesunden und der kranken Population
(siehe Abb. 24). Diese gezielte Wirkung von Trichostatin A auf maligne CLL-Zellen ist
ein Ansatz fur eine spezifische Therapiemdoglichkeit. Insbesondere aktuelle
Chemotherapeutika sind durch eine unselektive Wirkungsweise charakterisiert, die in
der Folge haufig durch schwere Nebenwirkungen gekennzeichnet sind. Diese
Nebenwirkungen kdnnen den Erfolg der Therapie durch verschiedene Problematiken
erschweren, falls zum Beispiel die Wirkstoffe fir geschwachten Patienten eine
Kontraindikation darstellen oder falls mit der zunehmenden Entwicklung vieler oral
verfugbarer Wirkstoffe die konstante Einnahme bzw. die Compliance des Patienten
gefahrdet ist. Diese Problematiken konnen mit der Entwicklung spezifischer

Wirkstoffe mit geringem Nebenwirkungsprofil umgangen werden.

Die Induktion von Apoptose in CLL-Zellen durch Trichostatin A

Ein Problem ist, wie bereits erwahnt, eine Resistenz innerhalb der CLL-Zellen
gegenuber der Apoptose (vgl. 1.1.7). Aufgrund dieser Problematik ist eine
Wirkstoffsuche eng mit der Losung dieses Problems verknupft. Generell wird
zwischen dem programmierten Zelltod infolge der Apoptose und dem ungeordneten
Zelltod in Form der Nekrose unterschieden. Die Nekrose ist ein ungewunschtes
Geschehen, da sie haufig zu Entzindungsreaktionen fuhrt. Die Entzindungen sind
Folge eines unkontrollierten Austritts von Zellteilen aus der untergehenden Zelle in
das umgebende Gewebe.

Einen ersten Hinweis auf die Induktion der Apoptose durch Trichostatin A ergaben
die durchflusszytometrischen Untersuchungen der CLL Zellen nach einer Inkubation
mit dem Wirkstoff. Dabei kann mit der speziellen Farbung durch Annexin V-FITC/7-
AAD der Viabilitatszustand der Zelle zwischen den drei Stadien ,lebend",
.2apoptotisch“ und ,tot* definiert und unterschieden werden. Die Unterscheidung
gegenuber nekrotischen Zellen erfolgt aufgrund der Tatsache, dass in Folge des

Aufbrechens der Zellen innerhalb eines nekrotischen Geschehens das an der
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Membranunterseite lokalisierte Phosphatidylserin an Annexin V-FITC und gleichzeitig
7-AAD an die ebenfalls zugangliche DNA binden kann. Dadurch sind spat-
apoptotische Zellen einfach positiv und nekrotische Zellen nur als doppelt-positiv
detektierbar (103) (siehe Abb. 23 und 24).

Um die Apoptoseinduktion genauer zu untersuchen, wurde die Aktivitat der
Effektorcaspase 3/7 und die Spaltung von PARP analysiert (vgl. 3.2.4.1). Die Aktivitat
der Caspasen 3 und 7 wurde luminometrisch mit einem Caspase-Assay vermessen.
Die Konzentrationen an Trichostatin A fur die Inkubation der CLL Zellen wurden um
die LDs festgelegt. Bis zum Wirkungseintritt von Trichostatin A in Form einer
messbaren Apoptoseinduktion vergehen bis zu 48 Stunden. Um die bis dahin
ablaufenden Prozesse der Caspasen zu erfassen, wurde fur den Assay ein Zeitpunkt
von 24 Stunden gewahlt. Die Auswertung zeigte eine Aktivitatssteigerung der beiden
Effektorcaspasen auf bis zu 300% bei einer Konzentration von 500 nM (siehe Abb.
25 und 26).

