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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klinik des DLBCL
Epidemiologie:

Das Diffus groRzellige B-Zell Lymphom (diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL) stellt mit einem Anteil
von 30-40% die grof3te Fraktion der Non-Hodgkin Lymphome (NHL) dar; betrachtet man ausschlieRlich
die aggressiv verlaufenden NHL steigt der Anteil auf 80-90%3. In einem global durchgefiihrten Projekt
der International Lymphoma Study Group wurden 30,6% aus 1403 NHL-Fallen als DLBCL klassifiziert.
Das mittlere Alter der Patienten betrug 64 Jahre mit einem Anteil ménnlicher Patienten von 55%*. Die
Inzidenz der NHL einschlieRlich des DLBCL ist in den letzten Jahrzehnten parallel zur raschen
Ausbreitung von HIV-Infektionen kontinuierlich angestiegen, zwischen 1980 und 2000 hat sich die Zahl
der Neuerkrankungen in den Vereinigten Staaten sowie den meisten Landern der westlichen Welt
verdoppelt, unabhadngig von Alter, Geschlecht und ethnischer Abstammung. Studien haben gezeigt,
dass die HIV-Epidemie lediglich fir ungefahr 50% der erhohten Inzidenz verantwortlich gemacht
werden kann und die Inzidenz der mit HIV- und KSHV- (Kaposi-Sarkom assoziiertes Herpesvirus)
Infektionen einhergehenden NHL seit der Einddmmung der HIV-Epidemie und der Entwicklung
suffizienter antiretroviraler Therapie riickgangig ist. Vielmehr steigt die Inzidenz HIV-unabhangiger
Non-Hodgkin Lymphome, darunter auch DLBCL, stiandig. Die Wahrscheinlichkeit, an einem NHL zu
erkranken, steigt exponentiell ab dem 25. Lebensjahr und erreicht in hohen Altersgruppen ein Plateau.
NHL kommen global ungleich verteilt vor. Hochentwickelte Lander haben eine héhere Inzidenz als
Entwicklungslander, dunkelhdutige Menschen sind um die Halfte weniger betroffen als weille. Die
Erkrankung betrifft Manner haufiger als Frauen®. GLOBOCAN 2008 errechnete fir NHL einen
Inzidenzanteil von 2,8% an weltweit auftretenden Neoplasien mit einem kumulativen Risiko von 0,5%,
an einem NHL vor Erreichen eines Alters von 75 Jahren zu erkranken. Das kumulative Mortalitatsrisiko
liegt weltweit bei 0,3%; bei Mannern bedeutet dies fiir neoplasiebedingte Todesfdlle Rang 10, bei
Frauen Rang 11. Betrachtet man die entwickelten, industrialisierten Lander (Nordamerika,
Australien/Neuseeland, Japan und Europa), verdeutlicht sich die Bedeutung der NHL weiter (& Rang

7; @ Rang 9)®.

Krankheitsbild:

Das DLBCL unterscheidet sich in seinem klinischen Erscheinungsbild nicht von anderen Non-Hodgkin
Lymphomen. Symptome treten erst mit einiger Latenz zum Erkrankungsbeginn auf. Am hé&ufigsten
zeigt sich eine schmerzlose, an gut zuganglichen Lymphknotenstationen tastbare VergrofRerung eines

Lymphknotens. Allgemeine Symptome wie Appetitlosigkeit, Midigkeit und Ubelkeit begleiten in einem

1
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Drittel der Patienten die Erkrankung. B-Symptomatik tritt nur in ca. 20% der Falle auf. Bei
entsprechender spezieller Lokalisation, z.B. mediastinal, im Zentralen Nervensystem oder bei

Knochenmarksinfiltration, kommen weitere organbezogene Symptome und Beschwerden hinzu”®.

Fiir die Prognose der Patienten beziiglich Chancen auf Heilung oder Uberleben der Krankheit wurde in
einem globalen, retrospektiven Projekt der Internationale Prognostische Index (IPI) erarbeitet, der
anschlieBend mehrfach prospektiv validiert wurde!®. Der IPI hat eine Spanne von 0-5 Punkten. Bis
einschlieRlich 1 Punkt wird das Risiko des Patienten als niedrig, 2 Punkte werden als niedrig-mittel, 3
Punkte als mittel-hoch, und > 4 Punkte als hoch eingestuft. Flr Patienten < 60 Jahre existiert aktuell
ein altersadaptierter IPI (aalPl). Interessanterweise sind der IPl und der aalPl momentan die einzig
glltigen und klinisch praktikablen Moglichkeiten zur Risikostratifizierung der Patienten.
Genexpressionsanalysen und Immunhistochemie sind derzeit entweder zu kostspielig oder noch nicht
ausreichend auf ihre prospektive Validitat gepriift. Erst die Hinzunahme des CD20-Antikorpers
Rituximab zum  Standard-Therapieregime CHOP (s.u.) fiuhrte zu einer deutlichen
Prognoseverbesserung aller Gruppen, verdanderte jedoch nicht das relative Risiko der IPI-Gruppen
zueinander¥*2, Auch im Krankheitsriickfall und bei Behandlung mit einer Zweitlinientherapie behalten

die Indizes ihre prognostische Signifikanz'3.
Therapie:

Vor Einleiten der Therapie wird der Patient mittels I[Pl risikostratifiziert und durch die
Ann-Arbor-Klassifikation einem Stadium zugeordnet. Standardtherapie ist derzeit die Kombination aus
8 Gaben des CD20-Antikorpers Rituximab plus CHOP (Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin,
Prednison) in 8 Zyklen im Abstand von 21 Tagen (R-CHOP21x8) oder in 6 Zyklen im 14-tdgigen Abstand
(R-CHOP14x6 + Rx8). Insbesondere bei Patienten unter 60 Jahren mit einem héheren Risiko (aalPl > 2)
wird jedoch stets empfohlen, sie in klinische Studien einzuschlieBen, um mdglicherweise einen
groReren Therapieerfolg zu erzielen. Hierbei werden die Hinzunahme neu entwickelter Substanzen zur
jetzigen Standardtherapie, andersartige Therapieregime und der Stellenwert sowohl von
Hochdosischemotherapie mit nachfolgender autologer Stammzelltransplantation als auch von
Bestrahlung befallener Regionen Uberpriift. Ca. 50% aller DLBCL-Patienten k&nnen mit der
Standardtherapie kurativ behandelt werden, die andere Halfte erleidet einen Rickfall oder spricht
nicht auf die Erstlinientherapie an. Fir diese Falle existieren komplexe Studienprotokolle, auf die hier
nicht weiter eingegangen werden kann. Der Therapieerfolg aller Zweit- und Drittlinientherapien ist

stark beschrankt® 4,
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1.2  Morphologie/Geschichte der Klassifizierung

Die Einteilung der DLBCL veranderte sich in den letzten Jahrzehnten durch Einbeziehung neuer
diagnostischer Moglichkeiten wie der Immunhistochemie sowie der Erstellung von
Genexpressionsprofilen bestandig. 1930 von Roulet als Retikulosarkom, 1966 von Rappaport als
histiozytisches Lymphom (lokal) und als maligne Histiozytose (systemisch) bezeichnet, ist mit der
Erkenntnis von Stein et al, dass diese Neoplasien von B-Zellen abstammen, der Weg zur Bezeichnung
als Lymphome geebnet worden. Es entstanden die Begriffe der zentroblastischen und
immunoblastischen Lymphome3. Die Kiel-Klassifikation bezog sich in der Einteilung auf den
histologischen Differenzierungsgrad sowie auf das physiologische Zellkorrelat der Non-Hodgkin
Lymphome, sodass DLBCL friiher als grofRzellige, anaplastische B-Zell Lymphome bezeichnet wurden.
Im angloamerikanischen Sprachgebrauch wurde mit der ,Working Formulation” ab 1982 versucht,
Non-Hodgkin Lymphome anhand ihres klinischen Verlaufes einzuteilen in drei Gruppen anhand der
Uberlebenszeiten der Patienten und deskriptiver Morphologie>. Der Durchbruch zu einem
international giiltigen System gelang 1994 durch die ILSG (International Lymphoma Study Group) in
Form der Revised European-American Lymphoma (REAL-) Classification. Hier wurde zum ersten Mal
der Begriff des DLBCL gepragt und dieses als eigenstandige Entitat anerkannt. Zwei Subtypen der DLBCL
wurden ebenfalls zu diesem Zeitpunkt definiert: das primar mediastinale groRzellige B-Zell Lymphom
(PMBL) und das hochmaligne Burkitt-Lymphom-ahnliche B-Zell Lymphom. Der erstgenannte Subtyp
besitzt ein eigenes charakteristisches Expressionsmuster von Oberflachenantigenen sowie spezifische
genetische Verdnderungen. Epidemiologisch auffallig sind zudem ein hoher Frauenanteil und das junge
Alter der Patienten bei Erstmanifestation. Letzterer Subtyp beinhaltet Lymphome, die aufgrund von
morphologischen und genetischen Eigenschaften sowie aufgrund ihrer Proteinexpressionsmuster

nicht eindeutig als DLBCL oder Burkitt-Lymphom charakterisiert werden kénnen?®,

2001 wurde erstmals eine WHO-Klassifikation der malignen Lymphome erarbeitet und veroffentlicht,
die durch moderne Analysetechniken hinzugewonnenen Erkenntnisse in die Einteilung einflieRen lielk.
Die Gruppe der Diffus groRzelligen B-Zell Lymphome blieb ein eigenstdndiger Begriff, es wurde den
Pathologen freigestellt, bei Diagnosestellung bestimmte morphologische Varianten (zentroblastisch,
immunoblastisch, anaplastisch, Histiozyten-reich) mit anzugeben. Zwei weitere Varianten wurden
erstmals beschrieben: die plasmablastische Variante und das DLBCL mit einer Expression von ALK.
Durch Analyse von Genexpressionsmustern wurden durch verschiedene Arbeitsgruppen (Aliazadeh et
al; Wright et al; Rosenwald et al) erstmals zwei prognostisch unterschiedliche Gruppen ausgemacht:
das Germinal-centre like (GCB-) DLBCL und das Activated B-cell like (ABC-) DLBCLY"*°, 2003 wurde auch
ein spezifisches Muster fir das PMBL entdeckt, was die morphologischen und klinischen

Beobachtungen, dass es sich um einen eigenstindigen Subtyp handelt, bestétigte?®. Diese
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Unterscheidung der drei Gruppen hat heute grofle Bedeutung und nimmt zunehmend Einfluss auf
Behandlungsstrategien. Spezielle klinisch andersartig auftretende Subtypen der grofzelligen B-Zell
Lymphome wie das intravaskuladre und das primare Erguss-Lymphom wurden 2001 in der Klassifikation

aus der DLBCL-Kategorie ausgeschlossen?®,

Die aktuell giiltige Uberarbeitung der WHO-Klassifikation stammt aus dem Jahr 2016, zuvor wurde die

Klassifikation 2008 bereits einmal revidiert.

Die grofRte Gruppe der DLBCL bleibt demnach die der DLBCL-NOS (not otherwise specified). Zu dieser
Gruppe werden alle DLBCL zugeordnet, die nicht einen speziellen klinischen Verlauf oder pathologische
Besonderheiten aufweisen. Innerhalb der DLBCL-NOS wird durch Genexpressionsanalysen
unterschieden in GCB- und ABC-Subtyp. Die 2001 noch mogliche Angabe morphologischer Varianten
ist seit 2008 verlassen, zugunsten einer Subtypisierung anhand besonderer anatomischer Verlaufe,
genetischer Besonderheiten oder auch spezieller Kofaktoren wie einem auffalligen Mikromilieu oder
charakteristischer viraler Koinfektionen. Hierzu gehéren das PMBL, das DLBCL des ZNS, das primar
kutane DLBCL vom Beintyp, das T-Zell-/ Histiozyten-reiche DLBCL, das ALK*-DLBCL, das
plasmoblastische Lymphom, das HHV-8*- Lymphom (provisorische Entitat), das groRzellige B-Zell
Lymphom und das intravaskuldare DLBCL. Verbunden mit einer EBV-Infektion sind die lymphomatoide
Granulozytose, das EBV*-DLBCL und das EBV*-mukokutane Ulcus, wobei letzteres derzeit nur als
provisorische Entitat Einzug in die WHO-Klassifikation gehalten hat. Mit den Kategorien , hochgradiges
B-Zell Lymphom, NOS“ und ,hochgradiges B-Zell Lymphom, mit MYC- und BCL2- und/oder BCL6-
Translokation” wird den grofRzelligen B-Zell Lymphomen Rechnung getragen, die nicht klar den DLBCL

zuzuordnen sind 2124,
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1.3  Wichtige Signalwege in DLBCL

PI3K-AKT-mTOR-Signalweg:
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Abbildung 1: Ubersicht der bisher bekannten iiber- und untergeordneten Signalwege der beiden mTOR-Komplexe; Im
Rahmen dieser Doktorarbeit von besonderem Interesse ist der PI3K-AKT-mTOR Signalweg, welcher rechts oberhalb von
mTORC1 zu erkennen ist. Abbildung aus ,mTOR signaling at a glance“; M. Laplante und D.M. Sabatini?

mTOR (mammalian target of rapamycin) agiert als ,Verteilerstation”, die viele vorgeschaltete extra-
und intrazelluldre Signale auf untergeordnete verschiedene Signalwege prozessiert. Das mTOR-Protein
ist eine im Zytoplasma arbeitende Serin-Threonin-Kinase, die als katalytische Untereinheit an zwei
Proteinkomplexen beteiligt ist: mTOR-Complex 1 (mTORC1) und mTOR-Complex 2 (mTORC2). Der bei
Entdeckung beobachtete, entscheidende Unterschied zwischen beiden Komplexen ist, dass nur
MTORC1 durch Rapamycin und entsprechende Analoga (sog. rapalogues) gehemmt werden kann.
Ausnahmen hiervon sind neu entwickelte, mTOR-blockierende SMA (small molecule agents) sowie

eine lang andauernde Behandlung mit Rapamycin.

Die weiteren Einheiten des mTORC1 sind das regulatory-associated protein of mTOR (Raptor), das
mammalian lethal with Sec13 protein 8 (mLST8), das proline-rich AKT substrate 40kDa (PRAS40) und
das DEP-domain-containing mTOR-interacting protein (Deptor). mTORC1 ist entscheidend fir die
Regulation der Stoffwechselaktivitdit der Zelle. Die Aktivitdit von mTOR wird durch den
Phosphorylierungszustand von Raptor gesteuert, PRAS40 und Deptor sind in mTORC1 negative
Regulatoren. mLST8 vermittelt zwischen Raptor und mTOR. mTORC1 regt die Proteinbiosynthese und

ribosomale Prozessierung durch Stimulation von Translationsvorgangen an. Der Signalweg wird nach
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extrazellularer Stimulation mit Wachstumsfaktoren und durch Aktivierung des Antigen-Rezeptors
aktiviert. In B-Lymphozyten ist dies der B-Zell-Rezeptor. Durch die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)
wird der Botenstoff PIPs; (Phosphatidylinositol-3,4,5,-triphosphat) generiert. PIPs rekrutiert die Serin-
Threonin-Kinase AKT (auch Proteinkinase B, PKB, genannt) zur Zellmembran und in die Ndhe von PDK1.
Eine Zweifachphosphorylierung durch PDK1 und mTORC2 fiihrt zu einer vollstandigen Aktivierung von
AKT. Eine negative Regulation ist mit PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome ten) durch die Dephosphorylierung von PIP; zu PIP, mdglich. Eine Formation aus TSC1
(tuberous sclerosis complex) und TSC2 kontrolliert die mTOR-Aktivitdt negativ. TSC2 hat zwei
Untereinheiten, Harmatin und Tuberin. Tuberin hat verschiedene Phosphorylierungsstellen und kann
aktivierend oder inaktivierend phosphoryliert werden. Letzteres geschieht durch AKT. Dadurch ist eine
Formation mit TSC1 unmoglich, welche bis dahin die GTPase Rheb in der inaktiven GDP-gebundenen
Form gehalten hat. Aktiviertes, GTP-gebundenes Rheb aktiviert anschlieRend mTORC1. AuRer dem
0. g. Signalweg hat AKT noch einen wichtigen TSC-unabhdngigen Mechanismus der mTORC1-
Aktivierung Gber die Phosphorylierung und daraus resultierende Dissoziation des negativen Regulators

PRAS40 von mTORC1.

Als Integrator extrazellularer Bedingungen in adaquate Zellproliferation, Wachstum und
Stoffwechselaktivitdt jeder einzelnen Zelle muss mMmTOR dynamisch auf Verdanderungen des
Energiezustands des Gesamtorganismus reagieren konnen. Hierzu fihren weitere Signalwege zu

mTOR:

Eine Zytokinbindung oder die Bindung des anabolen Hormons Insulin an entsprechende Rezeptoren
an der Zelloberflache aktiviert mTORC1 Uber zwei verschiedene Wege. Zum einen wird GDP-ras zu
GTP-ras phosphoryliert. Diese bindet und aktiviert die RAF-Kinase, welche ihrerseits MEK (syn. MAPK)
phosphoryliert und aktiviert. Dadurch werden zwei Effektorkinasen aktiv, ERK und RSK. Beide
phosphorylieren  und  inaktivieren = TSC2, wodurch, wie oben beschrieben, der
TSC1/TSC2-Zusammenschluss nicht mehr méglich ist und mTORC1 aktiviert wird. RSK hat zusatzlich
Uber die Phosphorylierung von Raptor direkt aktivierenden Einfluss auf mTORC1. ERK wiederum

aktiviert MNK1 und MNK2, welche auf direktem Weg elF4E (s. u.) phosphorylieren.

Zum anderen rekrutiert die Bindung von Insulin und IGF1 an die Oberflachenrezeptoren das insulin
receptor substrate 1 (IRS1) und aktiviert PI3K, wodurch PIP; gebildet wird. Dieses rekrutiert AKT und
aktiviert es tber die Phosphoylierung durch PDK1 und verstarkt die o. g. Effekte von AKT. An IRS1 greift
ein wichtiger negativer Riickkopplungsmechanismus. Bei einer mTORC1-Aktivierung wird

p70S6-Kinase aktiviert, die folglich IRS1 phosphoryliert, welches dadurch instabil und unwirksam wird.
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Bei niedrigem ATP/ADP-Quotienten wird die AMP-activated protein kinase (AMPK) aktiviert, Hypoxie
setzt den Hypoxia-inducible Factor (HIF) frei und fiihrt zur Bildung von REDD1. Sowohl AMPK als auch
REDD1 verstdrken durch Phosphorylierung von Tuberin die Wirkung des TSC1/TSC2-Komplexes.
Aullerdem wurde gezeigt, dass die Prasenz von Leucin und Glutamin Voraussetzung ist fiir eine
perinukledre, Rheb-nahe Position von mTORC1. Gesteuert wird dies lber die Familie der rag-Proteine,
die abhangig von o. g. Aminosauren an Raptor binden und so die Lokalisation von mTORC1 andern

kénnen.

Das Tumorsuppressorprotein p53 nimmt mehrfach Einfluss auf die mTOR-Aktivitat. Es fliihrt zu einer
Aktivierung negativ regulierender Proteine des mTOR-Signalweges, u. a. von PTEN, TSC2 und AMPK.
AulRerdem sind mehrere Riickkopplungswege beschrieben, z. B. dephosphorylieren mTORC1 und AKT
(iber MDM2) p53, AMPK verstarkt durch Phosphorylierung das p53-Signal.

Verschiedene immunologische oder metabolische Signale sind so bei mTOR angelangt und werden
durch zwei Effektorkinasen weiter verschalten: die Serin/Threonin-Kinase p70S6K1 und das Protein
4EBP1 (eucaryotic translation initiation factor 4E-binding protein). Eine aktivierte p70S6K
phosphoryliert ihrerseits das 40S ribosomale Protein S6, wodurch die mRNA-Translation von weiteren

ribosomalen Proteinen, Elongationsfaktoren und IGF-2 (insulin-like growth factor 2) initiiert wird.

