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EINLEITUNG 1

Il Einleitung

II.1 Molekulare Mechanismen der intrinsischen Apoptose

Kein Forschungsgebiet der Biologie wurde in den letzten 150 Jahren wohl so oft
beschrieben, vergessen und wieder entdeckt wie das Phanomen des programmier-
ten Zelltodes, der Apoptose (Cotter, 2009). Das Wort Apoptose entstammt dabei den
griechischen Worten amo (,apo’ = weg, ab) und TmrTwoig (,ptosis’ = fallen) als
Synonym flr das Fallen der Blatter im Herbst. Nur drei Jahre nach Entdeckung der
Zelle als Grundeinheit des Lebens durch Schleiden und Schwann beschrieb Carl
Voigt erstmals 1842 ,naturlichen Zelltod’ wahrend der Embryonalentwicklung von
Geburtshelferkroten. Apoptose gehdrt damit zu den altesten dokumentierten Zell-
vorgangen. Erst Uber 100 Jahre spater wurde durch eine das Phanomen als
Apoptose charakterisierende Publikation von Kerr et al. (1972) und die Entdeckung
von Endonuclease-assoziierter Apoptoseinduktion nach Glucocorticoidbehandlung
von Thymozyten (Wyllie, 1980) breiteres wissenschaftliches Interesse geweckt und
damit Apoptose als bedeutendes zellbiologisches Prinzip anerkannt.

Apoptose gilt heute als primarer programmierter Zelltod, durch den =zellulare
Organismen beschadigte, genetisch fehlerhafte oder Uberflissige Zellen schnell und
ohne Entziindungsreaktionen entsorgen. In der Folgezeit konnte die enge Verknlpf-
ung von Apoptoseregulation und Krebsentstehung - eine bereits 1972 von Kerr et al.
beschriebene |dee - belegt werden. Dabei zeigt sich eine direkte Abhangigkeit von
fehlerhafter Apoptoseregulation und Tumorwachstum, -progression sowie Therapie-
resistenz (Kerr et al., 1994). 2002 erhielt Bob Horvitz fur seine Pionierarbeit in der
Entdeckung grundlegender Aspekte des Apoptosesignalweges im eukaryotischen
Modellsystem Caenorhabditis elegans den Nobelpreis. Bis heute gibt es kaum
Gebiete der modernen Biologie, deren Publikationen nicht Mechanismen der

Apoptoseinduktion aufgreifen bzw. naher beleuchten.

[1.1.1 Apoptose als Zelltodsignalweg mit Initiations- und Effektorphase

Als gemeinsame biochemische und morphologische Charakteristika eukaryotischer
Apoptose gelten Zellkondensation (,cell shrinkage’) und nukleare DNA-Fragmen-
tation (,DNA laddering’), was im Abschnturen von kleineren Zellkérpern (,blebbing of

apoptotic bodies’) miundet. Diese Ereignisse werden bewirkt durch eine kaskaden-
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artige Aktivierung von Cysteinyl-aspartat-spaltenden Proteinasen, sog. Caspasen,
welche sukzessive weitere Caspasen und DNAsen aktivieren und eine Reihe
anderer zellularer Proteine durch Spaltung inaktivieren. Diese spate Phase der
Apoptosesignaltransduktion wird als Effektorphase bezeichnet.

Zeitlich der Caspasenaktivierung vorangestellt ist die Induktionsphase der Apoptose,
welche nach Art der Stimulation in zwei Hauptwege unterteilt werden kann: Zellularer
Stress und andere intrazellulare Stimuli aktivieren den sog. intrinsischen, Mito-
chondrien-abhangigen Signalweg, der im nachfolgenden Kapitel 11.1.2 detailliert
beschrieben wird. Extrazellulare Liganden aktivieren dagegen den extrinsischen
rezeptorvermittelten Signalweg: Unter diesen membranstandigen Rezeptoren finden
sich Vertreter der TNF-Superfamilie (tumor necrosis factor’) wie TNF-Rezeptoren,
TRAIL-Rezeptoren und der Fas-Rezeptor. Diese trimerisieren nach Ligandenbindung
von TNF, TRAIL bzw. Fas und werden damit aktiviert (Trauth et al., 1989; Yonehara
et al., 1989; Wiley et al., 1995).

Rezeptor-Ligand-Komplexe, im Fall der extrinsischen Apoptose DISC (,death-
inducing signaling complex’) genannt, rekrutieren weitere pro-apoptotische Signal-
proteine an ihre intrazellulare Signaldomane: Uber FADD und dessen ,death domain’
(DD) kénnen im Fall von TRAIL-Stimulation die inaktiven Pro-Caspasen-8 oder -10
binden (Kischkel et al., 1995; Medema et al., 1997). Diese werden autokatalytisch
paarweise durch Approximation aktiviert, ins Zytosol entlassen und spalten zunachst
Pro-Caspase-3, dann -6 und -7, was die oben beschriebene Exekutionsphase
initiiert. Daneben ist aktive Caspase-8 in der Lage BID, als BH3-D Protein ein pro-
apoptotischer Aktivator von Mitochondrien, in aktives tBID (itruncated BID’) zu
spalten. Zelltypabhangig wird so durch eine direkte Verknlipfung zum intrinsischen
Apoptosesignalweg die Caspasenaktivierung noch verstarkt (Scaffidi et al., 1997;
Luo et al., 1998).

Auf Ebene der Caspasenaktivierung dienen anti-apoptotische IAP-Familienmitglieder
(,Inhibitor of APoptosis’: XIAP, clAP-1, clAP-2 und Survivin) in ruhenden Zellen der
Pufferung von unkontrollierter Caspasenaktivierung durch Inhibierung der kata-
lytischen Domane der Effektorcaspasen-3, -6, -7 und -9 (Rothe et al., 1995; Liston et
al., 1996). Nach Apoptoseinduktion werden sie auto-ubiquitinyliert und degradiert
(Yang und Li, 2000).
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[1.1.2 Mechanismen der intrinsische Aktivierung von Mitochondrien

Mitochondrien haben als zellulare Kraftwerke zur Energiegewinnung, als Torwachter
von Signalwegen und als sog. ,Garten des Zelltodes’ einzigartige duale Funktion
hinsichtlich Leben und Sterben einer Zelle (Kim et al., 2005). Zytotoxische Agenzien,
UV-Licht und y-Bestrahlung sowie Viren, Wachstumsfaktorentzug und Adhasions-
verlust kénnen zur Aktivierung von intrinsischer Apoptose fihren. Die ruhende Zelle
halt perfekte Balance in Expression und Aktivitat von anti- und pro-apoptotischen
Proteinen, wobei am Mitochondrium primar die heterogene BCL-2 Proteinfamilie
diese Aufgabe Ubernimmt.

Stimulus- sowie zelltypabhangig konnen zunachst BH3-Domane Proteine (wie BAD,
BID, BIM, NOXA und PUMA) als initiale Sensoren post-translational aktiviert oder
durch bestimmte Transkriptionsfaktoren verstarkt exprimiert werden. Als pro-
apoptotische Mitglieder der BCL-2-Familie tragen sie genau eine BCL-2-Homologie-
Domaéne der Region 3 (,BH3-D’), welche fur eine amphipathische a-Helix kodiert. Als
Beispiel aktiviert ein Entzug von Wachstumsfaktoren intrazellular den Transkriptions-
faktor FOXO3A, welcher direkt die verstarkte Transkription des BH3-D Proteins BIM
vermittelt (Liu et al., 2005). BIM kann daneben durch Freisetzung vom zellskelett-
bildenden Dyneinmotorkomplex oder durch ERK Phosphorylierung post-translational
aktiviert werden (Puthalakath et al., 1999; Ley et al., 2005).

Aktivierte bzw. verstarkt exprimierte BH3-D Proteine konnen mit klassischen anti-
apoptotischen Multidoman-BCL-2 Proteinen (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, A1 und MCL-
1) durch deren BH3-bindende Tasche interagieren (s. Abb. 1). Dabei zeigen 3
dominante BH3-D Proteine (BIM, BID und PUMA) hohe Bindungsaffinitat zu allen
anti-apoptotischen BCL-2 Proteinen, BAD nur Bindungsvermégen zu BCL-2, BCL-
XL, BCL-W und NOXA nur zu A1 und MCL-1, wodurch ihnen situationsspezifische
Eigenschaften zugesprochen werden (Chen et al., 2005; Willis et al., 2007). Im
zellfreien System wurde gezeigt, dass bis zu 3 dieser BH3-D Proteine (BIM, BID und
eventuell PUMA), sog. Aktivatoren, direkt mit einer dritten Klasse von BCL-2
Familienmitgliedern, den pro-apoptotischen Porenproteinen BAK und BAX (bzw.

BOK in reproduktivem Gewebe), interagieren konnen (Letai et al., 2002).
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W BID M W BIM W' WPUMAW

BCL-2 BCL-XL BCL-W Al MCL-1

Abb. 1: BH3-D Proteine (blau) binden selektiv an BCL-2 &hnliche Proteine (grin). BID,
BIM und PUMA interagieren mit allen BCL-2 &hnlichen Poteinen, BAD nur mit BCL-2, BCL-
XL und BCL-W, NOXA nur mit A1 und MCL-1.

BAK und BAX inkorporieren daraufhin unter Konformationsanderung in die dul3ere
Membran der Mitochondrien und bilden homogene Multiproteinporen fur Proteine mit
maximaler Grofde von 70 kDa (Kandasamy et al., 2003). Dabei sind BAK und BAX
jeweils unabhangig voneinander in der Lage, diese elementare pro-apoptotische
Funktion in Zellen auszuflihren (Wei et al., 2001). Im Ruhezustand sind diese
Porenproteine frei im Zytosol (BAX, BOK) oder an anti-apoptotische BCL-2 Mitglieder
(BAK) gebunden. Durch diese porenbildenden Vorgange wird die aulere Mito-
chondrienmembran permeabel, was stimulusabhéngig das Offnen weiterer Poren,
u.a. der ,permeability transition pores’ (PTP), und das Anschwellen der mitochon-
drialen Matrix induzieren kann (Newmeyer und Ferguson-Miller, 2003).

Dieser Prozess, beschrieben als MOMP (,mitochondrial outer membrane permeabili-
zation’), wird begleitet vom Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials
(Aym) und resultiert in der Freisetzung mehrerer pro-apoptotischer Faktoren aus dem
Intermembranraum des Mitochondriums ins Zytosol (s. Abb. 2): Cytochrom-C, Be-
standteil der Atmungskette, wird in groRen Mengen freigesetzt, was als irreversibler
Schritt des intrinsischen Apoptosesignalweges gilt (,point of no return’). Cytochrom-C
bindet an APAF-1 zu einem heptameren Komplex, welcher Pro-Caspase-9 binden
und aktivieren kann (bezeichnet als ,Apoptosom’). Aktivierte Caspase-9 ist im
Stande, die Effektorcaspasen-3, -6 und -7 zu aktivieren (Liu et al., 1996). Neben
Cytochrom-C werden stimulusabhangig die Proteine SMAC und OMI ins Zytosol
freigesetzt, welche Inhibitoren der IAP-Proteinfamilie sind und deren negative

Caspasenregulation aufheben (Du et al., 2000; Suzuki et al., 2001).
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Intrinsischer Extrinsischer
Apoptosesignalweg Apoptosesignalweg
intrinsischer Stimulus TNF FAS TRAIL

—— (_Caspase-8, -10

anti-apoptotische
BCL-2 ahnliche Proteine anti-
(BCL-2, BCL-XL,...) apoptotische Caspase-3,
IAP Proteine 6. -7
_I_ (XIAP, CIAPs, ’
Survivin) \
Freisetzung\ von pro- SMAC OMI /
apoptotischen \ Faktoren
(Cyt C, SMAC, Caspase-9 Zelltod
OMI. AIF, EndoG) m
Cyt C
. . s Apoptosom /

Q o Q9 o
° L) ee QQQ A
Mitochondrium AlF, EndoG

Abb. 2: Schema der intrinsischen und extrinsischen Apoptosesignaltransduktion.
Extrazellulare Todesliganden (rechts) iniziieren Aktivierung von Caspase-8 oder -10, welche
weitere Caspasen (-3, -6 und -7) und zelltypabhangig Spaltung des BH3-D Proteins BID als
Verknupfung zur intrinsischen Signalkaskade aktivieren kénnen. Intrazellulare Stimuli (links)
fuhren zur Aktivierung von BH3-D Proteinen (BIM, BID, BAD, NOXA und PUMA), welche
anti-apoptotische BCL-2 ahnliche Proteine inhibieren oder die Porenproteine BAK und BAX
aktivieren. Dies fUhrt zur mitochondrialen Freisetzung verschiedener Faktoren (Cytochrom-C,
SMAC, OMI, AIF und EndoG), welche direkt durch Cyt-C/APAF-1-Komplexbildung Caspase-
9 aktivieren bzw. Caspase-blockierende IAP-Proteine inhibieren (SMAC und OMI). Dies
ermoglicht Aktivierung der Effektorcaspasen-3, -6 und -7. AIF und EndoG flihren Caspasen-
unabhangig im Zellkern zur DNA Fragmentation. Alle beschriebenen Prozesse enden final im
Zelltod.

Kern
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AlIF und Endonuclease G sind weitere freisetzbare Faktoren, welche ihre Exekutions-
funktion Caspasen-unabhangig im Zellkern ausfuhren (Susin et al., 1999; Li et al.,
2001). Sie bewirken Kondensation von Chromatin und anschlieRend Fragmentierung
von DNA. Parallel zur Freisetzung dieser Faktoren zerfallen Mitochondrien BAK/
BAX-abhangig in zahlreiche kleinere Einheiten (Martinou und Youle, 2006). Eine der-
artige mitochondriale Signaltransduktion bedingt eine schnellere Exekutionsphase
der Apoptose, da zeitgleich eine grole Anzahl von Caspasen durch IAP-Hemmung
aktiviert werden kann oder Caspasen-unabhangig Endonuclease G und AlF apopto-
tische Ereignisse induzieren (Ekert und Vaux, 2005).

Zusammengefasst sind BCL-2 Familienmitglieder malRgeblich an Aktivierung, Re-

gulation und Prozessierung des intrinsischen Apoptosesignalweges beteiligt.

11.1.3 Pro-apoptotische Rolle der BH3-D Proteine PUMA und NOXA

In der Reihe der BCL-2 Mitglieder gehdren zu den wichtigsten pro-apoptotischen
BH3-D Proteinen NOXA und PUMA, deren Rolle erst in den vergangenen Jahren
eingehender untersucht wurde. PUMA (,p53 upregulated modulator of apoptosis’)
wurde unabhangig von drei verschiedenen Arbeitsgruppen entdeckt und in diesem
Zug als potentes Apoptose-induzierendes Protein auf einer Reihe maligner Zellen
charakterisiert (Yu et al., 2001; Nakano et al., 2001; Han et al., 2001). Nach
Translation wird das Protein zum Mitochondrium rekrutiert. Es wird derzeit kontrovers
diskutiert, ob PUMA dort entweder wie BID und BIM die Porenproteine BAK und BAX
aktiviert (Kuwana et al., 2005) oder durch Bindung anti-apoptotischer BCL-2 Proteine
die Zelle fur Apoptose sensitiviert (Yee und Vousden, 2007).

Als PUMA-induzierende Stimuli gelten DNA-schadigende Agenzien und ionisierende
y-Bestrahlung, was durch Experimente mit Puma™”™ MEFs (,mouse embryonic fibro-
blasts’) belegt wurde (Villunger et al., 2003; Michalak et al., 2008). Unabhangig
davon kann es durch Glucocorticoidbehandlung, Serumentzug und Hypoxie zur
Aktivierung von PUMA kommen, wobei Ubergeordnete Signalwege noch nicht
bekannt sind (Yu et al., 2001; Nakano et al., 2001; Han et al., 2001). PUMA selbst ist
fur eine normale embryonale Entwicklung nicht von Bedeutung, jedoch ist ein Verlust
des PUMA-Genlokus mit verschiedenartigen humanen Krebserkrankungen assoziiert
und intakte PUMA-Expression in Melanomgewebe korreliert mit Therapieerfolg (Karst
et al., 2005; Karst et Li, 2007).
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NOXA (lat. ,Schaden’, PMAIP1) ist als weiteres BH3-D Protein beschrieben. Es
konnte im Hauptunterschied zu PUMA bis dato keine Korrelation zwischen Tumor-
genese und Verlust oder Mutation von NOXA gezeigt werden, was ein grof3er Vorteil
hinsichtlich NOXA zielgerichteter Therapie ist (Lee et al., 2003). NOXA wird wie
PUMA nach DNA-Schadigung (speziell UV-Strahlung; Naik et al., 2007) verstarkt
exprimiert und wirkt direkt am Mitochondrium, allerdings wie bis dato bekannt nur
unter antagonistischer Bindung von anti-apoptotischen BCL-2 Proteinen. Dies ebnet
BH3-D Aktivatoren (BID, BIM und eventuell PUMA) und BAK/BAX den Weg zur
Mitochondrienaktivierung (Oda et al., 2000).

NOXA™ Mause zeigen keinen veranderten Phanotyp, selbst aus ihnen gewonnnene
MEFs sind insensitiv gegenuber DNA-schadigender Behandlung, allerdings sterben
Thymozyten dieser Mause nach intrinsischen DNA-schadigenden Stimuli (Villunger
et al., 2003). Adenovirale Uberexpression von NOXA in verschiedenen Mamma-
karzinomzelllinien fUhrte zur Induktion von Apoptose, was auch fir PUMA Uber-
expression gilt, jedoch sind nicht-kanzerogene Brustepithelzellen durch NOXA
Expression nicht beeinflusst, wahrend Uberexpression von PUMA Zelltod in allen
Zellen induziert (Suzuki et al., 2009). Erklart werden kann dies durch das selektive
Bindungsmodell von Chen et al. (2005), das postuliert, dass PUMA an alle anti-
apoptotischen BCL-2 Proteine binden und als Aktivator von BAK/BAX dienen kann,
wahrend NOXA nur MCL-1 und A1 bindet, womit normales Gewebe geschuitzt sein
konnte (s. Abb. 1).

I1.1.4 Pro-apoptotische Rolle des Tumorsuppressors p53

Als erster dokumentierter Tumorsuppressor spielt der Transkriptionsfaktor p53 eine
zentrale Rolle und tragt daher den Beinamen ,Wachter des Genoms’ (Baker et al.,
1989; Levine, 1997). Dabei bindet post-translational modifiziertes p53 an sog.
sresponsive elements’ bestimmter Gene, um deren Transkription zu verstarken bzw.
zu hemmen. Zu diesen p53-abhangigen Zielgenen gehdren wichtige Proteine der
Zellzykluskontrolle (z.B. p21, 14-3-3c), der Apoptose (z.B. APAF-1, BAX, DRS5,
NOXA, PUMA, Survivin) und u.a. der Aufrecherhaltung genetischer Integritat (el-
Deiry et al.,, 1994; Oda et al., 2000; Nakano und Vousden, 2001; Whibley et al.,
2009).

Aktivitatsverlust- oder gewinn durch Chromosomenaberration bzw. Mutation des p53

Genlokus TP53 (17p13.1) ist eine der haufigsten genetischen Merkmale von
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Tumorzellen Uberhaupt (Vogelstein et al., 2000). Tumorzellen werden so in die Lage
versetzt, einem elementaren Beschadigungs- und Wachstumskontrollmechanismus
zu entgehen, was eine Tumorzelle als solche neben Unabhéangigkeit von Wachs-
tumsfaktoren, Insensitivitdt gegenuber Anti-Wachstumsfaktoren, Angiogenese und
Metastasierung kennzeichnet (Hanahan und Weinberg, 2000). Daher ist Expression
und Aktivitat von p53 in normalen Zellen streng reguliert: das Protein besitzt eine
kurze Halbwertszeit und liegt nur in sehr geringen Konzentrationen vor allem im
Zellkern vor. Dies wird mafRgeblich erreicht durch MDM-2, eine E3-Ubiquitin Ligase,
welche p53 in normalen Zellen fortwahrend durch nuklearen Export zu proteasomaler
Degradation in Zaum halt. MDM-2-Expression kann selbst durch p53 reguliert
werden, was eine Regeneration nach p53-induzierter DNA-Reparatur ermdglicht
(Oliner et al., 1993; Haupt et al., 1997, s. Abb. 3).

QGHD e
Ny

Regulatoren

Acetylierung
F’f‘:o.:?,ohc-fj,n';'.e'nr{3 Methylierung
Kontrolle aﬁgirt 4 b
im Kern
H \ zem:
Protein-Protein Transkriptions-
Interaktion kontrolle
< Wy
=l PUMA MDM2
Zielproteine sl NOXA p21

i BAX DR-5
Zellulare Apoptose Seneszenz DNA Reparatur $Ze|lmoti|itét
Antwort Zellzyklusarrest Metabolismus Redoxlevel . Angiogenese

Abb. 3: Vereinfachte Darstellung des p53 Signalweges. Ubergeordneten Regulatoren
(v.a. ATM/ATR und VHL) kbénnen post-translationale Modifikation von p53 induzieren, was
MDM-2-Kontrolle im Kern aufhebt. Zielproteine von p53 sind entweder direkte Protein-
Protein-Interaktionspartner (links) oder Zielgene zur Transkriptionskontrolle (rechts) und
induzieren unterschiedliche zellulare Antworten (unten).
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FUr die stressbedingte Aktivierung von p53 sind verschiedene Mechanismen be-
schrieben. Dabei konnen die Proteine HIF1a und VHL beteiligt sein: Unter Normal-
bedingungen inhibiert VHL durch Bindung HIF1a, bei zunehmend hypoxischen
Bedingungen wird diese Interaktion geldést und HIF1a kann p53 durch Bindung
stabilisieren. Auch ungebundenes VHL kann p53 durch Phosphorylierung und
Acetylierung aktivieren (Roe et al., 2006). Zusatzlich kann HIF1a als Transkriptions-
faktor des pro-apoptotischen BH3-D Proteins NOXA die Apoptoseinduktion
verstarken (Kim et al., 2004). Als weitere Aktivatoren von p53 in Folge von DNA
Strangbrichen kdonnen die Kinasen ATR und ATM p53 und MDM-2 phosphorylieren
und blockieren so deren Interaktion. Zusatzlich kdnnen ATR und ATM p53 spezifisch
acetylieren und Transkription von stimulusabhangigen Zielgenen induzieren (Chehab
et al.,, 1999; Tang et al., 2008). Neben der Rolle als Transkriptionsfaktor wird eine
direkte pro-apoptotische Wirkung von p53 Uber direkte Interaktion mit BAK, BAX oder
BCL-XL diskutiert (Marchenko et al., 2000; Mihara et al., 2003).

[1.1.5 Intrinsische Apoptoseinduktion durch etablierte Zytostatika

Etablierte Chemotherapeutika in der heutigen Krebstherapie wurden seit den 1950er
Jahren in Hochdurchsatz-Screenings mit natarlichen und synthetisierten Chemi-
kalien entdeckt und durch Derivatisierung in ihrer Wirksamkeit und Vertraglichkeit
weiter optimiert. Parallel dazu wird bis heute versucht, die Mechanismen ihrer
Effektivitat in Krebszellen moglichst genau zu verstehen. Nach den bisherigen
Erkenntnissen erfolgt die Kategorisierung der Wirkstoffe in DNA-interkalierende
Agenzien (z.B. Cyclophosphamid, Platin-Wirkstoffe, Anthrazykline wie Doxorubicin
und Daunorubicin), anti-metabolische Agenzien (z.B. Purin/Pyrimidin-Analoga wie 5-
Flurorouracil, 6-Thioguanin und Zytarabin, Methotrexat, Asparaginase), Hormone
(z.B. Tamoxifen als Anti-Ostrogen und Glucocorticoide), pflanzliche Agenzien (z.B.
Vinkalkaloide wie Vincristin, Etoposid, Paclitaxel, Topotecan und Irinotecan) und
immuntherapeutische Agenzien (z.B. Zytokine, monoklonale Antikérper).

Dabei ist das Wissen uber deren zytostatische bzw. zytotoxische Angriffspunkte in
der Zelle und uber den Mechanismus der intrinsischen Induktion pro-apoptotischer
Signalproteine nur sehr unvollstandig vorhanden: Stabilisierung von p53 (s. Kapitel
[1.1.4) scheint das wichtigste Bindeglied von DNA-Schadigung durch interkalierende
Agenzien und Topoisomerase-Hemmer, was Insensitivitat von p53-mutierten Tumor-

zellen von Ovarkarzinompatientinnen gegenuber Cisplatin zeigte (Shelling, 1997).
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Durch DNA-Strangbriche wurde ATR- und ATM-Kinaseaktivitat induziert, was u.a.
pS53-abhangige Transkription von NOXA ermoglicht (Kutuk et al., 2009). Acht von
neun Mammakarzinompatientinnen zeigten nach Doxorubicin-basierender Behand-
lung dagegen p53-abhangige, verstarkte PUMA-Expression im apoptotischen Tumor-
gewebe, was auf ein wirkstoffspezifisches BH3-D-Proteinaktivierungsprofil hindeutet
(Middelburg et al., 2005).

Paclitaxel und Vincristin kdnnen ebenfalls p53 in Tumorzellen stabilisieren, indem sie
die Dynamik von Mikrotubuli inhibieren und so den Transport von p53 zum proteaso-
malen Abbau stoppen (Giannakakou et al., 2002). P53 kann dann Transkription von
MCL-1 und I|AP-Proteinen hemmen, sowie Transkription von BAX induzieren
(Blagosklonny, 2007) und BIM Aktivierung durch Freisetzung von Mikrotubuli
bewirken (Li et al., 2005). Daruber hinaus ist Inhibierung von BCL-2 und BCL-XL
durch Phosphorylierung (durch p38-MAP-/JNK-Kinasen) nach Paclitaxel- oder
Vincristin Behandlung in malignen Zellen dokumentiert (Poruchynsky et al., 1998).
Asparaginase als ein weiteres Chemotherapeutikum zeigt einzigartige tumor-
spezifische Toxizitat, indem durch Hydrolyse von Asparagin dessen Serumverflug-
barkeit sinkt und somit die Proteinsynthese von Leukamiezellen (mit niedrigem
Proteinlevel an Asparagin-Synthetase) inhibiert wird. Daraus resultieren Zellzyklus-
arrest und Apoptoseinduktion, wobei unklar ist, welche pro-apoptotischen Proteine
beteiligt sind (Ueno et al., 1997).

[I.2 Betulinsaure als zytotoxisches Agenz

Die pentazyklische Betulinsaure (BA) ist ein Naturprodukt, welches als sekundares
Stoffwechselprodukt in der Rinde vieler hoherer Pflanzen wie Platanengewachsen,
Ebenholzgewachsen und Birkengewachsen angereichert wird (Alakurtti et al., 2006).
Namen stiftend war dabei die weilde Birke (betula nana), aus deren Rinde bereits im
Jahr 1788 die erste Extrahierung und ldentifizierung eines Naturheilstoffes, des
Vorlauferproduktes Betulin (3p-lup-20(29)-en-3,28-diol), durch Sublimation gelang
(Lowitz, 1788). Von 100g getrockneter weil3er Birkenrinde erhalt man ca. 15g Betulin
und ca. 0,9g Betulinsaure, welches als Triterpencarbonsaure in Pflanzenzellen durch
spezifische Oxidation am C-28 Atom des Betulin entsteht (s. Abb. 4).
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Natlrliche Triterpenoide 20
Betulin; R = CH,OH 20
Betulinsdure; R=COOH ¥ 21

Abb. 4: Pentazyklische Strukturformel von Betulin (Anhang am C-Atom 28 = CH,OH)
bzw. Betulinsdure (Anhang am C-Atom 28 = COOH) (links) und dessen dreidimensionale
Gitterformel mit einem Molekulargewicht von 456,7 g/mol (rechts).

In der Pflanze dient Betulinsaure als niedermolekulares Terpenoid der Hemmung von
Vermehrung und Ausbreitung parasitarer Mikroorganismen, wozu BA unmittelbar
nach einer solchen Infektion verstarkt produziert wird. Bioaktive Substanzen wie BA
kommen in einer grol’en Bandbreite als Naturheilmittel seit Jahrtausenden zur
vielfaltigen therapeutischen Anwendung, primar in der traditionellen asiatischen und
Naturvolker-Medizin (Yasukawa et al., 1991 und Pisha et al., 1995). |hr ubiquitares
Vorkommen, ihre kostengunstige Gewinnung direkt aus der Platanenrinde (entwickelt
von der Fa. Biosolutions Halle GmbH (Drager et al., 1998), Patent Gbernommen von
der Fa. Boehringer Ingelheim GmbH) und die nebenwirkungsarme Anwendung sind

Argumente, die Erforschung und damit den Einsatz von BA weiter voranbringen.

I1.2.1 Bekanntes Wirkspektrum von Betulinsaure

In verschiedenen in vitro und in vivo Studien konnten vielfaltige Wirkungen von BA
beobachtet werden: Anti-virale Wirkung wurde sowohl im Zusammenhang mit dem
Epstein-Barr-Virus (Akihisa et al., 2002) als auch mit dem humanen Immun-
defizienzvirus (HIV) nachgewiesen. Ein optimiertes BA-Derivat (3-O-3',3'-dimethyl-
succinyl-betulinsaure, ,bevirimat’) ist Ausgangssubstanz fur HIV-Therapeutika, die
sich in klinischer Testung der Phase Il befinden (Kashiwada et al., 2004 und Smith et
al., 2007).

Aulerdem waren BA und Derivate wirksam gegen Dermatophyten (Hautfadenpilze)
und Plasmodien, die einzelligen parasitaren Ausloser von Malaria (de Sa et al.,
2009). Diese Eigenschaften von BA weisen auf den ursprunglichen Nutzen des

Stoffes gegen Pilz- und Plasmodienbefall in der produzierenden Pflanze hin. Der
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Wirkmechanismus ist dabei noch wenig untersucht, was auch fir einen
nachgewiesenen BA-induzierten Schutz von HepG2-Zellen, einer Leberkarzinom-
zelllinie, vor Lebergiften wie Cadmiumsalzen gilt (Szuster-Ciesielska und Kandefer-
Szerszen, 2005).

Daneben konnte im Zusammenhang mit Inflammation gezeigt werden, dass BA und
Derivative nach Stimulation mit bakteriellen Endotoxinen einerseits anti-inflamma-
torisch Makrophagen in vitro und in vivo aktivierten (Reyes et al., 2006), andererseits
auch pro-inflammatorische Zytokinausschuttung (IL-18 und TNFa) bewirken konnten.
Daher bezeichneten Yun et al. (2003) die ambivalente Rolle von BA in diesem
Zusammenhang als ,inflammationsmodulierend’.

Um Wasserloslichkeit und Wirkpotential zu erhohen, wurde die pentazyklische
Struktur der Terpenoide durch Anhangen aktiver Gruppen chemisch modifiziert.
Wurde das C-20 Atom der Doppelbindung durch ein Stickstoffatom ersetzt,
resultierte dies in hoherer Plasma- und Gewebestabilitat (Liby et al., 2007). Da die
bioaktive Kapazitat des BA-Molekils malRgeblich an die Carboxylgruppe des C-28
Atoms gekoppelt ist, erfolgt Derivatisierung v.a. an dieser Position.

