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1 EINLEITUNG

1.1 Kutane T-Zell-Lymphome (CTCL)

Kutane T-Zell-Lymphome (CTCL) beschreiben eine Gruppe von Tumorentitaten, die
sich primar in der Haut manifestieren. Die haufigste Entitat ist die Mycosis fungoides
(MF) mit 44 % aller CTCL, wahrend das Sézary Syndrom (SS) mit 3 % der CTCL die
aggressivste Form der CTCL darstellt'. 2005 einigten sich die Weltgesundheits-
organisation (World Health Organization, WHO) und die Europaische Organisation fur
Krebsforschung und -behandlung (European Organization for Research and
Treatment of Cancer, EORTC) auf eine Einteilung der CTCL, die zuletzt 2016 revidiert
wurde?3. Wahrend die T-Zell-Lymphome mit Hauptmanifestation an der Haut zunachst
nach indolenten und aggressiven CTCL Kklassifiziert wurden, werden sie heute
geschlossen zu den reifen T-Zell Neoplasien gezahlt®>'. Als priméare kutane T-Zell-
Lymphome werden nach der aktuellen Klassifikation nur solche bezeichnet, die zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung auf die Haut beschrankt sind, sowie das Sézary
Syndrom34. Nach wie vor werden die MF und das SS als die haufigsten und
bestbeschriebenen CTCL haufig synonym zu dem Begriff der kutanen T-Zell-
Lymphome verwendet. Die vorliegende Arbeit untersucht die Mycosis fungoides und
das Sézary Syndrom. Mit dem Begriff CTCL sind im Folgenden diese Tumorentitaten

zusammengefasst.

Die Inzidenz der CTCL ist in den letzten Jahren kontinuierlich angestiegen. Zwischen
1973 und 1979 erkrankten 2,8 pro 1.000.000 Einwohner pro Jahr, wahrend die
Neuerkrankungen zwischen 2005 und 2009 bei 10,2 pro 1.000.000 Einwohner pro Jahr
lagen®. Daten aus Deutschland zeigen einen Diagnosegipfel zwischen dem 60. Und
80. Lebensjahr®. Es handelt sich um eine seltene Erkrankung, die jedoch mit einer
enormen Beeintrachtigung der Lebensqualitat und eingeschrankten Lebenserwartung
der Patienten einhergeht. Zu den Hauptsymptomen gehdren in fortgeschrittenen
Stadien haufig ulzerierende Hauttumoren und ein generalisierter Pruritus’. CTCL
gehen mit einem erhohten Risiko fur sekundare Hodgkin- und Non-Hodgkin-
Lymphome, sowie fur nicht-hamatologische Erkrankungen wie das maligne Melanom
und Malignome des Harnsystems einher®. Das mediane Gesamtiiberleben im Stadium
IVA der MF und des SS betragt 47,5 Monate, im Stadium IVB 33,3 Monate®. Hohe
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Zahlen von Sézary-Zellen, der Verlust von Oberflachenantigenen und chromosomale
Veranderungen verschlechtern die Prognose zusatzlich™. Zu den haufigsten

Todesursachen gehoren Folgen der systemischen Beteiligung und Infektionen'.

Die Erweiterung therapeutischer Konzepte gestaltet sich als schwierig. Durch die
geringen Fallzahlen sind grof3e Studien kaum umsetzbar. Die heterogene Biologie und
Prognose der verschiedenen Auspragungsformen fuhren zu einer hohen Komplexitat
der wissenschaftlichen Ansatze.

Aktuell bestehen keine kurativen oder ausreichend effektiven Therapieansatze, die zu
einer anhaltenden Remission fuhren. Daher besteht dringender Bedarf an weiteren,

moglichst spezifischen und nebenwirkungsarmen Therapiekonzepten.
1.1.1 Atiologie und Pathophysiologie

Die Atiologie der CTCL ist noch nicht endgiltig geklart. Im Laufe der Jahre wurden
verschiedene Ansatze diskutiert, die eine chronische Antigenstimulation und damit
einhergehende dauerhafte T-Zell-Aktivierung, eine Selbststimulation durch
antigenprasentierende Zellen, sowie die Beteiligung von bakteriellen Infektionen
umfassen':1213, Im Zuge inzwischen verfiigbarer Technologien ist ein detaillierteres
Verstandnis der Tumorbiologie moglich, wodurch heute molekulargenetische Ansatze

in Bezug auf die Tumorentstehung in den Vordergrund rucken.

Das umgebende Mikromilieu der CTCL ist neben dendritischen Zellen durch weitere
Immunzellen, wie Makrophagen, CD8-positive (CD8+) zytotoxische T-Zellen und
regulatorische FOXP3-positive (FOXP3+) T-Zellen charakterisiert. FOXP3 ist ein
Transkriptionsfaktor, der die Expression bestimmter Proteine bewirkt, die von
regulatorischen T-Zellen bendtigt werden. In weiter fortgeschrittenen Lasionen
verandert sich das Zellbild. Wahrend zu Beginn der Krankheitsprogression ein
tumorkontrollierendes Milieu mit Dominanz der regulatorischen CD8+ und T-Helfer-1-
Zellen (TH1) charakteristisch ist, fallen in spateren Stadien geringe Zahlen von CD8+
und FOXP3+ Zellen auf.'*'S Zudem verandert sich die Zytokinzusammensetzung
zugunsten THZ2-aktivierenden Zytokinen, die unter anderem durch autokrine
Chemokin-Freisetzung der malignen T-Zellen zu erklaren ist'617, Die
Tumorumgebung spielt in der Tumorentstehung und -entwicklung eine entscheidende
Rolle. Durch Verstandnis der Signalwege konnen Therapien entwickelt werden, die
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eine tumorfordernde Kommunikation zwischen malignen CTCL-Zellen und den Zellen
des Mikromilieus durchbrechen. Die Mechanismen der CTCL, der Zerstorung durch
das korpereigene Immunsystem zu entgehen, gelten hier als besonders
vielversprechende Therapieziele.'®

Aktuelle Publikationen befassen sich intensiv mit Signalwegen und Molekulen, die an
der Tumorgenese der CTCL beteiligt sind. In einer Arbeit von Shono et al. von 2019
wurde die Expression der C-C-Chemokinrezeptor Typen 3 und 4 in Bezug auf den
klinischen Verlauf der CTCL untersucht und ein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von CCR3 und CCR4 und einem ungiinstigen Prognose festgestellt'®.
Hierdurch entstanden in der Folge neue Therapieansatze fur CTLC. Durch
Sequenzierungsarbeiten konnten in den letzten Jahren einige charakteristische
Mutationen entdeckt werden. Es zeigten sich aberrante Expressionsmuster von
Transkriptionsfaktoren, die an der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind.?° Mithilfe
der Next Generation-Sequenzierung konnen Aberrationen heute schneller und
zuverlassiger identifiziert werden. Haufig von Mutationen betroffen ist der JAK-STAT-
Signalweg, der eine wichtige Rolle fur das Zellwachstum und die Zellentwicklung
spielt?’.  Weitere  betroffene  Signalwege sind der  MAPK-Signalweg
(Zelldifferenzierung, -wachstum, Apoptose-Regulation) und der T-Zell-Rezeptor/ NF-
kB-Signalweg (Zellproliferation, Apoptose-Regulation)??2324, Daneben wurden einige
weitere Mutationen gefunden, die an der Entstehung von CTCL beteiligt sein konnten,
und potentiell von therapeutischem Nutzen sein konnten. Zudem stellen epigenetische
Veranderungen des Chromatins einen moglichen Motor der Lymphom-Entstehung
dar.?® Die bessere Charakterisierung der CTCL ist ein entscheidender Schritt fiir

praventive Uberlegungen, Entwicklung neuer Therapien und die Therapieauswahl.
1.1.2 Kilinik

Die klassische MF tritt meist an nicht-sonnenexponierten Stellen des Korpers auf. Sie
zeichnet sich durch einen indolenten Verlauf mit langsamer Progression aus'. Es
konnen mehrere Stadien unterschieden werden:

Ekzemstadium/ Patchstadium: Es zeigen sich gerotete, pityriasiforme oder
psoriasiforme, schuppende und scharf begrenzte Makula mit haufig atropher
Oberflache, die Juckreiz auslosen konnen. In diesem Stadium ist die Abgrenzung von
anderen dermatologischen Krankheitsbildern klinisch besonders schwierig.
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Plaquestadium: Die Plaques weisen eine braunlich-rétliche Farbe auf und konnen auf
der Basis ekzematoser Herde oder de novo entstehen. Typisch sind Areale gesunder
Haut innerhalb der betroffenen Bereiche (Nappes claires). Klinisch zeichnet sich
dieses Stadium insbesondere durch den starken Juckreiz aus.

Tumorstadium: Innerhalb der MF-Areale bilden sich schwammartige Tumoren aus,
welche haufig Ulzerationen aufweisen.

Generalisiertes Lymphomstadium: Ab dem Plaquestadium kdnnen Lymphknoten
und viszerale Organe betroffen sein. Eine Organbeteiligung tritt jedoch eher selten
auf.’26

Wichtig ist die Abgrenzung der MF von non-MF-Subtypen, die darauf basiert, dass

dem Tumorstadium der MF stets das Ekzem- oder Plaquestadium vorangeht'©.

Im Kontrast zur MF entwickelt sich das SS de novo mit einer kurzen
Entstehungsdauer?’. Die Hautlasionen dhneln denen der MF, die sich jedoch zu einer
massiven Hautinfiltration mit Erythrodermie (>80% der Korperoberflache befallen) mit
haufiger Hyperpigmentierung erweitern®6. Definitorisch treten eine generalisierte
Erythrodermie, Odeme und oft extremer Pruritus auf. Weitere haufige Symptome sind
eine Lymphadenopathie, Hepatomegalie, Alopezie, Onychondystrophie und eine

Hyperkeratose im Palmar- und Plantarbereich.’
1.1.3 Diagnostik

Zur Diagnostik des CTCL gehort neben einer detaillierten Anamnese die klinische
Untersuchung mit vollstandiger Hautinspektion und der genauen Erhebung des
Lymphknotenstatus. Die endgultige Diagnosestellung erfolgt durch die Kombination
des fuhrenden klinischen Befundes mit der histologischen Untersuchung
reprasentativer Hautbiopsien, immunhistochemischen Verfahren und — bei unklarer
Differentialdiagnose — molekularbiologischen Klonalitatsanalysen.* Zusatzlich zu der
Erhebung einer orientierenden Blutanalyse wird bei erythrodermischen CTCL ein
Blutausstrich auf Sézary-Zellen, eine FACS-Analyse mit Bestimmung des CD4/CD8
Verhaltnisses und der CD4*CD7- Zellen (typische Oberflachencharakteristik der
Sézary-Zellen) sowie ein Klonalitatsnachweis im Blut erhoben. Zur Beurteilung einer
moglichen extrakutanen Beteiligung wird die Diagnostik durch bildgebende Verfahren

erganzt.#
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Histopathologisch typisch fur Makula und Plaques sind bandférmige, lymphozytische
Infiltrate in der Papillarschicht. Haufig sieht man eine Exozytose von Lymphozyten in
die Epidermis (Epidermotropismus), wo sie sogenannte Pautrier Mikroabzesse bilden,
die Clustern von malignen Lymphozyten entsprechen. Letztere sind pathognomonisch
fur die MF, kommen allerdings nur in 25 % der Falle vor'2. In Tumorlasionen findet
man keinen oder einen nur noch schwach ausgebildeten Epidermotropismus?®. Bei der
frihen MF sind die histologischen Merkmale oft weniger eindeutig und kbnnen anderen
dermatologischen Krankheitsbildern ahneln. Definierte histopathologische Kriterien
erleichtern hier eine maglichst friihzeitige Diagnose.?® Bei den erythrodermischen
CTCL konnen histologische Merkmale schwach ausgepragt sein. Hier sind haufig
Lymphknoten-Biopsien und der Nachweis von Sézary-Zellen im peripheren Blut
entscheidend.30:3

In der Immunhistochemie fallt haufig der Verlust von Oberflachenantigenen wie CD2,
CD5 oder CD7 auf. Ein Fehlen des Markers CD7 wird als spezifischer und sensitiver
Hinweis auf CTCL diskutiert, ebenso wie beim Sézary Syndrom das Fehlen von CD26
und die Expression von CD158k.2832

MF und SS werden nach der von der Internationalen Gesellschaft fur kutane
Lymphome (International Society of Cutaneous Lymphoma; ISCL) und der EORTC
uberarbeiteten TNMB-Klassifikation bewertet. Diese bezieht die Hautlasionen (T), den
Befall von Lymphknoten (N), die Beteiligung viszeraler Organe (M) sowie die Anzahl
entarteter Zellen im Blut (B) ein."® Stadium IV wird definiert Uber eine hohe Tumorlast
im peripheren Blut (IVA1), eine ausgedehnte Lymphknotenmanifestation (IVA2) oder
die Beteiligung viszeraler Organe (IVB).*

1.1.4 Aktuelle Therapieleitlinien

Die Therapie kutaner T-Zell-Lymphome richtet sich maldgeblich nach der Art und dem
Stadium der Erkrankung33. In der Regel werden die Therapieoptionen mit der
Zielsetzung einer dauerhaften Remission eingesetzt. Man verwendet stadiengerecht
lokale und/oder systemische Therapien?®.

Lokal werden insbesondere in frihen Stadien topische Kortikosteroide verabreicht. Als
Zweitlinientherapie stehen Carmustin oder Chlormethin zur Verfugung, welche zur

10
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Alkylierung von Nukleinsauren fuhren. In fortgeschrittenen Stadien der CTCL kommen
topische Retinoide wie Bexaroten zum Einsatz, die apoptosefordernd wirken und die
Differenzierung der Zellen beeinflussen. Zentraler Bestandteil der Therapie ist
aullerdem haufig die UV-Phototherapie, entweder mit Psoralen und UVA-Strahlen
(PUVA) oder eine UVB-Therapie mit einer Wellenlange von 311 nm (UVB-311 nm),
die in frihen MF-Stadien eine komplette Remission erzielen kdnnen.3

Systemisch kommt beim erythrodermischen CTCL die extrakorporale Photopherese
(ECP) zum Einsatz. Deren Prinzip basiert darauf, dass das Blut auRerhalb des Korpers
UVA-Licht in Kombination mit Methoxsalen ausgesetzt und dann dem Korper
zuruckgefuhrt wird, wodurch die Apoptose von Tumorzellen ausgelost werden kann.
Ab Stadium Il der MF und bei dem SS kommen systemisches Bexaroten und
Interferon alpha (IFN-a), haufig in Kombination mit der ECP, zum Einsatz. Bexaroten
fuhrt bei der systemischen Gabe oft zu Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen,
Hypercholesterinamie  und  Hypothyreoidismus, @ kann aber auch zu
schwerwiegenderen Problemen wie u.a. Neutropenie, Leukopenie, Pankreatitis
fuhren.®* Zu den typischen Nebenwirkungen von IFN-a. zahlen Kopfschmerzen, grippe-
ahnliche Symptome, Fatigue, Anorexie, Gewichtsverlust, Depressionen und periphere
Neuropathien®. Beim SS und bei der MF ab Stadium Il kann zudem Alemtuzumab
eingesetzt werden, ein monoklonaler Antikorper, der Uber CD52 an B- und T-Zellen
inklusive der malignen CTLC-Zellen bindet und deren Zerstorung bewirkt. Allerdings
wird im Zusammenhang mit Alemtuzumab von einer anhaltenden Immunsuppression
berichtet.?8:34.36  Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACI) losen ein reduziertes
Wachstum aus und begunstigen die Apoptose. Einige Studien berichten von schweren
Nebenwirkungen der HDACi wie gastrointestinale Beschwerden, Fatigue,
hamatologische Abnormalitaten wie Thrombozyto-, Lymphozyto- und Neutropenien,
opportunistischen Infektionen sowie kardiologische Komplikationen?.

Bisher stehen nur zwei zielgerichtete Therapien fur die Indikation der CTCL zur
Verflgung?*. Als erste zielgerichtete Therapie wurde 2017 Brentuximab-Vedotin als
Konjugatwirkstoff aus einem CD30-Antikdrper mit einem gebundenen
Chemotherapeutikum zugelassen®283°. 2018 wurde als zweite bisher verfligbare
zielgerichtete Therapie der Antikorper Mogamulizumab zugelassen, der sich gegen
den haufig auf CTCL-Zellen exprimierten CCR4 (C-C-Chemokinrezeptor Typ 4)

11



Einleitung

richtet®®. (Siehe auch Kapitel 1.2.1: Spezielle CTCL-Charakteristika und neue
therapeutische Strategien.)

Des Weiteren stehen ab dem Stadium [IB einige Chemotherapeutika zur Verfugung,
die insbesondere als Zweitlinientherapie eingesetzt werden3*. Der kurative
Therapieansatz mittels allogener Stammzelltransplantation zeigte sich in Studien als
geeignete Therapiestrategie bei jungen Patienten mit fortgeschrittenen Stadien3*41.

Eine retrospektive Analyse der zugelassenen Therapieoptionen von Hughes et al.#?
untersuchte die Effektivitat der aktuellen Therapieoptionen durch Analyse der Dauer
bis zur Notwendigkeit einer Therapieumstellung (time to next treatment, TTNT). Hierzu
wurden die Daten von 198 Patienten mit MF/SS des Peter MacCallum Krebszentrums
und des St. Vincent’'s Krankenhaus in Melbourne, Australien von einem Zeitraum von
39 Jahren ausgewertet. Es zeigte sich eine insgesamt hohe und frihe Rezidiv- und
Progressionsrate mit der Notwendigkeit haufiger Therapieumstellungen. Uber alle
gangigen Therapien ergab sich eine TTNT von 5,4 Monaten, dabei konnte keine der
medikamentdsen Therapielinien eine TTNT von Uber 9 Monaten bewirken. In der
Betrachtung der unterschiedlichen Therapeutika schnitten insbesondere die
Chemotherapeutika mit einer medianen TTNT von nur 3,9 Monaten ungunstig ab.
(Tabelle 1) Die Studie zeigt, dass aktuelle Standardtherapien haufig nur zu einer
kurzen Progressionsfreiheit mit friher Resistenzbildung fihren und daher oft mehrere
therapeutische Ansatze notwendig sind, um eine langfristige Krankheitskontrolle zu

erreichen.4?