In Abbildung 36 ist schematisch die Anordnung der apoptotischen Kaskade zu
sehen. Am Ende der Aktivierung der Effektorcaspasen wird das Protein PARP
gespalten. Als Kontrolle fur die Caspasen-Aktivitdt wurde die Spaltung von PARP
durch eine Western Blot Analyse detektiert. In Abhangigkeit von der verwendeten
Konzentration zeigte sich eine Verschiebung der Proteinmenge von intaktem PARP
hin zu seinen kleineren Spaltprodukten, wahrend die Kontrollen unverandert blieben.
Die Aktivierung der Effektorcaspasen sowie die Spaltung von PARP deuten auf eine
Induzierung der Apoptose Uber den intrinsischen Signalweg hin (siehe Abb. 36). Die
Aktivierung der Apoptose Uber diesen Weg ist bereits fur zytostatische Wirkstoffe
bekannt. AuBere Einfliisse filhren zu einer Freisetzung von Cytochrom C aus dem
Mitochondrium. Cytochrom C aktiviert Caspase 9, welche im weiteren Verlauf zur
Aktivierung der Effektorcaspasen 3 und 7 fuhrt. Jedoch lasst sich eine Beteiligung
des extrinsischen Weges nicht vollig ausschlieRen, da eine Verbindung zwischen
intrinsischem und extrinsischem Weg Uber eine Spaltung des Proteines Bid besteht.
Diese Spaltung wird Uber die Caspase 8 induziert und fuhrt in der Folge ebenfalls zu
einer Freisetzung von Cytochrom C (132).

Obwohl flr eine genaue Festlegung des betroffenen Apoptosewegs noch weitere
Untersuchungen notwendig sind, lasst sich aus den bereits erhobenen Daten eine
Induzierung der Apoptose Uber die Effektorcaspasen und PARP durch Trichostatin A

bestatigen. Die Induktion lauft konzentrationsabhangig ab und fallt in die Bereiche, in
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denen bereits durchflusszytometrisch die Zellviabilitdt beeinflusst werden konnte.
Aufgrund dieser Uberlegungen lasst sich festhalten, dass die Wirkung von
Trichostatin A auf die Viabilitat der CLL-Zellen Uber eine Induktion von Apoptose

verlauft.

Intrinsischer Apoptoseweg Extrinsischer Apoptoseweg

* Hypoxie m

* Zytostatika / - l
* Strahlung Mitochondrium

* Oxidativer Stress l

’
=

Caspase 9

o1

'\\Apoptose
Abbildung 36: Intrinsischer und extrinsischer Apoptoseweg

Die Darstellung zeigt eine vereinfachte Ubersicht (iber den extrinsischen und intrinsischen
Apoptoseweg. Durch &uflere Reize kann Uber das Mitochondrium der intrinsische
Apoptoseweg ausgeldst werden. Das Mitochondrium setzt Cytochrom C frei, welches tGber
eine Aktivierung der Caspase 9 die Effektorcaspasen 3 und 7 aktiviert. Der extrinsische Weg
ist abhangig von einer Ligandenbindung an den Todesrezeptor, gefolgt von einer Aktivierung
der Capase 8, welche wiederum die Effektorcaspasen 3 und 7 aktiviert. Grafik erstellt mit
motifolio® Vorlagen, modifiziert nach Indran et al. (90).

Der Wirkungsmechanismus von Trichostatin A

Die ersten Beschreibung eines Wirkmechanismus fur Trichostatin A gelangen
Yoshida et al. 1990, indem sie spezifische Inhibition der Histon Deacetylase (HDAC)
durch Trichostatin A beschrieben (185). Die post-translationale Acetylierung der
Kern-Histone wurde um 1960 erstmals beschrieben. Histone sind Bestandteile des
Chromatins und bilden die kleinste Verpackungseinheit fur die DNA. Acetylierung
findet an den Histonen H2A, H2B, H3 und H4 spezieslubergreifend in tierischen und
pflanzlichen Zellen statt. Dabei wird ein bestimmter Lysin-Rest innerhalb der amino-

terminalen Region acetyliert. Physiologisch stellt sich ein Gleichgewicht zwischen
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Acetylierung und Deacetylierung ein, das durch Enzyme katalysiert wird. Wird der
GroRteil der Histone innerhalb des Chromatins acetyliert, verandert sich die Ladung
der Histone ins Negative und die Bindefahigkeit fur die ebenfalls negativ geladene
DNA wird herabgesetzt. Dadurch wird die DNA entpackt und fur die Transkription
vorbereitet (37, 175).