Die bedeutendste Wirkung zeigte BA als anti-tumorales, zytotoxisches Agenz, was
primar durch Induktion des intrinsischen Apoptosesignalweges erzielt wird. Dabei
nahm BA selbst eine Sonderrolle unter den intrinsischen Apoptosestimuli ein, da sie
in der Lage war, isolierte Mitochondrien zur Freisetzung von Cytochrom-C zu
stimulieren (Fulda et al. 1998, Ehrhardt et al., 2004). Dies konnte mittels Aktivierung
von BAK/BAX-Poren oder mittels zelltypspezifischer Aktivierung von PT-Poren
vermittelt werden, ein Vorgang der durch Vorbehandlung mit Anti-oxidantien oder
Bongkrekischer Saure verhindert wurde (Mullauer et al., 2009). Neben Cytochrom-C
wurden AIF und SMAC als pro-apoptotische Faktoren aus dem Intermembranraum
des Mitochondriums Uber beschriebene Kanale ins Zytosol entlassen (Fulda et al.,
1998; Ehrhardt et al.,, 2004). Auf Level des Mitochondriums pufferten anti-apop-
totische BCL-2-Familienmitglieder wie BCL-2 und BCL-XL pro-apoptotische Signale,
denn deren Uberexpression verhinderten BA-induzierte Apoptose vollstandig. Als
weitere BA-Wirkung auf BCL-2 Mitglieder ist Hochregulation von BAX, nicht BAK und
BAD, in Neuroblastom-, Glioblastom- und Melanomzellen dokumentiert, was die
Freisetzung mitochondrialer Faktoren begunstigte (Fulda et al., 1997; Wick et al.,
1999; Selzer et al., 2000). Zellen, in denen das mitochondriale AuRenmembran-

potential nach Einwirkung durch BA kurzgeschlossen wurde, zeigten sukzessive
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Aktivierung von Caspase-9 und -3. Diese Caspasenaktivierung war notwendige
Voraussetzung fur Zelltodinduktion durch BA, da Zellen, die mit dem Pan-Caspase
Inhibitor zZVAD vorbehandelt wurden, komplette Resistenz zeigten. Final zeigten
stimulierte Zellen typische spat-apoptotische Merkmale wie PARP-Spaltung, DNA-
Fragmentation und ,blebbing’ (Ehrhardt et al., 2004).

Neben intrinsischer Apoptoseinduktion konnten Effekte von BA in anderen anti-
tumoralen Signalwegen gezeigt werden: Aminopeptidase N, ein Regulator der
Angiogenese, wurde durch BA-induzierten Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials in bovinen Endothelzellen inhibiert (Kwon et al., 2002). Daneben
konnte BA das DNA-Bindevermdgen der Topoisomerase | hemmen, welches flr
Entwindung der DNA-Doppelhelix wahrend der DNA-Replikation sorgt (Chowdhury et
al., 2002). Auf Ebene der Zellzyklusmodulation sind kontroverse, zelltypabhangige
Effekte von BA beschrieben: Wahrend die Expression des Zellzyklusregulators p21
in Melanomzellen BA-abhangig reduziert wurde (Rieber und Strasberg-Rieber,
1998), konnte in Glioblastomzellen verstarkte p21 Expression gezeigt werden (Wick
et al., 1999). In Zukunft sind daher weitere Untersuchungen nétig, um zu verstehen,

ob und wie Zellzyklusmodulation und anti-tumorale Wirkung von BA korrelieren.

I1.2.2 Einsatz von BA in Tumorzellen, Tiermodellen und klinischen Studien

Anfang der 1970er Jahre wurde erstmals Uber die anti-tumorale Eigenschaft von BA
aus Pflanzenextrakten in einem in vivo Wirkstoffscreening berichtet, wobei Zellen
eines humanen Sarkoms (Walker 256) intramuskular in Ratten injiziert wurden und
Uberlebensrate der Versuchstiere sowie TumorgroRe als Versuchsparameter
dienten. Dabei wurde Uber signifikant positive Effekte in Konzentrationen ab 300mg
BA pro kg Korpergewicht berichtet (Sheth et al., 1972). Vergleichbare Anti-
tumoraktivitat konnte in Mausen beobachtet werden, in die humane Leukamiezellen
(P-388) intraperitoneal inokuliert wurden (Trumbull et al., 1976). Jedoch konnten
Tests des ,US National Cancer Institute’ diese Ergebnisse nicht bestatigen (nach
Pisha et al., 1995 nicht publiziert).

Neu in den Fokus ruckte die anti-tumorale Forschung mit Betulinsaure durch die
Arbeitsgruppe von Yasukawa et al. (1991), die den Wirkstoff als Reinsubstanz
topisch auf chemisch induzierte Hautkarzinome aufbrachten. BA wurde hier als
Inhibitor der Tumorformierung beschrieben. Die anti-kanzerogene Wirkung von

Betulinsaure wurde dann in den Folgejahren intensiv auf einer grolRen Bandbreite
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von Tumorzelllinien, auf primaren Tumorzellen und in Mausmodellen von humanen
Tumoren untersucht. Dabei konnte zunachst Zytotoxizitat auf der Melanomzelllinie
MEL-2 nachgewiesen werden (Pisha et al., 1995), dieser folgten Tumore neuro-
ektodermalen (Neuro-, Glio-, Medulloblastom und Ewing Sarkom), anderen
Ursprungs (Kolon-, Brust-, Hepatozellular-, Lungen-, Prostata-, Nierenzell-, Ovariar-
und Zervixtumor) und hamatologische Erkrankungen (Schmidt et al., 1997; Fulda et
al., 1997, 1999a, 1999b; Wick et al., 1999; Zuco et al., 2002; Thurnher et al., 2003;
Ehrhardt et al., 2004). Darlber hinaus war Betulinsdure wirksam gegen primare
Tumorzellen aus Patientenproben von Neuro- und Glioblastomen (Fulda et al.,
1999b). AulRerdem konnte nach BA-Stimulation von 47 kindlichen Leuk&mieproben in
65% erhohte Apoptoseinduktion festgestellt werden. Zusatzlich zeigte Betulinsdure
hdhere Wirkpotenz als neun von zehn etablierten Chemotherapeutika, und dies auch
im Falle der Untersuchung von Rezidivproben (Ehrhardt et al., 2004).

Therapeutische Vorteile zeigten sich auch dadurch, dass BA Zelltod in Tumor-
modellen mit primarer und erworbener Therpeutika-Resistenz induzieren konnte. BA
agierte damit unabhangig von deren Wirkmechanismen ohne Hinweis auf Kreuz-
resistenzen zu anderen Klassen von Zytostatika (Fulda et al., 1997). In einem Modell
von metastasierenden und nicht-metastasierenden Melanomzellen zeigte BA ver-
gleichsweise groRere Wirksamkeit gegen aggressivere, metastasierende Melanom-
zellen, wodurch die Substanz neben Therapieresistenz auch Metastasierung in vitro
eindammen konnte (Rieber und Strasberg-Rieber, 1998).

Im Zuge dieser beschriebenen wertvollen Eigenschaften als Tumortherapeutikum der
Zukunft stellt sich die Frage nach der Wirkung von BA auf normales nicht-malignes
Gewebe. Untersuchungen auf nicht-transformierten Fibroblasten, Melanozyten,
Neuronen und Lymphozyten zeigten sehr hohe BA-Resistenz, was erst ein
therapeutisches Fenster 6ffnet (Fulda et al., 1999a, 1999b; Selzer et al., 2000; Zuco
et al., 2002). Worauf die Sensitivitat maligner Zellen gegenuber BA begrundet ist,
konnte - wie auch flr viele etablierte Tumortherapeutika - noch nicht geklart werden
und bedarf weiterer Forschungsbemuhungen.

Im Tiermodell konnten zunachst Pischa et al. 1995 verminderte Tumorlast von
Melanomxenotransplantaten nach intraperitonealer BA-Injektion in Nacktmausen
nachweisen. Daneben zeigten Mause mit inokulierten humanen Ovariartumoren
nach BA Gabe signifikant hohere Uberlebenszeit (Zuco et al., 2002). Dabei traten

trotz Applikation von BA in hohen Konzentrationen (10ug / g Kdérpergewicht) keine
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systemische Toxizitdt oder Gewichtsverlust auf. In darauf folgenden Tiermodell-
studien (Chintharlapalli et al., 2007) konnte durch wiederholte orale Gabe von BA die
Grolle von Xenotransplantaten der Prostatatumorzelllinie LNCaP auf Ausgangs-
niveau gehalten werden, wahrend in mit Tragersubstanz behandelten Mausen in
wenigen Wochen das Volumen der implantierten Tumore verzehnfacht wurde.
Pharmakokinetische Studien BA-behandelter Mause zeigten, dass der phyto-
therapeutische Wirkstoff gut ins Blut an Serumproteine absorbiert und im
Organismus verteilt wird - bei maximaler Anreicherung im Tumorgewebe (Shin et al.,
1999; Udeani et al., 1999).

Derzeit wird Betulinsaure an der Universitat von lllinois (Chicago, USA) in einer
klinischen Phase I/ll Studie unter Patienten mit dysplastischen melanozytaren Navi
(,DMN’) zur topischen Anwendung als 20%ige Salbe getestet. Als DMN werden in
der Histopathologie ,wuchernde atypische Melanozyten mit unregelmaligem
Aussehen’ beschrieben, welche als Vorlaufer des malignen Melanoms gelten. In
dieser Studie soll Effektivitat und Unbedenklichkeit des Wirkstoffes auf mindestens

28 Erkrankten nachgewiesen werden.

[1.2.3 BA-Kombinationstherapie

Neben dem Einsatz als Einzelsubstanz ist im Zusammenhang mit klinischer
Tumortherapie eine die Gesamtwirkung steigernde Kombination von Betulinsaure mit
etablierten Tumortherapeutika moderner Behandlungsprotokolle erstrebenswert. Ziel
ist dabei, sinnvolle Kombinationen aus heute verwendeten Zytostatika und BA zu
finden, welche in niedrigen Dosierungen der Einzelsubstanzen additive oder
synergistische Effekte induzieren, Resistenzentwicklung minimieren und das Neben-
wirkungsprofil reduzieren.

Dabei konnten bereits in ersten Ansatzen auf adharenten Tumorzellen und in einem
Mausmodell synergistische Effekte erzielt werden (s. Tab. 1): Dies gelang zunachst
im Jahr 2000 in einer Kombination von ionisierender Strahlung und BA auf Melanom-
zellen, jedoch ohne Nachweis der verantwortlichen Signaltransduktion. Auf ver-
schiedenen Tumorzelllinien neuroektodermalen Ursprungs konnte in Kombination mit
einer Vielzahl etablierter Chemotherapeutika, darunter Doxorubicin und Etoposid, ein
synergistischer Phanotyp beobachtet werden. In diesen Untersuchungen konnten

eine gesteigerte Aktivierung von Caspasen, Spaltung des anti-apoptotischen
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Caspase-Inhibitors XIAP und gesteigerte mitochondriale Freisetzung der pro-

apoptotischen Faktoren Cytochrom-C und SMAC postuliert werden.

Tab. 1: Zusammenfassung der bisherigen Therapieansatze von BA mit verschiedenen
Therapeutika auf soliden Tumorzellen unter Angabe von kombiniertem Stimulus, Tumor-
typ, Charakteristika des synergistischen Apoptosesignalweges und Quellenverweis.

BA in Kom- Tumort Charakteristika der ubliziert von
bination mit yp Signaltransduktion P
y-Strahlung Melanom keine Angaben Selzer et al., 2000
TRAIL Neuroblastom gesteigerte Caspasen- Fulda et al., 2004
aktivierung, Spaltung von XIAP,
Cytochrom-C-Freisetzung
Actinomyzin D, Tumore des gesteigerte Caspasen- Fulda und
Cisplatin, Doxo- Neuroektoderms aktivierung, Spaltung von XIAP,  Debatin, 2005
£ | rubicin, Etopo- Cytochrom-C- und SMAC-
; sid und Taxol Freisetzung
Cisplatin Plattenepithel-  gesteigerte Caspasenaktivierung Eder-Czembirek
karzinom an Kopf et al., 2005
und Hals
5-Fluorurazil, chemoresistentes keine Angaben Jung et al., 2007
Irinotecan und  Kolonkarzinom
Oxaliplatin
_g Vincristin Mausmodell des Arretierung des Zellzyklus Sawada et al.,
; murinen Melanoms 2004

In vivo Versuche fuhrten bisher nur Sawada et al. 2004 in einem Tumormodell der
metastasierenden murinen Melanomzellen B16F10 in immundefizienten C57BL/6
Mausen durch. Sie konnten zeigen, dass durch kombinierte intraperitoneale Gabe
von Vincristin und Betulinsaure eine weit hohere Inhibition der Anzahl und Grof3e von
Lungenmetastasen nach 17 Tagen im Vergleich zur Einzelgabe beider Wirkstoffe
erreicht wurde. Parallel dazu konnte in vitro gezeigt werden, dass Vincristin eine
Arretierung des Melanomzellzyklus in der G2/M-Phase, wohingegen BA eine
Arretierung in der GO/G1-Phase bewirkte.

Diese erhobenen Daten zur synergistischen Apoptoseinduktion von BA-Kombi-
nationen stellen erst einen Anfang dar, das Phanomen zu quantifizieren und zu
charakterisieren. Damit zu Grunde liegende Mechanismen im Detail aufgeklart und

damit das Konzept optimal nutzbar wird, besteht noch viel Forschungsbedarf.
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[1.3 Entwicklung humaner Xenograft Leukamiemodelle

Tumorzelllinien der akuten lymphatischen Leukamie wie JURKAT, CEM und SKW-VI
sind aufgrund ihrer langjahrigen und verbreiteten Nutzung hinsichtlich vieler wichtiger
Signalwege gut untersucht. Doch Mutationen und morphologische Veranderungen
uber Zeit sind problematische Begleiterscheinungen. Im Fall der akuten lympha-
tischen Leukamie ist der Zugang zu humanen primaren Tumorzellen aus peripherem
Blut oder Knochenmarkpunktaten und hochreine Aufreinigung Uber Ficollgradienten
vergleichsweise einfach. Notwendige unbehandelte Zellen vor Therapiebeginn zum
Zeitpunkt der Diagnose sind dabei mengenmafig begrenzt verfligbar und nur Uber
wenige Tage unter in vitro Kulturbedingungen lebensfahig. Daher wurden ab Mitte
der 1990er Jahre geeignete Tiermodelle gesucht, um humane Leukamien zu
etablieren. Diese dienten zum einen als in vivo Modell, zum anderen zur Ampli-

fikation der Leukamiezellen fiir weitere in vitro Versuche.

[1.3.1 Geeignete Tiermodelle zur Etablierung humaner Leukamien

Komplexe biologische Prozesse kénnen oft nur schwer in vitro analysiert werden.
Sinnvoller zeigte sich ihre Erforschung in in vivo Modellen. Im vergangenen
Jahrzehnt kam es v.a. in Mausen zu Bahn brechenden Erfolgen in Methodik und
Anwendung solcher Modelle. Humanisierte Mausmodelle stellen eine besondere
Briicke zwischen klassischem Tiermodell und klinischen Studien dar, da sie humane
hamatopoetische Zellen oder Gewebe als Xenotransplantat (,Xenograft’) tragen bzw.
humane Transgene exprimieren.

Voraussetzung dafur ist ein Defekt im mauseigenen Immunsystem, damit sich
mdglichst keine Abstollungsreaktion gegen diese Xenotransplantate einstellt. Ein
solcher Defekt wurde erstmals 1983 von Bosma et al. in CB17-Mausen als Prkdc*“
Mutation (,protein kinase, DNA activated, catalytic polypeptide; severe combined
immunodeficiency’) entdeckt. Ein solcher SCID-Phanotyp geht mit einer geringen
Anzahl von T- und B-Zellen einher. Die Anwachsrate von Xenotransplantaten in
diesen Mausen war jedoch sehr gering, da altersabhangig die B- und T-Zelltiter in
SCID-Mausen ansteigen konnen und die angeborene Immunabwehr (v.a. durch NK-
Zellen) nicht beeintrachtigt ist. AuBerdem flhrte diese Mutation zu defekter DNA-
Reparatur und als Konsequenz zu spontaner Tumorbildung in Folge von

Bestrahlung. Einen vergleichbaren Phanotyp lieferten zielgerichtete Mutationen im
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Ragl/2 Genlokus (,recombination-activating gene’ 1) (Mombaerts et al., 1992;
Shinkai et al., 1992).

Eine deutliche Verbesserung der Anwachsrate trat ab 1995 ein, als SCID-Mause mit
sog. NOD-Mausen (non-obese diabetes) zu NOD/SCID-Mausen gekreuzt wurden, da
in diesen Mausen nur geringe NK-Zellaktivitat gemessen werden konnte. Aul3erdem
tragen diese Mause weitere Defekte im angeborenen Immunsystem (Shultz et al.,
1995). Als dritter Schritt konnte dieses System noch optimiert werden durch
Miteinbeziehung von homozygoten zielgerichteten Mutation des Genlokus der y-Kette
des Interleukin-2-Rezeptors (IL2rg). Die y-Kette des IL-2-Rezeptors ist eine essen-
tielle Komponente vieler hochaffiner IL-Rezeptoren. Eine Mutation beeintrachtigt die
Reifung und Funktion von B- und T-Zellen und verhindert NK-Zellreifung (Ito et al.,
2002). Ob die Wahl des Mausstamms einen Einfluss auf die Anwachsrate eines
Xenotransplantates hat, konnte bisher nicht geklart werden.

Im Fokus dieser Dissertation steht das Krankheitsbild der akuten lymphatischen
Leukamie (ALL), die haufigste maligne Erkrankung im Kindesalter. Je nach onto-
genem Ursprung klassifizieren sich diese Leukamien in T-ALL, B-ALL und pra-B-ALL
(mit 80% - 85% Verbreitung die haufigste ALL-Form). Im Gegensatz zur akuten
myeloischen Leukamie (AML) konnten nur wenige xenogene ALL-Transplantate in
NOD/SCID-Mausen, in den meisten Fallen per intravendser oder intrafemoraler
Injektion, erfolgreich etabliert werden (Liem et al., 2004; Fakler et al., 2009).
Wahrend der Expansion der humanen Leukamiezellen kommt es zur massiven
Infiltration von Knochenmark und Milz. Die Xenograft Tumorzellen zeigten dabei
hohe Persistenz in phanotypischen und genotypischen Charakteristika zur originaren
Patientenprobe Uber mehrere Passagen in der NOD/SCID-Maus (Borgmann et al.,
2000). Dies spricht dafur, dass diese in vivo Modelle geeignet sind, die tatsachliche
Situation der humanen Leukamieerkrankung zu reproduzieren.

Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse etablierte die Arbeitsgruppe ,Apoptose’ zu
Beginn dieser Dissertation ein eigenes NOD/SCID-Mausmodell der ALL zur Ampli-
fikation und - als Novum - zur molekularen Modifikation von Xenograft Leukamie-

zellen.
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[1.3.2 Molekulare Modifikationen von Xenograft Leukamiezellen

In den letzten drei Jahren folgten erste Versuche, humane Xenograft Blasten ampli-
fiziert in immundefizienten Mausen durch Gentransfer in ihrem Proteinexpressions-
profil zu verandern. Schlechte Transfektionseffizienzen von Xenograft Leukamie-
zellen durch Standardmethoden wie Lipofektion sind dabei ein generelles Problem.

In Xenograft Blasten aus einem Mausmodell der chronischen myeloischen Leukamie
(CML) konnte in diesem Zusammenhang erstmals von Merkerova und Kollegen 2007
gezeigt werden, dass siRNA Transfer durch Elektroporation zu einer maximalen
spezifischen Hemmung des PCNA Proteinlevels 48h nach Transfektion um 63%
fuhrte. Allerdings induzierte diese Behandlung den Zelltod von uber 60% aller
transfizierten Zellen. Hinsichtlich Testung neuer Tumortherapeutika auf Charakteris-
tika der Apoptosesignaltransduktion sind dies keine optimalen Voraussetzungen. Als
Lésung prasentierte die Arbeitsgruppe Nukleofektion mittels technischem Equipment
der Fa. Amaxa. Diese Technik fuhrt per hochfrequentem elektrischem Impuls zur
Poration der Zell- sowie Kernmembran. Die Amplitude und Dauer des Impulses kann
zelltypspezifisch durch vorgewahlte Programme angepasst werden. So erfolgt bei
einem bestimmten Puffermilieu DNA- bzw. RNA-Transfer unmittelbar in den Kern. Mit
dieser Methode zur siRNA-Transfektion konnten die Expressionsraten von jeweils
sechs Zielproteinen in acht unterschiedlichen Xenograft Patientenproben 48h nach
Transfektion spezifisch um 63% bis maximal 78% gehemmt werden. Die spezifische
Apoptoseinduktion der Xenograft Zellen betrug dabei programmabhangig 16% bis
maximal 29% gegenuber einer unbehandelten Probe.

Als neue Ansatze zur Transfektion primarer Leukamiezellen befinden sich virale und
transposonbasierte Vektorsysteme in der Testphase, aufgrund der begrenzten
proliferativen Aktivitat leukamischer Xenograft Blasten ex vivo, negativer Effekte von
zirkularer transfizierter DNA und noch unbekannter Nebeneffekte viraler DNA
Integration erweisen sich deren Etablierungen allerdings noch als problematisch
(Seiffert et al., 2007; Huang et al., 2009).
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1 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, Betulinsdure als potentielles neues Zytostatikum in die
Kombinationsabfolge der Polychemotherapie der Leukamie einzuordnen und die zu
Grunde liegenden Apoptose-Signalmechanismen zu charakterisieren.

Dazu sollte zunachst identifiziert werden, welche konventionellen Zytostatika
zusammen mit Betulinsaure in vitro besonders effektiv Apoptose auf Leukamiezellen
induzieren. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Zelllinien untersucht sowie
primare Tumorzellen von Kindern mit akuter Leukamie. Im Hauptteil sollte untersucht
werden, welche Signalschritte der Apoptosesignalkaskade von einer gunstigen
Kombination mit Betulinsaure aktiviert werden. lhr Einfluss auf die Apoptose-
induktion sollte mittels Uberexpressions- und Knockdown-Strategien definiert
werden. Dabei lag ein Hauptaugenmerk auf der mdglichen Aktivierung von pro-
apoptotischen Signalmolekulen der intrinsischen Apoptose, darunter Mitgliedern der
BCL-2-Proteinfamilie sowie aus dem Mitochondrium freigesetzten Faktoren.

Um Zelllinienartefakte auszuschlielen, sollte in einem zweiten Teil der Arbeit mit
Patienten-abgeleiteten Tumorzellen gearbeitet werden. Dazu sollten frische kindliche
ALL-Zellen in immuninkompetenten Mausen vermehrt werden. Im Rahmen der Arbeit
sollte eine neue Methode etabliert werden, diese Zellen mit siRNA zu transfizieren,
um die mechanistischen Untersuchungen an diesen Zellen zu verifizieren.
Zusammengenommen sollten die entstehenden Daten mechanistisch begrindet
definieren, an welcher Stelle des Polychemotherapieprotokolls der Leukamie

Betulinsaure besonders vorteilhaft eingesetzt werden kdnnte.
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IV Material und Methoden

IV.1 Material
IV.1.1 Gerate und Software

Amaxa Nucleofector Typ | mit verschlieRbaren Kivetten (Fa. Lonza, Kdin, D)
Blotting Gerat Trans-Blot Semy-dry transfer cell (Fa. BioRad, Minchen, D)
Brutschrank B 6060 fur Bakterienkultur (Fa. Heraeus, Hanau, D)
DurchfluBzytometer FACScan (Fa. BD Bioscience, Heidelberg, D)
Elektrophorese
Agarose-GE EasyPhor Mini und Midi (Fa. Biozym, Oldendorf, D)
SDS-PAGE Mini-PROTEAN 3 Electrophorese System (Fa. BioRad)

Filme Amersham Hyperfilm ECL (Fa. GE Healthcare, Buckingham-
shire, UK)

Filmentwicklungs-
maschine CP 1000 Processor (Fa. Agfa HealthCare, Kdln, D)
Filmkassette X-Ray Casette IEC 60406 (Fa. DsKar Health Care, China)
Heizblock TS-100 Thermo Shaker (Fa.BioSan, Riga, Lettland)
Inkubator Hera Cell (Fa. Heraeus)
Kippschuttler Rocking Platform Model 200 (Fa. VWR, Darmstadt, D)
Magnetrthrer MR 3001K (Fa. Heidolph Instruments, Nurnberg, D)
Mikroskope:

Zellkultur Carl Zeiss 550 1317 (Fa. Zeiss, Jena, D)

Digitale Fotographie CellScreen (Fa. Roche Innovatis, Bielefeld, D)
Mikrowelle MW 1226 CB (Fa. Bomann, Kempen, D)
NanoDrop NanoDrop 2000 (Fa. Thermo Scientific, Bonn, D)
PCR-Maschine Primus 25 advanced Thermocycler (Fa. PegLab, Erlangen, D)
Pipetten (bis 1 ml) epReference Pack (Fa. Eppendorf, Hamburg, D)
Pipettierhilfe Pipetboy (Fa. Integra Bioscience, Vancouver, Kanada)
Schuttelinkubator Innova 4400 (Fa. New Brunswick Scientific, Edison, USA)
Sterilbank HeraSafe HS12 und HS18 (Fa. Heraeus)
Stromgeber PowerPac Basic (Fa. BioRad)

Transilluminator
mit Digitalkamera CCD Videokamera System (Fa. LTF, Wasserburg, D)
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Ultraschallgeréat Branson Digital Sonifier, Model 250 D (Fa. Branson, Danbury,
USA)
Vortexgerat Vortex-Genie 2 (Fa. Scientific Industries, New York, USA)
Waagen
Feststoffe 440-43N (Fa. Kern&Sohn, Balingen, D)

Feinwaage Sartorius 2001 MP2 (Fa. Sartorius AG, Goéttingen, D)
Wasserbaderhitzer =~ WB14 mit Schragdeckel (Fa. Memmert, Schwabach, D)

Zentrifugen
Tischzentrifuge 5417C und 5417R (Fa. Eppendorf)
Zellkultur Rotanta 4810 (Fa. Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D)

Als Software diente ,MicroSoft-Office: Exel’ und ,MicroSoft-Office: PowerPoint’ der
graphischen Darstellung, ,CellQuestPro’ der Auswertung von durchflusszyto-
metrischen Daten und ,Jandel Scientific: SigmaStat’ der statistischen Analyse von
Datenreihen mittels t-test bzw. ONE-WAY RM ANOVA (s. Kapitel 1V.2.8).

IV.1.2 Chemikalien und Kits

Alle verwendeten Chemikalien sind Produkte der Firmen Boehringer Mannheim
(Mannheim, D), Merck (Darmstadt, D), Roth (Karlsruhe, D), Sigma (Deisenhofen, D)
oder Roche (Basel, CH) mit hochstem Reinheitsgrad (= 99%). Bei Verwendung von
Chemikalien anderer Hersteller sind diese angegeben. Als Kitsysteme zur
Aufreiningung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen diente das QlAquick Gel
Extracion Kit, zur Aufreinigungen von Plasmiden im kleinen Mal3stab (MINI) das
QIAprep Spin Miniprep Kit (beide Fa. Qiagen, Hilden, D) und im mittleren Mal3stab
(MIDI) das PrestoSpinD PlasmidMidi Kit (Fa. Molzym, Bremen, D).

IV.1.3 Reagenzien der Bakterien- und Zellkultur

Medien und Zuséatze

DMEM Kulturmedium (Fa. Gibco, San Diego, USA)

FCS 1h bei 52°C hitzeinaktiviert (Fa. Pan Biotech, Aidenbach, D)
ITS Insulin-Transferrin-Selenium, 100x (Fa. Gibco)

LB-Medium 5 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, 10 g Trypton/Pepton ad 1 | H,O, ev.

mit 1 ml Ampicillin (25 mg/ml)
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LB-Agarplatten

Natrium-Pyruvat
RPMI 1640
SOC-Medium

1xTrypsin

Antibiotika

Ampicillin
Geneticin
Gentamycin

Penicillin/
Streptomycin

Puromycin

15 g Agar ad 1 | LB-Medium, anschliel’end autoklavieren, ev.
800 ul Ampicillin (25 mg/ml) zugeben und plattieren

100 mM (Fa. Sigma)
Kulturmedium mit 5 mM Glutamin (Fa. Gibco)

10 mM NaCl, 0,5% Hefeextrakt, 2% Trypton, 2,5 mM KCI,
10 mM MgCl; und 10 mM MsSOy4, 20 mM Glucose in H,O

0,5% Trypsin-EDTA (Fa. Invitrogen, Karlsruhe, D)

25 mg/ml in H,O, sterilfiltriert (Fa. Sigma)
50 mg/ml (Fa. Invitrogen)
10 mg/ml (Fa. Biochrom AG, Berlin, D)

10.000 U/ml Penicillin, 10.000 ug/ml Streptomycin (Fa. Gibco)
10 mg/ml (Fa. Sigma)

Andere Stimulanzien und Losungen

L-Asparaginase
Betulinsaure
Cyclophosphamid
Dexamethason
Doxorubicin
DMSO

Etoposid (VP-16)
Ficoll

Methotrexat
Polybren
qVD-OPh (qVAD)
TransIT-293

Vincristin
Zytarabin (AraC)

200 U/ml in H,O (Fa. Sigma)

4 mg/ml in DMSO (Fa. Sigma)

17 mM in PBS (Fa. Baxter, UnterschleiRheim, D)

10 mM in PBS (Fa. Sigma)

1 mg/ml in Ethanol (Fa. Sigma)

geeignet fur Zellkultur (Fa. Sigma)

1 mM in PBS (Fa. Sigma)

(Fa. GE Healthcare, Freiburg, D)

53 mM in PBS (Fa. Calbiochem)

2 mg/ml in H,O (Fa. Sigma)

10 mM in DMSO (Fa. R&D Systems, Minneapolis, USA)
Transfektionsreagenz fur HEK-293T Zellen (Fa. Mirus Bio,
Madison, USA)

20 mg/ml in PBS (Fa. Calbiochem/Merck)

50 mg/ml in PBS (Fa. Sigma)
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IV.1.4 Bakterienstamm und humane Zelllinien

Zur Transformation dienten hochkompetente E.coli Bakterien des Stammes XL10-
GOLD (Fa. Stratagene, La Jolla, USA) mit folgendem Genotyp:

Tet" D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte [F¢ proAB lacl ZDM15 Tn10 (Tet’) Amy Cam']

Die gelisteten Gene bezeichnen mutierte Allele. AuRerdem besitzt dieser Stamm den
Hte Phanotyp fiir hohe Transformationseffizienz (von 10° transformierten Bakterien

pro ug Vektor-DNA) und eine Tetrazyklin- sowie eine Chloramphenicolresistenz.

Alle verwendeten ausschlieRBlich humanen Zelllinien sind in Tab. 2 gelistet:

Tab. 2: Verwendete humane Zelllinien mit der Bezeichnung, dem Zelltyp, der Morphologie
und dem max. Passagefaktor in 72 Stunden (P).

Bezeichnung Humaner Zelltyp Morphologie P
A549 Lungenkarzinom adharent 8
A498 Nierenzellkarzinom adharent 8
BJAB B-Zelllymphom suspensiv 8
BOE B-Zellleukamie suspensiv 8
CEM T-Zellleukamie (ALL) suspensiv 10

HCT-116 Kolonkarzinom adharent 8
HEK-293T embryonale Nierenfibroblasten adharent 8
HUT-78 T-Zelllymphom suspensiv 8
JURKAT T-Zellleukamie (ALL) suspensiv 10
K562 erythromyeloblastische Leukamie suspensiv 8
MCF-7 Brustzellkarzinom adharent 8
NALM-6 Pra-B-Zellleukamie suspensiv 8
SKW-VI T-Zellleukamie suspensiv 8
THP-1 monozytische Leukamie suspensiv 8
uo37 monozytisches Lymphom suspensiv 8

Derivative Zelllinien mit entsprechenden Kontrollzelllinien wurden dieser Arbeit
freundlicherweise von Kooperationspartnern zur VerflUgung gestellt, welche zu
gleichen Bedingungen wie parentale JURKAT Zellen (s. Tab. 2) kultiviert wurden:
JURKAT BAK™ (homozygot defizient fir BAK und BAX, Wang et al., 2001), JURKAT
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BCL-2 (BCL-2 Uberexpression tber pcDNA3 Plasmid; Armstrong et al., 1996),
JURKAT BCL-XL (BCL-XL Uberexpression via pcDNA3 Plasmid; Boise et
Thompson, 1997), JURKAT CASP-9" und JURKAT CASP-9*"* (homozygot defizient
fur Caspase-9 und als Kontrolle Re-Expression von rekombinanter Caspase-9 via
pcDNA3 Plasmid; Samraj et al., 2007) sowie JURKAT XIAP (XIAP Uberexpression
via pEBB Plasmid; Wilkinson et al., 2004).