4EBP1 bindet den elF4E (eukaryotic translation factor 4E). Nach Phosphorylierung dissoziiert 4EBP1
und anschlieRend wird durch elF4E und weitere Faktoren dieser Familie die Translation von Proteinen,

die fir die Zellzyklusregulation entscheidend sind, z. B. c-myc und Cyclin D1, ermdglicht.

mTOR, mLST8 und Deptor bilden zusammen mit drei weiteren Proteinen mTORC2:
rapamycin-insensitive companion of mTOR (Rictor), mammalian stress-activated protein kinase
interacting protein (mSin1) und protein observed with Rictor-1-protein (Protor-1). Die Aufgaben von
mTORC2 sind aktuell nicht derart detailliert entschliisselt wie bei mTORC1, sind jedoch mit Kontrolle
von Apoptose, Proliferationsrate, Stoffwechselaktivitdt und Organisation des Zytoskeletts dhnlich. Es
ist bekannt, dass mTORC2 AKT phosphoryliert. Zusammen mit einer zweiten Phosphorylierung durch
die phosphoinositide dependent kinase 1 (PDK1) flihrt dies zu verstarkter Stoffwechselaktivitat in der

Zelle. Die Signalwege, von denen mTORC2 selbst beeinflusst wird, sind weitestgehend unklar® 2>,
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NF-kB- (nuclear factor kappa B) Signalweg:
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Abbildung 2: Ubersicht iiber T-Zell- und B-Zell-Rezeptor-Signalweg in den jeweiligen Lymphozyten; Fiir diese Doktorarbeit
ausschlieBlich relevant ist der mit "B" gekennzeichnete B-Zell-Rezeptor-Signalweg. Abbildung aus , Antigen-receptor
signaling to nuclear factor kappa B“; Schulze-Luehrmann, J. und Ghosh, S.2

Ahnlich wie der PI3K-AKT-mTOR-Signalweg ist auch NF-kB bedeutend fiir die Reifung und Regulation
von Lymphozyten. NF-kB selbst ist die Bezeichnung fir eine Familie aus finf Proteinen (RelA, RelB,
c-Rel, NF-kB1 und NF-kB2), die unterschiedlich kombiniert als Transkriptionsfaktor fungieren. NF-kB
kommen in ihrer inaktiven Form in allen humanen Zellen im Zytosol vor und wechseln nach Aktivierung
in den Zellkern, wo sie meist eine Verstarkung der Transkription, selten auch eine Unterdriickung der
Transkription ihrer Zielgene erwirken. In B-Lymphozyten ist die Aktivierung des B-Zell-Rezeptors der
wichtigste Ausgangspunkt der NF-kB-Aktivierung. Die Signaltransduktion lauft iber ein komplexes
System intrazelluldrer Proteinmodulationen und ist auf einem klassischen, genannt kanonischen und
einem alternativen Signalweg mdglich. Endpunkt beider Wege ist eine Inaktivierung von Proteinen der
IkB-Familie, die NF-kB-Proteine so maskieren, dass sie nicht in den Zellkern gelangen und dort nicht an
DNA binden kénnen. Der klassische Signalweg beginnt mit der Aktivierung des B-Zell-Rezeptors. Ein
erster Schritt ist die Dephosphorylierung von Kinasen der Src-Familie (SFK) durch die Phosphatase
CDA45. Die dadurch aktivierten SFKs phosphorylieren die cytosolisch gelegenen immunoreceptor
tyrosine kinase motifs (ITAMs) der Iga- und IgB-Ketten des B-Zell-Rezeptors. Dadurch wird Syk
rekrutiert und phosphoryliert das Adaptorprotein SLP65, das nun weitere Kinasen an sich bindet und
Interaktionen ermoglicht. Wichtige Molekiile hierbei sind die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), die
Phospholipase Cy (PLCy) und die Bruton’s Tyrosin Kinase (BTK). Durch diesen gebundenen
8
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Multiproteinkomplex werden PI3K und PLCy aktiviert. Die PLCy generiert Inositol-1,4,5-Triphosphat
(IP3) sowie Diacylglycerol (DAG). Letzteres fiihrt in Anwesenheit von Ca?*-lonen zu einer Aktivierung
der Proteinkinase CP (PKCP).Die aktivierte PI3K rekrutiert die Phosphatidylinositol-abhangige Kinase 1
(PDK1), die PKCB sowohl phosphorylieren als auch von PKCB phosphoryliert werden kann. PDK1
scheint eine groRe Bedeutung im B-Zell-Rezeptor-Signalweg zu besitzen und ist verantwortlich fir die
Rekrutierung und Weiterleitung des Signals an den Proteinkomplex CBM- (CARMA1, BCL10, MALT1)
Signalosom. CARMA1, auch genannt CARD11, kann erst nach einer Phosphorylierung durch die PKCB
am CBM-Komplex teilhaben. Der CBM-Komplex aktiviert schlieBlich Uber den TNF-Rezeptor
assozierten Faktor 6 (TRAF6) den IkB-Kinase-Komplex (IKK-Komplex), der die IkBa-phosphoryliert und
ihren Abbau im Proteasom einleitet. Damit ist der Weg frei fir die NFk-B, die nun in den Nucleus

gelangen, dort an DNA binden und Transkriptionsvorginge beeinflussen®?°,

Verbindung zwischen den Signalwegen:

Eine addaquate Reaktion der Zelle auf extrazelluldre Signale erfordert ein gleichgerichtetes Arbeiten der
beiden oben genannten und vieler weiterer Signalwege. Beide Signalwege werden unter anderem
beginnend am B-Zell-Rezeptor aktiviert. Weit oben in den Signalkaskaden finden sich PI3K, BTK und
PDK1, die eine zentrale Rolle im Beginn beider Signalwege einnehmen. Aber auch im Verlauf der
Signalwege gibt es beschriebene Quervernetzungen und Interaktionen zwischen der
PI3K-AKT-mTOR-Achse und dem NF-kB-Signalweg. So ist IKKB beispielsweise eine zentrale Kinase weit
unten im klassischen B-Zell-Rezeptor-Signalweg zu NF-kB, phosphoryliert nach Aktivierung jedoch auch
direkt TSC1, sodass mTOR aktiviert wird. Durch proinflammatorische Zytokine, z. B. TNFa, werden
ebenfalls beide Signalwege beeinflusst> 2> 3° Ein Eingreifen an einer einzelnen Kinase ist durch
Querverbindungen und Riickkopplungen in den Signalwegen erwartungsgemaR als Therapieoption
nicht zielfilhrend. So |6st beispielsweise eine Inhibition von BTK durch Ibrutinib eine kompensatorische

Hochregulation von AKT aus, wodurch eine Aktivierung von mTOR stattfinden kann3..
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1.4  Wichtige genetische Aberationen in DLBCL

Wahrend der Reifung von B-Zell-Vorstufen zu reifen B-Zellen und Plasmazellen entstehen auf dem Weg
zum DLBCL charakteristische genetische Lasionen, denen eine groRe Bedeutung in der Pathogenese
dieser Lymphome zugesprochen wird. Fehler in der somatischen Rekombination flihren zu drei

beobachteten Translokationen in DLCBL, jeweils den IgH-Genlokus betreffend:

Zum einen die Translokation t(14;18) mit der daraus resultierenden Nachbarschaft des BCL2-Gens und
des IgH-Lokus. Diese wurde in vielen (20-35%) GCB-DLBCL beobachtet, in einigen primar
mediastinalen grof3zelligen B-Zell-Lymphomen, jedoch nie in ABC-DLBCL. Die Interpretation der
Konsequenzen dieser Translokation ist schwierig: Einerseits waren die mRNA-Level von BCL2 nicht
signifikant erhoht in DLBCL mit t(14;18). In Fallen ohne Translokation, jedoch mit Punktmutationen,
die auch in anderen Subtypen des DLBCLs beschrieben werden, sind die BCL2-mRNA-Level teilweise
wiederum erhoht. Andererseits ist die Konsequenz der Translokation fir die Onkogenese und
Tumorbiologie momentan nicht eindeutig zu erfassen, weil das BCL2-Gen fir eine Proteinfamilie
kodiert, die sowohl pro- als auch antiapoptotische Komponenten enthalt. Moéglicherweise ist die
Translokation funktionell als initiales Ereignis in der Lymphomgenese der GCB-DLBCL wichtig, jedoch

durch zusitzliche Lasionen nicht mehr notwendig fiir das weitere Tumorzelliiberleben'” 3233,

Zum anderen wurden in allen molekularen Subtypen der DLBCL unterschiedlich haufig Translokationen
des BCL6-Gens (ABC: 24%, GCB: 10%, PMBL 33%) entdeckt®*. Ein Teil der Translokationen erfolgt als
t(3;14) und bringt den BCL6-Lokus unter die Kontrolle des IgH-Lokus-Promotors. Interessanterweise
hat keine der verschiedenen BCL6-Translokationen eine messbare Konsequenz auf die mRNA- und
Protein-Level von BCL6 in DLBCL. Zusatzlich zu Translokationen ist BCL6 auch zahlreichen Mutationen
wahrend der somatischen Hypermutation (SHM) ausgesetzt. Es handelt sich um Punktmutationen
einzelner Basen. BCL6 ist auf dem Chromosomabschnitt 327 lokalisiert und kodiert fiir das
gleichnamige BCL6-Protein, das die Transkription zahlreicher Proteine in verschiedenen Signalwegen
unterdriickt. Physiologisch werden Gene des Apoptoseprogramms (z. B. p53-Tumorsuppressorgen,
PIAS2-STAT2), der Wachstumshemmung, sowie der B-Zell Aktivierung (CD69, STAT1, CD80) und der
Differenzierung zu Plasmazellen durch BCL6 in ihrer Transkription gehindert. Diese Repression ist vor
allem, aber nicht ausschlieRlich, im GCB-Subtyp beschrieben. Fiir die Ausformung des Keimzentrums
ist BCL6 zwingend erforderlich. Aktuell ist davon auszugehen, dass BCL6-Mutationen in der
Lymphomentstehung, nicht aber in der weiteren Tumorbiologie entstandener DLBCL eine wichtige

Rolle spielen® 3438,

Ein kleiner Teil der DLBCL weist eine Translokation t(3;14) auf, die unter anderem das FOXP1-Gen unter

die Kontrolle des IgH-Lokus stellt. Die Folge ist eine vermehrte Expression von FOXP1, einem
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Transkriptionsfaktor. Ebenfalls zu einer deutlich gesteigerten FOXP1-Expression, die ein Kennzeichen
des ABC-Subtyps ist, fUhrt die Trisomie 3, die in ca. 25% der ABC-DLBCL beobachtet wird. Weitere
Mechanismen in anderen Féllen, die zu einer vermehrten Expression fiihren, sind Amplifikationen des
FOXP1-Gens oder dessen gesteigerte Transkription. Die onkogenen Mechanismen hinter den
Veranderungen auf dem p-Arm des Chromosoms 3 sind noch nicht vollstandig erforscht. Fest steht,
dass FOXP1 als Transkriptionsfaktor von RAG1 und RAG2 (recombination activating gene) in der
somatischen Rekombination eine wichtige Rolle spielt. Ohne die Anwesenheit von FOXP1 ist der
Entwicklungsschritt von der pre-B-Zelle zur pro-B-Zelle nicht méglich. Bezlglich der Tumorbiologie
wurde im Modell gezeigt, dass die Funktion des FOXP1-Proteins durch die p70S6-Kinase und damit
durch den PI3K-AKT-mTOR-Signalweg gesteuert werden konnte, da alle Proteine dieser

Transkriptionsfaktorfamilie durch Phosphorylierung den Zellkern verlassen3*43,

In GCB-DLBCL wurde in 10-15% eine Deletion des langen Arms von Chromosom 10 beobachtet. Auf
diesem Abschnitt liegt das PTEN-Gen. Das gleichnamige Protein katalysiert den Abbau von
intrazellularem PIPs, welches durch die aktive Form der PI3-Kinase aus PIP, gebildet wird. PIPs aktiviert
AKT, sodass fiir die Zelle wichtige antiapoptotische Signalwege angestellt werden. Durch die Deletion
des PTEN-Gens verliert PI3K seinen physiologischen Gegenspieler. PTEN wird posttranskriptional von
einem Verbund mehrerer microRNAs intrazelluldr negativ reguliert (miR-17-92-Cluster). Diese werden
an einem Ort des Chromosoms 13 kodiert, der in mehr als 10% der GCB-DLBCL vervielfacht
vorgefunden wird. Dadurch wird die PTEN-Funktion in einem weiteren nicht unbeachtlichen Teil des
GCB-Subtyps beeintrachtigt, was sicher zur Lymphomgenese in diesen Fallen beitragt. Ebenfalls zu
einem Ungleichgewicht im PIPs-Haushalt fiihrt eine Mutation in pl110-a, einer katalytischen
Untereinheit der PI3K, die in 8% einer DLBCL-Probensammlung mit 215 Proben nachgewiesen wurde

und zu einer vermehrten protoonkogenen Aktivitat des o. g. Signalwegs iber AKT fiihrt36: 39 44-46,

Als weiteres Tumorsuppressorprotein wurde BLIMP1 identifiziert, das durch die Repression diverser
Zielgene die Voraussetzungen schafft fir eine vollstandige B-Zell-Differenzierung zu Plasmazellen. In
25% der ABC-DLBCL wurden PRDM1-Mutationen festgestellt, die zu einem Funktionsverlust des daraus
kodierten BLIMP1-Proteins fihrten. Im Signalweg von BLIMP1 wurden zusatzlich in weiteren 25% der
ABC-DLBCL eine Vermehrung oder Wirkungsverstarkung von SPIB beobachtet, wiederum resultierend
in einer Repression von BLIMP1 und einem Differenzierungsstopp. Mit BCL6 bildet BLIMP1 einen
negativen Riickkopplungskreislauf. Durch o. g. Mutationen in BCL6 wird die Signalkaskade auch bei
physiologischer BLIMP1-Aktivierung tGber NF-kB und IRF4 nicht suffizient weitergeleitet und die
Differenzierung ist wiederum nicht moglich. Insgesamt sind somit in einem GrofRteil des ABC-Subtyps

Pathologien in Zusammenhang mit dem BLIMP1-Signalweg beschrieben3® 47:48,
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Die Notwendigkeit der Prasenz von AID (Activation-induced cytidine deaminase) an den genetischen
Veranderungen der DLBCL wurde im Mausmodell bewiesen. Ohne die Funktionalitdt von AID kdnnen
sich keine Lymphome aus Keimzentrums-B-Zellen entwickeln. Physiologisch ist AID fir die Einleitung
der somatischen Hypermutation und der CSR (class switch recombination) durch eine Deaminierung
von Cytidin in DNA verantwortlich, mit der Konsequenz von DNA-Strangbriichen und darauffolgenden
Reparaturmechanismen, die zu physiologisch, aber auch pathologisch somatischen Mutationen fiihren
kénnen. Bendtigt wird dieser Mechanismus vor allem zur Erhéhung der Affinitat von Immunglobulinen
in sich differenzierenden B-Zellen am IgH-Lokus. Bei nicht verdnderten Gen- und Proteinmengen bleibt
die Frage offen, welchen Stellenwert AID in der DLBCL-Genese einnimmt. Eine Moglichkeit ist, dass
beispielsweise durch die erhdhte Stressresistenz der Zellen, bedingt u. a. durch BCL6-Expression,
AlD-abhdngige Mechanismen langer angeschaltet bleiben als wahrend der physiologischen
Differenzierungsreaktion und somit das Zeitfenster fiir die Akkumulation pathologischer Mutationen

langer offen bleibt*.

Ein entscheidender Unterschied zwischen ABC- und GCB-DLBCL ist die chronische Aktivitat des
B-Zell-Rezeptor-Signalwegs im ABC-Subtyp. Dieser Signalweg wird physiologisch in B-Zellen
angeschaltet, die eine Antigen-getriggerte Aktivierung des B-Zell-Rezeptors erfahren. Die
Signalkaskade lauft Uber die Phosphorylierung der CD79-Untereinheiten durch die Src-Kinase,
Aktivierung der Syk-Kinase und darauffolgend der Bruton‘s Tyrosine Kinase sowie der Proteinkinase
CB. Diese phosphoryliert CARD11 und fihrt zu einem Zusammenschluss von CARD11, BCL10 und
MALT1 zu einem Proteinkomplex (CBM-Komplex), der schlieRlich NF-kB {ber eine Signalkaskade
aktiviert. Einige der genannten beteiligten Proteine und Kinasen weisen speziell im ABC-Subtyp
Mutationen ihrer Genloki auf. 10% der ABC-DLBCL haben eine CARD11-Mutation, die dazu fiihrt, dass
die Signalkaskade auch ohne Aktivierung des B-Zell-Rezeptors permanent ablduft. In ABC-DLBCL-
Zelllinien mit dieser Mutation war eine gezielte Inaktivierung durch shRNA von Komponenten, die in
der Signalkaskade héher lagen, ohne Wirkung. Die Untereinheiten des B-Zell-Rezeptors (BCR), CD79A
und CD79B zeigen ebenfalls bei 21% der ABC-DLBCL hauptsachlich Punktmutationen in den ITAMs
(Immunoreceptor-tyrosine-based activation motifs). Der GroRteil dieser Mutationen liegt auf CD798B,
die Folge ist eine vermehrte Expression des BCR und die Repression von Lyn, der einzigen bis dato
bekannten Kinase, die eine negative Riickkopplung in der B-Zell-Rezeptor-Aktivierung vermittelt. Als
funktionelle Konsequenz wird vermutet, dass die Chance einer positiven Selektion fiir maligne B-Zellen
mit /ITAM-Mutationen durch Herabsetzen der Reizschwelle steigt und weitere pathologische

Mutationen hinzukommen kénnen®°.
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1.5  Ubersichtiiber die in dieser Arbeit verwendeten Therapeutika

Bortezomib:

Bortezomib ist eine borhaltige Aminosdure, die das intrazelluldre 26S Proteasom der Zelle reversibel
hemmt. Ist das Proteasom, das mehrere katalytische Einheiten besitzt, blockiert, wird die
Degradierung von eukaryoten ubiquitinierten Proteinen verhindert. Davon betroffen sind auch
zahlreiche wichtige regulatorische Proteine, die Zellzyklus, -wachstum und -metabolismus steuern,
u. a. p53, IkB und verschiedene Zykline. Die Prozessierung dieser Proteine durch das Proteasom fiihrt
zu einer Aktivierung antiapoptotischer Signalwege als Stressantwort. Ist das Proteasom blockiert, wird
eine addquate Antwort der Zelle auf externe Stressoren wie Chemotherapie und Bestrahlung
verhindert. Somit wird die Tumorzelle durch Bortezomib beispielsweise auch fir Chemotherapie
sensibilisiert. Klinisch zeigen sich bei Monotherapie mit Bortezomib maRige Erfolge, in Kombination
mit Chemotherapie jedoch beeindruckende Effekte. Dies wurde besonders bei mehrfach
vorbehandelten Patienten mit Multiplem Myelom gezeigt. Durch die Hinzunahme von Bortezomib zum
R-CHOP-Regime im unbehandelten DLBCL wird der derzeitige Uberlebensnachteil der ABC-Gruppe
ausgeglichen. Ein starker Vorteil im ABC-Subtyp zeigte sich auch bei Patienten mit Rezidiv oder
therapierefraktarem DLBCL durch die Kombination Bortezomib plus DA-EPOCH. Die Toxizitdt von
Bortezomib betrifft vor allem das Nervensystem, ist aber auch in Kombinationsbehandlungen meist
tolerabel. Zugelassen ist Bortezomib aktuell zur Therapie des Mantelzelllymphoms und des Multiplen

Myeloms®1>®,
Temsirolimus:

Temsirolimus (syn. Torisel; CCI-779) ist ein loslicher Ester des natirlich vorkommenden Stoffes
Rapamycin. Rapamycin ist flr seine immunsuppressive Wirkung bekannt. Temsirolimus wurde 1999
von der FDA zundchst zugelassen zur Behandlung der akuten AbstoRungsreaktion nach
Nierentransplantation. In den nachsten Jahrzehnten wurde ausgiebig die antiproliferative Wirkung in
soliden Tumoren erforscht. Es konnte gezeigt werden, dass Temsirolimus und sein Metabolit Sirolimus
spezifisch die mTORC1-Einheit des mTOR-Komplexes inhibieren und dadurch Angiogenese und
Proliferation der Tumoren verzogern. Der Erfolg war in vielen soliden Tumoren als Monotherapie
maRig, lediglich bei Patienten in schlechtem Allgemeinzustand mit metastasiertem Nierenzellkarzinom
zeigte sich ein deutlicher Uberlebensvorteil im Vergleich zur IFN-a-Standardtherapie. Hierfiir erhielt
Temsirolimus 2007 in den USA und Europa die Zulassung. Haufige Nebenwirkungen der Therapie sind
Stomatitis, Ubelkeit und Husten. Schwere Nebenwirkungen (Grad 3/4) treten selten auf und sind
zumeist eine reversible Suppression des Knochenmarks (Anamie, Thrombozytopenie), teils auch eine

Chemotherapie-assoziierte Pneumonitis. Da mTOR an zahlreichen Stoffwechselvorgéngen regulierend
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beteiligt ist, kommt es auch zu Entgleisungen im Zucker- und Fettstoffwechsel. Mittlerweile ist
Temsirolimus auch zur Behandlung des therapierefraktaren oder rezidivierten Mantelzelllymphoms
zugelassen. Der Effekt der Temsirolimus-Monotherapie in DLBCL bei Versagen der Erstlinientherapie

ist gering (OR 28,1%), bei Mantelzelllymphomen etwas besser (OR 38%)>58,
Ibrutinib:

Ibrutinib (syn. PCI-32765) ist ein Tyrosinkinaseinhibitor, der 2007 synthetisiert wurde. Es hemmt durch
die kovalente Bindung an einem Cysteinrest (Cys-481) der Bruton’s Tyrosin Kinase (BTK) diese
irreversibel. Dieser Effekt wurde spezifisch in B-Zellen beschrieben. Im Mausmodell wurden
Autoimmunerkrankungen durch lbrutinib unterdriickt und zundchst an Hunden eine partielle
Remission von B-Zell Non-Hodgkin Lymphomen erfolgreich erprobt. Bei Patienten mit refraktdrem
oder wieder aufgetretenem Mantelzelllymphom wurden durchschlagende Erfolge erzielt, sodass
Ibrutinib im November 2013 fir diese Indikation in einem beschleunigten Verfahren die Zulassung
erhielt. Ebenso ist Ibrutinib aktuell zugelassen zur Behandlung der Chronisch Lymphatischen Leukamie
(CLL) und des Morbus Waldenstrom. Haufig beobachtete Nebenwirkungen der Monotherapie sind
gastrointestinale und respiratorische Beschwerden, stets leichteren Ausmalies. Schwere
Nebenwirkungen sind selten, vor allem Neutropenie, Thrombozytopenie und eventuell eine erhdohte

Blutungsneigung spielen hier ein Rolle> .
Idelalisib:

Idelalisib (syn. CAL-101) ist ein Inhibitor der PI3K, mit einer starken Selektivitat fir die katalytische
p110&6-Untereinheit gegeniiber den weiteren drei Untereinheiten. Diese Untereinheit ist vor allem in
den hamatologischen Zellen, insbesondere in Leukozyten exprimiert. Der Effekt ist eine
Signalreduktion des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs durch eine fehlende AKT-Phosphorylierung am
Serin473. AuBerdem scheint Idelalisib die Einflisse chemotaktischer Reize des Mikromilieus (z. B.
TNF-a, BAFF) zu unterbinden® ®2, |delalisib ist seit 2014 zur Therapie eines Rezidivs des Follikuldren
Lymphoms zugelassen, es konnten in mehreren Studien gute Ergebnisse erzielt werden (z. B. 2017: OR

57%)%3.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die wissenschaftlichen Erkenntnisse zum DLBCL nahmen in den letzten zehn Jahren rasch zu,
insbesondere die Moglichkeiten der Genexpressionsanalyse und die damit verbundene
Unterscheidung zwischen ABC- und GCB-Subtyp sind derzeit im Fokus. Seit der Einfihrung von R-CHOP
als Standardtherapie des DLBCL in den 2000er Jahren konnte zwar eine deutlich héhere Heilungsrate
erzielt werden, jedoch erleidet immer noch ein relevanter Anteil der Patienten einen Riickfall. Fiir diese
Patienten gibt es nur noch sehr beschriankte oder hochaggressive Therapieregime. Durch die
Erkenntnisse (iber zentrale Kinasen und deren Bedeutung in wichtigen Signalwegen verschiedener
Tumorentitaten konnten neuartige Medikamente entwickelt werden, welche gezielt als
Kinaseinhibitoren eingesetzt werden. Vor dem Hintergrund der fiir DLBCL wichtigen Signalwege sowie
der Unterteilung der DLBCL in Subtypen sollen im Rahmen dieser Doktorarbeit und innerhalb unserer
Arbeitsgruppe einige dieser neuartigen Medikamente einzeln und kombiniert an verschiedenen
DLBCL-Zelllinien beider Subtypen in vitro erprobt werden. Das Verhalten der Zelllinien soll auf
Proliferations-, Zellzyklus- und Proteinexpressions-Ebene untersucht und in Relation zur Studienlage
bewertet werden. Im Falle positiver Ergebnisse kdnnten lohnenswerte, in die klinische Anwendbarkeit

sinnvoll umsetzbare Kombinationen benannt werden.
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3 Material und Methoden

3.1

Material

3.1.1 Zelllinien

Germinal-center B-cell like (GCB-) DLBCL (Laboreigene Zellbank; ehemals bezogen von Leibniz Institute DSMZ):

Name der | Patienten- | Geschlecht Proben- Verdopplungs- Genalterationen
Zelllinie alter (a) material zeit (h)

DB 45 mannlich Aszites 50 t(14,;18), betrifft IgH, bcl2

HT 70 mannlich Aszites 30-40 p53-Mutation

SU-DHL 4 38 mannlich Aszites 40 t(14;18), betrifft IgH, bcl2

SU-DHL 5 17 weiblich Lymphknoten 40 hyperdiploid

ULA 57 mannlich Aszites 40-60 t(14;18), betrifft IgH, bcl2

WILL-2 63 mannlich Aszites 20 t(14;18), betrifft IgH, bcl2

1(8;22), betrifft MYC-IgL

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten GCB-DLBCL-Zelllinien

Die Zelllinie DB ist eine reife B-Zell-Zelllinie aus Aszites eines 45-jahrigen Patienten mit primarem DLBCL
und tragt Alterationen auf IGH- und BCL2-Genen. Mit etwa 50 Stunden Verdopplungszeit ist DB eine
der verwendeten Zelllinien, die relativ langsam proliferieren®,

HT wurde 1983 als reife B-Zell-Zelllinie aus Aszites eines 70-jahrigen Patienten mit NHL aus primarem
DLBCL gemischt mit kleinzelligem B-Zell Lymphom etabliert, Verdopplungszeit 30—-40 Stunden®.
SU-DHL steht fiir ,,Stanford University and Diffuse Histiocytic Lymphoma“, in dieser Arbeit verwendet
wurden die Zelllinien SU-DHL 4 und SU-DHL 5.

