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Abstract

Mantle cell lymphoma is characterized by the t(11;14)(q13;q32) translocation juxtaposing
the CCNDI1 gene locus to the Ig heavy chain locus, resulting in a cyclin D1 overexpression.
Cyclin D1 forms a complex with CDK4 and 6 and deactivates Rb through phosphorylation,
leading to cell cycle progression from G1- into S-phase. Abemaciclib is a novel potent small
molecule CDK4/6 inhibitor and therefore poses a rational approach in MCL therapy. In this
study we evaluated the effect of abemaciclib as a single agent and in combination therapy with
inhibitors of the BCR pathway or cytarabine in MCL and DLBCL cells.

We demonstrate, that abemaciclib as a single agent leads to potent growth inhibition in low
nanomolar doses through a strong, nontoxic and reversible G1-arrest in three of four MCL cells,
whereas the effect on DLBCL cells is less distinct. The Gl-arrest is induced by
dephosphorylation of Rb in all cell lines with mostly unaffected expression levels of CDK4 or
cyclin D1. However, we further show that abemaciclib leads to dephosphorylation of Akt on
position Ser473 and Thr308 in sensitive but not in resistant MCL cell lines, imposing a possible
role for Akt as a biomarker for abemaciclib resistance.

With the abemaciclib effect being largely nontoxic and reversible, combination with other
therapeutic agents is important. Here we show, that especially the sequential combination of an
abemaciclib induced Gl-arrest followed by ibrutinib or cytarabine poses great potential for
synergism but also carries a considerable risk of antagonistic interactions. While ibrutinib acts
synergistically when administered in Gl-arrest, a lasting G1-arrest protects MCL cells from
cytotoxic treatment by cytarabine. However, by exploiting the reversible effect of abemaciclib,
MCL cells can be released from Gl-arrest through inhibitor washout. This leads to a
synchronized S-phase entry and sensitization to cytarabine treatment. Therefore, rational drug
combinations may achieve major benefits, if possible adverse interactions are considered and
studied carefully prior to testing.

Further studies need to address the interactions with other targeted approaches of the B-cell

receptor pathway to better understand the underlying molecular mechanisms.
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1. Einleitung

1.1. Mantelzelllymphom

1.1.1. Definition und Epidemiologie

Das MCL ist 1992 aus dem zentrozytischen Lymphom der Kiel Klassifikation
hervorgegangen!'"* 2!, Es macht mit einer Inzidenz von 0,4/100 000 Einwohner pro Jahr etwa 6
— 8 % aller Non-Hodgkin Lymphome aus'>* und hat ein medianes Uberleben von 4-7 Jahren!®>-
I, Das Mantelzelllymphom (MCL) ist in circa 90 % der Fille!® ¥ charakterisiert durch die
Translokation t(11;14)(q13;q32)!'%, welche zur Uberexpression des in normalen B-Zellen nicht
exprimierten' ! Cyclin D1 fiihrt. CCND1 (auch Bcl-1, PRAD-1) wird dabei unter die Kontrolle
eines Enhancers des IgH Gens auf Chromosom 14 gestellt!!>!# Mittlerweile kénnen beim
MCL zwei pathogenetisch grundlegend verschiedene Subtypen unterschieden werden!!*!: Das
,klassische® Mantelzelllymphom zeichnet sich durch vor allem nodale und extranodale
Manifestationen und einen verhéltnisméBig aggressiven Krankheitsverlauf aus. Die variable
Region des IGH Locus (IGHV) ist nicht mutiert und SOX11 ist positiv. Der zweite Typ zeichnet
sich durch einen eher leukdmischen und indolenten Verlauf aus; IGHV ist hier in aller Regel

mutiert und SOX11 negativ!!> 161,

1.1.2. Morphologie, Inmunphinotypisierung und Zytogenetik

Der Name ,,Mantelzelllymphom* leitet sich von dem typischen Wachstumsmuster in frithen
Krankheitsstadien ab: Die Tumorzellen umgeben Keimzentren und ersetzen so den
physiologischen Follikelmantel' 7). Das Mantelzelllymphom kann Histopathologisch in vier
Entitédten unterteilt werden, wobei die ,.,klassische* Form mit fast 90 % den mit Abstand grof3ten
Anteil ausmacht!'® 1. Es handelt sich hierbei um einheitliche kleine bis mittelgroBe Zellen mit
unregelmiBigen, teils bohnenartig geformten Kernen ohne Nukleolil!:> 1% 18- 191 Das Chromatin
ist weniger kondensiert als in normalen Lymphozyten iiblich, aber nicht ganz so locker wie bei
Lymphoblasten''®]. Die restlichen circa 10 % der MCL lassen sich in einen kleinzelligen, einer
chronisch lymphatischen B-Zell Leukdmie (B-CLL) dhnlichen, einen pleomorphen und damit
histopathologisch dem DLBCL &dhnelnden, sowie in einen blastischen, eher einer akuten
lymphatischen Leukimie entsprechenden Subtyp unterteilen!'. Der blastische Subtyp hat im
Vergleich zum diffusen Typ ein moglicherweise verringertes Gesamtiiberleben'?”. Die
prognostische Wertigkeit dieser Subtypen bleibt jedoch kontrovers und ist wahrscheinlich nicht

ausschlaggebend!!”). Das Wachstumsmuster des MCL ist in 80 % diffus und 20 % nodulir.
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Anders als die rein histopathologische FEinteilung lassen Wachstumsmuster und
Proliferationsaktivitit durchaus Riickschliisse auf die Prognose zu. Ein hoher Mitoseindex und
starke Ki67-Expression, sowie diffuses Wachstumsmuster sind mit einem aggressiven
Krankheitsverlauf und vermindertem Gesamtiiberleben korreliert'! 1 201 Dies wird weiter
unterstiitzt durch Ergebnisse aus Gene Expression Profiling (GEP) Studien, bei denen die
Expression einer ,,Proliferation Signature* als stirkster Priadiktor fiir kiirzeres Gesamtiiberleben
identifiziert werden konnte!® 2!, Immunhistochemisch zeichnet sich das Mantelzelllymphom
neben der Uberexpression von Cyclin D1 und der Expression typischer B-Zell Marker (CD19,
CD20, CD79a) durch die Expression von IgM, IgD und die Koexpression des T-Zell-Antigens
CD5 sowie CD43 bei fehlender Expression von CD10 und CD23 aus!!-2!,

Zytogenetisch definiert das Mantelzelllymphom die in iiber 90 % der Fille auftretende
Translokation t(11;14)(q13q32)!8. Es kommt zu einer Uberexpression von Cyclin D1 durch
Juxtaposition des CCND1 Locus auf Chromosom 11 zum IgH Locus auf Chromosom 144, In
einigen Fillen treten Amplifikationen im CDK4-Gen oder vermehrte MDM?2-Expression auf,
was vermutlich mit einem besonders aggressiven Krankheitsverlauf assoziiert ist!!® 2%, Weitere
hiufige zytogenetische Verdanderungen betreffen Deletionen des Tumorsuppressorgens p53 auf
Chromosom 17p, im Angia-Teleangiectasia-Mutated (ATM)-Gen auf Chromosom 11q und im
Locus 9p21.3, in welchem sich unter anderem die Tumorsuppressoren CDKN2A, CDKN2B
und MTAB befinden!®. Des Weiteren kann es zu Beeintrichtigungen etwa von CDKN2C,
FAF1, BCL2L11 und zu Mutationen der TNF Superfamilie auf Chromosom 19p13.1
kommen'®!. Neben zytogenetischen Verinderungen wurden auch Verinderungen in der DNA-

Methylierung, unter anderem von p16, CDKN2B, NOTCH1 und CD5 beschrieben!?* 24,

1.2. Diffus-grof3zelliges B-Zell Lymphom

1.2.1. Definition und Epidemiologie

Das DLBCL ist das hiufigste aller B-NHL und stellt selbst eine sehr heterogene Gruppe an
Erkrankungen dar'?!. Es ist wahrscheinlich die hiufigste B-Zell Neoplasie, wenngleich
Angaben dazu in der Literatur schwanken. Fiir eine 2006 veroffentlichte grole Register-Studie
beispielsweise wurden 114 548 Patienten mit lymphatischer Neoplasie in den Vereinigten
Staaten untersucht. Danach war bei der weillen und asiatischen Bevolkerung das DLBCL mit
21 und 29 % die hiufigste und bei der schwarzen Bevolkerung nach Plasmazellneoplasien mit
15 % die zweithiufigste lymphatische Neoplasie!®®!. Nach einer neueren Studie von Laurent et

al. mit 42 145 untersuchten Proben des franzosischen Lymphopath Networks handelt es sich



bei 32,4 % der nicht kutanen Lymphome um DLBCL™. Die Inzidenz betrigt 3-5/100 000
Einwohner pro Jahr, das mediane Alter liegt zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr®”!. Den
weitaus grofiten Teil davon machen die DLBCL, ,,not otherwise specified (nos) aus, welche
weiter nach Ursprungszelle (Cell of Origin, COO) in ,activated B-cell Typ* (ABC) und

,.germinal centre Typ* (GC) unterteilt werden konnen (Tabelle 115 281),

2016 WHO classification of mature lymphoid, histiocytic, and dendritic neoplasms -
DLBCL
Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), nos
Germinal center B-cell type
Activated B-cell type
T-cell/histiocyte-rich large B-cell lymphoma
Primary DLBCL of the central nervous system (CNS)
Primary cutaneous DLBCL, leg type
EBV* DLBCL, nos
EBV* mucocutaneous ulcer
DLBCL associated with chronic inflammation
Lymphomatoid granulomatosis
Primary mediastinal (thymic) large B-cell lymphoma
Intravascular large B-cell lymphoma
ALK" large B-cell lymphoma
HHVS8* DLBCL, nos
B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between DLBCL and classical Hodgkin
lymphoma

Tabelle 1: Auszug aus der 2016-Revesion der WHO-Klassifikation lymphatischer Neoplasien!'.

1.2.2. Morphologie, Immunphinotypisierung und Zytogenetik

Es existieren aktuell verschiedene Methoden, die unterschiedlich ausgeprégte prognostische
Wertigkeit besitzen, Patienten mit DLBCL in Untergruppen einzuteilen.

Histomorphologisch werden hauptsidchlich drei Gruppen innerhalb des ,,DLBCL, nos*
unterschieden: Zentroblastisch, immunoblastisch®’ und anaplastisch'®® *°!. Allgemein kommt
es zu einer Verdringung der urspriinglich knotigen Lymphknotenarchitektur durch diffuse
Proliferation von gro3en B-Lymphozyten. Beim zentroblastischen Typ handelt es sich dabei
tiberwiegend um fldchenhaft verteilte B-Zellen mit groBen, vesikuldren Nuklei und

prominenten Nukleoli. Das immunoblastische DLBCL zeichnet sich durch die starke
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Ausbreitung von Immunoblasten aus, welche hierbei bis zu 90 % der Lymphozyten im Tumor
ausmachen konnen!. Sie sind charakterisiert durch einen runden Nukleus mit einem
einzelnen, eosinophilen, meist zentralen Nukleolus®! 2/, Bei der kleinen Untergruppe mit
anaplastischer Morphologie handelt es sich um iiberwiegend groB3e, polymorphe Zellen mit viel
Zytoplasma. Sie sind teilweise polynukleédr und zeigen eine hohe Mitoserate. Die Kerne sind
unregelmidBig geformt und im Gegensatz zum anaplastischen T-Zell Lymphom ist das
anaplastische DLBCL fast ausschlieBlich ALK negativ(®*!,

Immunphénotypisch exprimiert  das DLBCL  charakteristischerweise den
Oberflichenmarker CD45, sowie verschiedene pan-B-Zell-Marker wie CD19, CD20, CD22,
CD79a und PAX552!. DLBCL vom GCB Typ (s.u.) exprimieren in der Regel CD10 und Bcl-
6, wohingegen beim ABC Typ eine stiarkere Expression von MUMI1/IRF-4, und Cyclin D2
gezeigt werden konntel®* 33!, Diskutiert wird auch eine stirkere Expression von NF-«B bei den
ABC Typ DLBCLP® ¥, Weitere, in einem Teil der Fille exprimierte Oberfl:ichenmarker sind
Bcl-2 in 30-50 %, CD30 vor allem beim anaplastischen Subtyp, sowie Ki67 mit einer Varianz
der Ki67 exprimierenden Zellen zwischen 40 und iiber 90 %'?® 3*!. Auch molekularbiologisch
ist das Diffus-grof3zellige B-Zell Lymphom eine duBerst heterogene Gruppe. Alizadeh et al.
beschrieben erstmals im Jahr 2000 anhand von groBen Gene Expression Profiling Analysen die
Existenz von zwei sich sehr unterschiedlich verhaltenden Entititen innerhalb des DLBCL: Eine
Gruppe zeigte ein Expressionsmuster, welches dem normaler Keimzentrumszellen stark
dhnelte, die zweite Gruppe zeigte ein Expressionsmuster, das stiarker dem in vitro aktivierter B-
Zellen glich®®!. Durch die in den letzten Jahren immer breitere Verfiigbarkeit von GEP®! hat
sich eine molekulargenetische Einteilung nach Cell of Origin (COO) als der rein
morphologischen Klassifikation iiberlegen erwiesen. Demnach konnen beim DLBCL zwei bis
drei Entitdten mit signifikant unterschiedlichem Overall Survival (OS) und Event Free Survival
(EFS) unterschieden werden!®> 3% 3%l Dies findet sich nun auch in der iiberarbeiteten Version
der WHO Klassifikation lymphatischer Neoplasien (2016) in Form einer Unterteilung in
germinal centre B-cell-like Lymphoma (GCB) und non-GC Lymphoma, beziehungsweise
activated B-cell-like Lymphoma (ABC), wieder!!>!. Da im klinischen Setting GEP jedoch nicht
flichendeckend verfiigbar ist, wurden verschiedene weitere Ansétze entwickelt und getestet,
mit denen DLBCL in GCB und non-GC eingeteilt werden konnen. Colomo et al. (2003)
konnten dabei durch Einteilung nach immunhistochemischer Farbung von CD10, Bcl-6, CD138
und MUM 1 keinen signifikanten Unterschied im OS beider Entititen feststellen!*?). Die Gruppe
um Hans et al. (2003) hingegen entwickelte einen Algorithmus, nachdem GCB und non-GC
allein durch Farbung von CD10, Bcl-6 und MUMI1 mit einer Sensitivitidt von 71 % fiir GCB
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und 88 % fiir non-GC unterschieden werden konnten!**. Morphologisch scheint zumindest die
Gruppe immunoblastischer Lymphome mit den non-GC DLBCL und damit mit schlechterem
Outcome zu korrelieren®!. In der iiberarbeiteten Version der WHO Klassifikation
lymphatischer Neoplasien von Swerdlow et al. (Blood 2016) wird die Unterscheidung von
GCB und non-GC DLBCL mittels immunhistochemischer Fiarbung (IHC), beispielsweise nach
dem Hans Algorithmus®¥, empfohlen!!*!. Es sollte jedoch beachtet werden, dass weiterhin kein
Konsens iiber die diagnostische und prognostische Wertigkeit von THC Firbungen zur
Klassifikation von GCB und non-GC besteht, mit mehreren zuletzt veroffentlichten Arbeiten,
die die Aussagekraft der IHC bei Bestimmung der DLBCL Subgruppen in Frage stellen! 411,
Andere molekulargenetische Veridnderungen, die beim DLBCL auftreten konnen, sind
beispielsweise die vom follikuldren Lymphom bekannte Translokation t(14;18)(q32;q21)?!.
Diese betrifft in etwa 20 % der Fille Patienten mit DLBCL, iiberwiegend des GCB Typs!*® 4>
41 Translokationen von Bcl-6 auf 3q27 finden sich in 20 — 40 % der Fille, wahrscheinlich
hdufiger bei Patienten mit ABC-Typ DLBCL"), und konnen unterschiedlichste
Translokationspartner haben!® 447 In 5-15 % der Fille findet sich die ansonsten fiir das Burkitt
Lymphom charakteristische Translokation t(8;14)(q24;q32) bei der c-Myc unter die Kontrolle
des IgH-Locus gestellt wird*® *!. Die bei einer Vielzahl maligner Erkrankungen auftretende
Mutation des Tumorsuppressors pS3 ldsst sich beim DLBCL in etwa 20 % der Fille nachweisen
und ist mit beeintrichtigtem Gesamtiiberleben verbunden!® %!, Des Weiteren wird die
prognostische Wertigkeit sogenannter ,,double Hit“ Lymphomas intensiv diskutiert. Hierbei
kommt es zeitgleich zu zytogenetischen Verdnderungen von Myc und entweder Bcl-2 oder Bcl-
6, was wahrscheinlich mit deutlich schlechterem Outcome verbunden ist!'l: L 21
Interessanterweise wird dadurch die Unterteilung nach COO bereits in Frage gestellt. So
scheinen beispielsweise die Unterschiede im Gesamtiiberleben zwischen GCB und ABC-Typ

zu verschwinden, wenn die Patienten nach Myc* / Bcl-2* Doppelpositivitidt eingeteilt

werden3!,

1.3. Klinische Prédsentation, Therapie und Prognose von MCL und

DLBCL

Klinisch manifestiert sich das Mantelzelllymphom in den allermeisten Fillen in einem
spiten Stadium (III/IV nach Ann Arbor-Klassifikation®*). Das mediane Erkrankungsalter liegt
zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr, etwa 75 % der Patienten sind ménnlich®> 3!, In 60-80

% der Fille liegt bei Diagnosestellung ein Knochenmarksbefall vor, eine Milzbeteiligung findet



sich bei etwa der Hilfte aller Patienten 557, In 25 % der Fille kommt es zusitzlich zu einem
Befall der Leber, bei 20-60% der Patienten ist der Gastrointestinal (GI)-Trakt im Sinne einer
lymphomatdsen Polyposis betroffen!?!. Etwas weniger als die Hilfte der Patienten zeigen bei
Krankheitsbeginn B-Symptome!®: ¢!,

Das DLBCL prisentiert sich in der Regel mit schmerzloser Lymphadenopathie und in 25 %
der Fille als ,limited Disease®, das heift im Ann Arbor-Stadium I/II, ohne bulky Disease!*> 321,
Das mediane Erkrankungsalter liegt wie beim MCL zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr!?!,
Uber die Hilfte der Patienten sind #lter als 60 Jahre, nicht selten sind jedoch auch sehr junge
Patienten betroffen'®8, B-Symptome werden von etwa 20 % der Patienten berichtet,
extranodaler Befall ist hiufig und meist gastrointestinal lokalisiert!?”- 32 5% Allerdings ist der
Befall von so gut wie jedem Organ moglich, wodurch das DLBCL eine Vielzahl verschiedener
Erkrankungen imitieren kann"?!,

Die Erstlinientherapie besteht sowohl beim MCL als auch beim DLBCL aus einer
Immunchemotherapie!'% 2> Als Inmunchemotherapie hat sich beim Mantelzelllymphom bei
jungen Patienten ein alternierendes Regime aus je drei Zyklen R-CHOP (Rituximab,
Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Prednisolon) und R-DHAP (Rituximab,
Dexamethason, Cytarabin, Cisplatin) mit anschlieBender Ganzkorperbestrahlung (TBI) und
autologer Stammzelltransplantation (ASCT)!® 6! 621 durchgesetzt. Bei ilteren Patienten oder
Patienten, die aus anderen Griinden nicht fiir ein intensiviertes Therapieregime in Frage
kommen, konnen entweder Bendamustin oder CHOP jeweils in Kombination mit Rituximab
eingesetzt werden. Hierbei zeigt R-Bendamustin wahrscheinlich ein etwas besseres Ansprechen
und weniger unerwiinschte Arzneimittelwirkungen!!® %31, Alle Patientengruppen scheinen von
einer sich der Induktionstherapie anschlieBenden Rituximab Erhaltungstherapie zu
profitieren'®* %!, Etwa 10-15 % der Mantelzelllymphome zeigen einen indolenten Verlauf. Sie
zeichnen sich in der Regel durch geringe Tumorlast und niedrige Proliferationsaktivitit mit
hypermutierten IGHV sowie SOX11 Negativitiit aus!!®!. In diesen Fillen kann ein abwartendes
Vorgehen unter engmaschiger Verlaufskontrolle angebracht sein'®® ¢”!, Fiir das DLBCL gilt seit
den 1970er Jahren CHOP als Standardtherapie!®® und seit der Ergiinzung von Rituximab!®!
konnte noch fiir kein anderes Regime Uberlegenheit gegeniiber R-CHOP gezeigt werden!’%72!,
Damit bleiben sechs Zyklen R-CHOP beim DLBCL weiterhin Erstlinientherapie!®> !, Allein
bei Patienten mit limited Disease in den frithen Krankheitsstadien I und II kann sowohl beim
DLBCL als auch beim MCL eine Verkiirzung der Therapiedauer auf drei bis vier Zyklen

Immunchemotherapie in Kombination mit Strahlentherapie erwogen werden!> %!, Hierdurch



konnen vereinzelt auch beim MCL Langzeiterfolge erzielt werden!”), ASCT ist beim DLBCL,
im Gegensatz zum MCL, Hochrisikopatienten und Patienten nach Rezidiv vorenthalten!> 2!,

Molekulare Therapieansdtze: Durch ein immer breiteres Verstindnis der Pathogenese

himatologischer Erkrankungen wurden in den letzten Jahren neben Rituximab eine Vielzahl an
zielgerichteten Therapien entwickelt und getestet!’”*), Zugelassen sind fiir das MCL aktuell der
mTOR-Inhibitor Temsirolimus™, der Proteasom-Inhibitor Bortezomib”® 771 der
Immunmodulator Lenalidomid’® 7' und der Bruton’s Tyrosin Kinase (Btk)-Inhibitor
Ibrutinib!®’. Bei refraktirem oder rezidiviertem Mantelzelllymphom erwies sich davon zuletzt
der Btk-Inhibitor Ibrutinib in einer Phase 3 Studie von Dreyling ef al. mit einem
progressionsfreien Uberleben von 14,6 Monaten als sehr effektiv, gut vertriglich und dem
mTOR-Inhibitor Temsirolimus (PFS 6,2 Monate) deutlich iiberlegen!®’.

Prognose: Zur Risikostratifizierung bei Lymphomen wurde 1993 der ,International
Prognostic Index* (IPI) und der ,,age adjusted IPI* fiir Patienten unter 60 Jahren (aalPI)
entwickelt®. Dieser ist fiir das DLBCL in einer 2007 iiberarbeiteten Form (,,revised IPI** (R-
IPI))! noch immer giiltig und klinisch relevant. Risikofaktoren (RF) sind hierbei das Alter
iber 60 Jahren, ein Ann Arbor Stadium von III/IV, eine erhohte Laktat-Dehydrognease (LDH),
ein Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) Status von 2 oder mehr und mehr als eine
extranodale Manifestation. Nach R-IPI kann in 3 Risikogruppen unterteilt werden: 1.: Sehr Gut
(0 RF; 4-Jahres OS 94 %), 2.: Gut (1-2 RF; 4-Jahres OS 79 %) und 3.: Schlecht (3-5 RF; 4-
Jahres OS 55%)13%- 811 Fiir das MCL besitzen IPI und R-IPI nur eingeschrinkte prognostische
Wertigkeit!?. E. Hoster und M. Dreyling schlugen deshalb 2008 auf Basis einer Metaanalyse
von insgesamt 455 Patienten einen spezifischen Risikoscore fiir das MCL — den MCL
International Prognostic Index (MIPI) — vor®>. Es gehen Alter, ECOG Status iiber 1 sowie
LDH- und Leukozyten-Erhohung als Risikofaktoren ein®®. Der MIPI wurde bereits in
mehreren randomisierten internationalen Studien bestétigt und ldsst die Differenzierung der
Patienten in drei Gruppen zu (1.: niedriges Risiko, 5-Jahres OS 83 %; 2.: mittleres Risiko, 5-
Jahres OS 63 %; 3.: hohes Risiko, 5-Jahres OS 34 %)% 821 Neben MIPI spielt der anhand von
Ki67-Expression festgestellte Proliferationsindex prognostisch ebenfalls eine grofle Rolle: Je

hoher der Proliferationsindex, desto schlechter ist die Prognose!!”!.