Die mechanistischen Eigenschaften von HDAC Inhibitoren wurden im Jahr 2000
charakterisiert. Dabei wurde festgestellt, dass diese ihre Wirkung auf zwei
verschiedene Arten entfalten kdnnen. Zum einen postulierten Billin et al. eine
Notwendigkeit der Histon Deacetylasen fur die Interaktion von p-Catenin/LEF1 und
ihre korrekte Funktion innerhalb der DNA-Transkription (13). Zum anderen gelang es
Lin et al. 2006, eine zweiten Wirkungswegs an nicht-Histon bezogenen Zielen zu
zeigen (112).

In der vorliegenden Arbeit konnten ebenfalls zwei unterschiedliche
Wirkmechanismen charakterisiert werden (vgl. 3.2.3.2). Durch die schon bekannte
Klassifizierung als Histon Deacetylase Inhibitor lag eine Untersuchung in diese
Richtung auf der Hand. Dazu wurde die Proteinexpression des acetylierten Histon H4
nach einer 24-stindigen Inkubation mit Trichostatin A bestimmt. In 2zwei
Konzentrationen (10 und 1 uM) zeigte sich, dass nur die Kontrolle deacetyliert wurde,
die behandelten CLL Zellen jedoch weiterhin ihre Acetylgruppe trugen (siehe Abb.
27).

Ein weiterer Mechanismus wurde in Anlehnung einer Entdeckung der Gruppe um
Sikandar et al. analysiert. Die Arbeitsgruppe stellte einen Zusammenhang zwischen
einer Wirkung von HDACi und dem WNT-Signalweg Uber eine Hochregulation des
Proteins DKK1 her (161). Diese Entdeckung korreliert mit den Ergebnissen von
Filipovich et al., dass das Signal von DKK1 in CLL gestort ist (59). Physiologisch
stellt DKK1 einen negativen Regulator fur den Korezeptor LRP6 dar, der fur den
Ablauf des WNT-Signalweges notwendig ist. Wird LRP6 nicht gehemmt, kann er an
den Frz-Rezeptor binden und den Destruktionskomplex aus dem Zytoplasma binden
und damit inaktivieren. p-Catenin kann akkumulieren und im Nukleus die
Transkription initiieren (116).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die relative mRNA-Expression von
DKK1 nach der Behandlung erhdht ist. Die Werte steigen bei einer Konzentration von

10 uM bis auf das Doppelte im Vergleich mit der Kontrolle an (siehe Abb. 28).
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Diese Ergebnisse deuten auf einen dualen Wirkungsmechanismus hin (siehe Abb.
37). Zum einen verandert Trichostatin A die Expression von DKK1 auf extrazellularer
Ebene, in dessen Folge es zu einer Hemmung der Co-Rezeptors LRP6 kommt, und
auf der anderen Seite verandert es direkt im Nukleus den Acetylierungsstatus der
DNS.
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Abbildung 37: Der duale Wirkmechanismus von Trichostatin A

Die Abbildung zeigt die mechanistischen Ziele von Trichostatin A (TSA) entlang der WNT-
Kaskade. (Abbildung erstellt mit motifolio®-Vorlagen)

Die Theorie des dualen Mechanismus wird durch die Versuche aus Kapitel 3.2.4.6
gestutzt. Dabei wurden die CLL Zellen mit einer Kombination aus Trichostatin A und
dem WNT-abhangigen Aktivator QS-11 inkubiert. Als Einzelsubstanz konnte QS-11
die Viabilitat der CLL Zellen auf bis zu 125% erhdhen (siehe Abb. 32). Eine
Kombinationsbehandlung aus beiden Substanzen zeigte allerdings, dass die Dosis-
Wirkungskurve vergleichbar mit der Kurve der Einzelbehandlung aus Trichostatin A
verlief (siehe Abb. 33). Daraus ergibt sich, dass die WNT-Aktivierung von QS-11
nicht gegen Trichostatin A besteht, bzw. die nicht direkt WNT-abhangige Wirkung an
den Histonen ein eventuelles Fehlen der WNT-abhangigen Wirkung durch den

Einfluss von QS-11 umgehen kann.
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Die Wirkung von Trichostatin A in speziellen Féllen