SU-DHL 4 ist eine reife B-Zell-Zelllinie aus Aszites eines 38-jahrigen Patienten mit primarem DLBCL. Sie
tragt Alterationen auf den IGH- und BCL2-Genen®,

SU-DHL 5 ist etabliert als reife B-Zell-Zelllinie aus Lymphknoten einer 17-jdhrigen Patientin mit
primarem DLBCL®,

ULA entstand 2002 als reife B-Zell-Zelllinie aus Aszites eines 57-jdhrigen Patienten mit primadrem
DLBCL, Verdopplungszeit 40—60 Stunden®?,

WILL-2 ist eine reife B-Zell-Zelllinie aus Aszites einer 63-jahrigen Patientin mit primarem DLBCL mit

Alterationen der MYC-, IGL- und BCL2-Gene®*.
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Activated-B-cell-like- (ABC-) DLBCL (Laboreigene Zellbank; ehemals bezogen von Georg Lenz, Berlin):

Name der | Patienten- | Geschlecht | Probenmaterial | Verdopplungs- Genalterationen
Zelllinie alter (a) zeit (h)
HBL-1 65 mannlich Pleuraerguss 48 unspezifisch
OCI-LY 3 52 mannlich Knochenmark 24 bcl2-Amplifikation
OCI-LY 10 66 weiblich Lymphknoten keine Angabe | unspezifisch
U2932 29 weiblich Aszites 48 bcl2-Amplifikation,
p53 Mutation

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten ABC-DLBCL-Zelllinien

Die Zelllinie HBL-1 wurde 1985 in Japan etabliert als reife B-Zell-Zelllinie aus Aszites einer 63-jahrigen

Patientin mit primarem DLBCL%.

Die Zelllinie U2932 ist eine reife B-Zell-Zelllinie aus Aszites einer 29-jahrigen Patientin mit primarem

DLBCL, die Verdopplungszeit wird mit 48 Stunden angegeben. Die Patientin litt zuvor bereits an einem

Hodgkin-Lymphom®,

Die OCI-Zelllinien stammen aus dem Ontario Cancer Institut. OCI-LY 3 ist eine reife B-Zell-Zelllinie aus

Knochenmark eines 52-jahrigen Patienten mit primarem DLBCL®. OCI-LY 10 wurde 1984 als reife

B-Zell-Zelllinie aus Lymphknoten einer 66-jahrigen Patientin mit primdrem DLBCL etabliert®.

3.1.2 Therapeutika

Bortezomib, B-1408, 1 mM
Idelalisib, Cal-101, 10 mM
Ibrutinib, PCI-32765, 10 mM
Temsirolimus, 100 mM

LC Laboratiories, USA
Intellikine Inc, USA
Pharmacyclics Inc, USA
Pfizer Inc, USA

3.1.3 Media, Losungen, Verbrauchsmaterial

Media/ Seren/ Zuséatze:

DPBS + Calcium + Magnesium
Foetal Bovine Serum 0,2 uM sterile filtered;
Gefrorenes  Plasmapherese-Frischplasma

(FFP)

Heparin-Natrium 25000

IMDM + L-Glutamin + 25 mM HEPES (2-(4-
(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure)

Penicillin/ 10000 U/ml
10 mg/ml

RPMI 1640 + L-Glutamin + NaHCOs

Streptomycin

PAN-Biotech GmbH; 94501 Aidenbach

PAN-Biotech GmbH; 94501 Aidenbach

Institut fur Transfusionsmedizin, Klinikum der Universitat
Minchen-GroRhadern; hergestellt durch Suhl gGmbH 98491
Suhl

Ratiopharm GmbH; D-89079 Ulm

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

PAN-Biotech GmbH; 94501 Aidenbach

PAN-Biotech GmbH; 94501 Aidenbach
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Lésungen/ Reagenzien:

1,5 M Tris Puffer pH 8,8

10% APS

10% SDS

2-Propanol 70%

30% acrylamide mix
5% Albumin Fraktion V
Actin A-2066
AKT-Antikorper

Anti-Rabbit Western Blot Antikérper

Bromphenolblau
BTK-Antikorper

Coulter Clenz cleaning agent, coulter isoton

Il Diluent

Couramin Acid
Dimethylsulfoxide
Elektrophorese Puffer 10x
Gel-Transfer Puffer
Gelatine

Glycerol
Luminolsalz

M7001
MEK1/2-Antikorper
Mercaptoethanol
Methanol
Milchpulver
MNKZ1-Antikérper
mTOR-Antikorper

MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit

Natriumazid
NET 10x pH 7,7

PDK1-Antikorper

peqGOLD Protein Marker V
p44/42 MAPK-Antikorper
phAKT-Antikérper
phMEK1/2-Antikérper
phmTOR-Antikérper
ph-p44/42 MAPK-Antikorper
ph-p90RSK1-Antikorper
phPDK1-Antikorper
phRaptor-Antikorper
phRictor-Antikérper
Raptor-Antikorper
Rictor-Antikorper
TBS-Puffer 10x pH 8,0

Apotheke Innenstadt, Klinikum der Universitdt Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO 63178

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO 63178

Carl Roth GmbH + Co. KG; 76231 Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; 76231 Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; 76231 Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO 63178

Cell Signaling Technology, Produktnummer 9272

Promega Corporation Madison, WI 53711 USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO 63178

Cell Signaling Technology, Produktnummer 3532

Beckman Coulter GmbH; 47807 Krefeld
Deutschland

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO 63178

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO 63178

Apotheke Innenstadt, Klinikum der Universitdt Minchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

MP Biomedicals, Solon, OHIO 44139

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO 63178

Cell Signaling Technology, Produktnummer M7001

Cell Signaling Technology, Produktnummer 9122

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO 63178

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Carl Roth GmbH + Co. KG; 76231 Karlsruhe, Deutschland

Cell Signaling Technology, Produktnummer 2195

Cell Signaling Technology, Produktnummer 2983

Lonza Rockland, Inc. ME 04841 USA

Carl Roth GmbH + Co. KG; 76231 Karlsruhe, Deutschland
Apotheke Innenstadt, Klinikum der Universitdt Miinchen,
Deutschland

Cell Signaling Technology, Produktnummer 3062

PEQLAB Biotechnologie GMBH, D-91052 Erlangen

Cell Signaling Technology, Produktnummer 9102

Cell Signaling Technology, Produktnummer 4058

Cell Signaling Technology, Produktnummer 9121

Cell Signaling Technology, Produktnummer 2971

Cell Signaling Technology, Produktnummer 4377

Cell Signaling Technology, Produktnummer 9344

Cell Signaling Technology, Produktnummer 3061

Cell Signaling Technology, Produktnummer 2083

Cell Signaling Technology, Produktnummer 3806

Cell Signaling Technology, Produktnummer 2280

Cell Signaling Technology, Produktnummer 2140

Apotheke Innenstadt, Klinikum der Universitdt Miinchen,
Deutschland
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TEMED

Trypan blue solution 0,4%
Tween 20
Wasserstoffperoxid

Verbrauchsmaterial:

Latex-Einmalhandschuhe, Peha-soft satin,
Powderfree

Amersham-Hybond™ Blotting Membrane
15 ml Falcon

2 ml safelock-tubes

50 ml Falcon

5 ml Polystyrene round bottom tube
Amersham-Hybond™ Blotting Membrane
BD Pharmigen FITC AnnexinV Apoptosis
Detection Kit |

GBO003 Gel-Blotting Papier

Polystyrene Tissue culture flask 25cm?3,
75 cm3, 175 cm3

Costar stripette 1, 2, 5, 10, 25 ml
Serologische Pipetten
TipOne 0,1-10 pl; 200 ml;
Spitze

101-1000 pl

Stericup & Steritop Sterilfilter 0,22 pm;
0,45 um

Amersham-Hybond™ Blotting Membrane
GBO003 Gel-Blotting Papier

Polystyrene Tissue culture flask 25 cm?,
75 cm?, 175 cm?

Stericup & Steritop Sterilfilter 0,22 pm;
0,45 um

TipOne 0,1-10 pl;
Spitze

Costar stripette 1, 2, 5, 10, 25 ml
Serologische Pipetten

200 ml; 101-1000 pl

3.1.4 Gerate

Accu-jet pro
BD FACSCalibur flow cytometer
Centrifuge 5415C

CO2-Begasungsinkubator MCO 15AC
Diverse Lichtmikroskope

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO 63178
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO 63178, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO 63178

PAUL HARTMANN AG, 89522 Heidenheim Deutschland

GE Healthcare, General Electric Corporation

STARLAB INTERNATIONAL GmbH, 22926 Ahrensburg
Germany

Eppendorf AG; 22339 Hamburg
Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

GE Healthcare, General Electric Corporation

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Whatman, GE Healthcare

SARSTEDT AG & Co; 51582 Nimbrecht
Deutschland

Cornig Incorporated (Vitaris, Schweiz)

STARLAB INTERNATIONAL GmbH, 22926 Ahrensburg
Germany

Millipore Corporation; Billerica, MA 01821 U.S.A.

GE Healthcare, General Electric Corporation

Whatman, GE Healthcare

SARSTEDT AG & Co; 51582 NUmbrecht
Deutschland

Millipore Corporation; Billerica, MA 01821 U.S.A.

STARLAB INTERNATIONAL GmbH, 22926 Ahrensburg
Germany

Cornig Incorporated (Vitaris, Schweiz)

BRAND GMBH + CO KG; 97877 Wertheim - Deutschland
BD Biosciences Palo Alto, CA, USA

Eppendorf AG; 22339 Hamburg
Deutschland

SANYO Component Europe GmbH (European HQ)

Leica Microsystems GmbH, 35578 Wetzlar Germany, ehemals

Leitz, Carl Zeiss Jena, Deutschland
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Feinwaage Kern EMB 200-2
HERAfreeze HD Ultra Low Temperature

Upright Freezers — Discontinued, —80 °C

HLC Blockthermostat

Inkubations-/ Inaktivierungswasserbad

Mini-PROTEAN

Pipetman
Power PAC 3000

Rotanta 46RC

Sicherheitswerkbanke
flows 1800, 1200
Trans-Blot SD,
Mini-PROTEAN,

Power PAC 3000
Vi-CELL™; Vi-CELL™ XR;
4 ml sample vials
Vortex-Genie 2

Modelle

laminar

Sartorius Mechatronics Corporation Gottingen, Deutschland
Thermo fisher scientific, Waltham, MA, USA

DITABIS

Digital Biomedical Imaging Systems AG, D-75179 Pforzheim,
Deutschland

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH; D-30938 Burgwedel
(Germany

Bio-Rad Laboratories, Inc.; Hercules, CA 94547
USA

Gilson, Inc.; Middleton, WI 53562-0027, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc.; Hercules, CA 94547
USA

Andreas Hettich GmbH & Co.KG; D-78532 Tuttlingen,
Deutschland

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH
Sonnenbihl-Genkingen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc.; Hercules, CA 94547
USA

Beckman Coulter Fullerton, CA, USA

Scientific Industries, Inc, Bohemia, New York 11716
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellkulturen mussen in steriler Umgebung durchgefiihrt werden. Hierzu werden
Sterilgutwerkbanke benutzt. Diese erzeugen durch einen Schwebstoff-Partikelfilter einen vertikalen
laminaren Luftstrom, wodurch verhindert wird, dass potentiell kontaminierte Luft durch die

Arbeitsoffnung in die Werkbank eindringt.

Die Werkbank wird finf Minuten vor Benutzung eingeschaltet, um den Luftstrom ausreichend
aufzubauen. Alle Materialien, die in die Werkbank eingebracht werden, werden vorher mit 70%igem
Ethanol flachendesinfiziert. Die Hande werden vor Arbeitsbeginn mit handelsiiblichem
Handedesinfektionsmittel desinfiziert und anschlieRend Einmalhandschuhe benutzt. Diese werden
regelmalig und besonders vor dem Hineingreifen in die Werkbank mit Ethanol abgespriiht. Die
Zellkulturflaschen und alle benutzten Reagenzien werden ausschlieRlich in der Werkbank ge6ffnet. Das
Pipettieren wird mit Pipettierhilfen verschiedener GréRen und passenden sterilen Einmalaufsatzen
durchgefiihrt. Fir groRere Mengen steht ein akkubetriebenes Pipettiergerat mit sterilen
Einmalpipetten zur Verfliigung. Wahrend des Ruhezustands der Sterilgutwerkbank wird eine UV-Lampe

kontinuierlich aktiviert, die den gesamten Arbeitsbereich sterilisiert.
Auftauvorgang:

Alle Zelllinien sind mit 1x107 Zellen/ml in Fétalem Kalberserum (FBS) bzw. Humanserum mit Zusatz von
8% Dimethylsulfoxid (DMSO), das die Eiskristall-Bildung verhindert, in 1 ml Cryoréhrchen im —-80 °C
Gefrierschrank eingefroren. Je ein Rohrchen pro Zelllinie wird im Wasserbad bei 32 °C bis zur
VerflUssigung des Materials aufgetaut. Danach werden die Zellen in Falcons mit 10 ml vorgewarmtem
Medium pipettiert und bei 1000 rpm zehn Minuten zentrifugiert, um das zytotoxische DMSO zu
entfernen. Der Waschvorgang wird ein weiteres Mal durchgefiihrt. AnschlieRend werden die Zellen in
frischem Medium resuspendiert und in Zellkulturflaschen gegeben. Die Zellen werden im
CO,-Begasungsbrutschrank mit 5% CO, bei 36 °C kultiviert, regelmaRig im Lichtmikroskop auf ihre
Viabilitdt untersucht und die Suspension nach Farbumschlag des pH-Indikators im Medium

entsprechend durch Mediumzusatz expandiert.
Zellkultur:

Nach Erreichen eines stabilen Zellwachstums werden die Zellen im Vi-Cell™ gezihlt und auf 0,5x10°

lebende Zellen/ml durch Entnahme von Zellsuspension und Zugabe frischen Mediums eingestellt.
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Wihrend der laufenden Experimente werden alle Zelllinien als Grundstock in 175 cm? und in den
Versuchsansitzen in 25 cm3-Suspensions-Zellkulturflaschen im Brutschrank kultiviert. Fiir alle GCB-
Zelllinien sowie fiir die ABC-Zelllinien HBL-1 und U2932 wird RPMI 1640 mit Zusatz von L-Glutamin
verwendet, wobei 10% FBS zugesetzt wird. Die Zelllinien DB und ULA bendtigen einen FBS-Anteil von
20%. Die Zelllinien OCI-LY 3 und OCI-LY 10 bendétigen ein Medium mit 20% Volumenanteil humanen
Frischplasmas. Diese Zelllinien sind deutlich instabiler im Wachstum und missen besonders intensiv
beobachtet werden. Dreimal pro Woche ist bei allen Zellen der Austausch des Mediums
durchzufiihren, spatestens jedoch bei Farbumschlag des Indikators. Dafiir werden das bendtigte
frische Medium sowie der Serumzusatz im Wasserbad auf 36 °C vorgewarmt. Wahrenddessen werden
die Zellsuspensionen im Lichtmikroskop auf Kontaminationen mit Bakterien, Pilzen etc. untersucht.
Nach gleichmaRiger, vorsichtiger Resuspension wird eine Probe fiir das automatische Zahlgerat
genommen. AnschlieBend wird die Suspension durch berechneten Mediumzusatz wieder auf 0,5x10°
viable Zellen/ml reduziert und die Zellen werden zuriick in den Brutschrank gegeben. Bei schlechtem
Zellwachstum und niedriger Viabilitdt werden die betroffenen Zelllinien nicht fir Versuche verwendet
und umgehend auf Mycoplasmen getestet. Bei mikroskopisch sichtbarer Kontamination oder
positivem Mycoplasmen-Nachweis werden die Zelllinien verworfen und frisches Material aus der
Kryokonservierung aufgetaut und fiir Versuche vorbereitet. Um Verwechslungen zuverlassig
auszuschlielen, werden vor jedem Versuchsabschnitt Proben fiir DNA-Tests der hypervariablen
mitochondrialen Regionen von den Zelllinien genommen. Zu keinem Zeitpunkt ist eine Vermischung
von Zelllinien nachweisbar, was sich auch im konstanten Wachstums- und Versuchsverhalten der
einzelnen Zelllinien widerspiegelt. Um geniigend Material fiir gréere Versuche zu erhalten, werden
die bendtigten Zellen zuvor entsprechend expandiert und in groBere Kulturflaschen (bergefiihrt,
wobei kurzfristig auch Volumina von 300 ml Suspension erreicht werden koénnen. Da die
Kontaminationsgefahr in anndhernd vollen Flaschen durch die Nadhe der Suspension zum
Flaschendeckel erhoht ist, wird die Zelllinie nebenbei zur Sicherheit in einer kleinen Flasche weiter

kultiviert.
Einfrieren:

Nach Erhalten neuer Zelllinien oder bei Notwendigkeit, den Vorrat der Linien im —80 °C Gefrierschrank
aufzufillen, missen Zellen moglichst zeitnah nach dem Auftauen und Vermehren eingefroren werden.
Dafir werden die Zellen kultiviert, expandiert und nach Erreichen der bendétigten Zellmenge bei
gleichzeitig moglichst hoher Viabilitat zum Einfrieren vorbereitet. Die Zellen werden mit einer Zellzahl
von 1x107 Zellen/ml pro Cryoréhrchen eingefroren. Hierfiir wird die Zellsuspension im Lichtmikroskop
untersucht, im Vi-Cell™ gezahlt und entsprechend auf das Produkt aus Cryoréhrchen-Volumen und

Zellzahl eingestellt. AnschlieRend erfolgt die Abzentrifugation des Kulturmediums in 50 ml Falcons bei
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2000 rpm und zehn Minuten Laufzeit. Dabei wird die Zellsuspension bereits auf 4 °C gekiihlt. Danach
werden die Zellen in der bendtigten Menge Einfriermedium gel6st. Das Einfriermedium besteht aus
FBS mit 8% Zusatz DMSO (s.o0.). Wahrend des Pipettierens der Zellen in die vorbereiteten,

beschrifteten Cryorohrchen werden diese stets auf Eis gelagert.
Medium fiir die Zelllinien OCI-LY 3 und OCI-LY 10:

Basis des Mediums sind 400 ml IMDM + L-Glutamin + 25 mM HEPES. Wichtigster Zusatz ist humanes
Plasmapherese-Frischplasma. Fir eine Gesamtmenge von 500 ml Medium werden 100 ml Plasma
bendtigt. Hierfiir wird ein Beutel Plasma mit ca. 220 ml im Wasserbad aufgetaut. Das Plasma wird auf
50 ml Falcons aufgeteilt und bei 2000 rpm zehn Minuten zentrifugiert, um prazipitiertes Protein
abzutrennen. 100 ml des Plasmas werden in das Sammelgefall des Vakuum-Sterilfilters, der Rest zur
Wiederverwertung in Falcons gegeben und wieder eingefroren. 400 ml IMDM, 2000 IE Heparin, 0,5 ml
B-Mercaptoethanol (50 mM) und 10 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml bzw. 10 mg/ml) werden
dem Sammelgefal hinzugefligt. Das Gemisch wird zunachst durch einen Filter mit Porengroe 0,45 um
filtriert. Danach wird der Filtrationsvorgang mit Porengrof3e 0,22 um wiederholt, um sicherzustellen,
dass sich kein ausgefallenes Protein mehr im Medium befindet. Man erhalt somit 500 ml klares,

gebrauchsfertiges Medium, welches fortan im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt wird.
Fotales Kalberserum (foetal bovine serum, FBS):

FBS wird bei —20 °C im Gefrierschrank gelagert. Zur Verwendung muss das FBS zunachst im Wasserbad
aufgetaut werden, um nach Erlangen von Raumtemperatur noch fiir 45 Minuten bei 56 °C ebenfalls im
Wasserbad inaktiviert zu werden. AnschlieBend ist das FBS gebrauchsfertig und wird im Kiihlschrank
aufbewahrt. Da FBS ein biologisches Produkt ist, ist die Zusammensetzung inkonstant. Nach
Aufbrauchen einer Charge FBS muss deshalb zundchst mit mehreren verschiedenen FBS-Testseren
festgestellt werden, welches fiir die Zelllinien geeignet ist. Es bestehen Unterschiede zwischen den
Seren, wobei einige Zelllinien sehr empfindlich darauf reagieren. Daher wird eine drei- bis vierwochige
Beobachtung bendtigt, um ein vertragliches und dem Zellwachstum férderliches Serum zu

identifizieren. Wahrend eines Versuchsaufbaus wird stets FBS einer Charge verwendet.
Mycoplasmen-Test:

Der Nachweis einer Mycoplasmen-Kontamination wird mittels eines enzymatischen Tests
durchgefiihrt. Hierzu werden 100 pl Zellsuspension flinf Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand in eine 96-Zellen-Platte pipettiert. Durch Zugabe von 100 pl MycoAlert® werden die im
Uberstand vorhandenen Mycoplasmen lysiert und deren Enzym Luciferase freigesetzt. Nach fiinf

Minuten Wartezeit wird im Luminometer eine 1 s-Messung der Lichtemission durchgefiihrt, um einen
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Ausgangswert zu erhalten. AnschlieBend wird MycoAlert®-Reagenz zugegeben und das Lysat weitere

zehn Minuten inkubiert. Bei Vorhandensein von Mycoplasmen liuft folgende Reaktion ab:

Luciferase + Mg?*

ATP + Luciferin + 0, Oxyluciferin + AMP + PP; + CO, + Licht

Eine zweite Messung im Luminometer erbringt den Positivhachweis, falls die detektierte relative

Lichteinheit (relative light unit, RLU) hoher ist als der Ausgangswert.