1.4. Zellzyklusregulation: CCNDI1 / Cyclin D1 und CDKs sowie

deren Inhibition

1984 wurde der heute als CCNDI bekannte und fiir Cyclin D1 kodierende Gen-Lokus auf
Chromosom 11 von Tsujimoto und Kollegen erstmals und zwar in Lymphomzellen mit t(11;14)
Translokation, beschrieben!®*!. Damals B-cell lymphoma/leukemia 1 (Bcl-1) genannt, wurde
bereits von Tsujimoto eine Rolle in der Pathogenese hidmatologischer Erkrankungen
postulierten'®®!. Anfang der 1990er Jahre wurde schlieBlich im Bcl-1 Locus ,,PRAD-1% als
kodierend fiir Proteine aus der Familie der Zellzyklus regulierenden Cycline identifiziert!!?! und
offiziell CCND1 genannt®. Mittlerweile wurden groBe Fortschritte im Verstindnis der
Bedeutung der D-Typ Cycline gemacht®!: Der Zellzyklus besteht grob aus vier Phasen, der
G1-Phase mit Proteinsynthese und Zellwachstum, gefolgt von der S-Phase, in welcher die
DNA-Synthese mit Verdopplung des Erbguts stattfindet, der G2-Phase und schlieflich der M-
, der Zellteilungsphase!®® 87!, Vor Eintritt in S- und M-Phase muss eine gesunde Zelle dabei
sogenannte Checkpoints passieren, womit der Eintritt in die nichste Zellzyklusphase
kontrolliert wird®”!. Die Cycline D1-3 haben beispielsweise fiir sich genommen so gut wie
keine enzymatische Aktivitit!®®! sind aber in Verbindung mit den Cyclin-abhingigen Kinasen
4 und 6 (CDK4/6) maBigeblich fiir den Zellzyklusprogress von der Gl- in die S-Phase
verantwortlich®-¥, Hierbei geht Cyclin D1 eine Verbindung mit CDK4 oder 6 ein!®!*¥. Dieser
Komplex wird von einer Cyclin-aktivierenden Kinase (CAK, CDK7 und Cyclin H)
phosphoryliert und dadurch aktiviert!®?!. Hauptreaktionspartner ist das Retinoblastom-Protein
(Rb), ein Tumorsuppressorgen, das in hypophosphoryliertem Zustand sowohl den
Transkriptionsfaktor E2F, der die Transkription fiir den Zellzyklusprogress essentieller
Proteine bewirkt, als auch Histondeacetylasen (HDAC) bindet und somit den G1/S-Phase-
Ubergang verhindert'®**®!, Im Laufe der Zellzyklusprogression wird Rb von verschiedenen
Proteinkomplexen sukzessive hyperphosphoryliert und dadurch groBtenteils inaktiviert: Der
aktivierte Cyclin D1-CDK4/6 Komplex phosphoryliert Rb initial und es kommt zur verstirkten
Expression von Cyclin E und CDK2. Cyclin E-CDK2 ist dann in der Lage Rb weiter zu
phosphorylieren, was zur vollstindigen Inaktivierung und damit zur Freisetzung von
Transkriptionsfaktoren der E2F Familie fiihrt!®** 71, E2F fiihrt zur Transkription einer Reihe
von Cyclinen, CDKs und weiterer fiir die G1/S-Phase-Progression erforderlicher Proteine,
darunter unter anderem auch Cyclin E, CDK2 und Rb"® ®°!. Es ist wichtig anzumerken, dass
die Rolle der E2F Proteinfamilie moglicherweise komplexer ist als urspriinglich angenommen
und neben zellzyklusregulierenden, zusitzlich eine Reihe weiterer Funktionen haben

konnte! 101,



Gegenspieler dieser Ereigniskette sind in einer gesunden Zelle 2 gro3e Gruppen natiirlicher
Inhibitoren, die den G1/S-Phase-Ubergang kontrollieren. Proteine der INK4 Familie hemmen
CDK4/6 und bestehen aus p15™NK44 p16MNK4B 51 8INK4C ynd p19NK4D Proteine aus der Cip/Kip
Familie, vor allem p21<™! und p27%*!, hemmen den Cyclin E-CDK2 Komplex!®% 4 werden
aber wiederum zu Beginn des G1/S-Phase Ubergangs durch Cyclin D-CDK4/6 von Cyclin E-
CDK2 wegtitriert. Dies trigt ebenfalls zur verstirkten Aktivierung von Cyclin E/CDK?2 und
damit zur weiteren Hyperphosphorylierung von Rb beil®*°*!. Bei Betrachtung dieser Daten wird
deutlich, dass der aktivierte Cyclin D1-CDK4/6 Komplex am Anfang einer langen Kette an
Ereignissen steht, welche mit einer Vielzahl negativer und positiver feedback Schleifen
schlieBlich in der S-Phase und damit in der DNA-Synthese endet. Diese zentrale Stellung im
Zellzyklus in Zusammenschau damit, dass Cyclin D1 und CDK4/6 in einem GroBteil

unterschiedlichster maligner Erkrankungen iiberexprimiert sind®% !0l

, macht Cyclin D-
CDK4/6 zu einem attraktiven Ziel fiir neue Therapieansitze. Da Cyclin D alleine keine
enzymatische Aktivitit besitzt, ist es ein schwieriges Ziel fiir neue Inhibitoren, wohingegen
CDK4/6 durch small Molecules bereits potent inhibiert werden kann!®®!. Schon Anfang der
1990er Jahre konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass CDK4 durch verstérkte
Expression von Transforming Growth Factor Beta 1 (TGFB1) supprimiert werden und dadurch
ein Gl-Arrest mit Hypophosphorylierung von Rb erreicht werden kann®. Nach der
darauffolgenden Entwicklung mehrerer unselektiver CDK Inhibitoren, war PD 0332991
(Palbociclib) der erste hoch selektive small molecule CDK4/6-Inhibitor®* 1°2/, Momentan sind
mit Palbociclib, Ribociclib und Abemaciclib drei selektive CDK4/6-Inhibitoren in klinischer
Testung!!% 194 Das Mantelzelllymphom ist fiir CDK4/6-Inhibition durch die zentrale Rolle der
Translokation t(11;14) besonders interessant (s.0.): Durch die in so gut wie allen Fillen
krankheitsdefinierende Uberexpression von Cyclin D1 stellt die Hemmung der
Zellzyklusprogression durch selektive Hemmung des Cyclin D1-CDK4 Komplexes einen

rationalen und auf Basis molekularer pathogenetischer FErkenntnisse beruhenden

Therapieansatz dar.

1.5. Intrazelluldre Signalwege

Eine Darstellung aller Signalwege, welche durch Inhibition verschiedener intrazellulédrer
Ziele betroffen sein konnten, sprengt den Rahmen dieser Arbeit. Im Folgenden werden die fiir
diese Arbeit relevanten Signalwege und hierbei vor allem solche, die Auswirkungen auf den

Zellzyklus haben, zum besseren Verstiandnis kurz dargestellt.



1.5.1. B-Zell Rezeptor Signalweg

Der B-Zell Rezeptor (BCR) und die von ihm angestoflenen Signalwege sind unentbehrlich
fiir B-Zellentwicklung, -differenzierung und -iiberleben!!%-19, Das zeigt sich beispielhaft an
Patienten mit X-linked Agammaglobulindmie, hier ist das Gen fiir Btk defekt, was zu extrem
erniedrigten Gammaglobulin-Spiegeln und einer stark beeintriachtigten B-Zellfunktion
fithrt!'%!, Der B-Zell Rezeptor selbst besteht aus einer extrazelluldren, Liganden-bindenden
Domine und einer Transmembrandoméne. Diese bestehen aus vier kovalent gebundenen
Immunglobulinen (Ig): Zwei identische Ig schwere Ketten (IgH) und zwei identische Ig leichte
Ketten (IgL)!'!%. Der intrazellulire Teil zur Signalweiterleitung besteht aus den nicht-kovalent
gebundenen Effektor-Molekiilen Igo und IgB!'!%!. Nach Bindung eines Liganden kommt es zur
Oligomerisation und Konformationsinderung des Igo/Igf Heterodimers von seiner
geschlossenen zu einer offenen Stellung!!!'!!. Die Konformationsinderung wird wahrscheinlich
durch Lyn-vermittelte Phosphorylierung am Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motif
(ITAM) herbeigefiihrt!!'?!. Nach neueren Erkenntnissen von Mkaddem et al. iibt Lyn an BCR
ITAMs allerdings moglicherweise eher eine inhibitorisch regulierende Funktion aus (ITAMi)
und fiir deren aktivierende Phosphorylierung konnte die Src Kinase Fyn zustindig sein'!®!,
Sowohl Lyn als auch Fyn werden nach Bindung des Liganden rdumlich mit dem BCR
zusammengefiihrt um damit ihre phosphorylierenden Funktionen ausiiben zu kénnen!!'?!. Lyn
spielt auBBer am BCR selbst noch eine weitere Rolle bei der negativen Riickkopplung von BCR
Signalen: Es phosphoryliert und aktiviert CD22 und den Low Affinity Immunoglobulin Gamma
Fc Region Receptor I1I-B (FCyRIIB)!'!*! welche als Dockingstation fiir Phosphatase and Tensin
Homolog (PTEN) und SH-2 Containing Inositol 5' Polyphosphatase 1 und 2 (SHIP-1/2)
dienen!!!'!. Beide iiben hemmende Funktionen auf den B-Zell Rezeptor Signalweg aus!!!¢ 117,

Nach der Aktivierung des BCR Signalweges werden durch die Offnung und ITAM-
Phosphorylierung von Iga/IgB Bindungsstellen fiir Effektoren mit Src-homology 2 (SH-2)
Domiine frei! 8] und es werden eine Vielzahl an unterschiedlichen Kinasen und Effektor
Molekiilen zum BCR rekrutiert. Hierunter spielen vor allem die Spleen Tyrosin Kinase (Syk)
und die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)!!%!, mit ihren nachgeschalteten Reaktionspartnern,
eine entscheidende Rolle. Syk besitzt eine Vielzahl direkter und indirekter Wirkungen, welche
sich gegenseitig auf unterschiedlichste Weise beeinflussen. Einerseits wird beispielsweise Btk,
wahrscheinlich unter Vermittlung von B-cell Linker Protein (BLNK) und abhingig von seiner
SH2-Domine, durch Syk phosphoryliert und aktiviert!!'”), Andererseits aktiviert Syk aber auch
zusammen mit CD19 und dem BCR die PI3-Kinase, was zur Produktion von Phosphatidyl-
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Inositol-(3,4,5)-Trisphosphat (PIP3) fiihrt!2%- 12! PIP; wiederum rekrutiert Btk aufgrund seiner
PH-Doméine zur Zellmembran, an der es aktiviert wird!'?*.

Ein weiteres von Syk durch Phosphorylierung aktiviertes Schliisselmolekiil ist die
Phospholipase C Gamma 2 (PLCy2)!!3]. PLCy2 wird dariiber hinaus zusitzlich BLNK
vermittelt zur Zellmembran transloziert und dort von Btk phosphoryliert, ein Schritt der
moglicherweise zur vollstindigen Aktivierung von PLCy2 notwendig ist!!?*126], PLCy2
hydrolysiert Phosphatidyl-Inositol-(4,5)-Bisphosphat (PIP2) zu Inositol-(1,4,5)-Trisphosphat
(IP3) und Diacylglycerol (DAG)!''%. IP; fiihrt nun zu einer intrazellulidren Kalizium (Ca*)-
Erhohung durch Ca®*-Einstrom aus dem endoplasmatischen Reticulum (ER) und von
Extrazellulart!!® 1271 Dies fiihrt unter anderem zur Aktivierung der Nuclear Factor Kappa-
Light-Chain-Enhancer Of Activated B-Cells (NF-xB) und Nuclear Factor Of Activated T-Cells
(NF-AT) Signalwege!'?®!. DAG und das von IP; bereitgestellte Ca>* fithren auBerdem zur
Aktivierung der Proteinkinase C  (PKCp) und stoBen damit die Aktivierung verschiedener
Signalwege der MAP-Kinase-Familie an!!'% 128 121: p38 MAPK wird phosphoryliert und
transloziert in den Zellkern, was unter anderem zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
Myc-Associated Factor X (MAX) und Activating Transcription Factor 2 (ATF-2) fiihrt!!96- 139,
PKCp und Ca?* aktivieren die c-Jun N-terminale Kinasen 1 und 2 (JNK1/2), welche ebenfalls
in den Zellkern translozieren und zur Aktivierung von ATF-2 und c-Jun fiihren!1%: 131. 1321 ¢
Jun beeinflusst als Transkriptionsfaktor unter anderem die Expression von Cyclin D1 und ist
damit im Zellzyklus wichtig fiir den Ubertritt von der G1- in die S-Phase!'**!. Es muss allerdings
angemerkt werden, dass die genaue Rolle der verschiedenen Proteinkinase C Isoformen noch
nicht endgiiltig geklirt ist und die Phosphorylierung von JNK1/2 und damit die Aktivierung
von c-Jun eventuell stirker durch PKCS und PKC9 als durch PKCp erfolgt!!**!3"] Der dritte
Pfad der MAPK Familie endet in der Aktivierung und Zellkerntranslokation von den
Extracellular-signal Regulated Kinasen 1 und 2 (ERK1/2) mit anschlieBender Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren c-Myc und ETS Domain-Containing Protein Elk-1 (Elk-1)[1%: 1301
Dieser Weg wird einerseits durch PKC vermittelte Phosphorylierung der Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma Kinase Raf-1"*8 und andererseits Growth Factor Receptor-Bound Protein 2
(Grb2) gesteuert aktiviert. Hierbei assoziieren Grb2 und Son of Sevenless (Grb2/SOS) mit
phosphoryliertem BLNK und aktivieren Ras!'%!. Dies setzt die Signalkaskade Ras-Raf-MEK-
ERK in Gangl!06: 110, 130]
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des B-Zell Rezeptor Signalweges aus ,,J.M. Dal Porto et al. / Molecular Immunology
41 (2004) 599-613

1.5.2. PI3K-Akt-mTOR Signalweg

Akt, auch Proteinkinase B (PKB) genannt, steht im Zentrum vieler verschiedener
Signalwege mit Auswirkungen unter anderem auf Zelliiberleben und Zellproliferation,
Wachstum, Metabolismus und Angiogenese!'*. Momentan sind drei Isoformen (Aktl, Akt2,
Akt3) bekannt, von denen Aktl im Korper am weitesten verbreitet und vor allem am
Zellwachstum und -iiberleben beteiligt ist'!“%: 411 In einem stark vereinfachten Modell wird Akt
durch Phosphorylierung an Threonin 308 und am Serin 473 der C‘-hydrophoben Region,
aktiviert!'*?!. Diese Aktivierung erfolgt physiologischer Weise hauptsichlich durch die Bindung
von Phosphatidyl-Inositol-(3,4,5)-Trisphosphat an der Zellmembran!!'3 1401431 Eg kommt zur
Interaktion von PIP3 mit der N-terminalen Pleckstrin Homology (PH)-Domine von Akt!'4 und
dadurch zu einer Konformationsinderung!!**!. Dies erméoglicht die Phosphorylierung an Thr308
durch die ebenfalls von PIP3 rekrutierte Phosphoinositide-Dependent Kinase-1 (PDK1)!46!,
Obwohl an Thr308 phosphoryliertes Akt bereits Aktivitit besitzt, wird die volle Aktivitit und
Stabilitdt erst durch Mechanistic Target of Rapamycin Complex (mTORC) 2 vermittelte
Phosphorylierung an Ser473 erreicht!!*> 1471, PIP; wird hauptsichlich durch Phosphorylierung
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aus Phosphatidyl-Inositol-(4,5)-Bisphosphat (PIP2) von einer aktivierten Phosphoinositid-3-
Kinase (PI3K) synthetisiert!'**!. Die Aktivierung von PI3K wird groBten Teils durch Stimuli
von Rezeptor-Thyrosinkinasen (TK), G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) und Ras
vermittelt!!*3] in B-Lymphozyten ist der BCR einer der wichtigsten Aktivatoren (s.0.). Beendet
wird die PIP3-Signatransduktion unter anderem von dem Tumorsuppressor PTEN, welcher die
Dephosphorylierung von PIPs zu PIP; katalysiert!!!% 1481 Nach Aktivierung phosphoryliert Akt
seine Ziele an Serin oder Threonin!'*! und fiihrt dadurch zu einer Vielzahl unterschiedlicher
Antworten, meist zur Aktivierung oder Inhibierung des Zielproteins!**!. Es sind mittlerweile
iiber 100 Substrate von Akt bekannt, wobei die physiologische Relevanz bei der Mehrzahl nicht
eindeutig geklirt ist!'*!. Die Funktion der drei Hauptsubstrate ist allerdings gut untersucht: Das
erste identifizierte Substrat von Akt war die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3), welche
mittels Phosphorylierung durch Akt gehemmt wird!"*", Dies hat neben metabolischen, auch
Folgen fiir den Zellzyklus: Aktives GSK-3p wandert in den Nukleus und phosphoryliert dort
unter anderem Cyclin D1 und Cyclin E. Es kommt zu deren Translokation ins Zytoplasma mit
anschlieBendem proteosomalem Abbaul!>! 521, Wird das gehemmt, akkumuliert Cyclin D1 im
Nukleus, was in Kombination mit beispielsweise Wachstumsfaktoren den Ubergang von der
G1- in die S-Phase voran treiben kann!'3?!. Die zweite Siule der Signaliibertragung durch Akt
ist die Hemmung der Transkriptionsfaktoren Forkhead Box Protein O (FOXO) durch
Phosphorylierung!!4%!,
Zellzyklusinhibitoren p21¢®! und p27¥®! steigern!!* 154, Als dritte Siule wird mTORC1 durch

welche wiederum unter anderem die Transkription der

Akt enthemmt, was verschiedene anabole Effekte nach sich zieht: Es kommt durch Hemmung
von elF4E Binding Protein (4EBP) und Aktivierung von p70S6 Kinase 1 (S6K1) unter anderem
zur Steigerung des Proteinmetabolismus!'*® >, mTORC1 wird normalerweise durch den
Tuberous Sclerosis Complex 2 (TSC2) und Proline-rich Akt Substrate of 40 kDa (PRAS40)
gehemmt, wobei TSC2 wahrscheinlich die entscheidende Rolle spielt!!4%: 156 1571 "TSC2 und
PRAS40 werden durch Phosphorylierung von Akt inaktiviert, was zu einer indirekten
Aktivierung von mTORC1 und den damit verbundenen zellwachstumsfordernden Prozessen

fﬁhrt[140’ 155]

1.6. Verwendete Inhibitoren

Inhibitor Wirkmechanismus Klinische Studien / Zulassung

Abemaciclib CDK4/6-Hemmung an ATP- Phase III bei HR+, HER2-
Bindungsstelle!>*! metastasiertem Mamma-Ca.
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(MONARCH 2; NCT02107703;

MONARCH 3 NCT02246621)
Ibrutinib Btk Hemmung an ATP- Zulassung fiir CLL, MCL und M.
Bindungsstelle!!>”! Waldenstrom!!6Y!
Idelalisib PI3K3-Hemmung!'®!! Zulassung fiir CLL/SLL und FL!®?
Copanlisib PI3K0/6-Hemmung!'®*! Phase III bei R-refraktirem iNHL
(CHRONOS-2; NCT02369016)
IBL-301 PI3K/mTOR/PIM-1-Hemmung!'64 Priklinische Testung
LY3023414 PI3K/mTOR/DNA-PK-Hemmung an  Phase II bei Prostata-Ca.
ATP-Bindungsstelle!'®! (NCT02407054) und PE-NSCLC
(NCT02443337)
Venetoclax Bcl-2-Hemmung durch Bindung der ~ Zulassung fiir CLL!¢"]

Hydrophoben Taschen P2 und P4116!

Tabelle 2: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten small molecule Inhibitoren und ihrer mafigeblichen Wirkweisen.
HR+: Hormonrezeptor positiv; HER2-: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 negativ; Mamma-Ca.: Mamma
Karzinom; CLL: chronisch lymphatische Leukdmie; MCL: Mantelzelllymphom; M. Waldenstrom: Morbus Waldenstrom,; SLL:
small lymphocytic Lymphoma; FL: follikuldres Lymphom; R: Rituximab; iNHL: indolentes Non-Hodgkin Lymphom; Prostata-
Ca.: Prostata Karzinom; PE-NSCLC: nicht-kleinzelliges Plattenepithelkarzinom der Lunge

Abemaciclib (LY2835219; [5-(4-Ethyl-piperazin-1-ylmethyl)-pyridin-2-yl]-[5-fluoro-4-(7-
fluoro-3-isopropyl-2-methyl-3H-benzoimidazol-5-yl)-pyrimidin-2-yl]-amine) ist ein oral
verfiigbarer small molecule Inhibitor, der durch kompetitive Hemmung der ATP-
Bindungsstelle zur Inaktivierung der CDKs 4 und 6 fiihrt!'®!, Klinisch zeigte sich Abemaciclib
in frithen Phase I / II Studien recht gut vertriglich, die hdufigsten unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen beinhalteten Diarrhoe, Neutropenie, Ubelkeit und Fatiguel!%* 1681691 p
der Phase 3 Studie MONARCH 2 zeigte Abemaciclib in Kombination mit Fluvestrand bei
Mammakarzinompatientinnen mit Progress nach endokriner Therapie einen deutlichen Vorteil
im progressionsfreien Uberleben (PFS) (16.4 Monate gegeniiber 9.3 Monaten im Kontrollarm;
HR, 0.553). Bei 15,9 % der Patientinnen musste die Therapie mit Abemaciclib aufgrund von
Toxizitit abgebrochen werden, bei 42,9 % wurde eine Dosisreduktion notwendig!'’"!. Ebenfalls
in der Interimsanalyse der MONARCH 3 Studie beweist Abemaciclib deutliche Wirksamkeit
(HR 0,51 gegeniiber Placebo). Hier wurde doppelblind, randomisiert und placebokontrolliert
Abemaciclib in der Erstlinientherapie bei metastasiertem Mammakarzinom mit einem
nichtsteroidalen Aromatasehemmer kombiniert. Die Toxizitdt war mit SAEs (severe adverse
events) bei 27,5 % der Patientinnen im Abemaciclibarm gegeniiber dem Placeboarm mit 14,9
% erhoht, hiufigste Grad 3/4 Toxizititen waren Neutropenie, Diarrhoe und Leukopenie!! 7!,

Ibrutinib (PCI-32765, 1-[(3R)-3-[4-Amino-3-(4-phenoxyphenyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-

1-yl]piperidin-1-yl]prop-2-en-1-on) ist ein first-in-class oraler small molecule Inhibitor, der die
14



Bruton’s Tyrosin Kinase durch kovalente Bindung an Cystein 481 irreversibel hemmt!!7% 1731,
Ibrutinib konnte bereits gute Aktivitit gegen eine Vielzahl lymphatischer Erkrankungen
zeigen!'>?!. Beim rezidiviert / refraktiren Mantelzelllymphom beispielsweise lieB sich in einer
randomisierten multizentrischen Phase 3 Studie eine erhebliche Verlingerung des PFS
gegeniiber Temsirolimus mit 14,6 Monaten gegeniiber 6,7 Monaten (HR 0,43) erreichen!®!. In
der CLL zeigen Daten aus Phase 3 Studien gute Wirksamkeit von Ibrutinib sowohl in der
rezidiviert / refraktiren Situation als auch in der Erstlinientherapie!!’* ], Als substanztypische
Nebenwirkung ldsst sich zu Therapiebeginn, wahrscheinlich durch Ausschwemmung der
Lymphozyten aus den Lymphknoten ins periphere Blut, regelmédfig eine transiente
Lymphozytose beobachten!!>® 176!, Weitere unerwiinschte Arzneimittelwirkungen beinhalten
neben {iiblichen Nebenwirkungen wie Diarrhoe, Fatigue oder Infektionen auch
schwerwiegendere wie Vorhofflimmern oder Blutungen!!®”!. Ibrutinib erhielt bereits die
Zulassung in den USA und Europa fiir die CLL, das Mantelzelllymphom und Morbus
Waldenstrom!6),

Idelalisib und Copanlisib sind Inhibitoren der PI3K, einer Kinase, die wie Btk im B-Zell-
Rezeptor Signalweg eine zentrale Rolle spielt (s.o.). Idelalisib erhielt bereits die Zulassung fiir
die Behandlung von Patienten mit CLL, SLL und follikulirem Lymphom, Copanlisib befindet
sich aktuell noch in klinischer Entwicklung!!®1-163],

Die dreifachen Inhibitoren gegen PI3K/mTOR/PIM-1 beziehungsweise PI3K/mTOR/DNA-
PK, IBL-301 und LY3023414 zeigen préklinisch bisher gute Wirksamkeit gegen
verschiedenste maligne Erkrankungen wie der AML oder des nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinoms!!'%. LY3023414 wird mit NCT02407054 und NCT02443337 aktuell in
zwei Phase II Studien an soliden Tumoren evaluiert!!%,

Venetoclax ist ein first-in-class oral verfiigbarer Inhibitor von Bcl-2, dessen Uberexpression
in lymphatischen Erkrankungen wie dem follikuldaren Lymphom oder der CLL zu einer
Hemmung der Apoptose fiihrt!!®l, In einer multizentrischen Phase 2 Studie konnte an
rezidiviert / refraktdren Hochrisikopatienten mit CLL eine Ansprechrate von fast 80 % erreicht

werden, was zu der Zulassung in den USA 2016 und seit 2017 auch in Europa fiihrte!!®”- 1771,

15



2. Ziel der Arbeit

Das Mantelzelllymphom (MCL) macht etwa 6-8 % aller Non-Hodgkin Lymphome aus und
wird hauptsédchlich durch die Translokation t(11;14) charakterisiert. Hierbei wird das Cyclin
D1 Gen CCNDI1 unter Kontrolle des Immunglobulin Schwere-Kette (IgH)-Gens gestellt, was
zur Uberexpression von Cyclin D1 fiihrt. Cyclin D1 katalysiert im Komplex mit den Cyclin-
abhingigen Kinasen CDK4 und 6 die Phosphorylierung und Inaktivierung des
Tumorsuppressors Retinoblastom-Protein  (Rb). Dadurch wird die Freisetzung des
Transkriptionsfaktors E2F und die Transkription verschiedener, fiir den Zellzyklusprogress von
der G1-Phase in die S-Phase entscheidender, Proteine erméglicht. Eine Hemmung der durch
die Cyclin D1 Uberexpression gesteigerten Zellproliferation stellt damit einen rationalen und
auf molekularen pathogenetischen Erkenntnissen beruhenden Ansatz zur Therapie des
Mantelzelllymphoms dar. In dieser Arbeit werden die Wirksamkeit und die Auswirkungen des
neuen CDK4/6-Inhibitors Abemaciclib an unterschiedlichen MCL Zelllinien, an priméren
MCL Zellen und an DLBCL Zelllinien auf molekularer Ebene untersucht. Ein besonderer
Fokus liegt dariiber hinaus auf der Evaluation von Effizienz und Synergismus bei der
Kombination von Abemaciclib mit Inhibitoren des B-Zell Rezeptor Signalweges und
konventionellen Zytostatika. Es wird gezeigt, dass Abemaciclib ein hoch potenter
Zellzyklusinhibitor ohne nennenswerte Toxizitdt auf die Zellen ist und bei geschickter

Kombination synergistische Effekte zur Wirkung von Ibrutinib und Cytarabin erzielen kann.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Zellkultur

Name Hersteller Katalognummer

Biocoll Separating Solution Biochrom AG, Berlin, Deutschland | L6113

Cryo 1°C Freezing Container | Nalgene™, Nalge Nunc 5100-0001
International, Rochester, NY, USA

Dimethyl sulfoxide (DMSO) PanReac AppliChem, Darmstadt, A3672
Deutschland

Ery-Lyse-Puffer ph 7,2 Apotheke Klinikum der Universitdt | AO001-1
Miinchen, Miinchen, Deutschland

Fetal Bovine Serum (FBS) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, P30-1500
Deutschland

IMDM mit stab. Glutamine, PANBiotech, Aidenbach, P04-20450

mit 25 mM Hepes, mit 3,024 Deutschland

g/L NaHCO3

RPMI 1640 mit L-Glutamin, PANBIotech, Aidenbach, P04-16500

mit 2,0g/LL NaHCO3 Deutschland

TC-Flasche T25, Suspen., Bel. | Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland 83.3910.502

K.

TC-Flasche T75, Suspen., Bel. | Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland 83.3911.502

K.

Trypanblau-Losung Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, | T8154
USA

3.1.2. Polimerase Kettenreaktion (PCR)

Name Hersteller Katalognummer

1 % Agarose Gel: Agarose, Promega Corporation, Madison, V3125

LE, Analytical Grade Wisconsin, USA

100 bp DNA ladder Promega Corporation, Madison, G210

Wisconsin, USA
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AmpliTaq Gold DNA Roche, Mannheim, Germany L0112-01

Polymerase

Blue/Orange 6x loading dye Promega Corporation, Madison, G190
Wisconsin, USA

dNTP Set (100 mM) Invitrogen™, Life Technologies 10297-018
GmbH, Darmstadt, Deutschland

DPBS mit Ca’*, Mg?* Invitrogen™, Life Technologies 14040-166

GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ethanol absolute for analysis
EMSURE® ACS, ISO, Reag.
PhEur

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

1.00983.1000

GeneAmp® 10X PCR Gold Applied Biosystems®, Life 4379874
Buffer & MgCl» Technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland
NucleoSpin® Blood Macherey-Nagel, Diiren, 740569

QuickPure (DNA purification
kit)

Deutschland

Riickwiértsprimer: mtReg-

Sequenz: 5’-TCG-

R1U78] GAT-ACA-GTT-
CAC-TTT-AGC-
3

TAE-Puffer 10x, pH 8,0 Apotheke Klinikum Innenstadt, T0021

Miinchen, Deutschland

Vorwirtsprimer: mtReg-F1[!78!