Wie bereits in Kapitel 1.1.7 beschrieben, stellen bestimmte Auspragungen des
Krankheitsbildes Herausforderungen fur neue Therapieansatze dar. Aufgrund der
Problematik von Mutationen und Resistenzen gegenuber Chemotherapie wurde
Trichostatin A stellvertretend fur die diversen Mutationen an Proben mit einer 17p-
Deletion  getestet. Die 17p-Deletion ist durch eine sehr geringe
Uberlebenswahrscheinlichkeit in Kombination mit teilweise schlechtem oder keinem
Ansprechen auf die konventionelle Chemotherapie gekennzeichnet (46, 71). In
diesem Fall zeigten CLL Zellen mit und ohne Mutation ein equivalent effektives
Ansprechen auf die Therapie mit Trichostatin A (siehe Abb. 29). Die LDsy, Werte sind
mit 47,25 nM fur mutierte und 94,57 nM fur unmutierte CLL Zellen etwas geringer als
in den vorherigen Versuchen aus Kapitel 3.2.3.5. Dieses Phanomen lasst sich durch
die Probenaufbereitung erklaren. Die 17p-mutierten Zellen sind im Zuge des
Patientenzuganges eine seltene Probenspezies gewesen. Die flr diesen Versuch
verwandten Proben wurden aus der Kryokonservierung wiederhergestellt und gegen
ebenfalls kryokonservierte unmutierte CLL-Zellen als Vergleich vermessen.

Eine zweite Besonderheit stellen Resistenzen dar, die durch eine Vorbehandlung
entstehen, entweder nach einem oder mehreren Zyklen konventioneller
Chemotherapie. Diese Problematik betrifft mehrere Wirkstoffklassen und ist somit
eine weitere grolRe Herausforderung fur die Entwicklung neuer und zuverlassiger
Wirkstoffe als zukunftige Therapieoption (123, 190). Fur diesen Fall wurden Proben
ausgesucht, die mindestens vier Zyklen aus einer konventionellen Therapie
bestehend aus Rituximab, Bendamustin, Fludarabin, Cyclophoshamid, Prednison
oder deren Kombinationen erhalten hatten. Wahrend vorbehandelte Proben in
unserem Labor wenig bis kein Ansprechen auf Bendamustin oder Fludarabin in
Vorversuchen zeigten, konnte sich Trichostatin A mit einem Wirkungsprofil
vergleichbar mit unbehandelten Zellen behaupten. Die LDsy Werte und die
entsprechenden Uberlebenskurven lagen mit 287,5 nM fir vorbehandelte und 268,2
nM flr unbehandelte Zellen fast Gbereinander (siehe Abb. 30).

Zusammenfassend zeichnete sich Trichostatin A besonders in Fallen der schwierig
zu therapierenden CLL-Falle mit einem zuverlassigen Wirkungsprofil aus, welches
weder durch eine schwerwiegende Mutation, noch durch eine Vorbehandlung

minimiert wurde.
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Die Kombinationstherapie von Trichostatin A mit DNA-aktiven Wirkstoffen

Die Kombination verschiedener Wirkstoffe und Wirkstoffklassen ist bereits heute Teil
der Behandlungsrichtlinien fur CLL (52). Fur die Wirkstoffklasse der HDACi konnte
ebenfalls eine Steigerung der Apoptoseinduktion in verschiedenen Karzinomarten
festgestellt werden, wenn diese mit anderen Chemotherapeutika, wie zum Beispiel
Doxorubicin, Vincristin, Etoposid, Gemcitabin oder Docetaxel, kombiniert wurden (16,
61, 99). Fur eine nahere Untersuchung von eventuellen synergistischen Effekten
wurden die CLL Zellen mit einer Kombination aus Trichostatin A und je einer DNA-
aktiven Substanz aus den aktuellen Behandlungsleitlinien der CLL (Bendamustin
oder Fludarabin) behandelt. Dabei wurde in der Versuchsanordnung die
Konzentration der DNA-aktiven Substanz konstant auf die LDs eingestellt, wahrend
Trichostatin A in den Konzentrationen der vorausgegangenen Versuche eingesetzt
wurde. Aus dem Vergleich wurde in beiden Kombinationen ein additiver Effekt
beobachtet (194). Die LDso Werte der Einzelbehandlung lag bei 274,2 nM, wahrend
die Kombination mit Bendamustin bei 206,3 nM und die Kombination mit Fludarabin
bei 218,7 nM lag. Der additive Effekt ergibt sich aus dem Kurvenverlauf (vgl. 3.2.4.5)
(siehe Abb. 31). Die Dosis-Wirkungskurven der Kombinationstherapie verlaufen bei
niedrigen Konzentrationen an Trichostatin A niedriger als bei der Einzelbehandlung.
FUr einen synergistischen Effekt ware eine Kombination winschenswert, bei der sich

die LDso Werte signifikant unterscheiden.