3.2.2 Viabilititszihlung mittels Trypanblau-Ausschlusstest

Trypanblau ist ein anionischer Diazofarbstoff, der durch Defekte in Zellmembranen in tote Zellen
eindringen kann. Zur Ermittlung des Anteils lebender Zellen in einem Versuch werden 10 pl
Zellsuspension mit 10 ul Trypanblau versetzt, gemischt und in eine Neubauer-Zdhlkammer gegeben.

Dort erscheinen tote Zellen als hell- bis dunkelblau gefarbt und in

ihrer Morphologie ungleichmafRig. Im Gegensatz dazu haben

intakte, lebende Zellen ein helles Zytoplasma und sind

B gleichmaRig rund geformt.

I L | [T Es werden pro Zahlung acht der in Abbildung 3 markierten

R 16-Quadrat-Felder im Lichtmikroskop ausgezahlt. Die Berechnung

viabler (syn. lebender) Zellen pro Milliliter Suspension erfolgt mit
Abbildung 3: Schema einer

Neubauer-Zihlkammer der Formel:

n, X 10*

Tl2= 4

n, ist dabei die Zahl der als lebend beobachteten Zellen in acht GroRquadratfeldern, 10* der
Kammerfaktor und n, die Zahl lebender Zellen pro Milliliter. Der Faktor % ergibt sich aus dem
Verdinnungsfaktor 2 (Zellsuspension mit Trypanblau 1:1) und dem Quotienten 8 nach Zahlung von
acht GroRquadratfeldern. Die Zdhlung in der Neubauer-Zahlkammer wird als Kontrollinstrument im

Vergleich zum automatisierten Gerat (Vi-Cell™) verwendet.
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Funktionsweise des Vi-Cell™:

Vi-Cell™ und Vi-Cel™ XR sind von Beckman Coulter entwickelte automatisierte Messgerite, die
Aussagen zu Zellzahl und Anteil an lebenden Zellen in einer Probe geben. Die Gerate arbeiten ebenfalls

mit der Methode des Trypanblau-Ausschluss-Tests.

O

L

Abbildung 4: Beispiele der von Vi-Cell™-Gerdten erstellten Bilder wahrend einer
Versuchsauswertung. Das linke Bild zeigt einen Ausschnitt mit zahlreichen viablen Zellen
(klares Zytoplasma), das rechte Bild einen Ausschnitt mit einem hohen Anteil toter Zellen
(Zytoplasma Trypanblau-positiv, entrundete Zellen).

Fur das Vi-Cell™ sind 1,1 ml Probenmenge, fur das Vi-Cell™ XR 0,5 ml nétig. Die Gerite aspirieren die
Proben selbststandig und mischen dazu die bendtigte Menge Trypanblau. Die Zellzdhlung und die
Unterscheidung in lebende und tote Zellen erfolgt durch 50 Standbilder, die wahrend des Durchflusses
der Zellen durch die Messkammer erstellt werden. In diesen Bildern gemessene Zellen werden vor
allem der Farbintensitat ihres Zytoplasmas nach beurteilt. Zudem spielen aber ZellgréRe, ihre Rundheit
und die Dicke und Dichte der Zellmembran eine Rolle bei der Differenzierung zwischen lebend (viabel)
und apoptotisch. Die Werte werden von den Gerdten gemittelt, angezeigt und abgespeichert. Die
absolute Zahl an viablen Zellen, als Mal fiir die Zellproliferation und der Anteil viabler Zellen an der
Gesamtzellzahl einer Probe werden automatisch berechnet. Vor Verwendung neu erhaltener Zelllinien
missen in den Zahlgerdten zunachst die Einstellungen fiir die Beurteilung der Zellen Gberpriift werden.
Alle Zelllinien zeigen brauchbare Messwerte mit der werksseitig mitgelieferten ,Default”-Einstellung.
Signifikante Unterschiede zwischen dem ilteren (Vi-Cell™) und dem neueren (Vi-Cell™ XR) Z3hlgerat
werden nicht beobachtet. Die Gerate flihren nach jeder Probe einen ausfiihrlichen Reinigungsvorgang
durch, bei dem in der Messkammer verbliebene Zellbestandteile beseitigt werden und die Kammer

desinfiziert wird.
Versuchsdurchfiihrung Viabilitdtsversuche:

Der erste Arbeitsschritt nach der theoretischen Versuchsplanung ist das Bereitstellen der Therapeutika
in den gewlinschten Konzentrationen. Dazu muss jeweils eine Verdiinnungsreihe mit der Substanz
durchgefiihrt werden. Zum Verdinnen wird DMSO benutzt. Die Verdiinnungsreihe flir Temsirolimus

beispielsweise lduft wie folgt ab:
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Aus dem 100 mM konzentrierten Grundstock werden 1 pl Temsirolimus entnommen und 99 pl DMSO
hinzugefiigt. In einem weiteren Schritt entnimmt man davon wiederum 1 pl und gibt dazu 99 ul DMSO.
Somit erhalt man eine Verdiinnung um den Faktor 1:10000 und eine Konzentration von 10 uM. Nimmt
man nun 1 pl dieser Losung pro 1 ml Zellsuspension, ergibt sich ein letzter Verdinnungsschritt 1:1000,

was in der Kulturflasche die Endkonzentration 10 nM ergibt.

Die Zelllinien werden vor Ansetzen eines Versuchs mikroskopisch auf Kontamination und Viabilitat
kontrolliert und anschlieBend im Vi-Cel™ gezihlt. Gleichzeitig wird Kulturmedium erwirmt und
anschlieRend die Zellzahl in der Vorratsflasche moglichst prézise auf 0,5x10° lebende Zellen/ml
eingestellt. Versuche werden nur unter der Voraussetzung einer hohen Gesamtviabilitat (> 80%) der
Zelllinie begonnen. Nach Mediumzugabe wird die Kultur nochmals gemischt, um eine gleichmaRig
konzentrierte Suspension zu erhalten. Alle Versuche werden im Dreifachansatz durchgefiihrt, um bei
der Auswertung einen Mittelwert und eine Standardabweichung zu erhalten. Je drei Flaschen werden
mit Datum, Name der Zelllinie, zugegebenem Therapeutikum und fortlaufender Nummerierung
beschriftet. Zuletzt wird das Therapeutikum in die Pipettierrinne der Flaschen vorgelegt und
Zellsuspension zugegeben. Die Flaschen werden geschwenkt, um das Therapeutikum gleichmaRig zu
verteilen. Fir jeden Versuchsaufbau muss auch eine Kontrolle mit unbehandelten Zellen vorbereitet
werden. Auch die Kontrolle wird im Dreifachansatz pipettiert. Um mogliche zellschadigende Effekte
der Verdiinnungssubstanz DMSO nicht zu vernachlassigen, wird der Kontrolle je 1 ul DMSO pro 1 ml
Zellsuspension beigefligt. Um eine artifizielle Vermischung von Zelllinien zu vermeiden, werden die
Zelllinien nacheinander pipettiert. Nach Fertigstellung aller Flaschen einer Zelllinie werden diese in den
Brutschrank gegeben. Von den drei Kontrollflaschen wird noch eine Probe genommen, die im Vi-Cell™
gezahlt wird. Unter Annahme einer zuvor gleichmaRig gemischten Zellsuspension werden der
erhaltene Mittelwert und die Standardabweichung spater bei der Auswertung auf alle Flaschen dieses
Ansatzes als Ausgangs-Zellzahl ibertragen. Die hergestellte Verdiinnungsreihe der Therapeutika wird
bei groleren Restmengen in steriler Umgebung verschlossen und in den —20 °C Gefrierschrank
gegeben, um bei einem nachsten Versuch wiederverwendet zu werden. Nach 24, 48 und schlieRlich 72
Stunden werden die Flaschen aus dem Brutschrank genommen, im Mikroskop begutachtet und zur
Probenentnahme in die Sterilgutwerkbank gegeben. Vor dem Pipettieren der Probe werden die

I™ werden die Flaschen wieder in den

Flaschen geschwenkt. Nach erfolgreicher Messung im Vi-Cel
Brutschrank zuriickgegeben bzw. nach der 72 h-Messung verworfen. Die Auswertung der
Viabilitatsdaten erfolgt in PC-gestiitzten Kalkulationen. Die absoluten Zellzahlen der Dreifachansatze
werden unterteilt nach 24, 48, und 72 Stunden jeweils gemittelt und die Standardabweichungen
berechnet. Zusatzlich werden die absoluten Zahlen der Ansatze mit Therapeutika folgendermalen in

Bezug zu den unbehandelten Kontrollen gesetzt:
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||D>\

t

1(A)¢= 7,

| ist die durch Zugabe von Substanz A verminderte Zellproliferation zum Zeitpunkt t als absolute Zahl,
berechnet durch den Quotienten aus dem Mittelwert A der absoluten Zellzahlen in Flaschen mit
Substanz A und dem Mittelwert U der Zellzahlen in den unbehandelten Kontrollflaschen, gleichzeitig
ermittelt zum Zeitpunkt t. In den gezeigten Grafiken werden die bei den absoluten Zellzahlen
ermittelte Standardabweichung und der berechnete Wert /(A): mit 100 multipliziert und anschaulich

in Prozent ausgedriickt dargestellt.

Durch die Berechnung der Einzeleffekte der Therapeutika kann man ferner Aussagen zur Wirksamkeit
einer Kombination von Substanz A mit Substanz B erhalten. Das Produkt aus I(A4); X I(B); ergibt die
theoretisch mogliche Proliferations-Inhibition in der Annahme, dass sich Substanz A und Substanz B
nicht in ihrem Wirkmechanismus beeinflussen. Durch die Versuche mit Zugabe zweier Therapeutika
zum gleichen Zeitpunkt in eine Versuchsflasche erhdlt man den realen Effekt I1(AB);. Grundlage fiir
die Berechnung der Wechselwirkungen ist folgende Formel, der ,fractional product”- Methode nach

Webb folgend®®:
z= I(A) x I(B) — [(AB)

Um eine Fehlinterpretation nahe dem Ergebnis z = 0 zu vermeiden, werden die Grenzen bei + 0,1
festgelegt. Synergismus wird mit z > 0,1, Antagonismus mit z < —0,1 definiert, Ergebnisse zwischen

—-0,1 und +0,1 gelten als additiver Effekt der Therapeutika.
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3.2.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdoglicht die Auswertung verschiedener zellspezifischer Parameter auf der
Grundlage ihrer Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften. Diese Methode basiert auf dem Prinzip der
Emission von optischen Signalen, die von Zellen generiert werden, wahrend sie einen Laserstrahl
passieren. Durch die Analyse des refraktierten Lichtes werden Aussagen (iber die GroRe, innere
Zellstruktur (Granularitat) sowie Fluoreszenzeigenschaften der Einzelzellen erméglicht. Zusatzlich zur
moglichen Eigenfluoreszenz der Zelle kann eine weitere Fluoreszenz durch die Markierung mit

Farbstoffen induziert werden.

Mit Hilfe von Photodetektoren im Durchflusszytometer werden Streulicht und Fluoreszenzlicht erfasst
und in elektrische Signale transformiert. Das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) wird von der
Zellinnenstruktur beeinflusst, das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) von der ZellgréRe. Variable
Kandle verschiedener Emissionsspektren ermoglichen die Erfassung einer Vielzahl von
Fluoreszenzfarbstoffen. Durch Markierung mit fluoreszierenden Antikorpern kdnnen so spezifische
Strukturen der Zelle, wie zum Beispiel intrazelluldre Proteine, im Durchflusszytometer erkannt und

guantitativ erfasst werden.

Spektrale Uberlappung bei simultaner, mehrfarbiger Analyse kann zu falsch positiven Artefakten
fihren und wird durch sogenanntes Kompensieren ausgeglichen. Hierbei wird nach Messung von
einfach und doppelt gefarbten Kontrollproben durch elektronische Subtraktion der Gberlappenden,

spektralen Wellenlangen das artifizielle Signal vermindert.

Im Durchflusszytometer FACSCalibur™ werden die vorbereiteten Zellen angesaugt und mit einer
Tragerldsung auf ungefdhr 6 m/s beschleunigt. Sie gelangen in eine Messkammer, in der sie von einem
luftgekiihlten Argonlaser mit 488 nm Wellenlange angestrahlt werden. Das einfallende Licht wird in
den Zellen durch GréRe, Zellmembran und Granularitat unterschiedlich gestreut. In der Messkammer
befinden sich mehrere Detektoren, die das gestreute Licht analysieren. Wichtig ist, dass zur
Vermeidung von Artefakten alle Zellen einzeln nacheinander in die Kammer gelangen. Die
Geschwindigkeit dafiir kann manuell auf 12 pl/min, 35 pl/min und 60 pl/min eingestellt werden und
wird vom Anwender anhand der Zahl der Ereignisse pro Sekunde reguliert, welche nicht iber 300
betragen soll. Die Anzeige aller Einzelmessungen auf FSC (x-Achse) und SSC (y-Achse) ergibt das

Punktwolkendiagramm.

3.2.3.1 Zellzyklusanalyse mit Propidiumiodid-Fdrbung

Die Zellzyklusanalyse wird in dieser Arbeit stets nach 48 Stunden Inkubationszeit der Zelllinien mit den

Therapeutika durchgefiihrt. Fiir die Analyse missen die Zellen mit Propidiumiodid versetzt werden,
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welches in DNA interkaliert. Zellen, die sich im G1- und GO-Stadium des Zellzyklus befinden, haben die
einfache Menge DNA und somit auch die einfache Menge Propidiumiodid in der DNA interkaliert.
Zellen im G2-Stadium haben kurz vor der Zellteilung die doppelte DNA-Menge und somit die zweifache
Menge Propidiumiodid aufgenommen. Zellen in der S-Phase befinden sich statistisch verteilt
dazwischen. Die Zellzahlen in G1/GO- und G2-Phase gleichen optimalerweise einer Gaul¥’schen
Normalverteilung. Die Einstellungen fir den FSC, SSC und die Propidiumiodid-Detektion auf Detektor
FL2 werden vor jedem Versuch mit unbehandelten Zellen neu eingestellt und dann konstant belassen,

wahrend eine Versuchsreihe einer Zelllinie gemessen wird. Dazu werden Proben der einzelnen
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Abbildung 5: Beispielhaft fiir alle durchgefiihrten Zellzyklusanalysen werden je ein Bild einer unbehandelten Probe (links)
und einer mit Ibrutinib behandelten Probe (rechts) der Zelllinie HBL-1 nach 48 Stunden Inkubationszeit gezeigt, zusitzlich
ist jeweils die numerische Auswertung der Probe dargestellt, wobei der Anteil der Zellen in G1-, S- und G2-Phasen
prozentual angegeben ist (Freq. G1, Freq. S, Freq. G2).

Versuchsflaschen im Vi-Cell™ gemessen, um die Zellzahl und die Viabilitat vor der Zellzyklusanalyse zu
kennen. Ein Milliliter Zellsuspension pro Flasche wird anschlieBend entnommen und in die
vorbereiteten, beschrifteten 5 ml FACS-Réhrchen gegeben. Zu Beginn muss das Kulturmedium
ausgewaschen werden, wofir die Proben mit 2000 rpom zehn Minuten zentrifugiert und die Zellen
wihrend des Zentrifugierens bereits gekiihlt werden. AnschlieBend wird der Uberstand verworfen,
2 ml kaltes DPBS hinzugegeben und die Zentrifugation wiederholt. Nach Verwerfen des erhaltenen
Uberstandes werden die Zellen mit 1,5 ml vorgekiihltem 70%igem Ethanol versetzt und auf Eis in einer
Styroporkiste warmeisoliert fiir 30 Minuten inkubiert. Durch die Ethanolfixierung wird erst ermdglicht,
dass Propidiumiodid in die Zellen eindringt. Es folgt ein zweifacher Zentrifugations- und Waschgang
mit DPBS. Um sicher zu gehen, dass ausschlieBlich DNA gefarbt wird, werden 50 pl RNAse (100 pg/ml)
zugegeben. Als letztes werden den Proben 0,2 ml Propidiumiodid-Lysispuffer-Zubereitung (100 mg
Natriumcitrat, 2 mg Propidiumiodid, 100 pl Triton X-100, 100 ml Aqua dest, pH 8,0 mit HCI)
beigemengt, wobei Propidiumiodid proportional zur DNA-Menge in diese interkaliert. Die Proben
werden innerhalb einer Stunde nach Anfertigung am Durchflusszytometer analysiert. Die Auswertung

der Daten erfolgt mittels der Software FlowlJo.
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Aus dem Punktwolkendiagramm FSC vs. SSC werden die Zellen ausgewahlt, die auf der FSC-Achse
ausreichend signalstark sind. Die Zellzahl (y-Achse) wird im Histogramm aufgeteilt nach
Propidiumiodidmenge (x-Achse) dargestellt. Um den Auswertungsfehler bei der Berechnung durch
FlowJo gering zu halten, werden hier vor der Zellzyklusanalyse nach Watson noch die Bereiche
linksseitig der G1- und rechtsseitig der G2-Phase ausgegrenzt. Nach kleinen manuellen Korrekturen

werden die kalkulierten G1/GO0-, S- und G2-Phasenanteile in Prozent angezeigt.

3.2.3.2 Bestimmung der Apoptoserate mit Annexin V/ Propidiumiodid-Fdrbung

Fiir die Apoptosedetektion wird die Kombination aus Propidiumiodid- und Annexin V-Farbung
benétigt. Annexin V bindet Ca?*-abhingig an den Membranbaustein Phosphatidylserin, welches erst
mit Beginn der Zellapoptose von der zytoplasmatischen Seite auf die extrazelluldre Seite der
Zellmembran wechselt. Propidiumiodid kann in diesen Versuchen nur durch defekte Zellmembranen
apoptotischer Zellen eindringen. Zellen, die positiv fir Annexin V und Propidiumiodid gefarbt sind,
befinden sich in Spatapoptose oder sind bereits tot. Lebende Zellen sind fir keinen der beiden Marker
positiv. Zellen, die bereits fir Annexin V, jedoch noch nicht fiir Propidiumiodid positiv gefarbt sind,

gelten als friithapoptotisch.
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Abbildung 6: Beispiel zweier Apoptosemessungen in der Zelllinie OCI-LY 3 nach 48 Stunden Inkubationszeit: links die
unbehandelte Kontrolle, rechts behandelt mit Bortezomib/Idelalisib. Die Zellen werden im Punktwolkendiagramm jeweils
in logarithmischer Skalierung dargestellt nach der detektierten Menge gebundenen Annexin V (x-Achse; FL1-H) und der
Menge aufgenommenen Propidiumiodids (y-Achse; FL2-H). Durch Einlegen eines Vierquadrantengitters erhdlt man die
prozentuale Verteilung der Zellen in lebende (Q4), friih- (Q3) und spatapoptische Zellen (Q2).