IV.1.5 Vektoren

Verschieden Vektoren basierend auf RNA Interferenz Technologie (mittels short
hairpin DNA = shRNA) wurden dieser Arbeit freundlicherweise von Kooperations-
partnern zur Verfugung gestellt (s. Tab. 3). Zur Steigerung der Transfektionseffizienz
in schwer zu transfizierende JURKAT und CEM Zellen wurde zur Generation eines
shPUMA Plasmides ein lentivirales Vektorsystem der dritten Generation eingesetzt,
bestehend aus dem shRNA kodierenden Vektor pGreenPuro (s. Abb. 5) und drei

weiteren Verpackungs- und ,envelope’-Plasmiden.

Tab. 3: Vektoren zur Transfektion humaner Zelllinien mit shRNA und zur Lentiviren-
produktion in HEK-293T Zellen mit der Bezeichnung, der Anwendung, der Resistenzen
und der Bezugsquelle (Fa. System Bioscience (SBI), Mountain View, USA; Fa. Addgene,
Cambridge, USA)

Bezeichnung Anwendung Resistenz Quelle
o pSUPERIOR Hemmung von BID (shBID) [\é;eeonrg}[/igii:/ Gagoe(})t;l"
- pRETRO Hemmung von p53 (shp53) Puromycin Bgf[n;mzlg%g'p
é pGreenPuro HemT::gJ&rAI;UMA Puromycin Fa. SBI
3 [ srovre, | Vepmumenaodm ity |
§ | puotopre | VT S | | s
2| oozo | e e s |
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jRSV promoter

jfE ; HIVLTR
|: b —
.-:f:\:’______Gag
- _RRE

.y pGreenPuro
puUC Ori
| | 7861bp | _
SV40 poly-Alori - Y- CMV

JdLTR

BamH| / : '5__;."_ -

H1 promoter ,

WPRE

Abb. 5: Vektorkarte des lentiviralen Vektors pGreenPuro. Dieser kodiert flir BamHI/
EcoRI einsetzbare shRNA-Oligonukleotide unter dem H1 RNA Promotor, flir das Reporter-
gen CopGFP und eine Puromycinresistenz unter dem CMV Promotor und tragt zusatzliche
Ampicillinresistenz. Daneben besitzt pGreenPuro MCS-flankierende 3’- und 5-LTRs zur
Genomintegration, eine Verpackungssignalsequenz fir gag und env, die Kernexport-
signalsequenz RRE und cPPT, das T2A Trennsignal und WPRE zur Stabilisierung der
viralen Transkripte.

Die Plasmide pSUPERIOR, pQ und pRETRO wurden mit bereits einklonierten
shRNA Oligonukleotiden verwendet. Zur Hemmung des zellularen Proteins PUMA
wurde eine lentivirale Transfektion mittels pGreenPuro Plasmid gewahlt, wofur
komplementare Forward und Reverse Oligonukleotide zur Uberlappenden Bindung

und anschlieRenden Klonierung kreiert wurden (s. Kapitel 1V.1.6).

IV.1.6 Oligonukleotide

shRNA Sequenzen

shRNA gg. BID (shBID):
shRNA gg. BIM (shBIM):

ShRNA gg. NOXA (shNOXA):

shRNA gg. p53 (shp53):

shRNA gg. PUMA (shPUMA):

5’-GGA GAA GAC CAT GCT GGT G-3’
5-TGATGT AAGTTC TGAGTG TG-3
5’-GTC GAG TGT GCT ACT CAA CT-3
5’-GGG TTA GTT TAC AAT CAG C-3’
5-TCT CAT CAT GGG ACT CCT G-3
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siRNA Sequenzen
siRNA gg. Lamin (mock): 5-ACU GCA GCA UCA UGU AAU CTT-3
SiRNA gg. NOXA (siNOXA): 5-GUC GAG UGU GCU ACU CAA CU-3’
siRNA gg. p53 (sip53): 5-GGG UUA GUU UAC AAU CAG C-3’
siRNA gg. PUMA (siPUMA): 5-UCU CAU CAU GGG ACU CCU G-3

All Star negative control sSiRNA  Alexa-Fluor-488-konjugiert (Fa. Qiagen, Hilden, D),
eingesetzt als Transfektions- und Negativkontrolle

shPUMA (zur Klonierung in pGreenPuro, s. Kapitel IV.2.2.1)
FOR: 5’-gatccTCTCATCATGGGACTCCTGcttcctgtcagaCAGGAGTCCCATGATGAGAMtttg-3’
REV: 5’-aattcaaaaaTCTCATCATGGGACTCCTGtctgacaggaagCAGGAGTCCCATGATGAGAg-3’

shPUMA scrambled (zur Klonierung in pGreenPuro, s. Kapitel IV.2.2.1)
FOR: 5’-gatccGCCCGTTACTGACGTTACTcttcctgtcagaAGTAACGTCAGTAACGGGCtttttg-3’
REV: 5’-aattcaaaaaGCCCGTTACTGACGTTACTtctgacaggaagAGTAACGTCAGTAACGGGCg-3’

PCR Primer
pGreenPuro_SEQ: 5-TGC ATG TCG CTATGT GTT CTG GGA-3’
pGreenPuro REV: 5-TGG TCT AAC CAG AGA GAC CCA GTA-3

IV.1.7 Antikorper

Antikorper wurden hauptsachlich eingesetzt als Primar- und HRP-konjugierte
Sekundarantikdrper in der Western-Blot-Analyse (s. Tab. 4). Daruber hinaus
erfolgten intrazellulare Messungen zur Freisetzung des mitochondrialen Cytochrom-

C und Aktivierung von Caspase-3 Uber konformationsspezifische Antikorper.

Primarantikorper fur FACS-Analyse
Mouse IgG2b anti-Cytochrom-C (7H8.2C12, Fa. BD Bioscience)
Rabbit IgG anti-aktive-Caspase-3, PE-konjugiert (CPP32, Fa. BD Bioscience)
Isotypkontrolle IgG2b (Fa. Dako North America, Carpinteria, USA)

Sekundarantikorper fur FACS-Analyse
Goat F(ab’)2 anti-mouse IgG2b, FITC-konjugiert (Fa. CliniScien., Montrouge, F)

Blockierung unspezifischer Bindungen in der FACS-Analyse
Mouse IgG1-k (MOPC, Fa. Sigma)
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Tab. 4: AntikOrper fur die Western-Blot-Analyse mit Antigen (cl. Casp = ,cleaved

Caspase’), ProteingroRe, Klon, Spezies, Verdinnungslésung (Lsg., MP = Milchpulver, BSA =
Bovines Serumalbumin), Verdlnnungsfaktor (F), und Hersteller (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, USA; Trevigen Inc., Gaithersburg, USA; Alexis Biochemicals, Lérrach, D; Cell
Signaling/New England Biolabs, Frankfurt, D; Fa. BD Bioscience, Heidelberg, D; Affinity
BioReagents/Thermo Fisher Scientific; Fa. Upstate/ Millipore, Schwalbach, D)

Antigen | GréRe /kDa/ Klon |Spezies Lsg. F Hersteller
AlF 57 H-300 | rabbit | TBS/T+5%MP | 1000 | Santa Cruz Bio.
BAK 30 G-23 rabbit | TBS/T+5%MP | 2500 | Santa Cruz Bio.
BAX 23 N-20 rabbit | TBS/T+5%MP | 2500 | Santa Cruz Bio.

BCL-2 26 100 mouse TBS/T 2500 | Santa Cruz Bio.

BCL-XL 28 H-62 rabbit TBS/T 2500 | Santa Cruz Bio.
BID 22 - rabbit | TBS/T+5%MP | 1000 Trevigen
BIM 23/15/12 3C5 rat TBS/T+5%MP | 2500 | Alexis Biochem.

cl. Casp-3 19/17 Asp-175 | rabbit | TBS/T+5%MP | 2500 | Cell Signaling Bio.
cl. Casp-6 18 Asp-162 | rabbit | TBS/T+5%MP | 2500 | Cell Signaling Bio.
cl. Casp-7 20 Asp-198 | rabbit | TBS/T+5%MP | 2500 | Cell Signaling Bio.

Casp-8 57/43/18 FLICE | mouse TBS/T 250 | eigene Herstellung

cl. Casp-9 35 Asp-315 | rabbit | TBS/T+5%MP | 2500 | Cell Signaling Bio.

Casp-9 47 2-22 mouse | TBS/T+5%MP | 2500 BD Bioscience

clAP-2 68 H-85 rabbit | TBS/T+5%MP | 2500 | Santa Cruz Bio.

COX-IV 17 3E11 rabbit | TBS/T+5%MP | 5000 | Cell Signaling Bio.

CYTC 14 136F3 rabbit | TBS/T+5%MP | 1000 | Cell Signaling Bio.

ENDO G 25 Cys-122 | rabbit | TBS/T+5%BSA | 1000 | Cell Signaling Bio.

GAPDH 36 FF26A/F9 | mouse TBS/T 5000 | Affinity BioReag.

HISTON H1 33 FL-219 | rabbit | TBS/T+5%MP | 2500 | Santa Cruz Bio.
NOXA 11 114C307 | mouse | TBS/T+5%MP | 1000 | Calbiochem/Merck
OMI/Htr-A2 36 Ser-335 | rabbit | TBS/T+5%BSA | 1000 | Cell Signaling Bio.
p53 53 DO-1 mouse TBS/T 5000 | Santa Cruz Bio.
cl. PARP 89 Asp-214 | rabbit | TBS/T+5%MP | 2500 | Cell Signaling Bio.
PUMA 18 - rabbit | TBS/T+5%BSA | 2500 | Cell Signaling Bio.
SMAC 25 78-1-118 | rabbit | TBS/T+5%MP | 1000 Upstate Bio.
SURVIVIN 16 6E4 mouse | TBS/T+5%MP | 1000 | Cell Signaling Bio.
aTUBULIN 55 DM1A | mouse TBS/T 5000 Sigma
XIAP 53 3B6 rabbit | TBS/T+5%MP | 1000 | Cell Signaling Bio.
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Sekundarantikérper flr Western-Blot-Analyse
Goat IgG (H+L) anti-mouse, HRP-konjugiert (Fa. Thermo-Fisher, Bonn, D)
Goat IgG (H+L) anti-rabbit, HRP-konjugiert (Fa. Cell Signaling/Thermo-Fisher)
Goat IgG anti-rat, HRP-konjugiert (DCO1L, Fa. Calbiochem)

IV.1.8 Andere Proteine

Restriktionsenzyme
HC BamHI (20 U/ul, Fa. Invitrogen)
EcoRI (10 U/ul, Fa. Fermentas, St. Leon-Rot, D)

Andere Enzyme
GoTaqg DNA Polymerase (5 U/ul, Fa. Promega, Madison, USA)
T4 DNA Ligase (1 U/ul, Fa. Invitrogen)
RNAse (DNAse- und proteasefrei, 10 mg/ml, Fa. Fermentas)

Grollenmarker
Precision Plus Protein all Blue Standard (Fa. BioRad)

PageRuler Prestained Protein (Fa. Fermentas)

Protease-Inhibitor fur Zelllysate

als Cocktail (AEBSF, PepstatinA, E-64, Bestatin, Leupeptin,
und Aprotinin, Fa. Sigma)

IV.1.9 Sonstiges

Acrylamidmix Rotiphorese Gel 30 (Fa. Roth)
10xAnnealing-Puffer 100 mM Tris (pH 7.5), 1 M NaCl, 10 mM EDTA in H,O
APS 10%ige Ammoniumpersulfatiésung in H,O (Fa. Sigma)

DNA-GroéRenmarker 100 bp DNA Ladder (Fa.Fermentas)

5xDNA-Ladepuffer 1 ml 50x TAE-Puffer, 25% Glyzerin, Spatelspitze Bromphenol-
blau ad 10 ml H,O

ECL-Substrat SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity (Fa. Pierce/
Thermo Scientific)

Entwickler/Fixierer (Fa. Ernst Christiansen GmbH, Munchen, D)
Ethidiumbromid 10 mg/ml in H,O (Fa. Sigma)

Gelpuffer A (PAGE) 363 g Tris, 48 ml 10 N HCl ad 1 | H,O (pH 8,9)

Gelpuffer B (PAGE) 57 g Tris, 256 ml 1 M phosphor. Saure ad 1 | H,O (pH 6,7)
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Gel-Transferpuffer

Kernpuffer A

Kernpuffer B

5xLammli-Puffer

Nicoletti-Puffer
Nonidet P40
dNTPs

10xPBS

Préaparationspuffer

Propidiumiodid-Lsg.

PVDF-Membran
RIPA-Puffer

SDS-Lysepuffer

SDS-Laufpuffer
50xTAE Puffer
10xTBS

TBS/T

TEMED

3 g Tris, 14,2 g Glycin, 158 ml Methanol ad 1 | H,O

10 mM Hepes, 1 mM KClI, 1,5 mM MgClz, 0,5% Triton X-100 in
H,O (pH 7,0)

20 mM Hepes, 400 mM KCI, 0,1 mM EDTA und 25% Glyzerin
in H20 (pH 7,9)

16,7 ml 1 M Tris (pH 6,8), 33,3 ml 20%-SDS-Lésung in H20,
33,3 ml Glyzerin, Spatelspitze Bromphenolblau ad 100 ml H,O

0,1% Triton X-100, 0,1% Natrium-Citrat in H-O
(Fa. ICN Biomedicals, Aurora, USA)

10 uM, in H,O verdinnt von je 100 uM dATP, dTTP, dGTP
und dCTP Stocklésungen (Fa. Fermentas)

80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPO4x2H,0, 0,4 g KH,PO, ad
11H0

250 mM Sucrose, 20 mM Hepes (pH 7.4), 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl, and 1 mM DTT in H,O

1 mg/ml in H,O
Polyvinylidenfluorid-Membran (Fa. Immobilon/Millipore)

150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 0,5% Deoxycholate, 0,1%
SDS, 50 mM Tris (pH 8.0) in H,O

62,5 mM Tris (pH 6,8), 2% SDS, 10% Glyzerin, Spatelspitze
Bromphenolblau

15,1 g Tris, 94 g Glycin, 50 ml 10%-SDS-Lsg ad 1 | H,O

242 g Tris, 57,1 ml Essigsaure, 100 ml 0,5 M EDTA ad 1 | H,O
80 g NaCl, 24,2 g Tris ad 1 | H,O (pH 7,6)

0,1% Tween20 (Fa. Sigma) in TBS
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (Fa. Sigma)
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IV.2 Methoden
IV.2.1 Zellkultur
IV.2.1.1 Kultivieren, Einfrieren und Auftauen von humanen Zelllinien

Die aufgefihrten Zelllinien (s. Tab. IV.1.4) wurden in mittleren Kulturflaschen (75
cm?) in Kulturmedium (RPMI 1640 Medium mit 10% FCS, nur HEK-293T in DMEM
mit 10% FCS) bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Diese Zellen wurden alle zwei bis drei
Tage im Verhaltnis 1:8 bzw. 1:10 passagiert (s. Kapitel 1V.1.4). Das Ablésen der
adharent wachsenden Zellen erfolgte durch Behandlung mit Trypsin-EDTA (0,5%).
Um Zellen einzufrieren wurden bis zu 5 x 10° Zellen in FCS mit 10% DMSO resus-
pendiert und graduell auf -80°C tiefgekuhlt. Die Langzeitlagerung erfolgte in
flussigem Stickstoff. Eingefrorene Zellen, die wieder in Kultur genommen werden
sollten, wurden kurz im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und mit 5 ml Kulturmedium
versetzt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (1000 rpm, 5 min), in 10 ml Kulturmedium

resuspendiert und in eine mittlere Zellkulturflasche Uberfuhrt.

IV.2.1.2 Herstellung Zytotstatika-resistenter Tumorzelllinien

Als Model einer erworbenen Chemotherapieresistenz von Tumorzellen wurden
JURKAT Zellen durch sukzessive Erhohung der Zytostatika-Konzentrationen im
Kulturmedium resistent gemacht gegentber der Zytostatikatherapie als Modell fir
erworbene Zytostatikaresistenz (Ehrhardt et al., 2004). Dazu wurden parentale
JURKAT Zellen mit Asparaginase, Doxorubicin oder Vincristin kokultiviert, so dass
ca. 5% der Zellen diese Behandlung uberlebten. In maximal wdchentlichem
Rhythmus wurden diese Konzentrationen schrittweise erhoht, wobei weiterhin ca. 5%
der Zellen Uberlebten (vgl. Abb. 6 als Beispiel fir Vincristin). Beendet wurde die
Behandlung bei Erreichen der ,plasma peak concentration’ (PPC), der im Durch-
schnitt maximal erreichbaren humanen Plasmakonzentration des jeweiligen Chemo-
therapeutikums. Diese liegen fur Asparaginase bei 1 U/ml, fir Doxorubicin bei 500
nM und fur Vincristin bei 100 nM. Diese Zellen wurden dann als JURKAT Asp-R
(Asparaginase resistent), JURKAT Doxo-R (Doxorubicin resistent) und JURKA VCR-
R (Vincristin resistent) bezeichnet und ohne Chemotherapeutikum in Kulturmedium

weiter passagiert.



MATERIAL UND METHODEN 32

-
(=]
&

" 1 e CEMVCR-R
B JURKAT VCR-R

102 | as

Wirkstoffkonzentration [pM]

e

103

o -l_:

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Wochen

Abb. 6: Exemplarische Darstellung der Resistenzmachung von JURKAT und CEM
Leuk&miezellen gegen Vincristin (VCR-R) durch gesteigerte Wirkstoffgabe, nach Ehrhardt
et al., 2004.

IV.2.1.3 Kultivierung von primaren und Xenograft Leukamiezellen

Primare Leukamiezellen wurden aus Knochenmarkspunktatresten von Leukamie-
erkrankten (mit leukdmischen Blastenkonzentrationen von >80% im peripheren Blut)
oder der Milz von NOD/SCID-Mausen als Xenograft Zellen (s. Kapitel 1V.2.9)
gewonnen. Blut- bzw. Milzzellsuspension wurde auf 50 ml PBS verdinnt und 10 ml
Ficoll wurden mit je 25 ml dieser Verdlinnung Uberschichtet. Anschlieliend erfolgte
30minutige Zentrifugation bei 400 g und 20°C ohne Rotorbremse. Dabei bildete sich
ein Interphasering mit Lymphozyten, welche mit einer Pasteurpipette in ein 15ml
Eppendorfgefall transferiert und mit PBS aufgeflllt wurden. Die Zellen wurden
zweimal in 15 ml PBS gewaschen, d.h. bei Raumtemperatur abzentrifugiert (400 g,
10 min), dekantiert und in PBS resuspendiert. Final folgte ein weiterer Waschschritt
in optimiertem RPMI-Kulturmedium (RPMI 1640 mit 20% FCS, 1% Penicillin/
Streptomycin, 1% Gentamycin, 6 pl/ml ITS, 1 mM Na-Pyruvat und 50 uM 1-Thio-
glycerol). Die Zellen wurden zu 1 x 10° Zellen pro ml in diesem Medium verdiinnt, in
Zellkulturplatten ausgesat und bei 37°C und 5% CO; kultiviert.
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IV.2.1.4 Stimulation mit zytotoxischen Agenz

Suspensionszelllinien wurden zu 2 x 10° Zellen pro ml Kulturmedium in Zellkultur-
platten (100 pl zur FACS-Analyse) oder mittleren Kulturflaschen (bis 25 ml/Flasche
zur Western-Blot-Analyse) ausgesat. Patientenzellen oder Xenograftzellen aus NOD/
SCID-Mé&usen wurden in einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro ml optimiertem Kultur-
medium (s. Kapitel 1V.2.1.3) in Zellkulturplatten (100 ul zur FACS-Analyse, 5 ml zur
Western-Blot-Analyse) ausgesat. Adharente Zelllinien wurden mittels Trypsinbehand-
lung abgeldst und in Zellkulturplatten & 5 x 10* Zellen pro ml Kulturmedium (1 ml zur
Nicoletti-Analyse) Uber Nacht sedimentiert.

Zytotoxische Agenzien (s. Kapitel IV.1.3) wurden in Stockkonzentrationen bei -80°C
in Aliquots gelagert, bei Raumtemperatur aufgetaut und gegebenenfalls in PBS
verdunnt. Betulinsaurelésung wurde ebenfalls bei -80°C in Aliquots gelagert, jedoch
im Schattelinkubator bei 37°C fur 20 min aufgetaut um Kristallbildung zu vermeiden
und anschlieend in DMSO von 37°C verdunnt. Dabei wurde zur Minimierung der
Toxizitdt DMSO zu maximal 0,25% eingesetzt und DMSO-Toxizitatstestungen
parallel durchgeflhrt. Nach Applikation der Stimulanzien wurde jeder Ansatz gut
durchmischt und bis zur Probenentnahme bei 37°C und 5% COz kultiviert.

IV.2.2 Klonierung
IV.2.2.1 shRNA Oligonukleotid Design und Annealing

Zur Klonierung des auf RNA-Interferenz Technologie basierenden Vektors
pGreenPuro (s. Abb. 5) wurden komplementare ca. 60 bp Oligonukleotide nach
folgendem Schema kreiert (s. Abb. 7). Ein ,sense’ oder ,forward’ Oligonukleotid
startete in 5’-3’ Richtung mit der Schnittstelle des Restriktionsenzyms BamHI (5'-
GATCC-3’), gefolgt von einer ,sense’ shRNA Sequenz, einem 12bp Loop, der
,antisense’, also invertierten Sequenz der shRNA, der RNA-Polymerase Il
Terminatorsequenz (TTTTT) und einem finalen Guanin.

Komplementar dazu startete das ,antisense’ oder ,reverse’ Oligonukleotid in 5-3’
Richtung mit der Schnittstelle des Restriktionsenzyms EcoRI (5-AATTC-3’), der
komplementaren RNA-Polymerase Il Terminatorsequenz (AAAAA), der ,sense’
Sequenz der shRNA, dem komplementaren Loop, der ,antisense’ shRNA Sequenz

und final einem Guanin-Nukleotid.
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RNA Pol Il
BamHlI Sense Strand Loop Antisense Strand  Terminator EcoRI

5’  GATCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTTCCTGTCAGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTTTG 3°
37 GNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAAGGACAGTCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAAAACTTAA 5’7

Abb. 7: Schematische Darstellung eines Oligonukleotids zur Klonierung in das
pGreenPuro Vektorsystem mit tGberhangenden BamHI und EcoRI Schnittstellen, ,sense’
and ,antisense’ shRNA Sequenzen (,Strand’), Loop-Struktur und RNA-Polymerase |lI
Terminator Sequenz.

Als shRNA Sequenzen dienten eine validierte 19 bp shRNA Sequenz zur Hemmung
von PUMA (Gu et al., 2004) und eine durch Nukleotidmix (,scrambling’) gewonnene
Kontrollsequenz (s. Kapitel 1V.1.6). Diese Oligonukleotide wurden als Einzelstrange

synthetisiert. Die Verschmelzung, das sog. ,Annealing’, erfolgte in folgendem Ansatz:

1 ul ,sense’ Oligonukleotid (100 uM)

1 ul ,antisense’ Oligonukleotid (100 uM)
5 ul 10xAnnealing Puffer

ad 50 pl H,O

Der Ansatz wurde im Thermocycler auf 95°C (fur 5 min) erhitzt, dann 10 min auf
70°C inkubiert und anschlie®end mit einer Rate von 1,5 °C pro min schrittweise auf
37°C abgekuhlt, wodurch sich beide Oligonukleotide aneinander komplementar
anlagerten. So entstand ein DNA-Doppelstrang mit geschnittener BamHlI-Stelle am
5’-Ende und EcoRI-Stelle am 3’-Ende.

IV.2.2.2 Restriktionsverdau

Um doppelstrangige Oligonukleotide in die ,multiple cloning site’ (MCS) des
pGreenPuro ligieren zu kbnnen, musste dieser mit geeigneten Restriktionsenzymen
(BamHI und EcoRl) linearisiert werden, wodurch uberhangende Enden entstanden,
passend zu denen der doppelstrangigen Oligonukleotide. Ein Ansatz zum

Restriktionsverdau umfasste 50 ul folgender Zusammensetzung:

1ul Bam-HI (ca. 20 U)

2 ul EcoRl (ca. 20 U)

5 ul 10x EcoRI Puffer

2 ul pGreenPuro Plasmid DNA
ad 50 ul H,O
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Der Ansatz inkubierte bei 37°C eine Stunde. AnschlieRend wurde der geschnittene

pGreen Puro Vektor gelelektrophoretisch aufgetrennt.

IV.2.2.3 Agarosegelelektrophorese und Reinigung von Vektor-DNA

Zur Auftrennung des restriktionsverdauten linearisierten Vektors oder anderer DNA-
Produkte diente die Agarosegelelektrophorese: Das Gel bestand aus 3% Agarose in
der Mikrowelle geldst in 100ml TAE-Puffer mit 5 pl Ethidiumbromid. Der mit 5 pl
5xDNA-Ladepuffer versetze Restriktionsansatz bzw. andere bereits mit Ladepuffer
versetzte PCR-Produke wurden neben eine DNA-Markerspur geladen und in TAE-
Puffer bis zu 45 min bei 110 V aufgetrennt. Zur weiteren Klonierung konnte aus dem
Gel die relevante DNA-Bande des linearisierten Vektors unter dem UV-Trans-
illuminator, wo in DNA interkaliertes Ethidiumbromid sichtbar wurde, ausgeschnitten
und nach Anleitung des QIAquick Gel Extracion Kit aufgereinigt werden. Im letzten
Schritt wurde dabei die gereinigte Vektor-DNA in 30 pl autoklaviertem HO auf-

genommen.

IV.2.2.4 Ligation

Zur kovalenten Verknupfung von linearisierter Plasmid-DNA mit einem doppel-
strangigen Oligonukleotid diente ein Ligationsansatz mit T4 DNA Ligase. Die einge-
setzte Menge von Vektor-DNA und Oligonukleotid wurde so abgeschatzt, dass ein
molares Vektor:Insert-Verhaltnis von ca. 1:2 vorlag. Ein Ligationsansatz von 15 pl
enthielt neben 10,5 yl Vektor-DNA und dem entsprechenden Volumen (2 pl) an
Insert-DNA 1,5 ul 10x Ligase-Puffer und 1 yl T4 DNA Ligase. Diese Komponenten
inkubierten Uber Nacht bei 4°C. Als Ligationskontrolle diente ein Ansatz ohne Insert-

DNA (doppelstrangiges Oligonukleotid).

IV.2.2.5 Transformation in kompetente Bakterien

10 pl Ligationsansatz bzw. Ligationskontrolle wurden mit 50 ul auf Eis aufgetauten
chemisch kompetenten XL10-Gold E.coli-Bakterien 30 min ebenfalls auf Eis
inkubiert. Anschlielend wurde der Ansatz erst 1,5 min bei 42°C und danach 2 min
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 400 ul SOC-Medium folgte eine Stunde auf dem
Schuttlelinkubator bei 37°C, bevor eine Minute bei max. Geschwindigkeit ab-

zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde abgegossen und die Zellen im Riickfluss
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resuspendiert. Zuletzt erfolgte das Ausplattieren der Zellen auf Ampicillin-haltigen

LB-Agarplatten. Diese wurden uber Nacht bei 37°C im Inkubator kultiviert.

IV.2.2.6 Kolonie-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chain reaction’, PCR) diente nach der
Transformation zum Test auf positive Klone (,screening’): Bis zu zwolf Einzelkolonien
wurden je mit einer Pipettenspitze gepickt und sowohl in einem PCR-Ansatz resus-
pendiert als auch anschlieBend auf einer Masterplatte (LB-Agar mit Ampicillin)

ausgestrichen.
Der PCR-Ansatz enthielt:

0,2 yl GoTag-Polymerase

5 ul 5x GoTaqg-Green Puffer

2 I dNTPs (10 uM)

je 1,6 pl Forward/Reverse Primer (pGreenPuro_SEQ/pGreenPuro_REV, 5 uM)
0,4 pl MgCl,-Losung (50 mM)

ad 25 yl H,O

Als Negativkontrolle dienten ein Ansatz ohne gepickten Klon und ein Ansatz mit 1 pl
zirkularem pGreenPuro Vektor. Die gut gemischten Ansatze durchliefen ca. 90 min

nachfolgendes Programm des PCR-Thermocyclers:

2 min 94°C = 15 sek 94°C = 30 sek 56°C = 90 sek 68°C =2 5 min 68°C = « 4°C
T 34 x |

Anschlie®end wurden die PCR-Ansatze direkt per 2%iger Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt (vgl. Kapitel 1V.2.2.3). Die Negativkontrolle (zirkularer pGreenPuro) und
alle Klone ohne Insert zeigten ein PCR-Produkt mit einer Gréf3e von 150 bp. Positive
Klone zeigten eine 210-bp-Bande, welche zusatzlich das doppelstrangige Oligo-
nukleotid mit einer Grole von 60 bp enthielten (s. Abb. 8). Leere Spuren waren
Klone ohne Vektor bzw. mit degradiertem Vektor. Je drei positive Klone wurden per

MINI bzw. MIDI Plasmidisolation amplifiziert und aufgereinigt.
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Abb. 8: Ethidiumbromid-Agarosegelelektrophorese einer Kolonie-PCR zum Nachweis
positiver pGreenPuro shPUMA E.coli Klone. NK (Vek) ist die Negativkontrolle bei Ligation
mit leerem pGreenPuro Vektor, NK (0. DNA) die Negativkontrolle ohne DNA. Klone #1, #3
und #5 sind positiv, da auf richtiger Hohe von ca. 210 bp.

IV.2.2.7 Plasmidisolation (MINI/MIDI)

Fir eine MINI Uber-Nacht-Kultur wurden 5 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium mit
einem positiv getesteten Klon von einer Masterplatte angeimpft und Uber Nacht bei
37°C schittelnd inkubiert. Darauf folgte ein Zentrifugationsschritt der Bakterien-
suspension bei 5000 rpm (4°C fir 10 min). Der Uberstand wurde abgegossen und
die Plasmid-DNA aus dem Zellpellet nach Anleitung des QlAprep Spin Miniprep Kit
isoliert und in 30 yl Wasser aufgenommen. Nach positiver Sequenzierung (s. Kapitel
IV.2.2.8) wurde in einem zweiten Schritt DNA eines positiven Klones per MIDI nach
Herstellerangaben (PrestoSpinD PlasmidMidi Kit) fur hohere Ausbeute aus 100 ml
Uber-Nacht-Kultur isoliert.

IV.2.2.8 Mengenbestimmung von DNA und Sequenzanalyse

Zur Ermittlung der isolierten DNA-Konzentration wurden 2 ul der Plasmid-DNA im
Photometer (NanoDrop) bei 260 nm gemessen. Als Referenz diente autoklaviertes
Wasser. Die Konzentrationen der Plasmid-DNA-Isolationen lagen zwischen 800 und
1500 ng/ul. Zur Sequenzanalyse wurde 1 ug DNA zusammen mit dem Forward
Primer (pGreenPuro_SEQ) an die Firma Eurofin MWG Biotech (Ebersberg, D)
geschickt, welche die Sequenzierungen mit speziellen ,short hairpin’ neutralisieren-
den Agenzien durchfihrte. Um Abweichungen (z.B. Punktmutationen und Dele-
tionen) von der in silico synthetisierten Zielsequenz zu ermitteln, wurde ein Vergleich

zweier Nukleotidsequenzen mit dem Logarithmus ‘blast’ durchgefuhrt.
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IV.2.3 Transfektion und Herstellung stabiler Zelllinien
IV.2.3.1 Nukleofektion von humanen Suspensionszelllinien mittels Amaxa

JURKAT bzw. CEM Zellen wurden zu einer Millionen Zellen in Eppendorf-Reaktions-
gefalle (2000 rpm, 5 min) pelletiert und in 100 ul auf 37°C vorgewarmten Amaxa
Puffer V resuspendiert. Es wurden 5 pl zu transfizierende Plasmid-DNA mit einer
Konzentration von 200 ng/ul zupipettiert, der Ansatz in eine Amaxa Reaktionsklvette
uberfhrt und diese verschlossen. Nach Einstellen in den Amaxa Nukleofektor wurde
die Probe durch das Programm C16 elektroporiert und anschlieBend 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Klvette wurde anschlie3end mit 500 pl Kulturmedium
(mit 1xPenicillin/Streptamycin und 1xGentamycin) aufgefullt und in weitere 1,5 ml
Medium in einer Zellkulturplatte Uberfuhrt. Als Negativkontrolle wurden Zellen im
selben Verfahren ohne Plasmid-DNA behandelt. Zur Selektion wurden nach 24h je
200 pl dieser Zellen in 800 pl Kulturmedium mit geeignetem Selektionsagenz (s.
Kapitel IV.1.5) in einer Konzentrationsreihe uberfuhrt und ca. 2 Wochen kultiviert.
Final lagen diese Konzentrationen bei ca. 10 ug/ml Puromycin und ca. 1 mg/ml
Geneticin. Der Erfolg der Hemmung durch transfizierte, Plasmid-kodierte shRNA

wurde per Western-Blot-Analyse kontrolliert.