Tabelle 1: Mediane Dauer bis zur ndchsten Therapielinie der gangigsten medikamentdsen Therapien nach
Hughes et al.*?> TTNT: Time to next treatment, Mo: Monate, 95 % KI: 95-%-Konfidenzintervall

Mediane TTNT 95 % | Mediane GroRe

TTNT (Mo) Kl (Mo) Therapielinie Patientenkollektiv
Chemotherapie 3,9 3,2-5/1 4 144
Interferon-o 8,7 6,0 -18,0 2 68
HDAC-Inhibitoren | 4,5 4,0-6,1 3 74
Bexaroten 7,3 26-1108 |2 20
Alemtuzumab 4.1 2,7-6,5 2 16
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1.2 Neue therapeutische Zielstrukturen der CTCL
1.2.1 CTCL-Charakteristika und neue therapeutische Strategien

2000 publizierten Hanahan und Weinberg erstmals Eigenschaften, die uber die
unterschiedlichen Tumorentitdten hinweg bosartige Erkrankungen auszeichnen®?,
2011 wurden die ursprunglichen sechs ,hallmarks of cancer® durch vier weitere
erganzt**. Viele Mechanismen, die bei malignen Erkrankungen gefunden werden,
betreffen mehrere dieser Kennzeichen bosartiger Erkrankungen und wurden vielfaltig
auch bei CTCL entdeckt?*4546, Heutzutage stellen diese molekularen Entdeckungen

wichtige Ansatzpunkte der CTCL-Therapie dar. (Abbildung 2)
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Abbildung 1: Beispiele neuer therapeutischer Zielstrukturen bei CTCL in Bezug auf die ,hallmarks of cancer®,

angelehnt an Hanahan und Weinberg, 20114

Tan et al. 201847, 2Sekulic et al. 20155, 3Khodadoust et al. 20195, YLesokhin et al. 201652, 5Kim et al. 201840,
6)Prince et al. 20172, "Nicolay et al. 201678, ®Willhelm et al. 200453 KieRling, Nicolay et al. 2017%5, ®Frohlich et

al. 201902

Im Folgenden sollen einige Beispiele der jungsten Bemuhungen zu neuen
Therapieoptionen beim CTCL vorgestellt werden. Viele dieser Substanzen, die sich
als geeignet fur den Einsatz bei CTCL herauskristallisiert haben, kdnnen nicht nur als
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Einzeltherapeutikum, sondern auch in Kombinationsbehandlungen interessante
Therapiebestandteile darstellen. Die Beziehungen der neuen Therapiemdoglichkeiten

zu einem oder mehreren ,hallmarks of cancer” werden in Abbildung 2 dargestellt.

Proteasom-Inhibition: Bortezomib

Der Proteasom-Komplex der Zelle reguliert Prozesse der Apoptose, des Zellzyklus,
der Angiogenese und der Proliferation und spielt somit an mehreren
Schliisselelementen der Tumorentstehung eine Rolle*”. Bortezomib wurde in anderen
hamatologischen Erkrankungen bereits in der Kombinationsbehandlung erfolgreich
eingesetzt*®. Erste klinische Studien untersuchen die Effektivitdt von Proteasom-

Inhibitoren wie Bortezomib als therapeutische Option bei CTCL*°.

Immuncheckpoint-Inhibitoren: Ipilimumab, Pembrolizumab und Nivolumab

Viele bosartige Neoplasien nutzen Mechanismen, um der Immunkontrolle zu
entkommen. In gesunden Zellen inhibiert das Protein CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-
associated Protein 4) die Zellproliferation und hat somit eine protektive Funktion. In
CTCL konnte eine Fusion von CTLA4 und CD28 festgestellt werden, wodurch der
proliferationshemmende Einfluss von CTLA4 aufgehoben wird, und das CTLA4-CD28-
Fusionsprotein die Proliferation fordert. Aufgrund dieser Mutation kann der CTLA4-
Antikorper Ipilimumab eine weitere Option bei der personalisierten CTCL-Behandlung
darstellen, indem das Proliferationssignal durch CTLA4-CD28 blockiert wird.%°

Die Bindung zwischen dem Oberflachenprotein PD1 und dem PD1-Liganden bewirkt
ein inhibitorisches Signal auf tumorbekampfende T-Zellen. Der PD1-Ligand wird in
einigen Tumorentitaten verstarkt gebildet um der Immunantwort gegen die malignen
Zellen zu entgehen. PD1-Inhibitoren sollen diese Bindung verhindern und so die
Immunabwehr gegen maligne Zellen reaktivieren. Erste Studien weisen auf das

therapeutische Potenzial der PD1-Inhibitoren Pembrolizumab und Nivolumab hin.5152

RAS-RAF-MAPK-Signalweg-Inhibition: Sorafenib

Dass spezielle Mutationen CTCL fur eine zielgerichtete Therapie sensibilisieren
konnen, zeigt auch der Einsatz des Multi-Kinase-Inhibitors Sorafenib. Sorafenib
inhibiert den RAS-RAF-MAPK-Signalweg, Uber den Angiogenese, Zellinvasion und -
proliferation angestolRen werden kann und der bei hoher Aktivitdt die
Tumorprogression fordert.%? In einigen Studien zeigte Sorafenib bei unterschiedlichen
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Tumorentitaten jedoch eine unzureichende Wirksamkeit. Beim CTCL konnte gezeigt
werden, dass Sorafenib bei Veranderungen des NRAS-Gens, das einen wichtigen
Baustein im RAS-RAF-MAPK-Signalweges darstellt, eine deutlich hohere Effektivitat

zeigt.54%

CCR4-Antikérper: Mogamulizumab

Neben therapeutischen Konzepten, die auf den klassischen Merkmalen maligner
Prozesse beruhen, ist es im Rahmen einer zielgerichteten Therapie sinnvoll,
Oberflachen-Merkmale zu nutzen, die auf den Tumorzellen vermehrt exprimiert
werden. Der Oberflachen-Marker C-C Chemokinrezeptor 4 (CCR4) kommt bei CTCL
haufig vor und ermdglicht therapeutischen Substanzen, die an diese Struktur binden,
eine zielgerichtete Therapie einzuleiten. Durch den Einsatz des humanisierten
monoklonalen Antikorpers gegen CCR4 Mogamulizumab konnte eine deutliche
antikorper-vermittelte Zytotoxizitat in CTCL-Zellen gezeigt werden, die sich besonders
stark in leukdmischen Varianten der CTCL zeigt.*® In einer 2018 publizierten Phase Il
Studie zeigte sich in Patienten mit refraktdrem oder rezidivietem CTCL ein
progressionsfreies Uberleben von durchschnittlich 7,7 Monaten im Vergleich zu 3,1
Monaten in der mit Vorinostat behandelten Kontrollgruppe. Die Zulassung von

Mogamulizumab in Deutschland erfolgte im Jahr 2018.4

CD30-Antikérper gekoppelte Chemotherapie: Brentuximab Vedotin

Brentuximab Vedotin ist ein Konjugat aus dem gegen CD30 gerichteten Antikorper
Brentuximab und dem Zytostatikum Monomethylauristatin E. Nach Kontakt mit dem
haufig von CTCL-Zellen exprimierte Oberflachenmarker CD30 wird Brentuximab
Vedotin Uber Endozytose aufgenommen und der Wirkstoff so gezielt in die CTCL-
Zellen eingebracht.3® 2017 konnte in einer Phase Il Studie der vorteilhafte Effekt von
Brentuximab Vedotin bei CTCL Patienten dargestellt werden. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde Brentuximab Vedotin fur CD30 positive CTCL in Europa Ende 2017

zugelassen.®’

Neue Therapiestrategien beruhen gro3tenteils auf genetischen Aberrationen, die zwar
bei CTCL gehauft vorkommen, jedoch bei jedem Patienten individuell ausgepragt sein
oder fehlen konnen. Daher basiert eine erfolgreiche Behandlungsstrategie im Sinne

der personalisierten Medizin darauf, dass maoglichst viele typische Expressionsmuster
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und dazugehdarige therapeutische Konzepte identifiziert und entwickelt werden, um fur
jeden Patienten eine effektive und nebenwirkungsarme Therapie zusammenstellen zu
konnen. In den jungsten Forschungsbestrebungen im Bereich der Tumortherapie
zeigte sich immer wieder, dass die Verwendung neuer Substanzen in einer
Kombinationstherapie viele Vorteile mit sich bringt. Zum einen kbnnen mehrere
Zielstrukturen gleichzeitig erfasst werden, wodurch synergistische Effekte ausgelost
werden konnen. Zum anderen kdnnen durch die Kombinationstherapie in vielen Fallen
geringere Einzeldosen verwendet werden, was zu einer Reduktion der

Auftretenswahrscheinlichkeit und des AusmalBes von Nebenwirkungen fiihrt.

Im Fokus dieser Arbeit steht die Zelltodresistenz der CTCL-Zellen und Veranderungen
in der Genexpression, die zu charakteristischen Eigenschaften auf Proteinebene
fuhren, welche als therapeutische Angriffspunkte fur effektive neue Therapiemodelle
dienen konnen. Hierzu soll im folgenden Kapitel die Apoptoseresistenz als wichtiger
Malignitatsfaktor und die sich daraus ergebenden therapeutischen Uberlegungen

vorgestellt werden.

1.3 Zelltodresistenz als therapeutische Aufgabe bei CTCL
1.3.1 Apoptose-Signalwege und -resistenzen bei CTCL

Apoptose beschreibt den Vorgang eines programmierten Zelltodes. Er wird durch
verschiedene Gene gesteuert und resultiert in der Aktivierung abbauender und
steuernder Enzyme (proteolytische Enzyme und Caspasen). Hierdurch kommt es zu
Membranveranderungen, einer Chromatin-Verdichtung, der Zellkernfragmentation
und der Abnahme des Zellvolumens. Zellbestandteile werden kontrolliert abgebaut
und von Phagozyten entfernt.®® Zwei verschiedene Signalwege, die in einer
gemeinsamen Endstrecke munden, kdnnen die Apoptose auslosen: Der extrinsische,
Todesrezeptor-abhangige Signalweg, wird durch Rezeptoren der
Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Familie vermittelt. Bekannte Vertreter sind der Fas-
Rezeptor/Fas-Ligand, sowie der CD95/CD95-Ligand.>®¢° (Abbildung 3) Im Gegensatz
dazu wird der intrinsische, mitochondriale Signalweg durch zellulare Stressreaktionen
ausgelost, die z.B. aufgrund von Hypoxie, Strahlung, Infektionen oder DNA-
Mutationen entstehen konnen. Dieser Prozess wird unter anderem durch Proteine der

sogenannten Bcl-2-Familie gesteuert. Hierzu zahlen auf der einen Seite pro-
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apoptotische Moleklle wie Bad, Bim, Bid und HRK (BH3-only Proteine), die die
Effektorproteine Bax und Bak aktivieren und zum anderen die anti-apoptotischen
Proteine Bcl-2, Bcl-XL, A1 und Mcl-1, welche pro-apoptotische Proteine binden und
abbauen. Normalerweise sitzt Bak in der auReren Mitochondrienmembran, wahrend
Bax im Zytosol der Zelle lokalisiert ist. Apoptotische Triggersignale fuhren zu der
Insertion von Bax in die auflere Mitochondrienmembran, wodurch Bax und Bak
Oligomere bilden konnen. Gemeinsam formen Bax und Bak Poren. Cytochrom ¢ kann
das Mitochondrium verlassen und seinerseits Caspasen aktivieren (die Effektor-
Caspasen 3, 6 und 7). Diese setzen verschiedene Apoptose-Prozesse um, wodurch
die Zell-DNA zerlegt wird und die Zellbestandteile nach Fragmentation im Zellinneren
nach und nach in Vesikeln abgeschnurt werden und so von Makrophagen

aufgenommen werden kénnen.6162.63.64

Mitochondrialer Signalweg Todesrezeptor-abhangiger
Signalweg

Zytokin-Einfluss
—Todesrezeptor-Ligand

Todesrezeptor
—— BH3-only Proteine - =LY
J. —FADD
Anti-apoptotische
Bcl-2 Proteine
1 —— tBid «——  Caspase 8
———>  [sE Bak <+—
Mitochondrium
NFkB

Cytochrom c SMAC

APAFL ~ XIAP
b1 1

Caspase9 =~ —— < Effektor-Caspasen ~—>  Apoptose

|:| Pro-apoptotische Komponenten |:| Anti-apoptotische Komponenten
— Aktivierender Effekt —] Inhibierender Effekt

Abbildung 2: Signalwege der Apoptose mit pro- und anti-apoptotischen Komponenten. Angelehnt an
Mihalyova, Jelinek et al. 201888

TRADD: Tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein, FADD: Fas-associated protein
with death domain, SMAC, APAF1, XIAP: Proteine der Apoptosekaskade, tBID: truncated p15 BID
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Diese Apoptosemechanismen spielen in CTCL insbesondere daher eine Rolle, da
gezeigt werden konnte, dass die Malignitat der CTCL-Zellen weniger auf einer
gesteigerten Proliferationsrate, sondern eher auf einer Zelltodresistenz beruht'’-5,
Mechanismen dieser Resistenz konnen verschiedene Punkte der Apoptose-
Signalwege betreffen. Neben der Aktivierung des extrinsischen Signalweges, spielt
insbesondere die Hochregulation anti-apoptotischer Molekule wie Bcl-2 oder NF-kB

eine Rolle%6-67,
1.3.2 NF-kB-Inhibition mittels Dimethylfumarat

NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der eine zentrale Rolle in vielen Prozessen der Zelle

einnimmt. Die vielfaltigen

Regulationseinflisse von NF-kB Immunantwort

sind in Abbildung 3 dargestellt. Inflammation ] Proliferation

Bei dem GroRteil maligner N -

Erkrankungen  ist ~ NF-xB Emprvogenese <— NF-kB — Differenzierung
konstitutiv aktiviert und stellt Zelltod d l \Angiogenese

dadurch einen Progressions-
faktor dar.686970 Dje Rolle von
NF-kB bei CTCL wurde bereits

Abbildung 3: Regulationseinfliisse von NF-kB”"
beschrieben und wird als

Metastasierung

mitverantwortlich fur die beobachtete Zelltodresistenz und die Proliferationsneigung
angesehen’'. Daher kristallisierte sich in den letzten Jahren NF-kB zunehmend als
vielversprechende Zielstruktur in der Behandlung von CTCL heraus. Als ein
Mechanismus der Zelltodauslosung durch NF-kB-Inhibition in CTCL konnte die
Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) gefunden
werden’?. Verschiedene Substanzen wie Bortezomib, Kurkumin oder nicht-steroidale
Antirheumatika wurden bereits in Studien bei CTCL eingesetzt, um den NF-kB-
Signalweg in therapeutischer Intention zu inhibieren, wobei sich die Primarwirkung
nicht auf NF-kB bezieht und die therapeutische Wirkung haufig nicht ausreichend
war*®7374 " Direkte NF-kB-Inhibitoren zeigten in vitro eine gute Wirksamkeit, die
getesteten Substanzen kamen allerdings aufgrund starker Nebenwirkungen bisher

nicht flir den klinischen Einsatz in Frage’75.
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Dimethylfumarat (DMF) gehort ebenfalls zu den direkten NF-kB-Inhibitoren und wird in
der Klinik bereits erfolgreich bei der Behandlung der Psoriasis und der Multiplen
Sklerose eingesetzt. Die vielversprechende Wirkung in der Tumortherapie wurde
zunachst in Melanom- und Glioblastom-Zellen nachgewiesen.”87”

2016 ist es gelungen, den vielversprechenden Effekt von DMF auf CTCL-Zellen zu
zeigen’®. Es zeigte sich, dass DMF in CTCL-Zelllinien und primaren CD4* Zellen von
CTCL Patienten und gesunden Probanden signifikant Zelltod auslésen kann und die
durch NF-kB stimulierten Genprodukte durch die Behandlung mit DMF deutlich
weniger exprimiert wurden. Zudem wurden die behandelten Zellen in Hinblick auf den
Mechanismus der Zelltodausldsung untersucht. Passend zu der Auslosung einer
Apoptose konnte in den CTCL-Zellen eine deutliche Verminderung des
mitochondrialen Membranpotenzials festgestellt werden, welche im Zusammenhang
mit einer erhOhten Permeabilitat der Mitochondrienmembran und einer daraus
resultierenden Cytochrom c Freisetzung steht.”® Weiter stromabwarts in der
Apoptosekaskade zeigte sich, dass in den Zellen, korrelierend mit dem Grad der
Zelltodauslésung, eine Caspase 3-Spaltung und eine DNA Fragmentation stattfindet’®.

Neben der Analyse der NF-kB-Inhibition in vitro, konnte erstmals der therapeutische
Effekt von DMF in einem Xenograft-Mausmodell mit der CTCL Zelllinie HH in vivo
dargestellt werden. In den Experimenten zeigte sich ein signifikanter Uberlebensvorteil
in der mit DMF behandelten Gruppe (70 % uberlebende Tiere in der DMF Gruppe
gegenuber 40 % uUberlebenden Tieren in der Kontrollgruppe an Tag 29 nach
Behandlungsbeginn mit taglicher Gabe DMF oral). Des Weiteren konnte ein
verzogertes Tumorwachstum und eine verringerte Haufigkeit von Organmetastasen
festgestellt werden. Auch in vivo konnte eine erhohte Apoptoseaktivitat als vermuteter
Mechanismus der Zelltodauslosung durch den Nachweis von gespaltener Caspase 3

gezeigt werden.”®
Mit der NF-kB-Inhibition durch DMF wurde somit erstmals ein therapeutischer Ansatz

vorgestellt, der sich auf die beobachtete Zelltodresistenz in CTCL-Zellen bezieht und

in vitro und in vivo signifikant Zelltod auslosen konnte.
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1.3.3 Bcl-2-Inhibition zur Lésung der Zelltodbremse

Neben dem NF-kB-Signalweg als Faktor der beobachteten Zelltodresistenz in CTCL-
Zellen, spielt der Bcl-2-Signalweg eine grofe Rolle in der Steuerung der Apoptose-
Sensitivitat der Zelle. Die Proteine der Bcl-2-Familie sind charakterisiert durch
verschiedene ,bcl-2 homology domains® (BH). Neben Molekilen mit vielen
unterschiedlichen BH-Domanen wie Bcl-2 und Bcl-XL, gibt es die ,BH3-only“ Proteine,
wie beispielsweise Bad und Bid, welche ausschliel3lich pro-apoptotische Funktionen
aufweisen. In der Zelle binden pro-apoptotische Molekule Uber die BH3-Bindungsstelle
an Bcl-2, wodurch Bcl-2 inhibiert und der anti-apoptotische Effekt ausgeschaltet
wird 6264

Bcl-2 beeinflusst als anti-apoptotisches Molekll einen Grofteil der hamatologisch-
onkologischen Neoplasien. Wahrend zunachst angenommen wurde, dass Bcl-2 als
Onkogen Zellwachstum und -proliferation steigert, konnte Bcl-2 im Verlauf als
,Uberlebenssignal“ der Zelle charakterisiert werden. Als solches fungiert Bcl-2 als
Zelltodbremse in malignen Zellen, wodurch die Zelle widerstandsfahiger gegenuber
Zelltodsignalen des Immunsystems und therapeutischer Substanzen wird.88! Dass
die Bcl-2 Uberexpression auch in CTCL eine Rolle spielt, konnte bereits 1995 von