48 Stunden nach Zugabe der Therapeutika wird mit dem Vorbereiten der Proben zur Detektion der
apoptotischen Zellen begonnen. Zunachst wird 1 ml Zellsuspension aus den Versuchsflaschen in
FACS-R6hrchen pipettiert. Die Zellen werden zweimal bei Raumtemperatur durch Zentrifugation und

Zugabe von DPBS gewaschen (s. 0.). Es werden je 5 pl Annexin V-FITC (Fluorescein-Isothiocyanat) und
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Propidiumiodid zugegeben. Die Rohrchen werden vorsichtig geschwenkt und fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Danach werden 400 pl mit Aqua dest 1:9 verdinnter
Annexin V Binding Buffer zugegeben. Darin sind enthalten 10 mM HEPES/NaOH (pH 7,4), 140 mM NacCl

und 2,5 mM CaCl,. Ausgewertet werden die Daten mit FlowJo.
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3.2.4 Western Blotting

24 Stunden nach Ansatz und der Analyse im Vi-Cell™ werden den Zellkulturflaschen Proben mit einer
Million Zellen fiir Western Blot- Analysen entnommen. Eine Probe wird jeweils in ein
Eppendorf-ReaktionsgefiaR gegeben und bei 2000 rpm fiir elf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wird anschlieBend abpipettiert. Um in den Zelllinien OCI-LY 3 und OCI-LY 10 Nebenbanden aufgrund
des FFP-Zusatzes zu reduzieren, werden diese Zellen nach der ersten Zentrifugation zusatzlich noch
einem Waschgang mit DPBS unterzogen. Auf das Zellpellet werden 90 pl Lysispuffer gegeben und die
Proben liber Nacht in einen rotierenden Stander gestellt. Am nachsten Morgen kénnen die Proben
dann eingefroren oder bereits fiir Western Blots verwendet werden. Dazu werden als nachstes 10 pl
Bromphenolblau zu den lysierten Zellen gegeben. Es folgt ein finfminiltiges Verweilen der Proben im
95 °C Heizblock. Nach kurzem Abkiihlen der Proben werden diese noch eine Minute bei 2000 rpm
zentrifugiert, um das im GefaR verdunstete Kondensat wieder der Probe zuzufligen. Abschliefend

lagert die Probe auf Eis.
Acrylamid Gele:

Die Dichte eines Gels setzt sich aus dem Verhaltnis Acrylamid/Wasser zusammen und wird in Prozent
angegeben. Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese lassen sich Proteinmengen auf Grund
ihrer Masse auftrennen. Dabei wandern die zu trennenden Proteine nach Anlegen einer elektrischen
Spannung durch eine inerte Matrix aus stark vernetzten Polyacrylamidketten. Zur Optimierung der
Auftrennung wird das Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) zugefligt, welches die Proteine
denaturiert und zu einer Dissoziation der multimeren Proteine in ihre Untereinheiten fiihrt. Weiterhin
wird durch die Bindung des stark negativ geladenen SDS an durchschnittlich jede zweite Aminosaure
der Polypeptidketten erreicht, dass die urspriingliche Ladung des Proteins vernachlassigt werden kann;
es liegen alle Proteine mit einem angeglichenen Ladung-Masse-Verhaltnis vor. Dadurch ist
ausschlieBlich die Lange der Polypeptidkette (entspricht der Proteinmasse) fiir die Laufgeschwindigkeit

entscheidend.

Es werden 8-, 10- und 12%ige Gele verwendet. Bestandteile der Gele sind H,O, Acrylamid-Mix 30%,
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 1,5 M und SDS 10%. Als letztes werden Ammonium-Persulfat 10%
und TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin) zugegeben und das Gemisch durchmengt. Die
freien Radikale des Ammonium-Persulfates sind fiir die Polymerisation des Gels verantwortlich, wobei
diese Reaktion durch TEMED katalysiert wird. Nach Durchmengen wird die Losung sofort in die
vorbereiteten Formen gegossen und ist nach 30 Minuten ausgehartet. Auf das fertige Gradientengel

wird zusatzlich ein Sammelgel mit einem geringeren Anteil Acrylamid-Mix in gleicher Arbeitsweise
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gegossen, in welches die Kimme mit 20 Fachern eingesetzt werden. Nach weiteren 30 Minuten ist das

Sammelgel ausgehértet und die Kimme kdnnen entnommen werden.

Die Kdmme werden in die Laufkammer installiert und diese mit Laufpuffer befillt. In das erste Fach
wird der Protein-Standard geladen, der eine GroBenbestimmung der Banden ermdglicht. AnschlieRend
werden die Proben der Dreifach-Versuchsansidtze nebeneinander in die Facher pipettiert. Die
Spannung wahrend eines Laufes betragt wahrend der ersten halben Stunde 61 V, dann fiir eineinhalb
Stunden 81V und schliefllich 121V, bis die gewilinschten Proteingroflen optimal auf der Gellange
aufgeteilt sind. Nach dem Lauf werden die Gele auf vorbereitetes Membranpapier in die Blotkammer
gelegt. In die Kammer wird Puffer hinzugegeben und das Ubertragen gestartet. Das Blotten wird
zweieinhalb Stunden durchgefiihrt, sodass die Proteine fest auf der Membran fixiert sind. Die
Membranen werden fiir eine Stunde in Milch geblockt, wodurch freie Protein-Bindestellen mit
Milchbestandteilen besetzt werden. Die 5%ige Milch wird durch Lésen von Milchpulver in TBST-
(Tris-Buffered Saline Tween 20) Puffer hergestellt. Nach dem Blocken werden die Membranen dreifach
mit TBST-Puffer gewaschen. Es folgt die Zugabe des ersten Antikdrpers, wobei diese jeweils in 5%
Albumin Fraktion V verdinnt werden. Pro Versuchstag und Membran wird jeweils nur ein erster
Antikorper verwendet. Die Membranen werden in Falcons gelegt und zwolf Stunden bei 4 °C auf einem
Rollgerat bewegt. Vor Zugabe des zweiten Antikorpers werden die Membranen dreimal gewaschen.
Die Membranen werden mit dem zweiten Antikorper eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Weitere drei Waschgange sind notwendig vor Zugabe der Lumineszenz-Losung. Diese wird unmittelbar
vor Gebrauch im Verhaltnis 3 ml Lésung A (200 ml 0,1 M Tris-HCL pH 8,6, 50 mg Luminol), 300 pl
Lésung B (11 mg para-Hydroxycoumarinsdure in 10 ml DMSO) und 0,9 ul H,0, (35%) hergestellt. Die
Membranen werden aus den Falcons genommen und flach auf eine Folie gelegt, auf die 3 ml
Lumineszenz-Losung je Membran pipettiert wird. Nach einer Inkubationszeit von zwei Minuten wird
Uberschiissige Losung mit Zellstoff aufgenommen und die Membranen werden in Rontgenkassetten in
die Dunkelkammer transportiert. Dort werden blausensitive Rontgenfilme zwischen drei Sekunden
und finf Minuten lang durch die Membranen belichtet und sofort entwickelt. Nach einer halben
Stunde Waschzeit mit TBST-Puffer kbnnen die Membranen mit dem nachsten ersten Antikdrper
wiederverwendet werden. Bis zu acht verschiedene Antikdrper werden auf einer Membran detektiert.
Die Auswertung der Rontgenfilme erfolgt durch das Einscannen und Erstellen eines
Graustufenabbildes. Mit dem Programm TINA 2.0 kann die Leuchtintensitat der manuell umrandeten
Banden in der Einheit od/mm? ermittelt werden. Nach Herausrechnen der Hintergrundintensitit erhlt
man absolute Zahlen, die dann aus den Dreifachansatzen gemittelt und in Bezug zu den unbehandelten
Kontrollen gesetzt werden. Banden mit hoherer optischer Dichte als die Kontrollen zeigen eine hdhere

Expression der Proteine an und umgekehrt.
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Um den Einfluss der Proteinmenge herausrechnen zu kénnen, wird die Dichte der Antikorperbanden

stets im Verhaltnis zur Dichte des Aktins der gleichen Probe gemessen.

Abbildung 7: Dargestellt ist exemplarisch fiir die durchgefiihrten Western Blots ein Blot der Zelllinie HBL-1 nach 24 Stunden
Inkubation mit der Bande phRictor. Die Acrylamidgele erlauben die gleichzeitige Befiillung in 18 Kammern. Von rechts nach
links sind zu sehen jeweils die Banden der Triplets der unbehandelten Proben (UTR), sowie nach Inkubation mit
Bortezomib, Temsirolimus, Bortezomib/Temsirolimus, Ibrutinib und Bortezomib/lbrutinib. Die Anwendung von
Temsirolimus fiihrt hier sowohl in Monotherapie als auch in Kombination zu einem vollkommenen Verschwinden der
phRictor-Bande, was fiir eine komplette Dephosphorylierung von Rictor spricht.
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4 Ergebnisse

4.1 Viabilititsversuche zur Dosisfindung mit Monosubstanzen
4.1.1 Bortezomib

4.1.1.1 ABC-Zelllinien

ABC- Zelllinien: Bortezomib Tag 3; Wachstum in % UTR
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Abbildung 8: Dargestellt ist das Proliferationsverhalten der ABC-Zelllinien nach 72 Stunden
Inkubation mit Bortezomib. Die gezeigten Werte sind ins Verhdltnis zum Wachstum der

unbehandelten Kontrollen gesetzt.

In den Zelllinien OCI-LY 3 und OCI-LY 10 ergeben sich sehr wechselhafte Ergebnisse in den
Dosisfindungsexperimenten. In OCI-LY 3 erreicht man mit 2,5 nM einen maRigen Effekt, jedoch durch
die doppelte Konzentration bereits eine sehr starke Proliferationshemmung. Zur besseren Eingrenzung
der Konzentration flir Kombinationsexperimente wird ein weiterer Ansatz mit den Konzentrationen
4 nM, 4,25 nM und 4,5 nM versucht (Daten nicht dargestellt). Dabei kann man feststellen, dass 4 nM
eine vergleichbar starke Zellteilungshemmung bewirkt wie 5 nM im vorherigen Ansatz (17,88% vs.
23,18%). Auch die Reduktion der Viabilitat, die Bortezomib in OCI-LY 3 verursacht, ist vergleichbar. Im
5 nM-Ansatz verringert sich die Viabilitdt um 30 Prozentpunkte auf 49,83%, im 4 nM-Ansatz um 40
Prozentpunkte auf 57,39%. Ein moglicher Grund dafiir ist, dass die Ausgangsviabilitdt und damit die
Proliferationsbereitschaft der Zellen im 4 nM-Ansatz etwas hoher ist als im vorherigen Versuch mit
5 nM. Da jedoch beide Konzentrationen eine zu starke Wirkung zeigen, wird 3,75 nM als Konzentration
in den Kombinationsexperimenten fiir Versuche mit OCI-LY 3 verwendet. Auch fiir OCI-LY 10 wird eine
feinere Abstufung von 2 nM bis 2,5 nM versucht, da 2,5 nM bereits einen starken Effekt ergeben. Es

zeigt sich kein relevanter Unterschied der Proliferationshemmung durch die feineren
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Konzentrationsunterschiede (Daten nicht dargestellt). Zur Vergleichbarkeit mit anderen Zelllinien

werden fir die Zelllinie OCI-LY 10 deshalb 2,5 nM Bortezomib in den weiteren Versuchen benutzt.

In den Zelllinien HBL-1 und U2932 ergeben die Experimente zur Dosisfindung mit Bortezomib einen
maRigen Effekt (85,41% und 88,85%) bei 1,67 nM und eine starke Proliferationshemmung bei 4,17 nM
(21,62% und 26,12%). In den beiden niedrigen Dosierungen ist die Wirkung zunehmend mit langerer
Inkubationszeit (Daten nicht dargestellt) und die Viabilitdt der Zellen bleibt hoch. In der hochsten
Konzentration verringert sich die Gesamtzahl der lebenden Zellen im Vergleich zur 0 h-Messung in
beiden Zelllinien und die Viabilitat ist an Tag 3 des Versuches bei HBL-1 stark reduziert von 97,60% auf
63,87% Anteil lebender Zellen. In U2932 ist dieser Effekt schwacher ausgepragt zu beobachten.
Interessanterweise ist hier der Anteil lebender Zellen mit 87,49% bereits nach 48 Stunden am

niedrigsten.

4.1.1.2 GCB-Zelllinien

GCB- Zelllinien: Bortezomib Tag 3; Wachstum in % UTR
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Abbildung 9: Relatives Wachstum der mit Bortezomib versetzten GCB-Zelllinien an Tag 3
unter verschiedenen Dosiseskalationen

Alle GCB-Zelllinien zeigen eine gleichgerichtete, dosisabhdngige Reduktion der Proliferation unter
Bortezomib. Bei WILL-2, SU-DHL 4 und SU-DHL 5 ist der Effekt bereits bei 1,67 nM erkennbar, bei den
anderen Zelllinien erst bei 4,17 nM. Nach 72 Stunden ergibt sich mit 4,17 nM im Mittel eine
Gesamtzahl lebender Zellen von 36,86% bezogen auf die unbehandelten Kontrollen. Da dies ein zu
starker Einzeleffekt ist, wird flir die Kombination mit anderen Substanzen 2,5 nM als geeignet
betrachtet. In allen Zelllinien sinkt der Anteil lebender Zellen stark ab. Messbar wird die

Proliferationsreduktion nach 48 Stunden (Daten nicht dargestellt).
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4.1.2 Temsirolimus

4.1.2.1 ABC-Zelllinien

ABC- Zelllinien: Temsirolimus Tag 3; Wachstum in % UTR
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Abbildung 10: Die Abbildung zeigt prozentual die Proliferationsinhibition der ABC-Zelllinien
nach Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationsstufen Temsirolimus relativ zu den
jeweiligen unbehandelten Kontrollen (UTR), gemessen nach 72 Stunden.

Die ABC-Zelllinien HBL-1 und U2932 zeigen sich im Monoversuch mit Temsirolimus dosisabhadngig
sensitiv fir Temsirolimus. Nach 72 Stunden betragt das Zellwachstum unter Inkubation mit 10 nM im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bei HBL-1 45,35% und bei U2932 57,40%. Dosiseskalationen
jenseits von 10 nM bringen keinen weiteren Inhibitionseffekt, sodass 10 nM als geeignete Dosis fiir
einen Kombinationsversuch betrachtet wird. Das stark verminderte Zellwachstum ldsst sich bei beiden
Zelllinien bereits nach 24 Stunden erkennen. Die Viabilitdt der Zellen ist bei allen Dosisstufen
uneingeschrankt hoch, was zeigt, dass keine Apoptose der Zellen induziert wird (Daten nicht

dargestellt).

In den Zelllinien OCI-LY 3 und OCI-LY 10 bewirkt eine Temsirolimus-Konzentration von 10 nM eine
50%ige Proliferationsinhibition an Tag 3. In OCI-LY 3 ist der Effekt bereits nach 48 Stunden voll
ausgepragt und die Anzahl der lebenden Zellen im 10 nM-Ansatz ist nach 72 Stunden unverandert zum
Vortag. Durch eine Dosissteigerung auf 100 nM l3sst sich ein etwas starkerer Effekt erzielen, sodass an
Tag 3 44,87% statt 49,05% lebende Zellen gezahlt werden im Vergleich zur Zellzahl der unbehandelten
Kontrolle. In der Zelllinie OCI-LY 10 ist ein Unterschied zwischen 48 h- und 72 h-Messung in allen
Konzentrationen erkennbar. Der Effekt der Wachstumshemmung lasst sich durch die Dosiserhéhung
von 10 nM auf 100 nM nicht weiter steigern (47,14% vs. 47,31%). In beiden Zelllinien bleibt die

Viabilitat auf dem Niveau der unbehandelten Zellen. Insgesamt zeigen sich alle vier Zelllinien des ABC-
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Typs sensibel auf 10 nM Temsirolimus mit einer mittleren Proliferationshemmung (1Cso) von 49,73%
nach 72 Stunden Inkubation und einer Breite der Messwerte von 45,35% in HBL-1 und 57,40% in
U2932. Daher scheint die Verwendung von 10nM Temsirolimus sinnvoll fir die

Kombinationsexperimente.

4.1.2.2 GCB-Zelllinien

GCB- Zelllinien: Temsirolimus Tag 3; Wachstum in % UTR
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Abbildung 11: Relatives Wachstum der mit Temsirolimus versetzten GCB-Zelllinien an Tag 3 in
verschiedenen Dosiseskalationen

Alle in den Vorversuchen mit Temsirolimus getesteten GCB-Zelllinien sprechen dosisabhangig auf eine
Exposition an. Am empfindlichsten nach 72 Stunden zeigt sich die Linie SU-DHL 5 mit einer Proliferation
von 30,04% verglichen zur unbehandelten Kontrolle unter 10 nM Temsirolimus, am wenigsten, jedoch
ausreichend empfindlich ist die Zelllinie ULA mit 66,22% Proliferation unter 10 nM. Als geeignete Dosis
bei einer mittleren Wachstumshemmung aller GCB-Zelllinien von 51,78% wird die Konzentration
10 nM fiir samtliche Kombinationsexperimente verwendet. Durch weitere Dosiseskalation jenseits von

10 nM ist bei samtlichen Zelllinien keine weitere Inhibition der Zellproliferation messbar.
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4.1.3 Ibrutinib

4.1.3.1 ABC-Zelllinien

ABC- Zelllinien: Ibrutinib Tag 3; Wachstum in % UTR
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Abbildung 12: Dargestellt ist das Proliferationsverhalten der ABC-Zelllinien nach Behandlung
mit unterschiedlichen Konzentrationen Ibrutinib nach 72 Stunden, ausgedriickt in Relation zu
den unbehandelten Kontrollen.

In der Dosisfindung mit Ibrutinib ergibt sich bei den ABC-Zelllinien ein sehr unterschiedliches Resultat.
Die Zelllinie HBL-1 wachst bereits bei einer Dosis von 2,5 nM langsamer und es ergibt sich eine auf
62,11% verringerte Zahl lebender Zellen an Versuchstag 3 verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Der
Effekt ist bereits nach 24 Stunden messbar und die Zellen proliferieren in den darauffolgenden
48 Stunden kaum. Interessanterweise bringt eine 400-fache Dosiseskalation auf 1 uM lbrutinib keinen
weiteren messbaren Effekt, wobei auch die Viabilitdt der Zellen konstant hoch bleibt (Daten nicht
dargestellt). U2932 zeigt durch alle Dosisstufen gemittelt im Rahmen der Standardabweichung einen

keinen messbaren Effekt (95,60%).

In OCI-LY 10 erhdlt man einen dosisabhangigen Effekt, mit einer Inhibition von 54,23% nach
72 Stunden durch Inkubation mit 2,5 nM lbrutinib. Die Viabilitat der Zellen sinkt mit zunehmender
Dosis von 98% lebenden Zellen in den unbehandelten Kontrollen Gber 96% (2,5 nM), 92% (5 nM) auf
91% bei einer Dosis von 50 nM. Der Effekt der Proliferationsreduktion zeigt sich zeitabhangig tber alle
Versuchstage in den beiden niedrigen Konzentrationen, bei 50 nM ist kein Wachstum mehr zwischen
48 und 72 Stunden messbar (Daten nicht dargestellt). OCI-LY 3 zeigt (ber alle verwendeten
Dosierungen konstant eine schwache Hemmung der Zellteilung, wobei bei 2,5 nM ein Wert von 83,20%
lebender Zellen verglichen zur unbehandelten Kontrolle berechnet wird. Die Viabilitat der Zellen ist

dabei unverandert zur Kontrolle. Zusammenfassend erscheint die Verwendung von 2,5 nM sinnvoll, da
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in zwei Zelllinien der gewiinschte Effekt einer ca. 50%igen Proliferationsinhibition erzielt wird (62,11%
bei HBL-1; 54,23% bei OCI-LY 10) und bei den wenig empfanglichen Zelllinien U2932 und OCI-LY 3 kein

Effekt durch eine Dosiseskalation erzielt werden kann.

4.1.3.2 GCB-Zelllinien

GCB- Zelllinien: Ibrutinib Tag 3; Wachstum in % UTR
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Abbildung 13: Relatives Wachstum der mit Ibrutinib versetzten GCB-Zelllinien an Tag 3 nach
Inkubation mit fiinf verschiedenen Dosiseskalationsstufen

In der Dosisfindung mit Ibrutinib ldsst sich in allen GCB-Zelllinien auBer HT bis zu einer Konzentration
von 100nM dosisunabhéngig eine maRige Proliferationsinhibition von etwa 80 bis 85% beobachten. In
den Zelllinien ULA, SU-DHL 5 und HT lasst sich durch eine Konzentration von 1 uM lbrutinib eine etwas
starkere Inhibition auslosen, insbesondere bei ULA wird ein Wert von 37,75% im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle erreicht. Die Effekte unter 2,5 nM sind bereits nach 24 Stunden erkennbar
und die Viabilitdt der Zellen bleibt konstant hoch (ber alle Dosisstufen hinweg (Daten nicht
dargestellt). Da 2,5 nM lbrutinib ausreichen, um bei einigen GCB-Zelllinien einen Effekt hervorzurufen
und die Vergleichbarkeit mit den ABC-Zelllinien erhalten werden soll, wird diese Konzentration in den

weiteren Experimenten beibehalten.
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4.1.4 Idelalisib

4.1.4.1 ABC-Zelllinien

ABC- Zelllinien: Idelalisib Tag 3; Wachstum in % UTR
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Abbildung 14: Dargestellt ist das Proliferationsverhalten der ABC-Zelllinien nach 72-
stiindiger Inkubation mit Idelalisib. Die gezeigten Werte sind ins Verhaltnis zum Wachstum
der unbehandelten Kontrollen gesetzt.

In den Monosubstanzversuchen mit Idelalisib zeigen sich die ABC-Zelllinien HBL-1 und U2932 bereits
bei einer dulRerst niedrigen Dosierung von 1 nM leicht sensitiv. Bis zur 1000fachen Steigerung der Dosis
ist der Effekt konstant, durch die weitere Eskalation auf 10 uM Idelalisib erzielt man schliefilich eine
signifikante Reduktion im Vergleich zu 1 uM. Man erhalt eine Inhibition auf 60,29% UTR bei HBL-1 und
69,51% UTR bei U2932. Die Zellen teilen sich unter den vier niedrigen Dosierungen etwas vermindert
im Vergleich zur Kontrolle, bei 10 uM ist keine Proliferation mehr messbar und die absolute Zellzahl ist
identisch zur 0 h-Messung (Daten nicht dargestellt). Der zuséatzliche Effekt durch 10 uM bei HBL-1 zeigt
sich auch in der Reduktion der Viabilitat, die erst in dieser Konzentration messbar abnimmt. In U2932
erhoht sich der Effekt der relativen Wachstumshemmung mit der Dauer der Inkubation konstant und
die Zellen teilen sich auch unter 10 uM noch maRig schnell, wobei die Viabilitat der Zellen stets der

unbehandelten Kontrolle gleicht.