IV.2.3.2 Nukleofektion von Xenograft Leukamiezellen

Wie in Kapitel 1V.2.9 beschrieben wurden primare kindliche ALL-Zellen als Xeno-
grafts in Mausen vermehrt. Xenograft Leukamiezellen der Patientenproben #50 und
#53 wurden je zu 5 Millionen Zellen in Eppendorf-Reaktionsgefalle pelletiert (2000
rom, 5 min) und in 100 ul auf 37°C vorgewarmten Amaxa-Puffer V resuspendiert.
Dazu wurden 5 yl zu transfizierende siRNA (20 uM) pipettiert und der Ansatz in eine
Amaxa Reaktionskuvette Uberfihrt und mit Programm C16 im Amaxa-Nukleofektor
behandelt (s. Kapitel IV.2.3.1).

In Vorversuchen konnte dieses Amaxaprogramm als optimal hinsichtlich maximaler
Transfektionseffizienz bei minimaler Apoptoseinduktion etabliert werden (s. Abb. 9).
Die getesteten Programme wurden zur Transfektion primarer Leukamiezellen vom
Hersteller empfohlen und unterschieden sich hinsichtlich Lange und Intensitat des

elektrischen Impulses.
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Abb. 9: Testung verschiedener Nukleofektionsprogramme zur siRNA Transfektion in
Xenograft Leukamiezellen der Patientenprobe #50. Links: Absolute Apoptoserate von
unbehandelten Zellen (co) und per Nukleofektion transfizierten Zellen unter Anwendung
verschiedener Amaxaprogramme (A20, C16, S18, X01) 48h nach Transfektion. Rechts:
Transfektionseffizienz, induziert durch verschiedene Amaxaprogramme, als Fluoreszenz-
intensitdt gemessen 48 h nach Transfektion der ,AllStars negative control’ siRNA (konjugiert
mit dem Fluorochrom ,Alexa Fluor 488’). Griin unterlegt ist das optimale Programm C16, das
fur weitere Versuche in Xenograft Leukdmiezellen verwendet wurde.

Als Transfektion- und Negativkontrolle wurden Zellen mit ,AllStars negative control’
siRNA (konjugiert mit dem Fluorochrom ,Alexa Fluor 488’) behandelt (s. Kapitel
IV.1.6). Der Kuvetteninhalt wurde mit 500 ul optimiertem Kulturmedium (s. Kapitel
IV.2.1.3) in weitere 4,5 ml in einer Zellkulturplatte Uberfuhrt und bei 37°C und 5%
COz inkubiert bzw. zur Stimulation ausgesat. Der Erfolg der Hemmung durch
transfizierte siRNA wurde per Western-Blot-Analyse 48h nach Transfektion

kontrolliert.

IV.2.3.3 HEK-293T Transfektion zur Lentivirenproduktion

HEK-293T Zellen wurden in einer Zellkulturplatte ausgesét (5 x 10° Zellen in 5 ml
DMEM Kulturmedium) und bei 37°C und 5% CO, uber Nacht inkubiert. 280 yl DMEM
(ohne FCS) wurden vorsichtig mit 20 pl TransIT-293 Transfektionsreagenz gemischt
und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, wahrend in einem Parallelansatz 1,6 ug
pRSV-Rev Plasmid, 3,2 ug pMDLg/pRRE Plasmid, 0,8 ug pMD2.G Plasmid und 1,6
Mg pGreenPuro (shPUMA oder scrambled) zu 40 yl DMEM (ohne FCS) pipettiert
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wurden. Nach vorsichtigem Vermischen beider Ansatze wurde weitere 30 min
inkubiert. Das Medium der HEK-293T Zellen wurde vorsichtig abgesaugt, durch 5 ml
DMEM + 10%FCS ersetzt und der Transfektionsansatz darauf tropfenweise verteilt.
Die Zellen wurden zur Virusproduktion und -sekretion 72h bei 37°C und 5% CO>
inkubiert, bevor der Zelliberstand 10 min bei 2000 rpm abzentrifugiert wurde. Dann
wurde der zellfreie Uberstand durch einen 0,45-um-Filter passiert und durch Ultra-
filtration mit Amicon-Ultra-15 GefaRen (Fa. Millipore) aufkonzentriert. Dieses Virus-
konzentrat konnte direkt zur lentiviralen Infektion eingesetzt oder aliquotiert bei -80°C
gelagert werden. Eine Virustiterbestimmung auf HEK-293T Zellen ergab eine Aus-
beute von ca. 4,5 x 10 Viruspartikel pro ml fir ,pGreenPuro scrambled’, ca. 3,3 x

10"° pro ml fiir ,pGreenPuro shPUMA’ Lentiviren.

IV.2.3.4 Lentivirale Infektion von Suspensionszelllinien

JURKAT bzw. CEM Zellen wurden zu einer Millionen Zellen in Eppendorf-Reaktions-
gefalRe pelletiert (2000 rpm, 5 min) und in 1 ml Kulturmedium mit 8 ug/ml Polybren
und 2 pl pGreenPuro (shPUMA oder scrambled) Lentiviren resuspendiert. Diese
Zellen wurden in eine Zellkulturplatte Gberfuhrt und Gber Nacht im Inkubator bei 37°C
und 5% CO- kultiviert. Dann wurden je 200 ul dieser Zellen in 800 pl Kulturmedium
mit Puromycin in einer Konzentrationsreihe Uberfuhrt und ca. eine Wochen bei
Puromycinkonzentrationen bis zu 10 pg/ml Puromycin inkubiert. Der Erfolg der
Transfektion wurde zunachst per FACS-Analyse des exprimierten CopGFP
gemessen, die Hemmung der Expression durch transfizierte shRNA wurde per

Western-Blot-Analyse kontrolliert.

IV.2.4 Wachstumsversuch

JURKAT bzw. Xenograft Leukamiezellen wurden wie in Kapitel IV.2.1 beschrieben
mit zytotoxischen Agenzien in einer Zellkulturplatte stimuliert. Nach 72h im Inkubator
bei 37°C und 5% CO; wurde die Zellkulturplatte auf dem Objekttisch des CellScreen
Mikroskops eingespannt, auf Zellen autofokussiert und acht Ausschnitte pro
Vertiefung digital im jpg-Bildformat aufgenommen (100fache VergroRerung, PS/CL
Modul).
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IV.2.5 Apoptose-Assays
IV.2.5.1 FACS-Analyse mittels FSC/SSC-Analyse

Zur Analyse der Viabilitat stimulierter Suspensionszellen wurden diese von der
Zellkulturplatte (s. Kapitel 1V.2.1.4) in Eppendorf-Reaktionsgefalte uberfihrt und mit
100ul PBS aufgeflillt. AnschlielRend erfolgte die Messung der Probe am FACScan in
der sog. ,DotBlot’ Einstellung bei FSC (,forward scatter’) gegen SSC (,sideward
scatter’). Wurden die Zellemissionswerte des Vorwartstreulichtes (FSC) und
Seitwartsstreulichtes (SSC) so gegeneinander aufgetragen (,DotBlot’), stellten sich
morphologisch ahnliche Zellen als zusammenhangende Wolke dar (s. Abb. 10).
Deutlich trennte sich dabei eine lebende Zellpopulation von einer Population aus
kleineren, granulareren apoptotischen Zellen, wodurch es madglich war, deren
prozentualen Anteil durch eine Trennlinie zu bestimmen (,gating’). Die spezifische

Apoptoserate wurde dabei folgendermalen berechnet:

[absolute Apoptoserate (behandelte Zellen) - absolute Apoptoserate (unbehandelte Zellen)] x 100%

[1 - absolute Apoptoserate (unbehandelte Zellen)]

IV.2.5.2 Nicoletti Farbung mittels Propidiumiodid

Zur Bestimmung der Apoptoserate von adharenten Zellen, welche sich morpho-
logisch nicht nach lebenden und apoptotischen Zellen unterscheiden lassen, wurde
eine Farbung mit Propidiumiodid nach Nicoletti (1991) durchgefihrt. Dazu wurde der
Uberstand der Zellen einer Zellkulturplatte in ein Eppendorf-Reaktionsgefal
Uberflihrt, bei 2000 rpm fiir 5 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
verbliebenen sedimentierten Zellen in der Zellkulturplatte wurden mit 200 pl Nicoletti-
Puffer Uberschichtet und 20 min bei 4°C inkubiert. Anschliellend wurden die Zellen
im Eppendorf-Reaktionsgefal} vereinigt und durch Vortexen vermischt. Diesem
Ansatz wurden 10 pl Propidiumiodid-Losung zugesetzt, nochmals durch Vortexen
vermischt und am FACScan bei abgegrenzter Kernpopulation die Fluoreszenz-
emission im roten Kanal gemessen. Dabei zeigte sich im Histogramm (Fluoreszenz-
intensitat gegen Zellzahl) bei unbehandelten Zellen der charakteristische Doppelpeak
des Zellzyklus. Bei zunehmender Fragmentation der DNA in Folge von zytotoxischen

Stimuli stieg der Anteil an Kernen mit kleinerem Fluoreszenzsignal (,sub G1 Peak’)
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linear zur Apoptoserate (s. Abb. 10). Aus dessen prozentualem Anteil konnte die

spezifische Apoptose berechnet werden (s. Kapitel 1V.2.5.1).

IV.2.6 Zellzyklusanalyse mittels Propidiumiodidfarbung

Eine Millionen JURKAT Zellen wurden in 15 ml Falcon-Reaktionsgefalen pelletiert
(1000 rpm, 5 min) und in 1 ml PBS resuspendiert. Diese wurden in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal® uberfuhrt, nochmals pelletiert (2000 rpm, 5 min) und in 1 ml 70%-
igen Ethanol fur 45 min auf Eis fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen abzentrifugiert
und in Pl Mastermix (40 upg/ml Propidiumiodid und 100 ug/ml RNAse in PBS)
resuspendiert. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Messung am
FACScan. Dabei konnten Zellen in GO/G1-, S- und G2/M-Phase des Zellzyklus durch
,gaten’ voneinander abgegrenzt und deren prozentualer Anteil bestimmt werden (s.
Abb. IV.2.6)

DotBlot Histogramm

Counts

SSC-H
109 10" 102 103 104

109 107 102 108 10% 0 200 400 600 800 1000
FSC-H FL3-H

Abb. 10: Links: DotBlot als Seitwartsstreulicht (SSC-H) gegen Vorwartsstreulicht (FSC-
H) mit R1-Gate von unbehandelten, Propidiumiodid gefarbten Leukamiezellen. Rechts:
Histogramm (FL-3-H: Rotkanal) der Zellen des R1-Gates mit typischem DNA-Doppel-
peak. Gate M4 beinhaltet alle Zellkerne mit normalem DNA-Gehalt, Gate M1 Zellen in der
G0/G1-Phase mit einfachem DNA-Gehalt, Gate M3 Zellen der G2/M-Phase mit doppeltem
DNA-Gehalt, dazwischen sind im Gate M2 Zellen in der S(ynthese)-Phase.
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IV.2.7 Proteinstudien
IV.2.7.1 Praparation von Zellextrakten
IV.2.7.1.1 Nicht-fraktionierte Zelllyse

Zur Aufbereitung von zellularen Proteinen (,whole cell lysate’) zur Western-Blot-
Analyse wurden eine Millionen Zellen abzentrifugiert (1000 rpm, 5 min), in 1 ml PBS
aufgenommen, in Eppendorf-Reaktionsgefalde Uberfihrt und erneut abzentrifugiert
(2000 rpm, 5 min). Das Pellet wurde dann in 500 pul SDS-Lysepuffer mit 5 pl
Protease-Inhibitor-Cocktail resuspendiert und 20 min auf Eis bei gelegentlichem
Vortexen inkubiert. Der Ansatz wurde im nachsten Schritt per Ultraschall (5 Impulse
a 0,5 sek) behandelt, 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand 5 min bei
95°C im Schiuttelinkubator denaturiert. Zur Western-Blot-Analyse wurden ca. 25 ug

Protein aufgetragen.

IV.2.7.1.2 Mitochondriale Fraktionierung

Zur Separation von zytosolischen und mitochondrialen Proteinen wurden mindestens
drei Millionen Zellen mit PBS gewaschen und in Eppendorf-Reaktiosgefalle pelletiert.
Das Zellpellet wurde in 500 ul Praparationspuffer mit 5 ul Protease-Inhibitor-Cocktail
resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Der Lyseansatz wurde anschlieflend
dreimal durch eine 25G Nadel passiert und 30 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und diente als zytosolische Fraktion. Das
Pellet wurde in 50 ul RIPA-Puffer resuspendiert und ebenfalls 20 min auf Eis inku-
biert. Dieser Ansatz diente als mitochondriale Fraktion. Zur Probenaufbereitung fir
die Western-Blot-Analyse wurden 8 pl zytosolische Fraktion bzw. 4 ul mitochondriale
Fraktion mit 2 ul bzw. 1 ul 5xLammli-Puffer versetzt und 5 min bei 95°C im Schuttel-

inkubator denaturiert.

IV.2.7.1.3 Nukleare Fraktionierung

Zur Separation von zytosolischen und nuklearen Proteinen wurden mindestens zwei
Millionen Zellen mit PBS gewaschen und in Eppendorf-Reaktionsgefallen pelletiert.
Das Zellpellet wurde in 400 pl Kernpuffer A mit 4 ul Protease-Inhibitor-Cocktail resus-

pendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Der Lyseansatz wurde anschliellend 5 sek bei
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13.000 rpm =zentrifugiert, der Uberstand in neues Eppendorf-Reaktionsgefal
Uberfihrt und 20 min bei gleicher Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschliellend vorsichtig abgenommen und diente als zytosolische Fraktion. Das
Pellet wurde in 40 ul Kernpuffer B mit 1 ul Nonidet P40 resuspendiert und ebenfalls
20 min auf Eis inkubiert. Nach weiteren 20 min Zentrifugation bei 13.000 rpm blieb
dieser Uberstand als nukledre Fraktion. Zur Probenaufbereitung hinsichtlich
Western-Blot-Analyse wurden 8 ul zytosolische Fraktion bzw. 4 ul nukleare Fraktion
mit 2 pl bzw. 1 ul 5xLammli-Puffer versetzt und 5 min bei 95°C im Schuttelinkubator

denaturiert.

IV.2.7.2 SDS-Proteinacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Bestimmung individueller Proteinlevel in zelluldren Lysaten wurden diese unter
reduzierenden Bedingungen elektrophoretisch in einem SDS-Polyacrylamidgel auf-
getrennt. Das SDS-Polyacrylamidgel bestand aus Trenn- und Sammelgel, wobei sich
beide v.a. in ihrer Acrylamidmix-Konzentration unterschieden. Das Trenngel wurde in
folgender Reihenfolge pipettiert, vermischt und zwischen zwei Glasplatten des

BioRad PAGE Systems gegossen:

Trenngel (15%ig): 1,7 ml H,O
3,8 ml Acrylamidmix
1,9 ml Gelpuffer A
75 pl 20% SDS
75 ul APS
3 ul TEMED

Das Trenngel wurde mit 3 ml Wasser uberschichtet, um einen ebenen, luftblasen-
freien Ubergang zum Sammelgel zu erhalten. Nach einer Polymerisationsphase von

30 min wurde das Wasser entfernt und das Sammelgel aufgegossen:

Sammelgel (4%): 1,7 ml bidest. Wasser
425 ul Acrylamidmix
313 ul Gelpuffer B
25 pl 20% SDS
25 ul APS
2,5 yl TEMED
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Die neben eine Proteinmarkerspur geladenen Proben trennten sich zunachst ca. 10
min bei 80 V bis die blaue Lauffront sich an der Sammel/Trenngelgrenze gleichmalig
verteilt hatte und anschlieend ca. 60 min bei 180 V bzw. bis die Lauffront das Gel

vollstandig verlassen hatte. Darauf folgte eine Western-Blot-Analyse.

IV.2.7.3 Western-Blot-Analyse

Die durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) aufgetrennten Proteine
konnten per Western-Blot-Analyse mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers nach-
gewiesen werden. Zunachst wurden drei Whatman Filterpapiere in Transferpuffer
getrankt und in eine Blotkammer eingebracht. Es folgte die kurz durch Methanol
aktivierte und ebenfalls getrankte PVDF-Membran, das proteinhaltige Trenngel der
SDS-PAGE und eine weitere Lage aus drei getrankten Whatman Filterpapieren. Der
Proteintransfer vom Gel auf die PVDF-Membran erfolgte tiber 90 min bei 90 mA pro
Gel. Die PVDF-Membran inkubierte anschlie®end 30 min bei RT in Blocklosung (5%
Milchpulver in TBS/T) auf dem Kippschuttler. Zur Detektion des jeweiligen Proteins
diente ein spezifischer Primarantikérper, der nach Herstellerangaben in TBS/T,
Blockldsung oder TBS/T mit 5% BSA zwischen 1:5000 und 1:250 verdinnt wurde (s.
Tab. 4). Die Membran inkubierte darin Uber Nacht bei 4°C auf dem Kippschdattler.
Anschlie®end wurde sie dreimal in TBS/T je 10 min gewaschen. Es erfolgte eine
einstindige Inkubation bei Raumtemperatur in HRP-konjugiertem Sekundar-
antikoérper (Verdinnungsfaktor und -l6sung wie Primarantikorper). Darauf wurde
erneut dreimal in TBS/T je 10 min gewaschen. Die an den Sekundarantikdrper
gekoppelte Peroxidase setzte eine ECL-Substratlosung in 2 min Inkubationszeit zu
einem lumineszierenden Produkt um. Dieses belichtete wahrend kurzer Exposition

einen Rontgenfilm, der dann entwickelt, fixiert und getrocknet wurde.

IV.2.7.4 Caspase-3 und Cytochrom-C FACS-Assays

Zur Detektion von intrazellularerer Caspase-3-Aktivierung und Cytochrom-C-Frei-
setzung wurden eine Millionen JURKAT Zellen in Eppendorf-Reaktionsgefallen
pelletiert und mit 1 ml PBS mit 1% BSA (PBS/BSA) gewaschen, d.h. Zellen wurden
darin resuspendiert, bei 1000 rpm 5 min abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Dann wurde das Pellet in 100 pyl PBS mit 4% Paraformaldehyd (PBS/PFA)

resuspendiert, 20 min auf Eis fixiert und anschliel’iend mit PBS/BSA gewaschen. Im
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nachsten Schritt wurde das Pellet in 200 pl PBS mit 0,2% Saponin resuspendiert und
kurz durch Vortexen gemischt. Die Zellen wurden dann fur zwei Minuten auf Eis
inkubiert und mit PBS/BSA gewaschen. Das Pellet wurde durch Resuspension mit 50
pl PBS mit 10% MOPC 5 min bei Raumtemperatur blockiert, bevor entweder 20 pl
Cytochrom-C-Antikdrper bzw. Isotypkontrolle (frisch 1:20 in PBS verdinnt) oder 10 ul
PE-konjugierter aktive Caspase-3 Antikorper (ebenfall frisch 1:20 in PBS verdlunnt)
zugegeben wurden (s. Kapitel 1V.1.8). Diese Ansatze inkubierten 20 min auf Eis und
wurden in PBS/BSA gewaschen. Die Zellen mit Cytochrom-C-Antikorper bzw. Isotyp-
kontrolle wurden ein weiteres mal 20 min auf Eis mit FITC-konjugiertem Sekundar-
antikorper inkubiert und erneut mit PBS/BSA gewaschen. Jedes Pellet wurde ein
letztes mal in 200 pyl PBS/PFA aufgenommen und am FACScan gemessen. Dabei
kam es bei Caspase-3-Aktivierung zu einer Zunahme des roten Fluoreszenzsignals
und bei Cytochrom-C-Freisetzung zu einer Abnahme des grinen Fluoreszenz-
signals, da dieser Cytochrom-C-Antikorper konformationsspezfisch nur an die mito-

chondriale Form bindet.

IV.2.8 ,Fractional product’ Methode und statistische Analyse

Eine auf Enzymforschung basierende Methode, um den kombinierten Effekt von zwei
oder mehr therapeutischen Wirkstoffen abschatzen zu kénnen, wurde von Webb
(1963) entwickelt und als ,fractional product’ Methode bezeichnet. Dabei gilt die
Annahme, dass die Wirkstoffe unabhangig voneinander wirken. Der Kombinations-
effekt kann kalkuliert werden durch Multiplikation der fraktionalen Restaktivitat, die
jeweils nicht durch den Wirkstoff beeinflusst wurde. Im Fall von Apoptoseinduktion ist
diese Restaktivitat die spezifische Uberlebensrate, die ein zytotoxischer Wirkstoff
unberiihrt Iasst. Da die spezifische Uberlebensrate leicht in spezifische Apoptoserate
umgerechnet werden kann (spez. Uberlebensrate + spez. Apoptoserate = 1), gilt fur

die Vorhersage der Kombination zweier zytotoxischer Wirkstoffe:

A=A+ A - A1 x Az A 2 kalkulierte spezifische Apoptoserate
A+: spezifische Apoptoserate induziert durch Wirkstoff 1
A: spezifische Apoptoserate induziert durch Wirkstoff 2

Diese kalkulierte spezifische Apoptoserate wurde als Referenzwert zur statistischen

Analyse der Apoptoseeffekte von Betulinsaure und Zytostatika herangezogen.
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Ein Beispiel:

Wirkstoff 1 induzierte 20% (0,2) spezifische Apoptose in einer Leukamiezelllinie,
Wirkstoff 2 dagegen 30% (0,3). Fur die Kombination dieser beiden Wirkstoffe lasst
sich nach Webb folgender Wert abschatzen:

Arz=As+A-Arx A= 0,2 +0,3-(0,2)(0,3) = 0,5 - 0,06 = 044 (oder 44%)

Ubersteigt der gemessene spezifische Apoptosewert den Referenzwert von 44% um
mindestens 10%, so wirkt die Kombination der Wirkstoffe 1 und 2 synergistisch.
Unterschreitet der gemessene Wert den Referenzwert von 44% um mindestens 10%,
so wirkt die Kombination antagonistisch. Liegt der gemessene Wert um 44%, wirken

bei Substanzen additiv.

Fir alle FACS-Messungen wurden Daten von mindestens drei unabhangigen
Experimenten als Mittelwerte + SEM (‘standard error of the mean’, Standardfehler)
dargestellt, wenn nicht anderweitig beschrieben. Um statistisch signifikante Unter-
schiede zweier Behandlungen zu ermitteln, wurde ein gepaarter t-test bzw. fur multi-
variate Datenanalyse ein ONE WAY RM ANOVA mit Hilfe der Software SigmaStat
durchgefuhrt (s. Kapitel IV.1.1). Dabei wurde ein Unterschied als statistisch

signifikant bewertet (und mit * gekennzeichnet) bei einem p-Wert < 0,05.

IV.2.9 Tiermodell

Der Arbeitsgruppe standen fur dieses Projekt gemafl Ethikvotum der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen von 2006 (Stellungnahme vom 24.1.2006) und der
Technischen Universitat Minchen von 2008 (2115/08) Reste von Knochenmark-
punktaten von Patienten mit kindlicher akuter Leukamie vor Therapiebeginn zur
Verfligung. Diese wurden nach Durchfihrung der klinischen Routinediagnostik nicht
mehr bendtigt. Seit 2007 wurden bis zu 10 Millionen frische oder kryokonservierte,
uber Ficollgradienten gereinigte leukdmische Blasten in NOD/SCID-Mause (ohne B-
und T-Zellen und wenig NK-Zellaktivitat; Shultz et al., 1995) intravends appliziert (s.
Abb. 11). Die Vermehrung dieser Zellen wurde per FACS-Detektion von human-
CD45-positiven Zellen im Blut kontinuierlich verfolgt. Nach Einstellen erster Krank-
heitssymptome (z.B. Gewichtsverlust, Immobilitat), in der Regel nach ein bis funf

Monaten, wurde ein Tier getotet.
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.~ —
Injektion von primaren Praparation Isolation von
Leukdamiezellen Leukdmiewachstum der vergroferten  Xenograft Leukdmiezellen
in NOD/SCID Mause Milz aus der Milz

Abb. 11: Schema der Gewinnung von Xenograft Leukdmiezellen in einem in vivo
Mausmodell. Dabei wurden NOD/SCID-Mause mit primaren Patientenzellen inokuliert, das
Wachstum der Leukamie verfolgt und nach Einstellung von Krankheitssymptomen das Tier
geopfert. Aus der Milz erfolgte Isolation und Aufreinigung der amplifizierten Xenograft
Leukdmiezellen.

Die Xenograft Leukamiezellgewinnung erfolgte aus der Milz, wo bei Einstellung
erster Symptome bereits >95% humane Leukamiezellen vorzufinden waren. Die
Xenograft Zellen wurden Uber ein Zellsieb (Porengrof3e: 70 um) in homogene Zell-
suspension gebracht und Uber Ficollgradienten in mehreren Zentrifugationsschritten
aufgereinigt (s. Kapitel 1V.2.1.3). Die Zellausbeute variierte zwischen 25 und 1000
Millionen Zellen, was eine Expansionsrate aus dem Ausgangsmaterial von bis zu
500fach darstellte.
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Vv Ergebnisse

Leukamietherapie basiert auf dem Prinzip der Polychemotherapie, wobei chemo-
therapeutische Wirkstoffe aufeinander abgestimmt eingesetzt werden. Ein neuer
Kandidat ist der Naturstoff Betulinsaure, der als Einzelsubstanz in verschiedenen
Tumormodellen erfolgreich Zelltod induziert (s. Kapitel 11.2).

Die Untersuchungen dieser Dissertation sollten klaren, ob und an welche Stelle des
Polychemotherapieprotokolls der Leukémiebehandlung Betulinsdure eingefugt
werden sollte und welche Apoptose-Signalmechanismen dabei aktiviert werden. Zu
diesem Zweck standen mehrere Tumorzellsysteme zur Verfigung: Zunachst wurden
etablierte Tumorzelllinien von Leukamien, Lymphomen und soliden Tumoren zur
Analyse herangezogen. In einem zweiten Teil wurden primare Leukamiezellen von

Kindern mit akuter lymphatischer Leukamie untersucht.

V.1 Untersuchungen auf Tumorzelllinien

Im ersten Versuchsteil dieser Dissertation sollten Chemotherapeutika und etablierte
humane Tumorzellliniensysteme identifiziert werden, die sich fir die Kombinations-
therapie mit BA und die Erforschung der zu Grunde liegenden Apoptosesignal-
transduktion eignen. Im Weiteren sollten in dieser Leukamiezelllinie die molekularen
Grundlagen synergistisch wirkender BA-Kombinationen im Detail analysiert werden.

Als synergistisch gilt eine Wirkung dann, wenn das Zusammenspiel zweier Agenzien
deren Einzelwirkungen, in diesem Fall die Apoptoseinduktion durch Einzel-

stimulation, potenzieren (s. Abb. 12).
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Abb. 12: Beispiele fur kombinierte Wirkung von Betulinsdure (BA) und Zytostatika
(Zyto), dargestellt als fiktive Apoptoseanalyse. Zytostatikum A (Zyto A) hat in Kombina-
tion mit BA additive Wirkung, da sich die Einzelwirkungen nach Webb (1972) summieren.
Zytostatikum B (Zyto B) zeigt durch Kombination mit BA hemmende, antagonistische
Wirkung. BA und Zytostatikum C (Zyto C) potenzieren ihre Einzelwirkungen, weisen so
synergistische Apoptoseinduktion auf.

V.1.1 Haufigkeit der synergistischen Apoptoseinduktion durch Kombination von

Betulinsaure und Chemotherapeutika

Zunachst stand die Bestimmung der Quantitdt optimaler, synergistischer BA-
Kombinationen mit etablierten Chemotherapeutika im Vordergrund. Dabei sollten erst
geeignete BA-Kombinationen in einer Leukamiezelllinie aufgedeckt werden, bevor
diese auf einem weiten Spektrum etablierter Lymphom- und Leukamiezelllinien,
sowie auf soliden Tumorzelllinien bestatigt werden konnten. Zusatzlich sollte in
einem geeigneten in vitro Modell geklart werden, ob BA in der Lage ist, erworbene

Resistenz gegen verschiedene Chemotherapeutika zu tberwinden.

V.1.1.1 Synergistische Effekte verschiedener Chemotherapeutika und Betulinsaure
auf JURKAT Leukamiezellen

Zunachst wurde untersucht, welche Zytostatika sich zur Kombination mit BA auf der
T-ALL Zelllinie JURKAT eignen. Zur experimentellen Klarung dieser Frage wurden

neun verschiedene etablierte Zytostatika der Leukamietherapie (Asparaginase,
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Cyclophosphamid, Dexamethason, Doxorubicin, Etoposid, Methotrexat, 6-Thio-
guanin, Vincristin und Zytarabin) ausgewahlt und einzeln bzw. in Kombination mit BA
auf JURKAT Zellen fur 72h inkubiert (s. Abb. 13). JURKAT Zellen sind eine etablierte
Leukamiezelllinie und stammen von einem 14jahrigen Patienten mit akuter
lymphatischer Leukamie (ALL) bei erstem Rezidiv aus dem Jahr 1976 ab. Um die
Prasenz einer synergistischen Wirkung zu erkennen, wurden die Dosierungen so
gewahlt, dass eine spezifische Apoptoserate von maximal 40% bei Einzelstimulation
erzielt wurde.

Dabei zeigte sich fur die Kombination von Asparaginase, Doxorubicin und Vincristin
Apoptoseinduktion in héherem Malie als durch Summation der Einzeleffekte. Die
Kombinationen von BA mit Zytarabin, Cyclophosphamid, Dexamethason, Etoposid,

Methotrexat oder 6-Thioguanin bewirkten additive Effekte.
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Abb. 13: FSC/SSC-Apoptoseanalyse zur Untersuchung von synergistischer Apop-
toseinduktion in JURKAT Leukdmiezellen. Diese wurden 72h stimuliert mit Zytarabin
(AraC, 20 pM), Asparaginase (Asp, 0,2 U/ml), Cyclophosphamid (Cyclo, 2 yM), Dexa-
methason (Dexa, 100 pyM), Doxorubicin (Doxo, 20 nM), Methotrexat (MTX, 5 nM), Vincristin
(0,5 nM), Etoposid (VP-16, 0,2 uM), 6-Thioguanin (6-TG, 0,2 uM), Betulinsaure (BA, 1 ug/ml)
und der Kombination von Zytostatikum (Zyto) und BA. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von
drei unabhangigen Experimenten; *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter Unter-
schied zu kalkuliertem Kombinationseffekt nach Webb (1963); NS = nicht signifikant.
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Fir weitere Untersuchungen wurden daher die Chemotherapeutika Asparaginase,
Doxorubicin und Vincristin als Kombinationskandidaten ausgewahlt. Doxorubicin ist
dabei ein wichtiger Reprasentant der Familie der Anthrazykline und findet in vielen
Therapieprotokollen von diversen Tumorerkrankungen Anwendung (Geffen und Man,
2002).

V.1.1.2 Synergistische Apoptoseinduktion auf anderen Leukamie- und Lymphom-

zelllinien

Neben JURKAT Zellen wurden neun weitere Leukamie- und Lymphomzelllinien von
unterschiedlichem Typ mit den Chemotherapeutika Doxorubicin oder Asparaginase
und Betulinsdure koinkubiert, um die synergistische Wirksamkeit dieser Kombina-
tionen auf weiteren Tumorzellsystemen zu testen. JURKAT und CEM Zellen
stammen je von Jugendlichen mit akuter lymphatischer T-Zellleukamie (ALL) ab. Die
anderen untersuchten Zelllinien entstammen einer nicht weiter charakterisierten T-
Zellleukdmie (SKW-VI), B-Zellleukdmien (BOE, NALM-6), Leukamien myeloischen
Ursprungs (K562, THP-1) oder Lymphomen (BJAB, HUT-78, U937).