4.4 Die strukturellen Eigenschaften der HDAC-Inhibitoren

Die Klasse der HDAC Inhibitoren setzt sich aus einer heterogenen Molekulstruktur
zusammen, die weitestgehend unterschiedliche Aktivitat an den HDAC Klassen
aufweisen (151). Bisher sind funf chemisch unterschiedliche Klassen an HDAC-
Inhibitoren bekannt. Dazu zahlen die kurzkettigen Fettsauren, die Hydroxymaten, die
Benzamide, die zyklischen Peptide und die elektrophilen Ketone (12, 62, 133).
Trichostatin A selbst gehort zur Gruppe der Hydroxamaten (vgl. 1.4, Abb. 11). Die
Molekule dieser Gruppe weisen alle eine ahnliche chemische Struktur auf, die sich
chemisch gesehen aus drei Teilen zusammensetzt: eine Deckelstruktur (capping
group), ein Kohlenstoff-Verbindungsstuck (carbon linker) und einen metallbindenden
Teil (metal-binding moiety) (vgl. 3.3) (136). Innerhalb dieser Teile ist die

Molekulstruktur variabel, wie bereits an Trichostatin A und seinem Derivat
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Trichostatin C zu erkennen ist (Abb. 38). Sobald Veranderungen in einem der Teile
stattfinden, andern sich auch die chemischen Eigenschaften und das Wirkungsprofil
der Substanz. Wie bereits in Kapitel 4.3 beschrieben, stellte die Arbeitsgruppe um
Yoshida et al. fest, dass die Wirkung von Trichostatin C auf die Differenzierung von
murine erytholeukamischen Zellen um eine Potenz geringer war im Vergleich zu
Trichostatin A (185). Die gleichzeitige Bedeutung der sterischen Anordnung der
Molekule zeigte sich durch den Vergleich der Wirkung von (R)-Trichostatin A mit (S)-
Trichostatin A, wobei die Wirkung sich fast ausschliellich auf das (R)-Enantiomer
konzentrierte (62).

Trichostatin A

o o )
X NH
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HaC CHy  CHs \O
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Abbildung 38: Struktureller Vergleich von Trichostatin A und C
Die Abbildung zeigt die beiden Derivate Trichostatin A und C. Die Grundstruktur beider

Molekdle ist gleich. Trichostatin C tragt am Sauerstoffrest des metallbindenden Endes
zusatzlich eine Glucopyranosyl-Gruppe.

Wirkungsvergleich mit SAHA (Vorinostat)

Die Substanz SAHA (Vorinostat) gehort ebenfalls der Hydroxamat-Gruppe an und
wurde von der FDA zur Behandlung des kutanen T-Zell Lymphoms zugelassen (91).
In Kapitel 3.3 wurde bereits die strukturelle Ahnlichkeit zu Trichostatin A beschrieben.
SAHA ist als Kapsel erhaltich und kann oral appliziert werden. Zu den
Hauptnebenwirkungen zahlen Thrombozytopenie, Durchfall, Ubelkeit,

Geschmacksstorungen und Erschopfungszustande (51).
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Da die beiden Substanzen gleiche Angriffspunkte in der Inhibition der HDAC-Klassen
zeigen, war SAHA ebenfalls eine interessante Option fur die Behandlung von CLL
Zellen. Dazu wurden die CLL Zellen mit den gleichen Konzentrationen behandelt, die
fur alle Versuche mit Trichostatin A ebenfalls eingesetzt worden waren. Die
Inkubationszeit betrug 48 Stunden.

SAHA wies ebenfalls einen Apoptose-induzierende Wirkung auf, lag jedoch mit einer
LDso von 7880 nM verglichen mit 253 nM fur Trichostatin A Uber 30-fach héher (siehe
Abb. 34).