Dummer et al. beschrieben werden®2,

Dieser Mechanismus wurde genutzt, um eine Reihe von BH3-Mimetika zu entwickeln,
die Bcl-2 und ahnliche Molekiile der Zelle inaktivieren®. Das erste BH3-Mimetikum,
das zu diesem Zweck entwickelt wurde, war ABT-737. ABT-737 bindet an Bcl-XL, Bcl-
2, und Bcl-w und zeigte eine starke Apoptose-Auslosung in Tumoren. Mechanistische
Experimente haben gezeigt, dass ABT-737 nicht aktiv Apoptose ausloste, sondern
vielmehr die Zelle gegenuber Zelltod-auslosenden Signalen sensibilisierte und somit
die Zelltodbremse l6ste.®* Als nachste Generation der BH3-Mimetika wurde ABT-263
(Navitoclax) entwickelt, da ABT-737 eine zu geringe Loslichkeit und unzureichende
Bioverfugbarkeit aufweist, um in der Klinik angewendet werden zu konnen. ABT-263
konnte in lymphatischen Malignomen zwar starke Effekte bezuglich der Apoptose-
Auslésung zeigen, induzierte allerdings als relevante und limitierende Nebenwirkung
in klinischen Studien einen starken Abfall der Thrombozyten.®® 2013 wurde ABT-199
(Venetoclax) beschrieben, ein BH3-Mimetikum, das selektiv Bcl-2 inhibiert und nicht
mehr den starken Thrombozyten-Abfall wie unter ABT-263 zeigt, da es eine
geringfugig andere Struktur aufweist, die eine Bindung an Bcl-XL verhindert, welche
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fur die Thrombozytopenie verantwortlich ist®87. Aktuell steht ABT-199 im Mittelpunkt
der Forschung zur Bcl-2-Inhibition bei malignen Erkrankungen. ABT-199 wurde 2016
erstmals als Monotherapie fur spezielle Unterformen der chronischen lymphatischen
Leukamie (CLL) zugelassen.® In klinischen Studien zeigte sich bei CLL-Patienten ein
gut kontrollierbares Nebenwirkungsprofil bei sehr guten Ansprechraten. Zu den
Nebenwirkungen gehorten in dieser Studie Diarrhoen (52%), respiratorische
Atemwegsinfekte (48%), Ubelkeit (47%) und Neutropenie (41%)2°. Phase-I-Studien
mit ABT-199 wurden inzwischen bei weiteren hamatologischen Neoplasien wie
verschiedenen Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) oder dem Multiplen Myelom
durchgefuhrt. Auch hier zeigten sich ein tolerables Nebenwirkungsprofil und
insbesondere bei speziellen Risikokonstellationen gute therapeutische Effekte.88:90.91
Bei einigen Krankheitsentitaten wie z.B. dem follikularen Lymphom oder dem diffus-
grol3zelligen B-Zell-Lymphom konnte ABT-199 in der Monotherapie jedoch nur
unzureichende Effekte erzielen, weswegen ABT-199 inzwischen haufig als potentieller
Bestandteil von Kombinationstherapien untersucht wird#888.90.92,

In CTCL wurde insbesondere in leukamischen und fortgeschrittenen Tumorstadien
sowohl eine Bcl-2-Uberexpression entdeckt, als auch verschiedene Mutationen, die
mit der Expression von Bcl-2 in Zusammenhang stehen®949_ Dazu gehéren STATS3-
Amplifikationen, STATSB-Amplifikationen, P53-Deletionen und CTLA4-
Deletionen?+%6.97.98 = 2017 wurden Bcl-2-Inhibitoren erstmals in vitro bei CTCL
eingesetzt. Hier konnte in isolierten Zellen von CTCL-Patienten insbesondere bei
fortgeschrittenen Tumorstadien ein signifikantes Ansprechen auf ABT-199 beobachtet
werden, wahrend untersuchte CTCL-Zelllinien eine wesentlich schwachere Apoptose-
Auslésung zeigten. Zudem wurde ein Zusammenhang zwischen der Bcl-2-Expression
der Zellen und den Ansprechraten auf ABT-199 beobachtet. Neben dem alleinigen
Einsatz von ABT-199 untersuchte diese Studie die Kombinationstherapie des Bcl-2-
Inhibitors mit Histon-Deacetylase-Inhibitoren. Hier konnten synergistische Effekte der
beiden Substanzklassen in den malignen Zellen von Patienten nachgewiesen werden,
die bei CTCL-Zelllinien jedoch nicht beobachtet wurden.®® Auch wenn die ersten Daten
Hinweise auf eine erfolgreiche Apoptoseauslosung durch den Bcl-2-Inhibitor ABT-199
in verschiedenen hamatologischen Neoplasien liefern, ist Bcl-2 als Vermittler der
Zelltodresistenz in CTCL bisher kaum explizit untersucht worden. Daher ist es
essentiell, dass die genauen Wirkmechanismen und der Nutzen von Bcl-2-Inhibitoren
in CTCL tiefergehend erforscht werden.

21



Einleitung

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Trotz vielfaltiger wissenschaftlicher Bemuhungen sind die therapeutischen
Moglichkeiten bei CTCL nach wie vor begrenzt. Da es aktuell keinen regelhaft
einsetzbaren kurativen Therapieansatz gibt und viele CTCL Resistenzen gegenuber
eingesetzten Substanzen zeigen, werden neuartige Therapiestrategien benotigt, die
klinisch vertraglich sind und den Krankheitsverlauf besser kontrollieren.

Als ein elementarer Malignitatsfaktor der CTCL hat sich die Zelltodresistenz der
malignen Zellen herausgestellt. Ein erster erfolgreicher Ansatz, diese Resistenz in der
Therapie CTCL zu unterbinden, war die effektive Zelltodauslosung mit dem NF-kB-
Inhibitor DMF. Bcl-2 beeinflusst mal3geblich die Sensitivitat einer Zelle gegenuber
Apoptosesignalen. Inhibitoren dieses Proteins zeigten in ersten Studien
vielversprechende Ergebnisse in anderen hamatologischen Neoplasien. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher neben NF-kB der Bcl-2-Signalweg als potenzielle
neue therapeutische Zielstruktur fir CTCL untersucht. Dabei wurden Bcl-2-Inhibitoren
sowohl als Monotherapeutikum als auch in Kombination mit DMF eingesetzt. Es
wurden sowohl die Auswirkungen der Behandlung untersucht, als auch die

Mechanismen der Zelltodauslosung beleuchtet.

Zusammenfassend standen im Fokus der Arbeit folgende Fragestellungen:

1. Konnen Bcl-2-Inhibitoren in CTCL-Zellen in vitro und in vivo effektiv und
spezifisch Apoptose ausldsen?

2. Kann durch die Kombination von Bcl-2-Inhibitoren und DMF als NF-kB-Inhibitor
in vitro und in vivo ein synergistischer Effekt in der Zelltodauslosung erreicht
werden?

3. Welche Mechanismen vermitteln die Zelltodauslosung von Bcl-2-Inhibitoren in
CTCL?

4. Welche zusatzlichen therapeutischen Effekte der CTCL-Zelltodauslosung

konnen durch Bcl-2-Inhibitoren im Tiermodell ausgelost werden?
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1.5 Studiendesign

Der Aufbau der vorliegenden Arbeit wird in Abbildung 4 zusammengefasst. Dargestellt
sind die Analysen der Zelltodauslosung durch Bcl-2- und NF-kB-Inhibition, sowie die
angeschlossenen mechanistischen Experimente. Es wurden sowohl Zelltodanalysen
in vitro durchgefuhrt, als auch ein Xenograft Mausmodell etabliert und die Effekte der

Inhibition von Bcl-2 und NF-kB in vivo untersucht.
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in vitro Zelllinien Primire CD4* Zellen
SeAx, MyLa > CTCL-Zelllinien 7 CTCL Patienten
HH-> CTCL, kein Bcl-2 7 gesunde Probanden

J16 2> akute T-Zell-Leukamie

Zelltodassay

ROS-Auslésung Bax/Bak Interaktion

clCaspase-3-Assay Bcl-2 Knockdown

in vivo SeAx Xenograft Mausmodell
32 NSG Mause - i.d. Injektion von SeAx-Zellen

CLrL
EEE

Tumornekroseareale Ki-67 Farbung

Tumorwachstum, Uberlebensrate
L Mitosefiguren clCaspase-3 )

Abbildung 4: Schematisches Studiendesign der Arbeit.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1

Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller, Sitz

Desinfektionsmittel

Einfrier-Rohrchen

Einmalpipetten

FACS-Rohrchen

Filter-Papier

Handschuhe

Heparin-Roéhrchen

Kulturflaschen

Membran fur Western
Blots

Parafilm

Biocidal ZF™, WAK-Chemie Medical GmbH,
Steinbach, Deutschland

antifect® N liquid, schilke, Norderstedt,
Deutschland

Cryo.sTM, 2 ml, Round Bottom, Starfoot Base,
greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich
Transferpipette 1ml #86.1170, Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland

Corning™ Falcon™ Round-Bottom Polystyrene
Tubes #14-959-6, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten
Whatman® cellulose chromatography papers,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Semperguard® Nitrile Xtra lite powder-free,
sempermed (Semperit AG Holding), Wien,
Osterreich

S-Monovette® 7.5ml LH, Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

CELLSTAR® Filter Cap Cell Culture Flasks
#82050-856, greiner bio-one, Kremsmunster,
Osterreich

Immun-Blot® PVDF Membrane, Roll, 26 cm x 3.3
m #1620177, Bio-Rad, Hercules, Kalifornien,
Vereinigte Staaten

PARAFILM®, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,

Vereinigte Staaten
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Pipettenspitzen

Reaktionsgefale

Separations-Filter

Separations-Saulen

Titrierplatten

Zentrifugen-Roéhrchen
(Falcon-Tubes)

Gerate

Bezeichnung

Falcon™ Disposable Polystyrene Serological
Pipets, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Safe-Lock Tubes, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Pre-Separation Filters (30 ym), Militenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Deutschland

LS-Columns, Militenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland

CELLSTAR® Cell Culture Multiwell Plates,
greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich
Tube, 15 ml und 30 ml, PP, Screw Cap, greiner

bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Hersteller, Sitz

Absaugpumpe
Analysewaage

Autoklav
Blotting Gerat

Durchflusszytometer

Einfrierbox

Fluoreszenzgerat

Fotogerat fur Western
Blots

BVC control, vacuubrand, Wertheim, Deutschland
Entris® Prazisionswaage, sartorius, Gottingen,
Deutschland

5075 ELV, Tuttnauer, Breda, Niederlande
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, Bio-Rad,
Hercules, Kalifornien, Vereinigte Staaten

BD FACSCanto Il, BD Bioscience, Franklin Lakes,
New Jersey, Vereinigte Staaten

Nalgene Mr. Frosty™ Gefrierbehalter, ThermoFisher
scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte
Staaten

Infinite® 200 Pro NanoQuant, Tecan, Mannedorf,
Schweiz

ChemosStar Elektrochemilumineszenz und
Fluoreszenz Imager, Intas Science Imaging

Instruments GmbH, Goéttingen, Deutschland
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Gelelektrophorese Gerat Multigel-Long 846-010 - 330 und Zubehor, Analytik

Grolde Zentrifuge

Heizblock

Kleine Zentrifuge

Konfokalmikroskop
Lichtmikroskop

Magnetwand

Mini-Zentrifuge

Schuttler

Sicherheitswerkbank

Vortex-Schuttler

Wasserbad

Zellzahlgerat

2.1.3 Antikorper

Bezeichnung

Jena Biometra, Jena, Deutschland

Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf ThermoMixer® C, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland® C, Hamburg, Deutschland
Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

LSM710, Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Leica DM IL, Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

QuadroMACS Separator, Militenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland

VWR® Mini Centrifuge, VWR International, Radnor,
Pennsylvania, Vereinigte Staaten

Polymax 1040, Heidolph, Schwabach, Deutschland
Werkbank der Klasse Il HeraSafe™ KS12,
ThermoFisher scientific, Waltham, Massachusetts,
Vereinigte Staaten

Vortex-Schuttler, VWR International, Radnor,
Pennsylvania, Vereinigte Staaten

TW8 Wasserbad, Julabo, Seelbach, Deutschland
TC20™ Automated Cell Counter, Bio-Rad, Hercules,
Kalifornien, Vereinigte Staaten

Hersteller, Sitz

Anti-Bak

Anti-Bax

Bak-Antikorper, Kaninchen, IgG, ab69404,
Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich
Bax-Antikorper, Kaninchen, IgG, ab53154,
Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich
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Anti-Bcl-2

Anti-Bim

Anti-Caspase 3

Anti-cleaved Caspase 3

Anti-GAPDH

Anti-Kaninchen

(sekundar)

Anti-Ki-67

Anti-Maus (sekundar)

Anti-Mcl-1

Bcl-2 Antikorper (C-2), Maus, 1gG, sc-7382, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California,
Vereinigte Staaten (Abbildung 9)

Bcl-2 Antikorper, Kaninchen, 1IgG, SAB4500006,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten (Abbildung 7, 17, 19)

Bim Antikorper, Kaninchen, 1gG, K.912.7,
ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

polyklonaler Antikorper gegen die komplette Form
von Caspase 3, sowie das grol3e Fragment der
geschnittenen Caspase 3, Kaninchen, #9662, Cell
Signaling Technology, Cambridge, Vereinigtes
Konigreich

monoklonaler Antikdrper gegen das grol3e
Fragment der geschnittenen Caspase 3,
Kaninchen, #9661,Cell Signaling Technology,
Cambridge, Vereinigtes Konigreich

GAPDH Antikorper (FL-335), Kaninchen, 1gG, sc-
25778, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
California, Vereinigte Staaten

Amersham ECL Kaninchen Antikorper, Esel, 1gG,
GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont,
Vereinigtes Konigreich

Novocastra Antikorper gegen Ki-67, Kaninchen,
NCL-Ki-67p, Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland

Amersham ECL Maus Antikorper, Schaf, IgG, GE
Healthcare Life Sciences, Little Chalfont,
Vereinigtes Konigreich

Mcl-1 Antikorper, Maus, 1gG, MA5-15236,
Thermo-Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten
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Anti-Cytochrom c

2.1.4 Chemikalien

Bezeichnung

Anti-Cytochrom ¢ Antikorper, Maus, 1gG, 556433,
BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey,

Vereinigte Staaten

Hersteller, Sitz

0.5 M Tris-Puffer

1.5 M Tris-Puffer

30% Acrylamid Mix

ABT-199

ABT-263

APS

BSA

CD4-lsolations-Kit

Destilliertes Wasser

DMF

DMSO

Stacking Gel Buffer for PAGE, 0.5 M Tris HCI,
pH 6.8, Bio-Rad, Hercules, Kalifornien,
Vereinigte Staaten

Resolving Gel Buffer for PAGE, 1.5 M Tris HCI,
pH 8.8, Bio-Rad, Hercules, Kalifornien,
Vereinigte Staaten

30% Acrylamide/Bis Solution, 29:1, Bio-Rad,
Hercules, Kalifornien, Vereinigte Staaten
ABT-199, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, California, Vereinigte Staaten

ABT-263, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, California, Vereinigte Staaten
Ammonium persulfate, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Vereinigte Staaten

BSA FRACTION V, Fitzgerald, Acton,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

CD4* T Cell Isolation Kit, human, Militenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Deutschland

Ampuwa Sterilwasser, Fresenius Kabi, Bad
Homburg vor der Hohe, Deutschland

Dimethyl fumarate, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Vereinigte Staaten

Dimethyl sulfoxide, Hybri-Max™, sterile-filtered,
BioReagent, suitable for hybridoma, 299.7%,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten
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EDTA

Eindeckmittel

FACS Eichungs-Kit

FCS

Ficoll
H2DCF-DA

Horseradish-peroxidase
(HRP) Substratlosung

Lammli-Puffer

Luminol

Medium

Milch
MMF

Molekulargewichts-
Marker

Mowiol

UltraPure™ 0.5M EDTA, pH 8.0, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte
Staaten

Eukitt® Losung, R. Langenbrinck,
Emmendingen, Deutschland

Cytometer Setup & Tracking Beads, BD
Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey,
Vereinigte Staaten

Fetal Bovine Serum, qualified, E.U.-approved,
South America origin, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten
Biocoll, Biochrom, Berlin, Deutschland
2',7'-Dichlorofluorescin diacetate, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten
DAB/H202, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Vereinigte Staaten

2x Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad, Hercules,
Kalifornien, Vereinigte Staaten

Luminata Forte Western HRP substrate, Merck
Millipore, Billerica, Massachusetts, Vereinigte
Staaten

RPMI-1640 Medium with L-glutamine and
sodium bicarbonate, liquid, sterile-filtered,
suitable for cell culture, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Vereinigte Staaten

Milchpulver, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Monomethyl fumarate, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Vereinigte Staaten

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10
to 250 kDa, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Mowiol® 4-88, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Vereinigte Staaten
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Natriumchlorid

Natriumdesoxychlorat

NP-40

PBS

Penicillin-Streptomycin

Protein-Assay

RNAqueous ™-Micro Kit

SDS

siRNA gegen Bcl-2

TEMED

TGS-Puffer

Trypan Blau Losung

Tween-Puffer

Natriumchlorid BioChemica, Applichem,
Darmstadt, Deutschland

Natriumdesoxychlorat, Merck Millipore, Billerica,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Nonidet™ P 40 Substitute, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, Vereinigte Staaten

DPBS, no calcium, no magnesium, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Vereinigte Staaten

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL), Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Vereinigte Staaten

DC™ Protein Assay Kit Il, Bio-Rad, Hercules,
Kalifornien, Vereinigte Staaten

RNAqueous ™-Micro Kit, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte
Staaten

SDS / Natriumlaurylsulfat, Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

FlexiTube GeneSolution GS596, Quiagen, Venlo,
Niederlande

TEMED - N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin,
Genaxxon bioscience, Ulm, Deutschland

10x Tris/Glycine/SDS, Bio-Rad, Hercules,
Kalifornien, Vereinigte Staaten

Trypan Blue solution 0.4%, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, Vereinigte Staaten

TWEEN® 20, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,

Vereinigte Staaten

31



Material und Methoden

2.2 Zellkultur
2.2.1 Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. Bei allen verwendeten
Zelllinien handelt es sich um nicht-adharente Suspensions-Zellen.

Tabelle 2: verwendete CTCL-Zelllinien

J16 akute T-Zell-Leukdmie-Zelllinie aus dem peripheren Blut eines mannlichen
Patienten; ATCC® TIB-152™

SeAx CTCL-Zelllinie, keine Details tUber Ursprung verfugbar, normale Bcl-2-Aktivitat,
moderate NF-kB-Aktivitdt, keine MAPK-Mutation; freundlicherweise zur
Verfuigung gestellt von Dr. Gniadecki (Bispebjerg Krankenhaus, Kopenhagen,
Danemark) und Dr. Kaltoft (Aarhus Universitat, Aarhus, Danemark)

MyLa CTCL-Zelllinie aus dem peripherem Blut eines kaukasischen, mannlichen
Patienten; freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Prof. Eichmiller (DKFZ
Heidelberg, Deutschland)

HH CTCL-Zelllinie aus dem peripheren Blut eines kaukasischen, mannlichen
Patienten; ATCC® CRL-2105™

2.2.2 Mediumswechsel

Alle Zelllinien wurden in Kulturmedium kultiviert, das aus kommerziell erworbenem
RPMI Medium mit L-Glutamin- und Natriumbikarbonat-Zusatz sowie 10% FCS und 1%
Penicillin-Streptomycin hergestellt wurde. Die Suspensionen wurden alle 2-3 Tage
gezahlt und je nach Zellzahl mit frischem Medium verdinnt, sodass eine Konzentration
von ca. 10° Zellen/ml bestand. Alle zwei Wochen fand ein vollstandiger oder teilweiser
Mediumswechsel statt. Dafur wurden die Suspensionen 5 min bei 100 x g zentrifugiert,
der Uberstand abgenommen und die Zellen mit frischem Medium in eine Kulturflasche
uberfuhrt.

2.2.3 Kontamination und Fremdwuchs
2.2.3.1 Pravention von Kontaminationen

Zur Pravention von Kontaminationen der Zelllinien wurde unter moglichst sterilen

Bedingungen gearbeitet. Die Hande wurden vor der Arbeit an der Zellkultur gewaschen
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und desinfiziert, zudem wurden grundsatzlich Handschuhe getragen. Gearbeitet
wurde an einer Sicherheitswerkbank, die vor und nach dem Arbeiten desinfiziert
wurde. Um die Moglichkeit einer Kontamination weitestgehend auszuschliel3en, wurde
zudem vor und nach dem Arbeiten in der Sterilbank in Abwesenheit von Kulturzellen
ultraviolettes Licht der Wellenlange 254 nm fur 30 min eingesetzt. Alle verwendeten
Verbrauchsmaterialien wurden entweder aus einer sterilen Verpackung entnommen

oder vor Benutzung autoklaviert.
2.2.3.2 Erkennen von Kontaminationen

Um mogliche Kontaminationen der Zelllinien zu erkennen, wurden die Zellkulturen vor
jedem Arbeiten lichtmikroskopisch untersucht. Zudem wurde in regelmaRigen
Abstanden, sowie vor dem Einfrieren und nach dem Auftauen, eine standardisierte
Testung auf Mycoplasmen mittels PCR durchgefuhrt. Zusatzlich wurde eine bakterielle
oder mykotische Kontamination durch die Multiplexion GmbH (Friedrichshafen,
Deutschland) ausgeschlossen.