Kombination von Doxorubicin oder Asparaginase und BA induzierte synergistischen
Zelltod im Vergleich zur Summation der Einzeleffekte in JURKAT Zellen (s. Abb. 13)
und auch in CEM Zellen. Auf den weiteren Zelllinien zeigten diese Kombinationen

additive Apoptoseinduktion, aber keine negative Interaktion (s. Abb. 14).
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Abb. 14: FSC/SSC-Apoptoseanalyse von zehn Leukamie- und Lymphomzelllinien
unterschiedlichen Typs. Diese wurden 72h stimuliert mit Doxorubicin (Doxo, 20 nM; oben)
oder Asparaginase (Asp, 0,2 U/ml; unten) und Betulinsdure (BA, 1 pg/ml). Gezeigt sind

Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten;

*p<0,05 (RM ANOVA): statistisch

signifikanter Unterschied zu kalkuliertem Kombinationseffekt nach Webb (1963); NS = nicht

signifikant.
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V.1.1.3 Synergistische Apoptoseinduktion auf soliden Tumorzelllinien

Neben Leukamie- und Lymphomzelllinien wurden Zelllinien von soliden Tumoren
unterschiedlichen Ursprungs mit Doxorubicin und Betulinsaure koinkubiert. Dabei
sollte die generelle Relevanz der auf Leukamiezelllinien gezeigten synergistischen
Apoptoseinduktion fir die Tumortherapie geklart werden. Dabei kam exemplarisch
nur die Kombination von Doxorubicin und Betulinsdaure zum Einsatz, da Aspara-
ginase exklusiv in Leukamitherapieprotokollen und Vinkalkaloide deutlich seltener als

Anthrazykline in der Therapie solider Tumore eingesetzt werden.
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Abb. 15: Nicoletti-Apoptoseanalyse fir die Kombination von Doxorubicin (Doxo, 0,5
uM) und Betulinsaure (BA, 3 pg/ml) auf vier adharenten Tumorzelllinien. Diese sind
unterschiedlichen geweblichen Ursprungs (HCT-116: Kolonkarzinom, MCF-7: Mamma-
karzinom, A549: Lungenkarzinom und A498: Nierenkarzinom) und wurden 96h einzel- und
koinkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM von drei unabhangigen Experimenten; *p<0,05
(RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu kalkuliertem Kombinationseffekt nach
Webb (1963).

Aufgrund der hoheren Apoptoseresistenz solider Tumorzelllinien wurden die
Zytostatikadosierungen hoher gewahlt als bei den Leukamiezelllinien, sie lagen aber
weiterhin unter dem humanen therapeutischen Plasmakonzentrationsbereich. Dies
ist das Konzentrationsniveau eines Wirkstoffs, das maximal nach Applikation im

menschlichen Korper erreicht werden kann bevor Abbauprozesse einsetzen.
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Signifikante synergistische Apoptoseinduktion konnte so auf der Kolonkarzinom-
zelllinie HCT-116, der Mammakarzinomzelllinie MCF-7, der Lungenkarzinomzelllinie
A549 und der Nierenkarzinomzellen A498 gezeigt werden (s. Abb. 15). Kein
synergistischer Effekt zeigte sich auf den Zelllinien HT29 (Kolonadenokarzinom),
KELLY und SHEP (Neuroblastom).

V.1.1.4 Synergistische Wirkung im Fall von erworbener Zytostatika-Resistenz

BA zeigte als Einzelsubstanz im Fall eines Tumorrezidivs oder bei Zytostatika-Resis-
tenz viel versprechende Wirksamkeit (Ehrhardt et al., 2004). In einem Leukamiezell-
linienmodell der erworbenen Zytostatika-Resistenz (s. Kapitel IV.2.1.2) sollte nun die

Frage geklart werden, ob auch hier Synergismus durch Kombination mit BA auftrat.
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Abb. 16: FSC/SSC-Apoptoseanalyse zur Untersuchung von synergistischer Apopto-
seinduktion in JURKAT Leukamiezelllinien mit erworbener Resistenz (Doxorubicin-
resistent: Doxo-R, Asparaginase-resistent: Asp-R, Vincristin-resistent: VCR-R). Diese Zellen
wurden entsprechend mit Doxorubicin (Doxo, 0,5 uM, links in grau), Asparaginase (Asp, 1
U/ml, zentral in grau) oder Vincristin (VCR, 300 nM, rechts in grau) und Betulinsaure (BA, 1
pg/ml, je in weild) und der Kombination von Zytostatikum und BA (je in schwarz) fir 72h
stimuliert. Gezeigt sind Mittelwerte £ SEM von drei unabhangigen Experimenten; *p<0,05
(RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu kalkuliertem Kombinationseffekt nach
Webb (1963).
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Wie in Abbildung V.1.1.4 zu sehen, konnte in Zytostatika-resistenten Zellen durch
Koinkubation mit BA und dem jeweiligen Chemotherapeutikum (in maximaler
humaner Plasmakonzentration, s. Kapitel V.1.1.3) synergistische Apoptoseinduktion

induzierte werden, so dass diese Resistenzmechanismen tberwunden wurden.

Zusammengefasst konnte durch die Untersuchungen in Kapitel V.1.1 gezeigt
werden, dass Behandlung mit Asparaginase, Doxorubicin und Vincristin in
Kombination mit Betulinsaure zu gesteigerter Apoptoseinduktion in T-Zell-
Leukamiezellen (JURKAT und CEM) und - im Fall von Doxorubicin - in soliden
Tumorzellen fihren konnte. Au3erdem konnte die Kombination von BA und je einem
der drei Zytostatika Resistenz gegen Asparaginase, Doxorubicin bzw. Vincristin in
JURKAT Zellen Uberwinden.

V.1.2 Hemmung des Wachstums von JURKAT Leukamiezellen nach

Kombination von Betulinsaure und Chemotherapeutika

Als weiteres klinisch relevantes Kriterium neben der effektiven Apoptoseinduktion
sollte der Einfluss der Kombinationstherapie auf das erneute Wachstum von
Leukamiezellen untersucht werden. Dazu wurden JURKAT Leukamiezellen zu
Beginn und nach 72-stundiger Inkubation mit Asparaginase, Doxorubicin oder
Vincristin und BA per digitaler Photographie dokumentiert (s. Kapitel 1V.2.4).

Es entstanden Uber Zeit Multizellkolonien aus Einzelzellen, sog. ‘colony forming
units’ (CFU) in Ansatzen mit unbehandelten Zellen und zum Teil in reduzierter Zahl
und Grole im Fall der niedrig dosierten Einzelstimuli. Nur vereinzeltes, minimales
Wachstum in Kolonieform trat dagegen fur jede Kostimulation aus Chemo-
therapeutikum und Betulinsaure ein (jeweils rechtes Bild in Abb. 17). Somit wurden
sowohl die Zahl als auch die Gréke neu gebildeter Kolonien durch Kostimulation

vermindert.
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Doxo BA+Doxo

JURKAT, 0 h JURKAT, 72 h

Asp BA+Asp

JURKAT, 72 h JURKAT, 72 h

BA VCR BA+VCR

JURKAT, 72 h JURKAT, 72 h

Abb. 17: Wachstumshemmung von JURKAT Leukamiezellen nach BA-Zytostatika-
Kostimulation. Zellen wurden einzel- und kostimuliert (wie in Abb. V.1.1.1 beschrieben), um
Wachstum dieser Zellen Gber 72h mittels digitaler Photographie zu dokumentieren. Die
Ausgangssituation zu Vesuchsbeginn (co bei 0h) gibt der Bildausschnitt oben links wieder.
Gezeigt ist ein reprasentativer Bildausschnitt von acht Bildausschnitten pro Vertiefung in
100facher Vergrofierung. Angegebene Prozentangaben reprasentieren absolute Apoptose-
raten einer nachfolgend durchgefiihrten FSC/SSC-Apoptoseanalyse derselben Probe.
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Diese Beobachtung zeigte neben einem zytotoxischen Effekt zusatzlich eine
zytostatische Wirkung der Kombinationstherapie mit Betulinsgure. Hinsichtlich
Patiententherapie von Leukamien ist diese Zweifachwirkung auf Tumorzellen sehr

von Vorteil, da sowohl Zellwachstum wie -viabilitat effektiv inhibiert werden kann.

V.1.3 Intrazellulare Signaltransduktion der synergistischen Apoptoseinduktion

Betulinsaure und Doxorubicin, Asparaginase und Vincristin fihrten also zu synergis-
tischer Apoptoseinduktion in sensitiven T-Zell-Leukamiezelllinien und soliden Tumor-
zelllinien sowie resistenten Leukamiezellen. Es schloss sich die Frage an: Welche
intrazellularen pro-apoptotischen Signalprozesse wurden durch diese Kombinationen
von BA und Zytostatika aktiviert?

Um diese Frage detailliert zu klaren, wurden zunachst distale Ereignisse der
apoptotischen Signalkaskade untersucht, um eine potentielle Signalblockade zu
erkennen. Diese konnte bei Einzelstimulation nicht Gberwindbar sein, aber durch BA-
Kombination aufgehoben werden, was synergistische Apoptoseinduktion erklaren
kann. Dem intrinsischen Signalweg revers folgend wurden intrinsische Apoptose-
ereignisse rund um das Mitochondrium unter Miteinbeziehung von Faktorfreisetzung
aus dem Intermembranraum und der BCL-2 Mitglieder betrachtet. Final wurde
analysiert, ob Kostimulation Einfluss auf die Kontrolle des Zellzyklus hat. Dabei
werden nur Ergebnisse der Kombination mit Doxorubicin bzw. Asparaginase gezeigt.

Die Prinzipien bestatigten sich funktional auch im Fall von Vincristin.

V.1.3.1 Distale Aktivierung von Caspasen

Typisch fur den Vorgang der Zytostatika-induzierten intrinsischen Apoptose ist die
Miteinbeziehung Cystein-abhangiger Proteinasen, sog. Caspasen, welche kaskaden-
artig aktiviert werden und den Aktivitatsstatus weiterer zellularer Proteine durch
Spaltung andern (MacKenzie und Clark, 2008). In den meisten Fallen erfolgt nach
Freisetzung mitochondrialer Faktoren wie Cytochrom-C zunachst Aktivierung von
Caspase-9 als Bestandteil des Apoptosoms (mit APAF-1), welche dann Caspase-3,

-6 und -7 als sog. Effektorcaspasen aktiviert.
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Um die Rolle dieser Proteine bestimmen zu koénnen, wurden per Western-Blot-
Analyse aktive Spaltprodukte dieser Caspasen in einer Kinetik detektiert. In einer
alternativen Messmethode wurde per FACS-Analyse Aktivierung von Caspase-3

durch Asparaginase- und BA-Kostimulation Uber Zeit verfolgt.
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Abb. 18: Western-Blot-Analyse von JURKAT Zellen zum Nachweis von Caspasen-
aktivitat. Diese wurden einzel- und kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo, 20 nM; oben) oder
Asparaginase (Asp, 0,2 U/ml; unten) und Betulinsaure (BA, 1 ug/ml) und nach angegebenen
Zeitpunkten lysiert. Die primaren Antikorper detektierten spezifisch die aktiven Spaltpro-

dukte von Caspasen (cl. Casp = ‘cleaved caspase’) und PARP. Als Ladekontrolle diente
GAPDH.
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Dabei zeigte sich fir die kombinierte Applikation von Doxorubicin- oder Asparaginase
mit BA Caspase-3- und Caspase-9-Aktivierung fruhestens nach 36h, wahrend
Caspase-6, -7 und -8 auch nach prolongierter Inkubation keine Spaltung und damit
Aktivierung aufwiesen. Zusatzlich wurde als ein typisches Zielprotein von Caspasen
und Ausdruck der Effektorfunktion im Rahmen der Zellltodinduktion nukleares PARP
nach 48h gespalten (s. Abb. 18 bzw. Abb. 19).
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Abb. 19: FACS-Analyse zum intrazellularen Nachweis von aktiver Caspase-3. JURKAT
Zellen wurden Uber 48h einzel- und kostimuliert mit Asparaginase (Asp, 0,2 U/ml) und
Betulinsdure (BA, 1 ug/ml). Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen
Experimenten; *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu kalkuliertem
Kombinationseffekt nach Webb (1963); NS = nicht signifikant.

Um zu klaren, ob verstarkte Caspasenaktivierung zur synergistischen Apoptose-
induktion zwingend notwendig ist, wurden diese Proteine in JURKAT Zellen blockiert.
Dies gelang biochemisch durch den irreversiblen Pan-Caspase-Inhibitor qVAD und
alternativ durch Uberexpression des zelleigenen Caspase-Inhibitorproteins XIAP (s.
Abb. 21). XIAP blockiert als anti-apoptotisches |IAP-Protein die katalytische Aktivitat
der Caspasen-3, -7 und -9 und besitzt Ubiquitinylierungsfunktion, wodurch blockierte

Caspasen durch das Proteasom degradiert werden.
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Abb. 20: FSC/SSC-Apoptoseanalyse von parentalen und mit dem Caspasen-Inhibitor
gVAD vorbehandelten JURKAT und CEM Zellen (qVAD: 50 uM; 6h Vorinkubation). Alle
Zelllinien wurden einzel- und kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo; JURKAT: 20 nM; CEM: 10
nM), oder Asparaginase (Asp; JURKAT und CEM: 0,2 U/ml) und Betulinsaure (BA; JURKAT:
1 ug/ml; CEM: 1,5 ug/ml) und 72 h inkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von drei
unabhangigen Experimenten; *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu
kalkuliertem Kombinationseffekt nach Webb (1963); NS = nicht signifikant.
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Es zeigte sich nach Vorbehandlung mit qVAD, dass Caspasenaktivierung Voraus-
setzung fur synergistische Apoptoseinduktion durch Doxorubicin oder Asparaginase
mit BA war: qVAD-vorbehandelte JURKAT Zellen zeigten keine verstarkte Apoptose-
induktion nach kombinierter Stimulation. Eine weitere Leukamiezelllinie mit synergis-
tischer Apoptoseinduktion nach BA-Kostimulaion mit Asparaginase, Doxorubicin oder
Vincristin, CEM Zellen, wurde zur Verifizierung der Untersuchungen auf JURKAT
Zellen im Sinne einer generellen Signifikanz des synergistischen Effektes heran-
gezogen. Derart Caspasen-inhibierte CEM Zellen zeigten ebenfalls keine synergis-

tische Apoptoseinduktion nach 72stindiger Kostimulation (s. Abb. 20).

parental XIAP kDa

XIAP [ =—w | 53
GAPDH [ == - | 36

JURKAT

Abb. 21: Western-Blot-Analyse von parentalen JURKAT Zellen (parental) und derivativen,
stabil XIAP-Uberexprimierenden JURKAT Zellen (XIAP) auf XIAP Expression. GAPDH diente
als Ladekontrolle.

Durch Uberexpression von XIAP konnte in einem alternativen molekularen Ansatz
gezeigt werden, dass eine solche Inhibierung der Caspasenaktivitat den synergis-
tischen Phanotyp unterdriickt (s. Abb. 22). Dabei wurden in einem Vorexperiment
zunachst gleiche Zytostatikadosierungen flr parentale und derivative XIAP-
uberexprimierende JURKAT Zellen eingesetzt. Diese Stimulation zeigte jedoch im
Gegensatz zu parentalen JURKAT Zellen keinen Apoptoseeffekt auf derivativen
JURKAT Zellen, da sie durch Uberexpression eines anti-apoptotischen Proteins
(bzw. eines Inhibitiors eines pro-apoptotischen Proteins) verstarkte Apoptose-
resistenz aufwiesen. Um einen zu parentalen JURKAT Zellen vergleichbaren
Apoptoseeffekt durch Einzelstimulation zu erhalten, wurden in diesem wie in den
folgenden Experimenten in derivativen Zelllinien entsprechend hdhere Zytostatika-
dosierungen eingesetzt, so dass vergleichbare Apoptoseraten nach Einzelstimulation

wie auf parentalen Zellen erzielt wurden.
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Abb. 22: FSC/SSC-Apoptoseanalyse von parentalen und derivativen XIAP-uber-
exprimierenden JURKAT Zellen (XIAP). Alle Zelllinien wurden einzel- und kostimuliert mit
Doxorubicin (Doxo; parental: 20 nM; XIAP: 50 nM; links) oder Asparaginase (Asp; parental:
0,2 U/ml; XIAP: 0,5 U/ml; rechts) und Betulinsdure (BA; parental: 1 ug/ml; XIAP: 1,5 pg/ml)
und 72 inkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten;
*p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu kalkuliertem Kombinations-
effekt nach Webb (1963); NS = nicht signifikant.

Bei analogen Experimenten mit dem Zytostatikum Vincristin bestatigte sich die
Abhangigkeit der synergistischen Apoptoseinduktion von Caspasenaktivierung.

Zusammenfassend konnte flr die distale Apoptosesignaltransduktion gezeigt
werden, dass selektiv Caspase-9 und Caspase-3 nach Kostimulation von BA und
Doxorubicin oder Asparaginase auf JURKAT Zellen aktiviert wurden. Diese
Caspasenaktivierung war essentielles Ereignis fur synergistischen Zelltod in Folge

dieser Kostimulation, da Caspaseninhibition den Effekt blockierte.

V.1.3.2 Freisetzung von mitochondrialen Faktoren

Klassischerweise erfolgt die Stimulation der Exekutionsphase des intrinsischen
Apoptosesignalwegs durch Freisetzung von Apoptose-vermittelnden Faktoren aus
dem Intermembranraum des Mitochondriums. Zu diesen zahlen Cytochrom-C, ein
Protein der Atmungskette, welches mit Pro-Caspase-9 und APAF-1 zum sog.

Apoptosom komplexiert und dadurch weitere Caspasen aktiviert. Eine zweite Klasse
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von freigesetzten pro-apoptotischen Proteinen, SMAC und OMI, inhibieren direkt die
blockierende Interaktion von IAP Proteinen und Caspasen Uber Interferenz der
blockierenden Domane (Du et al., 2000; Suzuki et al., 2001). Zwei weitere Faktoren,
Endonuclease G und AIF, wirken nach Freisetzung Caspasen-unabhangig direkt im

Kern und flhren zur Degeneration von DNA-Strangen und nuklearen Proteinen.
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Abb. 23: Western-Blot-Analyse von JURKAT Zellen zur Detektion der Freisetzung von
mitochondrialen Faktoren. Zellen wurden einzel- und kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo,
20 nM; oben) oder Asparaginase (Asp, 0,2 U/ml; unten) und Betulinsaure (BA, 1 ug/ml) und
zu den angegebenen Zeitpunkten, getrennt in zytosolische und mitochondriale Fraktionen,
lysiert. Primare Antikdrper detektierten mitochondriale pro-apoptotische Faktoren (Cyt C,
SMAC, OMI, AIF und EndoG). Als Ladekontrolle dienten COX IV fur mitochondriale
Fraktionen (m) und o-Tubulin fur zytosolische Fraktionen (c).
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Um zu beurteilen, welche dieser Faktoren bei synergistischer Apoptoseinduktion eine
Rolle spielen, erfolgte eine getrennte Untersuchung der zytosolischen und mito-
chondrialen Zellfraktion, um die Freisetzung von Cytochrom-C, SMAC, OMI, Endo-
nuclease und AIF aus dem Mitochondrium ins Zytosol detektieren zu kdnnen. Bei
mitochondrialer Freisetzung eines dieser Proteine sinkt dessen Level in der mito-
chondrialen und steigt in der zytosolischen Fraktion. Dies war in JURKAT Zellen fur
Cytochrom-C, SMAC und OMI bei Kombination von Doxorubicin oder Asparaginase
und BA nach 36h der Fall, nicht jedoch fur AIF und Endonuclease G (s. Abb. 23).

Um die Freisetzung von Cytochrom-C bei Kombination von Asparaginase und BA
mittels einer zweiten unabhangigen Methode intrazellular nachzuweisen, wurden
JURKAT Zellen per FACS-Analyse mit einem spezifischen Primarantikbrper gegen
mitochondriales Cytochrom-C inkubiert. Dieser konformationsspezifische Antikorper
bindet nur an die mitochondriale Form von Cytochrom-C, somit kann bei Cytochrom-
C-Freisetzung eine Abnahme des Fluoreszenzsignals uber Zeit detektiert werden. Es
zeigte sich ein Anstieg der zytosolischen Cytochrom-C-Rate nur fur die Ko-
stimulation von Asparaginase und BA bereits nach 24h, ein signifikanter Unterschied
zur Addition der Einzeleffekte jedoch erst nach 48h (s. Abb. 24).
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Abb. 24: FACS-Analyse zur Freisetzung von Cytochrom-C mittels konformations-
spezifischem Antikérper. JURKAT Zellen wurden einzel- und kostimuliert mit Asparaginase
(Asp, 0,2 U/ml) und Betulinsdure (BA, 1 ug/ml). Gezeigt sind Mittelwerte £ SEM von drei
unabhangigen Experimenten; *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu
kalkuliertem Kombinationseffekt nach Webb (1963); NS = nicht signifikant.
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Als primar durch Cytochrom-C-Freisetzung aktivierte Caspase des intrinsischen
Signalweges, sollte die Rolle von Caspase-9 zur synergistischen Apoptoseinduktion
naher untersucht werden. Ist dessen Initiatorfunktion bei der Aktivierung anderer
Caspasen essentiell und ist die Ausbildung des Apoptosoms Voraussetzung flr den
gezeigten Phanotyp?

Zur Klarung dieser Frage standen diesem Projekt derivative JURKAT Zellen mit
autosomalem Caspase-9-Defekt zur Verfugung. Als spezifische Kontrolle wurde in
diesen Caspase-9-defizienten JURKAT Zellen Capsase-9 per Vektor re-exprimiert (s.
Abb. 25).

parental C-97/- C-9**
35 kDa

Abb. 25: Western-Blot-Analyse von parentalen JURKAT Zellen (parental), derivativen
Caspase-9 negativen JURKAT Zellen (C-97) und Caspase-9 re-exprimierenden JURKAT
Zellen (C-9""*) auf Caspase-9 (Casp-9) Expression. GAPDH diente als Ladekontrolle.

Diese Zelllinien wurden zu gleichen experimentellen Bedingungen wie in Kapitel
V.1.3.1 stimuliert. Dabei war der Verlust von Caspase-9 verbunden mit dem Verlust
der synergistischen Wirkung bei Kombinationstherapie fir alle getesteten Kom-
binationen (s. Abb. 26). Somit ist die komplette Ausbildung des Apoptosoms aus
Cytochrom-C, APAF-1 und Caspase-9 Voraussetzung fir die beschriebenen

Synergieeffekte.
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Abb. 26: FSC/SSC-Apoptoseanalyse von parentalen JURKAT Zellen, derivativen
Caspase-9-defizienten JURKAT Zellen (Casp-97) und JURKAT Casp-9” Zellen, die
stabil Caspase-9 re-exprimieren (Casp-9""). Alle Zelllinien wurden fiir 72h einzel- und ko-
stimuliert mit Doxorubicin (Doxo; parental und Casp-9**: 20 nM; Casp-97: 50 nM; links) oder
Asparaginase (Asp; parental und Casp-9"*: 0,2 U/ml; Casp-97: 1 U/ml; rechts) und Betulin-
saure (BA; 1 ug/ml). *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu kalkulier-
tem Kombinationseffekt nach Webb (1963); NS = nicht signifikant.

Eine weitere Sonderrolle zur Signalverstarkung im intrinsischen Apoptosesignalweg
am Mitochondrium kann Caspase-8 einnehmen. Es ist fur JURKAT Zellen aktuell
beschrieben, dass im Gegensatz zu anderen Caspasen ein kleinerer Proteinanteil
des zellularen Caspase-8-Speichers am Mitochondrium gebunden ist. Nach
Stimulation durch zytotoxische Wirkstoffe kann Caspase-8 in der Pro-Form neben
klassischer Caspasenaktivierung die Freisetzung mitochondrialer Faktoren uber noch
unbekannte Kanale bewirken (Kadohara et al., 2009).

Daher wurden derivative JURKAT Zellen mit per RNA-Interferenz inhibierter Ex-
pression von Caspase-8 (s. Abb. 27) auf Beeintrachtigung des synergistischen
Effektes untersucht. Dies erfolgte unter zuvor beschriebenen experimentellen

Rahmenbedingungen (vgl. Kapitel V.1.3.1).
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Abb. 27: Western-Blot-Analyse von parentalen JURKAT Zellen und per RNA-Interferenz
Caspase-8-inhibierten JURKAT Zellen (shCasp-8) auf Caspase-8 (Casp-8) Expression.

GAPDH diente als Ladekontrolle.
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Abb. 28: FSC/SSC-Apoptoseanalyse von parentalen JURKAT Zellen und derivativen
Caspase-8 inhibierten JURKAT Zellen (shCasp-8). Alle Zelllinien wurden fir 72h einzel-
und kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo; 20 nM; links) oder Asparaginase (Asp; 0,2 U/mi;
rechts) und Betulinsdure (BA; 1 ug/ml). Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM von drei unab-
hangigen Experimenten; *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu
kalkuliertem Kombinationseffekt nach Webb (1963).

Es zeigte sich in diesen Versuchen keine Abhangigkeit von Caspase-8, da eine

Inhibierung dieses Proteins keine Auswirkung auf synergistische Apoptoseinduktion

hatte (s. Abb. 28).
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V.1.3.3 Rolle von pro- und anti-apoptotischen BCL-2 Proteinen

Eine zentrale Rolle bei der Aktivierung von Mitochondrien spielen Mitglieder der BCL-
2 Proteinfamilie. Zu ihnen zahlen u.a. pro-apoptotische porenbildende Proteine (BAK
und BAX) und anti-apoptotische BCL-2-ahnliche Proteine (v.a. BCL-2 und BCL-XL),
die BAK/BAX Oligomerisierung und damit Porenbildung durch direkte Interaktion
blockieren.

Um zu beurteilen, ob sich das Gleichgewicht der BCL-2 Proteine im Fall der Kombi-
nationstherapie auf Proteinebene andert, wurden Western-Blot-Analysen dieser
Proteine durchgefihrt (s. Abb. 29). Hochregulation von pro-apoptotischen bzw.
Herunterregulation von anti-apoptotischen BCL-2 Mitgliedern kann synergistische

Apoptose begunstigen.
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Abb. 29: Western-Blot-Analyse von JURKAT Zellen zum Nachweis der Regulation von
BCL-2 Mitgliedern. Diese wurden einzel- und kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo, 50 nM;
oben) oder Asparaginase (Asp, 0,2 U/ml; unten) und Betulinsaure (BA, 1 ug/ml) und nach
angegebenen Zeitpunkten lysiert. Die primaren Antikérper detektierten Mitglieder der BCL-2
Proteinfamilie (BAK, BCL-2 und BCL-XL). Als Ladekontrolle diente GAPDH.
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Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf das Expressionslevel
dieser Proteine zwischen nicht, einzel- und kostimulierten JURKAT Zelllysaten,

weder im Fall der Kostimulation von BA mit Doxorubicin noch mit Asparaginase.

Um zu klaren, welche Rolle die Porenbildung durch BAK zur Freisetzung von
Cytochrom-C hat, wurden derivative stabil BCL-2- und BCL-XL-Uberexprimierende
JURKAT Zellen und autosomal BAK- und BAX-defiziente JURKAT Zellen eingesetzt.
JURKAT Zellen zeigen per se keine Expression des Poren-bildenden Proteins BAX,
womit BAK-defiziente JURKAT Zellen weder BAK- noch BAX-Poren bilden kdnnen
(s. Abb. 30).

parental BCL-2 parental BCL-XL

BCL-2 W 26 kDa BCL-XL [ 28 kDa
GAPDH [ 36 kDa GAPDH 36 kDa

JURKAT JURKAT

parental BAK -/- JURKAT A498
BAK |- 30 kDa BAX|[ ™| 23 kDa

GAPDH 36 kDa GAPDH [*== w36 kDa
JURKAT

Abb. 30: Obere Reihe: Western-Blot-Analyse von parentalen JURKAT Zellen, stabil BCL-2-
Uberexprimierenden JURKAT Zellen (BCL-2; links), stabil BCL-XL-Uberexprimieren-den
JURKAT Zellen (BCL-XL; rechts) zur Detektion des Proteinstatus von BCL-2 bzw. BCL-XL.
Untere Reihe: Western-Blot-Analyse von parentalen JURKAT Zellen und BAK-negativen
JURKAT Zellen (BAK™; links) zur Detektion des BAK Proteinlevels und von parentalen
JURKAT und A498 Zellen zur Detektion der Proteinexpression von BAX (rechts). GAPDH
diente als Ladekontrolle.
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Abb. 31: FSC/SSC-Apoptoseanalyse von parentalen JURKAT Zellen, stabil BCL-2-
Uberexprimiernden JURKAT Zellen (BCL-2), stabil BCL-XL-Uberexprimierenden
JURKAT Zellen (BCL-XL) und BAK/BAX-negativen JURKAT Zellen (BAK™). Alle Zell-
linien wurden einzel- und kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo; parental: 20 nM; BCL-2, BCL-
XL und BAK™: 50 nM; oben) oder Asparaginase (Asp; parental: 0,2 U/ml; BAK™: 0,5 U/ml;
BCL-2 und BCL-XL: 1 U/ml; unten) und Betulinsaure (BA; parental: 1 ug/ml; BCL-2, BCL-XL
und BAK™: 1,5 pg/ml) und fiir 72h inkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von drei unab-
hangigen Experimenten; *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu
kalkuliertem Kombinationseffekt nach Webb (1963); NS = nicht signifikant.
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Dabei zeigte sich, dass Uberexpression der anti-apoptotischen BCL-2-Mitglieder
BCL-2 oder BCL-XL, die BAK/BAX-Porenbildung verhindern, zur Unterdrickung
eines synergistischen Effektes fuhrte (s. Abb. 31). Gleiches Ergebnis zeigte sich bei
Eliminierung der porenbildenden Proteine BAK und BAX.

Es kann postuliert werden, dass BAK-Porenbildung Voraussetzung fur die Frei-
setzung der Apoptose-vermittelnden Faktoren, allen voran Cytochrom-C, aus dem
Intermembranraum des Mitochondriums ist, was zu Caspasenaktivierung und so zu
synergistischer Apoptoseinduktion durch BA und Asparaginase oder Doxorubicin
flhrt.

V.1.3.4 Rolle der BH3-D Proteine

Als eine Gruppe wichtiger Triggerproteine des intrinsischen Apoptosesignalweges
gelten pro-apoptotische BH3-D Proteine, welche in Folge intrinsischer Stimuli durch
Spaltung direkt aktiviert, von Zytoskelettproteinen oder anderen Speicherproteinen
freigesetzt oder durch aktivierte Transkriptionsfaktoren verstarkt exprimiert werden
konnen.

Eine prominente Untergruppe sind BID und BIM, die als direkte Aktivatoren der
porenbildenden Proteine BAK und BAX gelten. Es wurde in diesem Zusammenhang
kiurzlich gezeigt, dass Multiproteinstapel des BH3-D Proteins BIM im Gegensatz zum
Monomer durch direkte Interaktion eine Konformationsanderung von BAX induzieren
konnen. BAX wird dadurch zur &uBeren Mitochondrienmembran rekrutiert und
permeabilisiert diese durch ringférmige Oligomerbildung (Gavathiotis et al., 2008).
Zusatzlich zu beschriebenen BH3-D Aktivatoren sind im Fokus aktueller Studien als
sog. ,Sensitizer’ die BH3-D Proteine NOXA und PUMA in allen eukaryotischen Zellen
vorhanden (Letai et al., 2008). Diese pro-apoptotischen BH3-D Proteine ebnen
intrinsische Apoptoseinduktion durch Verdrangen der porenbildenden Proteine BAK
und BAX oder der Aktivatoren BID und BIM von inhibitorischen BCL-2 ahnlichen
Proteinen (BCL-2, BCL-XL oder MCL-1) auf Grund ihrer hoheren Bindungsaffinitat.
Sie sind damit fur die Feinregulation mitochondrialer Apoptoseinduktion verant-
wortlich, da sie mit mehreren BCL-2-Bindungspartnern je nach Stimulus interagieren
konnen. Die Rolle all dieser BH3-D Proteine zur synergistischen Apoptoseinduktion

sollte im Folgenden analysiert werden.
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V.1.3.4.1 Rolle der Aktivatoren BID und BIM

BID und BIM sind viel versprechende Mediatoren synergistischer Apoptoseinduktion
durch Zytostatika und BA und wurden im Folgenden naher untersucht. Durch
Western-Blot-Analyse beginnend nach 12h wurden Proteinlevel von BID und BIM
nach Einzel- und Kostimulation mit Doxorubicin oder Asparaginase und Betulinsaure
detektiert, um mogliche Aktivierung in Form von Proteindegradierung zu detektieren.
Es zeigte sich jedoch keine signifikante Anderung der Proteinlevel von BID oder BIM
in kostimulierten JURKAT Zellen im Vergleich zu unbehandelten oder einzel-
stimulierten JURKAT Zellen (s. Abb. 32).