Sequenz: 5’-TCC-

ACC-ATT-AGC-
ACC-CAA-AGC-
3
3.1.3. Durchflusszytometrie
Name Hersteller Katalognummer
Ethanol 70% Apotheke Klinikum Innenstadt, 402815

Miinchen, Deutschland
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Natriumcitrat (Trisodium Sigma-Adrich, St.Louis, Missouri, S1804

citrate dihydrate) USA

PE Annexin V Apoptosis BD Pharmingen, Franklin Lakes, 559763

Detection Kit I New Jersey, USA

Phosphate Buffered Saline Biochrom GmbH, Berlin, L1825

(DPBS) ohne Ca?*, ohne Mg?* | Deutschland

Propidiumiodid-Losung Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, | P-4864
USA

Rnase A Invitrogen™, Life Technologies 12091-021
GmbH, Darmstadt, Deutschland

Triton™ X-100 Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, | X100
USA

3.1.4. Western-Blot

Name Hersteller Katalognummer

1,5M Tris (ph 6,8) Apotheke Klinikum Innenstadt, T20
Miinchen, Deutschland

1,5M Tris (ph 8,8) Apotheke Klinikum Innenstadt, T21
Miinchen, Deutschland

Albumin Fraktion V Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 8076
Deutschland

Ammonium persulfate (APS) Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, A3678
USA

Aqua bidest laboreigene Anlage

Bio-Rad Protein Assay Dye Bio-Rad Laboratories GmbH, 500-0006

Reagent Concentrate Miinchen, Deutschland

Bolt™, LDS Sample Buffer 4x | Novex™: Life Technologies GmbH, | BO007
Darmstadt, Deutschland

Bolt™, Sample Reducing Novex™, Life Technologies GmbH, | BO0O09

Agent 10x Darmstadt, Deutschland

Complete Lysis-M, EDTA-free | Roche, Mannheim, Germany 04719964001

Elekrophorese-Puffer 10x Apotheke Klinikum Innenstadt, T18

Miinchen, Deutschland
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Gel Blotting Paper Whatman, Capitol Scientific, Inc., 10426890

(Filterpapier) Austin, Texas, USA

Gelatine Merck KGaA, Darmstadt, 104070
Deutschland

Gel-Transfer-Puffer Apotheke Klinikum Innenstadt, T0047-5
Miinchen, Deutschland

H>0O» Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, 216763
USA

Isopropanol 70 % Carl Roth GmbH, Karlsruhe, CNO9
Deutschland

Luminol sodium salt Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, A4685-5G
USA

Membranen GE Healthcare, Amersham Hybond- | RPN 303F
P, Freiburg, Deutschland

Methanol Merck KGaA, Darmstadt, 1.06009
Deutschland

Milchpulver Carl Roth GmbH, Karlsruhe, T145
Deutschland

N,N,N',N’- Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, T7024

Tetramethylethylenediamine USA

(TEMED)

Natriumazid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, K305
Deutschland

NET 10x ph 7,7 Apotheke Klinikum Innenstadt, L000999
Miinchen, Deutschland

p-Couramic Acid Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, C9008
USA

Phosphatase Inhibitor Cocktail | Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, P5726

2 USA

Phosphatase Inhibitor Cocktail | Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, P0044

3 USA

Pierce™ ECL Western- ThermoFisher Scientific, 32106

Blotting Substrate Braunschweig, Deutschland
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Pre-Diluted Protein Assay ThermoFisher Scientific, 23208

Standards: BSA Set Braunschweig, Deutschland

Protein Marker V PEQLAB, Erlangen, Deutschland 27-2210

Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 3029.1
Deutschland

Sodium dodecyl sulfate (SDS) | Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, L4509
USA

TBS-Puffer 10x ph 8,0 Apotheke Klinikum Innenstadt, T03290
Miinchen, Deutschland

Tween® 20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 9127
Deutschland

3.1.5. Medium-throughput Assays
Name Hersteller Katalognummer
CellTiter-Glo® Luminescent Promega Corporation, Madison, G7572

Cell Viability Assay

Wisconsin, USA

WST-1 Cell-Proliferation
Reagent

Roche, Mannheim, Deutschland

11 644 807 001

3.1.6. Puffer und Losungen

Puffer Zusammensetzung

1,5M Tris (ph 6,8) 908,55 g Tris, zu 5 L mit ger. Wasser aufgefiillt; pH mit
HCI eingestellt

1,5M Tris-HCL (ph 8,8) 908,55 g Tris, zu 5 L mit gereinigtem Wasser aufgefiillt;
pH mit HCI eingestellt

5% Albumin 5 mg Albumin Fraktion V + 100 mL TBST-Puffer + 1
Spatelspitze Natriumazid

5% Milch 5 mg Milchpulver + 100 mL TBST-Puffer

Einfriermedium 92 % FBS + 8 % DMSO

Elekrophorese-Puffer 10x

151,4 g Tris + 720,65 g Glycin + 50,00 g
Natriumdodecylsulfat (SDS-4Na), zu 5 L mit ger. Wasser

aufgefiillt

21




Ery-Lyse-Puffer ph 7,2

8,30 g NH4ClI (155 mM) + 1,00 g KHCO3 + 37,00 g
Titriplex II (EDTA; 0,13 mM), zu 1 L mit ger. Wasser
aufgefiillt

Gel-Transfer-Puffer

15,0 g Tris (0,25 M) + 71,0 g Glycin + 790 g Methanol,
zu 5 L mit ger. Wasser aufgefiillt

G-Net

1,25g Gelatine + 50 mL NET 10x + 450 mL Aqua bidest

NET 10x ph 7,7

438,30 g NaCl + 93,60 g Na,-EDTA (Titriplex III) +
302,85 g Tris + 25,00 g Triton X-100, zu 5 L mit ger.

Wasser aufgefiillt

PI-Puffer 500 mL Aqua bidest + 40 mL Propidiumiodid + 500 pL
Triton X + 500 mg Natriumcitrat, mit NaOH auf ph 8,0
eingestellt

SA 100 mg Luminol + 26,67 mL 1,5 M Tris ph 8,8 + 373,3
mL Aqua bidest

SB 44 mg p-Couramin Acid + 40 mL DMSO

ECL 3 mL SA + 300 uL SB + 0,9 uL H2O»

TAE-Puffer 10x pH 8,0

242,30 g Tris + 57,10 mL 100 % Essigsdure + 18,61 g
EDTA-2Na-2H>O (Titriplex III), zu 5 L mit ger. Wasser
aufgefiillt

TBS-Puffer 10x ph 8,0

60,57 g Tris + 438,30 g NaCl, zu 5 L mit ger. Wasser
aufgefiillt

TBST-Puffer

900 mL Aqua bidest + 100 mL TBS-Puffer + 1 mL
Tween® 20

3.1.7. SDS-Page Gele

Zusammensetzung . fiir 8 % - Gel | ...fiir 10 % - Gel | ...fiir Sammelgel
1,5M Tris (ph 6,8) - - 0,8 mL
1,5M Tris (ph 8,8) 7,5 mL 7,5 mL -
10% APS 0,3 mL 0,3 mL 0,1 mL
10% SDS 0,3 mL 0,3 mL 0,1 mL
Aqua bidest 13,9 mL 11,9 mL 7,25 mL
Rotiphorese® Gel 30 8 mL 10,0 mL 1,7 mL
TEMED 0,018 mL 0,012 mL 0,01 mL
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3.1.8. Gerite

Gerit

Hersteller

Blockthermostat BT1302

DITABIS AG, Pforzheim, Deutschland

COz-Inkubator

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Durchlusszytometer BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA
FACSCalibur
E-BOX VX5 VILBER LOURMAT Deutschland GmbH, Eberhardzell,

Deutschland

Elektrophoresekammer Xcell

SureLock™ Mini-Cell

Invitrogen™, Life Technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland

ELISA-Reader GloMax®
GM3000

Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA

FUSION-SL Advance

PEQLAB, Erlangen, Deutschland

GeneAmp PCR System 9700

Applied Biosystems®, Life Technologies GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Laminar-Flow Klasse 11

Sicherheitswerkbank S-1200

BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl-

Genkingen, Deutschland

NanoDrop 1000 Spectrometer

PEQLAB, Erlangen, Deutschland

Trans-Blot® SD Semi-Dry
Transfer Cell

Bio-Rad, Hercules, California, USA

Vi-Cell™ XR

Beckman Coulter, Brea, Californien, USA

Zentrifuge 5415 D

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Rotanta 46 RC

Hettich Lab Technology, Tuttlingen, Deutschland

3.2. Methoden
3.2.1. Zellkultur

Die Mantelzelllymphom Zelllinien (MCL Zelllinien) und die Diffus-groB3zelliges B-Zell
Lymphom Zelllinien (DLBCL Zelllinien) wurden unter Standardbedingungen in Kultur
gehalten: Alle Zellen wurden in RPMI 1640 Medium + 10 % fetales Kilber Serum (FBS) (ab
hier der Einfachheit halber ,,RPMI* genannt) kultiviert (Ausnahme: DB = RPMI 1640 + 20 %
FBS) und im Brutschrank bei 37 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO?2 inkubiert. Die Zellen

wurden dreimal wochentlich geteilt. Ziel war eine Zelldichte von circa 1,5 — 2,5%* 10° Zellen pro
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Milliliter (mL) jeweils vor dem nichsten Teilen. Die Zelldichte und Viabilitit wurden mithilfe
des Vi-Cell XR (Beckman Coulter) bestimmt. Je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Zelllinie

wurden die Zellen beim Teilen auf unterschiedliche Konzentrationen gebracht:

- JeKo-1: 2 Tage 2> 0,35*10° Zellen / mL; 3 Tage - 0,15*10° Zellen / mL
- Maver-1: 2 Tage = 0,60%10° Zellen / mL; 3 Tage = 0,30*10° Zellen / mL
- Mino: 2 Tage = 0,55%10° Zellen / mL; 3 Tage =2 0,30*10° Zellen / mL
- Granta519: 2 Tage = 0,60*10° Zellen / mL; 3 Tage - 0,30*10° Zellen / mL
- Will-2: 2 Tage = 0,25%10° Zellen / mL; 3 Tage = 0,10%10° Zellen / mL
- HT: 2 Tage = 0,30%10° Zellen / mL; 3 Tage = 0,10*10° Zellen / mL
- U-2932: 2 Tage = 0,40%10° Zellen / mL; 3 Tage = 0,20%10° Zellen / mL
- Hbl-1: 2 Tage 2> 0,40*10° Zellen / mL; 3 Tage - 0,20%10°¢ Zellen / mL
- SU-DHL-5: 2 Tage = 0,35*10° Zellen / mL; 3 Tage - 0,15*10° Zellen / mL
- DB: 2 Tage = 0,40%10° Zellen / mL; 3 Tage = 0,20*10° Zellen / mL

Alle Arbeiten mit den Zellen wurden unter einer laminar flow Hood unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Die mitochondriale DNA (mtDNA) der Zelllinien wurde mittels
PCR vervielfiltigt und sequenziert, um ihre Echtheit zu bestitigen und Verunreinigungen

auszuschlieBen!!’®!. Alle getesteten Zelllinien stimmten mit den Kontrollsequenzen iiberein

(Anhang 1).

3.2.1.1.  Auftauen von Zellen
Die eingefrorenen Zellen (1 mL) wurden ziigig im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und in 10
mL vorgewidrmtes (37 °C) RPMI Medium {iiberfiihrt. Anschlieend wurden sie abzentrifugiert
(1000 rpm, 10 min), der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 mL neuem RPMI Medium
gelost. Die aufgetauten Zellen wurden in eine Zellkulturflasche (TC-Flasche T25) iiberfiihrt.

3.2.1.2.  Einfrieren von Zellen
Circa 2*10" Zellen wurden bei 1000 rpm und Raumtemperatur fiir 10 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 2 mL kaltem Einfriermedium gelost und je 1 mL
davon in zwei Einfriertubes iiberfiihrt. Die fertigen Proben wurden bei -80 °C in einem Cryo

1°C freezing Container eingefroren.

3.2.1.3.  Zellzdhlung und Viabilitdt

Trypanblau wurde bereits 1904 von Paul Ehrlich und Kollegen als Chemotherapeutikum

tl17% 1801 Eg wird von einer intakten
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Zellmembran zuriickgehalten, eine zerstorte oder porose Zellmembran wie etwa bei toten oder
apoptotischen Zellen ldsst Trypanblau in die Zelle eindringen. Lisst sich die Zelle anfirben,
liegt also ein Zellmembranschaden vor. Dadurch lassen sich indirekt Riickschliisse auf die
Viabilitit einer Population ziehen: Der Prozentsatz der nicht angefirbten Zellen spiegelt den
Anteil der lebendigen Zellen wider!'8!,

Die Bestimmung der Zellzahl sowie Viabilitit durch trypanblau Firbung wurde in dieser
Arbeit fast ausschlieBlich mit dem Vi-Cell XR (Beckman Coulter) durchgefiihrt. Dafiir wurden
die Suspensionszellen gut gemischt und 500 — 600 uL der Suspension in einen Vi-Cell Cup
gegeben. Das Vi-Cell firbt die Zellen an und wertet digital 50 bis 100 Bilder einer ,,fiktiven*
Zihlkammer aus. Hierbei wurden die Zellgroe analysiert sowie die viablen und nicht viablen

t[182]

Zellen gezihl Die viablen Zellen wurden in Prozent als Teil der Gesamtzellzahl

angegeben.

3.2.2. PCR

Die mtDNA wurde nach dem NucleoSpin Blood QuickPure-Protokoll extrahiert'®3: Zuerst
wurde der elution Puffer BE auf 70 °C vorgeheizt. 10° - 107 Zellen in Suspension wurden
zentrifugiert (300 gn, 10 min) und in 200 uLL DPBS gel6st. In einem 1,5 mL Eppendorf Tube
wurden die gelosten Zellen mit 200 uL lysis Puffer BQ1 und 25 uL Proteinase K gemischt,
griindlich gevortext und bei 70 °C in einem Heizblock inkubiert. Nach 10 Minuten Inkubation
wurden 200 pL Ethanol hinzugefiigt und noch einmal gevortext. Die Proben wurden nun zum
Binden der DNA je in ein NucleoSpin Blood QuickPure Column mit Sammeltube geladen und
bei 11000 g, fiir eine Minute zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Column in ein neues
Sammelrohr gegeben und 350 pL. des Wash-Puffers BQ2 hinzugegeben. Die Proben wurden
erneut zentrifugiert (11000 gn, 3 min). Zum Schluss wurden 50 uL des vorgewédrmten BE
Puffers hinzugegeben, die Proben bei Raumtemperatur eine Minute inkubiert und schlieSlich
ein letztes Mal zentrifugiert (11000 gn, 1 min). Zur Messung der Menge extrahierter mtDNA
wurde das NanoDrop Spectrometer von PEQLAB benutzt. Fiir die Blank-Messung nutzten wir
BE-Puffer.

PCR: Es wurden je 100 ng / uL mtDNA verwendet. Dazu wurden 11,05 uL eines PCR
Mastermixes mit der bendtigten Menge mtDNA gemischt und mit Aqua bidest auf 25 pL
aufgefiillt. AnschlieBend wurden 7 pL Primer hinzugegeben, alles gevortext und kurz
zentrifugiert. Der PCR Mastermix wurde hergestellt aus:

- 2,5uL 10-fach ATG Puffer,
- 2,5uL dNTPs (2,5 mM),
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2,5 uL MgClz (25 mM),
- 1,25 uL DMSO und
- 0,3 uL AmpliTaqGold Polymerase.

Die fertigen Proben wurden nun amplifiziert (GeneAmp PCR System): Aktivierung 95 °C
fir 10 Minuten, dann folgen 35 Zyklen Denaturierung (30 Sekunden, 94 °C), Primer
Hybridisierung (1 Minute, 58 °C) und Elongation (1 Minute, 72 °C). AbschlieBend 72 °C fiir
weitere 7 Minuten. Die fertig amplifizierten Proben wurden zum Sequenzieren an Sequiserve
GmbH (Vaterstetten, Deutschland) geschickt.

Gelelektrophorese: 500 mg 1 % Agarose Gel wurden in 50 mL TAE-Puffer gel6st und fiir

etwa 5 bis 10 Minuten in der Mikrowelle erhitzt bis die Losung klar und blasenlos wurde. Die
Losung wurde in die Elektrophoresekammer gegeben. Nach Festigung wurde die Kammer mit
TAE-Puffer aufgefiillt und es wurden je 5 uL der 100 bp Ladder mit 1 puL loading Dye, sowie
10 uL der Probe mit 2 uL loading Dye geladen. Die Elektrophorese wurde bei 121 Volt
durchgefiihrt. Die fertig aufgetrennte mtDNA wurde unter UV-Licht in der E-BOX VXS5

fotografiert.

3.2.3. Durchflusszytometrie

3.2.3.1.  Zellzyklusanalyse

Zur Zellzyklusanalyse wurden die Zellen mit Propidium Iodid (PI) angefirbt. PI interkaliert
in die DNA der Zelle und firbt diese proportional zum DNA-Gehalt an!!3% 135! Die Anfirbung
wurde mittels Durchflusszytometrie gemessen und das Ergebnis anhand eines Histogramms
ausgewertet: Auf der y-Achse wurde die Anzahl an gezihlten Zellen, auf der x-Achse die Stirke
des Signals abgebildet. Ein doppelt so starkes Signal steht fiir doppelten DNA-Gehalt und
spricht damit fiir eine Zelle in G2- oder M-Phase!!%®!.

Zur Probenvorbereitung wurden je nach Zelldichte 0,6 bis 1,2 mL Zellsuspension in ein
FACS-Rohrchen gegeben. Anschlieend wurden die Zellen mit 2000 rpm fiir 5 Minuten bei 4
°C zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und einmal mit je 1,5 mL PBS gewaschen (2000
rpm, 5 min, 4 °C). Dann wurden die Zellen in je 1 mL gekiihltem 70 % Ethanol gelost, kurz
gevortext und fiir mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Nach Inkubation wurden die Zellen fiir
mindestens 24 Stunden bei — 20 °C gelagert. Zur Messung wurden die Zellen einige Minuten
bei Raumtemperatur ruhen gelassen und anschlieBend bei 2000 rpm, 21 °C fiir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgegossen, die Zellen noch zweimal mit PBS
bei Raumtemperatur gewaschen (2000 rpm, 5 min) und je S0uL RNase und 200uL PI-Puffer

dazu gegeben. Die Proben wurden zeitnah mittels FACSCalibur gemessen.
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Die Auswertung der Daten wurde mithilfe des Programms FlowJo Version 7.6.5
durchgefiihrt. Zur Berechnung der Phasenverteilung wurde das Watson Modell (pragmatisch)
benutzt, das keinerlei Annahmen zur S-Phasenverteilung macht, sondern sich exakt der

Messungen anpasst!!®7- 1881,

3.2.3.2.  Zelltodanalyse

Die relative Zunahme toter beziehungsweise apoptotischer Zellen nach Behandlung mit
einem Therapeutikum oder einer Kombination verschiedener Therapeutika wurde mit dem PE
Annexin V Apoptosis Detection Kit I bestimmt. Die Zellen wurden hierbei doppelt mit Annexin
V und 7AAD gefirbt. Dieses Kit beruht darauf, dass es in frithem Stadium der Apoptose zu
einer Umlagerung von Phosphatidylserin von der Innenseite der Zellmembran an die
AuBenseite kommt, wodurch die Zelle von Makrophagen erkannt und phagozytiert wird!®"!,
Annexin V bindet Phosphatidylserin Ca**-abhiingig und kann damit Zellen schon in frithen
Stadien der Apoptose identifizieren, selbst bei noch intakter Zellmembran!!®®. 7-
Aminoactinomycin D (7AAD) hingegen ist ein Molekiil mit sehr groBem Molekulargewicht,
das mit starker Affinitit an die GC-Regionen der DNA bindet!!”!). Aufgrund seiner GroBe und
Affinitdt kann angenommen werden, dass 7AAD in geringen Konzentrationen die Zellmembran
nicht passieren kann und so nur an DNA von Zellen ohne intakte Membran bindet!!> 13!,
Daraus ldsst sich schlie3en, dass die Doppelfdarbung von Zellen mit PE Annexin V und 7AAD
eine effektive Methode ist Zellen, die in frithem Stadium apoptotisch sind (Annexin V positiv,
7AAD negativ) von bereits toten Zellen mit nicht mehr intakter Zellmembran zu unterscheiden
(Annexin V positiv, 7AAD positiv)!1%% 194,

Zur Durchfithrung wurden 0,6 mL Zellsuspension nach 24, 48 oder 72 Stunden in ein FACS-
Rohrchen gegeben und bei 1500 rpm 5 Minuten lang zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen (je 1500 rpm, 5 min). Wihrenddessen wurde der 10-fach
Annexin V binding Puffer im Verhiltnis 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt. 100 uL des
verdiinnten binding Puffers und je 5 uL PE Annexin V und 7AAD wurden zu jeder Probe
hinzugegeben. AuBerdem wurden pro Zelllinie Einzelfirbungen der unbehandelten Kontrolle
mit PE Annexin und 7AAD durchgefiihrt. Nach 15-miniitiger Inkubation im Dunklen wurden
weitere 400 uL binding Puffer hinzugegeben und die Proben innerhalb einer Stunde am
FACSCalibur gemessen. Ausgewertet wurden die erhobenen Daten auch hier mit dem

Programm FlowJo Version 7.6.5.
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3.2.4. Western-Blot
Zur Bestimmung der Expression von Schliisselproteinen in der Pathogenese des
Mantelzelllymphoms wurden Western-Blot Analysen durchgefiihrt.

Proteinextraktion:

Zur Proteinextraktion aus Zytoplasma und Nucleus wurde das cOmplete™ Lysis-M EDTA-
free Kit benutzt. Hierfiir wurden circa 2 x 10°Zellen oder 2 mL Zellsuspension in ein Eppendorf
Tube gegeben, via trypanblau Farbung im Vi-Cell XR gezihlt und bei 2500 g, 10 Minuten lang
zentrifugiert. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Proben soweit moglich immer auf Eis gehalten.
Der Uberstand wurde abpipettiert und pro 10° Zellen wurden 100 pL Lysis-M Reagenz
hinzugegeben (Lysis-M Reagenz: 1 Tablette cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail Tablets in 10 mL Lysis-M Reagent; dazu Phosphataseinhibitor-Cocktail 2 und 3 je im
Verhiltnis 1:100). Die Proben wurden anschlieBend fiir 10 Minuten bei circa 300 rpm und
Raumtemperatur geschiittelt. Zuletzt wurden die geldsten Proteine von restlichen Zelltriimmern
und —fragmenten durch Zentrifugation bei 14000 g,, 15 Minuten getrennt und der Uberstand in
ein neues Eppendorf Tube iiberfiihrt. Die fertigen Proben wurden bei — 20 °C aufbewahrt.

Zur Messung der Proteinkonzentration in den Lysaten wurde der Bio-Rad Protein Assay

verwendet, bei dem der Effekt, dass Coomassie Brilliant Blue G-250 bei Proteinbindung seine
Farbe von rot zu blau dndert, ausgenutzt wird'*’!. Das Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (Bradford Reagenz) wurde im Verhiltnis 1:5 mit zweifach destilliertem Wasser
verdiinnt. In einer 96-Well Platte wurden je Well 200 puL der verdiinnten Bradford Reagenz mit
5 pL des Proteinlysates oder des Proteinstandards gemischt, 10 Minuten lichtgeschiitzt bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend bei 600 nm Absorption mit dem GloMax
gemessen.

Gelelektrophorese, Blotting und Chemilumineszensmessung verschiedener Antikorper:

Die Western-Blots wurden nach laboreigenem Protokoll hergestellt. Die Gele wurden in
fertigen Plastikkassetten gegossen. Trenn- und Sammelgele wurden in gewiinschter Dichte
(meist 10 %) nach obenstehender Liste gegossen. APS und TEMED wurden erst zum Schluss
dazu gegeben, um die Polymerisation der Gele vor dem Giefen zu verhindern. Nach der Zugabe
von APS und TEMED zum Trenngel wurde die Mischung kriftig geschiittelt, gevortext, in die
Kammern gegossen und mit 70 % Isopropanol iibergossen. Nach 30 Minuten wurde das
Isopropanol abgegossen, die Kassetten zwei bis drei Mal mit destilliertem Wasser gespiilt, mit
Filterpapier getrocknet und APS und TEMED wurden zum Sammelgel dazu gegeben. Nach
kriftigem Schiitteln und Vortexen wurde das Sammelgel in die Kammern gegeben und die
Kamme (meist 15 Wells) eingesetzt. Nach weiteren 30 Minuten konnten die Gele in feuchtes
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Papier und Frischhaltefolie gewickelt gelagert und im Kiihlschrank bis zu zwei Tage
aufgehoben werden.

Denaturierung der Proteine:

5 — 10 pg Protein, 4-fach loading Dye und 10-fach reducing Agent wurden mit zweifach
destilliertem Wasser auf 20 uL je Well aufgefiillt, gevortext und fiir 10 Minuten bei 70 °C
denaturiert. Danach wurden die Proteinproben kurz auf Eis abgekiihlt, einige Sekunden
zentrifugiert um etwaige Luftblasen zu entfernen und 10 puL des Protein Marker V sowie je 18,3
pL der Proben in die verschiedenen Slots gefiillt. Die Elektrophorese wurde in Xcell
SureLock™ Elektrophoresekammern mit Runningpuffer (1:10 mit destilliertem Wasser
verdiinnter 10x-Elektrophoresepuffer) durchgefiihrt: 61 V, 30 Minuten; 81 V, 90 min.; 121 V
bis zum Ende der Elektrophorese. Geblottet wurde das Gel in der Trans-Blot® SD Semi-Dry
transfer Cell. Hierfiir wurden die beschrifteten Membranen nacheinander kurz in Methanol,
zweifach destilliertes Wasser und Gel-transfer Puffer getaucht. Zwischen je drei
Filterpapierstreifen wurden zuerst die Membranen und dann die Gele in die Transferzelle gelegt
und mit Gel-transfer Puffer iibergossen. Die Gele wurden von oben nach unten mit 0,25 A fiir
2 bis 2,5 h, niemals jedoch iiber 25 V, geblottet. Anschliefend wurden die Membranen fiir 1 h
in 5 % Milch geblockt und drei Mal 10 Minuten lang in TBST gewaschen. Der primire
Antikorper wurde tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Detektion der Chemilumineszenz:

Nach Inkubation des primédren Antikorpers wurde die Membran drei Mal fiir je 10 Minuten
in TBST gewaschen. AnschlieBend wurde der sekundire Antikorper 60 Minuten lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Zum Schluss wurde die Membran noch 3x gewaschen. Es wurden
je 2-5 mL einer Antikorperverdiinnung genutzt. Alle primédren Antikorper mit Ausnahme von
GAPDH und B-Actin wurden in 5 % Albumin Fraktion V gelost; sekundére Antikérper wurden
in 5 % Milch gelost. GAPDH und B-Actin wurden in G-Net gelost. Die Chemilumineszenz
wurde entweder mit eigens hergestelltem ECL (s.0.) oder dem Pierce™ ECL Western-Blotting
Substrate am FUSION SL ADVANCE, Programm FusionCapt Advance Solo 4 16.11

aufgenommen und ausgewertet.