Zusammenfassend lie sich feststellen, dass HDAC-Inhibitoren der Hydroxamat-
Struktur eine gute Wirkung auf CLL-Zellen zeigen, die durch strukturelle

Veranderungen an Vertraglichkeit und Sensitivitat angepasst werden konnen (117).
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4.5 Ausblick

Der WNT-Signalweg bietet ein interessantes Ziel fur die Wirkstoffentwicklung bei der
CLL. Die Funktion der Kaskade scheint in wichtigen Bereichen nicht durch
Mutationen beeinflusst zu sein, die in vielen anderen Krankheitsbildern zum
Krankheitsgeschehen beitragen. Fur eine abschlieBende Aussage Uber die
Funktionalitat sollten in Zukunft die ausstehenden Teile der WNT-Signalkaskade auf
potentielle Mutationen untersucht werden und in der Folge die Proteinexpressionen
und Protein-Protein-Interaktionen zum Beispiel innerhalb des Destrukionskomplexes
untersucht werden.

Die Wirkstoffbibliothek gab einen ersten Hinweis auf neue potentielle Ziele entlang
der WNT-Kaskade sowie auf interessante Wirkstoffstrukturen.

Der herausragende Wirkstoff Trichostatin A induziert selektiv und in niedrigen
Konzentrationen Apoptose in CLL Zellen ohne eine Wirkung auf gesunde Zellen zu
entwickeln. Strukturell gesehen sind bereits einige Fakten bekannt, die die Wirkung
beeinflussen koénnen: In alteren Publikationen wurde schon die Bedeutung der
Enantioselektivitat beschrieben, bei der ein Enantiomer fast zu 100% fur die Wirkung
verantwortlich ist. Die Veranderung der Molekulstruktur und die damit einhergehende
Anderung der Wirksamkeit wird beim Vergleich der beiden Derivate Trichostatin A
und C klar, die mit einer funktionellen Gruppe als Unterschied bereits in Studien eine
Zehnerpotenz ihrer Wirkung einbufdte. Vergleicht man SAHA und Trichostatin A als
Vertreter der Wirkstoffklasse der Hydroxamate, erkennt man das gleiche
Grundgerist mit geringen Abweichungen, die allerdings die Selektivitat bezuglich
CLL Zellen signifikant senken.

Der Vergleich der einzelnen Strukturen und die damit verbundenen Anderungen in
ihrer Wirkung zeigen, dass die HDAC-Inhibitoren ein grolRes Potential fur neue
effektive Arzneimittel bei der Behandlung der CLL bieten. Eine Moglichkeit dazu
bieten chemisch gesehen auf der theoretischen Seite das molecular modeling, um
die Substanzen am Computer durch strukturelle Anderungen besser ihren
Zielstrukturen anzupassen zu kdonnen, und auf praktischer Seite die Herstellung einer
Wirkstoffbibliothek aus Derivaten der HDACi mit Hydroxamatstruktur, um die
Funktionen und Moglichkeiten der funktionellen Gruppen im Hinblick auf die
Behandlung der CLL analysieren zu kdnnen.

Die Mdglichkeit einer oralen Applikation, ein geringes Nebenwirkungspotential durch

erhohte Selektivitat und die guten Behandlungsergebnisse bei Hochrisikofallen in
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vitro sind weitere wichtige Punkte fur eine erfolgreiche neue Substanzklasse in der
Therapie der CLL.
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5 Zusammenfassung

Die Pathogenese der chronischen lymphatischen Leukamie (CLL) ist bislang nicht
vollstandig geklart. Das Krankheitsbild manifestiert sich in Form einer Akkumulation
von morphologisch reifen, jedoch funktionell inkompetenten B-Lymphozyten. Diese
B-Lymphozyten sind gekennzeichnet durch eine ausgepragte Apoptoseresistenz.

Die konventionellen Behandlungsmaoglichkeiten ermdoglichen bislang eine langere
Kontrolle des Krankheitsbildes, allerdings ohne kurativen Endpunkt. Spezielle
Auspragungen des Krankheitsbildes, wie zum Beispiel Mutationen, erschweren die
Therapie aufgrund von Resistenzbildung gegenuber einer Chemotherapie.