Im Falle einer Kontamination wurden die Zellen verworfen und fur weitere Experimente

eine frihere Passage aufgetaut und getestet.
2.2.3.3 Testung des genetischen FuRabdrucks

Damit sichergestellt werden konnte, dass die Zelllinien ihre Charakteristik nicht im
Laufe der Zeit durch Mutationen verandern, wurden die Zelllinien durch das Leibniz
Institut Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig,

Deutschland) genetisch getestet.
2.2.4 Einfrieren und Auftauen

Zum Einfrieren der Zellen wurde die Vitalitat lichtmikroskopisch geprift und die Dichte
der Zellen ermittelt. AnschlieRend wurde ein Suspensionsvolumen, das 5 x 10 Zellen
enthielt, 5 min bei 100 x g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet
wurde in 1000 pl Einfriermedium, welches sich aus 90% FCS und 10% DMSO
zusammensetzte, resuspendiert und in ein Kryo-Rohrchen uberfuhrt. Danach wurden
die Rohrchen in einem Einfrierbehalter zunachst 24-48 Stunden bei -80°C und

anschlie3end in flussigem Stickstoff gelagert.
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Das Auftauen der Zellen erfolgte im 37°C warmen Wasserbad. Sofort im Anschluss
wurde die Suspension in 10 ml auf 37°C vorgewarmtes Medium gegeben, vorsichtig
resuspendiert und 5 min bei 100 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet in frisches, 37°C warmes Medium uberfuhrt. In den folgenden Tagen
wurden die Zellen taglich lichtmikroskopisch untersucht und je nach Zellzahl und
Vitalitat ein teilweiser oder vollstandiger Mediumswechsel durchgefuhrt. Experimente
wurden durchgefuhrt, sobald die Zellen in ihr typisches Wachstumsverhalten

zuruckgekehrt sind.

2.3 Probanden
2.3.1 Ethikvotum

Die Medizinisch Ethik-Kommission Il der Medizinischen Fakultdt Mannheim der
Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg hat die eingereichten Unterlagen zum
Forschungsvorhaben hinsichtlich ethischer und berufsrechtlicher Bedenken gepruft.
Die Kommission erhob einstimmig keine Einwande gegen die Durchfuhrung der
Studie, sodass der Antrag am 20.06.2016 positiv beschieden wurde.

2.3.2 Patientenauswahl und Einwilligung

Fur die Studie wurden sieben Patienten mit Sézary Syndrom ausgewahlt, die nach der
Klassifikation der ISCL und EORTC diagnostiziert wurden. (siehe Kapitel 1.1.1) Als
Kontrolle dienten Blutproben von gesunden Spendern mit normalen Blutwerten und
ohne relevante Begleiterkrankungen. (n=7) Alle Patienten wurden uber den Ablauf der
Studie und die Verwendung ihrer Daten aufgeklart und gaben ihre schriftliche

Einwilligung.
2.3.3 Isolation der CTCL-Zellen
2.3.3.1 Isolation der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes

Bei einer Blutentnahme wurde den CTCL-Patienten und gesunden Probanden 70-100
ml Vollblut in Heparin-Rohrchen abgenommen. AnschlielRend wurde das heparinisierte
Vollblut 1:1 mit PBS verdunnt. Fur die Aufreinigung von CD4* Zellen, in deren Fraktion
sich bei erkrankten Patienten die Sézary-Zellen befinden, wurden zunachst die

mononuklaren Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells,
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PBMC) isoliert. Hierfur wurden 30 ml Zentrifugen-Rohrchen mit jeweils 10 ml Biocoll-
Trennldsung bestuckt und darauf vorsichtig mit einer Einmalpipette das verdunnte Blut
(15-20 ml pro Zentrifugen-Rohrchen) aufgetragen. Die Trennung erfolgte durch
Zentrifugation bei 1200 x g fur 20 min mit ausgeschalteter Zentrifugenbremse. Die
Lymphozyten wurden in der Schicht zwischen Plasma und Trennlésung mit einer
Einmalpipette in ein 15 ml Zentrifugen-Rohrchen dberfuhrt und zweimal mit PBS
gewaschen, indem die Rohrchen jeweils mit PBS aufgefullt und zentrifugiert wurden.
Beim ersten Waschschritt wurde 10 min bei 300 g zentrifugiert, beim zweiten 10 min
bei 200 g. Anschlieend wurde der Uberstand abgenommen und die Zellpellets in 2
ml PBS resuspendiert. Die Zellzahlen der PBMC wurden mit einem Zellzahlgerat

ermittelt.190
2.3.3.2 Isolation der CD4* T-Zellen

Die Isolation der CD4* Zellen aus den PBMC erfolgte mithilfe eines Isolations-Kits von
Militenyi Biotec. In dem Kit sind ein Isolations-Puffer, ein Biotin-Antikorper-Cocktail,
zum Herausfiltern von nicht-CD4* Zellen, sowie anti-Biotin-MicroBeads enthalten,
welche die Voraussetzung fur die Magnetseparation schaffen. Wahrend der
Separation wurde auf Eis gearbeitet, um eine unspezifische Antikorper-Bindung zu
vermeiden. Vor der Auftrennung wurde die Zellsuspension durch einen Separations-
Filter gefuhrt, um Zellaggregate herauszufiltern. Damit das Kit richtig eingesetzt
werden konnte, wurde sichergestellt, dass jede Probe zwischen 107 und 108 PBMC
enthalt, bei hoheren Zellzahlen wurden die Zellen entsprechend aufgeteilt. Die Zellen
wurden bei 300 x g fur 10 min zentrifugiert und der Uberstand komplett entfernt. Es
wurden 40 pl Isolations-Puffer pro 107 Zellen hinzugefiigt und die Zellen resuspendiert.
AnschlieRend wurden 10 pl des Biotin-Antikérper-Cocktails/10” Zellen hinzugefligt und
die Proben 10 min bei 4-8°C inkubiert. Dann wurden 30 pl Isolations-Puffer und 20 pl
Anti-Biotin-MicroBeads/107 Zellen hinzugegeben. Nach vorsichtigem Mischen wurden
die Proben weitere 15 min bei 4-8 °C inkubiert. Es folgte ein Waschschritt, indem die
10 bis 20-fache Menge des Probenvolumens an Isolationspuffer zugegeben wurde
und die Mischung 10 min bei 300 x g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen
wurde. AnschlieBend wurden die Zellpellets in jeweils 500 pl Isolationspuffer
resuspendiert.

Fur die Magnetseparation wurden an der Magnetwand entsprechend der Anzahl der
Proben Separationssaulen installiert und diese mit jeweils 3 ml Isolations-Puffer
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vorbereitet. Danach wurden die Proben auf die Saulen aufgetragen und die Saulen
dreimal mit je 3 ml Isolations-Puffer gewaschen. Durch die Micro-Beads, die durch die
Antikorper an nicht-CD4* Zellen gebunden wurden, konnen nur die CD4* Zellen die
Saulen durchwandern und in Zentrifugen-Rohrchen aufgefangen werden. Die
aufgefangenen Zellen wurden gezahlt und fur weitere Experimente in Zellkultur-

Medium gegeben und im Kulturschrank aufbewahrt.

2.4 Zelltodassay

Zur Ermittlung der Zelltodraten nach Behandlung mit den eingesetzten Substanzen
wurden die Zelllinien und isolierte Patientenzellen zunachst bei 37°C kultiviert bzw.
primare Zellen zeitnah nach Isolation verwendet. Es wurden 10 Zellen in einem
Volumen von 500 pul in einer 12-Well-Plate ausgesat. Die Stammlosungen der
verwendeten Substanzen wurden entsprechend der gewunschten Zielkonzentrationen
in DMSO verdunnt und jeweils in einem Volumen von 5 ul den Proben zugegeben. Zu
den Kontrollproben wurden 5 yl DMSO pipettiert. AnschlieRend wurden die Platten bei
37°C Kkultiviert. Nach 24 bzw. 48 Stunden wurden die Zellen lichtmikroskopisch
untersucht und 200 pl fur die Messung mittels Durchflusszytometrie (fluorescence-
activated cell sorting, FACS) in FACS-ROhrchen transferiert. In allen
Versuchsansatzen wurden Triplikate verwendet.

Der Durchflusszytometer wurde nach Herstellerangaben gestartet und kalibriert, sowie
die empfohlenen Spulschritte vor Beginn der Messung durchgefuhrt. Die Proben
wurden im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht gemessen, wobei die Zellpopulation mit
vermindertem Signal im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht, entsprechend einer
Reduktion des Volumens und der Granularitat, als nicht vitale Zellen interpretiert
wurden. Die prozentuale Verteilung der Hauptpopulation und der Volumen- und
Granularitats-reduzierten Population wurde dokumentiert. Es wurden nur eingrenzbare
Populationen gewertet und nur Experimente gewertet, in denen mindestens 85 % der
Gesamtsignale in den eingegrenzten Bereichen lagen. Der spezifische Zelltod in

(% Zelltod — % spontaner Zelltod)

x 100 errechnet.
(100 % — % spontaner Zelltod)

Prozent wurde durch die Formel
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2.5 Western Blot
2.5.1 Proteinisolation und Konzentrationsbestimmung

Zur Analyse der Proteincharakteristik der verwendeten Zellen wurden Proteinlysate
hergestellt. Dafiir wurde eine Zellsuspension mit 3-6 x 10¢ Zellen 10 min bei 300 x g
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS
resuspendiert und in ein Reaktionsgefald uberfuhrt. Nach Zentrifugation fur 10 min bei
500 x g wurde der Uberstand abgenommen und je nach erwarteter Zellzahl 100-200
ul RIPA-Lyse-Puffer hinzugefugt. Der Ripa-Lyse-Puffer setzte sich zusammen aus 150
mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% Natriumdesoxychlorat, 0,1% SDS und 50 mM Tris-Puffer
in destilliertem Wasser und wurde mit HCI auf einen pH von 8 eingestellt. Die Proben
wurden mindestens 20 min auf Eis lysiert und anschliefiend 30 min bei 2000 x g bei
4°C zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 10 pl fir die Konzentrationsbestimmung

abgenommen und der restliche Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der DC™ Protein Assay mit dem
unter Kapitel 2.1.4 aufgefuhrten Kit verwendet. Dazu wurden verschiedene
Verdunnungen des Proteinstandards zwischen 0,2-1,5 mg/ml Protein angefertigt. Auf
eine Titerplatte wurden 5 pl jeder Proteinstandard-Verdinnung und Probe
aufgetragen. Es wurden jeweils 25 pl Reagenz A" hinzugefugt, welches sich aus 20 pl
Reagenz S pro Milliliter Reagenz A zusammensetzt. Anschlielfend wurden 200 pl
Reagenz B in jede Vertiefung gegeben und die Proben vorsichtig gemischt. Nach
Inkubation unter Lichtabschirmung fur 15 min wurden die Absorption der Proben bei
750 nm gemessen und die Proteinkonzentrationen in Bezug auf die Standard-Proben
berechnet.

2.5.2 Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurden 12%ige Polyacrylamid-Gele hergestellt. Fur das
Separationsgel wurden je 10 ml 3,3 ml destilliertes Wasser, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI
Puffer, 4,0 ml 30% Acrylamid Mix, 100 uyl 10% SDS, 100 ul 10% APS und 4 yl TEMED
verwendet. Das 5 %ige Sammelgel setzte sich aus 2,7 ml destilliertem Wasser, 0,5 ml
1,0 M Tris-HCI Puffer, 0,67 ml 30% Acrylamid Mix, 40 uyl 10% SDS, 40 ul 10% APS
und 4 yl TEMED je 4 ml zusammen. Der eingesetzte Kamm zum Einbringen der
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Probenkammern wurde nach 30 min bei vollstandiger Polymerisation des Gels

entfernt.

Einem 30-50 pg Protein entsprechendem Volumen der Proben wurde dieselbe Menge
2x Lammli-Puffer zugegeben und die Proben 5 min bei 95 °C denaturiert und
gemeinsam mit dem Molekulargewichtsmarker auf das Gel aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte bei 25-55 mA fur 1-2 Stunden mit TGS-Puffer als Laufpuffer.

2.5.3 Immunoblotting und Detektion

Zur Ubertragung auf die Membran wurde die Membran fir 1 min mit Methanol aktiviert.
Dann wurde auf eine Lage Filterpapier das Gel und die Membran sowie eine weitere
Lage Filterpapier geschichtet und mogliche Luftblasen vorsichtig entfernt. Der Blotting-
Schritt erfolgte bei 0,4 A und 35 V fur 35 min.

Nach dem Blotting wurde die Membran in aus Milchpulver und PBS angeruhrte Milch
gegeben und fur eine Stunde fixiert. Der Primar-Antikrper wurde nach
Herstellergaben zu der Membran in 50 % Milch und 50 % PBS Uber Nacht inkubiert.
Danach folgten vier Waschschritte je 3 min mit Tween-Puffer und zwei mit PBS. Der
Sekundar-Antikorper wurde nach Herstellerangaben hinzugeflgt und inkubiert und die
oben genannten Waschschritte wiederholt. Anschlie3end wurde die Membran 5 min in
Luminol entwickelt und auf eine Folie transferiert. Die Detektion erfolgte mit einem
ChemoStar®- Elektrochemilumineszenz und Fluoreszenz Fotogerat.

2.6 ROS-Bestimmung

Um das Auftreten reaktiver Sauerstoffspezies als Zeichen fur oxidativen Stress in den
Zellansatzen mit und ohne Stimulation durch die verwendeten Inhibitoren zu messen,
wurden 10 ml der Zellsuspension mit 10 pl einer 5 mM Losung DCFH-DA versetzt.
DCFH-DA ist ein Oxidations-sensitiver Farbstoff und wurde hier als Marker fur das
Auftreten von ROS verwendet’. AnschlieRend wurde der Versuchsansatz mit 500 pl
je Probe pipettiert. (s. Kapitel 2.4) Nach 3 Stunden wurde zu jede Probe 500 ul
eiskaltes PBS hinzugefugt, um die Reaktion zu beenden. Anschlieend wurde der
Ansatz 10 min bei 300 x g zentrifugiert und mit 500 yl PBS resuspendiert. Die
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Auswertung der Signalstarke wurde mit dem Durchflusszytometer im PE-Kanal

gemessen.

2.7 Bcl-2 Knockdown

Fir den Bcl-2 Knockdown in den Zelllinien wurde das AMAXA® Cell Line
Nucleofactor® Kit T (Lonza) verwendet. Es wurden zunachst aus einer logarithmisch
wachsenden Kultur 4x 106 Zellen ausgeséht. Flr die Trypsinierung wurden die Zellen
zunachst fur 10 min bei 300 x g abzentrifugiert und mit PBS gewaschen. Anschlie3end
wurden die Zellen ca. 5 min bei 37°C mit der Trypsinierungslosung (0,5 mg/ml Trypsin
und 0,2 mg/ml EDTA in PBS) inkubiert. Um die Trypsinierung zu beenden, wurde
Medium mit Zusatzen (vgl. Kapitel 2.2.2) hinzugegeben.

Fir die Nukleofektion® wurde eine Titerplatte mit jeweils 1 ml vorgewarmten (37°C)
Medium vorbereitet. Es wurden 1x 10° trypsinisierte Zellen pro Ansatz bei 90 x g fir
10 min zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Danach wurden die Zellen in
100 pl Nucleofactor® Losung resuspendiert. Die siRNA Stammlosung wurde aus vier
siRNAs fur Bcl-2 hergestellt und die Zellsuspension mit 2 uyl der Losung versetzt. Und
in eine Kuvette transferiert. Anschlielend wurde die Nucleofection® mit dem
Programm X-001 des Amaxa Gerates durchgefuhrt.

Nach Abschluss des Programms wurde die Zellldsung mit 500 pl vorgewarmten

Medium gemischt und fur entsprechend der jeweiligen Experimente weiterverwendet.

2.8 quantitative PCR

Die zellulare RNA wurde mithilfe des RNAqueous ™-Micro Kit isoliert und 5 pl RNA
revers transkribiert. Die quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR) wurde nach den
Herstellerangaben des RNAqueous™-Micro Kits durchgefuhrt. Mit dem 7.500 Real-
Time PCR System und der Sequence Detection Software Version 2.0.1 von Applied
Biosystems wurde die Genexpression analysiert. Die relative Expression wurde durch
die Ct-Werte (engl. cycle threshold fur Schwellenwert-Zyklus) ermittelt und mit
Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) oder Glyceraldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase (GAPDH) als Referenzgene normalisiert.
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2.9 Proximity Ligation Assay

Die Darstellung von Protein-Protein-Oligomerisationen wurde durch einen Proximity
Ligation Assay ermdglicht. Hierbei werden miteinander interagierende Proteine mit
Primarantikorpern gekoppelt, anschlielend zu Immunkomplexen konjugiert, Uber
Adapter-Nukleotide markiert und letztendlich mittels Immunfluoreszenz detektiert.
Abbildung 5 zeigt das Prinzip der Methode. Die in der Arbeit vorgestellten Proximity
Ligation Assays wurden in Kooperation mit der Abteilung Immungenetik des DKFZ
(Heidelberg, Deutschland) durchgefuhrt. Dazu wurde das Duolink® PLA System von

Sigma-Aldrich verwendet.

A% B /\
P
A A

D

AL A
R

Abbildung 5: Prinzip des Proximity Ligation Assay am Beispiel der Oligomerisation von Bax und Bak: (A)
Sondierungsantikdrper mit gebunden Oligonukleotiden binden an die gegen die Zielstrukturen gerichtete
Antikoérper. (B) Nach Zugabe einer Ligase bilden die Oligonukleotide einen Ring. (C) Amplifikation des
Oligonukleotidrings mithilfe einer Polymerase. (D) Detektion der mit der Protein-Protein-Interaktion korrelierenden
Fluoreszenz.

Zur Vorbereitung wurden die Zellen wie fur die Zelltodassays (vgl. Kapitel 2.4)
entsprechend der jeweiligen Konzentrationen von ABT-199 bzw. DMF fur 24 Stunden
behandelt und anschliefend zunachst bei 500 x g abzentrifugiert. Um die Zellen zu
fixieren, wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 500 yl PBS++ (bestehend
aus PBS plus 1 mM MgCl, und 0,1 mM CacClz2) und 62,5 yl Paraformaldehyd (16 %)
resuspendiert. Anschlielfend wurden die Zellen in ein 1,5 ml Reaktionsgefal}
transferiert, 5 min bei 500 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Um die
Zellpermeabilitdt zu steigern, damit intrazellulare Antigen-Interaktionen detektiert
werden konnen, wurde das Zellpellet in 500 yl PBST++ (500 ml PBS++ plus 500 pl
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TritonX100) gelost. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fur 5 min auf dem Schduttler.
Nach Zentrifugation und Abnehmen des Uberstandes wurden die Zellen in 500 ul 50

mM NH4CI in PBS++ resuspendiert, 5 min inkubiert und anschlieRend zentrifugiert.