3.2.5. Medium-throughput Assays

3.2.5.1.  WST-1: Zellproliferations-Reagenz
4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate (WST-1)
ist ein Tetrazoliumsalz, das in Anwesenheit von NADH und NADPH!"?%! einen wasserldslichen

Formazanfarbstoff!!®”! erzeugt. Diese Reaktion ist in der Spanne von circa 1000-50000 Zellen
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pro Well linear, nicht toxisch und ldsst mit gewissen Einschrinkungen auf die Anzahl der Zellen
in Kultur schlieBen! %% 191,

Der Zellproliferations-Assay wurde modifiziert nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt!2%%!;
In einer 96-Well Platte wurden pro Well 100 uL Zellsuspension und 10 uL. WST-Reagenz
verwendet. AuBBerdem wurden 6 Wells pro Platte mit 100 uL Medium und 10 pL. WST-Reagenz
als Blank vorbereitet. Danach wurde die Platte fiir 2,5 h lichtgeschiitzt inkubiert (37 °C, 90 %
Luftfeuchtigkeit, 5 % CO> in Inkubator). AnschlieBend wurde die Platte 1 Minute auf einem
Shaker vorsichtig geschiittelt und auf Raumtemperatur abgekiihlt. Gemessen wurde die

Absorption bei 450 nm, Referenzabsorption 600 nm.

3.2.5.2.  CellTiter-Glo: Zellviabilitdiits Assay

Der CellTiter-Glo Assay ist ein Fluoreszenz Assay, der den ATP-Gehalt der Zellen misst
und damit indirekt auch Riickschliisse auf die Zellzahl zuldsst?®!. Die Reaktion [Beetle
Luciferin + ATP + Oz = Oxyluciferin + AMP +CO; + Licht] wird katalysiert durch die Ultra-
Glo™ Recombinant Luciferase + Mg**?%2l, Da der totale ATP-Gehalt gemessen wird, ist es
unerheblich in welchem Stadium sich die Zellen befinden und ob sie metabolisch aktiv sind™?%],
auch wenn unter bestimmten Bedingungen stimulierte Zellen einen hoheren ATP-Gehalt
besitzen konnen!?°!l,

Die Fluoreszenzmessung wurde nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt!>*?!: In einer 96-Well
Platte wurden je 12000 (un-)behandelte Zellen in 100 uL pro Well angesetzt (bei sehr hoch
proliferativen Zelllinien wie der Will-2 10000 Zellen in 100 uL) und je nach Versuchsaufbau
fiir 24-48 h inkubiert. Die randstiandigen Wells wurden mit 100-200 uL. Medium befiillt, um
die inneren Wells vor Verdunstung zu schiitzen. Aulerdem wurden pro Platte 6 Wells mit 100
puL Medium als Blank angesetzt.

Nach Inkubation wurde die Platte aus dem Brutschrank genommen und circa 20-30 Minuten
lang lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur abgekiihlt. Das CellTiter-Glo Reagenz wurde 1:4 mit
zweifach destilliertem Wasser verdiinnt und ebenfalls auf Raumtemperatur gebracht.
AnschlieBend wurden 100 pL der CellTiter-Glo Reagenz mit einer Mehrkanalpipette ziigig in
jeden zu messenden Well pipettiert, die Platte 2 Minuten lichtgeschiitzt vorsichtig auf einem
Shaker geschiittelt und dann 10 Minuten im Dunkeln inkubiert. Zum Schluss wurde mit dem
GloMax die Lumineszenz inklusive Blank gemessen.

Wash-out Versuche: Da der Gl-Arrest nach 24 h am hochsten war (vgl. Abbildung 9,

Abbildung 10), inkubierten wir die MCL Zellen zuerst iiber 24 h mit 31,25 nM Abemaciclib.

Anschlielend wurde Abemaciclib den Zellen wieder entzogen (Wash-out): Die Zellen wurden
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zweimal gewaschen (je 10 Min, 300 g, bei Raumtemperatur in RPMI) und der Uberstand
anschlieend abgeschiittet. Das Pellet wurde in 5 mL neuem Medium geldst. Nach 8 h wurden
in einer 96-Well Platte je 12000 Zellen pro Well angesetzt und mit unterschiedlichen Dosen
Cytarabin oder Ibrutinib behandelt. Nach weiteren 24 h wurde der ATP-Gehalt der Zellen
mittels CellTiter-Glo gemessen. Parallel wurde der gleiche Ansatz ohne den Wash-out nach 24

h durchgefiihrt (s. Abbildung 2 und 3)

Protokoll mit Wash-out Protokoll ohne Wash-out
31,25 nM Abemaciclib AraC 31,25 nM Abemaciclib AraC
24 h 56 h 56 h
0h 32 h > 0h 32h >
Wash-out Abemaciclib Messung Messung

Abbildung 2: Versuchsaufbau ,,Wash-out* am Beispiel Abemaciclib / Cytarabin. Versuche mit und ohne Wash-out wurden
immer parallel durchgefiihrt. Inkubation mit Abemaciclib in 6-Well Platten mit je 5 mL Zellsuspension pro Well. Nach 32 h
Uberfiihrung in 96-Well Platte zur Inkubation mit Cytarabin oder Ibrutinib. Messung mittels CellTiter-Glo weitere 24 h spiiter.

je 12000 Zellen pro Well in 96-Well Platte fiir die Reihe
"Unbehandelt + AraC" (mit / ohne Wash-out)

Kontrolle Kontrolle

+ WA - WA
Abemaciclib Abemaciclib
+ WA - WA

\ Je 12000 Zellen pro Well in 96-Well Platte fiir die Reihe

"Vorbehandelt +AraC" (mit / ohne Wash-out)

Abbildung 3: Schema einer 6-Well Platte bei den Wash-out Versuchen vor Verteilung der Zellen in die 96-Well Platte und vor
Behandlung am Beispiel Cytarabin. + WA = mit Wash-out; - WA = ohne Wash-out. Die Zellen jedes Wells der 6-Well Platte
wurden mittels Vi-Cell XR gezdhlt und anschlief3end auf die Konzentration 240000 Zellen / mL verdiinnt. Um 12000 Zellen pro
Well zu erhalten wurden anschlieffend 50 uL der Zellsuspension mit 50 uL in Medium gelostem AraC verdiinnt.

Kombination Abemaciclib und weitere Inhibitoren des BCR Signalweges: Fiir die

Kombinationen mit Idelalisib, Copanlisib und IBL-301 wurden die Zellen mit 31,25 nM
Abemaciclib fiir 24 h vorbehandelt und anschliefend mit den verschiedenen Substanzen fiir 24
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h in einer 96-Well Platte inkubiert. Venetoclax und LY 3023414 wurden simultan mit 31,25 nM
Abemaciclib kombiniert und der ATP-Gehalt wurde nach 48 h gemessen. Die verwendeten
Konzentrationen waren 0,25 uM, 1 uM und 4 uM fiir Idelalisib und Copanlisib sowie 0,025
uM, 0,1 uM und 0,4 uM fiir IBL-301. Die Konzentrationen von LY3023414 und Venetoclax
lagen je bei 0,0625 uM, 0,25 uM, 1 uM und 4 pM.

3.2.6. Gewinnung von Lymphozyten aus Primédrmaterial und

Kombinationsversuche mit priméren Zellen

Es wurde ein abgewandeltes Herstellerprotokoll verwendet!?**: Nach Blutentnahme wurden
15 mL Vollblut mit 15 mL RPMI 1640 in einem 50 mL Falcon Réhrchen verdiinnt. 15 mL
Biocoll separating Solution wurde in einem neuen Falcon Rohrchen vorgelegt und mit dem
verdiinnten Vollblut vorsichtig {iberschichtet. AnschlieBend wurde alles bei 900 g, 20 Minuten
lang vorsichtig zentrifugiert (Beschleunigung und Bremse auf niedrigster Stufe), der so
entstandene ,,Buffy Coat* langsam abpipettiert und in ein neues 50 mL Falcon Rohrchen
tiberfiihrt. Dieses wurde mit RPMI 1640 aufgefiillt und fiir 10 Minuten bei 300 g, und 4 °C
zentrifugiert (Bremse und Beschleunigung auf hochster Stufe). Der Uberstand wurde
abgenommen und verworfen, das Pellet wurde mithilfe von 5 mL Erylysepuffer aufgelost und
fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das Falcon Rohrchen wieder mit RPMI
1640 aufgefiillt und 5 Minuten lang bei 300 g, und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
erneut verworfen, das Falcon Rohrchen ein weiteres Mal mit RPMI 1640 aufgefiillt und 10
Minuten lang bei 300 ga und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand ein letztes Mal
verworfen. Zum Schluss wurde das Pellet mit 2 mL IMDM aufgelost. Die Zelldichte wurde in
der Verdiinnung 1/100 im Vi-Cell XR bestimmt.

Fiir die anschlieBenden Versuche wurde in den 96-Well Platten eine Konzentration von
50000 primiren Zellen pro Well gewihlt. Die Lymphozyten des gesunden Probanden wurden
in einer 96-Well Platte fiir 72 h mit Abemaciclib (31,25; 62,5; 125; 250; 500 nM), Ibrutinib
(0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 uM) oder Cytarabin (62,5; 125; 250; 500; 1000 nM) alleine sowie in
der Kombination 62,5 nM Abemaciclib mit Ibrutinib (0,625 — 10 uM) oder Cytarabin (62,5 —
1000 nM) behandelt und anschlieBend mittels CellTiter-Glo gemessen. Die Zellen von Patient
1 und 2 wurden mit 31,25 nM Abemaciclib und 250 nM Ibrutinib alleine oder in Kombination
behandelt. Die Zellen von Patient 2 wurden au3erdem mit aufsteigenden Konzentrationen von

Cytarabin mit und ohne vorhergehendem Abemaciclib Wash-out behandelt.
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3.2.7. Statistik

3.2.7.1.  Berechnung von Synergismus und Antagonismus

Zur Berechnung des Effekts der Kombinationen verschiedener Substanzen wurde der
combination Index mithilfe des fractional Product (FP) nach Webb (1963) berechnet, in dem
der vorhergesagte Effekt zweier einzelner Inhibitoren mit dem tatsdchlich gemessenen Wert
verglichen wird. Dabei gilt:

CI = (1-akomp.)-(1-ar*az)

wobei a die fractional Activitiy darstellt (entspricht der Ratio zur Kontrolle). Anhand dessen
wird entschieden, ob ein Synergismus (CI > 0), ein Antagonismus (CI < 0) oder eine Summation
/ additiver Effekt (CI = 0) vorliegt. Um kleine Abweichungen mit zu beriicksichtigen, wiéhlten
wir fiir additive Effekte CI = 0; +/- 0,112,

3.2.7.2.  Statistische Auswertung

Sofern p-Werte angegeben sind wurde bei der statistischen Analyse ein ungepaarter t-Test
mit Welch-correction durchgefiihrt. Der D'Agostino & Pearson omnibus normality Test wurde
zur Bestitigung der Normalverteilung der Daten durchgefiihrt. Eine logarithmische
Transformation der Daten wurde vor dem t-Test bei den Versuchen in Triplikaten durchgefiihrt,
bei denen eine Normalverteilung angenommen werden kann, die aber ein zu geringes n fiir
einen D'Agostino & Pearson omnibus normality Test haben.

Zur Statistischen Auswertung der Western-Blots wurden die wichtigsten Proteine mittels
FusionCapt Advance quantifiziert. Hierfiir wurde das Signalvolumen der Banden ausgemessen,
in Verhiltnis zum Signalvolumen der Ladekontrolle gesetzt und anschlieBend eine Ratio zur
unbehandelten Kontrolle gebildet. Es wurde jeweils die Proteinexpression der behandelten
Zelllinien mit der Proteinexpression der unbehandelten Zellen verglichen. Wegen fehlender
GauBscher Verteilung der Daten wurde der Mann-Whitney Test?! gewihlt, um
Veridnderungen in den Proteinkonzentrationen zu entdecken. Um gegen multiples Testen zu
kontrollieren, wurde eine multivariate Analyse der Daten mittels Kruskal-Wallis Test!>*”! und
anschlieBendem post-Test (Dunn’s Multiple Comparison Test!?®®!) durchgefiihrt. In den
Kruskal-Wallis Test wurden alle Daten eines Proteins fiir alle getesteten Zelllinien
eingeschlossen (Kontrolle, Abemaciclib, Ibrutinib und Abemaciclib plus Ibrutinib je zum
Zeitpunkt 8 beziehungsweise 24 h). Beim angeschlossenen post-Test wurden jeweils die
verschiedenen Behandlungsarme gegen die Kontrolle getestet.

Zur Durchfiihrung aller statistischen Tests wurde das Programm GraphPad Prism Version

6.01 verwendet. Ergebnisse mit p<0,05 werden als signifikant angesehen.
33



4. Ergebnisse

4.1. Zellzahlung und FACS: Starke Wachstumsinhibition ohne
Einfluss auf Viabilitit oder Apoptose bei Behandlung mit

Abemaciclib

Der Zellzyklusinhibitor Abemaciclib wurde an Zelllinien und primdren Zellen des
Mantelzelllymphoms sowie an Zelllinien des Diffus-groBzelligen B-Zell Lymphoms
untersucht. CDK4/6-Inhibition stellt einen rationalen Therapieansatz des Mantelzelllymphoms
dar, da die Translokation t(11;14) und damit einhergehend die Cyclin D1 Uberexpression einen
wesentlichen Teil der Pathogenese darstellen!!* 2!, Das Diffus-groBzellige B-Zell Lymphom
stellt die haufigste, auf molekularer Ebene jedoch sehr heterogene Gruppe an Non-Hodgkin
Lymphomen dar. Hier kommt es vor allem beim ABC-Typ zu Deletionen im CDKN2A und B
Gen und damit zum Wegfall eines wichtigen CDK4/6-Inhibitors!® 1%,

Als erstes wurden fiir den CDK4/6-Inhibitor die ICso-Konzentrationen der verschiedenen zu
testenden Zelllinien ermittelt (Abbildung 4). Damit sollte ein erster Eindruck der Potenz des
Inhibitors gewonnen werden. Die Zelllinien wurden aufsteigenden Konzentrationen des
Inhibitors ausgesetzt und nach 24, 48 und 72 h wurden die Viabilitdt und die Zelldichte mittels
Vi-Cell XR ermittelt. Die Wirkung des Inhibitors zeigte sich in der trypanblau Farbung am
deutlichsten nach 72 h. Drei von vier der getesteten MCL Zelllinien und eine DLBCL Zelllinie
reagierten sensibel: Bei 62,5 nM Abemaciclib zeigte sich eine Verringerung der Anzahl viabler
Zellen von Mino, JeKo-1 und Maver-1 im Vergleich zu den unbehandelten Zellen auf jeweils
35,2 (SD 3), 39,5 (SD 3) und 40,0 (SD 6) %, bei Will-2 betrug die Anzahl viabler Zellen nach
72 h bei der behandelten Population sogar nur noch 76,3 (SD 1) %. Die restlichen DLBCL
Zelllinien (HT, SU-DHL-4 und 5, Hbl-1, U2932 und DB) sowie die MCL Zelllinie Granta 519
waren weniger sensibel, es lie} sich eine Wachstumsinhibition lediglich auf Werte zwischen
70 und 89 % im Vergleich zur Kontrolle erreichen (Abbildung 6). Interessanterweise blieb die
Viabilitit jedoch bei allen Zelllinien selbst unter hohen Dosen konstant. Bei keiner getesteten
Zellpopulation fiel die Viabilitidt 72 h nach 62,5 nM Abemaciclib unter 99 % der unbehandelten
Kontrollpopulation (Abbildung 7). Der Effekt von Abemaciclib beruhte somit eher auf einer
zytostatischen Hemmung der Zellproliferation als auf direkter toxischer Zellschiadigung. Diese
Annahme konnte visuell verdeutlicht werden, indem die Zellzahlen zu den Zeitpunkten 24, 48
und 72 h ins Verhiltnis zur Zellzahl zum Zeitpunkt der Abemaciclib-Behandlung (0 h) gesetzt
wurden. Es ergab sich dabei eine invers konzentrations- und zeitabhingige Zunahme der Zahl
viabler Zellen, ohne Abnahme der behandelten Population (Abbildung 8).
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Dosis-Effekt Kurven von je drei DLBCL und MCL Zelllinien:

A) Will-2 B) Hbl-1 C) DB
1 1 1
Fa Fa
0.5 0a
1} 0 1} i
0 Dose 200 i Dose 750 0 Dose 1000
D) JeKo-1 E) Maver-1 F) Mino
1 1 1
Fa Fa .
0.s 05 0.4
0 0 = ]
1 Dose 200 f Dose 50 o Dose 78

Abbildung 4: Dosis-Effekt Kurven, berechnet mit CompuSyn/?°!l. Die Zellen wurden aufsteigenden Konzentrationen von
Abemaciclib ausgesetzt und anschliefiend mittels trypanblau Férbung im Vi-Cell XR gezdhlt. Dosisangaben in [nM]. Kurven
fiir je drei Zeitpunkte: Blau - 24 h; Rot - 48 h; Griin - 72 h. Es wurde deutlich, dass der stdirkste Effekt von Abemaciclib nach
72 h zu beobachten war. Daten zeigen Mittelwert von Triplikaten, je mind. zwei unabhdngige Passagen.

Die ICso-Werte aus den Dosis-Effekt Kurven sind in Tabelle 3 noch einmal

zusammengefasst:
IC-50-Values 24 h 48 h 72 h
Will-2 1,50E+05 18,83 8,17
Hbl-1 1,74E+03 323,97 227,85
DB 802,40 1120,88 815,34
JeKo-1 1,49E+16 51,10 25,71
Maver-1 3,72E-08 43,28 24,50
Mino 0,27 56,63 26,45

Tabelle 3: ICso-Konzentrationen, berechnet mit CompuSyn aus demselben Datensatz. Die Daten nach 24 h waren nicht sehr
aussagekrdftig, da bei keiner Zelllinie zu diesem Zeitpunkt ein ausreichender Effekt messbar war (siehe Abbildung 4).

Es zeigte sich demnach eine zeit- und konzentrationsabhingige Wachstumsinhibition mit
dem stirksten Effekt nach 72 h in allen getesteten Zelllinien (Abbildung 4). Anhand Abbildung

5 lasst sich ab 31,25 nM ein Plateau erkennen.
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Abbildung 5: Will-2 und JeKo-1 behandelt mit 7,8125 — 125 nM Abemaciclib. Zellzahl gemessen mittels trypanblau Fdarbung
nach 24, 48 und 72 h. Aufgetragen ist das Verhdiltnis der viablen behandelten Zellen zur Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt.
Es zeigte sich eine zeit- und konzentrationsabhiingige Wachstumsinhibition. Stirkster Effekt nach 72 h. Ab ca. 31,25 nM schien
sich ein Plateau zu bilden. Triplikate nach mind. zwei unabhdngigen Passagen, Fehlerbalken zeigen SD.

Anhand dieser Daten wihlten wir fiir die folgenden Experimente die Konzentrationen 31,25
und 62,5 nM fiir alle MCL Zelllinien und 62,5 beziehungsweise 125 nM fiir die im Grof3en und
Ganzen etwas weniger sensitiven DLBCL Zelllinien. Diese Konzentrationen liegen bei den auf
CDK4/6-Inhibition sensibel reagierenden Zelllinien Will-2, JeKo-1, Maver-1 und Mino
allesamt iiber der jeweils berechneten ICso-Konzentration nach 72 h. Sie sind jedoch noch
gering genug, um unspezifische Effekte so gut es geht auszuschlieBen!'*®!. Damit sollte durch
gleiche Versuchskonzentrationen bei allen Zelllinien groBtmogliche Vergleichbarkeit bei einer

moglichst niedrigen Dosierung erreicht werden.

DLBCL mit 62,5 nM Abemaciclib MCL mit 62,5 nM Abemaciclib

1.24 1.24

Ic50 IC50

Ratio zur unbehandelten Kontrolle
Ratio zur unbehandelten Kontrolle

=+ Granta 519
—+—  Maver-1
0.2{ —— Mino
=+ JeKo
1 0.0 T T 1
72 (] 24 48 72
Stunden nach Exposition Stunden nach Exposition

Abbildung 6: DLBCL und MCL Zelllinien behandelt mit 62,5 nM Abemaciclib. Trypanblau Fiirbung (Vi-Cell XR) nach 24, 48
und 72 h. Aufgetragen ist das Verhdlnis der behandelten viablen Zellen zu den unbehandelten viablen Zellen zum jeweiligen
Zeitpunkt. Nur bei Will-2 wurde in der Gruppe der DLBCL die ICso-Konzentration iiberschritten. Beim MCL waren 62,5 nM
Abemaciclib bei 3 von 4 Zelllinien (Maver-1, Mino, JeKo-1) ausreichend, um die I1Cso nach 48 oder 72 h zu iiberschreiten.
Triplikate nach mind. zwei unabhdngigen Passagen, Fehlerbalken zeigen SD.
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A) Zelllinien nach 72 h Inkubation mit 62,5 nM B) Will-2 nach 72 h Inkubation mit abemaciclib
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Abbildung 7: Viabilitit gemessen anhand trypanblau Firbung (Vi-Cell XR). A) Die Viabilitit der mit 62,5 nM Abemaciclib
behandelten Zellen unterschied sich in keiner der Zelllinien wesentlich von der Viabilitiit der jeweiligen Kontrollpopulationen.
B) Auch bei steigenden Konzentrationen bis 500 nM blieb die Viabilitit unverdndert, hier zu sehen am Beispiel der sehr
sensitiven Zelllinie Will-2. Triplikate nach mind. zwei unabhdingigen Passagen, Fehlerbalken zeigen SD.
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Abbildung 8: JeKo-1 Zellen behandelt mit aufsteigenden Konzentrationen Abemaciclib, trypanblau Firbung (Vi-Cell XR).
Aufgetragen ist das Verhdltnis viabler Zellen zum Ausgangswert (Zeitpunkt der Abemaciclibbehandlung, 0 h). Triplikate nach
mind. zwei unabhiingigen Passagen, Fehlerbalken zeigen SD.

Abemaciclib ist ein potenter Zellzyklusinhibitor ohne Einfluss auf Zelltod oder Apoptose:

Inhibition der CDK4 und 6 fiihrt zum Zellzyklusarrest in der G1- beziehungsweise GO-
Phase!?'!). Dariiber hinaus deuteten die Ergebnisse aus den trypanblau Firbungen bereits an,
dass Abemaciclib wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Viabilitdt der behandelten Zellen
habe. Um die Auswirkungen von Abemaciclib auf den Zellzyklus und Apoptose der MCL und
DLBCL Zellen besser zu verstehen, wurden mittels PI-Firbung und Annexin V / 7TAAD-
Doppelfarbungen durchflusszytometrische Analysen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Inkubation mit Abemaciclib durchgefiihrt. Bei der Zellzyklusanalyse zeigte sich in den
sensitiven Zelllinien JeKo-1, Maver-1, Mino (MCL) und Will-2 (DLBCL) ein fast vollstindiger
G1-Arrest bei niedrigen Konzentrationen: Nach 24 h 62,5 nM Abemaciclib ruhten 86,58 (SD
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3,02); 84,41 (SD 0,92) und 91,8 (SD 0,48) % der JeKo-1; Maver-1 und Mino Zellen und 87,72
(SD 2,16) % der Will-2 Zellen in der G1-Phase. Zusitzlich schien der G1-Arrest zumindest
teilweise reversibel zu sein: Die Zunahme der Zellen in G1-Phase im Vergleich zur Kontrolle
nach Behandlung mit 62,5 nM Abemaciclib stieg bei Maver-1 beispielsweise von +5,8 (SD 3,2)
9 (4 h) tiber +15 (SD 1,9) % (8 h) auf +50,3 (SD 1,1) % bis zum Zeitpunkt 24 h stetig an und
nahm anschlieBend wieder sukzessive ab auf +21,5 (SD 2,8) % zum Zeitpunkt 72 h (Abbildung
9, Abbildung 10).
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Abbildung 9: Zellzyklusanalyse mittels PI-Fdrbung (Durchflusszytometrie). A) Auswirkungen auf den Zellzyklus der Zelllinie
Maver-1 bei 31,25 und 62,5 nM Abemaciclib nach 24 h Inkubation. In beiden Konzentrationen wurde ein fast vollstindiger
G1-Arrest erreicht. B) Zunahme des G1-Arrests innerhalb der ersten 24 h nach Behandlung mit Abemaciclib, Maximum nach
24 h. C) Vier repriisentative Histogramme: Maver-1 und Will-2 je Kontrolle und behandelt mit 62,5 nM Abemaciclib nach 24
h Inkubation. Griin: Anzahl der Zellen mit einfachem Chromosomensatz (G1- oder GO-Phase). Hellblau: Zellen mit doppeltem
Chromosomensatz (G2-Phase). Gelb: Zellen in S-Phase. Sowohl bei Maver-1 als auch bei Will-2 lieffen sich eine Depletion
der Zellen in S-Phase beobachten. Triplikate nach mind. zwei unabhcdingigen Passagen, Fehlerbalken zeigen SD.
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Sensitive Zelllinien behandelt mit 62.5 nM

Abemaciclib
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Abbildung 10: Zellzyklusanalyse mittels PI-Fiirbung (Durchflusszytometrie) der sensitiven MCL (Maver-1, JeKo-1, Mino) und
DLBCL (Will-2) Zelllinien. Es war eine deutliche Zunahme der G1-Phase mit der damit einhergehenden Abnahme der S-Phase
in den behandelten Populationen im Vergleich zur Kontrolle zu erkennen (G1-Arrest). Der Effekt war am stdirksten nach 24 h
ausgeprdgt und anschliefiend riickliufig. Triplikate nach mind. zwei unabhdngigen Passagen, Fehlerbalken zeigen SD.

Im Gegensatz zu den sensitiven Zellen zeigten die Zelllinien, bei denen in der Zellzihlung
der Effekt Abemaciclibs eingeschrinkt war, auch in der Zellzyklusanalyse nur ein sehr geringes
Ansprechen. Bei der MCL Zelllinie Granta 519 lief sich mit einer Zunahme der Zellen in G1-
Phase nach 24 h Behandlung um +30,2 (SD 1,5) % und einer Abnahme an Zellen in der S-Phase
um immerhin —26,2 (SD 2,3) % noch am Ehesten ein leichtes Ansprechen erreichen. Die in der
trypanblau Féarbung resistenten DLBCL Zelllinien zeigten noch geringere Sensitivitdt mit einer
Zunahme an G1-Phase Zellen bei DB um +1/8,5 (SD 0,6) % sowie bei den Zelllinien Hbl-1 und
U2932 um lediglich +6,5 (SD 0,8) % und +3,5 (SD 2,9) % unter Therapie.

Der wachstumshemmende Effekt auf die Zellen konnte also durch einen potenten,
Abemaciclib induzierten Gl-Arrest erklirt werden. Demgegeniiber war analog zu den
Ergebnissen der trypanblau Féarbung (s. Abbildung 7) selbst bei den sensiblen Zelllinien fast
keine Zunahme frithapoptotischer oder apoptotischer beziehungsweise toter Zellen unter

Behandlung mit Abemaciclib nachweisbar.
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Resistente Zelllinien behandelt mit 62.5 nM
Abemaciclib
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Abbildung 11: Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie der resistenten MCL (Granta 519) und DLBCL (Hbl-1, U2932,
DB) Zelllinien. Es war eine deutlich geringere Zunahme der G1-Phase im Vergleich zur Kontrolle in allen vier Zelllinien zu
erkennen. Der Effekt war auch hier am stéirksten ausgeprdgt nach 24 h und anschlieffend riickliufig. Triplikate nach mind.
zwei unabhdngigen Passagen, Fehlerbalken zeigen SD.