Die Pathogenese ist gepragt durch ein Zusammenspiel von mehreren Faktoren und
unterschiedlichen Signalwegen. Die WNT-Signalkaskade scheint eine wichtige Rolle
als Ursache fur die Entstehung der CLL und den apoptotischen Block zu spielen.
Wahrend sie physiologisch in der Entwicklung von Zellen aktiv ist, ist der Signalweg
in ausdifferenzierten Zellen nicht mehr aktiv. CLL-Zellen weisen jedoch eine abberant
aktive WNT-Aktivitat auf.

Aufgrund dieser Tatsache war die korrekte Funktionalitat der Kaskade sowie deren
potentielle Eignung fur neue Wirkstoffentwicklungen Mittelpunkt der vorliegenden
Arbeit.

Durch Sequenzierung verschiedener Hauptbestandteile wurde der WNT-Signalweg
auf seine korrekte Funktion untersucht. Im Fokus der Sequenzierung stand der
Destruktionskomplex mit APC, AXIN und GSK3f als wichtigsten Proteine. Des
Weiteren wurden B-Catenin als Mittelpunkt der Kaskade und der Transkriptionsfaktor
LEF1 untersucht, die in der CLL durch eine hohe Expression gekennzeichnet sind. In
der Uberprifung der Gen-Sequenzen fand sich kein Hinweis auf eine Mutation und
damit auf eine Einschrankung der Funktionalitat.

Daraus ergab sich die Fragestellung, ob durch die Inhibierung verschiedener
Molekule mittels chemischer Substanzen die Kaskade und in der Folge die Viabilitat
und die Apoptoseresistenz der B-Zellen beeinflussbar sind.

Das Screening einer Wirkstoffbibliothek aus 75 Substanzen, unterteilt in Aktivatoren
und Inhibitoren, mittels eines ATP-Assays ergab erste wichtige Hinweise auf
potentielle Ziele und Wirkstoffstrukturen. Die interessanten Wirkstoffe wurden mit

weiteren molekularbiologischen Methoden analysiert.
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Auf der Seite der Aktivatoren wies QS-11, ein ARFGAP-Inhibitior, eine unerwartete
Wirkung in Form einer starken Steigerung der Viabilitat auf bis zu 125% Uber 48
Stunden hinaus auf.

Die Inhibitoren umfassten einige interessante Substanzen, aus denen sich der
Histon-Deacetylase-Inhibitor Trichostatin A als wirksamste und selektivste Substanz
bewies. Trichostatin A induziert Apoptose in CLL-Zellen nach einer Inkubation von 48
Stunden, ohne Nebenwirkungen auf gesunde Zellen 2zu zeigen. Die
Apoptoseinduktion war sowohl durchflusszytometrisch als auch Uber eine Aktivierung
der Effektorcaspase 3 und 7 und eine Spaltung von PARP sichtbar.

In dieser Arbeit erwies sich die stark zytotoxischen Wirkung von Trichostatin A
bereits im geringen Wirkstoffmengen sowohl bei unbehandelten CLL -Zellen als auch
in Proben von Hochrisiko-Patienten, entweder in Form einer 17p-Deletion oder einer
bereits sehr intensiven chemotherapeutischen Vorbehandlung, als gleichwertig
wirksam. Bei der Behandlung der CLL-Zellen entwickelt Trichostatin A einen dualen
Wirkmechanismus, sowohl direkt an den Histonen Uber eine Hemmung der
Deacetylase, als auch Uber eine Steigerung der Expression von DKK1.

Der strukturell nah verwandte HDAC-Inhibitor SAHA (Vorinostat) wird bereits fur das
kutane T-Zell Lymphom eingesetzt. Fur die Behandlung von CLL Zellen erwies er
sich ebenfalls wirksam, wenn auch weit weniger selektiv als Trichostatin A.

In der vorliegenden Arbeit wurden wesentliche Ziele und die Funktionalitat des WNT-
Signalweges untersucht. Dabei wurden HDACi als potente und selektive
Wirkstoffklasse zur Behandlung der CLL herausgestellt. Diese Substanzklasse sollte
in Zukunft weiter erforscht werden, um uber strukturelle Anderungen potentielle
Verbesserungen der Vertraglichkeit und der Selektivitat zu erreichen, mit dem Ziel

einer hochwirksamen neuen Wirkstoffklasse fur die Therapie der CLL.
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