Um unspezifische Bindungen zu minimieren, wurde das Zellpellet mit 100 yl einer
Blockierlosung (1 % BSA in PBST++) resuspendiert und 30 min bei 37°C inkubiert.
Nach 5-mindtiger Zentrifugation bei 500 x g wurden die Primarantikdrper zugegeben
und der Ansatz Uber Nacht inkubiert. Anschlielend wurden die Proben einmal mit
PBST++ gewaschen und anschlieBend mit 500 pl PBST++ resuspendiert.
Entsprechend der Herstellerangaben wurde die Sekundarantikdrperldsung
aufgetragen und die Proben in der LOosung inkubiert. AnschlieBRend wurde die
Sondierungslosung vorbereitet und nach zwei Waschschritten mit dem Waschpuffer A
aufgetragen. Nach Inkubation fur 1 Std. bei 37°C folgte der Ligierungsschritt. Daflr
wurde der 5x Duolink® Ligierungspuffer mit destilliertem Wasser 1:5 verdinnt.
Nachdem das Zellpellet erneut zweimal gewaschen wurde, (2x 5 min mit dem
Waschpuffer A) wurde die Ligase zu dem Ligierungspuffer im Verhaltnis 1:40 gegeben.
Nach Auftragen des Ligierungspuffers wurden die Ansatze 30 min bei 37 °C inkubiert.

Fur die Amplifikation wurde die Polymerase zu dem 1x Amplifikationspuffer in einem
Verhaltnis von 1:80 gegeben und nach zwei Waschschritten hinzugegeben.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation fur 100 min bei 37°C. Im letzten Waschschritt
wurden alle Ausstriche fur 1 min in dem 1x Waschpuffer B und 1 min in dem 0,01x
Waschpuffer B gewaschen. Zuletzt erfolgte die Resuspension in der Einbett-Losung
Mowiol. Die Zellen wurden auf einen Objekttrager pipettiert und ein Deckglaschen
aufgelegt. Im nachsten Schritt wurde die Fluoreszenz mit einem Konfokalmikroskop
(LSM710, Zeiss) detektiert.

2.10 Xenograft CTCL Mausmodell und Behandlung der Versuchstiere
2.10.1 NSG Mause

Das vorgestellte Mausmodell wurde in Zusammenarbeit mit der Abteilung
Tumormodelle unter der Leitung von Frau PD Dr. Karin Muller-Decker durchgefuhrt.
Fir samtliche Tierversuche wurden die Richtlinien des Regierungsprasidiums
Karlsruhe (Lizenznummer G282/15) beachtet und eingehalten. Die Mause wurden in
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einem 12 Stunden Tag-Nacht-Zyklus gehalten mit uneingeschranktem Zugang zu
Futter (Zuchtfutter 3307, Kliba-Nafag, Kaiseraugst, Schweiz) und Wasser.

Fur die Versuche wurden 6-7 Wochen alte weibliche NOD SCID gamma (NSG) Mause
des Zentrums fur praklinische Forschung des DKFZ verwendet. Bei diesen Mausen
wird ein nicht-fettleibig-diabetischer Typ (non-obese Diabetic, NOD) mit einer Mutation
fur einen schweren kombinierten Immundefekt (severe combined immunodeficiency,
SCID) kombiniert. Zusatzlich fehlt diesen Mausen die IL-2 Rezeptor gamma Kette,
wodurch sich ein Defizit in der Zytokin-Reaktion ergibt. NSG Mause sind eine
eingetragene Marke von immundefizienten Mausen, denen reife T-Zellen, B-Zellen
und naturliche Killerzellen fehlen. Jeder Versuchsgruppe wurden jeweils 8 Tiere

zugeordnet.
2.10.2 Injektion von SeAx-Zellen

In Vorbereitung fur das Xenograft Mausmodell wurden SeAx-Zellen aus einer
logarithmisch wachsenden Zellkultur bei 485 x g fur 10 min bei 20 °C zentrifugiert und
zweimal in jeweils 50 ml PBS gewaschen. Alle Zellen wiesen vor Injektion in vitro eine
Zelltodrate von < 5-10 % auf. Anschlie3end wurden die Zellen in der entsprechenden
Konzentration in PBS suspendiert und maximal 1 Std. bis zur Injektion auf Eis bewahrt.
Die Mause wurden mit einer Isofluran Inhalation anasthesiert (1-1,5 % in O2, 0,5 I/min).
Anschlieend wurden 3x10% SeAx-Zellen in 30 upl PBS/Matrigel® (1:1, Vol-%)
intradermal (i.d.) in die rechte Flanke appliziert

2.10.3 Behandlung der Versuchstiere

Die Randomisierung der Versuchstiere in die Behandlungsgruppen erfolgte nach dem
Erreichen einer tastbaren TumorgréRe (im Mittel 0,025 cm?®). ABT-199 wurde in einer
Tragerlosung mit 60 % Propylenglycol, 30 % Polyethylenglycol 400 und 10 % Ethanol
mit einer Konzentration von 10 ug/ul gelost. Es erfolgte die einmalige orale Gabe
entsprechend der Versuchsgruppen von 10 pl/g Korpergewicht (KG) oder der
Tragerlosung alleine. Diese Dosierung entsprach einer Konzentration von 100 mg
Wirkstoff pro kg KG. Einen Tag spater wurde DMF einmal taglich fur 28 Tage
intraperitoneal (i.p.) appliziert. Dazu wurde DMF mit einer Konzentration von 3 mg/ml
in 20°C vorgewarmten PBS geldst und 10 pl/g KG mit einer Dosierung von 30 mg/kg
KG verabreicht. Als Kontrolle wurden 10 pl/g KG PBS injiziert.
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2.10.4 Ende des Beobachtungszeitraumes und Auswertung

Die Tumoren wurden 2-3 Mal pro Woche mit einem Kaliper gemessen. Das

__ Lange (mm) x Breite? (mm?2)
2

Tumorvolumen wurde daraus mithilfe der Formel V

berechnet'®'. Sobald ein Durchmesser von 1,5 cm oder ein Abbruchkriterium der
Gesellschaft fur Versuchstierkunde (Society of Laboratory Animal Science; GV-
SOLAS) erreicht wurde, wurden die Mause durch zervikale Dislokation getotet und die
Tumoren reseziert. Fur die histologische Auswertung wurde die Leber und ein Viertel
des Tumorgewebes in 4 % PBS-gepufferten Formaldehyd fixiert und in Paraffin
eingebettet. Anschlieliend wurden Schnitte von 5 ym fur die Hamatoxylin/Eosin (HE)

Farbung bzw. fur die immunhistochemischen Analysen verwendet.
2.10.5 Histologische und immuhistochemische Farbungen

Far die Detektion von Ki-67 als Proliferationsmarker wurde das Gewebe fur 20 min bei
Siedetemperatur in 10 mM Natriumcitrat (pH 6,0) deparaffinisiert. Anschliel3end
wurden die endogenen Peroxidasen in 3 % Wasserstoffperoxid (H202) in PBS fur 10
min und eine Stunde in 100 % Ziegenserum bei Raumtemperatur blockiert. Die
Inkubation des anti-Ki-67 Antikorpers erfolgte Uber Nacht bei 4°C in einer 1:250
Losung des anti-Ki-67 Antikorpers. Danach wurden die Schnitte mit einem
entsprechenden Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelten
Sekundarantikorper (1:200) far 1 Std. bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Detektion
wurden die Schnitte dann mit einer HRP Substratlosung inkubiert.

Die Nuclei wurden mit Hamatoxylin fur 1 min angefarbt. Die Festigung der Farbungen
erfolgten mit dem Eindeckmittel Eukitt®.

Die Schnitte, die nicht mit einem PrimarantikOrper behandelt wurden, dienten als
Negativkontrolle.

2.10.6 Mikroskopie

Zur mikroskopischen Auswertung der Schnitte wurden Nikon Objektivlinsen
verwendet. Dabei kamen die Nikon Plan ApoA 2x/0.1 und die Nikon Plan ApoA
20x/0.75 Linse zum Einsatz. Die Mikroskopie erfolgte bei 22°C. Als
Fluoreszenzfarbstoffe wurde Phycoerythrin (PE, rot), Fluorescein-Isothiocyanat (FITC,
grun) und 4,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI, blau) eingesetzt. Die Abbildungen der
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mikroskopischen Auswertungen wurden mit einer Nikon DS-Fi2 Kamera und der Nikon
DS-L3 Software erstellt.

Das Mal} der Tumornekroseausdehnung wurde semiquantitativ dargestellt, indem je
nach prozentualer Ausbreitung ein Punktewert zugeordnet wurde. (0-25% der
Tumorflache betroffen durch Nekrose - 0; 25-50 % der Tumorflache betroffen durch
Nekrose = 1; 50-75 % der Tumorflache betroffen durch Nekrose = 2; 75-100 % der

Tumorflache betroffen durch Nekrose - 3)

2.11 Statistik

Far die statistische Auswertung wurde ein zweiseitiger Test verwendet. Als statistisch
signifikant wurden Ergebnisse gewertet, bei denen die Wahrscheinlichkeit fur einen
Fehler der 1. Art p unter 0,05 lag. FUr univariate Vergleiche wurde der
Zweistichproben-T-Test oder der Mann-Whitney U Test je nach Eignung verwendet.
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3 ERGEBNISSE

Vorwort

Teilergebnisse und mehrere Abbildungen der vorgestellten Ergebnisse wurden zuvor

veroffentlicht in102:

Froehlich TC, Muller-Decker K, Braun JD, Albrecht T, Schroeder A, Gulow K, Goerdt
S, Krammer PH, Nicolay JP: Combined inhibition of Bcl-2 and NFkB synergistically
induces cell death and limits xenograft mouse tumor growth in CTCL. Blood 134:
blood.2019001545, 2019

3.1 Zelltodauslosung in CTCL-Zelllinien und primaren CTCL-Zellen durch Bcl-2-

Inhibitioren
3.1.1 Zelllinien

Um das Ausmal} der Zelltodauslésung in CTCL-Zellen durch Bcl-2-Inhibition in vitro zu
testen, wurden zunachst drei charakteristische Zelllinien mit den Bcl-2-Inhibitoren
ABT-263 und ABT-199 behandelt. Dabei handelt es sich um die gut etablierte CTCL-
Zelllinie SeAx, die durch eine Bcl-2-Expression charakterisiert ist, sowie um die Bcl-2-
negative CTCL-Zelllinie HH. Zusatzlich wurden die Effekte auf die nicht-CTCL-Zelllinie
J16 untersucht.

Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen der BH-3-Mimetika inkubiert.
Da in den Vorexperimenten eine hohere Potenz des Bcl-2-Inhibitors ABT-263
festgestellt werden konnte, wurde die Konzentration von ABT-199 bis 10.000 nM
gesteigert, die von ABT-263 bis 1.000 nM. Nach 24-stundiger Inkubation wurde die
Zelltodauslosung durchflusszytometrisch gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung

6 dargestellt.
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Abbildung 6: Spezifische Zelltodraten in den Zelllinien SeAx, J16 und HH durch unterschiedliche
Konzentrationen der Bcl-2-Inhibitoren ABT-263 (A) und ABT-199 (B) (jeweils n = 4) nach 24 Stunden. Die
Sternchen (*) markieren eine Fehlerwahrscheinlichkeit von < 0,05 in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle. Die
Fehlerindikatoren entsprechen der einfachen Standardabweichung. Eine modifizierte Version dieser Abbildung
wurde zuvor publiziert'®?,

In der CTCL-Zelllinie SeAx zeigte sich eine hohe Zelltodrate von bis zu 83,7 % unter
1.000 nM ABT-263 und 76,1 % unter 10.000 nM ABT-199. Eine Zelltodauslésung von
uber 50 % der Zellen bestand bereits bei 100 nM ABT-263 bzw. 1.000 nM ABT-199.
Im Gegensatz dazu stand eine deutlich schwachere Zelltodauslosung in der Nicht-
CTCL-Zelllinie J16. Hier konnte unter der Maximaldosierung von 1.000 nM ABT-263
ein spezifischer Zelltod von lediglich 21,8 % ausgelost werden, unter 10.000 nM ABT-
199 wurde eine Zelltodrate von 73,9 % gemessen. Bei einer geringeren Konzentration
von ABT-199 konnten in diesen Zellen im Vergleich zu den SeAx-Zellen keine
Zelltodraten uber 50 % ausgelost werden. Beide Bcl-2-Inhibitoren zeigten in der Bcl-
2-negativen Zelllinie HH eine sehr geringe Zelltodauslosung. Dies macht eine

Spezifitat der Zelltodauslosung in Bezug auf die Bcl-2-Aktivitat wahrscheinlich.

Um die Korrelation zwischen der Zelltodauslosung und dem Bcl-2-Gehalt der Zellen
genauer zu untersuchen, wurde zunachst die Bcl-2-Expression auf mRNA-Ebene
mithilfe einer quantitativen RT-PCR untersucht. (Abbildung 7) Hier zeigt sich
gegenuber der Zelllinie J16 keine veranderte Bcl-2-Expression der CTCL-Linie SeAx,
sowie eine kaum vorhandene Bcl-2-mRNA Expression in den Zellen der HH-Linie.
Folglich korrelierten hohere Level der Bcl-2-Expression mit einer starkeren
Zelltodauslosung durch BH3-Mimetika in den verwendeten Zelllinien.
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Abbildung 7: Quantifizierung des Bcl-2-Gehalts der Zelllinien. (A) Relative Expression von Bcl-2-mRNA in J16,
SeAx- und HH-Zellen ermittelt durch eine qRT-PCR. Die Fehlerindikatoren entsprechen der einfachen
Standardabweichung. (B) Reprasentativer Western Blot der Bcl-2 Expression auf Proteinebene in den
verwendeten Zelllinien, darunter zwei verschiedene Proben der HH-Zelllinie. Tubulin und Aktin fungierten als
Ladekontrollen. Eine modifizierte Version dieser Abbildung wurde zuvor publiziert'?.

Im Anschluss wurden die Experimente mit der CTCL-Zelllinie MyLa unter denselben
Bedingungen wiederholt, um den Effekt in einer weiteren Zelllinie zu verifizieren. Auch
in diesen Zellen konnte eine gesteigerte Zelltodauslosung im Vergleich zu den
Zelllinien J16 und HH beobachtet werden, was die bisherigen Ergebnisse unterstutzt.
(Abbildung 8) Die Zelltodraten blieben dabei jedoch insbesondere bei der Behandlung
mit ABT-199 unter denen der SeAx-Reihe (13,6 % unter 1.000 nM ABT-199 im
Vergleich zu 52,2 % in den SeAx-Zellen, sowie 35,6 % unter 100 nM ABT-263 im
Vergleich zu 60,8 % in den SeAx-Zellen).
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Abbildung 8: Zelltodauslosung in der CTCL-Zelllinie MyLa durch unterschiedliche Konzentrationen der Bcl-2-
Inhibitoren ABT-263 (A) und ABT-199 (B) (jeweils n = 4) nach 24 Stunden. Die Fehlerindikatoren entsprechen der
einfachen Standardabweichung. Eine modifizierte Version dieser Abbildung wurde zuvor publiziert'?,
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Um die Korrelation zwischen der Bcl-2 J16 SeAx MyLa HH
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(Abbildung 9) In diesem Ansatz wurde ein monoklonaler Mausantikorper gegen Bcl-2
verwendet, wahrend fur die Abbildung 7B ein polyklonaler Kaninchenantikorper
benutzt wurde. Es zeigte sich ein geringerer Bcl-2-Gehalt in den MyLa-Zellen als in
SeAx, wodurch die schwachere Zelltodauslosung erklart werden konnte. Die HH-
Zelllinie zeigte als Negativkontrolle keine Bcl-2-Expression auf Proteinebene.

Die Ergebnisse der Zelltodassays und der Experimente zur Bcl-2-Expression der
Zellen sprechen fur eine spezifische Zelltodausldsung in den verwendeten Zelllinien in

Abhangigkeit von der Entitat (CTCL- vs. Nicht-CTCL-Zellen) und dem Bcl-2-Gehalt.
3.1.2 Primare CD4" Zellen

Um zu verifizieren, ob sich unsere Ergebnisse auch auf CTCL-Zellen von Patienten
Ubertragen lassen, untersuchten wir die Wirksamkeit der Bcl-2-Inhibitoren auf primare
CD4* Zellen von sieben CTCL-Patienten im Stadium IV ihrer Erkrankung, sowie von
sieben gesunden Probanden. Eine Charakterisierung der Patienten ist in Tabelle 3
aufgefuhrt.
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Tabelle 3: Klinische und laborchemische Charakteristika von sieben CTCL-Patienten. Zur Stadieneinteilung wurde
die EORTC-ISCL Kiassifikation genutzt (T = Tumorstadium, N = Lymphknotenstaus, M = Metastasenstatus, B =
Blutbeteiligung). M = ménnlich, W = weiblich, KOF = Kérperoberflaiche, ECP = extrakorporale Photopherese, IFN =
Interferon alpha, Bex = Bexaroten, MTX = Methotrexat; Eine modifizierte Version dieser Tabelle wurde zuvor
publiziert'02,
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Die Zellen wurden nach 24-stindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen
der Bcl-2-Inhibitoren durchflusszytometrisch untersucht. In Abbildung 10 sind die
spezifischen Zelltodraten der primaren CD4* Zellen der Patienten und gesunden
Probanden dargestellt. Es zeigte sich eine signifikant (p < 0,05) hohere
Zelltodauslosung in den Zellen der CTCL-Patienten als in denen der gesunden
Kontrollen. Unter Behandlung mit der maximal eingesetzten Dosierung von 1.000 nM
zeigte sich in den Patientenzellen eine Zelltodauslosung von 12,7 % gegenuber 3,6 %
in den Zellen der gesunden Probanden unter ABT-263 und 22,8 % in den
Patientenzellen gegenuber 13,7 % in den Zellen der gesunden Probanden unter ABT-
199.
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Abbildung 10: Zelltodauslésung in den CD4* Zellen von 6 Sézary Syndrom Patienten und 6 gesunden Kontrollen
durch unterschiedliche Konzentrationen der Bcl-2-Inhibitoren ABT-263 (A) und ABT-199 (B) nach 24 Stunden.
Die Sternchen (*) markieren eine Fehlerwahrscheinlichkeit von < 0,05 in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle.

Die Fehlerindikatoren entsprechen der einfachen Standardabweichung. Eine modifizierte Version dieser
Abbildung wurde zuvor publiziert'2,

Die unterschiedliche Potenz der Bcl-2-Inhibitoren, die in den Experimenten mit den
Zelllinien beobachtet wurde, zeigte sich in den primaren CD4* Zellen nicht. Hier konnte
sogar ein geringfugig starkerer Effekt des Bcl-2-Inhibitors ABT-199 im Vergleich zu
ABT-263 gezeigt werden.

Zusammenfassend zeigte sich in vitro eine signifikante und konzentrationsabhangige
Zelltodauslosung durch Bcl-2-Inhibitoren, die mit dem Gehalt der Bcl-2-Expression
korrelierte. Zusatzlich konnten in den Nicht-CTCL-Zellen der Zelllinie J16 und der
gesunden Probanden deutlich geringere Zelltodraten beobachtet werden, die einen
geringen Effekt auf die nicht betroffenen T-Zellen von Patienten bei einer moglichen
Bcl-2-Inhibitor-Therapie vermuten lassen.