Alle getesteten Zelllinien zeigten analoge Ergebnisse (Tabelle 4): Selbst nach 72 h konnte
im Vergleich zur Kontrollpopulation keine bedeutende Zunahme der Zellen in Frithapoptose
(Quadrant Q3, Abbildung 12) oder Apoptose / Zelltod (Quadrant Q2, Abbildung 12) beobachtet
werden. Mino zeigte mit einer Abnahme der sterbenden Zellen um —/8 % und einer damit
einhergehenden relativen Zunahme der Lebenden Zellen um +/9 % im Vergleich zur Kontrolle
sogar einen paradoxen Effekt. Dies ist interessant, da protektive Effekte einer Behandlung
besonders bei der Zelllinie Mino bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben wurden,
beispielsweise fiir die Kombination Ibrutinib und Sotrastaurin (eines Proteinkinase C
Inhibitors). In diesem Falle wurde die Protektion auf eine durch Ibrutinib leicht erhohte
Phosphorylierung und Aktivierung von Akt zuriickgefiihrt!?'?. Abemaciclib fiihrt in der
Zelllinie Mino zu keiner Anderung der Phosphorylierung von Akt und in anderen Zelllinien
eher zu einer Dephosphorylierung (vgl. Tabelle 12), weshalb diese Erkldrung mit grof3er
Wahrscheinlichkeit nicht iibernommen werden kann. Die Annahme, dass Inhibition der
CDK4/6 durch Abemaciclib nicht toxisch auf die behandelten Zellen wirkte, wurde jedoch

durch diese Beobachtungen weiter gestiitzt (Abbildung 12).
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JeKo-1: Kontrolle 31,25 nM Abemaciclib 62,5 nM Abemaciclib
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Abbildung 12: Zelltodanalyse mittels Annexin 'V / 7AAD-Firbung (Durchflusszytometrie) nach 72 h Inkubation mit 31,25 bzw.
62,5 nM Abemaciclib. Reprisentatives Beispiel einer sensiblen und einer resistenten MCL Zelllinie (JeKo-1, Granta 519).
Doppelt negative Zellen (Q4) waren lebende, gesunde Zellen. Annexin 'V + / 7AAD - Zellen (Q3) konnten als friithapoptotische
Zellen, Annexin V + / 7AAD + Zellen (Q2) als apoptotische beziehungsweise tote Zellen betrachtet werden!'*l. Zellen in Q1
stellten Zelltriimmer dar. Weder bei der sensiblen noch der resistenten Zelllinie lief3 sich eine wesentliche Anderung nach
Therapie beobachten. Repriisentativ fiir die Ergebnisse aus Triplikaten, mind. zwei unabhdingige Passagen.

A) Zelltod bei 62,5 nM JeKo-1 Maver-1 Mino Granta 519
Abemaciclib (MCL) MW SD MW SD MW SD MW SD
Tot (02 +0Q3)  48h | +2.03 019 | 4087 122 | 429 289 | 4150 185

Lebend (Q4) -2,00 0.30 -0,93 1,19 +4,6 2,62 4,77 2,35
Tot (Q2 + 03) 72 h +2,4 1,02 +2,91 1,04 -18,41 2,09 +2,60 2,86

Lebend (Q4) -1,9 0,61 -3,37 127 | 419,07 = 229 2,20 2,51

B) Zelltod bei 62,5 nM Will-2 Hbl-1 U2932 DB
Abemaciclib (DLBCL) MW SD MW SD MW SD MW SD
Tot (02 +Q3) 48h | +823 120 [ +426 527 | 4079 045 | 4122 281

Lebend (Q4) 830 106 | 443 475 | 043 09 | _163 238

Tot (Q2+Q3)  72h |+1047 1121 | 4106 105 | 016 099 | +343 419
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Lebend (Q4) 12,93 1430 | -110 0 095 | 4023 134 | 337 403
Tabelle 4: Zelltodanalyse mittels Annexin V / 7AAD-Firbung (Durchflusszytometrie). Differenz der prozentualen Anzahl

lebender, apoptotischer und frithapoptotischer Zellen im Vergleich zur Kontrollpopulation unter Abemaciclibbehandlung. MW
= Mittelwert; Triplikate nach mind. zwei unabhdingigen Passagen, Fehlerbalken zeigen SD.

4.2. Medikamentenkombinationen konnen zu Verstirkung oder

Abschwichung der beteiligten Pharmaka fithren

,, Opportunities for potent metabolic depression with two inhibitors often occur when the
metabolism involves two pathways.* schriecb Webb im Jahr 1963 (2% S.500). Mit dem Ziel
Resistenzen vorzubeugen und die therapeutische Dosierung zytotoxischer Medikamente sowie
deren Nebenwirkungen zu reduzieren sind Medikamentenkombinationen auch in der Therapie

maligner Erkrankungen von enormem Interesse!?!3!,

4.2.1. Abemaciclib und Ibrutinib

Der Btk-Inhibitor Ibrutinib wird bereits sehr erfolgreich in der Therapie des
Mantelzelllymphoms eingesetzt® und es gibt priiklinische Daten, die auf eine synergistische
Wirkung der kombinierten Btk- und CDK4/6-Inhibition hindeuten®'*. Bei den
vorrangegangenen Versuchen wurde deutlich, dass bereits bei einer Konzentration von 31,25
nM ein effizienter G1-Arrest durch Abemaciclib ohne nennenswerte Toxizitét erzielt werden
kann. Fiir die folgenden Versuche wihlten wir diese Konzentration fiir Abemaciclib, da wir
davon ausgingen, dass damit bei den sensiblen Zelllinien der maximale spezifische Effekt
Abemaciclibs bereits erreicht sei (s.0.). Zusétzlich wihlten wir eine hohere Konzentration (250
nM), um etwaige unspezifische Effekte ausschlieen oder aufzeigen zu konnen.

Es wurde deutlich, dass Ibrutinib in vitro durchschnittliche Aktivitit in etwas hoheren Dosen
aufweist. Wird Ibrutinib mit dem CDK4/6-Inhibitor Abemaciclib simultan kombiniert, so
zeigen sich iberwiegend additive Effekte in allen sensiblen Zelllinien sowie ein Antagonismus

bei Granta 519 (Abbildung 13, Tabelle 5). Lediglich die Kombination 31,25 nM Abemaciclib

mit 1000 nM Ibrutinib zeigte mit CIs von je 0,/ einen Synergismus bei Maver-1 und Will-2.
Die Zelllinie Granta 519 ist weder gegeniiber Ibrutinib noch Abemaciclib (s.0.) empfindlich.
Dementsprechend sollten die Ergebnisse der Kombinationsbehandlung bei dieser Zelllinie nur
sehr zuriickhaltend interpretiert werden. Um den Einfluss der zwei verschiedenen Abemaciclib
Konzentrationen zu untersuchen, verglichen wir anschlieBend die CI-Werte von 31,25 nM
Abemaciclib / Ibrutinib mit den Werten fiir 250 nM Abemaciclib / Ibrutinib. Dabei fiel auf,

dass sich die Werte zusammen genommen statistisch signifikant voneinander unterschieden:
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Die Werte fiir 31,25 nM, ausgenommen der Daten fiir Granta 519, lagen eher im positiven
Bereich zwischen 0 und 0,1, bei 250 nM Abemaciclib eher im negativen Bereich zwischen -0,1
und 0 (Mittelwerte: 0,03; SD: 0,06 und -0,03; SD: 0,03; p=0,0013).

In einem zweiten Ansatz fiihrten wir vor der Behandlung mit Ibrutinib eine Vorbehandlung
der Zellen mit 31,25 nM Abemaciclib iiber 32 h durch. So wurde ein suffizienter G1-Arrest in
den Zellen zum Zeitpunkt der Behandlung mit Ibrutinib erreicht (vgl. Abbildung 9). Hierbei
zeigten sich anders als bei der gleichzeitigen Behandlung teilweise stark synergistische Effekte
mit combination Indices bei JeKo-1 von 0,19 fiir 2,5 uM Ibrutinib und Maver-1 von 0,24 und
0,39 fiir jeweilig 2,5 und 5 uM Ibrutinib (Abbildung 14, Tabelle 6).

A) JeKo-1 Behandelt mit Abemaciclib und Ibrutinib B) Granta 519 Behandelt mit Abemaciclib und Ibrutinib

Bl Ibrutinib
N 1.0 B 31,25 1M Abe + Ibru 31,25/ 250 nM
H B 250 nM Abe + Ibru Abemaciclib
E ............................................... 31.25 nM Abemaciclib
= 0.5
: I - - - - - 250 nM Abemaciclib
£ Bl Ibrutinib
=] HE 31,25 nM Abe + Ibru
Il 250 nM Abe + Ibru

Konzentration Ibrutinib Konzentration Ibrutinib

Abbildung 13: Messung des ATP-Gehalts behandelter Zellen (CellTiter-Glo) nach 48 h Inkubation. Zellen behandelt mit 31,25
und 250 nM Abemaciclib sowie mit aufsteigenden Konzentrationen Ibrutinib. Hier zeigten sich additive Effekte in den meisten
Zelllinien, jedoch nicht in der Zelllinie Granta 519 (Tabelle 5). Graphen Beispielhaft fiir die sensible Zelllinie JeKo-1 (A) und
die resistente Zelllinie Granta 519 (B). Technische Triplikate mit SD.

31,25 nM Abe JeKo-1 Maver-1 Mino  Granta 519 Will-2
250 nM Ibru 0,03 0,00 -0,01 -0,17 0,02
500 nM Ibru 0,02 0,04 -0,05 -0,23 0,08
1000 nM Ibru -0,02 0,1 0,04 -0,21 0,10
2000 nM Ibru 0,02 0,09 -0,09 -0,22 0,09
250 nM Abe JeKo-1 Maver-1 Mino  Granta 519 Will-2

250 nM Ibru -0,03 -0,01 -0,04 -0,13 -0,05

500 nM Ibru -0,03 0,01 -0,02 -0,14 -0,01
1000 nM Ibru -0,05 -0,08 -0,01 -0,18 0,02
2000 nM Ibru -0,05 -0,04 -0,08 -0,23 0,01

Tabelle 5: Zusammenfassung der combination Indices (CI) aller getesteten Zelllinien. Berechnung des CI aus den in Abbildung
13 gezeigten Daten und den Daten der restlichen Zelllinien nach Messung des ATP-Gehalts (CellTiter-Glo). Werte zwischen -
0,1 und 0,1 wurden als unabhdingige Medikamenteneffekte, also additiv, gewertet (gelb). Werte unter -1 wurden als
Antagonismus (rot) und Werte iiber 1 als Synergismus (griin) gewertet.

43



Sequentielle Behandlung von MCL Zelllinien mit 31,25 nM Abemaciclib und
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Abbildung 14: Sequentielle Behandlung von MCL Zellen mit Abemaciclib und Ibrutinib. Nach 32 h Inkubation mit 31,25 nM
Abemaciclib in 6-Well Platten wurden die behandelten Zellen in einer 96-Well Platte mit Ibrutinib in aufsteigenden
Konzentrationen (0,625 — 5 uM) inkubiert. 24 h spditer wurde der ATP-Gehalt mittels CellTiter-Glo gemessen. Gezeigt sind
Jeweils die Ratio zu unbehandelter Kontrolle von Zellen die allein mit Ibrutinib behandelt wurden (kein Muster) und von Zellen
die fiir 32 h mit Abemaciclib und anschlieffend 24 h mit Ibrutinib behandelt wurden. Man konnte vor allem bei den Zelllinien
JeKo-1 und Maver-1 bei der Kombination beider Substanzen einen stirkeren Effekt feststellen als bei Ibrutinib- oder
Abemaciclib-Einzeltherapie. Technische Triplikate mit SD.

Konzentration Ibrutinib: 0,625 uM 1,25 uM 2,5 uM 5 uM
CI JeKo-1 ‘ 0.25 -0,03 0,24 0.39

CI Maver-1 0,13 0,11 0,19 0,18

CI Mino 0,04 0,04 0,02 -0,01

CI Granta 519 -0,12 -0,08 -0,06 -0,07

CI Will-2 | 0,01 0,06 0,01 -0,01

Tabelle 6: Zusammenfassung der Cls aller getesteten Zelllinien berechnet u.a. anhand der in Abbildung 14 gezeigten Daten.
Bei JeKo-1 und Maver-1 lief3 sich ein deutlicher Synergismus erkennen, bei den anderen Zelllinien additive Effekte.

Die Ergebnisse der gleichzeitig durchgefiihrten Versuchsreihe Ibrutinib nach Abemaciclib

Wash-out konnten keine Systematik erkennen lassen und werden hier nicht weiter besprochen.

4.2.2. Abemaciclib und Cytarabin
Die Arbeitsgruppe um Yang et al. konnte zeigen, dass bei akuter myeloischer Leukdmie

durch den CDK4/6-Inhibitor Palbociclib eine starke Potenzierung der Cytarabin (AraC)-
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Wirkung durch die Synchronisation der Zellen in der S-Phase sowohl in Zellkultur als auch im
Maus-Modell erzielt werden kann'?'>!. In Anlehnung daran wollten wir herausfinden, ob sich
dhnliche Effekte auch beim Mantelzelllymphom erreichen lassen. Zuerst sollten hierbei durch
einen Abemaciclib-vermittelten GIl-Arrest alle Zellen in derselben Zellzyklusphase
synchronisiert werden. Nach Entzug des Inhibitors sollten aufgrund der postulierten
Reversibilitdt des G1-Arrests (vgl. Abbildung 10) alle Zellen synchron von der G1- in die S-
Phase iibertreten. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die Behandlung mit Cytarabin, eines Pyrimidin-
Analogons, das als Antimetabolit die DNA-Synthese hemmt!?!® 21"l und dadurch vor allem auf
sich teilende, also auf sich in der S-Phase befindende Zellen wirkt!*'®. Dadurch sollte die

Cytarabin-Sensitivitit der Zellen zu erhoht werden.

Durchflusszytometrie (PI-Firbung): Mino Zellzyklus
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Durchflusszytometrie (PI-Firbung): JeKo-1 Zellzyklus
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Abbildung 15: Zellzyklusanalyse mittels PI-Firbung (Durchflusszytometrie) bei Mino und JeKo-1. Griin: G1/GO-Phase, Gelb:
S-Phase, Blau: G2/M-Phase. Behandlung mit 31,25 nM Abemaciclib. In der Population, die mit Abemaciclib vorbehandelt und
anschlieffend einem Wash-out unterzogen wurde, zeigte sich bei beiden Zelllinien ein starker Anstieg der Zellen in S-Phase.
Im Gegensatz dazu ruhten die Zellen, die dem Wash-out nicht unterzogen wurden wie bereits in Kapitel 4.1 gezeigt weiterhin
in G1-Phase. Reprdsentative Beispiele aus Triplikaten, mind. zwei unabhcdingige Passagen.
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A) Zellzyklus JeKo-1 und Will-2: 4 - 8 h nach Wash-out B) Zellzyklus Mino: 8 - 24 h nach Wash-out
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Abbildung 16: Zellzyklusanalyse mittels PI-Firbung (Durchflusszytometrie) zu den Zeitpunkten 4 und 8 h (A) und 8 und 24 h
(B). Es wurde deutlich, dass die stdirkste S-Phase Synchronisation nach 8 h stattfand.

In allen Zelllinien lieB sich eine deutliche S-Phase Synchronisation durch Abemaciclib
Wash-out herbeifiihren. 8 h nach Wash-out lagen 88 % (+ 50 %, SD 2,0 %) der Mino, 83 % (+
45 %, SD 1,2 %) der JeKo-1, 65 % (+16 %) der Maver-1, 71 % (+ 16 %) der Granta 519 und
79 % (+ 32 %) der Will-2 Zellen in S-Phase vor (Abbildung 15). Durch Messung des Zellzyklus
zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Wash-out konnte der Zeitpunkt 8 h nach Wash-out als
ideal bestitigt werden. So befanden sich JeKo-1 und Will-2 Zellen 4 h nach Wash-out zu 53 %
beziehungsweise 9 % in S-Phase und nach 8 h bereits zu 85 % beziehungsweise 79 %. 24 h
nach Wash-out befanden sich nur noch 32 % der Mino Zellen im Gegensatz zu 69 % nach 8 h
in S-Phase (Abbildung 16). Bei der Zelllinie Mino zeigte sich bei der Folge Abemaciclib -2
Wash-out = Cytarabin vor allem in den hoheren Dosierungen ein deutlicher Synergismus

(Tabelle 7). Abbildung 17 und Tabelle 7 zeigen eine Zusammenfassung der Wash-out

Versuche. Die Kombination Abemaciclib / Cytarabin mit Wash-out zeigt bei den CellTiter-Glo
Messungen in allen Zelllinien auBler der resistenten Granta 519 additive und bei Mino stark
synergistische Effekte mit errechneten CIs von 0,29 und 0,34 fiir jeweils 3330 und 10000 nM
Cytarabin. Zumindest genauso bemerkenswert war der Effekt, den Abemaciclib auf die
Cytarabin-Wirkung zeigte, wenn kein Wash-out durchgefiihrt wurde: In allen Abemaciclib-
sensitiven Zelllinien fithrte die Induktion des Gl-Arrests durch Abemaciclib zu starker
Protektion der Zellen gegen die darauffolgende Cytarabinbehandlung (CIs von -0,27 fiir Mino,
-0,15 fiir JeKo-1, -0,39 fiir Maver-1 und -0,35 fiir die DLBCL Zelllinie Will-2 bei 1,11 uM
Cytarabin; Tabelle 8). Durch den fortbestehenden G1-Arrest (vgl. Abbildung 9) fehlte der
Angriffspunkt fiir Cytarabin. Zur Bestdtigung wurde der gleiche Ansatz an den Zelllinien JeKo-
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1 und Maver-1 in den Konzentrationen 31,25 nM Abemaciclib und 1110 nM Cytarabin in
Triplikaten aus mindestens 2 unabhingigen Passagen wiederholt und mittels trypanblau
Farbung und Durchflusszytometrie ausgewertet. Hierbei zeigten sowohl Mino als auch JeKo-1

mit CIs von jeweils 0,3 und 0,41 nach Kombination mit Wash-out einen starken Synergismus.

A) Behandlung mit AraC nach S-Phase-Synchronisation durch 31,25 nM Abemaciclib
und Wash-out
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B) Behandlung mit AraC nach Induktion von G1-Arrest durch 31,25 nM Abemaciclib
ohne Wash-out
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Abbildung 17: Messung des ATP-Gehalts (CellTiter Glo) nach verschiedenen Therapieschemata. JeKo-1, Maver-1, Mino,
Granta 519 und Will-2 behandelt mit 123, 370, 1110, 3330 und 10000 nM Cytarabin mit oder ohne Vorbehandlung (31,25 nM
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Abemaciclib) und mit (A) oder ohne (B) Wash-out. A) Vor allem bei der Zelllinie Mino lief3 sich eine deutliche
Effektivititssteigerung von Cytarabin nach S-Phase-Synchronisation feststellen. B) Bei allen Zelllinien aufier der gegeniiber
Abemaciclib resistenten Granta 519 zeigte sich ein deutlicher protektiver Effekt des anhaltenden Gl-Arrests auf die
Cytarabinbehandlung. Technische Triplikate mit SD.

Die Ratio zu Kontrolle sank bei Mino von 0,56 (SD 0,03) fiir Cytarabin alleine auf 0,38 (SD
0,06) und bei JeKo-1 von 0,56 (SD 0,1) auf 0,31 (SD 0,03). In Einklang damit waren die
Ergebnisse der Zelltodanalyse mittels Annexin V / 7AAD-Firbung: Bei Mino Zellen lief sich
mit Wash-out eine Zunahme an apoptotischen bzw. toten Zellen von 33,3 (SD 1,01) auf 48,37
(SD 1,35) % (p=0,0001) feststellen. Bei JeKo-1 kam es zu einer Zunahme von 32,03 (SD 1,33)
% auf 38,27 (SD 0,35) % (p=0,015) toter Zellen.

Konzentration AraC: 123 nM 370 nM 1110 nM 3330 nM 10000 nM

CI JeKo-1 | 0,04 0,08 0,04 -0,04

CI Maver-1 0,01 0,12 0,09 0,09
CI Mino -0,02 0,09 0,29 0,34

CI Granta 519 0,14 0,13 -0,02 0,00
CI Will-2 -0,02 0,04 -0,01 -0,01

Tabelle 7: Combination Indices der Kombination Abemaciclib = Wash-out = Cytarabin der in Abbildung 17 A) gezeigten
Daten. Ein deutlicher Synergismus liefs sich bei der Zelllinie Mino zeigen. Ansonsten additive Effekte. Durch das geringe
Ansprechen der Zelllinie Granta 519 lassen sich auch hier die Werte fiir diese Zelllinie nur unter Vorbehalt interpretieren.

Konzentration AraC: 123 nM 370 nM 1110 nM 3330 nM 10000 nM

CI JeKo-1 -0,09 0,15 0,14 0,18

CI Maver-1 0,09 -0,14 -0,39 -0,39
CI Mino 0,06 0,27 0,40 0,39

CI Granta 519 0,02 0,02 0,03 0,01
CI Will-2 | 0,28 -0,35 -0,36 -0,32

Tabelle 8: Combination Indices der Kombination Abemaciclib 2 =2 Cytarabin der in Abbildung 17 B) gezeigten Daten. Hier
lief3 sich fiir alle Zelllinien (ausgeschlossen Granta 519) ein deutlicher Antagonismus spdtestens ab 1110 nM Cytarabin

feststellen.

A) Trypanblau Firbung nach Behandlung mit B) Trypanblau Fiirbung nach Behandlung mit
Abemaciclib und AraC: mit Wash-out Abemaciclib und AraC: ohne Wash-out
1.5+ 1.5+
Bl Mino Zellzahl Bl Mino Zellzahl
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Abbildung 18: Zellzihlung und Bestimmung der Viabilitit mittels trypanblau Fédrbung (Vi-Cell XR). Behandlung von Mino und
JeKo-1 mit je 31,25 nM Abemaciclib und 1110 nM Cytarabin mit (A) oder ohne (B) Wash-out. Komb.=Kombination;
WA=Wash-out. CI= combination Index. Triplikate nach mind. zwei unabhdngigen Passagen, Fehlerbalken zeigen SD.
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Der Antagonismus bei der Kombination von Abemaciclib und Cytarabin ohne Wash-out
bestitigte sich mit CI-Werten von je -0,15 fiir Mino und JeKo-1 ebenfalls (Abbildung 18).
Zellen, bei denen kein Wash-out vor Cytarabinbehandlung durchgefiihrt wurde, zeigten stark
verminderte Apoptosewerte verglichen mit Cytarabin Monotherapie. Mino und JeKo-1 zeigten
in der Durchflusszytometrie eine Reduktion von jeweils 28,7 (SD 0,92) % beziehungsweise
28,6 (SD 2,07) % auf 15,2 (SD 1,44) % (p=0,0035) und 14,87 (SD 0,72) % (p=0,0004) doppelt
positiver Zellen. (Abbildung 19).

Mino behandelt mit 31,25 nM Abemaciclib und 1,11 pM Cytarabin
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Abbildung 19: Zelltodanalyse mittels Annexin V / 7AAD-Fdrbung (Durchflusszytometrie). Mino Zellen behandelt mit 1,11 uM
Cytarabin alleine (B) und ohne (C) oder mit (D) vorherigem Wash-out von 31,25 nM Abemaciclib. Bilder A) und B) stammen
aus Ansatz mit Wash-out. A) Kontrolle (6,83 (SD 0,71) % doppelt positiv in Q2). B) Cytarabin alleine zeigte 33,3 (SD 1,01) %
Q2 Zellen. Nach Wash-out von Abemaciclib (D) waren 48,4 (SD 1,35) % der Zellen doppelt positiv. Wurde Mino ohne Wash-
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out mit Abemaciclib und Cytarabin behandelt (C) waren nur noch 15,2 (SD 1,44) % der Zellen in Q2. Nicht gezeigt sind:
Kontrolle und Cytarabin alleine (jeweils 5,64 (SD 0,34) % und 28,7 (SD 0,92) % doppelt positiv) aus dem Ansatz ohne Wash-
out. Bilder sind reprdsentativ fiir Triplikate aus mind. zwei unabhdngigen Passagen.

4.2.3. Abemaciclib und weitere Inhibitoren des B-Zell Rezeptor

Signalweges

Zur Exploration weiterer Medikamentenkombinationen fithrten wir an MCL Zelllinien
pralimindre Medium-throughput Assay Experimente mittels CellTiter-Glo durch. Getestet
wurden Kombinationen mit den PI3K-Inhibitoren Idelalisib (PI3K0) und Copanlisib (PI3Ka/0),
den PI3K/mTOR-Inhibitoren IBL-301 (PIM-1, PI3K, mTOR) und LY3023414 (PI3K, mTOR)
und dem Bcl-2-Inhibitor Venetoclax. Einzeln zeigte vor allem IBL-301 gute Wirksamkeit in
allen Zelllinien. 0,4 uM IBL-301 fiihrten bei Mino und Maver-1 zu einer fast vollstdndigen
Zelldepletion mit einer Ratio zu Kontrolle von 0,004 beziehungsweise 0, /4. Selbst bei der sonst
sehr resistenten Zelllinie Granta 519 war mit einer Ratio zu Kontrolle von 0,64 bei 0,4 uM IBL-
301 der gemessene ATP-Gehalt nach Therapie deutlich geringer als bei Kontrolle. Der PI3Ka/6
Inhibitor Copanlisib zeigte in allen getesteten Zelllinien durchschnittliche in vitro-Aktivitit
(z.B. Ratio zu Kontrolle: JeKo-1:0,58 oder Granta 519 0,62 bei 4 uM). Bei dem PI3K$ Inhibitor
Idelalisib war mittels CellTiter-Glo keine deutliche Wirkung auf die behandelten Zelllinien zu
messen (Ratio zu Kontrolle: Mino 0,87 oder Maver-1 0,98 bei 4 uM). Nach Vorbehandlung mit
Abemaciclib zeigte sich bei JeKo-1 ein Synergismus fiir Abemaciclib und Copanlisib mit CIs
von 0,095 bei 0,25 uM bis 0,12 bei 4 uM. Fiir alle anderen Zelllinien und fiir die Kombinationen
mit Idelalisib sowie IBL-301 ergaben sich anhand der errechnet Cls {iberwiegend additive

Effekte der Kombinationstherapien (Tabelle 9).