In OCI-LY 3 ist das Verhalten zwischen 10 nM und 1 uM Idelalisib konstant, dhnlich zu den Zelllinien
HBL-1 und U2932. In der Zelllinie OCI-LY 10 erreicht man einen starkeren Effekt durch die Eskalation
von 100 nM auf 1 uM, einhergehend auch mit einer Verringerung der Viabilitdt der Zellen. Insgesamt
zeigt sich in der Zelllinie OCI-LY 10 ein starkerer Effekt durch 1uM lIdelalisib sowie in HBL-1 und U2932
durch 10uM. In den weiteren Experimenten wird eine Konzentration von 5 uM Idelalisib in allen ABC-

Zelllinien verwendet, um weiterhin auch einen Vergleich zu den GCB-Zelllinien mdglich zu machen.
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4.1.4.2 GCB-Zelllinien

GCB- Zelllinien: Idelalisib Tag 3; Wachstum in % UTR
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Abbildung 15: Die Abbildung zeigt das relative Wachstum der mit Idelalisib versetzten GCB-
Zelllinien an Tag 3 nach Inkubation mit verschiedenen Dosiseskalationen.

Vier von sechs DLBCL-Zelllinien des GCB-Phanotyps zeigen sich empfindlich fir Idelalisib, bei DB und
SU-DHL 4 kann auch mit hohen Konzentrationen keine Proliferationsinhibition bewirkt werden. Die
Zelllinien HT, SU-DHL 5 und ULA reagieren ab 100 nM Idelalisib dosisabhingig mit reduzierter
Proliferation, bei WILL-2 tritt ein starkerer Effekt erst mit 10 uM ein. Bei 10 uM ergibt sich bei den
sensitiven Zelllinien ein Mittelwert von 54,76%. Dass ULA am sensitivsten fir Idelalisib ist, zeigt sich
auch in der Verringerung der Viabilitdt bei 10 uM, was bei allen anderen Zelllinien nicht beobachtet
werden kann (Daten nicht dargestellt). Unterschiede der Zellzahlen zu den unbehandelten Kontrollen
sind bei den empfindlichen Zelllinien nach 48 Stunden messbar. 5 uM Idelalisib werden als ausreichend

betrachtet, um kombinatorische Wirkungen in weiteren Experimenten beobachten zu kénnen.
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4.2 Viabilitatsversuche mit Substanzkombinationen

4.2.1 Kombination Bortezomib mit Temsirolimus/ Ibrutinib/ Idelalisib

4.2.1.1 ABC-Zelllinien

HBL-1:
HBL-1: Bortezomib + Temsirolimus/ Ibrutinib/ Idelalisib nach 72 h
2,50 OUuUTR 80,0
. @ Bortezomib2,5nM 70,0
2,00
1] B Temsirolimus 10 nM 60,0
| 50,0
1,50 @ Bortezomib +
Temsirolimus 40,0
1,00 - O Ibrutinib 2,5 nM 30,0
B Bortezomib + Ibrutinib 5 g
0,50 H =—
O Idelalisib 5 pM 10,0
0,00 ~ B Bortezomib + 0,0

Viable Zellen/ml x1076 Idelalisib Viable Zellen in % UTR

HBL-1: Synergismus/Antagonismus- Berechnung

Inkubationszeit
Bortezomib + Temsirolimus
Bortezomib + lbrutinib
Bortezomib + Idelalisib

Abbildung 16: Die Abbildung zeigt die Zellzahlen der mit den Monosubstanzen und ihren verschiedenen
Kombinationen versetzten ABC-Zelllinie HBL-1 nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung synergistischer
(griin) und antagonistischer (rot) Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden. Aus Griinden
der Ubersichtlichkeit sind die Wachstumsdaten in den Abbildung 16 bisAbbildung 25 ausschlieRlich nach 72 Stunden
abgebildet.

Initial nach 24 Stunden ist die Kombination Bortezomib/Temsirolimus stark synergistisch (0,25).
Wahrend in den Monoansatzen die Zellen wahrend der ersten 24 Stunden noch proliferieren, bleibt
die Zahl lebender Zellen in der Kombination unverandert zum Ausgangswert. Die Viabilitat der Zellen
sinkt in der Kombination deutlich ab und erreicht nach 72 Stunden 78,37%. Nach 48 (-0,18) und
72 Stunden (-0,13) ergibt die Kombination ein antagonistisches Ergebnis. Bortezomib mit lbrutinib
zeigt additive Effekte Uber drei Messtage. Wahrend die Viabilitdt der Zellen unter Ibrutinib mono
unverdndert bleibt, liegt diese in der Kombination (67,23%) im Bereich von Bortezomib mono

(69,17%), ebenso die absolute Zahl lebender Zellen (0,47x10%/ml). Ahnlich verhilt sich das Ergebnis
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der Kombination Bortezomib/Idelalisib. Nach 24 Stunden noch synergistisch (0,17), ist der Effektin den
beiden weiteren Messtagen additiv. Diese Kombination erreicht nach 72 Stunden 0,43x10%/ml lebende

Zellen mit einer Viabilitdt von 65,97%, insgesamt der niedrigste erzielte Wert einer Kombination in

HBL-1.
U2932:
U2932: Bortezomib + Temsirolimus/ lbrutinib/ Idelalisib nach 72 h
1,40 OuUTR 120,0
1,20 = - T @ Bortezomib 2,5 nM 100,0 T
1,00 - B Temsirolimus 10 nM _I_
80,0
0,80 @ Bortezomib +
Temsirolimus 60,0
0,60 — O lbrutinib 2,5 nM
40,0
0,40 Bortezomib + brutinib
20,0
0,20 — 3 ldelalisib 5 uM
0,00 ~ Bortezomib + 0,0 . _
Viable Zellen/ml x106 Idelalisib Viable Zellen in % UTR

U2932: Synergismus/Antagonismus- Berechnung

Inkubationszeit
Bortezomib + Temsirolimus
Bortezomib + Ibrutinib
Bortezomib + Idelalisib

Abbildung 17: Zellzahlen der mit den Monosubstanzen und ihren verschiedenen Kombinationen versetzten ABC-
Zelllinie U2932 nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung synergistischer (griin) und antagonistischer
(rot) Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden

Die Kombination Bortezomib und Temsirolimus verhalt sich zu Beginn der Inkubation bei Betrachtung
der Zellzahl (beradditiv und im Verlauf additiv, wobei beide Einzelsubstanzen im Bezug auf die
absoluten Zellzahlen verglichen zu den unbehandelten Kontrollen bereits gute Ergebnisse erzielen
kénnen (Bortezomib mono nach 72 Stunden 43,2%; Temsirolimus mono 61,8%; Kombination 29,3%).
Der Anteil lebender Zellen nimmt ebenfalls in der Kombination stark ab (72,8%). Mit Ibrutinib bewirkt
Bortezomib in U2932 nach 72 Stunden eine synergistische Reduktion der Zellzahl auf 26,6% verglichen

mit der unbehandelten Probe und den Einzelsubstanzen (lbrutinib 90,9%). Bortez

omib und Idelalisib zeigen bereits nach 24 Stunden und weiter auch im Verlauf der Inkubation einen
stark ausgepragten Antagonismus, der mit 87,8% eine Zahl lebender Zahlen nahe der unbehandelten

Kontrolle ergibt, wahrend die Einzelsubstanzen durchaus messbare Effekte erwirken (ldelalisib 71,2%).
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OCI-LY 3:

OCI-LY 3: Bortezomib + Temsirolimus/ Ibrutinib/ Idelalisib nach 72 h

3,50 OuUTR 140,0
3,00 @ Bortezomib 3,75nM  120,0
2,50 @ Temsirolimus 10 nM  100,0
2,00 @ Bortezomib + 80,0
Temsirolimus
1,50 O lbrutinib 2,5 nM 60,0
1,00 B Bortezomib + Ibrutinib 40,0 1
0,50 @ delalisib 5 uM 20,0
0,00 Bortezomib + 0,0 ] .
Viable Zellen/ml x106 Idelalisib Viable Zellen in % UTR
OCI-LY 3: Synergismus/Antagonismus- Berechnung
Inkubationszeit 24 h 48 h 72 h
Bortezomib + Temsirolimus 0,01 -0,06

Bortezomib + Ibrutinib

Abbildung 18: Zellzahlen der mit den Monosubstanzen und ihren verschiedenen Kombinationen versetzten ABC-

Zelllinie OCI-LY 3 nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung synergistischer (griin) und antagonistischer
(rot) Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden

OCI-LY 3 zeigt unter Bortezomib/Temsirolimus additive Effekte Uber drei Versuchstage. Die Zellen
proliferieren weiterhin schwach und erreichen bei einem Ausgangswert von 0,49x10° lebende
Zellen/ml nach 72 Stunden 0,91x10%/ml. Die Viabilitdt wird durch die einzelnen Inhibitoren nur
schwach beeinflusst und sinkt in der Kombination leicht ab auf 91,77% nach 72 Stunden (UTR: 95,93%).
Stark synergistische Effekte werden durch die Kombination von Bortezomib mit Ibrutinib (72 h: 0,48)
und mit Idelalisib (72 h: 0,53) erzielt. Ibrutinib und Idelalisib haben im Monoversuch keinen messbaren
Effekt auf die Zelllinie OCI-LY 3, Bortezomib mit einer Proliferationshemmung auf 79,62% der
unbehandelten Zellen einen maRigen Effekt. Kombiniert erreicht man (iber alle Versuchstage eine
starke Verringerung der Zellzahl verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Die Viabilitat sinkt nach
48 Stunden in beiden Kombinationen ab (mit Ibrutinib: 80,85%; mit Idelalisib: 81,07%) und steigt bis
zur 72 h-Messung nicht wieder an. Nach 72 Stunden werden mit Ibrutinib 1,06x10° lebende Zellen/ml

gemessen, mit Idelalisib 1,03x10%/ml.
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OCI-LY 10:

OCI-LY 10: Bortezomib + Temsirolimus/ Ibrutinib/ Idelalisib nach 72 h

1,80 OUTR 80,0
1,60 __:[_ @ Bortezomib2,5nM 70,0
1,40 - i
120 B Temsirolimus 10 nM 60,0
! 50,0 -
1,00 - @ Bortezomib +
Temsirolimus 40,0 ~
0,80 O Ibrutinib 2,5 nM
30,0 ~
0,60 b+1b b
Bortezomib + Ibrutini i
0,40 - 200
0,20 Oldelalisib 5 uM 10,0
0,00 ~ B Bortezomib + 0,0 - ] .
Viable Zellen/ml x10°6 Idelalisib Viable Zellen in % UTR

OCI-LY 10: Synergismus/Antagonismus- Berechnung

Inkubationszeit
Bortezomib + Temsirolimus
Bortezomib + lbrutinib
Bortezomib + Idelalisib

Abbildung 19: Die Abbildung zeigt die Zellzahlen der mit den Monosubstanzen und ihren verschiedenen
Kombinationen versetzten ABC-Zelllinie OCI-LY 10 nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung
synergistischer (griin) und antagonistischer (rot) Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72
Stunden.

Bortezomib ist mit Temsirolimus, Ibrutinib und Idelalisib in der Zelllinie OCI-LY 10 leicht antagonistisch.
Alle vier Inhibitoren erzielen bereits einzeln gute Effekte in dieser Zelllinie. Die Zahl der lebenden Zellen
ist in allen Kombinationen ca. 0,86x10° lebende Zellen/ml (UTR: 1,63x10%/ml), was in keinem
Monoansatz erreicht wird. Die Viabilitdt bleibt in allen Ansdtzen anndhernd unverdndert zur

unbehandelten Kontrolle.
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4.2.1.2 GCB-Zelllinien

DB:
DB: Bortezomib + Temsirolimus/ Ibrutinib/ Idelalisib nach 72 h
1,40 OuUTR 90,0
1,20 B Bortezomib 2,5 nM 80,0
1
70,0
1,00 - B Temsirolimus 10 nM
60,0
0,80 - —— @@ Bortezomib + 50,0
Temsirolimus
0,60 - —— Olbrutinib 2,5 nM 40,0
30,0
0,40 Bortezomib + Ibrutinib 20
0,20 - O ldelalisib 5 uM 10,0
0,00 ~ Bortezomib + 0,0

Viable Zellen/ml x1076

Idelalisib

Viable Zellen in % UTR

DB: Synergismus/Antagonismus- Berechnung

Inkubationszeit
Bortezomib + Temsirolimus
Bortezomib + Ibrutinib
Bortezomib + Idelalisib

Abbildung 20: Zellzahlen der mit den Monosubstanzen und ihren verschiedenen Kombinationen versetzten GCB-
Zelllinie DB nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung synergistischer (griin) und antagonistischer (rot)
Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden

In DB ergibt die Kombination Bortezomib mit Temsirolimus einen antagonistischen Effekt. Beide
Einzelmedikamente erzielen gute Effekte nach 72 Stunden (Bortezomib 37,25% UTR; Temsirolimus
56,28% UTR), die Kombination 38,57% Zellteilung verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Die
Berechnung des kombinatorischen Effekts ergibt mit —0,15 bereits nach 48 Stunden Inkubationszeit
deutlich antagonistische Ergebnisse. Passend dazu verhalt sich die Viabilitdt der Zellen, die unter
Bortezomib mono nach 72 Stunden auf 83,79% abfallt (UTR: 96,88%) und in der Kombination etwas
hoéher bleibt bei 87,12%. Gemeinsame Inkubationen von Bortezomib mit Ibrutinib sowie von
Bortezomib mit Idelalisib zeigen nach 72 Stunden jeweils einen additiven Effekt der Substanzen
(Bortezomib/Ibrutinib —0,05; Bortezomib/Idelalisib —0,04). Interessanterweise sind nach 24 Stunden
synergistische Effekte (Bortezomib/Ibrutinib 0,13; Bortezomib/Idelalisib 0,15) zu sehen, die sich erst
nach 72 Stunden durch den starken Einzeleffekt von Bortezomib relativieren. In beiden Kombinationen

nimmt die Viabilitdt der Zellen dhnlich wie bei Bortezomib mono ab.
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HT:
HT: Bortezomib + Temsirolimus/ Ibrutinib/ Idelalisib nach 72 h
1,60 OUTR 120,0
1,40 —_I_ T i
, 1 @ Bortezomib 2,5 nM 100,0 1
1,20 4 B Temsirolimus 10 nM 500 —J-—
1,00 E
@ Bortezomib +
0,80 T Temsirolimus 60,0
0.60 O lbrutinib 2,5 nM
’ 40,0
0,40 - | BBortezomib + Ibrutinib
.. 20,0 A
0,20 Oldelalisib 5 uM
0,00 ~ Bortezomib + 0,0 - ] .
Viable Zellen/ml x1076 Idelalisib Viable Zellen in % UTR

HT: Synergismus/Antagonismus- Berechnung

Inkubationszeit
Bortezomib + Temsirolimus
Bortezomib + lbrutinib
Bortezomib + Idelalisib

Abbildung 21: Die Abbildung zeigt die Zellzahlen der mit den Monosubstanzen und ihren verschiedenen
Kombinationen versetzten GCB-Zelllinie HT nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung synergistischer
(griin) und antagonistischer (rot) Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden.

Bortezomib und Temsirolimus zeigen in HT starke Einzeleffekte, die Kombination ergibt eine
Wachstumshemmung auf 28,53% UTR. Die Viabilitdt der Zellen in dieser Kombination ist nach
72 Stunden um 20 Prozentpunkte geringer als die der Kontrollen. Insgesamt errechnet sich in der
Kombination Bortezomib/Temsirolimus mit —0,10 ein tendenziell antagonistischer Effekt. Bortezomib
mit Ibrutinib ergibt einen Additivismus Uber alle Messpunkte. Mit Idelalisib zusammen erreicht
Bortezomib nach 24 Stunden einen synergistischen Effekt (0,16), der sich nach 48 und 72 Stunden auf
ein additives MaR reduziert. Der initiale synergistische Effekt spiegelt sich auch in der einsetzenden
Viabilititsminderung der Zellen wider, die nach 24 Stunden auf 84,10% absinkt, wahrend

unbehandelte Kontrollen und Monosubstanzflaschen bei ca. 90% Anteil lebender Zellen liegen.
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SU-DHL 4:

SU-DHL 4: Bortezomib + Temsirolimus/ Ibrutinib/ Idelalisib nach 72 h

1,60 OUTR 100,0
1,40 @ Bortezomib 2,5 nM 20,0 T
ES 80,0
1,20 - -
@ Temsirolimus10nM 79 g
1,00 - B I
’ @ Bortezomib + 60,0
0,80 Temsirolimus 50,0
O lbrutinib 2,5 nM
060 - 40,0
. ... 30,0
| B Bortezomib + Ibrutinib ¢
0,40 20,0
0,20 Oldelalisib 5 uM 10,0
0,00 ~ Bortezomib + 0,0 ] .
Viable Zellen/ml x106 Idelalisib Viable Zellen in % UTR
SU-DHL 4: Synergismus/Antagonismus- Berechnung
Inkubationszeit 24 h 48 h 72 h
Bortezomib + Temsirolimus 0,06 -0,05
Bortezomib + lbrutinib 0,04 0,04
Bortezomib + Idelalisib 0,09 0,02 -0,01

Abbildung 22: Zellzahlen der mit den Monosubstanzen und ihren verschiedenen Kombinationen versetzten GCB-
Zelllinie SU-DHL 4 nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung synergistischer (griin) und antagonistischer
(rot) Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden

In SU-DHL 4 liegt der inhibitorische Effekt der Kombination Bortezomib/Temsirolimus nach 72 Stunden
(41,64%) nahe dem Einzeleffekt von Temsirolimus (42,75). Mit —0,11 zeigt die Berechnung einen
Antagonismus der beiden Substanzen, da Bortezomib mono selbst auch einen mittelstarken Effekt hat
(71,71%). Der Antagonismus entwickelt sich Uber die drei Versuchstage aus zunachst additiven
Ergebnissen (24 h: 0,06; 48 h —0,05). Betrachtet man die Viabilitat, zeigt sich in der Kombination eine
vermehrte Reduktion der lebenden Zellen in der Kombination (UTR: 95,89; Bortezomib 91,25%;
Temsirolimus 89,78%; Bortezomib/Temsirolimus: 87,21%). Die Zellen proliferieren in den Ansatzen mit
Temsirolimus mono und kombiniert mit Bortezomib nicht und bleiben auf dem Ausgangsniveau.
Bortezomib mit lbrutinib zeigt nach 24 Stunden synergistische (0,11) und in den weiteren Messungen
klar additive Effekte (48 h: 0,04; 72 h: 0,04). In der Kombination beider Substanzen proliferieren die
Zellen wenig, die Viabilitat betragt nach 72 Stunden 88,59%. Bortezomib und Idelalisib kombiniert sind
additiv (72 h: —-0,01). Es wird eine Verringerung der Zahl lebender Zellen verglichen zum

Ausgangsniveau erreicht, die Viabilitat der Zellen nach 72 Stunden ist mit 81,37% stark erniedrigt.
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SU-DHL 5:

SU-DHL 5: Bortezomib + Temsirolimus/ Ibrutinib/ Idelalisib nach 72 h

1,20 OUTR 120,0
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SU-DHL 5: Synergismus/Antagonismus- Berechnung

Inkubationszeit 24 h
Bortezomib + Temsirolimus 0,05
Bortezomib + Ibrutinib 0,02
Bortezomib + Idelalisib -0,04

Abbildung 23: Zellzahlen der mit den Monosubstanzen und ihren verschiedenen Kombinationen versetzten GCB-
Zelllinie SU-DHL 5 nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung synergistischer (griin) und antagonistischer
(rot) Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden

In der Zelllinie SU-DHL 5 ist die Kombination Bortezomib/Temsirolimus nach 24 Stunden additiv (0,05),
in den weiteren Messpunkten stark antagonistisch (72 h: —0,21). Beide Inhibitoren erwirken einen
starken Einzeleffekt. Einzeln und in Kombination wird ein Proliferationsstopp jeweils bereits nach
24 Stunden erreicht. In der Kombination verringert sich die Zahl der lebenden Zellen nach 24 Stunden
auf 89,29%. Additiv Uber alle drei Messpunkte ist die Kombination Bortezomib/Ibrutinib. Die Zahl der
lebenden Zellen/ml ist nach 72 Stunden unter das Ausgangsniveau reduziert, die Viabilitat der Zellen
betragt 90,06%. Bortezomib mit Idelalisib zeigt jeweils einen Antagonismus nach 48 (-0,16) und
72 Stunden (-0,17). Insgesamt erreicht diese Kombination die absolut betrachtet niedrigste Zahl

lebender Zellen nach 72 Stunden in SU-DHL 5.
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ULA:
ULA: Bortezomib + Temsirolimus/ lbrutinib/ Idelalisib nach 72 h
1,20 OuUTR 120,0
1.00 T @ Bortezomib 2,5 nM 1000

|_I_ B Temsirolimus 10 nM |_I_
0,80 80,0

B Bortezomib +

0,60 - 1 Temsirolimus 60,0
O lbrutinib 2,5 nM

0,40 — 40,0
B Bortezomib + Ibrutinib

| 20,0
0,20 Oldelalisib 5 uM
0,00 ~ Bortezomib + 0,0 ] .
Viable Zellen/ml x106 Idelalisib Viable Zellen in % UTR

ULA: Synergismus/Antagonismus- Berechnung
Inkubationszeit 24 h 48 h

Bortezomib + Temsirolimus 0,08 0,03
Bortezomib + Ibrutinib
Bortezomib + Idelalisib

Abbildung 24: Die Abbildung zeigt die Zellzahlen der mit den Monosubstanzen und ihren verschiedenen
Kombinationen versetzten GCB-Zelllinie ULA nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung synergistischer
(griin) und antagonistischer (rot) Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden.