3.2 Synergistische Zelltodauslosung in CTCL-Zellen durch Kombinationsbehandlung
mit Bcl-2-Inhibitoren und dem NF-kB-Inhibitor DMF

Wie in Kapitel 1.3 beschrieben existiert neben der Zelltodbremse durch Bcl-2-
Uberexpression der ebenfalls anti-apoptotisch wirksame NF-kB-Signalweg. Die
Wirksamkeit des NF-kB-Inhibitors DMF zur Apoptoseauslosung in CTCL-Zellen konnte
bereits zuvor nachgewiesen werden.”® Um zu untersuchen, ob eine simultane
Hemmung der beiden Signalwege eine additive oder sogar synergistische
Zelltodauslosung in vitro auslosen kann, wurde in den Zelllinien und primaren CD4*
Zellen die Zelltodauslésung der Kombinationsbehandlung gegenuber der
Einzelbehandlung gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Zelltodauslésung in den Zelllinien SeAx, MyLa, J16 und HH unter Einzelbehandlung mit 100 nM
der Bcl-2-Inhibitoren ABT-263 bzw. ABT-199 und 30 pM des NF-kB-Inhibitors DMF und der
Kombinationsbehandlung mit einem Bcl-2-Inhibitor und DMF (n=4). Die Sternchen (*) markieren eine
Fehlerwahrscheinlichkeit von < 0,05 in Bezug auf die Einzelbehandlung mit ABT-263 bzw. ABT-199. Die
Fehlerindikatoren entsprechen der einfachen Standardabweichung. Eine modifizierte Version dieser Abbildung
wurde zuvor publiziert'?,
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In den beiden untersuchten CTCL-Zelllinien SeAx und MyLa konnte ein additiver bis
uberadditiver Effekt in der Zelltodauslosung bei der Kombinationsbehandlung gezeigt
werden. So gab es nach 24-stindiger Inkubation in der Zelllinie SeAx unter ABT-263
eine Zelltodauslosung von 23,0 %, welche in etwa der Summe der spezifischen
Zelltodraten von ABT-263 (16,6 %) bzw. DMF (6,3 %) entspricht. Unter der
Behandlung mit ABT-199 zeigt sich in den SeAx-Zellen ein Uberadditiver Effekt mit
einer spezifischen Zelltodrate von 46,4 % gegenuber 39,7 % als Summe der
Einzelbehandlungen (33,8 % unter ABT-199 plus 6,3 % unter DMF). In der Zelllinie
MyLa konnten unter der Verwendung beider Generationen der Bcl-2-Inhibitoren
synergistische Effekte gezeigt werden (40,3 % spezifischer Zelltod gegenuber der
erwartbaren Summe von 34,2 % unter ABT-263 respektive 20,4 % spezifischer Zelltod
gegenuber der erwartbaren Summe von 10,9 % unter ABT-199). Ein ahnlicher
synergistischer Effekt war auch in den J16-Zellen zu beobachten. Wahrend DMF ein
ahnlich starkes Ansprechen in J16 wie in den CTCL-Zelllinien zeigt, blieb die
Zelltodrate durch die Einzelbehandlung mit den Bcl-2-Inhibitoren ahnlich wie in
Abbildung 6 dargestellt geringer. Die Zelltodauslosung, die durch die
Einzelbehandlung mit DMF in HH-Zellen ausgeldst werden konnte, konnte nicht durch
die Kombinationsbehandlung mit den Bcl-2-Inhibitoren gesteigert werden.

Wir reproduzierten im Folgenden den Versuchsaufbau mit primaren CD4* Zellen von
funf Patienten mit Sézary Syndrom und funf gesunden Probanden. (Abbildung 12)
Auch in den Zellen der Sézary-Patienten zeigte sich ein signifikanter kooperativer
Effekt der Kombinationsbehandlungen gegenuber den Einzelwirkstoffen. So I6ste die
Kombinationsbehandlung von ABT-263 und DMF in den Patientenzellen in der
Kombinationsbehandlung eine Zelltodrate von 15,1 % aus. Die Zelltodrate durch ABT-
263 alleine lag bei 5,5 % und die von DMF 2,7 %. In der Kombinationsbehandlung mit
dem Bcl-2-Inhibitor ABT-199 und DMF zeigte sich eine Zelltodauslésung von 20,4 %
und 8,9 % (ABT-199) bzw. 1,3 % (DMF) in der Einzelbehandlung.
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Abbildung 12: Zelltodauslosung in primaren CD4* Zellen von finf Sézary Syndrom Patienten und finf gesunden
Kontrollprobanden unter Einzelbehandlung mit 100 nM der Bcl-2-Inhibitoren ABT-263 (A) bzw. ABT-199 (B) und
30 uM des NF-kB-Inhibitors DMF und der Kombinationsbehandlung mit dem jeweiligen Bcl-2-Inhibitor und DMF.
Die Fehlerindikatoren entsprechen der einfachen Standardabweichung.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die Kombinationsbehandlung von Bcl-2-
Inhibitoren und DMF bei CTCL-Zellen in vitro effektiv Zelltod auslosen konnte und die
Kombinationsbehandlung hier eine deutlich gesteigerte Zelltodrate gegenuber der
Behandlung mit den einzelnen Wirkstoffen erzielte.

3.3 Mechanistische Untersuchung der Zelltodauslosung durch Bcl-2-Inhibitoren und
DMF

Um herauszufinden, ob es sich bei der Zelltodauslosung durch die verwendeten
Substanzen um Apoptose oder um einen ungerichteten Zelltod handelt, und welche
Mechanismen hieran beteiligt sind, fuhrten wir Experimente zur Charakterisierung der
Zelltodauslosung durch. Da aktuell zunehmend der Bcl-2-Inhibitor ABT-199 in den
Fokus der Forschungsbemuhungen steht, konzentrierten wir uns bei der

Untersuchung der mechanistischen Vorgange auf diesen Inhibitor. (vgl. Kapitel 1.3.3)

Frihere Daten zeigten, dass durch Inhibition von NF-kB verstarkt reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) in der Zelle gebildet werden. Diese
fuhren Uber oxidativen Stress zu einer gesteigerten Zelltodauslosung, die vor allem
uber ungerichtete Zelltodmechanismen vermittelt wird, jedoch auch eine gesteigerte

Apopotoserate auslost. Im Vergleich zu herkdmmlichen NF-kB-Inhibitoren, zeigte DMF
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eine vorrangig spezifische Zelltosauslésung lGber Apoptose.’? Um zu untersuchen, ob
eine erhohte Bildung von ROS an der beobachteten Zelltodauslosung durch Bcl-2- und
NF-kB-Inhibition beteiligt ist, haben wir das Auftreten von ROS in den behandelten
Zelllinien mittels eines DCFH-DA-Assays untersucht.
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Abbildung 13: Auftreten von ROS entsprechend der DCFH-DA-Signale in mit 100 nM ABT-199, 50 uM DMF oder
beiden Wirkstoffen behandelten Zelllinien (n = 3). Dargestellt ist die prozentuale Abweichung der DCFH-DA Signale
im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle. Die Fehlerindikatoren entsprechen der einfachen
Standardabweichung.

Wie in Abbildung 13 dargestellt, zeigte sich durch die Inkubation der Zellen mit DMF
eine statistisch signifikant gesteigerte Produktion von ROS (normalisiert gegenuber
einer unbehandelten Kontrolle). Die Behandlung mit ABT-199 alleine zeigte im
Vergleich zu DMF keine deutliche Bildung von ROS. Die Kombination der Wirkstoffe
konnte ebenfalls keine wesentliche Steigerung des DCFH-DA Signals im Vergleich zur
Einzelgabe von DMF zeigen. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Bildung
von ROS als Parameter fur oxidativen Stress keinen vorrangingen Anteil an der
Zelltodauslosung durch Bcl-2-Inhibition hatte.
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Um diese Hypothese zu prufen, untersuchten wir zunachst mittels einer Western Blot
Analyse den Anteil der inaktiven Effektor-Caspase 3 (Caspase-3), sowie der
aktivierten, ,geschnittenen® (engl. cleaved) Caspase 3 (clCaspase-3) in den Zelllinien
SeAx und HH. Ein hoherer intrazellularer Anteil an der clCaspase-3 in Kombination mit
einem verringerten Anteil an Caspase-3 erlaubt hier einen Ruckschluss auf eine
stattgefundene Aktivierung der Apoptose in der Zelle (vgl. Kapitel 1.3.1). Die Zellen
wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen des Bcl-2-Inhibitors ABT-199, sowie mit
DMF und der Kombination aus ABT-199 und DMF fur 24 Stunden inkubiert.
Anschlielend wurde die Proteinanalyse mittels Western Blot durchgefuhrt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Reprasentativer Western Blot zur Detektion des Gehalts von Caspase-3 und clCaspase-3 in SeAx
(A) und HH (B) Zellen nach Behandlung mit PBS als Kontrolle (K), 100 nM ABT-199, 1000 nM ABT-199, 50 uM
DMF und der Kombination aus 100 nM ABT-199 und 50 uM DMF. Eine maodifizierte Version dieser Abbildung
wurde zuvor publiziert'©?,

SeAx

In beiden Zelllinien zeigte sich eine gegenlaufige Beziehung des Caspase-3 und
clCaspase-3 Gehalts der Zellen. Dies spricht fur die Aktivierung des Apoptose-
Signalweges in den Zellen. In den SeAx-Zellen stieg der Anteil der clCaspase-3 mit
der hoheren ABT-199-Konzentration. Die DMF-Einzelbehandlung fuhrte zu einem
geringen Signal der clCaspase-3. Das starkste Signal der clCaspase-3 zeigte sich bei
der Kombinationsbehandlung von ABT-199 und DMF. Dies lasst vermuten, dass das
Ausmald der Apoptoseaktivierung in der Kombinationsbehandlung starker war als in
der alleinigen Behandlung mit ABT-199 oder DMF und korreliert mit unseren
Beobachtungen in den Zelltodassays. (Abbildung 11) Nach der Behandlung der HH-
Zellen zeigte sich keine Signalauslosung fur die clCaspase-3 durch ABT-199. In den
Zellen, die mit DMF alleine bzw. in Kombination mit ABT-199 behandelt wurden, zeigte
sich kein Unterschied im Ausmal} des cl-Caspase-3-Signals.
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Um zu verifizieren, ob es im Rahmen der Bcl-2-Inhibition zu einer verstarkten
Interaktion von pro-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie kommt, fUhrten wir in
Kooperation mit der Abteilung Immungenetik des Deutschen
Krebsforschungszentrums (DKFZ) einen Proximity Ligation Assay (PLA) zur Detektion
von Protein-Protein-Interaktionen durch, die im Rahmen des Apoptose-Signalweges
auftreten (vgl. Kapitel 1.3.1).

Dazu ermittelten wir die Interaktion zwischen Bax und Bak in SeAx- und HH-Zellen
nach Behandlung mit ABT-199, DMF bzw. der Kombination der Substanzen. Im
Gegensatz zu der Caspase-3 Aktivierung steht die Bax/Bak Oligomerisation an einem
fruhen Schritt der Apoptosekaskade. Bcl-2 bindet diese Proteine an der
Mitochondrienmembran und verhindert so die Interaktion zwischen den Proteinen Bax
und Bak, sodass diese keine Poren in der Mitochondrienmembran bilden konnen, und
die Freisetzung von Cytochrom c verhindert wird.6263 In Abbildung 15 sind die
Ergebnisse des PLA dargestellt. Zur Markierung der Zellkerne wurde die DNA mithilfe
des blau fluoreszierenden Hoechst Farbstoffes angefarbt. Als Kontrolle wurde die
Bax/Bak Signalstarke in der Bcl-2-negativen HH Zelllinie getestet.

Hier zeigte sich ein starkeres grunes Fluoreszenzsignal in den mit ABT-199
behandelten SeAx-Zellen, welches eine verstarkte Bax/Bak Interaktion visualisiert. Im
Gegensatz dazu loste DMF alleine keine signifikant gesteigerte Bax/Bak
Oligomerisation aus.

Auch die Quantifizierung der Signalstarke der Bax/Bak Interaktion in SeAx-Zellen
zeigte nur bei Einzel- oder Kombinationsbehandlung mit ABT-199 eine signifikant
gesteigerte Oligomerisation. (Abbildung 16)

Im Einklang mit den bisherigen Ergebnissen konnte nachgewiesen werden, dass die
Apoptoseauslosung durch die Bcl-2-Inhibition auf einer verstarkten Interaktion von den
pro-apototischen Molekulen Bax und Bak in diesen Zellen beruht. Da die verwendeten
BH3-Mimetika spezifisch Bcl-2 in der Zelle hemmen, fordern sie die Initiierung der
Apoptosekaskade Uber diesen Mechanismus.
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Abbildung 15: Proximity Ligation Assay zur Darstellung der Bax/Bak Interaktionen nach Behandlung mit ABT-
199, DMF oder der Kombinationsbehandlung in SeAx (A) und HH (B) Zellen. Die Bax/Bak Oligomerisation zeigt
sich durch ein grines Fluoreszenzsignal, Die DNA der Zellkerne ist durch Farbung mit dem blauen
Fluoreszenzfarbstoff Hoechst markiert. Eine modifizierte Version dieser Abbildung wurde zuvor publiziert'©?,
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Abbildung 16: Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensitat der PLA Signale in Relation zur unbehandelten
Kontrolle nach Behandlung mit 1 yM ABT-199, 50 uM DMF oder der Kombination in SeAx-Zellen (n=4). Die
Sternchen (*) markieren eine Fehlerwahrscheinlichkeit von < 0,05 in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle. Die
Fehlerindikatoren entsprechen der einfachen Standardabweichung. Eine modifizierte Version dieser Abbildung
wurde zuvor publiziert'®?,

3.4 Synergismus der Bcl-2 und NF-kB-Inhibition durch Blockade zweier

unabhangiger Signalwege

Aufgrund der vorherigen Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die Apoptose
fordernden Effekte von Bcl-2-Inhibitoren und DMF gemeinsam starker waren als
jeweils in der Einzelbehandlung in CTCL-Zellen in vitro. Nun stellt sich die Frage, ob
sich die Bcl-2- und NF-kB-Signalwege gegenseitig beeinflussen, oder ob beide
Signhalwege unabhangig voneinander durch die beiden Substanzen gehemmt werden.
Um dies genauer zu untersuchen, fuhrten wir Experimente mit Bcl2-supprimierten
Zellen durch.

Hierzu wurde eine AMAXA Transfektion von SeAx-Zellen mit vier unterschiedlichen
siRNAs gegen Bcl-2 durchgefuhrt und der Bcl-2-Gehalt nach 24 Stunden durch einen
Western Blot gemessen. In Abbildung 17 ist ein reprasentativer Western Blot sowie
die Quantifizierung der Signal Intensitaten dargestellt. Es zeigt sich, dass durch die
unterschiedlichen siRNAs eine unterschiedlich starke Bcl-2-Reduktion in den SeAx-
Zellen ausgel6st wurde. Durch die siRNA 3 konnte keine Minderung von Bcl-2 erreicht
werden, der Bcl-2-Gehalt der transfizierten Zellen mit den siRNAs 1,2 und 4 reicht von
ca. 60 bis 75 % im Vergleich zu der Behandlung mit der Test siRNA (scrambled
siRNA). AnschlieRend sollte Uberpruft werden, ob die Wirksamkeit von DMF von der
Wirkung der Bcl-2-Inhibitoren und damit von der effektiv verringerten Bcl-2 Aktivitat
abhangt oder ob sich die Bcl-2-Inhibitoren und DMF direkt gegenseitig beeinflussen.
Dazu wurden die transfizierten Zellen fur 24 Stunden mit 30 uM DMF inkubiert und

anschlie3end die spezifische Zelltodrate gemessen.
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Abbildung 17: (A) Reprasentativer Western Blot mit der Darstellung des Bcl-2-Gehalts in SeAx-Zellen nach
Transfektion mit einer Test siRNA (scrambled siRNA) und vier unterschiedlichen siRNAs gegen Bcl-2 nach 24
Stunden. (B) Quantitative Darstellung des Bcl-2-Gehalts durch Western Blot Analyse (n=4). Die Sternchen (*)
markieren eine Fehlerwahrscheinlichkeit von < 0,05 in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle. Die
Fehlerindikatoren entsprechen der einfachen Standardabweichung. Eine modifizierte Version dieser Abbildung
wurde zuvor publiziert'®?,
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Abbildung 18: Spezifischer Zelltod in SeAx-Zellen nach Transfektion mit verschiedenen siRNAs gegen Bcl-2
fur 24 Stunden und Behandlung mit 30 uM DMF fur weitere 24 Stunden (n=4). Die Sternchen (*) markieren eine
Fehlerwahrscheinlichkeit von < 0,05 in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle. Die Fehlerindikatoren
entsprechen der einfachen Standardabweichung. Eine modifizierte Version dieser Abbildung wurde zuvor
publiziert'02,

Tatsachlich zeigte sich eine Korrelation zwischen dem Grad der Zelltodauslosung
durch DMF und dem vorhandenen Bcl-2-Gehalt der Zellen. So konnte in den Zellen,
die mit der siRNA 3 transfiziert wurden, keine signifikane Zelltodrate ausgeldst werden.
In den anderen Versuchsansatzen korrelierte die Zelltodrate negativ mit dem Bcl-2-
Gehalt der Zellen.

Um zu untersuchen, ob sich Bcl-2 und NF-kB in der Zelle direkt gegenseitig

beeinflussen, wurde die relative IkBa mRNA Espression in den transfizierten Zellen
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gemessen. [kBa inhibiert NF-kB durch Bindung im Zytoplasma. Zusatzlich ist IkBa ein
Zielgen des Transkriptionsfaktors NF-kB und fungiert somit als Aktivitatsmarker fur NF-
kB.103104 Dje Daten zeigten keinen Effekt des Bcl-2-Knockdowns auf die IkBa
Expression der Zellen, was dafur spricht, dass Bcl-2 NF-kB nicht direkt reguliert.

Um zu analysieren, ob DMF die Expression von Bcl-2 beeinflusst, behandelten wir die
Zelllinien J16, SeAx und HH mit DMF und dessen inaktivem Metabolit MMF. Im
Anschluss stellten wir den Proteingehalt von Bcl-2 und Mcl-1 als weiteres anti-
apoptotisches Protein in den behandelten Zellen dar. Wie im Abbildung 19 zu sehen,
zeigt sich keine Anderung des Bcl-2- und Mcl-1- Gehalts der Zellen nach der

Behandlung.
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Abbildung 19: (A) Relative IkBa mRNA Expression in mit unterschiedlichen siRNAs gegen Bcl-2 transfizierten
Zellen nach 24 Stunden (n=4). Die Expression wurde gegen GAPDH normalisiert. Die Fehlerindikatoren
entsprechen der einfachen Standardabweichung. (B) Reprasentativer Western Blot mit Darstellung der Bcl-2
Konzentration der Zelllinien J16, SeAx und HH nach Behandlung mit 30 yM DMF bzw. dem inaktiven Metabolit
MMF fiir 24 Stunden. (C) Reprasentativer Western Blot mit Darstellung der Mcl-1 Konzentration der Zelllinien J16,
SeAx und HH nach Behandlung mit 30 uM DMF bzw. dem inaktiven Metabolit MMF fir 24 Stunden. Eine
modifizierte Version dieser Abbildung wurde zuvor publiziert'©?,

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse der mechanistischen Experimente stark
dafur, dass sich der Bcl-2- und NF-kB-Signalweg der Zellen nicht direkt gegenseitig

beeinflussen.
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3.5 Verringertes Tumorwachstum und gesteigertes Uberleben durch die
Kombinationsbehandlung mit ABT-199 und DMF im Xenograft-Mausmodell

Um zu testen, wie sich Bcl-2- und NF-kB-Inhibition einzeln und kombiniert auf CTCL
in einem Organismus auswirken, entwickelten wir in Kooperation mit der Abteilung
Tumormodelle des DKFZ Heidelberg ein Xenograft Mausmodell. Dafur wurden NSG
Mausen SeAx-Zellen intradermal injiziert und die Effekte der Bcl-2- und NF-kB-
Inhibition gemessen, sobald Tumoren detektierbar waren. Die Mause wurden in vier
Versuchsgruppen mit jeweils acht Mausen unterteilt. Die Versuchsgruppen bestanden
aus einer mit PBS behandelten Kontrollgruppe, einer ABT-199 und einer DMF
Monotherapie-Gruppe und einer Kombinationstherapiegruppe. Als aktuellsten und
klinisch erprobten Bcl-2-Inhibitor verwendeten wir fur die in vivo Experimente ABT-199.
Untersucht wurden zunéchst das Tumorwachstum und die Uberlebensraten, welche

in Abbildung 20 dargestellt werden.