Idelalisib Copanlisib IBL-301
[c] inuM 0,25 1 4 0,25 1 4 0,025 0,1 04
CI Jeko -1 0,08 0,14 0,01 0,10 0,11 0,12 0,07 0,22 0,08
CI Maver-1 0,09 0,01 0,07 0,09 0,07  -0,02 0,14 0,04 0,23
CIMino | -0,03 -0,03 -0,07 -0,07 -0,07 -0,12 -0,06 -0,16 -0,01
CI Granta 519 0,07 0,02 0,07 0,00 0,00 -0,01 0,04 0,03 -0,04

Tabelle 9: Combination Indices fiir die MCL Zelllinien behandelt mit 31,25 nM Abemaciclib fiir 24 h und anschliefsend mit
aufsteigenden Konzentrationen Idelalisib, Copanlisib oder IBL-301. JeKo-1 zeigte einen Synergismus in allen Konzentrationen
bei Abemaciclib / Copanlisib, dariiber hinaus ergaben sich additive Effekte.

Der Bcl-2-Inhibitor Venetoclax zeigte sehr starke Wirkung in niedrigen Dosierungen bei
Mino und Maver-1 mit einer Ratio zu Kontrolle von 0,08 beziehungsweise 0,00072 bereits bei

62,5 nM, mittlere Wirkung bei Granta 519 und schlechte Wirkung bei JeKo-1 (Ratio zu
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Kontrolle jeweils 0,49 beziehungsweise 0,78 fiir 62,5 nM Venetoclax). LY3023414 zeigte gute
Aktivitdt in mittleren Konzentrationen bei allen getesteten Zelllinien (Ratio zu Kontrolle bei
250 nM: JeKo-1 0,36; Maver-1 0,35; Mino 0,52; Granta 519 0,55). Daraufhin fiihrten wir an
Mino und Granta 519 Zellzyklus- und Zelltodanalysen mittels Durchflusszytometrie zum
besseren Verstindnis der Wirkung dieser beiden Substanzen durch. Der Bcl-2 Inhibitor
Venetoclax wurde in der geringeren Konzentration von 31,25 nM verwendet. Venetoclax zeigte
keine Auswirkungen auf den Zellzyklus, jedoch eine Zunahme toter und prédapoptotischer
Zellen (Q2 + Q3) unter Therapie nach 48 h bei Mino um 33,37 (SD 4,13) % und bei Granta 519
um 31,15 (SD 4,49) % im Vergleich zu Kontrolle (Abbildung 20). LY3023414 hatte in einer
Konzentration von 500 nM mit Zunahme apoptotischer Zellen von unter zehn Prozent in sowohl
Mino als auch Granta 519 keine nennenswerten Auswirkungen auf die Viabilitit der Zellen. Es
fiihrte jedoch vor allem bei Mino zu einem ausgeprigten G1-Arrest mit Zunahme der Zellen in

G1/G0O-Phase um +40,73 (SD 3,72) % nach 48 h (Abbildung 21). Bei Venetoclax in

Kombination mit Abemaciclib zeigte sich interessanterweise ein deutlicher Antagonismus in
den Zelllinien Mino und JeKo-1 sowie mit CIs von -0,096 und -0,098 fir 62,5 und 250 nM ein
grenzwertiger Antagonismus bei Granta 519 (Tabelle 10). Demgegeniiber zeigt LY3023414
ausschlieBlich additive Effekte bei der Kombination mit Abemaciclib (Tabelle 10).

A) Mino und Granta Behandelt B)

mit 31,25 nM Venetoclax Kontrolle 31,25 nM Venetoclax
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Abbildung 20: Zelltodanalyse mittels Annexin V/ 7AAD-Fdrbung (Durchflusszytometrie). Mino und Granta 519 behandelt mit
31,25 nM Venetoclax fiir 48 h. Q2 und Q3 fassten alle priapoptotischen (Q3) und toten (Q2) Zellen zusammen. In Q4 befanden
sich viable Zellen. A) Differenz zu unbehandelter Kontrolle in % Zellen. B) Beispielhafte Darstellung der Density Plots von
Mino Zellen, unbehandelt (Kontrolle) und nach 32,25 nM Venetoclax. Triplikate nach mind. zwei unabhdngigen Passagen,
Fehlerbalken zeigen SD.
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Zellzyklus Mino und Granta 519
nach 500 nM LY3023414

EE Mino
50+ Bl Granta 519

Differenz zu Kontrolle in %
<

Abbildung 21: Zellzyklusanalyse mittels PI-Férbung (Durchflusszytometrie). Mino und Granta 519 48 h nach Behandlung mit
500 nM LY3023414. Differenz zu unbehandelter Kontrolle in % Zellen. Triplikate nach mind. zwei unabhdngigen Passagen,
Fehlerbalken zeigen SD.

Venetoclax LY3023414

[c] in nM 62,5 250 1000 4000 62,5 250 1000 4000
Cl Jeko -1 -0,18 -0,06 -0,05 0,18 -0,02 -0,02 -0,01 -0,01
CI Maver-1 -0,06 0,00 0,00 0,00 -0,03 -0,04 -0,02 -0,03
CI Mino -0,27 -0,18 -0,06 0,00 -0,01 0,00 -0,03 -0,03
CI Granta

519 -0,10 -0,10 -0,07 -0,08 -0,07 -0,04 -0,04 -0,03
Tabelle 10: Combination Indices fiir MCL Zelllinien behandelt mit 31,25 nM Abemaciclib und Venetoclax bzw. LY3023414.

Messung mittels CellTiter-Glo. Bei JeKo-1, Maver-1 und Granta 519 liefsen sich vor allem in den niedrigen Konzentrationen
Antagonismen bei der Kombination Abemaciclib / Venetoclax nachweisen. Abemaciclib / LY3023414 zeigten additive Effekte.

4.2.4. Primire Zellen behandelt mit Abemaciclib alleine und in

Kombination

Um die Aktivitit des CDK4/6-Inhibitors auch an primdren Zellen zu testen, wurden
Lymphozyten aus Vollblut eines gesunden Probanden gewonnen sowie bereits zuvor
akquirierte Zellen zweier Mantelzelllymphompatienten in leukdmischer Phase aufgetaut und
getestet. Die Versuche wurden parallel an den Zelllinien JeKo-1 oder Mino durchgefiihrt. Bei
den primdren Zellen des gesunden Probanden erzielte Cytarabin lediglich in den
Konzentrationen 500 und 1000 nM mit einer Ratio zu Kontrolle von 0,88 beziehungsweise 0,64
einen gewissen Effekt. Dieser relativierte sich nach Kombination mit Abemaciclib in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Kapitel 4.2.2 auf eine Ratio zu Kontrolle von 0,94

beziehungsweise 0,79 (Abbildung 22). Die Zellen von Patient 1 und 2, behandelt mit

Abmeaciclib und Ibrutinib zeigten bei Patient 1 einen stark protektiven Effekt der

Abemaciclibbehandlung auf die Zellen: Ratio zu Kontrolle 72 h nach Behandlung 2,05.
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Ibrutinib alleine zeigte mit einer Ratio zu Kontrolle von 0,82 eine médfBige Wirkung und hob in
Kombination mit Abemaciclib dessen protektive Wirkung teilweise wieder auf (Ratio zu
Kontrolle 7,15) (Abbildung 23). Ibrutinib zeigte mit einer Ratio zu Kontrolle von 0,22 nach 72
h bei Patient 2 sehr gute Wirksamkeit, bei Abemaciclib lief} sich mit einer Ratio zu Kontrolle
von 0,92 der an Patient 1 beobachtete protektive Effekt nicht reproduzieren und eine

Kombination beider erbrachte keinen zusitzlichen Effekt (Abbildung 23).

A) Gesunder Proband und JeKo-1 behandlet B) Gesunder Proband und JeKo-1 behandlet
mit Abemaciclib und Ibrutinib mit Abemaciclib und Cytarabin
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Abbildung 22: Primdire Lymphozyten aus gesundem Spendervollblut gewonnen, behandelt mit A) Abemaciclib und Ibrutinib
und B) Abemaciclib und Cytarabin. Gemessen nach 72 h mittels CellTiter-Glo. Technische Triplikate mit SD.
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Abbildung 23: Patientenzellen behandelt mit 31,25 nM Abemaciclib, 250 nM Ibrutinib und der Kombination aus beiden.
Messung nach 48 h mittels CellTiter-Glo. Parallel wurden JeKo-1 bzw. Mino Zellen in gleicher Weise behandelt.

Cytarabin zeigte bei Patient 2 in Einzeltherapie und in Kombination mit Abemaciclib selbst
in sehr hohen Konzentrationen von 10 uM nur einen bedingten Effekt auf die priméren Zellen:

Ratio zu Kontrolle 0,82 alleine und 0,97 in Kombination bei Abemaciclib mit Wash-out, sowie
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0,8 alleine und 0,68 in Kombination bei Abemaciclib ohne Wash-out (Abbildung 24 A). Bei
der Zellzyklusanalyse der primdren Zellen stellte sich heraus, dass sich einschlieBlich der
unbehandelten Kontrollen so gut wie alle Zellen in G1/G0-Phase befanden (Abbildung 24 B,
O).
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Abbildung 24: Patient 2 und Mino behandelt nach dem Wash-out Protokoll (Vgl. Kapitel 4.2.2) und gemessen mittels CellTiter-
Glo. A) und B): 1.1 - Kontrolle mit Wash-out; 1.2 - Vorbehandelt mit Wash-out; 2.1 - Kontrolle ohne Wash-out; 2.2 -
Vorbehandelt ohne Wash-out. Vorbehandlung mit 31,25 nM Abemaciclib. Behandlung mit Abemaciclib alleine (nicht gezeigt):
Ratio zu Kontrolle je 1,14 (SD 0,1) bzw. 0,8 (SD 0,09) mit bzw. ohne Wash-out fiir Patient 2 und 0,79 (SD 0,08) bzw. 0,59 (SD
0,08) mit bzw. ohne Wash-out fiir Mino. C) Zellzyklusanalyse mittels PI-Firbung (Durchflusszytometrie) 32 h nach
Vorbehandlung. D) Beispielhafte Histogramme der in C) gezeigten Daten. Technische Triplikate mit SD.

4.3. Western-Blot

Um die Effekte des CDK4/6-Inhibitors Abemaciclib alleine sowie in Kombination mit
Ibrutinib auf molekularer Ebene besser verstehen zu konnen, fithrten wir Western-Blot
Analysen der Proteinexpression von fiir den Zellzyklusprogress wichtigen Proteinen (Rb,
ph.Rb(Ser795), CDK2, CDK4, Cyclin D1) und von Proteinen des B-Zell Rezeptor Signalweges
(Akt, ph.Akt(Serd73; Thr308), mTOR, ph.mTOR(Ser2443), Rictor, ph.Rictor(Thr1135), Btk,
ph.Btk(Tyr223), Syk, ph.Zap70(Tyr319)/Syk(Tyr352), PLCy2, p44/42MAPK, ph.p44/42
MAPK(Thr202/Tyr204), MEK1/2, ph.MEK1/2(Ser217/221), p100/52 NF-kB, PARP/cleaved
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und PIM-1) durch. Die Zellen wurden fiir 4, 8 und 24 h mit je 31,25 nM Abemaciclib, 250 nM
Ibrutinib oder einer Kombination beider behandelt, lysiert und die Proteine wie zuvor
beschrieben extrahiert. Die nach 4 h Inkubation gewonnenen Proteine zeigten sehr hohe
Schwankungen und werden in dieser Arbeit nicht weiter besprochen. Bei Behandlung mit
Abemaciclib alleine und in Kombination mit Ibrutinib zeigte sich eine starke Inhibierung der
Expression von Retinoblastom-Protein und phosphoryliertem Retinoblastom-Protein (Serin
795) sowohl nach 8 als auch nach 24 h in allen Zelllinien und eine iiberwiegend konstante
Expression von CDK2, CDK4, und Cyclin D1 (Abbildung 25). Interessanterweise kam es unter
Abemaciclib nach 24 h zu einer deutlich verminderten Expression von phosphoryliertem Akt
(Serin 473 und Threonin 308) in den Zelllinien JeKo-1 und Mino, nicht jedoch in Granta 519
(Abbildung 27). In Maver-1 waren weder Akt noch die phosphorylierten Formen von Akt in
Kontroll- oder behandelter Population nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Weitere Proteine der
Zellzyklusregulierung und des BCR Signalweges sowie deren phosphorylierter Formen waren
schwieriger nachzuweisen und zeigten keine so deutlichen Tendenzen. mTOR und
ph.mTOR(Ser2448) sowie Rictor zeigten in keiner der MCL Zelllinien nach Abemaciclib-
Behandlung relevante oder in unterschiedlichen Zelllinien reproduzierbare Veridnderungen
(Abbildung 26). Die Expression von ph.Rictor(Thr1135) war in JeKo-1, Mino und Maver-1
leicht vermindert, in Granta 519 unverindert. Hierbei war der Effekt nach 8 h deutlicher
ausgepragt als nach 24 h. Bei der Analyse des B-Zell Rezeptor Signalweges zeigte sich unter
Ibrutinib-Therapie eine deutliche Verminderung der Expression von ph.Btk(Tyr223) und
ph.Zap70(Tyr319)/Syk(Tyr352) bei konstanter Expression der nicht phosphorylierten Formen
beider Proteine. Sowohl ph.Btk(Tyr223) als auch ph.Zap70(Tyr319)/Syk(Tyr352) waren
ebenfalls unter der Kombinationstherapie Abemaciclib / Ibrutinib vermindert (Abbildung 28).
Die an Ser217 und 221 phosphorylierte Form von MEK1/2 war bei Granta 519 unter
Abemaciclib-Therapie deutlich verstirkt exprimiert, bei konstanter Expression von
unphosphoryliertem MEK1/2 (Abbildung 27). Alle anderen Zelllinien zeigten keine starken
Veridnderungen im Expressionsmuster von MEK1/2 und ph.MEK1/2(Ser217/222). In den
Zelllinien JeKo-1 und Mino liel sich aulerdem eine nach Behandlung mit Abemaciclib
verringerte Expression von PIM-1 feststellen: Bei JeKo-1 war die Expression der 34 kDa-
Einheit bei behandelten Zellen auf 56,5 % im Vergleich zur Kontrolle reduziert. Bei Mino war
die Expression nach Abemaciclib noch deutlicher auf 75,7 und 37 % fiir die 34 und 44 kDa
Einheiten reduziert (Daten nicht gezeigt, Quantifizierung mittels FusionCapt Advance, s.u.).
Die Analyse von p42/44 MAP-Kinase und deren phosphorylierten Formen sowie von allen

weiteren untersuchten Proteinen erbrachten in den verschiedenen MCL Zelllinien kein unter
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Therapie einheitlich verdndertes Expressionsmuster im Vergleich zur Kontrolle. Es kam
dartiber hinaus nicht zu einer Zunahme der Expression von PARP/cleaved nach Behandlung

mit Abemaciclib, Ibrutinib oder der Kombination beider (Daten nicht gezeigt).

JeKo-1,24 h Granta 519, 24 h
JeKo-124 h K A I AN

J-Actin - e w— —

ph.Rb(Ser795)

CDK 2 —— em— Kein Signal

VAR -

Cyclin D1 A — -- -
| - —

Abbildung 25: Proteinexpression nach 24 h, gemessen mittels Western-Blot, beispielhaft an JeKo-1 und Granta 519 fiir Rb,
ph.Rb(Ser795), CDK2, CDK4 und Cyclin D1. K=Kontrolle, A=31,25 nM Abemaciclib, I=250 nM Ibrutinib, A/I=Kombination.
Ladekontrolle mit 3-Actin jeweils fiir die dariiberliegenden Blots.

s

JeKo-1 Maver-1 Mino Granta 519
K A K A K A K A
mTOR - - Kein Signal —_— - — —
Ladekontrolle ..* - _——— - -
ph.mTOR(Ser2443) — Kein Signal —— — —
Ladekontrolle - - - - - - -
Rictor e e — EE —— —

Ladekontrolle - o — L - -
ph.Rictor(Thrl135) — —— B - e
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Abbildung 26: Proteinexpression nach 8 h, gemessen mittels Western-Blot fiir mTOR, ph.mTOR(Ser2448), Rictor und
ph.Rictor(Thr1135). K=Kontrolle, A=31,25 nM Abemaciclib. Ladekontrolle mit f3-Actin (*) oder GAPDH("") jeweils fiir die

dariiberliegenden Blots.
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GAPDH/p-Actin —— —— - e o=
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Abbildung 27: Proteinexpression nach 24 h, gemessen mittels Western-Blot, beispielhaft an JeKo-1 und Granta 519 fiir Akt,
ph.Akt(Serd73), ph.Akt(Thr308), MEK1/2 und ph.MEK1/2(Ser217/221). K=Kontrolle, A=31,25 nM Abemaciclib, =250 nM

Ibrutinib, A/I=Kombination beider. Ladekontrolle mit 3-Actin oder GAPDH jeweils fiir die dariiberliegenden Blots.

JeKo-1 Maver-1
24 h K A I A/l K A I A/l
Btk —— — D — —
BActin | N ———— - - e .-
ph.Btk(Tyr223) —— - e
B-Actin/GAPDH - .- e e - —
Syk | —— - —
GAPDH ——— — - - -—
Ph.ZAP70/Syk(Tyr) -—— —————
GAPDH —— — — - - -

Abbildung 28: Proteinexpression nach 24 h, gemessen mittels Western-Blot, beispielhaft an JeKo-1 und Maver-1 fiir Btk,
ph.Btk(Tyr223), Syk und ph.Zap70(Tyr319)/Syk(Tyr352). K=Kontrolle, A=31,25 nM Abemaciclib, 1=250 nM Ibrutinib,
A/I=Kombination beider. Ladekontrolle mit [3-Actin oder GAPDH jeweils fiir die dariiberliegenden Blots.

Bei der anschlieenden Quantifizierung der Proteinexpression wichtiger Enzyme werteten
wir eine Verminderung der Proteinexpression auf weniger als die Hélfte (Ratio zu Kontrolle <
0,5) beziehungsweise eine Steigerung der Expression auf das Doppelte (Ratio zu Kontrolle >
2,0) als relevant. Diese hohen Cut-off Werte sollten dazu dienen, die verfahrensgebundenen
Schwankungen zu beriicksichtigen und stochastische Verdnderungen so gut wie moglich
auszuschlieBen. Eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse ist in Tabelle 12 zu finden.
Eine genauere Betrachtung der Daten aus Tabelle 12 lédsst erkennen, dass sich ein Effekt meist
bereits nach 8 h andeutet und, dhnlich der Zellzyklusinhibition, nach 24 h voll ausgepragt ist.
So ist Rb nach 8 h bei Maver-1 mit einer Ratio zu Kontrolle von 0,57 und 7,29 fiir Abemaciclib
alleine und in Kombination mit Ibrutinib noch nicht vollstindig supprimiert. Nach 24 h ist die
Rb-Expression mit 0,08 beziehungsweise 0,12 sowohl bei Inkubation mit Abemaciclib alleine
als auch in Kombination potent herunterreguliert.

Auf Basis dieser Daten wurde eine deskriptive statistische Analyse durchgefiihrt. Hierbei

zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede der Proteinexpression von Rb und
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ph.Rb(Ser795) im Vergleich zur Kontrolle sowohl nach 8, als auch nach 24 h fiir Abemaciclib
alleine. Bei der Kombination von Abemaciclib und Ibrutinib konnte nach 24 h ebenfalls eine
statistisch signifikant verminderte Expression dieser beiden Proteine gezeigt werden (Tabelle
11). AuBerdem ergab sich bei Ibrutinib in FEinzelbehandlung eine signifikante und in
Kombination eine mit p=0,057 marginal nicht signifikante Verminderung von an Tyrosin 223
phosphoryliertem Btk nach 24 h. Die Expression der anderen Proteine zeigte
zelllinieniibergreifend keine signifikanten Unterschiede. In der multivariaten Analyse konnte
bestdtigt werden, dass die Proteinexpression nach 24 h von Rb, ph.Rb(Ser795) und
ph.Btk(Tyr223) in den verschiedenen Behandlungsarmen signifikant unterschiedlich war (Rb:
H=11,58; p<0,001; ph.Rb(Ser795): H=11,58; p<0,001; ph.Btk(Tyr223): H=10,01; p<0,005).
Im post-Test, bei dem die Behandlungsarme direkt gegen die Kontrolle getestet wurden, erwies
sich die Expression von Rb sowohl fiir Abemaciclib (n;=n2=4; Mean Rank Diff. = -8,250;
p=0,04) als auch fiir Abemaciclib / Ibrutinib (n;=n2=4, Mean Rank Diff. = -9,250; p=0,018)
als signifikant vermindert. Sowohl ph.Rb(Ser795) (Abemaciclib: n;=n>=4; Mean Rank Diff. =
-7,750; p=0,0641; Abemaciclib / Ibrutinib: n;=n>=4; Mean Rank Diff. = -6,750; p=0,135) als
auch ph.Btk(Tyr223) (Ibrutinib sowie Abemaciclib / Ibrutinib: je n;=n2=4; Mean Rank Diff. =
-8,000; p=0,0526) konnten im post-Test der multivariaten Analyse marginal keine Signifikanz

erreichen.

Median Median Ringe K Riinge A U-Wert p-Wert

Kontrolle  Behandelt ges. ges.
Rb 8 h Abe 0,7654 0,1891 38 17 2 0,0317
Rb 24 h Abe 1,572 0,1233 26 10 0 0,0286
Rb 8 h Komb. 0,7654 0,6759 30 25 10 0,6667
Rb 24 h Komb. 1,572 0,09774 26 10 0 0,0286
PhRb 8 h Abe 0,6616 0,1848 40 15 0 0,0079
PhRb 24 h Abe 1,099 0,02661 26 10 0 0,0286
phRb 8 h Komb. 0,6616 0,2773 37 18 3 0,0556
PhRb 24 h Komb. 1,099 0,0623 26 10 0 0,0286
phBtk 8 h Ibru 0,156 0,0412 33 22 7 0,3095
phBtk 24 h Ibru 0,1795 0,02732 26 10 0 0,0286
phBtk 8 h Komb. 0,156 0,05568 32 23 8 0,4127
phBtk 24 h Komb. 0,1795 0,01565 25 11 1 0,0571

Tabelle 11: Mann-Whitney Test der quantifizierten Proteine nach Western-Blot. K = Kontrolle, A = Abemaciclib.

58



Rb phRb (Thr795) CDK 4 Cyclin D1 CDK 2
8h A I AT A I AT A I AT A I AT A I AT
JeKo-1 025 1,79 177| 025 121 1,13 1,16 120 131 193 270 243 109 127 190
Maver-1 051 064 129 020 020 038 129 101 155 132 1,12 134| 096 064 1,00
Mino 047 1,08 2775| 044 1,82  0,76| 1,04 090  414| 122 123  466| 105 130 145
Granta 519 0,10 009 020 007 003 020 1,78 1,16 195 1,62 140 243 X X
Will-2 025 083 024/ 036 071 010 093 087 064 143 1,03 0,77
24 h A I A/l A I A/l A I A/l A I Al A I Al
JeKo-1 014 097 016 003 201 008 087 088 086| 156 108 1,60] 134 152 1,57
Maver-1 008 092 012 000 129 003 097 1,02 09| 143 089 1,14 061 047 0,38
Mino 004 026 003 002 074 001 101 044 078 054 022 048 065 107 095
Granta 519 021 1,02 003 018 129 021 276 050 1,79 143 106 1,62 X X

Akt phAkt (Thr308) phAkt (Serd73) Btk phBtk (Tyr223)
8h A I AT A I AT A I AT A I AT A I AT
JeKo-1 1,05 1,01  1,04| 138 08 026 1,74 076 001| 148 284  334| 097 036 049
Maver-1 X X X X X X X 226 1,00 215 131 041 036
Mino 1,03 1,05 481 121 151 1,74 054 020 004 098 1,07 430 250 025 058
Granta 519 090 097 1,10|X 127 039 125/ 083 031 099 087 000 0,00
Will-2 067 091 076| 08 057 023 1,06 58 231| 076 029 006 074 055 0,60
24 h A I A/l A I A/l A I A/l A I Al A I Al
JeKo-1 08 102 119 052 097 017/ 021 020 005 092 08 1,79 090 0,14 0,18
Maver-1 X X X X X X X 096 081 054 082 016 0,03
Mino 036 031 027| 058 206 120 013 378 150 041 0,19 036 093 005 0,11
Granta 519 093 089 087X 141 0,78 144 092 072 062 072 000 0,00

Tabelle 12: Quantitative Auswertung der mit Western-Blot gemessenen Proteinexpression. Zellen behandelt mit 31,25 nM Abemaciclib (A), 250 nM Ibrutinib (I) und der Kombination beider (A/I).
Zahlenwert steht fiir die zur Ladekontrolle kontrollierte Ratio zu unbehandelter Kontrolle. Werte iiber 2 werden rot, Werte unter 0,5 griin abgebildet.
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5. Diskussion

5.1 Abemaciclib hemmt Zellwachstum beim MCL durch potenten
G1-Arrest

Es gibt mittlerweile viele sowohl priklinische als auch klinische Daten zur CDK4/6-
Inhibition und dessen Wirkung auf diverse Tumorentititen!>!®!. Demnach fiihrt die spezifische
Hemmung der Cyclin-abhingigen Kinasen 4 und 6 zu einem nicht-toxischen, reversiblen G1-
Arrest durch Dephosphorylierung des Zielproteins Rb!!%% 1381 Unsere Ergebnisse zeigen, dass
die Zellzyklusinhibition durch Hemmung des Cyclin D-CDK4/6-Komplexes mit Abemaciclib
auch beim Mantelzelllymphom in vitro ein effektives Mittel zur Verringerung der Proliferation
maligner Zellen ist. Abemaciclib fiihrte bereits in geringen Dosen nach 24 h zu einem nahezu

vollstdndigen, nicht-toxischen und damit reversiblen G1-Arrest (Abbildung 9 B), Abbildung

10). Die bereits nach den ersten Zellzdhlungsversuchen postulierte rein zytostatische Natur
kann durch Zusammenschau unserer Zellzdhlungs-, durchflusszytometrischen und Western-
Blot Daten sowohl auf zytologischer als auch auf molekularbiologischer Ebene mit einiger
Sicherheit bestitigt werden. Mino, Maver-1 und JeKo-1 reagierten dabei in allen Bereichen

deutlich sensitiver als Granta 519 (Abbildung 6; Abbildung 9 - Abbildung 11). Die scheinbare

Diskordanz zwischen dem Eintreten des Gl-Arrests nach 24 h wund sichtbarer
Zellproliferationshemmung nach 48 und 72 h, liegt wahrscheinlich an den vergleichsweise
langsamen Verdopplungszeiten der Zellen, verkniipft mit der lediglich zytostatischen Wirkung
von Abemaciclib (s.u., 2!”!). Eine Zellzyklusdauer (und damit die Verdopplungszeit) hingt
zwar von vielen Faktoren ab, wie Temperatur oder Zelltyp, betrdgt aber in der Regel circa 24
h: Normale Zwiebelzellen (Allium Cepa) beispielsweise haben bei Raumtemperatur eine
Verdopplungszeit von circa 19 h'??), fiir die Zelllinien JeKo-1, Mino und Granta 519 werden
Verdopplungszeiten zwischen 24 und 72 h angegeben!??" 222!, Daraus lisst sich folgern, dass
die Wirkung des Inhibitors auf molekularer Ebene nach 24 h bereits ihr Maximum erreicht hat,
wie anhand von Durchflusszytometrie und Western-Blot gezeigt (vgl. Kapitel 4). Dagegen
haben die unbehandelten Zellen zu diesem Zeitpunkt noch nicht stark genug proliferiert, um
einen deutlichen Effekt auch auf zytologischer Ebene erkennen zu lassen.