GAPDH | e e s . . . . <———. | 36
JURKAT

JURKAT

Abb. 32: Western-Blot-Analyse von JURKAT Zellen zum Nachweis der Regulation von
BID oder BIM. Zellen wurden einzel- und kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo, 50 nM; oben)
oder Asparaginase (Asp, 0,2 U/ml; unten) und Betulinsdure (BA, 1 pg/ml) und nach
angegebenen Zeitpunkten lysiert. Die primaren Antikorper detektierten BID und BIM. Als
Ladekontrolle diente GAPDH.
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Zusatzlich wurden die Proteine BID oder BIM in JURKAT Zellen per RNA-Interferenz
Technologie herunterreguliert (s. Abb. 33), um deren Mitwirken an synergistischer

Apoptoseinduktion nicht zu Ubersehen. Als Transfektionskontrolle dienten jeweils mit

einer RNA Kontrollsequenz transfizierte JURKAT Zellen, die keinen signifikanten

Unterschied in der synergistischen Wirkverstarkung im Vergleich zu parentalen

Zellen zeigten.

BIM

parental shBIM

GAPDH

JURKAT

parental shBID

BID [ —
GAPDH

22 kDa

W] 36 kDa

JURKAT

Abb. 33: Western-Blot-Analyse von parentalen JURKAT Zellen (parental), stabil mit shRNA
rechts) transfizierten JURKAT Zellen nach
Proteinstatus von BIM bzw. BID. GAPDH diente als Ladekontrolle.
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Abb. 34: FSC/SSC-Apoptoseanalyse von parentalen JURKAT Zellen und stabil mit
shRNA gegen BIM (shBIM) und BID (shBID) transfizierten JURKAT Zellen. Alle Zell-
linien wurden fir 72h einzel- und koinkubiert mit Doxorubicin (Doxo, 20 nM; links) oder

Asparaginase (Asp,

0,2 U/ml;

rechts) und Betulinsaure (BA, 1,5 pg/ml). Gezeigt sind

Mittelwerte £ SEM von drei unabhangigen Experimenten; *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch
signifikanter Unterschied zu kalkuliertem Kombinationseffekt nach Webb (1963).
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Herunterregulierung von BID oder BIM hatte keinen Einfluss auf synergistische
Apoptoseinduktion, da sich diese unabhangig von BID oder BIM konstant zeigte (s.
Abb. 34). BID und BIM leisten keinen Beitrag in der synergistischen Signaltrans-

duktion durch Betulinsaure und Doxorubicin bzw. Asparaginase.

V.1.3.4.2 Rolle der BH3-D Proteine NOXA und PUMA

Im Fokus aktueller Studien stehen die BH3-D Proteine NOXA und PUMA als sog.
,Sensitizer’. Sie sind eher fur die Feinregulation mitochondrialer Apoptoseinduktion
verantwortlich, da sie mit mehreren BCL-2-ahnlichen Proteinen je nach Stimulus

interagieren konnen.
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Abb. 35: Western-Blot-Analyse von JURKAT Zellen zum Nachweis von NOXA- und
PUMA-Regulation. Diese wurden einzel- und kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo, 50 nM,;
oben) oder Asparaginase (Asp, 0,2 U/ml; unten) und Betulinsaure (BA, 1 ug/ml) und nach
angegebenen Zeitpunkten lysiert. Die primaren Antikdrper detektierten NOXA und PUMA.
Als Ladekontrolle diente GAPDH.
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Um die Rolle von NOXA oder PUMA bzw. das Zusammenspiel beider BH3-D
Proteine im Rahmen der Wirkverstarkung von Doxorubicin oder Asparaginase und
BA zu charakterisieren, wurde deren Proteinstatus beginnend 12h nach Einzel- bzw.
Kostimulation per Western-Blot-Analyse detektiert (s. Abb. 35).

Dabei ergab sich fir PUMA keine Anderung des Proteinstatus. NOXA jedoch wurde
im Fall der Kostimulation mit Doxorubicin sowie Asparaginase und BA nach 24h
verstarkt und bis mindestens 36h prolongiert exprimiert. NOXA Hochregulation
konnte auch fur Einzelstimulation mit Doxorubicin, Asparaginase bzw. BA detektiert
werden, jedoch in geringerer Hohe und zu einem spateren Zeitpunkt. Niedrige
Einzelstimulation induzierte in diesen Zellen auch bei Inkubation Uber 72h hinaus
kaum Apoptose.

Um zu klaren, ob diese festgestellte prolongierte NOXA Hochregulation verant-
wortlich ist flr synergistische Wirkverstarkung, wurden JURKAT und alternativ CEM
Zellen jeweils mit einem shRNA-Plasmid gegen NOXA, gegen PUMA oder simultan
mit beiden Plasmiden transfiziert (s. Abb. 36 und Abb. 37). Es ist beschrieben, dass

diese Proteine unter bestimmten Stimuli kooperieren konnen (Villunger et al., 2003).

parental shNOXA parental shPUMA

NOXA [ [11kDa PUMA [ |18 kDa
GAPDH [ 36 kDa GAPDH [ 36 kDa
JURKAT JURKAT

parental shPUMA
+shNOXA

NOXA 11 kDa
PUMA [* |18 kDa
GAPDH [=== === 36 kDa

JURKAT

Abb. 36: Western-Blot-Analyse von parentalen JURKAT Zellen (parental) und stabil mit
shRNA gegen NOXA (shNOXA, oben links), gegen PUMA (shPUMA; oben rechts) und mit
beiden shRNA Plasmiden (shPUMA+shNOXA; unten) transfizierten JURKAT Zellen nach
Proteinstatus von NOXA bzw. PUMA. GAPDH diente als Ladekontrolle.
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Abb. 37: Western-Blot-Analyse von parentalen CEM Zellen (parental) und stabil mit shRNA
gegen NOXA (shNOXA, oben links), gegen PUMA (shPUMA; oben rechts) und mit beiden
shRNA Plasmiden (shPUMA+shNOXA; unten) transfizierten CEM Zellen nach Proteinstatus
von NOXA bzw. PUMA. GAPDH diente als Ladekontrolle.

Dabei zeigten PUMA-herunterregulierte Zellen keine phénotypische Anderung des
Synergismusverhaltens, NOXA-herunterregulierte Zellen alleine und in Kombination
mit PUMA-Herunterregulation buften die Fahigkeit zu synergistischer Apoptose-
induktion nach BA-Kostimulation mit Doxorubicin oder Asparaginase (s. Abb. 38 und
Abb. 39) ein. Bei analogen Experimenten mit dem Zytostatikum Vincristin bestatigte
sich die Abhangigkeit der synergistischen Apoptoseinduktion von NOXA.

Daraus kann geschlossen werden, dass verstarkte Expression des BH3-D
Sensitizers NOXA alleine verantwortlich ist fir synergistische Apoptoseinduktion bei

Kombination von Doxorubicin, Asparaginase oder Vincristin mit Betulinsaure.
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Abb. 38: FSC/SSC-Apoptoseanalyse von parentalen JURKAT Zellen und stabil mit
shRNA gegen NOXA (shNOXA), gegen PUMA (shPUMA) und mit beiden shRNA
Plasmiden (shPUMA+shNOXA) transfizierten JURKAT Zellen. Alle Zelllinien wurden fur
72h einzel- und kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo; parental und shPUMA: 20 nM; shNOXA
und shNOXA+ shPUMA: 50 nM; oben) oder Asparaginase (Asp; parental und shPUMA: 0,2
U/ml; shNOXA und shNOXA+shPUMA: 0,5 U/ml; unten) und Betulinsdure (BA; parental und
shPUMA: 1 ug/ml; shNOXA und shNOXA +shPUMA: 1,5 ug/ml). Gezeigt sind Mittelwerte +
SEM von drei unabhangigen Experimenten; *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter
Unterschied zu kalkuliertem Kombinationseffekt nach Webb (1963); NS = nicht signifikant.
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Abb. 39: FSC/SSC-Apoptoseanalyse von parentalen CEM Zellen und stabil mit shRNA
gegen NOXA (shNOXA), gegen PUMA (shPUMA) und mit beiden shRNA Plasmiden
(shPUMA+shNOXA) transfizierten CEM Zellen. Alle Zelllinien wurden fir 72h einzel- und
kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo; parental und shPUMA: 10 nM; shNOXA und shNOXA+
shPUMA: 50 nM; oben) oder Asparaginase (Asp; parental und shPUMA: 0,2 U/ml; shNOXA
und shNOXA+shPUMA: 0,5 U/ml; unten) und Betulinsaure (BA; parental und shPUMA: 1,5
pg/ml; shNOXA und shNOXA +shPUMA: 2 ug/ml). Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM von drei
unabhangigen Experimenten; *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu

kalkuliertem Kombinationseffekt nach Webb (1963); NS = nicht signifikant.
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V.1.3.5 Rolle des Tumorsuppressors p53

Abschlielend wurde untersucht, welche intrazellulare Signaltransduktion fur die
verstarkte Expression von NOXA verantwortlich ist. Dabei ist in der Literatur
beschrieben, dass der Tumorsuppressor p53 u.a. ein klassischer Transkriptionsfaktor
fur die Genexpression von NOXA ist (Villunger et al., 2003). Diese Funktion von p53
wird v.a. induziert durch spezifische Phosphorylierung bzw. Acetylierung durch die
Kinasen ATM und ATR, welche nach Zytostatika-induzierten DNA-Strangbrichen
aktiviert werden (s. Kapitel 11.1.4 und 11.1.5).

BA| -|+ | -|+ |-+ ]|=-|+
Doxo| = | - |+ |+ | -| =]+ | + |kDa

p53 Kern - - - 53
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GAPDH oo e | 36
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12h 24h
BA | - [+ | -[+]|-[+]-1]+
Asp| = [ -|+ |+ ]| -]=-]+ |+ |kDa
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GAPDH | cm—————— 3
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Abb. 40: Western-Blot-Analyse von JURKAT Zellen zum Nachweis von p53. Zellen
wurden einzel- und kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo, 20 nM; oben) oder Asparaginase
(Asp, 0,2 U/ml; unten) und Betulinsaure (BA, 1 pg/ml) und nach angegebenen Zeitpunkten
lysiert, getrennt in zytosolische und nukleare Fraktionen. Als Ladekontrolle diente Histon H1
fur die nukleadre Fraktion, GAPDH fir die zytosolische Fraktion.
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In welchem Zusammenhang eine mogliche Stabilisierung von p53 im Kern und
synergistische Apoptoseinduktion steht, wurde durch Western-Blot-Analyse unter-
sucht. Dabei wurden einzel- und kostimulierter Lysate getrennt nach zytosolischer
und nuklearer Fraktion. Fur die kombinierte Stimulation mit Doxorubicin oder Aspara-
ginase zusammen mit BA in JURKAT Zellen wurde p53 erstmals nach 12h in der
Kernfraktion nachgewiesen. Fur BA-Kombination zeigten sich deutlich hohere p53-
Level im Vergleich zur Einzelstimulation mit Doxorubicin oder Asparaginase. Mit
dieser Stabilisierung von p53 im Kern ging eine Abnahme des p53 Proteinlevels im
Zytosol einher (s. Abb. 40).

Um zu Prifen, ob diese Aktivierung von essentieller Bedeutung fur synergistische
Apoptoseinduktion ist, wurden JURKAT und CEM Zellen mit einem shRNA-Plasmid
gegen p53 und einer Kontrollsequenz (‘mock’) stabil transfiziert (s. Abb. 41). Diese
Zelllinien wurden mit den entsprechenden Kombinationen (Doxorubicin oder

Asparaginase mit Betulinsaure) behandelt.

parental mock shp53 parental mock shp53

P53 [m——— | 53 kDa p53 [ | 53 kDa
GAPDH |us| 36 kDa GAPDH [ 36 kDa

JURKAT CEM

Abb. 41: Western-Blot-Analyse von je parentalen und stabil mit shRNA Kontrollsequenz
(mock) bzw. shp53 transfizierten JURKAT Zellen (links) und CEM Zellen (rechts) nach p53
Proteinleveln. GAPDH diente als Ladekontrolle.

Die derivativen JURKAT und CEM Zellen mit inhibierter Expression von p53 zeigten
im Gegensatz zu den p53 exprimierenden Zellen (parentale und kontrolltransfizierte
Zellen) deutlich weniger synergistischen Zelltod (s. Abb. 42 und Abb. 43). Gleiche
Ergebnisse zeigten analoge Experimente mit dem Zytostatikum Vincristin. Somit ist
p53 der fur die Synergieeffekte hauptverantwortliche Transkriptionsfaktor zur

Transaktivierung von NOXA.
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Abb. 42: FSC/SSC-Apoptoseanalyse von parentalen, Kontrollsequenz (mock) und
shp53 transfizierten JURKAT Zellen. Alle Zelllinien wurden fur 72h einzel- und kostimuliert
mit Doxorubicin (Doxo; parental und mock: 20 nM; shp53: 50 nM; links) oder Asparaginase
(Asp; parental und mock: 0,2 U/ml; shp53: 0,5 U/ml; rechts) und Betulinsaure (BA; parental
und mock: 1 pg/ml; shp53: 1,5 pug/ml). Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von drei unab-
hangigen Experimenten; *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu
kalkuliertem Kombinationseffekt nach Webb (1963); NS = nicht signifikant.

*
T [BA LI BA
75 1 ] Doxo 75 | * O ASP
<) * M BA+Doxo e T M BA+Asp
o [ e
S s
- 2 u
2 50 S 501
3 NS &
=3 a
=4 =3 NS
= =
Q (8]
2 25 2 25
ﬁ | _ ﬁ -
v (]
=3 o
w v .
D 1
parental mock shp53 parental mock shp53
CEM CEM

Abb. 43:. FSC/SSC-Apoptoseanalyse von parentalen, Kontrollsequenz (mock) und
shp53 transfizierten CEM Zellen. Alle Zelllinien wurden fir 72h einzel- und kostimuliert mit
Doxorubicin (Doxo; parental und mock: 10 nM; shp53: 50 nM; links) oder Asparaginase (Asp;
parental und mock: 0,2 U/ml; shp53: 0,5 U/ml; rechts) und Betulinsaure (BA; parental und
mock: 1,5 pg/ml; shp53: 2 ug/ml). Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen
Experimenten; *p<0,05 (RM ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu kalkuliertem
Kombinationseffekt nach Webb (1963); NS = nicht signifikant.
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V.1.3.6 Verstarkter Zellzyklusarrest nach kombinierter Stimulation

Aktivierung von p53 und zytostatische Effekte (s. Kapitel V.1.3.5 und V.1.2) werden
typischerweise begleitet von einem Eingriff in die Zellzykluskontrolle, von einem sog.
Zellzyklusarrest. Der Zellzyklus beschreibt vier Phasen der Zellgenese: Eine G0/G1
(‘gap’), in der sich die meisten Zellen einer Zellpopulation unter in vitro Kultur-
bedingungen befinden, was sich auch im unbehandelten Zustand der JURKAT Zellen
in Abb. 44 zeigte. Bei optimalen Kulturbedingungen teilen sich Leukamiezellen typ-
abhangig etwa einmal in 24 Stunden, zunachst durch Eintritt in die S-Phase
(Synthesephase), wahrend der sich der Chromatingehalt einer Zelle verdoppelt. Final
tritt diese Zelle in die G2/M-Phase (Mitose/Meiose), in der sie sich teilt, um als zwei
Tochterzellen je wieder in die GO/G1-Phase einzutreten.

DNA-Strangbriche bedingt durch genotoxische Agenzien flhren dabei zur an-
dauernden Arretierung des Zellzyklus in der GO/G1-Phase oder der G2/M-Phase,
was im Fall eines irreparablen DNA Schadens zur Stabilisierung von p53 im Kern
fuhrt (Pellegata et al., 1996).
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Abb. 44: Zellzyklusanalyse von lebenden JURKAT Zellen 24h nach BA bzw. Doxo-
rubicin Einzel- oder Kostimulation (Propidiumiodidfarbung). Der Anteil lebender Zellen
entspricht 100%, diese wurden den jeweiligen Zellzyklusphasen (in Prozent) zugeordnet. Die
Zellen wurden mit Doxorubicin (Doxo, 20 nM) und Betulinsaure (BA, 1 ug/ml), sowie der
Kombination behandelt. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von n=3.
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Nach niedrig dosierter Stimulation mit BA trat keine Anderung der Zellpopulation
bezuglich ihrer Zellzyklusverteilung nach 24h Inkubation auf. Durch Behandlung
sowohl mit Doxorubicin als auch mit Asparaginase allein war eine Verschiebung zur
G1-Phase (65% bzw. 66%) zu beobachten, wodurch der Anteil der Zellen in der G2-
Phase halbiert wurde (s. Abb. 44 bzw. Abb. 45). Dies sprach flir einen Arrest der
Zellen in der G1-Phase.

Wurden JURKAT Zellen mit Doxorubicin und BA kostimuliert trat eine deutliche
Arretierung des Zellzyklus nach 24h in der S-Phase auf, welche annahernd verdrei-
facht wurde. Durch Kostimulation mit Asparaginase zeigte sich ein abweichendes
Bild: JURKAT Zellen arretierten in der G2/M-Phase. Zu diesem Zeitpunkt, nach 24h,
zeigten weder einzel- noch kostimulierte Zellen spezifische apoptotische Ver-

anderungen, was eine parallel durchgefuhrte FSC/SSC-Apoptoseanalyse zeigte.

100 .
m =
S - 16%
g [1 G0/G1-Phase
5 50 19%, O S-Phase
8 _ Bl G2/M-Phase
- : - 66%
'E . 58% - 57% :
c ;
=t €9 - 40%
0 co BA Asp Asp+BA
JURKAT, 24h

Abb. 45: Zellzyklusanalyse von lebenden JURKAT Zellen 24h nach BA und Aspara-
ginase Einzel- oder Kostimulation (Propidiumiodidfarbung). Der Anteil lebender Zellen
entspricht 100%, diese wurden den jeweiligen Zellzyklusphasen (in Prozent) zugeordnet. Die
Zellen wurden mit Asparaginase (Asp, 0,2 U/ml) und Betulinsaure (BA, 1 pug/ml), sowie der
Kombination behandelt. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von n=3.

Damit wurde gezeigt, dass Kostimulation zu Zellzyklusarretierung in der S-Phase
(Doxorubicin) oder der G2/M-Phase (Asparaginase) fuhrte und in beiden Fallen mit

p53 Stabilisierung im Kern assoziiert war.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Kostimulation von Betulinsaure und
Asparaginase, Doxorubicin und Vincristin synergistische Apoptoseinduktion in
JURKAT und CEM Leukamiezelllinien bewirkte. Auf vier weiteren soliden Tumorzell-
linien und in Zytostatika-resistenten JURKAT Zelllinien zeigten entsprechende BA-
Kombinationen ebenfalls synergistische Effekte. Synergistische Apoptoseinduktion
durch diese Wirkstoffe war assoziiert mit der Hemmung des Wachstums von
Tumorzellen.

Auf molekularer Signalebene kam es in Folge der Kostimulation von Betulinsaure
und Doxorubicin oder Asparaginase in Leukamiezelllinien zur Aktivierung von
Caspase-3 und -9. Aktivierung von Caspasen ging Cytochrom-C- und SMAC/OMI-
Freisetzung aus dem mitochondrialen Intermembranraums voraus. Freisetzung
dieser Faktoren erfolgte durch BAK-Porenbildung, was durch Uberexpression von
BCL-2 und BCL-XL inhibiert werden konnte. NOXA Akkumulation in Folge von p53-
abhangiger Expression fuhrte zu dieser Aktivierung von Mitochondrien. Das Primar-

ereignis von p53-Akkumulation im Zellkern war begleitet von einem Zellzyklusarrest.

V.2 Untersuchungen in primaren kindlichen leukamischen Blasten

In den vorherigen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass Betulinsdure als neuer
Wirkstoff im Zusammenspiel mit etablierten Chemotherapeutika Apoptose in syn-
ergistischem Ausmal’ induzieren konnte, was hinsichtlich Therapie dieses Krank-
heitsbildes eine neue Therapiemoglichkeit eroffnet. Tumorzellliniensysteme wie diese
sind jedoch aufgrund ihrer jahrzehntelangen Verwendung und Lagerung in der Kritik,
durch Mutationen Signalwege artifiziell regulieren zu kdnnen und so von der realen
klinischen Tumorzellreaktion auf zytotoxische Stimuli abzuweichen (Pawlowski et al.,
2009). Mit Xenograft Leukamiezellen, welche zeitnah nach Probenentnahme in der
NOD/SCID-Maus amplifiziert wurden, sollte somit die in vivo Situation einer humanen
Leukamie wirklichkeitsgetreuer modelliert werden.

Dazu sollte zunachst in primaren Proben kindlicher Leukamiezellen das Potential von
Betulinsaure als zusatzliches Zytostatikum der Standardtherapie ermittelt werden.
Daruber hinaus wurde ein Xenograft Mausmodell zur Amplifizierung dieser Primar-
proben genutzt, um erstmals die Ergebnisse der Signaltransduktion aus JURKAT
und CEM Zellen molekular in Xenograft Tumorzellen einer Leukamiepatientin und

eines Leukamiepatienten zu bestatigen.
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V.2.1 Synergistische Apoptose in primaren Leukamiezellen

Dieser Arbeit standen Daten von Stimulationsexperimenten mit Betulinsaure und
Chemotherapeutika auf primaren Leukamiezellen von noch unbehandelten Patienten
zur Verfugung. Es wurden dazu Uber die letzten Jahre primare Leukamiezellen von
bis zu n=47 Patientenproben mit Doxorubicin, Asparaginase und Vincristin und BA
bzw. der simultanen Kombination aus Chemotherapeutikum und BA untersucht.

Im Gegensatz zu Leukamiezelllinien, welche i.A. Zytostatika-sensitiver sind, wurden
die Chemotherapeutika in maximaler humaner Plasmakonzentration (s. Kapitel
V.1.1.3) eingesetzt. Die Konzentration von Betulinsdure wurde zu 10 ug/ml gewahilt,
da diese bereits zuvor in Tiermodellen als effektiv und nebenwirkungsfrei getestet
wurde (Fulda, 2009). Die maximale Inkubationszeit und damit das Versuchsende
wurden erreicht, wenn unbehandelte Kontrollzellen eine spezifische Apoptoserate
von 25% (bezogen auf den Versuchsbeginn) erreichten (s. Kapitel 1V.2.1.3). Unter
diesen Bedingungen lag die Versuchsspanne je nach Patientenprobe zwischen 24h
und 72h.

Betulinsaure konnte dabei in allen drei Fallen den spezifischen Apoptosemedian des
Standardwirkstoffes signifikant steigern (s. Abb. 46). Signifikante Unterschiede im
Vergleich zu beiden Einzeleffekten zeigten sich nur fur die Kombination von Doxo-
rubicin und BA.
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Abb. 46: FSC/SSC-Apoptoseanalyse primarer leukdmischer Patientenproben fur mind.
24h stimuliert mit Asparaginase (Asp, 1 U/ml; n=47), Doxorubicin (Doxo, 0,5 yM; n=45),
Vincristin (VCR, 30 nM, n=40) und Betulinsaure (BA, 10 ug/ml) sowie der Kombination aus
Zytostatikum und BA. Gezeigt sind Mediane mit Interquartilen, *p<0,05 (t-test).
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In den vorangegangenen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass synergistische
Apoptoseinduktion durch die p53-abhangige verstarkte Neusynthese von NOXA
bedingt war. Dieses Ereignis trat in JURKAT Leukamiezellen nach frihestens 24h
auf. Daher war zu erwarten, dass langere Inkubationszeiten von primaren Leukamie-
zellen mit BA und Zytostatika synergistische Apoptoseinduktion begunstigten.

Wurde die Untersuchung auf Patientenproben mit langerer Inkubationszeit von mind.
48h eingeschrankt, was in ungefahr der Halfte der untersuchten Proben der Fall war,
zeigten sich synergistische Apoptoseeffekte haufiger: Die Kombination von Aspara-
ginase, Doxorubicin oder Vincristin und Betulinsdure flUhrte zu signifikant hdherer

Apoptoseinduktion im Vergleich zum Effekt beider Einzelsubstanzen (s. Abb. 47).
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Abb. 47: FSC/SSC-Apoptoseanalyse priméarer leukdmischer Patientenproben mit
Inkubationszeiten von mindestens 48h. Diese wurden stimuliert mit Asparaginase (Asp, 1
U/ml, n=22), Doxorubicin (Doxo, 0,5 uM; n=20), Vincristin (VCR, 30 nM; n=18) und
Betulinsaure (BA, 10 pg/ml), sowie der Kombination aus Zytostatikum und BA. Gezeigt sind
Mediane mit Interquartilen, *p<0,05 (t-test).

Zusatzlich kann festgestellt werden, dass Patientenparameter wie Alter, Geschlecht,
Leukamietyp und insbesondere die Situation eines Rezidivs der Leukamie, keine
Rolle hinsichtlich der Wirkverstarkung durch Betulinsdure spielten: Verstarkte
Apoptoseinduktion zeigte sich fur alle Zytostatika-Kombinationen gleich verteilt in
jeder Patientengruppe und konnte Leukamiezellen auch im Falle eines Rezidivs

wirkungsvoll eliminieren (s. Tab. 5).
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Tab. 5: Patientenparameter untersuchter kindlicher Leuk&mieproben (n=47) mit laufen-
der Probennummer (#), Patientenalter in Jahren, Geschlecht (m: mannlich, w: weiblich),
Leukéamietyp (cALL: (kindliche) akute lymphatische Leukamie; AML: akute myeloische
Leukamie; (pra-)B: (pra-)B-Zellen; T: T-Zellen; NHL: Non-Hodgekin Lymphom) und Er-
scheinungsform der Leukamie (I: Initial oder R: als Rezidiv).

mannl./ Initial/ mannl./ Initial
# | Alter  weibl. Typ Rezidiv # ] Alter  weibl. Typ /Rezidiv
1 4 w cALL I 25 5 m cALL I
2 9 w AML I 26 6 m T-ALL I
31 10 w CALL I 27 2 m ALL I
41 11 w pra-B-ALL I 28 8 m T-ALL I
5 4 w ALL I 29 2 m cALL I
6 3 m CcALL I 30 3 w cALL I
7 4 w ALL I 31 4 w CcALL I
81 12 m T-ALL I 32 7 m CALL R
91 11 m T-ALL I 33 6 m CALL I
0] <1 w ALL I 34 7 w cALL I
11 6 w ALL I 35| 16 m cALL R
12| 14 w ALL R 36| 16 w cALL R
13 2 w AML I 37| 1 m AML I
141 13 w T-ALL I 38 m pra-B-ALL I
15 4 m B-NHL I 39 w pra-B-ALL I
16| 11 w AML I 401 11 m T-ALL I
17 9 w CcALL I 411 11 m T-NHL I
18 7 w pra-B-ALL R 42 w pra-B-ALL I
19 3 m ALL I 43 m CALL I
20 2 m ALL I 441 13 m CcALL I
21| 11 m AML R 45 w CALL I
22 11 m CALL R 46 m pra-B-ALL I
23 m CcALL I 47 m pra-B-ALL I
24 w AML I

Diese Daten wiesen auf einen positiven Einfluss von Betulinsaure in Zytostatika-
induzierter Apoptose in primaren Leukamiezellen jeweils einer Patientenprobe hin.
Dabei profitierte Apoptoseinduktion durch BA- Kombinationstherapie von einer
langeren Inkubationszeit von mindestens 48h. Patientenparameter und ungunstige

Prognose hatten keinen Einfluss.
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V.2.2 Synergismus in Xenograft Leukamiezellen aus NOD/SCID-Mausen

Primare Patientenzellen wurden aus diagnostischen Punktaten gewonnen und
standen daher nur in sehr beschrankter Menge fur in vitro Versuche zur Verfugung.
Diese Zellen teilen sich unter in vitro Kulturbedingungen nur in wenigen Fallen, daher
wurde fur weiterfihrende (molekulare) Untersuchungen nach einer Mdglichkeit
gesucht, Patientenproben bei geringem Mutationsrisiko zu expandieren. Dies war
madglich durch ein Xenograft NOD/SCID-Mausmodell (s. Kapitel 1V.2.9), welches fur
folgende Untersuchungen ausschlieB3lich als Amplifikationsmethode herangezogen
wurde, um ausreichend Tumorzellen fir in vitro Versuche herzustellen. Patienten-
probe #45 und elf weitere Patientenproben der kindlichen Leukamie (s. Tab. 6)
wurden etabliert, wobei bei jeder Passage bis zu einer Milliarde Leukamiezellen aus

der Milz dieser Tiere gewonnen werden konnten.

Tab. 6: Patientenparameter kindlicher Leukdmieproben (n=12) etabliert in einem Xeno-
graft NOD/SCID-Mausmodell mit laufender Probennummer (#), Patientenalter in Jahren,
Geschlecht (m: mannlich, w: weiblich), Leukdmietyp (cALL: kindliche akute lymphatische
Leukamie; pra-B: pra-B-Zellen; T: T-Zellen) und Erscheinungsform der Leukamie (I: Initial
oder R: als Rezidiv).

mannl./ Initial/ mannl./ Initial
# | Alter  weibl. Typ Rezidiv # | Alter  weibl. Typ /Rezidiv
45 8 w CALL I 53| 18 m CALL I
48| 13 w pra-B-ALL I 541 11 m T-ALL I
49 3 w pra-B-ALL R 55 5 w ALL R
50 7 w T-ALL I 56 1 m ALL I
51| 14 w pra-B-ALL R 57 4 m T-ALL I
52 6 w pra-B-ALL I 58| <1 m ALL I

Nach Aufreinigen und Aussaen in Zellkulturplatten wurden diese Zellen je mit
Doxorubicin, Asparaginase oder Vincristin und Betulinsaure simultan stimuliert und
bei obigen Bedingungen (s. Kapitel V.2.1) 48h bis 72h inkubiert. Diese Zytostatika-
Kombinationen wurden gewahlt, da sie bereits synergistische Effekte in Leukamie-
zelllinien und in Uber 40 primaren Patientenproben zeigten (s. Kapitel V.1.1.1, V.1.1.2
und V.2.1).

Die Konzentrationen der Einzelwirkstoffe konnten durch Vorversuche so gewahlt
werden, dass sie in den fur synergistische Betrachtungen idealen Bereich einer
spezifischen Apoptoserate von bis zu 40% fielen. Dieser optimale Bereich fir

Apoptoseraten der Einzelstimuli wurde bereits fir Zelllinienversuche in Kapitel
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V.1.1.1 gewahlt, um Prasenz von synergistischen Effekten durch Zytostatika-
Kombinationen besser detektieren zu kdnnen.

Es zeigten 10 von 12 dieser Proben maximale synergistische Apoptoseinduktion bei
im Vergleich zu primaren Zellen niedriger dosierten Zytostatika- und BA-Konzen-
trationen. Hierbei Uberstieg der Apoptoseeffekt der kombinierten Stimulation die
Summe der Einzelstimulationseffekte und war signifikant grof3er als die Effekte je
einer Einzelstimulation von Zytostatikum oder Betulinsaure (s. Abb. 48).