Wir konnten in den Versuchsgruppen, die mit ABT-199 bzw. DMF alleine behandelt
wurden, einen schwachen, statistisch nicht signifikanten Effekt auf das
Tumorwachstum beobachten. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der
Kombinationsgruppe eine signifikante Reduktion des Tumorwachstums ab Tag 7 des
Beobachtungszeitraums. An Tag 18 lag die Tumorgrof3e der Kombinationsgruppe 40
% unterhalb der Kontrollgruppe (0,45 cm in der Kombinationsgruppe gegenuber 0,76
cm in der Kontrollgruppe). Analog zu den in vitro Ergebnissen zeigte sich gegenuber
der Einzeltherapien ein Uberadditiver Effekt in der Reduktion des Tumorwachstums
durch die Kombinationstherapie (- 40,8 % gegenuber einem summierten Effekt von
36,8 % aus der Summe der Effekte durch ABT-199 bzw. DMF).

Ahnliche Effekte konnten in der Analyse der Uberlebensraten beobachtet werden: An
Tag 30 hatten 50 % der Versuchstiere der Kombinationsgruppe noch keinen Endpunkt
erreicht, wahrend die DMF Gruppe eine Uberlebsrate von 13 % aufwies und kein
Versuchstier der ABT-199 und Kontrollgruppe uberlebt hatte. Zudem mussten in der
Kontrollgrupe bereits an Tag 22 die ersten Tiere aufgrund des Erreichens eines
Endpuntkes (Tumorvolumen > 1,5 cm oder Abbruchkriterium nach der Deutschen
Gesellschaft fur Versuchstierkunde) getotet werden. In der Kombinationsgruppe war
dieser Zeitpunkt erst an Tag 26 erreicht. Der Effekt der Kombinationsbehandlung zeigt
sich auch in der Auswertung der mittleren Uberlebensrate nach 30 Tagen, welche sich
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in der Kombinationsgruppe im Vergleich zu der Kontroligruppe um 17,5 %, von 24,7
auf 30 Tage erhdhte.
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Abbildung 20: Tumorvolumen und Uberlebensraten nach Behandlung mit ABT-199 oder DMF bzw. der
Kombinationsbehandlung. SeAx-Zellen wurden i.d. in die NSG Mause injiziert und mit PBS, einer einmaliger Gabe
von ABT-199, taglicher Gabe von DMF fur 28 Tage bzw. der Kombination der beiden Monotherapien behandelt.
(n=8 je Versuchsgruppe) (A) Entwicklung des Tumorvolumens Uber die ersten 18 Tage nach Start der Behandlung.
(B) Prozentuale Reduktion des Tumorwachstums an Tag 18 in vier Behandlungsgruppen. (C) Prozentuale
Uberlebensrate der Behandlungsgruppen zwischen Tag 20 und 36 nach Therapiestart. Die Endpunkte, die zum
Ausscheiden der Versuchstiere filhren, werden im Kapitel 2.10 definiert. (E) Mittlere Uberlebenszeit der
Versuchstiere in den vier Behandlungsgruppen. Die Sternchen (*) markieren eine Fehlerwahrscheinlichkeit von <
0,05 in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle. Die Fehlerindikatoren entsprechen der einfachen
Standardabweichung. Eine modifizierte Version dieser Abbildung wurde zuvor publiziert'®2,
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Auch wenn ABT-199 im Xenograft Mausmodell als Monotherapeutikum nur eine
geringe Reduktion des Tumorvolumens bewirkte, gab es einen supportiven Effekt der
Bcl-2-Inhibition auf die Gesamteffektivitat in der Kombinationsbehandlung mit DMF.
Auch im Vergleich zu der bereits beschriebenen Apoptoseauslésung durch DMF in
CTCL-Zellen™® zeigten sich in der Kombination mit ABT-199 deutlich gesteigerte
Apoptose anstoliende Effekte.

Zusammenfassend konnte der synergistische Effekt der Kombinationsbehandlung mit
Bcl-2- und NF-kB-Inhibition in CTCL-Zellen nicht nur am in vitro Zellmodell, sondern

auch unter in vivo Bedingungen beobachtet werden.

3.6 Immunhistochemische Charakterisierung und Verifikation der SeAx Tumoren im

Xenograft Mausmodell

Nach Erreichen eines der Endpunkte wurden die Tumoren der Versuchstiere
entnommen und histologisch aufbereitet. Als Erfolgskontrolle des konzipierten
Xenograft Mausmodells mit Injektion der SeAx-Zellen fuhrten wir eine
Charakterisierung der Tumorzellen durch. Dafur wurden die Tumorzellen
durchflusszytometrisch auf das Vorhandensein der typischen Oberflachenmarker
CD3, CD25 und HLA-DR gepruft, die der urspringlichen Charakterisierung der SeAx
Zelllinie entsprechen'®. In drei unabhangigen Proben zeigte sich ein positives Signal
fur  die gepruften Marker. Eine exemplarische Darstellung der
durchflusszytometrischen Signale ist in Abbildung 21 dargestellt. CD3 wurde mit einem
an den Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppeltem Antikorper detektiert, CD25 und HLA-
DR mit an den Farbstoff PE gekoppelten Antikorpern. Zusatzlich wurden in den
histologischen Praparaten immunhistochemisch die Oberflachenmolekule CD3, CD25,
HLA-DR, CD8 wund CD20 angefarbt. Entsprechend der urspriunglichen
Charakterisierung der SeAx Zelllinie durch Kaltoft et al. ergab sich das
Oberflachenprofil positiv fur CD3, CD25 und HLA-DR und negativ fur CD8 und CD20.
Diese fur SeAx typische Charakterisierung verifiziert die Tumorbildung durch SeAx-

Zellen in dem verwendeten Xenograft Mausmodell.
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Abbildung 21: (A) Beispielhafte Darstellung der durchflusszytometrischen Messung der Oberflachenmarker CD3,
CD25 und HLA-DR anhand einer reprasentativen Probe. Insgesamt wurden drei Proben aus verschiedenen
Tumoren getestet. (B) Reprasentative Ausschnitte der Maustumoren mit immunhistochemischer Markierung der
Oberflachenmarker CD3, CD25, HLA-DR, CD8 und CD20. (VergroRerung oben links 100-fach, die weiteren
Abbildungen entsprechen einer 400-facher Vergréferung) Eine modifizierte Version dieser Abbildung wurde zuvor
publiziert'°2,

3.7 Histologische Zeichen der Tumorresorption und Proliferationshemmung durch
Bcl-2- und NF-kB-Inhibition

In der histomorphologischen Beurteilung der resezierten Tumoren, zeigten sich in der
Kombinationsgruppe im Vergleich zu der Kontroligruppe signifikant gréRere
Tumornekroseareale als Zeichen der Tumorrickbildung. (Abbildung 22) Wir
entwickelten ein semi-quantitatives Auswertungssystem zur Darstellung der
Ausdehnung der betroffenen Areale durch die Behandlung mit ABT-199, DMF und
derer Kombination.”® Bereits in der ABT-199 und in der DMF Gruppe zeigt sich eine

gesteigerte mittlere Tumornekroseausdehnung (1 Punkt im Tumornekrosescore in der
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ABT-199 Gruppe bzw. 1,13 Punkte in der DMF Gruppe, dagegen 0,63 Punkte in der
Kontrollgruppe). In der Kombinationspopulation zeigte sich zudem eine statistisch
signifikante Steigerung der Tumornekroseareale mit einem Punktewert von 1,63.

ABT-199 + DMF

B & C

© 25 25 -

g *

B 21 52071 1

g 115 T E 15 1 * *

? >

3 1 & 10 1

= | 2

g 0,5 1 § 5

g o . . . 0 . . .

2 PBS ABT-199 DMF ABT-199 PBS ABT-199 DMF ABT-199
+ DMF + DMF

Abbildung 22: (A) Reprasentative Ausschnitte der Tumoren durch Injektion von SeAx-Zellen in NSG Mause
behandelt mit der Tragerlésung (PBS) oder der Kombinationsbehandlung mit ABT-199 und DMF. Die violetten
Pfeile markieren Bereiche der Tumornekrose. (HE-Farbung, obere Abbildungen 20-fache Vergréferung, untere
Abbildungen 200-fache VergréfRerung) (B) Semiquantitative Darstellung der Tumornekroseausdehnung (0-25%
der Tumorflache betroffen durch Nekrose - 0; 25-50 % der Tumorflache betroffen durch Nekrose > 1; 50-75 %
der Tumorflache betroffen durch Nekrose > 2; 75-100 % der Tumorflache betroffen durch Nekrose - 3) (C)
Anzahl der Mitosefiguren pro Sichtfeld (SF) bei 200-facher VergroRerung in den vier Behandlungsgruppen. Die
Sternchen (*) markieren eine Fehlerwahrscheinlichkeit von < 0,05 in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle. Eine
modifizierte Version dieser Abbildung wurde zuvor publiziert'°2,

Zusatzlich fiel bei 200-facher VergrofRerung eine geringere Inzidenz von Mitosefiguren
in der DMF und der Kombinationsgruppe auf, was auf eine geringere Proliferationsrate
schlielen Iasst. Neben der Anzahl der Mitosefiguren lie sich Ki-67 als klassischer
Proliferationsmarker immunhistochemisch nachweisen. Ki-67 ist ein Protein, das
wahrend der Interphase des Mitoseprozesses im Zellkern detektiert werden kann.®2 In
Abbildung 23 wurde Ki-67 immunhistochemisch markiert. Insgesamt zeigte sich eine
signifikante Verringerung der Anzahl Ki-67-positiver Zellen in allen Wirkstoffgruppen.

Besonders gering ausgepragt war der Proliferationsmarker in der Kombinationsgruppe
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mit 2,25 Ki-67-positiven Zellen pro Gesichtsfeld im Gegensatz zu 32,75 in der
unbehandelten Gruppe und 26,42 in der ABT-199 bzw. 21,92 in der DMF Gruppe.
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Abbildung 23: (A) Reprasentative Ausschnitte der Tumoren der Kontroligruppe und der Kombinationsgruppe
nach immunhistochemischer Markierung von Ki-67 in 200- und 400-facher VergrofRerung. (B) Quantifikation der
Ki-67-positiven Zellen pro Sichtfeld (SF) bei 400-facher VergroRerung. (C) Reprasentativer Ausschnitt eines
Tumors der Kombinationsgruppe mit Darstellung der erhdhten Ki-67 Anfarbung in der Marginalzone des Tumors
im Vergleich zum Zentrum. Die Sternchen (*) markieren eine Fehlerwahrscheinlichkeit von < 0,05 in Bezug auf
die unbehandelte Kontrolle. Eine modifizierte Version dieser Abbildung wurde zuvor publiziert'?,
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Zusammenfassend zeigten sich im Mausmodell sowohl eine Vermehrung der
Nekrosezonen im Tumorgewebe als auch eine geringere Ki-67 Expression als Zeichen
einer verringerten Mitose- und Proliferationsrate in den behandelten Tumoren im
Vergleich zu den Kontrollen. Insbesondere die Kombinationsbehandlung mit DMF und
ABT-199 bewirkte starkere Effekte auf diese Parameter im Vergleich zu den jeweiligen
Einzelbehandlungen.

3.8 Immunistochemische Analyse der Apoptoseauslosung durch Bcl-2- und NF-kB-
Inhibitoren

Nachdem in vitro die Auslosung des gerichteten Zelltods durch Apoptose als
Mechanismus der erhohten Zelltodraten gezeigt werden konnte, fihrten wir in den
resezierten Tumoren eine immunhistochemische Markierung der clCaspase-3 durch.
(Abbildung 24) Passend zu den in vitro Daten zeigte sich in den Tumoren der ABT-
199 und DMF Gruppe eine deutlich gesteigerte clCaspase-3 Anreicherung. In
besonders starkem Ausmald konnte die clCaspase-3 in der Kombinationsgruppe
detektiert werden. Histomorphologisch fiel zudem eine raumliche Beziehung zwischen
den Bereichen der Caspase3-Spaltung und den Tumornekrosezonen auf. Dies
unterstreicht eine Apoptoseauslosung in den behandelten Tumorzellen als zugrunde

liegendem Mechanismus des klinischen Ansprechens der behandelten Mause.
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Abbildung 24: Quantifizierung der clCaspase-3 positiven Zellen pro Gesichtsfeld bei 400-facher Vergroerung in
den vier Behandlungsgruppen. Die Sternchen (*) markieren eine Fehlerwahrscheinlichkeit von < 0,05 in Bezug
auf die unbehandelte Kontrolle. Eine modifizierte Version dieser Abbildung wurde zuvor publiziert'®2,
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4 DISKUSSION

41 Bcl-2 als neue therapeutische Zielstruktur zur Wiederherstellung der
Apoptosesensitivitat von CTCL

Die Apoptoseresistenz der CTCL-Zellen gegenuber Zelltodstimuli rickte in den letzten
Jahren zunehmend in den Fokus der experimentellen und klinischen Forschung. Sie
ist ein wesentlicher Malignitatsfaktor der CTCL und bedingt die oft fruh einsetzende
Resistenz dieser Tumorentitaten gegenuber den herkdmmlichen
Therapieoptionen.*”6® Durch die besseren Moglichkeiten der Charakterisierung
entarteter Zellen konnen immer mehr Zielstrukturen identifiziert werden, die als
Ansatzpunkt fur neue zielgerichtete und dartber hinaus gut vertragliche Therapien
genutzt werden konnen.

Die Entwicklung und Etablierung zielgerichteter Therapien im Sinne einer
personalisierten Medizin befindet sich bei CTCL derzeit noch im Aufbau. Bisher
wurden nur zwei zielgerichtete Therapien in Phase-I1I-Studien geprift und zugelassen,
die auf spezifische Zielstrukturen der CTCL-Zellen wirken:

Der Konjugatwirkstoff aus dem CD30-Antikorper Brentuximab und dem Zytostatikum
Monomethylauristatin E sowie der CCR4-Antikorper Mogamulizumab wurden bereits
in Kapitel 1.2.1 vorgestellt. Beide Therapien markieren als erste zielgerichtete
Therapien, die fur den klinischen Einsatz bei CTCL zugelassen sind, den Beginn einer
vielversprechenden Entwicklung einer individualisierten effektiven CTCL Therapie.
Aufgrund unterschiedlicher Resistenzlagen und Charakteristika bei CTCL-Zellen
verschiedener Patienten ist es notwendig, aus einer moglichst breiten Palette gut
vertraglicher und zielgerichteter Therapien auswahlen zu konnen. So ist z.B. der
Einsatz von Brentuximab Vedotin nur moglich, wenn CD30 von den Tumorzellen
exprimiert wird. Zusatzlich gilt die bei ca. zwei Dritteln der Patienten auftretende

periphere Neuropathie als therapielimitierend.®

Zielgerichtete Medikamente richten sich gegen ein oder mehrere typische
Charakteristika maligner Erkrankungen. Aufgrund des haufig beobachteten initialen
oder im Verlauf auftretenden fehlenden Ansprechens von CTCL-Zellen gegenuber
herkdbmmlichen Therapien, wurde zunehmend die Resistenz der malignen Zellen
gegeniber Zelltodsignalen genauer untersucht.#* Tatsachlich konnte eine erhohte
Apoptoseresistenz in CTCL-Zellen nachgewiesen werden. Als Mechanismen konnten

zunachst Veranderungen im MAPK- und NF-kB-Signalweg gefunden
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werden.54:72.75,78,106,107

Die veranderte Regulation und Aktivitat der fur die Apoptoseresistenz zustandigen
Proteine und Signalwege ist nicht nur eine Erklarung fur eine Resistenzentwicklung,
sondern kann genutzt werden, um Therapiekonzepte zu entwickeln, die sich die
veranderten Mechanismen der CTCL-Zellen zunutze machen, um diese gezielt zu
bekampfen. Im Sinne dieses Konzepts konnte gezeigt werden, dass DMF als NF-kB-
Inhibitor spezifisch und effektiv Apoptose in CTCL-Zellen in vitro und in vivo auslosen
kann.”27578 Aktuell wird die Verwendung von DMF bei CTCL Patienten in einer Phase-
lla-Studie klinisch untersucht. (ClinicalTrials.gov Nummer NCT02546440)

Neben der veranderten Regulation der oben genannten Signalwege, scheint Bcl-2 als
anti-apoptotisches Molekul ebenfalls eine wichtige Rolle in der Resistenzentwicklung
zu spielen®264.108  Eg wurde gezeigt, dass auch CTCL-Zellen neben vielen anderen

hamatologischen Neoplasien Bcl-2 liberexprimieren®?94,

Um dieses Charakteristikum der CTCL-Zellen zu nutzen, wurde in der vorliegenden
Arbeit die Inhibition von Bcl-2 mittels den Bcl-2-Inhibitoren ABT-263 und ABT-199 in
CTCL-Zellen untersucht. Da der Bcl-2-Inhibitor ABT-199 (Venetoclax) bereits fur
einige hamatologische Entitaten zugelassen ist und sich in vielfaltigen klinischen
Studien in der Prufung befindet, gibt es bereits Daten zu dem Nebenwirkungsprofil von
ABT-199. Hier prasentiert sich ABT-199 als ein Medikament mit tolerablem
Nebenwirkungsprofil, sodass sich ABT-199 fiir den klinischen Einsatz qualifiziert.8%:10°
Aktuell wird Venetoclax zunehmend als Kombinationspartner mit weiteren Wirkstoffen
eingesetzt, um einen starkeren therapeutischen Effekt zu erzielen und die Dosierung
der miteinander kombinierten einzelnen Medikamente moglichst niedrig halten zu

kénnen'10,

2018 wurde von Cyrenne et al. eine erste Studie publiziert, die sich mit der Wirksamkeit
von ABT-199 in CTCL-Zellen in vitro beschaftigt. Dabei wurden die Effekte von ABT-
199 alleine, sowie in Kombination mit den HDAC-Inhibitoren Vorinostat und
Romidepsin untersucht. Es wurden isolierte Patientenzellen und die CTCL Zelllinien
MyLa, Sez4, HH und Hut78 behandelt. Unter der Therapie mit ABT-199 alleine

konnten relevante Zelltodraten nur unter hohen Konzentrationen erreicht werden. Die

69



Diskussion

Zelllinie MyLa zeigte unter den behandelten Zelllinien die hochste Sensitivitat auf ABT-
199 mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration von 2,47 uM. Derselbe Effekt
konnte in HH-Zellen erst bei 10,2 yM erreicht werden. Mechanistische Experimente
bezuglich der Genese des Zelltods durch Apoptose wurden in den Zelllinien nicht
durchgefuhrt, sodass ein unspezifischer Effekt der hohen ABT-199 Dosierungen auf
HH nicht ausgeschlossen werden kann. Im Vergleich zu unseren Experimenten
wurden die Zellen 72 h mit ABT-199 inkubiert und anschlieBende die Zelltodraten
gemessen. Es zeigte sich eine sehr starke Sensitivitat der isolierten CTCL-Zellen
insbesondere von SS Patienten auf die Behandlung mit ABT-199. Die mittlere
inhibitorische Konzentration schwankte unter den primaren CTCL-Zellen von 85 pM
bis 6,6 uM.