Temsirolimus und die Kombination Bortezomib/Temsirolimus fiihren in ULA zu einem irreversiblen
Wachstumsstopp nach 24 Stunden. Unter Bortezomib mono proliferieren die Zellen lber die ersten
beiden Versuchstage, an Tag 3 fallt die Zellzahl stark ab. Die Viabilitdt der Zellen betragt hier 64,33%.
Es zeigt sich an Tag 3 mit -0,31 ein starker Antagonismus, die Zahl der lebenden Zellen ist im
Kombinationsansatz héher als die der Monoansatze. Bortezomib/Ibrutinib ist Uber die ersten beiden
Messtage synergistisch, nach 72 Stunden noch additiv wirksam. Mit einer Viabilitdat von 67,63% ist ein
deutlicher Zelluntergang nach 72 Stunden in der Kombination zu beobachten. Die Kombination
Bortezomib/Idelalisib erreicht nach 72 Stunden in ULA bei 0,46x10° lebender Zellen/ml und einer
Viabilitat von 67,80% die niedrigste erreichte Zellzahl in ULA. Insgesamt ist die Kombination nach 24
und 48 Stunden synergistisch, durch die starke Wirkung von Bortezomib mono nach 72 Stunden mit —

0,17 antagonistisch.
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WILL-2:

WILL-2: Bortezomib + Temsirolimus/ Ibrutinib/ Idelalisib nach 72 h
1,60 OUTR 120,0
1,40 i

_I_ @ Bortezomib 2,5 nM 100,0

| I

1,20 [T] B Temsirolimus 10 nM 200 |_I_|
1,00 - — ’

B Bortezomib +
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O lbrutinib 2,5 nM

0,60 = | 40,0
0,40 - B Bortezomib + Ibrutinib
. 20,0
0,20 Oldelalisib 5 uM
0,00 ~ Bortezomib + 0,0 ] .
Viable Zellen/ml x106 Idelalisib Viable Zellen in % UTR
WILL-2: Synergismus/Antagonismus- Berechnung
Inkubationszeit 24 h 48 h 72 h
Bortezomib + Temsirolimus -0,01 -0,09 -0,09

Bortezomib + Ibrutinib -0,01 0,00
Bortezomib + Idelalisib -0,02 -0,03

Abbildung 25: Zellzahlen der mit den Monosubstanzen und ihren verschiedenen Kombinationen versetzten GCB-
Zelllinie WILL-2 nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung synergistischer (griin) und antagonistischer
(rot) Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden

Die Kombination Bortezomib/Temsirolimus ist in WILL-2 (iber alle Messpunkte additiv. Die Zahl
lebender Zellen ist in der Kombination nach 72 Stunden mit 0,53x10%/ml niedriger als bei Bortezomib
(0,59x10%/ml) und Temsirolimus (0,93x10%/ml) und nimmt Gber die drei Versuchstage bei einem
Ausgangswert von 0,72x10%/ml stetig ab. Die Viabilitdt der kombiniert inhibierten Ansitze liegt
zwischen den Werten der beiden Einzelmedikamente. Bortezomib zeigt sowohl mit Ibrutinib als auch
mit Idelalisib kombiniert nach 24 Stunden einen leichten Synergismus, dessen Effekt sich nach 48 und
72 Stunden reduziert auf additive Werte. Nach 72 Stunden bleiben bei Bortezomib/Ibrutinib 0,52x10°
lebende Zellen/ml, bei Bortezomib/Idelalisib 0,5x10%/ml, was in WILL-2 den stirksten erreichten
antiproliferativen Effekt bedeutet. Die Viabilitdt der Zellen sinkt bei beiden Kombinationen etwas ab

auf Werte, die nahe von Bortezomib mono (91,90%) liegen.
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4.2.2 Kombination Temsirolimus mit Ibrutinib/ Idelalisib

4.2.2.1 ABC-Zelllinien

120
ABC-Zelllinien: Temsirolimus + Ibrutinib/ Idelalisib nach 72 h; Wachstum in % UTR
I
100 ==
B Temsirolimus 10 nM
80
I Ibrutinib 2,5 M
60 T
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40
@ Temsirolimus/Ibrutinib
20
0 - ® Temsirolimus/lIdelalisib
HBL-1 u2932 OCI-LY 3 OCI-LY 10
Temsirolimus + Ibrutinib Temsirolimus + Idelalisib
24h 48h 72h 24h 48h 72h

HBL-1 0,10 -0,04 003 [N 006 -0,02
u2032 [ 0,09 0,06 0,08 0,03 0,03

OCI-LY 3 0,09 0,06 0,01 0,10 0,07 0,04

oc-lY10  -0,01 007 [ oos 006 [N

Abbildung 26: Relatives Wachstum aller mit den Monosubstanzen Temsirolimus, Ibrutinib, Idelalisib und ihren
verschiedenen Kombinationen versetzten ABC-Zelllinien nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung

synergistischer (griin) und antagonistischer (rot) Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72

Stunden

Mit den Kombinationspartnern Ibrutinib und Idelalisib zeigt Temsirolimus in HBL-1 jeweils eine starke
Proliferationsinhibition, die bereits nach 24 Stunden erkennbar wird. Die Viabilitdt der Zellen sinkt mit
Idelalisib starker ab als mit Ibrutinib. Die Effekte sind additiv, Temsirolimus/Idelalisib nach 24 Stunden
kurzzeitig synergistisch. U2932 verhalt sich dhnlich wie HBL-1, der Effekt hinsichtlich in Bezug auf die
Viabilitat ist schwacher ausgepragt. Die Zellen in den kombinierten Ansatzen erholen sich nach
72 Stunden etwas und beginnen zu proliferieren, die Zellzahl steigt Gber das Ausgangsniveau an.
Insgesamt sind die Effekte additiv. In OCI-LY 3 gleichen die Daten der kombinierten Ansatze ganzlich
denen aus Temsirolimus mono. lbrutinib und Idelalisib haben keine Einzeleffekte und kénnen die
vorhandene Wirkung von Temsirolimus nicht verstarken. In der Zelllinie OCI-LY 10 sind additive Effekte
zu beobachten. In den ersten 24 Stunden proliferieren die Zellen, nach 48 Stunden ist keine weitere
Zunahme der Zellzahl zu erkennen. Alle drei Einzelsubstanzen zeigen deutliche Effekte nach
72 Stunden, deren Kombinationen sind rechnerisch jeweils an der Grenze zwischen additivem und

antagonistischem Effekt.
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4.2.2.2 GCB-Zelllinien

120
GCB-Zelllinien: Temsirolimus + Ibrutinib/ Idelalisib nach 72 h
Wachstum in % UTR
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Temsirolimus + Ibrutinib Temsirolimus + Idelalisib
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DB -0,02 0,01 0,09 0,04 0,00 0,08
HT 0,01 0,06 0,03 -0,01
SU-DHL 4 -0,02 0,02 -0,06 0,03
SU-DHL 5 0,06 0,01
ULA -0,08
WILL-2 0,05 0,07
Abbildung 27: Die Abbildung zeigt das relative Wachstum aller mit den Monosubstanzen Temsirolimus, lIbrutinib,
Idelalisib und ihren verschiedenen Kombinationen versetzten GCB-Zelllinien nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie
die Berechnung synergistischer (griin) und antagonistischer (rot) Effekte aller Kombinationen zu den Zeitpunkten 24,
48 und 72 Stunden.

Die GCB-Zelllinien, alle schwach oder nicht sensitiv fir lbrutinib als einzelnes Therapeutikum, zeigen
Uberwiegend additive oder synergistische Effekte in der Kombination mit Temsirolimus. In SU-DHL 5
ergibt sich Uber alle drei Versuchstage ein Synergismus der Proliferationsinhibition. Betrachtet man
die absoluten Zellzahlen, erkennt man einen kompletten Wachstumsstopp in der Kombination, der
sich auch nach 72 Stunden anhilt. In WILL-2 ist ebenfalls ein synergistischer Wirkmechanismus zu
erkennen. Wahrend die Monosubstanzen die Proliferation etwas hemmen, erreicht man in der
Kombination nach 72 Stunden eine Halbierung des Zellwachstums verglichen mit den Kontrollen, die
Viabilitat selbst ist hierbei nicht reduziert. DB und HT gehdren zu den Zelllinien, die sich
therapieresistent auf Ibrutinib verhalten. Die Kombination von Temsirolimus mit Ibrutinib bringt
dhnliche Werte wie unter Temsirolimus mono. SU-DHL 4 zeigt einen additiven Effekt der beiden
Therapeutika, die absolute Zellzahl steigt maRig an liber drei Versuchstage, die Viabilitat der Zellen ist
reduziert gegeniiber den Kontrollen. ULA ist nach 72 Stunden deutlich antagonistisch unter
Temsirolimus/Ibrutinib.
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Durch die Kombination Temsirolimus und Idelalisib werden in allen Zelllinien bei bereits gutem
Ansprechen auf die Monosubstanzen (Ausnahme: DB ist resistent gegeniiber Idelalisib) additive
Effekte bis zur Messung nach 48 Stunden erzielt. In den beiden Zelllinien HT und ULA, in welchen
bereits durch Temsirolimus und Idelalisib mono jeweils deutliche Effekte erzielt werden, ergibt sich an

Tag 3 in der Kombination rechnerisch ein antagonistischer Effekt (HT: —0,13; ULA: —0,15).
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4.2.3 Kombination Ibrutinib mit Idelalisib

4.2.3.1 ABC-Zelllinien

140 ABC-Zelllinien: lbrutinib/Idelalisib nach 72 h; Wachstum in % UTR
120
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U2932 0,01 0,04 0,02
ocys [N oos 0,07

OCI-LY 10 0,06 0,00 -0,06

Abbildung 28: Relatives Wachstum aller mit Ibrutinib und Idelalisib sowie ihrer Kombination versetzten ABC-Zelllinien
nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung synergistischer (griin) und antagonistischer (rot) Effekte der
Kombination zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden

Die Kombination Ibrutinib und Idelalisib ergibt bei allen auf die Monosubstanzen sensitiven Zelllinien
einen additiven Effekt nach 72 Stunden Inkubation. Nach 24 Stunden ist der Effekt in HBL-1 zunachst
sogar synergistisch. Die Zellzahl in HBL-1 bleibt in der Kombination fast unverandert zum Ausgangswert
des Versuchs. Durchweg additiv Gber alle Messpunkte zeigt sich die Zelllinie U2932. Ebenfalls additiv,
jedoch etwas verzogert und insgesamt weniger sensitiv reagiert OCI-LY 10. Eine
Proliferationshemmung wird nach 48 Stunden in der Kombination erkennbar, die Viabilitdt bleibt
unverandert. OCI-LY 3 ist resistent auf die Einzelsubstanzen und die Kombination, Zellzahl und Anteil

lebender Zellen gleichen den unbehandelten Kontrollen.
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4.2.3.2 GCB-Zelllinien

120 GCB-Zelllinien: Ibrutinib/Idelalisib nach 72 h
Wachstum in % UTR
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Abbildung 29: Relatives Wachstum aller mit Ibrutinib und Idelalisib sowie ihrer Kombination versetzten GCB-Zelllinien
nach 72 Stunden Inkubationszeit sowie die Berechnung synergistischer (griin) und antagonistischer (rot) Effekte der
Kombination zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden

Die GCB-Zelllinien reagieren durchweg sensitiv auf die Kombination Ibrutinib/Idelalisib. Rechnerisch
zeigen sich additive und synergistische Effekte. Kontinuierlich synergistisch tber alle drei Versuchstage
verhalten sich die Zelllinien DB und SU-DHLS5. In letzterer wird der Effekt bereits nach 24 Stunden
sichtbar. Die Zellzahl sinkt gegeniliber dem Versuchsbeginn etwas ab und bleibt bis 72 Stunden danach
unter dem Ausgangsniveau. Die gemessene Viabilitat fallt ab auf unter 80% Anteil lebender Zellen,
wahrend bei den unbehandelten Kontrollen 94% gemessen werden. Die effektive Wirkung bei DB fallt
deutlich schwacher aus, da die Einzelsubstanzen keine Wirkung zeigen. In HT wird der Effekt ab der
24 h-Messung bereits sichtbar und verdeutlicht sich liber die beiden folgenden Versuchstage weiter.
Die Viabilitat in HT bleibt gleich zu den unbehandelten Kontrollen. SU-DHL 4 verhalt sich dhnlich wie
HT und zeigt in der Kombination nach 24 und 72 Stunden jeweils einen synergistischen Effekt der
Kombination. In der Zelllinie ULA erreicht man durch die Kombination einen annahernd kompletten
Proliferationsstopp, die Zellzahl nach 72 Stunden ist unverdandert zum 0 h-Wert, die Viabilitdt nimmt
etwas ab. WILL-2 zeigt im zeitlichen Verlauf an zwei Messpunkten additive und zuletzt einen leicht

synergistischen Effekt.
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4.3  Ergebnisse Durchflusszytometrie
4.3.1 Zellzyklusanalyse

4.3.1.1 ABC-Zelllinien
Stellvertretend fiir die Zellzyklusanalyse in ABC-Zelllinien wurde die Zelllinie HBL-1 verwendet.

HBL-1:
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Abbildung 30: Prozentuale Verteilung der Zellen der Zelllinie HBL-1 in verschiedenen Zellzyklusstadien
nach 48 h Inkubation mit den angegebenen Therapeutika und durchgefiihrter Zellzyklusanalysen in der
Durchflusszytometrie

In der ABC-Zelllinie HBL-1 befinden sich in den unbehandelten Proben im Mittel 42,9% der Zellen in
der G1/G0-Phase, 35,7% in der S-Phase und 21,4% in der G2-Phase. In den mit Bortezomib behandelten
Proben zeigt sich nach 48 Stunden Inkubation keine Verdnderung dieser Verteilung. Temsirolimus
bewirkt eine Umverteilung Richtung G1/G0-Phase (50,9%), der Anteil der beiden anderen Phasen geht
gleichermallen zuriick um jeweils ca. vier Prozentpunkte. Durch lbrutinib ldsst sich in HBL-1 ein
deutlicher G1/G0-Block erzielen (63,6%), wobei ausschlieRlich die S-Phase kleiner ausfallt. Die S-Phase
wird auch durch Idelalisib kleiner und es zeigten sich vermehrt Zellen in der G1/G0-Phase (49,2%). In
den Proben der Kombination Bortezomib und Temsirolimus fallt der G1/G0-Block deutlicher aus als
beim Mono-Ansatz mit Temsirolimus (58,8% vs. 50,9%). Gleiches gilt fir die Kombination
Bortezomib/Idelalisib (56,0% vs. 49,2%). Bortezomib und Ibrutinib ergeben keine Verdnderung der
G1/G0-Phase verglichen mit Ibrutinib mono, es findet hierbei eine Umverteilung der Zellen von G2 in
die S-Phase statt. Die Kombination der Therapeutika, die bereits als Monosubstanz einen G1/G0-Block
hervorrufen, erzeugt jeweils einen stark ausgepragten G1/GO-Arrest der Zellen mit 74,3% bei
Temsirolimus/Ibrutinib, 69,4% bei Temsirolimus/Idelalisib und 69,8% durch lbrutinib/Idelalisib. Es

werden in diesen Versuchsansatzen kaum Zellen in der S-Phase detektiert.

58



Ergebnisse

4.3.1.2 GCB-Zelllinien
Stellvertretend fir die Zellzyklusanalyse in GCB-Zelllinien wurde die Zelllinie ULA verwendet.

ULA:
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Abbildung 31: Die Abbildung zeigt die prozentuale Verteilung der Zellen der Zelllinie ULA in verschiedenen
Zellzyklusstadien nach 48 Stunden Inkubation mit den angegebenen Therapeutika und durchgefiihrter
Zellzyklusanalysen in der Durchflusszytometrie.

Die GCB-Zelllinie ULA hat im unbehandelten Zustand etwa die Halfte der Zellen in der S-Phase, sowie
34,6% in G1/G0-Phase und 14,8% in G2-Phase. Durch Bortezomib erreicht man eine Verschiebung aus
der S-Phase sowohl zu G1/GO0 (44,1%) als auch zu G2 (18,7%). Temsirolimus bewirkt einen sehr starken
G1/GO0-Arrest (77,7%) der Zellen, ca. 10% verbleiben dabei jeweils in S- und G2-Phase. In den Proben
mit lbrutinib erhdlt man dhnliche Ergebnisse wie bei Bortezomib (G1/GO0: 43,5%). Idelalisib lasst den
G1/GO-Anteil auf 61,5% ansteigen, vor allem durch Halbierung des S-Phasen-Anteils auf 27,4% im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Kombiniert ergeben Bortezomib und Temsirolimus einen
schwicheren G1/GO-Arrest, als dies bei Temsirolimus mono geschieht. In der Kombination
Bortezomib/Ibrutinib ist der G1/G0-Wert dem der Monosubstanzen dhnlich, der G2-Anteil sinkt und
mehr Zellen befinden sich in der S-Phase. Mit Idelalisib zusammen erzeugt Bortezomib einen G1/GO-
Block (56,0%), wobei sich kaum Zellen in der G2-Phase befinden. Temsirolimus ergibt mit den
Kombinationspartnern Ibrutinib und Idelalisib jeweils zu Temsirolimus mono dhnliche Ergebnisse.

Ibrutinib zusammen mit Idelalisib verursacht einen G1/G0O-Arrest (65,1%).
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4.3.2 Apoptosemessung

Stellvertretend fiir die Apoptosemessungen in DLBCL-Zelllinien wurde die Zelllinie OCI-LY 3 verwendet.

OCI-LY 3:
Mittelwert [%]
Standardabweichung [%] lebende Zellen frithapoptotische Zellen = spétapoptotische/tote Zellen
UTR 87,70 0,66 6,44
1,87 0,15 1,42
Bortezomib 47,25 2,68 43,60
20,01 0,08 19,23
Temsirolimus 76,30 3,24 15,73
1,35 0,07 0,42
Ibrutinib 84,93 2,71 7,28
0,59 0,04 0,81
Idelalisib 83,23 2,68 6,78
0,51 0,08 0,42
Bortezomib/Temsirolimus 55,33 5,30 33,00
2,30 0,36 1,54
Bortezomib/Ibrutinib 42,33 3,44 47,33
4,41 0,65 5,97
Bortezomib/Idelalisib 33,10 4,20 56,30
5,94 0,04 5,37

Tabelle 3: Uberblick iiber die prozentuale Verteilung der Zellen in lebende, friih- und spatapoptotische Zellen der Zelllinie
OCI-LY 3 nach 48 Stunden Inkubation mit den angegebenen Therapeutika und durchgefiihrter Apoptosemessungen in der
Durchflusszytometrie

In den unbehandelten Zellen sind in der Zelllinie OCI-LY 3 nach 48 Stunden 87,7% lebende Zellen
messbar, 0,66% frithapoptotische und 6,44% tote Zellen. Unter Behandlung mit Bortezomib sinkt der
Anteil lebender Zellen auf 47,25% ab und der Wert der als tot gemessenen Zellen steigt deutlich auf
43,6%. Durch Temsirolimus ist dieser Effekt nicht so stark ausgepragt, wobei ca. 10% der Zellen sich
von lebend zu spétapoptotisch verschieben verglichen mit den unbehandelten Kontrollen. AuBerst
schwache proapoptotische Effekte bewirken Ibrutinib (84,93% lebende Zellen; 7,28% tote Zellen) und
Idelalisib (83,23; 6,78%). Die Kombination von Bortezomib mit Temsirolimus bewirkt eine Reduktion
der lebenden Zellen auf 55,33%, die Fraktion der spatapoptotischen steigt auf 33,00%. Bortezomib mit
Ibrutinib I6st eine starke Apoptoseinduktion aus — 42,33% der Zellen sind lebend, 47,33% tot. Am
starksten ist dieser Effekt in der Kombination Bortezomib/Idelalisib zu beobachten, in welcher nach
48 Stunden noch 33,1% lebende Zellen gemessen werden, 56,30% der Zellen spatapoptotisch oder

bereits tot sind.
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4.4 Ergebnisse Western Blotting

4.4.1 ABC-Zelllinien
HBL-1:

Die Zelllinie HBL-1 zeigt unter Bortezomib eine
Expressionssteigerungen von Rictor, Raptor und BTK.
ph-MEK und ph-p90RSK1 werden vermindert
exprimiert. Temsirolimus bewirkt eine Zunahme von
ph-MEK, p70S6K sowie BTK, ph-PDK wird ebenfalls
etwas erhoht gemessen verglichen zur Kontrolle. Nicht
mehr messbar ist ph-Rictor; ph-mTOR ist deutlich
weniger stark exprimiert. Die Kombination Bortezomib
und Temsirolimus hat auf ph-Rictor und ph-mTOR
sowie auf BTK eine gleichgerichtete Wirkung wie

Temsirolimus mono. Zusatzlich sind ph-PDK und ph-

pP90RSK1 vermindert exprimiert. lbrutinib fihrt zu

Abbildung 32: Gezeigt sind alle Originalbilder der an der
Zelllinie HBL-1 erfolgreich durchgefiihrten

vor allem von BTK. Rictor, ph-AKT und ph-p90RSK1 sind Proteinexpressionsanalysen. Die Therapeutika und ihre
) ! Kombinationen sind in Dreifachansitzen getestet und

vermindert exprimiert. Ibrutinib kombiniert mit ausgewertet worden. Unter dem dazugehdrigen Aktin
befinden sich alle Blots der auf dem jeweiligen Gel
Bortezomib ergibt verglichen mit Ibrutinib mono die getesteten Kinasen.

gesteigerter Expression von ph-MEK1/2, p70S6K und

gleichen Effekte bei ph-AKT, ph-MEK1/2 und BTK. Zusatzlich ist die Expression von AKT deutlich verringert,
von ph-Raptor und MEK gesteigert. p70S6K wird im Gegensatz zu Ibrutinib mono in der Kombination
weniger exprimiert. Bei ph-p90RSK1 unter Ibrutinib und Bortezomib mono verringert sich kombiniert die

Expression weiter verglichen zum Effekt der Monotherapie.