100 100 100

75 75

50 50 50

25 25 25 .

spezifische Apoptoserate (%)
spezifische Apoptoserate (%)
spezifische Apoptoserate (%)

b ]

Doxo BA Doxo+BA 0 Asp BA Asp+BA VCR B.A VCR+BA

Abb. 48: FSC/SSC-Apoptoseanalyse fur synergistische Apoptoseinduktion in Xeno-
graft Leukadmiezellen aus NOD/SCID-Mausen (n=12 Patientenproben). Diese wurden
mindestens 48h stimuliert mit Doxorubicin (Doxo, 50 nM), Asparaginase (Asp, 0,3 U/ml), Vin-
cristin (VCR, 3 nM) und Betulinsaure (BA, 1 ug/ml), sowie der Kombination aus Zytostatikum
und BA. Gezeigt sind Mediane mit Interquartilen, *p<0,05 (t-test).

In Xenograft Leukamiezellen konnte durch ein weites Konzentrationsspektrum in
einem groéleren Ansatz und Inkubationszeiten von mindestens 48h synergistische
Apoptoseinduktion detektiert werden. Daher trat in Xenograft Zellen deutlicher
Synergismus durch Kombination von BA und Zytostatika auf als in primaren

Leukamiezellen.

V.2.3 Hemmung des Wachstums einer Xenograft Leukamieprobe nach Kombination

von Betulinsaure und Chemotherapeutika

Um den zytostatischen Effekt, der in Abb. 17 detektiert wurde, auch flr primare
Leukamiezellen zu bestatigen, wurden Xenograft Leukamiezellen der Patientenprobe
#45 herangezogen.
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co Doxo BA+Doxo
Xenograft #45, 0 h Xenograft #45, 72 h

co Asp BA+Asp
Xenograft #45, 72 h Xenograft #45, 72 h

BA VCR BA+VCR

o |

Xenograft #45, 72 h Xenograft #45, 72 h

Abb. 49: Wachstumshemmung von Xenograft Leuk&miezellen nach BA-Zytostatika-Ko-
stimulation. Xenograft Leukamiezellen der Patientenprobe #45 wurden einzel- und ko-
stimuliert mit Asparaginase (Asp; 0,3 U/ml), Doxorubicin (Doxo; 50 nM), Vincristin (VCR; 3
nM) und Betulinsdure (BA; 1 pyg/ml), um Wachstum dieser Zellen Gber 72h mittels digitaler
Photographie zu dokumentieren. Die Ausgangssituation zu Vesuchsbeginn (0h) gibt der Bild-
ausschnitt oben links wieder. Gezeigt ist ein reprasentativer Bildausschnitt von acht Bildaus-
schnitten pro Vertiefung in 100facher Vergréfierung. Angegebene Prozentangaben reprasen-
tieren absolute Apoptoseraten einer nachfolgend durchgefihrten FSC/SSC-Apoptoseanalyse
derselben Probe.
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Diese Patientenprobe wurde gewahlt, da sie im Gegensatz zu anderen Xenograft
Leukamiezellen spontanes Wachstum unter in vitro Kulturbedingungen zeigte. Wie in
Kapitel V.2.2 beschrieben, ist Zellteilung primarer Leukamiezellen in vitro sehr selten.
Zur Beurteilung einer Wachstumshemmung ist spontanes Wachstum unbehandelter
Zellen aber Voraussetzung. Die Zellen wurden fir 72h mit den Einzelwirkstoffen
sowie jeweils mit BA kombiniert stimuliert. Kostimulierte primare leukamische Blasten
zeigten im Gegensatz zu unbehandelten Kontrollzellen und der Einzelstimulation
keine Wachstumstendenz (s. Abb. 49).

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Kombination von Chemothera-
peutikum und BA neben verbesserter Zytotoxizitat eine zusatzliche zytostatische
Wirkung besitzt, und bestatigten so die Daten der Zelllinienuntersuchungen auf
JURKAT Zellen.

V.2.4 Knockdown Untersuchungen in zwei Xenograft Leukamieproben

Far die Leukamiezelllinien JURKAT und CEM konnte gezeigt werden, dass die
effektive Apoptoseinduktion durch Doxorubicin, Asparaginase oder Vincristin und BA
auf p53-abhangiger NOXA Aktivierung beruhte (s. Kapitel V.1.3). Um nun zu zeigen,
dass dieser Signalweg auch in Xenograft Leukamiezellen aktiviert wird, wurden zwei
Patientenproben (#50 und #53; s. Kapitel V.2.2) in gleicher Passage je dreimal in
NOD/SCID-Mausen amplifiziert. Es wurden dabei zwei Patientenproben gewahlt, die
mit synergistischem Zelltod auf Doxorubicin-, Asparaginase- oder Vincristin-BA-
Kostimulation reagierten. Aullerdem sollten diese Xenograft Zellen innerhalb kurzer
Zeit in NOD/SCID-M&ausen zum Leukamiewachstum fuhren (< 3 Monate) und unter in
vitro Kulturbedingungen unstimuliert eine geringe Zelltodrate nach 72h zeigen.

Diese Xenograft Leukamiezellen sollten mit siRNA gegen p53, NOXA und PUMA
transient transfiziert werden, da diese Zellen in vitro nur Uber kurze Zeit kultivierbar
und damit nicht stabil transfizierbar waren. Als spezifische Sequenzen zur RNA-
Interferenz wurden gleiche Sequenzen wie in plasmidcodierten shRNA Versuchen
verwendet (s. Kapitel IV.1.6). In Vorversuchen konnte dabei Amaxa-basierte Nukleo-
fektion mit dem Amaxaprogramm C16 und einer Oligonukleotidkonzentration von 20
uM als optimale Parameter etabliert werden. Dieses Verfahren zeigte minimale
spezifische Zelltodinduktion (<10%) bei maximaler Transfektionsrate (>90%), was

durch Transfektion eines Fluorochrom-konjugierten Kontroll-Oligonukleotids ermittelt
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wurde (s. Kapitel 1V.1.6 und 1V.2.3.2). Diese Parameter gelten als kritisch zur
effektiven RNA-Interferenz durch transiente Transfektion, da nicht transfizierte bzw.

tote Zellen Ergebnisse weiterfuhrender Untersuchungen verfalschen.

siNOXA+
parental mock sip53 sINOXA siPUMA siPUMA

p53 | === = = e = . |53kDa

NOXA [ S - = - | 11kDa

PUMA | s s o - | 18 kDa

GAPDH | s o s s e sl 36 kD2

Pat. #50

siNOXA+
parental mock sip53 siNOXA siPUMA siPUMA

P53 | — - —— -'—4 53 kDa

NOXA | S S | — 11 kDa

Pat. #53

Abb. 50: Western-Blot-Analyse von siRNA transfizierten Xenograft Leukamiezellen der
Patientenprobe #50 (oben) und #53 (unten), 48h nach Transfektion. Aufgetragen sind
unbehandelte Zellen (parental) und per Nukleofektion mit siRNA Oligonukleotiden (je 20 uM)
transfizierte Zellen: Kontrolloligonukleotid (mock), sip53 zur Herunterregulierung von p53,
SiNOXA zur Herunterregulierung von NOXA, siPUMA zur Herunterregulierung von PUMA
sowie siNOXA+siPUMA (in Kotransfektion). Mit primaren Antikdérpern wurde der Protein-
status von p53, NOXA und PUMA detektiert. GAPDH diente als Ladekontrolle.

Erstmals weltweit gelang durch diese Methode in einem primaren ALL Xenograft-
Mausmodell die Etablierung der RNA Interferenz Technologie unter Verwendung der
Xenograft Patientenproben #50 und #53 (nicht aber fur Patientenprobe #45). Die
Effizienz der Herunterregulation mittels siRNA wurde 48h nach transienter Trans-
fektion Uberprift: Bei Behandlung mit siRNA gegen p53, NOXA und PUMA setzte
maximale Hemmung der Proteinexpression in primaren Zellen nach 48h ein (s. Abb.
50).
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Mit Hilfe dieser Methode sollte der Einfluss der transienten Transfektion mit
entsprechender siRNA zunachst auf die Regulation von p53 in kostimulierten
Xenograft Leukamiezellen untersucht werden. Dazu wurden nukledre und zyto-
solische Fraktionen nach 24h getrennt lysiert, um p53 Stabilisierung im Kern zu

detektieren.

parental mock sip53
BA| = |+ | =-|+ ||+ =]+ |-+ |-+
Doxo| - | -|+ |+ | -|-|+ |+ [-]|[-|+] + [kDa
p53 Kern |+ - - | 53

Histone H1 |-.--O - - . - --—.-—---'.l-l:se

Pat. #50
parental mock sip53
BA| - |+ | -|+ | =-|[+|=-|+ |-+ |-+
Asp| - | - |+ |+ |=-|-|+ |+ |=-|~-]|+ ]|+ |kDa
p53 Kern | - e | 53

HistoneHl [=—==— == = - = - = - === - = == ~= ~— [ 36

Pat. #53

Abb. 51: Western-Blot-Analyse von Xenograft Leukamiezellen, getrennt lysiert nach
nukledrer und zytosolischer Fraktion zum Nachweis von p53. Getestet wurden unbe-
handelte Zellen (parental) und per Nukleofektion mit siRNA Oligonukleotiden (je 20 puM)
transfizierte Zellen: Kontrolloligonukleotid als Transfektionskontrolle (mock) und sip53 zur
Herunterregulierung von p53. Xenograft Patientenzellen #50 (oben) wurden fiir 24h einzel-
bzw. kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo: 1 nM) und Betulinsdure (BA: 2 ug/ml), Xenograft
Leukadmiezellen #53 (unten) wurden fir 24h einzel- bzw. kostimuliert mit Asparaginase (Asp:
0,5 U/ml) und Betulinsdure (BA: 0,5 ug/ml). Als Ladekontrolle diente Histon H1.

Dabei zeigte sich fur die Behandlung mit Doxorubicin in Kombination mit Betulin-
saure Stabilisierung von p53 in der nukledren Fraktion der parentalen und mit
Kontroll-siRNA transfizierten Patientenprobe #50 nach 24h. Analog zeigte sich p53
Stabilisierung auch in Aparaginase-BA-Koinkubation nach 24h in Xenograft Leu-
kamiezellen der Patientenprobe #53 (parental und kontrolltransfiziert). In beiden
Fallen konnte p53-Akkumulation durch Transfektion von siRNA gegen p53 spezifisch
inhibiert werden (s. Abb. 51).
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Um p53-abhangige Regulation von PUMA und/oder NOXA auf Proteinebene fur die
Kombinationstherapie von Doxorubicin bzw. Asparaginase und BA zu zeigen,
wurden unbehandelte und mit Kontrolloligonukleotid transfizierte Xenograft Patien-
tenzellen entsprechend kostimuliert und per Western Blot analysiert. In diesem Fall
dienten siNOXA bzw. siPUMA transfizierte Xenograft Patientenzellen der Herunter-
regulierung von NOXA bzw. PUMA.

Es konnte dabei in beiden Patientenproben #50 und #53 verstarkte Protein-
expression und damit Aktivierung von NOXA in parentalen und kontrolltransfizierten
Xenograft Leukamiezellen nach BA-Zytostatika-Kombination (vgl. Abb. 52) nach-
gewiesen werden, welche durch Behandlung mit siNOXA vollstandig inhibiert wurde.
Die siRNA-induzierte Herunterregulierung von PUMA war effektiv, aber es kam in
Xenograft Tumorzellen zu keiner Regulation von PUMA nach kombinierter
Stimulation mit Doxorubicin oder Asparaginase und BA (s. Abb. 52).

Vergleichbare Ergebnisse fur p53- und NOXA-Akkumulation per Western-Blot-
Analyse erbrachte die Kostimulation der jeweils anderen Xenograft Patientenprobe

mit dem jeweils anderen Zytostatikum (#50 mit Asparaginase, #53 mit Doxorubicin).
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Abb. 52. Western-Blot-Analyse von Xenograft Leukamiezellen zum Nachweis von
NOXA- und PUMA-Regulation. Getestet wurden unbehandelte Zellen (parental) und per
Nukleofektion mit siRNA Oligonukleotiden (je 20 upM) transfizierte Zellen: Kontroll-
oligonukleotid (mock), SiNOXA zur Herunterregulierung von NOXA und siPUMA zur
Herunterregulierung von PUMA. Xenograft Patientenzellen #50 (oben) wurden fir 48h
einzel- bzw. kostimuliert mit Doxorubicin (Doxo: 1 nM) und Betulinsdure (BA: 2 ug/ml),
Xenograft Leukamiezellen #53 (unten) wurden fur 48h einzel- bzw. kostimuliert mit Aspara-
ginase (Asp: 0,5 U/ml) und Betulinsdure (BA: 0,5 pg/ml). Als Ladekontrolle diente GAPDH.
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Auf molekularer Ebene konnte somit gezeigt werden, dass p53- und NOXA-
Akkumulation auch in Xenograft Leukamiezellen mit kombinierter Zytostatika-BA-
Gabe einherging. Um zu Uberprifen, ob diese Proteine tatsachlich essentiell fur
synergistische Apoptoseinduktion in Xenograft Leukamiezellen sind, wurden paren-
tale und wie zuvor siRNA-transfizierte Zellen fir 72h mit Doxorubicin oder Aspara-
ginase und BA inkubiert und anschlieend die induzierte Apoptoserate gemessen.

Es zeigte sich synergistische Apoptoseinduktion in unbehandelten Zellen, in kontroll-
transfizierten Zellen und in siPUMA-transfizierten Xenograft Blasten in vergleichbarer
Hoéhe (s. Abb. 53). Die Ergebnisse bei Doxorubicin-BA-Behandlung in Xenograft
Patentenzellen der Probe #50 und bei Asparaginase-BA-Behandlung in der Probe
#53 waren vergleichbar.

Bis hin zur antagonistischen Auspragung aufgehoben wurde der synergistische
Effekt durch Transfektion von sip53, von siNOXA sowie nach simultaner Transfektion
von siNOXA und siPUMA. Dies kann durch transiente Herunterregulierung von p53
und NOXA erklaren werden (vgl. Abb. 51 und Abb. 52). Im Einklang mit den
molekularen Ergebnissen zuvor hatte PUMA keinen Einfluss auf synergistische
Apoptoseinduktion.

Auf die Apoptoseinduktion durch niedrig dosierte Einzelstimulation von Doxorubicin,
Asparaginase oder Betulinsaure hatte die transiente Herunterregulierung von p53
oder NOXA in Xenograft Leukamiezellen keinen Einfluss. Anders als bei Leukamie-
zelllinienversuchen (s. Kapitel V.1.3.1) wurden Zytostatikakonzentrationen hier nicht
adaptiert, d.h. sip53- oder siNOXA-transfizierte Xenograft Leukamiezellen zeigen

keine Resistenz gegen niedrig dosierte Asparaginase- und Doxorubicinbehandlung.

Somit konnte in Kapitel V.2 gezeigt werden, dass primare und Xenograft Zellen
kindlicher Leukamien mit synergistischer Apoptoseinduktion durch BA und Aspara-
ginase, Doxorubicin und Vincristin bei Koinkubation von Uber 48h reagierten. Es trat
dabei Akkumulation von p53 im Zellkern und sukzessive Akkumulation von NOXA im
Zytosol auf. Inhibition dieser beiden Signalproteine inhibierte auch den

synergistischen Apoptose-Phanotyp.
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Abb. 53: FSC/SSC-Apoptoseanalyse von siRNA-transfizierten Xenograft Leukamie-
zellen. Getestet wurden unbehandelte Zellen (parental) und per Nukleofektion mit siRNA
Oligonukleotiden (je 20 uM) transfizierte Zellen: Kontrolloligonukleotid (mock), sip53 zur
Herunterregulierung von p53, siNOXA zur Herunterregulierung von NOXA, siPUMA zur
Herunterregulierung von PUMA sowie siNOXA+siPUMA (in Kotransfektion). Xenograft
Patientenzellen #50 (oben) wurden 6h nach Transfektion fir 72h einzel- bzw. kostimuliert mit
Doxorubicin (Doxo: 1 nM) und Betulinsaure (BA: 2 ug/ml), Xenograft Leukédmiezellen #53
(unten) analog mit Asparaginase (Asp: 0,5 U/ml) und Betulinsdure (BA: 0,5 pg/ml). Gezeigt
sind Mittelwerte + SEM von mindestens drei unabhangigen Experimenten; */**p<0,05 (RM
ANOVA): statistisch signifikanter Unterschied zu kalkuliertem Kombinationseffekt nach Webb
(1963).
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Als Resuimee konnte in den Zelllinienversuchen in Kapitel V.1 gezeigt werden, dass
im Vorfeld zur Mitochondrienaktivierung p53 und NOXA essentielle Signalvermittler
der Wirkverstarkung von Doxorubicin, Asparaginase oder Vincristin und Betulinsaure
waren. Dieser Nachweis gelang durch Inhibition der synergistischen Apoptose-
induktion in stabil mit shp53 sowie auch mit shNOXA transfizierten JURKAT und
CEM Zellen.

Analog dazu konnte nun in Kapitel V.2 die synergistische Signaltransduktion
unabhangig auf zwei Xenograft Patientenproben durch Anwendung der erstmals in
Primarzellen erfolgreich etablierten RNA-Interferenz Methode bestatigt werden: p53
wurde nach Kostimulation mit Doxorubicin oder Asparaginase und BA nach 24h im
Kern stabilisiert und 24h zeitversetzt erfolgte fur beide Kombinationen NOXA (nicht
PUMA) Akkumulation in den Xenograft Patientenproben #50 und #53. Wurden diese
Signalschritte per RNA-Interferenz gegen p53 und NOXA inhibiert, kam es nicht zur
synergistischen Apoptoseinduktion.

Damit steht das Konzept p53-abhangiger NOXA-Akkumulation als Ursache BA-
Zytostatika-kombinierter Apoptoseinduktion auf einem stabilen Fundament Kklinik-

naher experimenteller Nachweise.
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VI Diskussion

Ziel der Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation war es, herauszufinden,
welche Kombinationen mit konventionellen Zytostatika und Betulinsaure zu
synergistischer Apoptoseinduktion fihren und Uber welche Mechanismen dies ver-
mittelt wird.

Dabei konnte gezeigt werden, dass BA in der Lage ist, die Wirkung von drei
etablierten Zytostatika zu verstarken. In den folgenden Kapiteln wird ein Modell der
zu Grunde liegenden Apoptosesignaltransduktion prasentiert und die Rolle des
Tumorsuppressors p53 und des BH3-D Proteins NOXA diskutiert. Au3erdem wird
das Auftreten des Zellzyklusarrests im Zusammenspiel mit synergistischer Apoptose-
induktion naher betrachtet. Es folgen die Schlusse in Hinblick auf Polychemotherapie
und ein Ausblick auf weiterfihrende Versuchsansatze, die ein noch tieferes
Verstandnis der molekularen Vorgangen und des therapeutischen Potentials einer

BA-Kombinationstherapie ermoglichen werden.

VI.1 Betulinsaure steigert in Kombination mit etablierten Zytostatika die

Apoptoseinduktion in Leukamiezellen

Mit welchen der heute eingesetzten Chemotherapeutika der Leukamietherapie eine
BA-Kombination sinnvoll sein kann, war Fragestellung zu Beginn der experimentellen
Phase dieser Dissertation. Aus einem Spektrum von neun mit BA kombinierten
zytotoxischen Agenzien unterschiedlicher Wirkstoffklassen konnten final drei Kombi-
nationen mit synergistischer Apoptoseinduktion in Leukamiezellen gezeigt werden:
Doxorubicin, Asparaginase und Vincristin (s. Kapitel V.1.1.1 und V.2.2). Synergis-
tische Apoptoseinduktion zweier Wirkstoffe ist erreicht, wenn die gemeinsame Gabe
kleiner Mengen der Einzelwirkstoffe einen potenzierten Zelltodeffekt zeigt. Es war
unerwartet, dass gerade diese Zytostatika synergistisch mit BA wirken, da sie in drei
vollkommen unterschiedlichen Klassen von Wirkstoffen fallen. Der sehr effektive
Zelltod von BA mit diesen drei Zytostatika konnte mechanistisch jeweils durch
Stabilisierung des Transkriptionsfaktors p53 im Zellkern begriindet werden, womit
verstarkte pro-apoptotische NOXA Expression einherging, was im folgenden Modell

erlautert wird.
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VI.1.1 Modell des intrazellularen molekularen Wirkmechanismus synergistischer

Apoptosesignalvermittlung

Molekulare Untersuchungen im Rahmen dieser Doktorarbeit hatten zum Ziel, die
intrazellulare Signaltransduktion der synergistischen Wirkung innerhalb der intrin-
sischen Apoptosesignalkaskade zu charakterisieren, um ein molekulares Verstandnis
zu erhalten und darauf aufbauend eine optimale Therapie vorzubereiten. In Abb. 54
sind alle im Untersuchungsverlauf erhaltenen Erkenntnisse in einem graphischen
Modell zusammengetragen.

Die synchrone Gabe von Betulinsdure und Doxorubicin, Asparaginase oder Vincristin
fuhrte im Zellkern von Leukamiezellen zur massiven Akkumulation des Trans-
kriptionsfaktors p53. Diese nukleare Verfugbarkeit von p53 trat in Leukamiezelllinien
nach 12h auf und hielt bis 24h nach Stimulationsbeginn an (s. Kapitel V.1.3.6). Es ist
in diesem Zusammenhang fur die eingesetzten Zytostatika beschrieben, dass durch
sie induzierte DNA-Einzel- und Doppelstrangbriche die sensorischen Kinasen ATM
und ATR aktivieren und u.a. zur Degradation des p53-Gegenspielers MDM-2 fuhren
(s. Kapitel 11.1.4).

Es kam zur spezifischen Transaktivierung und verstarkter Expression von pro-
apoptotischem NOXA im Maximum nach 24h (s. Kapitel V.1.3.5.2). Dieses BH3-D
Protein der BCL-2-Familie nimmt pro-apoptotisch Einfluss auf das Gleichgewicht aller
BCL-2 Mitglieder, in dem es als sog. ,Sensitizer’ primar mit hoher Affinitat an die anti-
apoptotischen BCL-2 Proteine A1 und MCL-1 bindet (s. Abb. 1) und so zur Frei-
setzung von direkten Aktivatoren (BID, BIM und eventuell PUMA) und dem
porenbildenden Proteinen BAK flhrt. Ungebunden konnen diese direkten Aktivatoren
freies BAK zur Translokation in die auldere Mitochondrienmembran dirigieren, wo es
zur oligomeren Porenbildung kommt (s. Kapitel 11.1.3).

Durch diese Porenbildung ist der sog. ,point of no return’ der intrinsischen
Apoptosesignalkaskade erreicht und die folgenden Ereignisse gelten in vivo als
irreversibel. Das normalerweise der Atmungskette zugeordnete Protein Cytochrom-C
wurde durch BAK-Poren vom Intermembranraum in grof3er Zahl 36h nach Beginn der
Kostimulation ins Zytosol entlassen (s. Kapitel V.1.3.2). Im Fall von BAK und BAX
wurde fUr einige intrinsische apoptotische Stimuli gezeigt, dass sie redundant zur
Freisetzung von Cytochrom-C beitragen kénnen (Wei et al., 2001). Fur einzelne

Stimuli intrinsischer Apoptose, z.B. Vinkalkaloide wie Vinblastin, konnte eine
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dominante Rolle von BAK postuliert werden, da BAK- vor BAX-Aktivierung stattfand
und nur BAK als Porenprotein essentiell war (Upreti et al., 2008). Eine redundante
Rolle von BAX bestatigt sich auch in vorliegender synergistischer BAK-abhangiger
Apoptoseinduktion, da BAX in JURKAT und CEM Zellen per se nicht detektiert
werden kann (Brimmell et al., 1998). Inwieweit BAX die Funktion von BAK in
Leukamiezellen hinsichtlich synergistischer Apoptoseinduktion ersetzen kann, bleibt
offen und kann nur in weiterfUhrenden Experimenten geklart werden.

Parallel zur Freisetzung von Cytochrom-C ins Zytosol kam es zur Freisetzung von
pro-apoptotischem SMAC und OMI, zwei Inhibitoren von anti-apoptotischen IAP-
Proteinen wie XIAP, clAP-1, -2 und Survivin. IAP-Proteine halten im Ruhezustand
pro-apoptotische Caspasen durch Bindung inaktiv. Zytosolische Cytochrom-C
Proteine komplexieren mit Pro-Caspase-9 und APAF-1 zum sog. ,Apoptosom’, in
welchem Caspase-9 auto-katalytisch gespalten und damit aktiviert wird. Nur durch
aktive Caspase-9 in diesem Komplex wird Caspase-3 als Schlisselprotein der
apoptotischen Exekutionsphase aktiviert (s. Kapitel 11.1.2). Caspasenaktivierung von
Caspase-9 und -3 begann 36h nach Kostimulation und erreichte ein Maximum nach
48h (s. Abb. 18). Nach 72h zeigten diese Zellen typische post-apoptotische
morphologische Veranderungen wie Abnahme des Zellvolumens (,shrinking’) bzw.
Abschnurung von kleineren Zellkérpern (,blebbing’), welche mikroskopisch und
durchflusszytometrisch erkennbar waren. In diesem Stadium kdnnen Leukamie-
zellreste in vivo durch Endozytose von entsprechenden Immunzellen aufgenommen
werden und so im Idealfall ohne Inflammationsreaktion entsorgt werden.

Diese Chronologie der Ereignisse synergistischer Apoptoseinduktion durch BA und
Asparaginase, Doxorubicin oder Vincristin galt wie dargelegt fur JURKAT und CEM
Zellen (s. Kapitel V.1.3). In Xenograft Leukamiezellen aus Patientenproben konnte
durch erstmalige Transfektion RNA-interferierender Oligomere gezeigt werden, dass
auch in diesen Zellen identische Apoptosesignalwege aktiviert wurden. Die
Aktivierung apoptotischer Schlusselproteine geschah jedoch mit einer Zeit-
verzogerung: Detektierbare p53-Stabilisierung trat erst nach 24h ein, p53-induzierte
NOXA Expression nach 48h (s. Kapitel V.2.4). Primare Leukamiezellen zeigen ex
vivo verlangsamten Metabolismus primarer Leukamiezellen und damit zusammen-
hangende geringere Zellteilungsraten, was auch eine verlangsamte Signalvermittiung
erklaren kann. Das Phanomen von beschleunigter Biosynthese und damit ver-

bundenen metabolischen Prozessen in etablierten Tumorzelllinien im Vergleich zu
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primaren Tumorzellen ex vivo wurde bereits in vergleichenden Transkriptomanalysen

fur primare akute myeloische Leukamiezellen (AML) dokumentiert (Lee et al., 2008).

Doxorubicin
Betulinsaure Asparaginase
Vincristin

Zellmembran

Zellkern

anti-
apoptotisch
Gleichgewicht
der BCL-2
/| Mitglieder

=" Mitochondrium

T~ =
Apoptosom

synergistischer
Zelitod

Abb. 54: Modell der synergistischen Apoptosesignaltransduktion durch Betulinsdure
und Doxorubicin, Asparaginase oder Vincristin in Leuké&miezellen. Nur nach Ko-
stimulation erfolgte effektive Stabilisierung von p53 im Zellkern und Transaktivierung des
pro-apoptotischen Zielproteins NOXA. Durch kompetitive Bindung von NOXA an anti-
apoptotischer BCL-2 Mitglieder wurde das Gleichgewicht der BCL-2 Mitglieder am Mito-
chondrium zur pro-apoptotischen Seite hin verschoben. Dies flhrte zur BAK-Translokation
und Porenbildung in der duBeren Mitochondrienmembran, durch die Cytochrom-C in das
Zytosol entlassen wurde. Cytochrom-C komplexierte mit APAF-1 und aktivierte Caspase-9
(Apoptosom), welches sukzessive Caspase-3 als Effektorcaspase aktivierte. Final fuhrte
diese Signalkette zum synergistischen Zelltod der Zelle.
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Die Versuche wurden jeweils nach 72h beendet, wobei Xenograft Leukamiezellen zu
diesem Zeitpunkt vergleichsweise geringe synergistische Effekte nach Kostimulation
als etablierte Zelllinien zeigten. Eine Ausdehnung der Versuchsspanne war nicht
mdglich, da diese Zellen unter in vitro Kulturbedingungen eine spontan ansteigende
Zelltodrate nach wenigen Tagen (abhangig von der Patientenprobe) aufwiesen und
daher kaum in vitro Uber langere Zeit kultivierbar waren (s. Kapitel 11.3). Um diese
Hintergrundeffekte von synergistischer Apoptoseinduktion trennen zu konnen, wurde
als Endpunkt der in vitro Stimulationsversuche eine spontane Apoptoserate
unbehandelter Kontrollzellen von 25% (im Vergleich zu Versuchsbeginn) gewahit.
Daher ist es mdglich, dass groRere synergistische Effekte, die sich in Xenograft
Leukamiezellen durch einen geringeren Proteinumsatz ex vivo erst nach 72h
einstellten, unerkannt blieben. Als weitere Diskrepanz zu Leukamiezelllinien zeigte
transiente Herunterregulierung von p53 oder NOXA durch entsprechende siRNA-
Oligonukleotide keinen Einfluss auf die Sensitivitdt der Xenograft Leukamiezellen
gegenuber den niedrig dosierten Einzelsubstanzen Doxorubicin, Asparaginase oder
Betulinsaure (s. Abb. 53). Es ist anzunehmen, dass im Vergleich zu Zelllinien-
systemen (mit stabiler shRNA-Transfektion) die Inhibition mittels transienter siRNA-
Oligonukleotide primar die verstarkte Neusynthese von NOXA inhibierte und erst
zeitverzogert auf die Basisproteinlevel von NOXA und p53 Einfluss nahm (im
Maximum erst nach 48h, s. Abb. 50). Dadurch konnte es zur Inhibierung der
synergistischen Apoptoseinduktion durch kombinierte Stimulation kommen, wohin-
gegen die Apoptoseinduktion durch die niedrig-dosierten Einzelsubstanzen Doxo-
rubicin, Asparaginase oder Betulinsaure (von <30%) unter diesen besonderen
Rahmenbedingungen nicht beeintrachtigt wurde.

In vivo zeigen Xenograft Leukamiezellen und Leukamiezelllinien vergleichbare
Proliferationsraten, erkennbar durch ahnliche Anwachsgeschwindigkeiten in immun-
defizienten Mausen nach 30 bis 90 Tagen (Agliano et al., 2008). Daher ist zu
erwarten, dass die Tumorzelltodinduktion in primaren Leukadmiezellen nach Kom-
bination von Betulinsaure und Zytostatika in vivo effektiver ist als in vitro.

Bis dato wurden synergistische Betulinsaure-Zytostatika-Kombinationen (u.a. mit y-
Bestrahlung, Actinomycin D, Cisplatin, Doxorubicin, Etoposid, Taxol und Vincristin)
ausschlieRlich auf soliden Tumorzellen getestet (s. Kapitel 11.2.3). Eine detaillierte
Analyse der Regulation von NOXA erfolgte dabei nicht, es konnte aber gesteigerte

Caspasenaktivierung, Spaltung von XIAP und Freisetzung von Cytochrom-C und
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SMAC nach mehr als 24 Stunden festgestellt werden. Bis auf XIAP-Spaltung, was
ein Begleiteffekt sein kann, decken sich diese intrinsischen Merkmale synergistischer
Apoptoseinduktion mit den in dieser Arbeit erbrachten distalen Daten. In einem Fall
wurden Zellzyklusstudien durchgefuhrt, welche G2/M-Arrest nach Kostimulation von
BA und Vincristin in Melanomzellen zeigten - auch dies ist im Einklang mit den
Ergebnissen von Zellzyklusarrest durch BA und Doxorubicin bzw. Asparaginase auf
Leukamiezellen. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass auch in zuvor
untersuchten BA-Kostimulationen p53-vermittelte NOXA-Akkumulation eine bisher

noch nicht entdeckte Rolle bei synergistischer Apoptoseinduktion spielen kann.