Bei genauerer Betrachtung der Zellzdhlungsdaten scheint sich ab 31,25 nM Abemaciclib bei
den Zelllinien JeKo-1 und Will-2 ein Plateau zu bilden (vgl. Abbildung 5; Abbildung 8). Dies

ist moglicherweise Ausdruck davon, dass bereits ab Konzentrationen im mittleren zweistelligen
Nanomolarbereich die maximal erreichbare Wirksamkeit eintritt. In diesen niedrigen

Konzentrationen ist eine off-Target Hemmung anderer Enzyme unwahrscheinlich!!3,
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Auf molekularer Ebene zeigt sich die gute Wirkung von Abemaciclib vor allem am direkten
Cyclin D-CDK4/6 Ziel, dem Retinoblastom-Protein. Die CDK4/6-Hemmung fiihrte zur
deutlichen Verminderung von phosphoryliertem Rb. Diesem Mechanismus wird die grofte
Bedeutung fiir die zytostatische Wirkung der CDK4/6-Inhibitoren zugesprochen!!9*223-2251 Beij
Betrachtung der Proteinexpression und Phosphorylierung mittels Western-Blot, konnten wir
dies bestitigen und bei Behandlung mit Abemaciclib eine deutliche Suppression von
ph.Rb(795) in allen Zelllinien feststellen. In Ubereinstimmung mit bereits publizierten
Daten!!% 2241 war der beste Zeitpunkt fiir die Proteinmessung nach 24 h. Dariiber hinaus
konnten wir allerdings eine wenigstens genauso starke Suppression der Expression von nicht
phosphoryliertem Rb zeigen (vgl. Kapitel 4.3, Abbildung 25). Der Mechanismus auf dem dieses
Phinomen beruht, ist noch nicht abschlieBend geklart: Es existiert eine Bindungsstelle fiir E2F
in der Rb Promotorregion'?*® 22"l und in vitro Daten deuteten darauf hin, dass E2F an dieser
Promotorregion bindet und zur Aktivierung dieses Promotors fiihrt!>?%!. Dies konnte erkliren,
warum nach Dephosphorylierung von ph.Rb durch Abemaciclib, die Transkription von Rb
aufgrund verminderter E2F Aktivitit verringert wire. Neuere in vivo Studien jedoch zeichnen
ein deutlich komplexeres Bild. So fithren Mutationen an der E2F Bindungsstelle im Rb-
Promotor zu einer verstirkten Expression von Rb, was auf einen hemmenden Einfluss von E2F
auf die Rb-Expression hindeutet!*?®! und damit der Annahme widerspricht, dass die Hemmung
von E2F zu verringerter Rb-Expression fithren konnte. In jedem Fall ist unser Verstdndnis
davon, wie die Expression von Rb auf Transkriptionsebene geregelt ist, noch immer sehr
unvollstindig. Burkhart und Kollegen bestitigten dies 2010 erneut: Sie konnten anhand der
Expression von griin fluorsezierendem Protein (GFP) und Rb zeigen, dass Rb sowie seine
verwandten Proteine pl07 und pl130 wahrscheinlich einerseits direkt selbst an der
Expressionsregulation von Rb beteiligt sind und diese andererseits kontextabhingig sowohl in
positive als auch in negative Richtung beeinflussen konnen'??°!. Wichtig ist in jedem Fall die
Frage, ob die, wie auch immer ausgeloste, verminderte Expression von Rb eine mogliche
Limitation in der Wirksamkeit und damit einen natiirlichen Resistenzmechanismus gegeniiber
Abemaciclib darstellen konnte!?!,

Neben Rb und ph.Rb waren in den sensiblen Zelllinien Mino und JeKo-1, die Expression
von ph.Akt(Ser473) mit einer Ratio zur Kontrolle von 0,13 und 0,2/ stark und von
ph.Akt(Thr308) mit 0,58 und 0,52 miBig stark vermindert (Abbildung 27 und Tabelle 12). In

der resistenten Zelllinie Granta 519 zeigte sich, wenn iiberhaupt, eine leichte Zunahme von
ph.Akt(Ser473). Diese Beobachtungen stehen in Ubereinstimmung mit bereits publizierten

Daten von Chiron und Mitarbeitern zum CDK4/6-Inhibitor Palbociclib, welcher ebenfalls eine
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Dephosphorylierung von Akt in MCL Zellen herbeifiihrte*!!. Im Fall von Palbociclib war das
hochst wahrscheinlich auf eine verstirkte Expression von Phosphoinositide-3-Kinase-
Interacting Protein 1 (PIK3IP1) im prolongierten G1-Arrest zuriickzufiihren!>*!!. PIK3IP1 ist
ein negativer Regulator von PI3K und fiihrte dadurch nach Aktivierung zur verminderten
Phosphorylierung von Akt!>*?, Dass dies nur in den sensitiven Zelllinien zu beobachten ist lieBe
sich moglicherweise so erkldren: Die verminderte Phosphorylierung von Akt aufgrund
verstirkter PIK3IP1-Expression fiihrt, durch die konsekutive Enthemmung von GSK3p und
vermehrte Transkription von endogenen Zellzyklusinhibitoren (s. Kapitel 1.5.2), zu einer
verstirkten Wirkung von Abemaciclib in den sensiblen Zelllinien!*?!. Interessanter Weise kam
es bei unseren Versuchen zu dieser Dephosphorylierung obwohl wir ebenfalls eine, wenn auch
marginale, Verminderung von ph.Rictor(Thr1135) nachweisen konnten (Abbildung 26). Rictor
wird an Threonin 1135 von S6K inhibierend phosphoryliert!>*3!, wodurch der mTORC2
Komplex gehemmt wird, welcher wiederum Akt an Serin 473 aktivierend phosphoryliert (vgl.
Kapitel 1.5.2, 14%) Diese Entdeckungen bestitigen zum einen Daten von Zhang et al., in denen
die Dephosphorylierung von Rb durch CDK4/6-Inhibitoren mit einer verstirkten
Phosphorylierung von Akt an Ser473 einherging, mutmaBlich aufgrund einer Enthemmung von
mTORC2?*4, Zum anderen war in den Lymphomzellen die Dephosphorylierung von Rictor
mit eventuell resultierender Enthemmung von mTORC?2 jedoch nicht ausgeprigt genug, um
einen spiirbaren Effekt auf die Akt-Phosphorylierung auszuiiben. Die Daten von Zhang et al.
beruhen auf Versuchen an Zelllinien von soliden Tumoren (U208, Osteosarkom und MDA-
MB, Mamma-Ca.) und sind deswegen moglicherweise nicht direkt iibertragbar auf
lymphatische Neoplasien. Wir konnten demnach zeigen, dass bei allen Zelllinien, auch bei der
resistenteren Granta 519, Rb und ph.Rb nach Abemaciclib-Behandlung deutlich in ihrer
Expression reduziert waren, ph.Akt jedoch nur in den sensitiven Zelllinien. Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, dass die Dephosphorylierung von Rb alleine nicht ausreichend ist, um eine
suffiziente Proliferationshemmung herbei zu fithren. Immer mehr Studien deuten darauf hin,
dass die Wirkungen von CDK4/6-Inhibitoren nicht nur auf die Hemmung des Zellzyklus durch
Rb-Reaktivierung zuriickzufiihren sind, sondern dass weitere Faktoren, beispielsweise die
Transkription von FOXM1, ebenfalls eine Rolle spielen!>¥-237],

Wir konnten auBlerdem zeigen, dass bei Granta 519, im Gegensatz zu den sensitiveren
Zelllinien JeKo-1, Maver-1 und Mino, unter Abemaciclib-Therapie MEK1/2 deutlich verstirkt
phosphoryliert wurde (Abbildung 27). Zusitzlich stellte sich eine erkennbare Erhohung von
CDK4 nach Abemaciclib-Behandlung bei Granta 519 dar, die bei den sensitiven Zelllinien nicht

zu detektieren war (Tabelle 12). Sowohl der MAPK Signalweg als auch verstirkte Expression
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von CDK4 wurden bereits mit erhohter Resistenz gegeniiber Inhibitoren in Verbindung
gebracht!?*-240 Diese Daten suggerieren also, dass die verminderte Sensitivitiit von Granta 519
gegeniiber Abemaciclib ebenfalls durch eine reflektorische Erhohung dieser Signalwege
herbeigefiihrt worden sein konnte. Anders als beispielsweise bei der intrinsisch resistenten
DLBCL Zelllinie U2932, in der wir in Ubereinstimmung mit anderen Arbeitsgruppen/?*!],
keinerlei Rb-Expression detektieren konnten (Daten nicht gezeigt), konnte es sich damit bei
Granta 519 eher um adaptive Resistenz handeln/?** 2*3!. Weitere Untersuchungen sind jedoch
notig, um abschlieBend zu kldren, welche Faktoren bei der verminderten Sensitivitidt von Granta
519 im Gegensatz zu den anderen MCL Zelllinien eine Rolle spielen und ob die
Dephosphorylierung von Akt nur Ausdruck von oder auch mitverantwortlich fiir die erhohte

Sensitivitit gegeniiber Abemaciclib ist.

5.2. Die Wirkung Abemaciclibs auf weitere molekulare Ziele

Gelbert et al. zeigten in ihrer Arbeit zur Charakterisierung von Abemaciclib 2014, dass
neben der Aktivitdt gegen CDK4/6 vor allem PIM-1 und CDKO9/Cyclin T1 mogliche off-
Targets von Abemaciclib seien konnten!'>®!. In den zellfreien Enzym-Assays waren die
gemessenen ICso-Konzentrationen zur Hemmung von PIM-1 und CDK7/Cyclin T1 mit je 50
nM und 57 nM jedoch weit iiber den gemessenen ICso-Konzentrationen fiir CDK4 und 6 (2 und
9,9 nM)!!381. Unsere Daten bestiitigen in den Zelllinien JeKo-1 und Mino eine deutliche
Reduzierung der PIM-1-Expression nach Abemaciclibbehandlung (s.o.). Dies lag aber
wahrscheinlich nicht an einer direkten PIM-1 Hemmung, sondern an einer Reduktion von PIM
auf Transkriptionsebene: PIM 1, 2 und 3 werden physiologischer Weise durch Translation und
Transkription reguliert’®** und die direkte Hemmung von PIM ist vor allem an der
Dephosphorylierung der PIM Zielenzyme zu erkennen. Einige jiingst veroffentlichte Arbeiten
zeigen zwar, dass PIM-Inhibitoren auch zur verminderten Expression von PIM selber fiihren
konnen, wie ist jedoch weitgehend ungeklirt!>*> 2461, Hinzu kommt, dass Abemaciclib keinerlei
Auswirkungen auf die Viabilitit und Apoptose der Zellen zeigte. Auch auf molekularer Ebene
lieB sich keine Zunahme an Apoptosemarkern wie cleaved PARP!>*”! nachweisen (Daten nicht
gezeigt). Dies steht ebenfalls in einer gewissen Dissonanz zu den bestehenden Daten zu PIM-
Inhibitoren. Es existieren zwar Studien, in denen von einer eher geringen Auswirkung der PIM-
Inhibitoren auf das Uberleben der Tumorzellen berichtet wird>*8, andere Arbeitsgruppen
zeigen jedoch eine deutlich messbare Zunahme apoptotischer Zellen nach PIM-Inhibition!>*>:
246.2991 ‘'Wahrscheinlicher als durch die direkte Hemmung von PIM-1, ist bei uns die Reduktion

von PIM-1 durch einen Mechanismus analog zu Palbociclib zu erkldren: Bei Palbociclib kommt
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es durch Hemmung der Expression des Homeobox A9 (HOXA9) Onkogens, zur verminderten
Transkription von PIM-1[213],

Ein gewisser Effekt von Abemaciclib auf die Aktivitdt oder Expression von PIM-1 ist also
nicht vollstandig auszuschlieBen, es sind aber weitere Untersuchungen, zum Beispiel zur
Wirkung von Abemaciclib auf die HOXA9-Expression notwendig, um das Ausmal} und die

zugrundeliegenden Mechanismen besser zu verstehen.

5.3. MCL sprechen aufgrund von Cyclin D1-Uberexpression besser
auf Abemaciclib an als DLBCL

Maligne Erkrankungen entstehen durch aberrante Proliferation, sei es durch den Verlust von
Tumorsuppressoren oder die verstarkte Aktivitdt von Onkogenen. Der wichtigste Schritt in der
Onkogenese und damit auch das Kennzeichen des Mantelzelllymphoms ist die Translokation
t(11;14)(q13;q32), wodurch es zu einer Uberexpression von Cyclin D1 kommt!%, Es ist also
anzunehmen, dass das MCL insgesamt besser auf die Therapie mit CDK4/6-Inhibitoren
anspricht, als andere Lymphome. Daten zu Palbociclib bestitigen dies grof3tenteils: Bet MCL
Zelllinien wird eine deutliche Wirkung bereits bei Konzentrationen bis 100 nM erreicht?**,
wohingegen in DLBCL Zelllinien ICso-Konzentrationen zwischen 12 und 20 uM gemessen

wurden!®?. In Ubereinstimmung damit wird aus Abbildung 6, Abbildung 10 und Abbildung

11 unserer Daten deutlich, dass MCL Zelllinien ebenfalls auf die Inhibition des Cyclin D-
CDK4/6-Komplexes durch Abemaciclib besser ansprechen, als DLBCL Zelllinien. Die
naheliegendste Erkldrung ist, dass es beim DLBCL nur in einem sehr viel geringeren Teil der
Patienten zur Uberexpression von Cyclin D oder CDK4/6 kommt. Zlamalikova und Kollegen
untersuchten beispielsweise 30 Patienten mit MCL und 104 Patienten mit DLBCL auf die
Cyclin D-Expression der malignen Zellen!?>!!, Hierbei zeigte sich lediglich bei etwa 10 % der
Patienten mit DLBCL eine Uberexpression von Cyclin D2 ohne Verinderungen in der Cyclin
D1- oder D3-Expression. Im Gegensatz dazu waren von den 30 MCL Patienten 29 Patienten
von Cyclin D1- und zwei Patienten von Cyclin D2-Uberexpression betroffen. Eine andere,
etwas kleinere Studie fand bei 15-18 % der 77 untersuchten DLBCL Patienten eine Expression
von Cyclin D1, wobei diese in den meisten Fillen gering ausfiel . Wahrscheinlich sind also
beim DLBCL nicht Cyclin D1, sondern Cyclin D2 und D3 verstirkt exprimiert>>!. In der Tat
stellten Metcalf und Mitarbeiter bei fast 50 % der DLBCL Patienten anhand von
immunhistochemisch gefarbten Microarrays eine Expression von Cyclin D2 und bei immerhin

20 % eine Expression von Cyclin D3 fest!?>¥. Allerdings war auch hier die Expression in den
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meisten Féllen schwach und vergleichbar mit der in gesundem Gewebe. Dariiber hinaus zeigte
die Cyclin D-Expression keine Korrelation zu einer erhohten Proliferationsrate.

Neben der Uberexpression von Cyclin D sind die Uberexpression von CDK4 und CDK6
oder die Verminderung von deren natiirlichem Inhibitor pl16™K4A moglicherweise
nachvollziehbare Biomarker fiir CDK4/6-Inhibitorsensibilitit/>**!, Beim DLBCL wurde eine
Uberexpression von CDK4, vor allem beim GCB Typ, in bis zu 20 % der Fille nachgewiesen
und weitere zellzyklusassoziierte Verdnderungen wie Amplifikationen von CDK6 oder eine
verminderte Expression der Inhibitoren p16™k44 oder p27%*! konnten bei einem geringen Teil
der Patienten ebenfalls festgestellt werden!>>32%"!, Allerdings war etwa die Uberexpression von
CDK4 alleine nicht mit einem Unterschied im Gesamtiiberleben assoziiert!?>>!. Dariiber hinaus
gibt es widerspriichliche Daten zu den CDKs als Biomarker. Einige Autoren berichten iiber
eine gute Sensitivitit von Zellen mit CDK4-Amplifikation gegeniiber CDK4/6-Inhibitoren!?>*
231 wohingegen ebenfalls Hinweise darauf bestehen, dass die Uberexpression von CDK4 mit
einer erhohten Resistenz gegeniiber CDK4/6-Inhibitoren assoziiert sein konnte!?¥- 2401,

Ein weiterer, bereits seit lingerem bekannter Mechanismus, iiber den es zu erhohter
Resistenz gegeniiber CDK4/6-Inhibitoren kommen kann, ist die Bildung von Cyclin D1/CDK?2
Komplexen!®* 242 2601 Malumbres und Kollegen konnten 2004 beispielsweise zeigen, dass
CDK4/6 doppelt negative Miuse zwar in Phasen der spiten Embryogenese an einem deutlichen
Defizit aller hamatopoetischen Reihen sterben und damit nicht viabel sind, sie jedoch eine
weitgehend normale Organogenese vorweisen. AuBlerdem haben CDK4/6 doppelt negative
Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) eine fast normale, wenn auch verlangsamte
Proliferationsfihigkeit!?”). Dies beruhte hochstwahrscheinlich zumindest teilweise auf der
Phosphorylierung von Rb durch Cyclin D/CDK2 Komplexe, welche in CDK4/6 doppelt
negativen MEFs, im Vergleich zu wildtyp MEFs, deutlich erhoht waren. Eine Moglichkeit, dies
zu umgehen, wire die zusitzliche Inhibition von CDK2, die Erfahrung mit den fritheren Pan-
CDK-Inhibitoren zeigt aber, dass klinisch, aufgrund der eingeschrinkten Wirksamkeit und
relativ hohen Toxizitét, eine zusitzliche Hemmung mehrerer weiterer CDKs eher nicht in Frage
kommt!?®!), Es ist also wichtig und vor dem Hintergrund moglicher Resistenzen notwendig,

sinnvolle Kombinationen verschiedener Medikamente zu testen (vgl Refs: [214. 231, 242.262]y
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5.4. Die Kombination von Abemaciclib mit Inhibitoren des BCR

Signalweges ist synergistisch

Die Kombination verschiedener (Chemo-)Therapeutika zur Verbesserung der Wirksamkeit
und Vorbeugung von Resistenzen hat in der Tumortherapie bereits lange Tradition®®*,
Ibrutinib ist ein mittlerweile zur Therapie von MCL zugelassener Btk-Inhibitor!"**! und hemmt
damit eine zentrale Schaltstelle des B-Zell Rezeptor Signalwegs!!?® 10 115, 1401 " Eg oi]t als
ziemlich sicher, dass der BCR Signalweg eine Schliisselrolle in der Pathogenese vieler
unterschiedlicher Lymphome hat!?**. Sowohl bei der CLL als auch beim FL und beim DLBCL
kommt es iiber unterschiedliche Mechanismen zu einer verstiarkten Aktivierung des B-Zell
Rezeptor Signalweges?®267]. Es kommt zur verstirkten Erkennung von Antigenen oder sogar
zur Autostimulation durch die Erkennung von Epitopen des BCR bei der CLL?% 268! zyr
konstitutiven Erhéhung von Syk beim FL?®’! oder zu Mutationen von CD79A/B beim
DLBCL”%!. Auch beim MCL konnte die Bedeutung des BCR gezeigt werden: Einerseits
kommt es héufig zur verstirkten Aktivierung von mit dem BCR assoziierten Signalwegen wie
dem Akt oder NF-«kB Signalweg!'® 2%°! andererseits ist aufgrund groBer Gemeinsamkeiten in
den IGHV-Regionen vieler MCL, dhnlich der CLL, ein Antigen-getriebener und somit BCR-
abhiingiger pathogenetischer Ursprung wahrscheinlich?””!,  Diese pathogenetischen
Uberlegungen werden durch den groBen klinischen Erfolg, vor allem des Btk-Inhibitors
Ibrutinib und anderen Inhibitoren des BCR Signalweges, bei der Behandlung von Lymphomen
bestiitigt!® 1% 2711,

Es war also naheliegend, den CDK4/6-Inhibitor Abemaciclib mit einem Inhibitor des BCR
Signalweges zu kombinieren und hierbei in erster Linie mit dem bereits relativ etablierten Btk-
Inhibitor Ibrutinib anzufangen. Chiron et al. konnten bereits fiir Palbociclib zeigen, dass durch
einen prolongierten G1-Arrest mogliche Ibrutinib-Resistenzen durch Induktion von PIK3IP1
iiberwunden werden konnen!?'* 23!, In primir Ibrutinib-resistenten Patienten war nicht eine
fehlerhafte Btk-Hemmung, sondern wahrscheinlicher eine erhohte Aktivierung von PI3K/Akt
die Ursache!>'*. Aufgrund der Dephosphorylierung von Akt durch Abemaciclib (vgl. Tabelle
12; Abbildung 27) ist dies ein weiteres Argument fiir die Kombination beider Medikamente.
Unsere Daten zeigten in Ubereinstimmung mit diesen Uberlegungen, dass es moglich ist, vor
allem durch die sequenzielle Kombination von Abemaciclib-induziertem G1-Arrest und
darauffolgender Ibrutinibbehandlung einen Synergismus in zwei von den drei sensiblen
Zelllinien (JeKo-1, Maver-1) und additive Effekte bei Mino zu erreichen (vgl. Abbildung 14;
Tabelle 6). Die Daten zu Granta 519 sind aufgrund des sehr geringen Effektes beider Inhibitoren

in den verwendeten Konzentrationen und den damit verbundenen hohen rechnerischen
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Schwankungen bei kleinsten Unterschieden nicht als Synergismus oder Antagonismus zu
interpretieren. Anhand von Abbildung 14 lieBe sich argumentieren, dass die graphisch
dargestellten Unterschiede zwischen Ibrutinib alleine und der Kombination aus Abemaciclib
und Ibrutinib ebenfalls recht gering waren — bei Maver-1 etwa war selbst bei Abemaciclib mit
5 uM Ibrutinib die ICsp nicht erreicht. Allerdings muss dabei beachtet werden, dass bedingt
durch den Versuchsaufbau, nur die Effekte von 24 h Ibrutinib, beziehungsweise Ibrutinib plus
Gl-Arrest in der Grafik dargestellt wurden. Denn nach 32 h Abemaciclib und vor
Ibrutinibbehandlung wurden alle Zellen wieder auf die gleiche Konzentration gebracht. Analog
zu den Versuchen fiir Abemaciclib alleine ist es also moglich, dass nach 24 h aufgrund
reduzierter Wachstumszeiten, noch kein so deutlicher Effekt nachweisbar war wie nach 48 oder
72 h (s.0.). Beim CellTiter-Glo ist jedoch die ATP-Messung nur bis zu einer bestimmten
Zellzahl pro Well linear zur Anzahl viabler Zellen®?. Nach Berechnung der combination
Indices konnte bereits nach 24 h ein deutlicher Effekt festgestellt werden (vgl. Tabelle 6),
weshalb die recht kurze Inkubationszeit von 24 h gewihlt wurde.

Die synchrone Behandlung von MCL Zellen mit Abemaciclib und Ibrutinib ergab im
Gegensatz dazu hauptsidchlich additive Kombinationseffekte (vgl. Tabelle 5). Allerdings lief3
sich ein statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich der mit unterschiedlich hohen
Konzentrationen Abemaciclib behandelten Zellen feststellen. Die niedrigere Dosierung zeigte
dabei im Schnitt hohere und vor allem positive Werte. Einige Autoren zidhlen bereits Werte
iiber 0 als Synergismus und Werte unter 0 als Antagonismus!>’?!, und nach dieser Lesart ergeben
sich einige interessante Uberlegungen: Es ist bereits sehr lange bekannt, dass wenn zwei
unterschiedlich potente Pharmaka an derselben Stelle binden, antagonistische Wirkungen die
Folge sind'?®¥, Moglicherweise konkurriert Abemaciclib in der hoheren Konzentration bereits
an einem geringen Teil der Bindungsstellen mit Ibrutinib und schwicht dadurch dessen
Wirkung. Eine andere Erkldarung wiren reflektorische Verdnderungen in der Proteinexpression
durch Feedbackmechanismen'?’?!. Im Western-Blot zeigte sich beispielsweise eine Erhohung
der Expression von sowohl Cyclin D1 als auch Btk nach 8 h bei der Kombinationsbehandlung
in den sensitiven Zelllinien JeKo-1, Maver-1 und Mino (vgl. Tabelle 12), welche sich nach 24
h wieder normalisierte. Moglicherweise hidlt der Effekt bei hoheren Abemaciclib
Konzentrationen ldnger an, was zu dem etwas schlechteren Ergebnis der Kombination von 250
nM Abemaciclib mit Ibrutinib im Vergleich zu 31,25 nM Abemaciclib mit Ibrutinib fiihren
konnte. Eine reflektorische Hochregulation oder eine Disinhibition sind hédufig beobachtete
Mechanismen bei Medikamentenresistenzen: Die kompensatorische Steigerung der Aktivitit

des PI3K/Akt Signalweges beispielsweise wurde schon mehrfach fiir erworbene Resistenzen
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gegeniiber mTOR-Inhibitoren wie Everolimus verantwortlich gemacht?’#?7®!, Warum diese
Hochregulation, vor allem von Btk, jedoch hauptsidchlich bei Kombinationstherapie und
weniger unter Abemaciclib alleine geschieht, lisst sich anhand dieser Uberlegungen nicht
erkldren. Unseres Wissens nach wurde ein dosisabhdngiger Zusammenhang der Wirksamkeit
von CDK4/6-Inhibition in Kombination mit Ibrutinib in dieser Form noch nicht beschrieben.
Was der zugrundeliegende Mechanismus ist und ob dies an noch unbekannten off-Target
Effekten oder feedback Schleifen von Abemaciclib bei 250 nM liegen konnte, bleibt zu
untersuchen.

Das gute Zusammenspiel beider Inhibitoren, wird auf molekularbiologischer Ebene deutlich,
wenn man die Hauptziele beider Inhibitoren sowohl alleine als auch in Kombination betrachtet.
Wie bereits beschrieben, fiihrte Abemaciclib zu einer starken Dephosphorylierung und
Runterregulation von Rb, ohne die Expression von CDK4, Cyclin D1 und CDK2 signifikant zu

beeinflussen (Abbildung 25, Tabelle 12). Aullerdem kommt es bei den sensitiven Zelllinien zu

einer zusitzlichen Dephosphorylierung von Akt an Ser473 und in geringerem Mafle auch an
Thr308 (Abbildung 27). Ibrutinib fiihrte, wie bereits vielfach gezeigt!?’”- 2”8, zu einer starken
Dephosphorylierung von Btk an Stelle Tyr223 bei groBtenteils erhaltener Btk-Expression.
Dariiber hinaus stellten wir bei Analyse der Expression des eigentlich upstream von Btk
gelegenen Syk!'%®! ebenfalls eine deutliche Dephosphorylierung an Stelle Tyr352 fest
(Abbildung 28). Die Effekte von Abemaciclib und Ibrutinib lassen sich fast iiberall jeweils
sowohl bei der Einzeltherapie als auch in Kombination nachweisen (Tabelle 12), was dafiir
spricht, dass in den gewihlten Kombinationen beide Inhibitoren potent die vorgesehenen
Signalwege hemmen, ohne negativ miteinander zu interagieren. Interessanterweise ist die
einzige Ausnahme ph.Akt: Es ist nach 24 h unter Abemaciclib-Einzeltherapie bei den Zelllinien
JeKo-1 und Mino deutlich reduziert, wird bei der Kombination von Abemaciclib und Ibrutinib
jedoch nur bei JeKo-1 vermindert exprimiert (s.0.). Es ist verlockend zu spekulieren, ob dies in
Zusammenhang damit stehen konnte, dass fiir die sequenzielle Behandlung mit Abemaciclib
und Ibrutinib bei JeKo-1 ein Synergismus, bei Mino jedoch ein additiver Kombinationseffekt
nachweisbar war (vgl. Tabelle 6). Wenn auch noch sehr préliminér, so sind diese Daten doch
in Zusammenschau damit, dass die resistente Zelllinie Granta 519 auch in Einzeltherapie keine
Akt-Dephosphorylierung aufweist, ein weiterer Hinweis darauf, dass Akt moglicherweise ein
wichtiger Pridiktor fiir die Wirksamkeit von Abemaciclib sein konnte.