Unter der Kombinationsbehandlung von ABT-199 und den HDAC-Inhibitoren konnten
in den Zellen von SS Patienten synergistische Effekte beobachtet werden. Unter den
Zelllinien zeigte nur MyLa eine synergistische Zelltodauslosung durch die Behandlung
mit ABT-199 und Vorinostat. Passend dazu konnte ausschlie3lich in den MyLa-Zellen
eine gesteigerte Expression von Bcl-2 nach 24-stundiger Inkubation mit Vorinostat
festgestellt werden.®®

Im Einklang mit den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen unterstreicht die Studie
von Cyrenne et al. das hohe Potenzial von ABT-199 in der Behandlung von CTCL.
Daruber hinaus konnten wir in der vorliegenden Studie den Effekt von ABT-199 in
CTCL-Zellen erstmals in vivo beleuchten.!

Aufgrund der vielfaltigen Resistenzmechanismen der CTCL-Zellen gegenuber
Apoptosesignalen scheint eine simultane Blockierung mehrerer Signalwege sinnvoll.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass sich der NF-kB- und Bcl-2-Signalweg in der
Zelle gegenseitig beeinflussen konnen. So kann die Zelle bei Blockierung des einen
Signalweges, die Funktion durch Hochregulation des anderen bis zu einem gewissen
Grad ersetzen.'2'13 Daher scheint es strategisch sinnvoll, beide Signalwege

gleichzeitig zu hemmen.

4.2 Etablierung eines stabilen Xenograft Mausmodells mit SeAx-Zellen

Um die Wirkung der Inhibition von Bcl-2 und NF-kB in CTCL-Zellen auch in vivo zu
prufen, entwickelten wir in Zusammenarbeit mit der Abteilung Tumormodelle des
DKFZ ein SeAx Xenograft Mausmodell.
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Hierfur wurden SeAx-Zellen von Dr. Gniadecki und Dr. Kaltoft von der Kopenhagen
und Aarhus Universitat in Danemark zur Verfugung gestellt, die die Zelllinie
urspriinglich entwickelt haben'®. Wahrend das Wachstum der ersten Zellen von der
Zugabe von IL-2 abhangig war, konnte im Verlauf beobachtet werden, dass die Zellen
auch ohne IL-2 wachsen, sodass von den Kollegen aus Kopenhagen empfohlen
wurde, die Zellen ohne Zugabe von IL-2 zu kultivieren. Zudem finden sich in der
Literatur unterschiedliche Angaben zur Kultivierung der Zellen mit humanem oder
fetalem Kalberserum.'4115116  Dije Tatsache, dass sich in der Literatur eine
Verschiebung der Kulturbedingungen von einem Zusatz von IL-2 und humanem Serum
zu einer Kultur ohne IL-2 und mit Kalberserum zeigt, spricht dafur, dass sich die
Eigenschaften der SeAx-Zellen seit der Entwicklung 1987 verandert haben. Als
Mechanismen kommen sowohl Mutationsereignisse in Frage, die zu einer
Unabhangigkeit gegenuber exogen zugefugtem IL-2 fuhren, als auch eine
Differenzierung der SeAx-Zellen unter der Kultivierung mit IL-2, da bekannt ist, dass
IL-2 die Differenzierung von T-Zellen férdert.""”

Mit diesen Kulturbedingungen konnten wir in vitro ein stabiles logarithmisches
Wachstumsverhalten der SeAx-Zellen beobachten. Da nicht ausgeschlossen ist, dass
sich diese Zelllinie Uber die Jahrzehnte verandert hat, fuhrten wir zur
Qualitatssicherung neben Fingerprintanalysen und Kontaminationstestungen die
Zellen durchflusszytometrisch auf die fur SeAx-Zellen charakteristischen
Oberflacheneigenschaften mit der Expression von CD3, CD25 und HLA-DR und der
Abwesenheit von CD8 und CD20 geprift'®.

In einer Arbeit von Netchiporouk et al. 2017 wurden mehrere Mausmodelle mit CTCL-
Zelllinien entwickelt. Hier zeigte sich durch die subkutane Injektion mit SeAx-Zellen
jedoch kein Tumorwachstum.'® Dahingegend konnte die Arbeitsgruppe um Vermeer
2012 eine Arbeit publizieren, in der ein Tumorwachstum nach intrahepatischer
Injektion von SeAx-Zellen beobachtet werden konnte. Allerdings konnten die SeAx-
Zellen nur in Leber, Thymus, Milz, Blut und Lymphknoten gefunden werden. Es zeigte
sich keine Manifestation an der Haut.''® Bisher konnte nur eine Arbeitsgruppe ein
SeAx Xenograft Mausmodell entwickeln, in der die Zellen subkutan appliziert wurden
und ein kutanes Anwachsen der Zellen beobachtet werden konnte''*. Tabelle 4
vergleicht das fur dieses Projekt etabliete Mausmodell mit anderen SeAx
Mausmodellen.
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Tabelle 4: Merkmale des genutzten Xenograft Mausmodells im Vergleich zu ausgewahlten bisher etablierten

SeAx Xenograft Mausmodellen''4:115:116,

Hier genutztes Kato et al. Fits et al. Netchiporouk
Mausmodell 2016" 2012'"° etal. 2017'®
NOD.CB17- (PN2-7) rag2-/-
Mausmodell NSG . NSG
Prkdc scid gammac-/-
Alter der
) 6-7 Wochen 4-6 Wochen Neugeboren 8 Wochen
Mause
Zellkultur- Ohne IL-2, Ohne IL-2, Mit IL-2, Mit IL-2,
bedingungen Kalberserum Kalberserum Kalberserum Kalberserum
Trans- i.d. in PBS/
) _ s.c. in Matrigel | intrahepatisch s.c.in PBS
plantation Matrigel (1:1, v/v)
Zellzahl 3*10° 2*10° 0,5-6 *10° 2,5*10°
Zell-
. 1*10%/ml 4 * 10%ml 0,17 -2*10%ml | 1,25 * 107/ml
konzentration

Der grofdte Unterschied zu dem Mausmodell von Kato et al. liegt in der grof3en Anzahl
und der hohen Konzentration der injizierten Zellen. Insgesamt scheint die Verwendung
von Matrigel fur den Erfolg des kutanen Wachstums der SeAx-Zellen von grolder
Bedeutung zu sein.

Die Verwendung von SeAx-Zellen fur die Etablierung eines stabilen Xenograft
Mausmodells hat Forschungsgruppen immer wieder vor Herausforderungen gestellt
und zeigte sich insgesamt als schwierig. Auch in diesem Projekt mussten mehrere
Anlaufe mit minimalen Anpassungen vorgenommen werden, jedoch gelang es

schlie3lich ein zuverlassiges SeAx Mausmodell zu entwickeln.

Um nach Abschluss der in vivo Experimente sicher zu stellen, dass es sich bei den
angewachsenen kutanen Tumoren tatsachlich um von SeAx-Zellen ausgehende
Tumoren gehandelt hat, wurden die Zellen in den exzidierten Tumoren erneut auf die
charakteristischen Eigenschaften der SeAx-Zellen gepruft und so das Tumormodel
retrospektiv erneut als SeAx Xenograft Modell gesichert. Die Entwicklung stabiler und
reproduzierbarer Tumormodelle stellt eine wichtige Saule der praklinischen
Erforschung neuer Therapieoptionen bei CTCL dar. So kann das in dieser Arbeit

vorgestellt Mausmodell ebenfalls fur kunftige wissenschaftliche Ansatze zur
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Weiterentwicklung von Therapiemoglichkeiten und des Verstandnisses von CTCL

dienen.

4.3 Die kombinierte Inhibition von NF-kB und Bcl-2 als vielversprechender
Therapieansatz zur zielgerichteten Apoptoseauslosung bei CTCL

In der vorliegenden Arbeit wurde das Potenzial von Bcl-2-Inhibitoren zur
Zelltodauslosung in CTCL-Zellen als Einzelwirkstoff und in der Kombination mit dem
NF-kB-Inhibitor DMF untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Bcl-2-Inhibitoren in
vitro effektiv Zelltod auslosen. In mehreren mechanistischen Experimenten stellte sich
als Mechanismus der Zelltodauslosung die Einleitung der Apoptosekaskade heraus.
Zudem konnte gezeigt werden, dass sich der NF-kB- und der Bcl-2-Signalweg nicht
direkt gegenseitig beeinflussen. 2013 untersuchten Chang et al. den Einfluss des
Proteasom-Inhibitors Bortezomib auf die Regulation von NF-kB abhangigen Genen.
Es konnte gezeigt werden, dass durch die NF-kB-Inhibition durch Bortezomib die
Expression von Bcl-2 nicht beeinflusst wird, was unseren Beobachtungen der
erhaltenen Bcl-2-Expression unter NF-kB-Inhibition entspricht.”! Umgekehrt konnten
wir zeigen, dass sich durch die Bcl-2-Inhibition nicht die Expression von IkB als
Aktivitatsmarker fur NF-kB verandert.

Bei der Untersuchung der primaren CD4* Zellen von CTCL Patienten und gesunden
Probanden zeigten die Bcl-2-Inhibitoren eine deutlich starkere Zelltodauslosung in den
Zellen der CTCL-Patienten gegenuber denen der gesunden Probanden. Hieraus ergibt
sich eine gewisse Spezifitat der Bcl-2-Inhibitoren fur Bcl-2 Uberexprimierende CTCL-
Zellen, was fur eine gute klinische Vertraglichkeit mit tolerabler Immunsuppression

hinweisend sein kann.

Die vielversprechenden Ergebnisse der in vitro Experimente konnten wir anschlielRend
in dem beschriebenen Xenograft Mausmodell erstmals in vivo testen. Hier zeigte sich
ein synergistischer Effekt in der Kombinationsbehandlung von ABT-199 und DMF
gegeniiber DMF alleine”® Im Vergleich zu der Einzelbehandlung mit DMF konnte
ABT-199 das Tumorwachstum nicht signifikant bremsen. Die Ursache hierfur konnte
in der niedrigen Dosierung und einmaligen Gabe von ABT-199 gesucht werden.
Insbesondere durch eine unterschiedliche Pharmakokinetik in vivo kann die
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notwendige Dosierung in vivo deutlich von der in vitro verwendeten abweichen. Fur
die bisher zugelassene Indikation der CLL wird zumeist bis zu einer taglichen oralen
Gabe von 400 mg ABT-199 aufdosiert und diese taglich fortgefuhrt. (Quelle:
Fachinformation Venetoclax(European Medicines Agency, Zugriff: 22.09.19)) Auch in
aktuell durchgefuhrten Studien zu anderen hamatologischen Entitaten, wie einer
aktuell laufenden Phase-IlI-Studie zur Prufung der Kombinationsbehandlung von
Venetoclax und hypomethylierenden Substanzen bei nicht fur eine intensive
Induktionstherapie geeigneten AML Patienten, wird zumeist eine Zieldosis von 400 mg
und eine tagliche Gabe eingesetzt. (ClinicalTrials.gov  Nummer NCT02993523)
Insbesondere angesichts der relativen Unterdosierung von ABT-199 ist der bereits bei
der niedrigen Dosierung beobachtete synergistische Effekt mit DMF bemerkenswert.
Die vorliegenden Daten sprechen ebenfalls dafur, dass durch die Kombination mit
DMF eine deutliche Reduktion der Dosen gegenuber den notwendigen Dosierungen
bei einer Monotherapie moglich ist.

In der Behandlung der Mause mit ABT-199 alleine zeigte sich eine erhohte Morbiditat
mit einem friheren Erreichen der Endpunkte. Diese Morbiditat konnte jedoch in der
Kombinationsbehandlung mit DMF nicht beobachtet werden. Die Unterschiede
konnten durch die begrenzte Anzahl der Versuchstiere begrindet sein oder auf einen
weiteren Vorteil der Kombinationsbehandlung gegenuber der alleinigen Gabe von
ABT-199 hinweisen.

4.4 Ausblick

Die therapeutische Verwendung von BH3-Mimetika zur Inhibition von Bcl-2 gilt in
vielen malignen Entitaten als Hoffnungstrager und konnte bereits in vielfaltigen
hamatologischen Neoplasien als potenter Therapiebaustein evaluiert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Bcl-2-Inhibition mittels ABT-263 und ABT-199
in vitro und in vivo in CTCL getestet. Es konnte gezeigt werden, dass auch in dieser
Lymphomentitdt Bcl-2 ein vielversprechender Angriffspunkt darstellt und die
Hemmung des Bcl-2-Signalweges in diesen Zellen Apoptose ausldsen kann. Bei den
sich schnell entwickelnden Resistenzen von CTCL gegenuber verschiedenen
Therapeutika ist die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien von hohem
Stellenwert. DarUber hinaus kann eine initiale Kombinationsbehandlung sowohl
Resistenzen vermeiden, als auch die therapeutische Potenz steigern. In dieser Studie
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stellten sich Bcl-2-Inhibitoren mit dem NF-kB-Inhibitor DMF als synergistisch
wirkendem Partner als vielversprechende Therapieoption dar. In Abbildung 25 ist die
synergistische Apoptoseauslosung gezeigt, die in den malignen T-Zellen von CTCL
Patienten deutlich starker ausgepragt ist, als in gesunden T-Zellen.

Gesunde T-Zelle Maligne CTCL Zelle

ABT-199 DMF ABT-199 DMF

' -
--------

Apoptose Apoptose

Apoptose ' Apoptose

Apoptose

Apoptose

Abbildung 25: Schematische Darstellung der synergistischen Apoptoseauslésung durch ABT-199 und DMF in T-
Zellen. Die Apoptoseauslosung zeigt sich deutlich starker in den malignen CTCL-Zellen, in denen NF-«kB
konstitutiv aktiviert ist und Bcl-2 Uberexprimiert wird, als in gesunden T-Zellen. Eine modifizierte Version dieser
Abbildung wurde zuvor publiziert'®2,

Um die Ausbildung von Resistenzen gegenuber Bcl-2-Inhibitoren zu vermeiden, ist ein
genaues Abwagen der Indikation und eine geeignete Dosierung notwendig. Aktuelle
Daten konnten zeigen, dass durch die kontinuierliche Gabe von Bcl-2-Inhibitoren ein
Mutationsdruck entsteht, der zu einer Resistenz gegenuber BH3-Mimetika fuhren
kann. Als Ursache dafur, wir die hohe Affinitat der Bcl-2-Inhibitoren zu Bcl-2
diskutiert.’® Um diesem Mutationsdruck zu minimieren sollten Wirkstoffkombinationen
weiter untersucht werden, um mehrere Angriffspunkte zu erreichen und die
Gesamtdosen maoglichst gering zu halten. Fur den erfolgreichen Einsatz von Bcl-2-
Inhibitoren kénnte zudem eine pratherapeutische Sensitivitatsanalyse im klinischen
Alltag Einzug erhalten. So konnte z.B. eine Mutationsanalyse der BH3-Bindungsstelle
eine vorbestehende Resistenz der Zellen gegenuber BH3-Mimetika bereits vor dem
klinischen Einsatz aufdecken'?.
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Fir den Einsatz der Bcl-2-Inhibitoren ist die genauere Untersuchung der
Vertraglichkeit und des Sicherheitsprofils in einer klinischen Studie notwendig. In
bisher untersuchten Entitaten erwies sich ABT-199 als Medikament mit einer guten
Vertraglichkeit. Als schwerste Nebenwirkung wurde insbesondere initial das Auftreten
eines Tumorlysesyndroms beobachtet.’%%12" Daher erscheint eine kalkulierte
Prophylaxe, sowie die Anpassung der initialen Dosierung an die Tumorlast sinnvoll.

Die vorgestellte Studie konnte das therapeutische Potenzial von Bcl-2-Inhibitoren bei
CTCL herausstellen, sowie BH3-Mimetika als kraftvollen Kombinationspartner
charakterisieren. In Kombination mit dem NF-kB-Inhibitor DMF konnte die Bcl-2
Inhibition sowohl in vitro als auch in vivo synergistisch Zelltod auslésen. Diese Daten
sprechen stark dafur, den Einsatz von ABT-199 in Kombination mit DMF in einer

klinischen Studie zu evaluieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der Behandlung kutaner T-Zell-Lymphome (CTCL) sind die therapeutischen
Moglichkeiten nach wie vor begrenzt. Zudem erschweren haufig auftretende
Resistenzen eine wirkungsvolle Behandlung und machen eine haufige
Therapieumstellung notwendig. Daher besteht ein hoher Bedarf an neuen,
zielgerichteten Strategien. In der vorliegenden Arbeit wurde die Inhibition des Molekuls
Bcl-2 in CTCL untersucht, welches anti-apoptotisch wirkt und in CTCL Uberexprimiert
ist. Da sich in der Literatur bereits eine erhohte Effektivitat von Bcl-2-Inhibitoren in einer
Kombinationstherapie herauskristallisierte, untersuchte diese Studie dartber hinaus
das therapeutische Potenzial der Bcl-2-Inhibition in Kombination mit dem NF-kB-
Inhibitor DMF in vitro und in vivo. DMF wurde bereits zuvor als wirksames
Therapeutikum zur Apoptoseauslosung in CTCL beschrieben.

Dafur wurden die Bcl-2-Inhibitoren ABT-263 und ABT-199 und der NF-kB-Inhibitor
DMF in charakteristischen CTCL-Zelllinien, sowie in primaren CD4* Zellen von CTCL
Patienten untersucht. Die verwendeten Bcl-2-Inhibitoren 16sten spezifisch Zelltod in
primaren CD4"* Zellen von CTCL Patienten und in den Zelllinien SeAx und MyLa aus,
jedoch nicht in den T-Zellen von gesunden Probanden und in der Bcl-2 defizienten
Zelllinie HH. Die Kombinationsbehandlung von ABT-199 und DMF konnte in vitro
unabhangig Zelltod auslosen. Als Mechanismus fur den Zelltod konnte eine
Apoptoseauslosung durch die Hemmung zweier unabhangiger Signalwege
herausgestellt werden.

Um diese Ergebnisse in vivo zu bestatigen, wurde ein SeAx Xenograft Mausmodell
etabliert. Der kombinierte Einsatz von ABT-199 und DMF konnte effektiv das
Tumorwachstum bremsen und das Gesamtiberleben steigern. Dabei wurde ein
starkerer Effekt der Kombinationsbehandlung gegenuber den Einzelgaben von ABT-
199 bzw. DMF beobachtet. Es konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit den
beiden Wirkstoffen die Zellproliferation in den CTCL Tumoren signifikant bremst.
Sowohl in Bezug auf die Wirkstarke als auch auf die Vertraglichkeit zeigte sich die
Kombinationstherapie als Uberlegen gegenuber der Behandlung mit ABT-199 allein.
Zusammenfassend zeigen die Daten der vorliegenden Studie das vielversprechende
therapeutische Potenzial der Inhibition von Bcl-2 in Kombination mit dem NF-kB-
Inhibitor DMF und fihren zu der Empfehlung einer weiteren Untersuchung dieses

Therapiekonzepts in einer klinischen Studie.
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