VI1.1.2 Synergistische Apoptoseinduktion ist begleitet von Zellzyklusarrest

In Folge einer Behandlung mit zytotoxischen Substanzen tritt haufig das Phanomen
des Arretierens der Tumorzellpopulation in einer Zellzyklusphase ein, da regula-
torische Mechanismen beeintrachtigt werden. Fur Monotherapie mit Doxorubicin,
Asparaginase und Vincristin ist dokumentiert, dass diese Substanzen direkt oder
indirekt DNA-Schaden bis hin zu DNA-Strangbrichen induzieren koénnen. In
Tumorzellen kommt es meist in Folge zur Stabilisierung von p53 und dosisabhangig
zum Zellzyklusarrest in unterschiedlich beschriebenen Zyklusphasen (Krejci et al.,
2004; Kurz et al., 2004; Ashley und Poulton, 2009).

Wurden Chemotherapeutika wie Doxorubicin oder Asparaginase und Betulinsaure
kombiniert, trat im Gegensatz zur Monotherapie ein Zellzyklusarrest nach 24h in der
S- bzw. G2/M-Phase auf (s. Kapitel V.1.3.6). Diese Beobachtung legt nahe, dass
Betulinsaure die DNA-schadigende Wirkung von Doxorubicin bzw. Asparaginase
begunstigt. So ist mdglich, dass kostimulierte Leukamiezellen vermehrt in S- bzw.
G2/M-Phase eintraten, jedoch durch p53-Stabilisierung am G2/M-Restriktionspunkt
arretierten, was p53-Akkumulation und synergistische Apoptoseinduktion beguns-

tigen konnte.

VI1.1.3 Der Tumorsuppressor p53 ist zentraler Vermittler synergistischer Apoptose-

induktion in Leukamiezellen

Der Transkriptionsfaktor p53, ein Protein bestehend aus 393 Aminosauren, besitzt
einzigartige funktionale Vielfaltigkeit innerhalb des komplexen Signalnetzwerkes, das

v.a. in Folge von DNA-Schadigung durch chemotherapeutische Wirkstoffe, Be-
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strahlung oder andere zellulare Stressfaktoren induziert wird (s. Kapitel 11.1.4). Neben
der sekundaren pro-apoptotischen Rolle als direkter Interaktionspartner ist p53
primar Transkriptionsfaktor von bis dato 146 bekannten Zielgenen, darunter 37 pro-
apoptotischen Genen (Menendez et al., 2009). Es werden standig neue p53-Zielgene
bestatigt, was die zentrale Rolle von p53 als ,Wachter des Genoms’ weiter festigt.
Far durchschnittlich 50% aller Tumorerkrankungen sind Mutationen im p53 Genlokus
TP53, eine Absenkung des p53 mRNA-Levels oder des Proteinlevels selbst
dokumentiert (Petitjean et al., 2007). Jedoch treten solche Mutationen in Leukamie-
und Lymphomzellen mit unter 20% deutlich seltener auf als in soliden Tumoren. Eine
Analyse von Mutationsstellen innerhalb des Genlokus TP53 in 238 Leukamiezellen
zeigte in 50% aller gefundenen Mutationen eine sog. GC—>AT Transition, welche
durch endogene Deamination entstehen. Die haufigsten Mutationsstellen (,hot spots’)
in hamatologischen Krebserkrankungen betreffen die Aminosauren 175 (Arg—>His),
248 (Arg—~>GlIn) und 273 (Arg—>His), deren Codons alle durch GC>AT Transition
charakterisierte Punktmutationen tragen (Peller und Rotter, 2003).

Die in dieser Arbeit untersuchten Tumorzelllinien mit synergistischem Phanotyp nach
Kombinationsgabe von Betulinsdure und Zytostatika tragen - soweit bekannt -
entweder die Wildtypform (Zelllinien A549, HCT-116, MCF-7) oder heterozygote
Punktmutationen (Zelllinien JURKAT und CEM) in der Aminosauresequenz von p53.
Von 4 der 8 untersuchten Leukamie- und Lymphomzelllinien, die keine synergis-
tische Apoptoseinduktion zeigen, ist bekannt, dass an Stelle des Wildtyp p53-
Proteins heterozygot ,non-sense’ Mutanten entweder durch ,frame shift’ Deletionen
(Zelllinien K562, THP1, U937) oder durch eine Stop-Codon-Mutation (Zelllinie
HUT78) entstehen kdnnen. Es ist in der Literatur beschrieben, dass der mutations-
bedingte Verlust der transaktivierenden Funktion von p53 zur Akkumulation dieser
p53 Mutanten im Zellkern fihrt, da p53-induzierbare Proteine wie MDM-2 abgebaut
werden, die normalerweise den p53-Level durch Degradation regulieren (Blagos-
klonny, 2002). Diese Beobachtungen legen nahe, dass diese ,non-sense’ Mutanten
das Vermogen der Tumorzelllinie zur synergistischen Apoptoseinduktion hemmen
kénnen, da es nicht zur verstarkten NOXA Expression durch p53 als Transkriptions-
faktor kommen kann.

Spezifische p53 Punktmutationen in den Zelllinien JURKAT (Aminosauren 256:
Thr>Ala; 259: Asp—>Gly; 260: Ser>Ala) und CEM (Aminosauren 37: Ser->Pro; 175:
Arg—>His; 248: Arg—>GlIn) scheinen dagegen keinen Einfluss auf das Vermdgen von
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p53 zur DNA-Bindung an die Promotorregion des NOXA Genlokus und die
Rekrutierung und Initiation der RNA-Polymerase Il zu haben. Diese Mutationen
liegen zwar in der DNA-bindenden Kernregion, erlauben jedoch die Translation eines
vollstandigen p53-Proteins. Es wurde bereits in friheren Arbeiten gezeigt, dass
verschiedene gut charakterisierte Mutanten des p53 Proteins funktionell aktiv sein
konnen, d.h. dennoch bestimmte p53 Zielgene transaktivieren konnen (Ory et al.,
1994). Davor galten p53-Mutanten als anti-apoptotisch und nur die Wildtypform als
pro-apoptotisch wirksam, nach heutigem Wissensstand existieren aber komplexere
Zusammenhange. Inwieweit verschiedene p53-Funktion durch bestimmte Mutationen
beeinflusst ist, bleibt Gegenstand aktueller Forschungsvorhaben: Beispielsweise
konnte fur die Kombination der Chemotherapeutika Methotrexat oder 5-Fluorouracil
mit dem extrinsischen Apoptoseinduktor TRAIL gezeigt werden, dass p53-abhangige
pro-apoptotische Transaktivierung von Caspase-8 als Zielgen zur Uberwindung von
TRAIL-Resistenz in Zellen fuhrt. Diese Eigenschaft von p53 als Transkriptionsfaktor
war unabhangig des p53-Mutationsstatus auf einem breiten Panel von Tumorzellen
und primaren Zellen mit geringer Caspase-8 Proteinexpression detektierbar
(Ehrhardt et al., 2008).

Betulinsaure und Doxorubicin, Asparaginase oder Vincristin sind als Kostimulus in
der Lage, unabhangig von definierten p53-Punktmutationen pro-apoptotische Ex-
pression von NOXA zu fordern. Anderen Substanzen wie Zytarabin, Cyclophos-
phamid, Dexamethason, Etoposid, Methotrexat und 6-Thioguanin wiesen bei
Kostimulation mit BA keine potenzierte, sondern maximal additive Wirkung auf.
Ursache hierfir konnen unterschiedliche Wirkweisen der p53-Aktivierung sein:
Niedrig dosierte Anti-metabolite (Zytarabin, Metothrexat, 6-Thioguanin), Gluco-
corticoide (Dexamethason), Topoisomerase-Inhibitoren (Etoposid) und DNA-
alkylierende Agenzien (Cyclophosphamid) scheinen entweder nicht zur Akkumulation
von p53 im Zellkkern zu fuhren bzw. zeitgleich Translationsmechanismen zu
inhibieren. Dadurch koénnte es nicht zur effektiven Transaktivierung von p53-
Zielgenen wie NOXA kommen (Blagosklonny et al., 2002).

Einzelstimulation der hier verwendeten Tumorzellen mit Betulinsaure oder einem der
drei Zytostatika in geringer Konzentration fuhrte generell nur zu minimaler Apoptose-
induktion in Leukamiezellen ohne Stabilisierung von p53 (s. Kapitel V.1.1.1 und
V.1.3.5). Dies kann durch eine Eigenart der p53 Aktivierung erklart werden: Die
Integration onkogener Signale zur Aktivierung von p53 (wie DNA Schadigung) erfolgt
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laut aktuellem Wissenstand nach Intensitat des Stresssignals und nicht nach
Persistenz (Junttila und Evan, 2009). Dem folgend existiert eine Intensitatsschwelle.
Bei Unterschreitung dieser Schwelle konnen die meisten Tumorzellen das Stress-
signal kompensieren und zeigen keinen apoptotischen Phanotyp. Bei Uberschrei-
tung der Signalschwelle durch Kollaboration von Asparaginase, Doxorubicin oder
Vincristin und Betulinsaure akkumuliert p53 Uber mehrere Stunden im Zellkern. Es
kann in dieser Zeit (noch unbekannte) post-translationale Modifikation an bestimmten
p53 Aminosauren und spezifische Transaktivierung des NOXA Genlokus erfolgen.
Der zellulare NOXA Proteinlevel steigt zeitversetzt und fuhrt zum irreversiblen Kippen
des intrazellularen Gleichgewichts hin zur pro-apoptotischen Seite (s. Modell in Abb.
54).

VI.1.4 Selektive p53-vermittelte NOXA Expression fuhrt zur Verschiebung des

Gleichgewichts von pro- und anti-apoptotischen BCL-2 Proteinen

Als sensitivierendes BH3-D Protein ist NOXA in der Lage, durch hoher affine
Bindung anti-apoptotischer Proteine (A1 und MCL-1) Freisetzung von anderen
aktivierenden BH3-D Proteinen (BID, BIM und eventuell PUMA) oder der poren-
bildenden Proteine BAK und BAX zu bewirken. NOXA-Uberexpression fihrt aber nur
zur selektiven Apoptoseinduktion in Tumorzellen, nicht in normalen Zellen. AulRer-
dem gibt es keine Korrelation zwischen Krebsentstehung und Verlust oder Mutation
des NOXA-Genlokus, was eine optimale Ausgangslage hinsichtlich NOXA-
zielgerichteter Therapie darstellt (s. Kapitel 11.1.3).

In dieser Dissertation konnte fur die synergistische Apoptoseinduktion von BA und
Zytostatika gezeigt werden, dass nur das p53-induzierbare BH3-D Protein NOXA und
nicht andere p53-Zielgene wie PUMA oder das porenbildende Protein BAX pro-
apoptotisches Schlusselsignalprotein ist. Diese selektive Aktivierung ist im Einklang
mit publizierten Daten, nach denen NOXA und PUMA synergistisch kooperieren
konnen (Nakajima und Tanaka, 2007), jedoch auch in anderen Zusammenhangen
distinkte Apoptosefunktion Ubernehmen (Naik et al., 2007). Die Modifikation(en) des
p53 Proteins, welche zur Aktivierung bestimmter Zielgene nach einem apoptotischen
Stimulus fuhren, sind noch weitestgehend unbekannt. Im Fall der Expressions-
kontrolle von NOXA wurde in humanen Tumorzellen gezeigt, dass die post-
translationale Acetylierung der p53 Aminosauren 320 (Lys) und 373 (Lys), die

spezifische Bindungsaffinitat von p53 an die Promotorsequenz des NOXA Genlokus
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und damit spezifische NOXA Expression verstarken kann (Terui et al., 2003). Obwohl
nicht ausgeschlossen ist, dass auch andere Modifikationen wie Phosphorylierungen
und Methylierungen bestimmter p53 Aminosaren eine spezifische NOXA Expression
vermitteln, passt diese exklusive Acetylierung im C-terminalen Bereich zur obigen
Beobachtung: Punktmutationen in anderen p53 Domanen wie in JURKAT und CEM
Zellen haben - im Gegensatz zu Deletionen oder Stop-Codon-Mutationen - keinen
Einfluss auf NOXA Transaktivierung.

Weitere Faktoren, die spezifisch Zielgene des p53-abhangigen Zelltodes regulieren
konnen, sind zum einen die Interaktion des p53 Proteins mit Kofaktoren und die
Menge an p53 Protein im Zellkern. Kofaktoren, die spezifische NOXA Expression
vermitteln, sind nicht bekannt. Die Menge von aktivem p53 kann jedoch Einfluss auf
den induzierten Apopotosesignalweg haben: Die Konsensussequenz jedes p53
Zielgens zur Bindung des Transkriptionsfaktors (als p53-Tetramer), das ,responsive
element’, besteht aus zwei Decameren (10 nt) bestimmter Basenabfolge und einem
Spacer (bis 13 nt). Fur das ,responsive element’ der Promotorregion des NOXA
Genlokus ist bekannt, dass dessen Decamere in der Kernregion abweichende
Nucleotide aufweisen, wodurch es als schwaches ,responsive element’ mit geringer
Bindungsaffinitat zu p53 gilt. Diese unterschiedlichen Bindungseigenschaften von
p53 an spezifische ,responsive elements’ erlauben eine feine Regulierung der
apoptotischen Antwort - abhangig von Modifikation und Menge des nukledaren p53
Proteins (Menendez et al., 2009). Durch Kombination von Betulinsaure und Aspara-
ginase, Doxorubicin und Vincristin kommt es zur Akkumulation grof3er Mengen von
p53 im Zellkern Uber einen Zeitraum von mehreren Stunden. Diese Akkumulation
von p53 scheint ausreichend fur spezifische Transaktivierung des NOXA Proteins

und mitochondriale Apoptose.

VI.1.5 Die gewonnenen Erkenntnisse verdeutlichen das grof3e Potential von Betulin-

saure im Hinblick auf die Polychemotherapie

Wirkverstarkung durch Kombination von zytotoxischen Agenzien zur Eliminierung
von Tumorzellen ist zentraler Ansatz in Design und Optimierung von Polychemo-
therapieprotokollen. Diese kommen bei einem Groldteil behandelbarer Krebs-
erkrankungen solitar oder begleitend zu operativer Entfernung und Bestrahlung bzw.
vor einer Stammzelltransplantation seit Uber 50 Jahren zum Einsatz. Die haufigste

Krebserkrankung im Kindesalter, die akute lymphatische Leukamie (ALL), stellt dabei
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eine durch erprobte Polychemotherapie (v.a. mit Glucocorticoiden, Vinkalkaloiden,
Anthrazyklinen und Asparaginase) vergleichsweise gut behandelbare Krebsform dar:
Die Langzeitiberlebensrate bei Erstdiagnose liegt bei uUber 85%. Diese
verschlechtert sich jedoch dramatisch bei entsprechenden Risikofaktoren, im Fall
eines Rezidivs oder bei Erstdiagnose im Erwachsenenalter. In diesen Fallen sinkt die
Langzeituberlebensrate unter 50% (Ribera und Oriol, 2009; Suzuki et al., 2009).
Dabei gilt es als unwahrscheinlich, dass diese Zahl durch derzeit angewandte
Therapieprotokolle weiter verbessert wird. Simple Steigerung der Chemo-
therapeutikadosen kann ungewilnschte Nebeneffekte wie Toxizitdt gegenuber
gesunden Zellen erhéhen. Daher liegt bei der Entwicklung zuklnftiger Therapie-
protokolle die Herausforderung darin, durch die Gabe minimaler Dosen von
zytotoxischen Agenzien maximale Eliminierung von Tumorzellen zu erlangen. Ein
Ldsungsansatz ist der Einsatz einer kombinierten Therapie mit neuen Wirkstoffen.
Hierbei werden subtoxische Wirkstoffdosen in optimaler Abstimmung hinsichtlich
molekularer Wirkweise und Pharmakodynamik verabreicht, um synergistische Effekte
zu induzieren und die Entwicklung von Resistenzen gegen einzelne Wirkstoffe zu
verzogern (Pui et al.,, 2009). Zusatzlich ist in soliden Tumorzellen die Apoptose-
resistenz per se gegenuber hamatologischen Krebserkrankungen erhoht, so dass
Polychemotherapie in vielen Fallen erfolglos ist. Hierbei liegt verstarkt die Hoffnung
auf dem zukunftigen Einsatz von effektiveren Wirkstoffen.

Das Potential von Betulinsdure in Monotherapie hinsichtlich Apoptoseinduktion in
Tumorzellen liegt wie bisher bekannt in der direkten Aktivierung von Mitochondrien
zur Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren, wofur keine Ubergeordneten Signal-
proteine aktiviert werden mussen (s. Kapitel 11.2.1). Diese Eigenschaft kann als
Erklarung herangezogen werden, warum BA in Tumorzellen unterschiedlichen
Ursprungs wirkungsvoll intrinsische Apoptose induzieren kann. In primaren
Leukamiezellen aus Patientenproben konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass
BA apoptotischen Zelltod selbst bei unglnstiger Prognose, Therapieresistenz oder
im Rezidivfall induziert. Diese direkte mitochondriale Cytochrom-C-Freisetzung
wurde dabei nach hoch dosierter BA-Gabe vermittelt durch BAK/BAX- und PT-Poren
(,permeability transition’). BCL-2 oder BCL-XL Uberexpresssion inhibierte diese
Porenbildung und damit BA-induzierte Apoptose. Zusatzlich konnte als eine weitere
Wirkebene verstarkte BAX-Expression nach BA-Stimulation in anderen Tumorzellen

gezeigt werden. BA war daher als wirksames Einzelpraparat ein viel versprechender
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Kandidat, um im Zusammenspiel mit etablierten Zytotoxika die Gesamtwirkung der
Therapie, also das Gesamtvermdgen zur selektiven Apoptoseinduktion in Tumor-
zellen zu steigern.

Nun konnte durch diese Arbeit gezeigt werden, dass BA in Kombination mit den
etablierten Zytotoxika Doxorubicin, Asparaginase und Vincristin auf synergistische
Weise Apoptose in Leukamiezellen induziert. Es konnte zusatzlich ein neuer
Mechanismus gefunden werden, der dieser Wirkung zu Grunde liegt: Durch
Kostimulation wird der Transkriptionsfaktor p53 im Zellkern stabilisiert und kann
verstarkte Proteinexpression des pro-apoptotischen BCL-2 Mitglieds NOXA
vermitteln. Es kommt zur BAK-Porenbildung in der dufl’eren Mitochondrienmembran,
klassischer Cytochrom-C Freisetzung und Aktivierung von Capsase-9 und -3. Diese
neu entdeckte zusatzliche Wirkweise von niedrig dosierter Betulinsdure, namlich die
Begulnstigung von p53-Akkumulation und von NOXA-Transaktivierung, kann die
oben beschriebene grolRe Effektivitat dieses neuen Wirkstoffes erklaren. Neben BA
ist durch andere Arbeiten bekannt, dass zytotoxische Wirkstoffe (wie Actinomycin D,
Doxorubicin oder Vincristin) je nach Dosierung auf unterschiedliche Weise p53-
abhangig und unabhangig Apoptose induzieren kénnen (Choong et al., 2009).

Bisher konnte gezeigt werden, wie entscheidend das Gleichgewicht pro- und anti-
apoptotischer BCL-2 Proteine Einfluss auf Leben und Tod einer Zelle hat und wie
zytotoxische Wirkstoffe (und deren Kombination) dieses Gleichgewicht beeinflussen
kénnen. In Tumorzellen ist intrinsische Apoptoseblockierung auf Ebene der BCL-2
Proteine ein typischer Resistenzmechanismus und damit Uberlebensvorteil. Dabei
konnen nach Letai et al. (2008) drei Klassen unterschieden werden: Blockierung auf
Regulationsebene von BH3-D Aktivatoren, durch Herunterregulation von BAK oder
BAX oder durch Uberexpression anti-apoptotischer BCL-2 Mitglieder. Hinsichtlich
selektiver verstarkter NOXA-Expression nach BA-Kostimulation spielen dabei
besonders BAK/BAX Herrunterregulation und Uberexpression anti-apoptotischer
BCL-2 Mitglieder eine Rolle. Wie in BAK/BAX-defizienten JURKAT Zellen gezeigt, ist
dieser Apoptoseblock sehr effektiv und inhibiert synergistische Apoposeinduktion
vollstandig, da keine Cytochrom-C-Freisetzung mehr mdglich ist (s. Kapitel V.1.3.3).
BCL-2- und BCL-XL-Uberexpression fiihrte in Leukdmiezelllinien auch zur Pufferung
des hohen NOXA-Proteinlevels nach Kostimulation. Die Uberexpression von BCL-2-
ahnlichen Proteinen in primaren Leukamiezellen kann aber vom Niveau nicht mit

vektorbasierter Uberexpression in Tumorzelllinien verglichen werden. Primare Zellen
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haben also deutlich geringere Pufferkapazitat fur pro-apoptotische BCL-2 Proteine.
Daher ist zu erwarten, dass in vivo Leukamiezellen von Patienten mit einem solchen
Apoptoseblock durch Kombination von BA und Doxorubicin, Asparaginase und
Vincristin dennoch profitieren kdnnen. Tatsachlich konnte die Wirksamkeit dieser
Kombination im Fall von erworbener Zytostatika-Resistenz im Rahmen dieser
Dissertation auf JURKAT Zellen gezeigt werden (s. Kapitel V.1.1.4)

Die drei gefundenen Kombinationskandidaten werden in derzeitigen Standard-
therapieprotokollen in der Induktions- und der Re-Induktionsphase eingesetzt. Auch
fur die Kombination mit BA scheint der Einsatz in dieser Therapiephase sinnvoll, da
schnelle Tumorblastenreduktion durch synergistische Apoptoseinduktion erfolgen
kann. Doxorubicin und Vincristin sind daruber hinaus Wirkstoffe in der Therapie von
Leukamierezidiven, sowie von Polychemotherapieprotokollen solider Tumore. Auch
diese Falle kdnnen von zusatzlichem BA-Einsatz profitieren.

Die kombinierte Gabe von BA und Doxorubicin, Asparaginase oder Vincristin
bewirkte additive und synergistische Effekte in primaren Leukamiezellen aus uber 40
Patientenproben, darunter Patientenproben aus Risikogruppen und Rezidivfalle (s.
Kapitel V.2.1). Der synergistische BA-Effekt kommt v.a. bei geringen Wirkstoff-
konzentrationen zum Tragen. Daher kann es selbst in Gewebekompartimenten, die
wahrend der Chemotherapie geringen Wirkstoffkonzentrationen ausgesetzt sind (wie
das zentrale Nervensystem), oder bei Wirkstoffen, welche schnell metabolisiert

werden, zur gesteigerten Apoptoseinduktion von Tumorzellen kommen.

Zusammengefasst belegen die Untersuchungen im Rahmen dieser Doktorarbeit das
Potential von BA als synergistischer Kombinationspartner in der Polychemotherapie.
Dabei vespricht v.a. die gemeinsame Applikation von BA mit Doxorubicin, Aspara-

ginase und Vincristin maximale synergistische Apoptoseinduktion in Leukamiezellen.

VI.2 Ausblick auf weiterfihrende wissenschaftliche Untersuchungen

In den vorangegangenen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass Betulinsaure in
Tumorzelllinien sowie im Besonderen auch in primaren und Xenograft Leukamie-
zellen mit etablierten Chemotherapeutika kooperieren kann. Dabei konnte der Trans-
kriptionsfaktor p53 als zentraler molekularer Signalvermittler bestimmt werden, der
durch spezifische Transaktivierung des NOXA Genlokus und damit gesteigerte

NOXA Expression synergistische Apoptoseinduktion vermittelt. Dabei bedarf es
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weiterer molekularer Studien, um die komplexen Ubergeordneten Signalwege zu ent-
schlisseln, die von niedrig dosierten etablierten Zytostatika und Betulinsaure
induziert werden konnen und sukzessive zur Stabilisierung und eventuellen post-
translationalen Modifikation von p53 und zum Zellzyklusarrest fuhren. Aufschlisse-
lung dieser Modifikationen und ihrer Vermittler kann zusatzlich zum Verstandnis Gber
die komplexe Regulation von p53 Zielgenen und anderer transkriptionsunabhangiger
p53 Funktionen beitragen.

Weitere Forschungsmotivation, die sich durch die neuen Ergebnisse aus dieser
Dissertation ergibt, ist die Klarung der Frage nach Wirksamkeit der BA-Kombi-
nationstherapie auf Leukamiestamm- und Vorlauferzellen. Sie sind die wichtigsten
Angriffsziele der Leukamietherapie, da ihr Therapieluberleben nach heutigem Ver-
standnis verantwortlich ist fur die Rezidivbildung einer Leukémie (Jamieson et al.,
2004). Kombination mit BA stellt nur dann eine geeignete Option zur Verbesserung
der Leukamietherapie dar, wenn sie in der Lage ist, leukdmische Stamm- und Vor-
lauferzellen effizient zu eliminieren. Da eine Anreicherung von leukamischen Stamm-
und Vorlauferzellen bisher kaum maoglich ist, sind Repopulationsassays die Methode
der Wahl, wobei die per Definition gegebene Eigenschaft der Zellen zum Leukamie-
wachstum in vivo genutzt wird. Hierbei kann das in dieser Arbeit eingesetzte
Xenograft NOD/SCID-Mausmodell zur Amplifikation von primaren Leukamiezellen (s.
Kapitel 1V.2.9) herangezogen werden. Diese Mause werden inokuliert mit leuka-
mischen Proben, die stabilen Synergismus bei Kostimulation mit Asparaginase,
Doxorubicin oder Vincristin und BA zeigten. Nach Passage in der NOD/SCID-Maus
werden Leukamiezellen isoliert und in vitro mit BA alleine, mit einem der drei
Zytostatika oder mit der Kombination aus BA und Zytostatika inkubiert. Im Zuge
eines Repopulationsassay werden die so behandelten Xenograft Leukamiezellen in
verschiedenen Konzentrationen in weitere Mause appliziert und die Entstehung einer
Leukédmie beobachtet. Nach Haufigkeit dieses Ereignisses kann ruckgerechnet
werden, wie effizient Betulinsaure alleine oder in Kombination mit einem weiteren
etablierten Zytostatikum auf leukdmischen Stamm- und Progenitorzellen wirkt.

Eine erfolgreiche in vivo BA-Kombinationstherapie zeigten schon Sawada et al. 2004
in einem Mausmodell des murinen Melanoms durch effektivste Tumorreduktion nach
BA- und Vincristingabe. Fur humane Leukamiezellen wurde sich das in dieser Arbeit
verwendete Xenograft Mausmodell in Abwandlung als in vivo Therapiemodel eignen.

Als Ausgangsmaterial sollte auch hierbei eine Patientenprobe eingesetzt werden, bei
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der in vitro stabile Resultate in Hinblick auf synergistische Wirkung und den
molekularen Mechanismus der Apoptoseinduktion nach kombinierter Stimulation
erzielt wurden. Ob eine zeitversetzte und/oder wiederholte Gabe von Betulinsaure
als schneller wirkendes zytotoxisches Agenz sinnvoll ist, kann dartber hinaus durch

Variation der Applikationsschemata getestet werden.

Diese Untersuchungen liefern dann die Grundlage um einen klinischen Einsatz von
BA im Rahmen der Polychemotherapie der Leukamie optimal vorzubereiten. Ziel ist
letztlich, die Effektivitat der Therapieprotokolle und damit die Prognose jedes

einzelnen Leukamieerkrankten zu verbessern.
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VIl Zusammenfassung

Der Naturstoff Betulinsdure (BA) induziert effektiv Apoptose in Tumorzellen.
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigten, dass BA auf primaren Leukamiezellen besser
Apoptose in vitro induziert als viele der heute verwendeten Zytostatika. Zelltod wird
dabei direkt Uber Aktivierung des intrinsischen Apoptosesignalwegs am Mito-
chondrium ausgeldst. Aufbauend auf diesen Daten war es Ziel dieser Dissertation,
BA in die Kombinationsabfolge der Polychemotherapie der Leukamie einzuordnen.
Zunachst wurde untersucht, mit welchen Zytostatika der heutigen Leukamietherapie
Betulinsaure kooperiert, so dass der gemeinsame Einsatz beider Substanzen
synergistische Apoptose auslost. Dabei stellte sich heraus, dass Betulinsaure mit
den drei Medikamenten Asparaginase, Doxorubicin und Vincristin kooperiert, sowohl
auf sensitiven Tumorzelllinien, auf Zytostatika-resistenten Zelllinien als auch auf
primaren Zellen von Kindern mit akuter Leukamie.

Im Hauptteil der Arbeit wurde untersucht, welche intrazellularen Signalmechanismen
fur die effektive Apoptoseinduktion von BA mit Asparaginase, Doxorubicin oder
Vincristin verantwortlich sind. Dabei erwiesen sich fur alle drei untersuchten
Zytostatika die Signalmechanismen als identisch. Mittels des Einsatzes von
transgenen Tumorzellinien, der Uberexpression rekombinanter Proteine sowie des
Knockdowns endogener Proteine Uber RNA-Interferenz konnte gezeigt werden, dass
folgende Signalmoleklle die synergistische Apoptoseinduktion vermitteln: der
Transkriptionsfaktor p53; das pro-apoptotische BCL-2 Familienmitglied NOXA,
dessen Expression Uber p53 reguliert wurde; die mitochondriale Aktivierung mit Frei-
setzung von z.B. Cytochrom-C, die durch Mitglieder der BCL-2 Familie reguliert
wurde; hierbei ermdglichte die p53-abhangige Regulation von NOXA eine Ver-
schiebung des Gleichgewichts in Richtung zur Apoptose; Caspasen (Casp-3 und -9).
Um die intrazellulare Signaltransduktion auch an Patienten-abgeleiteten Zellen
untersuchen zu kdnnen, wurde eine neue Technik etabliert: Kindliche ALL-Zellen
wurden in immuninkompetenten Mausen vermehrt und mittels eines optimierten
Protokolls der Elektroporation mit small interfering RNA transfiziert. Auch hier zeigte
sich eine Abhangigkeit der synergistischen Apoptoseinduktion von p53 und NOXA.
Die dargelegten Untersuchungen legen nahe, BA in zukunftigen pra-klinischen und
klinischen Studien der Leukamie in der Nahe von Doxorubicin, Asparaginase oder
Vincristin einzusetzen, um von der gunstigen p53-abhangigen Aktivierung von NOXA
durch Zytostatika-Kombination zu profitieren.
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VIl  Abstract

The natural product betulinic acid (BA) effectively induces apoptosis in tumor cells.
Preliminary work of our group demonstrated that BA induces apoptosis in vitro on
primary leukemia cells more efficiently than many cytotoxic drugs currently used. Cell
death is triggered directly through activation of the intrinsic apoptosis signaling
pathway at the level of mitochondria. Based on these data, it was the aim of this PhD
thesis to integrate BA into the combination schedule of leukemia polychemotherapy.
First | investigated, with which cytotoxic drug of contemporary leukemia therapy
betulinic acid cooperated, so that the combined use of both substances triggered
synergistic apoptosis. As a result betulinic acid cooperated with the three drugs
asparaginase, doxorubicin and vincristine on both sensitive leukemia cell lines and
cytotoxic drug resistant cell lines as well as on primary cells obtained from children
with acute leukemia.

In the main part of the study the underlying intracellular signaling mechanisms for
effective induction of apoptosis by BA with asparaginase, doxorubicin or vincristine
was analysed. For all three cytotoxic agents the signaling mechanisms were proven
to be identical. Using transgenic tumor cell lines, overexpression of recombinant
proteins, as well as knock down of endogenous proteins by RNA interference, it was
demonstrated that the following signaling molecules mediated synergistic apoptosis
induction: the transcription factor p53; the pro-apoptotic BCL-2 family member NOXA
as a p53 target; mitochondrial activation with release of e.g. Cytochrome-C, which
was regulated by members of the BCL-2 family; therefore p53-dependent regulation
of NOXA mediated a shift in the balance of BCL-2 members towards apoptosis;
caspase activation (Casp-3 and -9). To investigate the intracellular signal pathway
additionally in patient-derived cells a new technique was established: Childhood ALL
cells were amplified in immunoincompetent mice and in vitro transfected with small
interfering RNA using an optimized electroporation protocol. Again, synergistic
apoptosis induction was verified to be p53 and NOXA dependent.

These studies suggest that in future pre-clinical and clinical studies of leukemia BA
should be used in close proximity to doxorubicin, asparaginase or vincristine to
benefit from the favorable p53-dependent activation of NOXA by cytotoxic drug

combination.
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