Die Kombinationen von Abemaciclib induziertem G1-Arrest mit anderen Inhibitoren des
BCR Signalweges ergaben in priliminiren, sondierenden Versuchen additive bis bestenfalls

leicht synergistische Effekte (vgl Kapitel 4.2.3). Dies sollte jedoch nicht als Unwirksamkeit der
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Kombinationen interpretiert werden, sondern vielmehr dazu anregen, zu hinterfragen, warum
beispielsweise bei der Zelllinie JeKo-1, nicht aber bei den anderen Zelllinien der PI3Ka/o-
Inhibitor Copanlisib synergistisch mit Abemaciclib interagiert (Tabelle 9). Moglicherweise gilt
auBlerdem auch hier, dass die Inkubationszeiten von 24 h nach Inhibitor Gabe zu kurz gewihlt
worden waren, um deutliche Unterschiede in den Effekten zwischen Einzel- und

Kombinationsbehandlung erkennen zu konnen.

5.5. Hemmung von Btk und weiteren Kinasen der Tec-Familie fiihrt

zu Syk Dephosphorylierung

Bei Behandlung der Zellen mit Ibrutinib und der Kombination Abemaciclib / Ibrutinib zeigt
sich ein deutlicher Verlust von ph.Zap70/Syk (Abbildung 28). Die Expression von nicht
phosphoryliertem Syk sowie des downstream Effektors PLCy2 blieben durchweg konstant, was
auf eine Regulation auf Aktivierungsebene ohne Einfluss auf die Transkription hinweist
(Abbildung 28, Daten nicht gezeigt). Zusammengenommen konnte dies ein Indiz fiir einen
moglichen positiven Feedbackmechanismus sein, in dem Btk seine eigene Aktivierung, durch
direkte oder indirekte Phosphorylierung von Syk, verstirken konnte. Es gibt bisher nur sehr
wenige Studien, die ebenfalls von einer verminderten Syk-Phosphorylierung nach Ibrutinib-
Therapie berichten!>” 28! und von diesen wenigen versucht nur die Arbeitsgruppe um Manne
eine Erkldrung fiir diese Beobachtung zu finden'?”®). Manne et al. ziehen in ihrer Arbeit den
Schluss, dass Syk in Thrombozyten méglicherweise iiberhaupt erst durch Btk und andere Tec
Kinasen phosphoryliert und dadurch aktiviert wird. Diese und unsere Daten stehen im
Gegensatz zu anderen Studien, in denen der Effekt von Ibrutinib auf Syk nicht (oder nicht so
stark) ausgeprigt warl!’> 211 oder nicht untersucht wurde!?®> 2831, Sieht man sich allerdings
Figure 2A aus Ref.[’8! genau an, so lisst sich bei den DT40 Zellen mit induzierter wildtyp
PLCy2 ebenfalls eine leichte Dephosphorylierung von Syk unter Ibrutinib erahnen, die bei
mutiertem PLCy2 nicht zu erkennen ist. Sollten sich diese Beobachtungen in weiteren Studien
bestétigen, spriache das fiir einen indirekten positiven Feedbackmechanismus, in den zumindest
die PLCy2 mit integriert ist. Auf jeden Fall weisen diese Daten in Zusammenschau mit unseren
Ergebnissen auf einen weiteren, bisher weitgehend unbekannten Mechanismus in der

Regulation des B-Zell Rezeptor Signalweges hin.

69



5.6. Abemaciclib hat sequenzspezifische Wechselwirkungen mit

Cytarabin beim MCL

Verschiedene Studien setzten sich bereits mit der Frage auseinander, ob durch Kombination
von klassischen Zytostatika mit CDK4/6-Inhibitoren eine Wirkungsverstirkung oder
Dosisreduktion der Zytostatika erreicht werden konnten'?'®!. Arbeiten der Gruppe um Chen-
Kiang zur AML und zum Multiplen Myelom beispielsweise, lieferten sehr interessante
Resultate indem sie den reversiblen, nicht-toxischen Charakter von Palbociclib auf
unkonventionelle Art und Weise geschickt ausnutzten. Durch S-Phase-Synchronisation der
Tumorzellen mittels Palbociclib konnten sie in vitro und in vivo eine erhebliche
Wirkungssteigerung von Cytarabin erreichen!?'> 24, Unsere Ergebnisse zeigten nun, dass es
ebenfalls beim MCL mit Abemaciclib moglich ist, durch dessen sequenzielle Kombination mit
Cytarabin eine deutliche Erhohung des zytotoxischen Effektes herbeizufiihren. In Mino und
JeKo-1 Zellen konnte durch S-Phase Synchronisation mittels Abemaciclib sequenzspezifisch
ein starker Synergismus mit signifikanter Steigerung toter und apoptotischer Zellen, sogar iiber
den additiven Effekt beider Wirkstoffe hinaus, erzielt werden (Abbildung 19). Da Abemaciclib
alleine keinerlei zytotoxische Wirkung zeigte (Abbildung 7; Abbildung 12), konnten wir davon

ausgehen, dass jegliche zusitzliche Toxizitit auf die Kombination von Abemaciclib-induzierter
S-Phase Synchronisation mit AraC zuriickzufiihren war.

Dariiber hinaus konnten wir allerdings feststellen, dass die Cytarabin-Wirkung bei Therapie
unter anhaltendem G1-Arrest deutlich abgeschwicht war. Der Antagonismus bei synchroner
Behandlung war sogar noch deutlicher ausgepridgt als der Synergismus nach S-Phase
Synchronisation. Bei allen getesteten Zelllinien lieB sich eine starke Protektion der Tumorzellen
durch den persistierenden G1-Arrest gegeniiber der Cytarabin-Therapie beobachten (Abbildung
17 B, Tabelle 8). Dies bestitigte sich ebenfalls bei durchflusszytometrischer Charakterisierung
der Zellen: Es kam zu einer signifikanten Abnahme an apoptotischen (beziehungsweise toten)
Zellen mit entsprechender Zunahme viabler Zellen in der Gruppe Abemaciclib / Cytarabin ohne
Wash-out im Vergleich zu Cytarabin alleine (Abbildung 19 B und C). Diese Ergebnisse werden
von Daten zu Palbociclib beim Mammakarzinom!®® und zu Cytarabin-Resistenz durch
Bortezomib-induziertem G1-Arrest in der AMLZ%! bestitigt. Sie stehen jedoch in scheinbarem
Widerspruch zur Publikation von Gelbert ef al., in der ein positiver Kombinationseffekt von
simultaner Abemaciclib- und Gemcitabin-Therapie postuliert wurde!'*®!. Gemcitabin ist
strukturell ein leicht verdndertes Analogon von Cytarabin und entfaltet seine zytotoxische
Wirkung ebenfalls primir durch Hemmung der DNA-Synthese, also in der S-Phase!®®”!. Anders

als bei Cytarabin, ist die Gemcitabin-Wirkung jedoch nicht auf die DNA-Synthesehemmung
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beschrinkt; Gemcitabin hemmt beispielsweise auch die RNA-Synthese!?®”!. Moglicherweise
existieren bisher nur ungeniigend bekannte weitere Mechanismen, die dazu fithren, dass unter
anderem die Cytarabin-, nicht aber die Gemcitabin-Wirkung durch einen potenten G1-Arrest
abgeschwicht wird. Gelbert et al. postulieren beispielsweise, dass RRM1, ein Gen welches mit
Gemcitabin-Resistenz in Verbindung gebracht wird®®”), unter Abemaciclib dosisabhiingig
runterreguliert sein konnte!!%%,

Die fiir uns iiberraschenden Ergebnisse zur Kombination von Abemaciclib mit dem Bcl-2-
Inhibitor Venetoclax zeigten dariiber hinaus, dass antagonistische Effekte nicht nur bei den
klassischen Zytostatika zu erwarten sind: In drei der vier untersuchten Zelllinien zeigte sich
dhnlich dem, was bei Cytarabin zu beobachten war, tiberwiegend ein Antagonismus (Tabelle
10). Diese Daten sind jedoch duflerst pralimindr und hier eine Erkldarung dafiir zu finden ist
darum schwierig. Da der antiapoptotische Effekt von Bcl-2 Proteinen zumindest teilweise auf
einem durch Bcl-2vermittelten Zellzyklusarrest beruht!?®®! wiire es zwar theoretisch denkbar,
dass der Antagonismus durch komplexe Interaktionen in der Zellzyklusregulation beider
Inhibitoren, zustande kommt. Dagegen spricht jedoch, dass wir durchflusszytometrisch keinen
nennenswerten Einfluss einer Einzeltherapie mit Venetoclax auf den Zellzyklus feststellen
konnten (Daten nicht gezeigt).

Zusammengenommen bedeuten diese Daten, dass Abemaciclib (und CDK4/6-Inhibitoren
allgemein) einerseits sehr gut zur Kombinationstherapie geeignet ist, wahrscheinlich auf Dauer
sogar nur in Kombination wirksam sein kann. Andererseits miissen jedoch geplante
Kombinationen aufgrund von Antagonismen und Interaktionen sehr gewissenhaft priklinisch

untersucht werden, bevor man zu einer klinischen Testung iibergeht.

5.7. Primire Zellen sind nicht immer das Modell der ersten Wahl in

Zellkultur

Die Arbeit an Zelllinien unterliegt einigen Einschrinkungen!?*®!. Zelllinien haben durch die
Immortalisierung teilweise stark vom Ursprungstumor divergente Proteinexpressionsmuster,
was die Interpretation der Ergebnisse erschweren kann!®® 2!, Die von uns untersuchten
Zelllinien exprimieren beispielsweise CDK4 deutlich stirker als CDK6 (Daten nicht gezeigt),
obwohl physiologischerweise in lymphatischen Geweben hauptsidchlich CDK6, nicht CDK4
exprimiert wird?!'" 22! Darum wird hiufig auf die Verwendung von primiren Zellen zur
Validierung der an Zelllinien gewonnenen Ergebnisse zuriickgegriffen'®® 2°!. Bei der

Validierung unserer Daten an priméren Zellen wurde jedoch deutlich, dass auch primére Zellen
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nicht in jedem Zusammenhang das ideale Mittel darstellen. Wir konnten zeigen, dass sich zum
Zeitpunkt der Analyse so gut wie alle priméren Zellen, auch die unbehandelten, in G1/G0O-Phase

befanden (Abbildung 24 C, D). Abemaciclib und Cytarabin wurden dadurch die

Hauptangriffspunkte genommen, was eine eingeschriankte Wirksamkeit beider Medikamente
einerseits alleine und andererseits in Kombination, zur Folge hatte (Abbildung 24). Primire
Zellen sind also aufgrund ihres limitierten Proliferationspotentials kein Modell der ersten Wahl
zur Testung von Zellzyklusabhingigen Substanzen.

Anderes verhielt es sich mit Ibrutinib: Eine Studie von Ma ef al. an 16 primiren Spender-
und MCL Zellproben demonstrierte beispielsweise, dass primire Zellen von gesunden
Probanden deutlich weniger Btk exprimieren als primire MCL Zellen, und dass innerhalb der
MCL Patienten das Ansprechen gegeniiber Ibrutinib stark variierte!>’”!. Sie konnten dariiber
hinaus zeigen, dass dies mit Unterschieden in der Phosphorylierung von Proteinen downstream
von Btk, wie Akt und ERK, zusammenhiingt!>””). Wir konnten diese Beobachtungen an unseren
Proben groBtenteils bestitigen. Ibrutinib hatte auf die Lymphozyten eines gesunden Spenders
nur minimalen Einfluss, wohingegen die priméren Patientenzellen sehr unterschiedlich gut auf

Ibrutinib ansprachen (Abbildung 22 A, Abbildung 23).

5.8. Methodische und andere Einschrinkungen dieser Arbeit

Alle wissenschaftlichen Arbeiten unterliegen gewissen Einschrinkungen, die bei der
Interpretation der Ergebnisse beachtet werden miissen. Diese konnen zum Beispiel
methodischer Art sein, durch die Nutzung von simplifizierten Modellsystemen oder
statistischer Art, durch eine Vielzahl an moglichen Variationen in der Auswertung der
gemessenen Daten. Ein methodischer Aspekt, der in den letzten Jahren immer mehr in Fokus
geriickt ist und in dieser Arbeit grofitenteils auler Acht gelassen wurde, ist der Einfluss des
Tumor Mikromilieus, bestehend aus Stroma und infiltrierenden Immunzellen'?®!. Der GroBteil
unserer Ergebnisse ist jedoch mit einer Vielzahl an Studien zu anderen CDK4/6-Inhibitoren
und Tumorentititen in Einklang zu bringen (s.0.), von denen etliche auch am Mausmodell
durchgefiihrt wurden. Damit koénnen unsere Daten, trotz Auferachtlassung des
Tumormikromilieus, mit groBer Wahrscheinlichkeit als plausibel angenommen werden. Hinzu
kommt, dass die meisten Experimente in unserem Labor ebenfalls an Zelllinien in Kultur mit
Feeder-Zellen durchgefiihrt wurden. Auch diese lieferten kongruente Ergebnisse (unpublizierte
Daten). Feeder-Zellen konnen Wachstumsfaktoren, Zytokine und extrazelluldre Matrixproteine
sezernieren, wodurch sie sich in gewissem Malle zur Simulation von natiirlichem Stroma

eignen!®,
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Neben diesen methodischen Einschrinkungen, gibt es einige statistische Uberlegungen, die
gemacht werden miissen: Betrachtet man beispielsweise die statistische Auswertung der
Proteinexpressionsmuster im Western-Blot, so fillt auf, dass nach Korrektion gegen multiples
Testen die Expression von ph.Rb und ph.Btk bei Abemaciclib und Ibrutinib keine Signifikanz
im Vergleich zur Kontrolle mehr erreichen konnte (Kapitel 4.3). Dies relativiert jedoch die
Ergebnisse nur eingeschrinkt. Unter Wissenschaftlern besteht kein einheitlicher Konsens
dariiber, ob gegen multiples Testen im préklinischen Setting {iberhaupt kontrolliert werden
sollte und einige Autoren gehen davon aus, dass die Kontrolle gegen multiples Testen von
Laborexperimentellen Daten zu einer unndtigen Erhohung des B-Fehlers fiihrt!?- 2%,

Bei der Berechnung der Medikamentenwirkung der Experimente mit Wash-out muss
daruiber hinaus beachtet werden, dass die Ratio, auch fiir die vorbehandelten Zellen, immer zur
unbehandelten Kontrolle (,,Kontrolle U*) gebildet wurde (ab hier ,,Methode 1%). Diese
Berechnung ist jedoch fehleranfillig. Da in der 96-Well Platte je 12000 Zellen pro Well
angesetzt wurden und die mit Abemaciclib vorbehandelten Zellen aus einem anderen Well
stammten als die Kontrollpopulation (vgl. Abbildung 3), musste die Verdiinnung sehr genau
pipettiert werden, um belastbare Ergebnisse zu erzielen. Genauer konnte sein, die mit Cytarabin
behandelten Zellen, welche mit Abemaciclib vorbehandelt wurden, mit den Zellen zu
vergleichen, die zwar mit Abemaciclib vorbehandelt wurden, dann aber keine Cytarabin-
Behandlung mehr erhalten haben, da diese Zellen aus demselben Well der 6-Well Platte
stammten (,,Kontrolle A*; ab hier: ,,Methode 2*‘). Auch diese Rechnung hat aber Schwichen:
Aufgrund der Synchronisation durch Abemaciclib konnten die Zellen nach Wash-out einen
Wachstumsschub durch den gleichzeitigen Eintritt aller Zellen in die S-Phase erhalten (vgl.
Abbildung 15). Das fiihrt méglicherweise zur beschleunigten Verdopplung der ,,Kontrolle A*
Zellen. Da anschlieBend die Zahl der stark proliferativen ,,Kontrolle A*“ Zellen ins Verhiltnis
zu den mit Cytarabin behandelten Zellen gesetzt werden wiirde, bestiinde die Gefahr, die
Cytarabin-Wirkung zu iiberschitzen. Um dies zu vermeiden, wurde in dieser Arbeit
ausschlieBlich ,,Methode 1 zur Berechnung der Kombinationseffekte verwendet. Die
Unterschiede, die durch die beiden unterschiedlichen Berechnungen entstiinden sind zur

Veranschaulichung in Abbildung 29 dargestellt.
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A) Wash-out

Mino behandelt mit 62,5 nM Abemaciclib und AraC: Mino behandelt mit 62,5 nM Abemaciclib und AraC:
Wash-out nach 24 h Wash-out nach 24 h
B3 Mino Kontrolle °
% 1.04 BEE Mino mit Vorbehandlung Abemaciclib = 101
2 &
H 0.5 - 0.5
s £
& &
0.0- 0.0-
N N N N N N N N
& & O & O S S 8
R S & & R S S s
Konzentration AraC Konzentration AraC
Konzentration AraC: 125 nM 250 nM 500 nM 1000 nM
CI Methode 1 | -0,03 0,06 0,19 0,31
CI Methode 2 | 0,18 0.25 0,29 0.35
B) Kein Wash-out
Mino behandelt mit 62,5 nM Abemaciclib und AraC: Mino behandelt mit 62,5 nM Abemaciclib und AraC:
kein Wash-out nach 24 h kein Wash-out nach 24 h
B3 Mino Kontrolle °
% 1.04 E= Mino mit Vorbehandlung Abemaciclib = 101
2 8
= 0.5 2 0.54
< £
& 2
0.0- 0.0-
N N N » N N
S S 8 S S 8 S S
> & s .\@Q > & s ,\@Q
Konzentration AraC Konzentration AraC
Konzentration AraC: 125 nM 250 nM 500 nM 1000 nM
CI Methode 1 | 0,04 -0,06 -0,26 -0,32
CI Methode 2 | 0,09 -0,01 -0,21 -0,27

Abbildung 29: Vergleich der Methoden 1 (jeweils links) und 2 (jeweils rechts) zur Darstellung des Wash-out Effekts bei
Kombination von 62,5 nM Abemaciclib mit Cytarabin bei der Zelllinie Mino. A): Ansatz mit Wash-out. Zellen wurden mit 62,5
nM Abemaciclib fiir 24 h inkubiert. Anschliefsend wurde der Inhibitor ausgewaschen und nach 8 h Cytarabin in aufsteigender
Konzentration hinzugegeben. Hier ist ein deutlicher Synergismus vor allem in den beiden hoheren Dosen bei beiden Methoden
zu erkennen. Lediglich bei 125 und 250 nM Cytarabin zeigt der CI mithilfe Methode 2 bereits einen Synergismus an, wo bei
Methode 1 noch additive Effekte angenommen werden. B) Ansatz ohne Wash-out. Zellen wurden fiir 32 h mit Abemaciclib
inkubiert und anschliefsend mit Cytarabin in aufsteigender Konzentration behandelt. Auch hier unterscheiden sich die die
beiden Methoden in der Berechnung nicht wesentlich. Interessant ist der sehr ausgeprdigte Antagonismus bereits bei 500 nM
Cytarabin. Triplikate nach mind. zwei unabhdngigen Passagen, Fehlerbalken zeigen SD.

5.9. Schlussfolgerung

In Zusammenschau aller Daten konnten wir zeigen, dass Abemaciclib beim
Mantelzelllymphom ein potenter Zellzyklusinhibitor ist, der zu einem nicht-toxischen,
reversiblen G1-Arrest fithrt. Abemaciclib alleine wirkt damit zytostatisch, weshalb es wichtig

ist sinnvolle, rationale Kombinationstherapien zu entwickeln. Dabei muss besonders auf
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mogliche zellzyklusabhingige Wirkungen der Kombinationspartner geachtet werden, um
unerwiinschten antagonistischen Effekten vorzubeugen. Wir konnten zeigen, dass in der
sequenziellen Therapie von Abemaciclib und Ibrutinib sowie Abemaciclib und Cytarabin
groBes Potential steckt und dass diese Kombinationen méoglicherweise neue Chancen und
Moglichkeiten in der Behandlung des Mantelzelllymphoms bieten konnten. Weitere Studien
sind jetzt notig, um die Interaktionen von Abemaciclib in Kombination mit neuen
zielgerichteten Therapien, vor allem des B-Zell Rezeptor Signalweges, und klassischen

Therapieregimen besser verstehen und nutzen zu konnen.
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Anhang 1: PCR und Sequenzierung am Beispiel von fiinf DLBCL Zelllinien zur Identifikation und zum Ausschluss von Verunreinigung der Zelllinien.

| HT HrevFl TAAGATTCTA ATTTAAACTA TTCTCTGTTC TTTCATGGGG AAGCAGATTIT GGGTACCACC CAAGTATTGA CTCACCCATC AACAACCGCT ATGTATTTCG
02932 HrvFl TAAGATTCTA ATTTAAACTA TTCTCTGTTC TTTCATGGGG AAGCAGATIT GGGTACCACC CAAGTATTGA CTCACCCATC AACARACCGCT ATGTATTTCG
[ DB HruFl TAAGATTCTA ATTTARACTA TTCTCTGTTC TTTCATGGGG AAGCAGATTT GGGTACCACC CAAGTATTGA CTTACCCATC AACARACCGCT ATGTATTTCG
[ SuS HrvFl TAAGATTCTA ATTTAAACTA TTCTCTGTTC TTTCATGGGG AAGCAGATIT GGGTACCACC CAAGTATTGA CTCACCCATC AACAACCGCT ATGTATTTCG
| HbI1 HrvFl TAAGATTCTA ATTTAAACTA TTCTCTGTTC TTTCATGGGG AAGCAGATTT GGGTACCACC CAAGTATTGA CTCACCCATC AACARACCGCT ATGTATTTCG
_WillZ_HrvPl TAAGATTCTA ATTTARACTA TTCTCTGTTC TTTCATGGGG AAGCAGATTT GGGTACCACC CRAGTATTGA CTCACCCATC AACAACCGCT ATGTATTTCG
.................................................. o A i W A S
lio liﬂ ITD liD 1io lio l'iﬂ 113 110 ZTO
HT HrvFl TACATTACTG CCAGCCACCA TGAATATTGT ACGGTACCAT AAATACTTCGA CCACCTGTAG TACATARAAA CCCRATCCAC ATCAAAACCC CCTCCCCATG
[ U2T32 HrvFl TACATTACTG CCAGCCACCA TGAATATTGT ACGGTACCAT AAMATACTTGA CCACCTGTAG TACATAAAAA CCCAATCCAC ATCAAAACCC CCTCCCCATG
DB HrvFl TACATTACTG CCAGCCACCA TGAATATTGC ACGGTACCAT ARBATACTTGA CCACCTGTAG TACATARRAA CCCRATCCAC ATCAAAACCC CCTCCCCATG
[ 5u8 HrvFl TACATTACTG CCAGCCACCA TGAATATTGT ACGGTACCAT AAATACTTGA CCACCTGTAG TACATARAAR CCCRATCCAC ATCARARCCC CCTCCTCATG
[ HbIT HrvFl TACATTACTG CCAGCCACCA TGAATATTGT ACGGTACCAT AAATACTTGA CCACCTGTAG TACATAAAAR CCCRATCCAC ATCAAAACCC CCTCCCCATG
:Wi.llf_ﬂrvf‘l TACATTACTG CCAGCCACCA TGAATATTGT ACGGTACCAT AAATACTTGA CCACCTGTAG TACATAAAAR CCCRATCCAC ATCAAARCCC CCTCCCCATG
o B o - LT
Ziﬂ 220 230 240 250 260 2']I|EI 280 2?!3 300
HT HrvFl CTTACAAGCA AGTACAGCAA TCAACCCTCA ACTATCACAC ATCAACTGCA ACTCCAAAGC CACCCCTCAC CCACTAGGAT ACCAACARAC CTACCCACCC
02932 HrvFl CTTACAAGCA AGTACAGCAA TCAACCCTCA ACTATCACAC ATCAACTGCA ACTCCAAAGC CACCCCCCAC CCACTAGGAT ACCAACAAAC CTACCCACCC
[DB HrvF1 CTTACAAGCA AGTACAGCAAR TCAACCCTCA ACTATCACAC ATCAACTGCA ACTCCAAAGC CACCCCTCAC CCACTAGGAT ACCAACARAC CTACCCACCC
[suf HrvFl CTTACAAGCA AGTACAGCAA TCAACCCTCA ACTATCACAC ATCAACTGCA ACTCCAAAGC CACCCCTCAC CCACTAGGAT ACCAACARARAC CTACCCACCC
[HbIT HrvFl CTTACAAGCA AGTACAGCAA TCAACCTTCA ACTATCACAC ATCAACTGCA ACTCCAAAGC CACCCCTCAC CCACTAGGAT ACCAACARAC CTACCCACCC
[ WillZ HrvFl CTTACAAGCA AGTACAGCAA TCAACCTTCA ACTATCACAC ATCAACTGCA ACTCCAAAGC CACCCCTCAC CCACTAGGAT ACCAACRAAC CTACCCACCC
310 320 330 340 350 360 370 3ao iiiﬂ -!?D
| HT HrvFl TTRACAGTAC ATAGTACATA ARGCCATTTA CCGTACATAG CACATTACAG TCRAATCCTT TCTCGTCCCC ATGGATGACC CCCCT
U2932 HrvFl TTAACAGTAC ATAGTACATA AAGCCATTTA CCGTACATAG CACATTACAG TCAAATCCCT TCTCGTCCCC ATGGATGACC CCCCT
[ DB_HrvFl TTAACAGTAC ATAGTACATA AAGCCATTTA CCGTACATAG CACATTACAG TCAAATCCCT TCTCGTCCCC ATGGATGACC CCCCT
[5uS HrvFl TTAACAGTAC ATAGCACATA ARGCCATTTA CCGTACATAG CACATTACAG TCRAATCCCT TCTCGTCCCC ATGGATGACC CCCCT
[ HbIT HrvFl TTAACAGTAC ATAGTACATA AAGCCATTTA CCGTACATAG CACATTACAG TCARAATCCCT TCTCGCCCCC ATGGATGACC CCCCT
[ WillZ HrvFl TTAACAGTAC ATAGTACATA AAGCCATTTA CCGTACATAG CACATTACAG TCAAATCCCT TCTCGCCCCC ATGGATGACC CCCCTC
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