HBL-1 Bortezomib Temsirolimus Borte./Temsi. Ibrutinib Borte./lbrut.
AKT 1 1 1 1
pPhAKT 1

Rictor 1
phRictor 1 1 1
mTOR 1 1 1 1 1
phmTOR 1 | 1 1
PDK 1 1 1 1 1
phPDK 1 1 1
Raptor 1 1 1 1
phRaptor 1 1 1 1

MEK1/2 1 1 1 1

phMEK [ 1

MNK 1 1 1 1 1
MAPK 1 1 1

p70S6K 1 1

BTK

php90RSK1 1

Tabelle 4: Die Tabelle zeigt zur besseren Veranschaulichung die Ergebnisse der digital-gestiitzten Lumineszenzauswertung der
jeweiligen Blots diverser Kinasen in der Zelllinie HBL-1. Eindeutige Expressionszunahmen sind mit ,,+“ bzw. ,,++“ gekennzeichnet,
Expressionsabnahmen oder Expressionsverluste mit negativem Vorzeichen. Eine gleichbleibende Expressionsstarke wird mit
»1“ angegeben, schwache Expressionsdanderungen sind mit Klammern versehen.
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U2932:

In der Zelllinie U2932 ist nach Inkubation mit
Bortezomib eine leicht verminderte Expression bei
AKT und eine stark reduzierte Expression von
ph-p90RSK1 zu beobachten. Vermehrt exprimiert
zeigt sich ph-MEK, sowie in geringerem Ausmal’ auch
ph-PDK. Unter Temsirolimus sind AKT, ph-Rictor und
MNK geringer exprimiert, ph-AKT ist praktisch nicht
mehr nachweisbar. Eine leichte Abnahme ist auch bei
ph-PDK und ph-Raptor zu sehen. Die Kombination
aus Bortezomib und Temsirolimus ergibt in AKT,
ph-AKT, ph-Rictor und ph-PDK das gleiche Bild wie
unter Temsirolimus mono. Zusatzlich sind Raptor
geringer und ph-MEK, ph-MAPK und p70S6K
vermehrt nachzuweisen. MNK ist leicht vermindert
exprimiert. Die Monotherapie mit Ibrutinib zeigt eine

starke Abnahme bei ph-mTOR, MNK, p70S6K, und
ph-p90RSK1. AKT und ph-MAPK sind ebenfalls

schwéacher exprimiert, eine vermehrte Expression
zeigt nur MAPK. Die Kombination aus Bortezomib

und Ibrutinib zeigt schwache Zunahmen bei AKT,

Abbildung 33: Gezeigt sind alle Originalbilder der an der Zelllinie
U2932 erfolgreich durchgefiihrten Proteinexpressionsanalysen.
Die Therapeutika und ihre Kombinationen sind in
Dreifachansdtzen getestet und ausgewertet worden. Unter dem

dazugehorigen Aktin befinden sich alle Blots der auf dem
jeweiligen Gel getesteten Kinasen.

ph-Rictor, ph-PDK, MAPK und eine starkere bei BTK.

Schwacher exprimiert sind hier Raptor, ph-Raptor, ph-MAPK und ph-p90RSK1.

U2932
AKT
phAKT
Rictor
phRictor
mTOR
phmTOR
PDK
phPDK
Raptor
phRaptor
MEK1/2
phMEK1/2
MNK
MAPK
phMAPK
p70S6K
BTK
P9O0RSK1
php90RSK1

Tabelle 5: Die Tabelle zeigt zur besseren Veranschaulichung die Ergebnisse der digital-gestiitzten Lumineszenzauswertung der
jeweiligen Blots diverser Kinasen in der Zelllinie U2932. Eindeutige Expressionszunahmen sind mit ,,+“ bzw. ,,++“ gekennzeichnet,
Expressionsabnahmen oder Expressionsverluste mit negativem Vorzeichen. Eine gleichbleibende Expressionsstarke wird mit ,1“
angegeben, schwache Expressionsanderungen sind mit Klammern versehen.

62

Bortezomib Temsirolimus Borte./Temsi. Ibrutinib Borte./lbrut.




Ergebnisse

4.4.2 GCB-Zelllinien
ULA:

Die  Zelllinie ULA  exprimiert unter
Bortezomib  mono  verstarkt  Rictor,
ph-mTOR, PDK, Raptor, ph-Raptor, MNK, BTK
und leichter ausgepragt auch MAPK.
Temsirolimus mono zeigt bei PDK und MAPK
eine Expressionszunahme, bei ph-Rictor,
ph-PDK und MNK eine deutliche Abnahme.
Kombiniert mit Bortezomib bleibt die
Abnahme bei ph-Rictor und MNK bestehen,
bei ph-PDK wird der Effekt von Temsirolimus
mono aufgehoben und die Kinase etwas
verstarkt exprimiert. Zudem werden in der

Kombination Bortezomib/Temsirolimus

verstarkt folgende Kinasen exprimiert: AKT,

Abbildung 34: Gezeigt sind alle Originalbilder der an der Zelllinie

Rictor, PDK, MAPK und p70SeK. Ibrutinib yia erfolgreich durchgefiihrten Proteinexpressionsanalysen. Die

. . . Therapeutika und ihre Kombinationen sind in Dreifachansadtzen

bewirkt  bei ph-AKT und MNK eine getestet und ausgewertet worden. Unter dem dazugehérigen

Aktin befinden sich alle Blots der auf dem jeweiligen Gel
getesteten Kinasen.

auch bei ph-Rictor, ph-mTOR, Raptor, MAPK und p70S6K eine Zunahme. Unter Bortezomib/Ibrutinib

Expressionsabnahme, bei Rictor, dezent

zeigt sich eine verringerte Expression bei ph-AKT. Eine gesteigerte Expression ist messbar bei Rictor,

ph-mTOR, Raptor und ph-Raptor, dezenter bei PDK, MAPK und p70S6K.

ULA Bortezomib Temsirolimus Borte./Temsi. Ibrutinib Borte./lbrut.
AKT 1 1 1 1
phAKT
Rictor
phRictor
mTOR
phmTOR
PDK

phPDK
Raptor
phRaptor
MEK1/2
MNK
MAPK

Tabelle 6: Gezeigt zur besseren Veranschaulichung sind die Ergebnisse der digital-gestiitzten Lumineszenzauswertung der
jeweiligen Blots diverser Kinasen in der Zelllinie ULA. Eindeutige Expressionszunahmen sind mit ,+“ bzw. ,++“
gekennzeichnet, Expressionsabnahmen oder Expressionsverluste mit negativem Vorzeichen. Eine gleichbleibende
Expressionsstarke wird mit ,,1“ angegeben, schwache Expressionsianderungen sind mit Klammern versehen.
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HT:

In der Zelllinie HT flhrt Bortezomib mono zu einer verstarkten Expression von p90RSK1. Temsirolimus
mono zu einer verminderten Expression von ph-Rictor, ph-Raptor und weniger deutlich auch von
MEK1/2. Die Expression von BTK und ph-PDK verstérkt sich unter Temsirolimus etwas. Kombiniert man
Bortezomib und Temsirolimus, so sind die inhibitorischen Effekte von Temsirolimus bei ph-Raptor
annihernd, bei ph-Rictor und MEK1/2 deutlich aufgehoben. ph-PDK wird in der Kombination starker
messbar, ebenso wie BTK und p90RSK1. Ibrutinib lasst als Monosubstanz die Banden von ph-Rictor und
ph-AKT komplett ausfallen, ph-mTOR ist deutlich verringert exprimiert zu sehen. Kombiniert mit
Bortezomib erscheinen die ph-AKT- und ph-mTOR-Banden wieder, bei ph-Rictor ist eine

Expressionszunahme zu beobachten.

Abbildung 35: Gezeigt sind alle Originalbilder der an
der Zelllinie HT erfolgreich  durchgefiihrten
Proteinexpressionsanalysen. Die Therapeutika und
ihre Kombinationen sind in Dreifachansatzen getestet
und ausgewertet worden. Unter dem dazugehdérigen
Aktin befinden sich alle Blots der auf dem jeweiligen
Gel getesteten Kinasen. Im rechts dargestellten Gel
kam es zu einem Ausfall der Bande ,, Temsirolimus 3“.
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HT
AKT
phAKT
Rictor
phRictor
mTOR
phmTOR
phPDK
Raptor
phRaptor
MEK1/2
phMEK
MNK
MAPK
phMAPK
p70S6K
BTK
pP90RSK1

Bortezomib
1

R UK UK U UK UK (IS G UK K QL QI QI

i

Temsirolimus Borte./Temsi. Ibrutinib Borte./lbrut.
1 1 1 1
: 1 T 1
1 1 1 1
T 1 B
1 1 1 1
1 1 1
1 1
1 1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 I
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1
1
1 1

Tabelle 7: Die Tabelle zeigt zur besseren Veranschaulichung die Ergebnisse der digital-gestiitzten Lumineszenzauswertung
der jeweiligen Blots diverser Kinasen in der Zelllinie HT. Eindeutige Expressionszunahmen sind mit ,+“ bzw. ,++“
gekennzeichnet, Expressionsabnahmen oder Expressionsverluste mit negativem Vorzeichen. Eine gleichbleibende
Expressionsstarke wird mit ,,1“ angegeben, schwache Expressionsianderungen sind mit Klammern versehen.



Diskussion

5 Diskussion

Aufgrund des Umfangs der Experimente und zur besseren Ubersichtlichkeit werden die Ergebnisse
aufgeschliisselt nach Monosubstanzen bzw. Kombinationen einzeln bewertet und in lhrer Bedeutung

und dem Bezug zu aktuellen Veroffentlichungen eingeordnet.

51 Bortezomib

Die Dosisfindung bei Bortezomib gestaltete sich hinsichtlich einer fiir alle ABC-Zelllinien einheitlichen
ICso-Dosis schwierig. Ein Grund hierflr war das nicht konsistente Ansprechen der Zelllinie OCI-LY 3 auf
die Inkubation mit Bortezomib. Dies ldsst sich durch eine hohe Sensitivitdt der Zelllinie gegeniber

Anzuchtbedingungen wie z. B. der Mediumzusammensetzung erklaren.

Auch die Zelllinie OCI-LY 10 zeigte in feiner abgestuften Dosisfindungsexperimenten beinahe einen
On-Off-Effekt. Die beiden weiteren verwendeten ABC-Zelllinien HBL-1 und U2932 zeigten eine
dosisabhangige Verringerung ihrer Proliferation. Auch die GCB-Zelllinien reagierten dosisabhangig
wenig bei 1,67 nM und sehr stark bei einer Inkubation mit 4,17 nM. Ebenso kam es in beiden Subtypen
eine teils ausgepragte Reduktion der Zellviabilitat. Der Unterschied in der Gesamtzahl lebender Zellen
nach Inkubation entstand weniger aus einer Proliferationshemmung als vielmehr durch
Apoptoseinduktion. Insgesamt  wurde  zur  besseren  Vergleichbarkeit in  den
Kombinationsexperimenten die Verwendung von 2,5 nM Bortezomib fiir neun von zehn Zelllinien als
geeignet angesehen. Wie in der Dosisfindung beschrieben, musste fir die Zelllinie OCI-LY 3 eine Dosis
von 3,75nM verwendet werden. In einer Arbeitsgruppe wurde spater fir &ahnliche
Kombinationsexperimente eine Dosierung zwischen 2,5 nM und 8 nM fir verschiedene DLBCL-
Zelllinien verwendet, diese erbrachten dhnliche Ergebnisse®”. In Versuchen mit Zelllinien anderer

Lymphom-Untergruppen wurde fiir in vitro-Analysen eine Konzentration von 6 nM verwendet®®,

Wie bereits oben erwahnt, zeigte sich nach Inkubation mit Bortezomib eine teils deutlich reduzierte
Viabilitat in den Zellkulturansatzen. Dies konnten wir durch Apoptose- und Zellzyklus-Analysen in
ausgewahlten Zelllinien ebenfalls nachweisen. In OCI-LY 3 waren zahlreiche spatapoptotische Zellen
nach 48 Stunden Inkubationszeit zu beobachten, wahrend sich im Zellzyklus in HBL-1 keine bzw. in ULA
nur eine maRige Verschiebung im Sinne eines GO/G1-Arrestes nachweisen lieR. Die Ergebnisse der
Durchflusszytometrie decken sich weitgehend mit Publikationen anderer Arbeitsgruppen, es wurde
mehrfach iber die Hemmung des NF-kB-Signalwegs und eine Apoptoseinduktion tiber verschiedene
Sighalwege nach Inkubation von diversen Lymphom-Zelllinien mit Bortezomib berichtet®* ®’. Die
Kausalitat zwischen Inaktivierung des NF-kB-Signalwegs und Zellzahlreduktion konnte durch eine

selektive Blockade des NF-kB-Signalweges in vitro in ABC- und GCB-Zelllinien bewiesen werden. Hier
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zeigten die Zelllinien OCI-LY 3 und OCI-LY 10 sowohl erhohte Apoptoseraten als auch einen partiellen
G1-Zellzyklusarrest®. Insgesamt wurde durch o. g. Arbeitsgruppen nach Inkubation mit Bortezomib ein
deutliches Ansprechen der ABC-Subtypen sowie kein bzw. ein schwaches Ansprechen der GCB-
Subtypen gemessen, wahrend in unseren Messungen bei den GCB-Subtypen etwas starkere Effekte
erzielt wurden. Auf Proteinebene wurde unter Bortezomib mono in den GCB-Zelllinien eine vermehrte
Expression von Raptor, ph-Raptor, Rictor, ph-mTOR, MAPK, MNK in ULA und ph-p90RSK1 in HBL-1 und
damit eine Aktivierung vor allem des mTOR-Signalwegs messbar. AuBerhalb dieses Signalwegs konnten
noch PDK und BTK in ULA verstarkt exprimiert gemessen werden. Auch in den ABC-Zelllinien zeigten
sich Effekte im PI3K-AKT-mTOR- Signalweg. In HBL-1 wurden Rictor, Raptor und BTK gesteigert
exprimiert, ebenso ph-MEK und ph-PDK in der Zelllinie U2932. In beiden Zelllinien wurde
interessanterweise ph-p90RSK1 vermindert exprimiert, in U2932 zusatzlich AKT. Insgesamt zeigten
sich somit in beiden Subtypen teils gleichgerichtete, teils gegenlaufige Effekte. Proteine beider mTOR-
Komplexe und wesentliche in der Signalkaskade oberhalb lokalisierte Effektorkinasen wurden
vermehrt gemessen, wahrend ph-p90RSK1 in einer GCB-Zelllinie verstarkt, in den beiden ABC-Zelllinien
vermindert exprimiert wurde. Bortezomib mit der einhergehenden Proteasomhemmung hatte hier
zunachst keinen direkten Effekt auf die Proteinexpression der PI3K-AKT-mTOR-Achse. Mdglicherweise
ist die im Wesentlichen messbare Aktivierung der Achse als eine Art gegenldufige
Uberlebensforderliche Stressantwort zu werten, die jedoch Apoptose und Reduktion der

Gesamtzellzahl, ausgel6st durch direkte Bortezomib-Effekte, nicht aufhalten kann.

5.2 Temsirolimus

Temsirolimus zeigte in den durchgefiihrten Dosisfindungsexperimenten die erwarteten Effekte.
Sowohl in ABC- als auch in GCB-Zelllinien konnte ein reduziertes Zellwachstum beobachtet werden. Bei
einer Konzentration von 10nM Temsirolimus wurde in ABC-Zelllinien eine mittlere
Proliferationshemmung von 49,73% nach 72 Stunden Inkubation erreicht. Der gleiche Versuchsansatz
erbrachte bei GCB-Zelllinien einen Mittelwert von 51,78% mit einer etwas gréfleren Spannweite von
30,04% in SU-DHL 5 bis 66,22% in der Zelllinie ULA. Diese Effekte waren von 0,1 nM bis 10 nM
dosisabhangig, eine Dosiseskalation iber 10 nM hinaus erbrachte auller in der Zelllinie ULA (100 nM:
48,85%) keinen weiteren messbaren Effekt. Insgesamt sahen wir daher 10 nM Temsirolimus als
geeignete Dosis (ICso) flir unsere weiteren Kombinationsexperimente. Die Vergleichbarkeit zwischen
ABC- und GCB-Subtypen war durch die gleiche Dosierung gegeben. Die Viabilitat der Zellen war selbst
in Ansdtzen mit hohen Konzentrationen (1 uM Temsirolimus) nach 72 Stunden nur wenig verandert.
Dies lieR bereits vermuten, dass die geringere Zellzahl unter Temsirolimus nicht durch

Apoptoseinduktion zustande kam, sondern durch einen Zellzyklusarrest. An je einer ABC- (HBL-1) und

67



Diskussion

GCB-Zelllinie (ULA) fihrten wir daher exemplarisch nach 48 Stunden Inkubationszeit
Zellzyklusanalysen durch. Das Ergebnis zeigte jeweils einen Arrest in der G1/G0-Phase. Bei ULA war der
Effekt deutlich starker ausgepragt (77,7% verglichen mit UTR 34,6%) als bei HBL-1 (50,9%; UTR 42,9%).
Der G1/GO-Arrest ist in der Literatur fur verschiedene mTOR-Inhibitoren beschrieben, auch an DLBCL-

)’°. Messbare Apoptosewerte wurden in dieser

Zelllinien (Rapamycin, Everolimus an DB und SU-DHL 4
Publikation nicht gezeigt. Die Apoptosemessung 48 Stunden nach Temsirolimus Behandlung an der
Zelllinie OCI-LY 3 zeigte einen Anteil frihapoptotischer Zellen von 3,24% (UTR: 0,66%) und
spatapoptotischer Zellen von 15,73% (UTR: 6,44). Somit ist die relative Zellzahlreduktion auf 54,87%
nach 48 Stunden verglichen zur unbehandelten Kontrolle dem Zellzyklusarrest zuzuordnen, Apoptose
spielt eine untergeordnete Rolle nach Inkubation mit Temsirolimus. Auf Proteinexpressionsebene
wurde die Wirkung von Temsirolimus ebenfalls untersucht. Als direkter Effekt war in den meisten
Zelllinien eine Dephosphorylierung von Raptor zu beobachten, auch weitere Effektorkinasen unterhalb
des mTOR-Komplexes wie MNK waren reduziert exprimiert. In HBL-1 konnte auch gezeigt werden, dass
mTOR dephosphoryliert wird. Es kam interessanterweise in allen Zelllinien Gbereinstimmend zu einer
Dephosphorylierung von Rictor bzw. einer stark reduzierten Expression von ph-Rictor, teilweise sogar
zum kompletten Expressionsverlust (ULA). Diese Beobachtung deckt sich nicht mit der gdngigen
Literatur, da meist davon ausgegangen wird, der mTORC2-Komplex mit dessen Bestandteil Rictor
bliebe von einer Rapamycin- und Rapalog-Exposition unberiihrt® >, Einzelne Publikationen jedoch
zeigen, dass dieses Dogma nicht zwangsweise zutreffend ist. Eine anhaltende Exposition (iber
24 Stunden gegenliber Rapamycin flihrte auch in anderen Arbeiten zu einer Dephosphorylierung von

Rictor*.

5.3 Ibrutinib

Ibrutinib erbrachte in den ABC-Zelllinien ein inhomogenes Ergebnis. Bei HBL-1 und OCI-LY 10 konnte
die Zellprofileration durch geringe Dosen (2,5 nM) verringert werden, U2932 sprach auch auf hohe
Konzentrationen (1 uM) nicht an. In der Zelllinie OCI-LY 3 wurde die Zellprofileration erwartungsgeman
schwach beeinflusst. Dies beruht auf der CARD11-Mutation, die in dieser Zelllinie nachgewiesen
wurde. Die Ergebnisse der Proliferationsversuche decken sich mit den Veroffentlichungen von Davis et
al’®% in unseren Versuchen konnten bei etwas geringerer Konzentration bereits die gleichen
Verdnderungen gezeigt werden. In den Zelllinien, die auf Ibrutinib ansprachen, zeigte sich in der
absoluten Zellzahl zwischen 24 und 72 Stunden Inkubationszeit keinerlei Wachstum. Dies deckt sich
mit den Ergebnissen von Honigberg et al, welche auf Proteinexpressionsebene bereits die irreversible
Inhibition der Bruton’s Tyrosine Kinase durch eine kurze Inkubation mit lbrutinib nachweisen

konnten®®. Wie erwartet, zeigten sich die GCB-Zelllinien im Wesentlichen unempfindlich gegeniiber
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Ibrutinib. Bei einigen Zelllinien wurde ein schwacher Effekt gemessen, bei drei Zelllinien konnte man
in der Dosisfindung mit unphysiologisch hohen Konzentrationen bis 1 uM eine Toxizitat induzieren, die
sich in vermehrtem Zelltod duRerte. Flir GCB-Zelllinien liegen keine Veroffentlichungen zur Inkubation
mit Ibrutinib vor. Davis et al inhibierten jedoch gezielt mittels small hairpin RNA BTK in einigen
GCB-Zelllinien, wodurch sich keine verringerte Zellproliferation induzieren liel3. Dies ist der in diesen
Zelllinien fiir das Wachstum nicht zwingend aktivierten B-Zell-Rezeptor-Signalkaskade zuzuordnen®® ®,
Insgesamt entschieden wir uns fiir 2,5 nM als geeignete Dosierung fiir Kombinationsexperimente. In
der Durchflusszytometrie zeigten sich in OCI-LY 3 keine erhdhten Apoptosewerte. In den
Zellzyklusanalysen konnte ein deutlicher G1/G0-Block in der ABC-Zelllinie HBL-1 gezeigt werden, in ULA
nur eine leichte Verschiebung nach G1 und G2. Somit konnten wir zeigen, dass der G1/GO-Arrest
verantwortlich ist fiir den Proliferationsstopp in Zelllinien, die auf lbrutinib angesprochen haben. Auf
Proteinexpressionsebene liel sich bei Inkubation mit Ibrutinib in den Zelllinien HBL-1, ULA und HT eine
Dephosphorylierung von AKT, in HT und U2932 auch von mTOR beobachten, zudem ist in der Zelllinie
HT eine Dephosphorylierung von Rictor nachweisbar. Trotz der offensichtlichen Beeinflussung auf
Proteinebene zeigten sich die beiden Zelllinien HT und U2932 im Wachstum nicht eingeschrankt durch
Ibrutinib. In der auf Ibrutinib wenig sensiblen Zelllinie ULA wurden sogar entscheidende Komponenten
des mTORC1- und mTORC2-Komplexes vermehrt exprimiert. Die Inhibierung des PI3K-AKT-mTOR-
Signalwegs durch Dephosphorylierungen entscheidender Kinasen nach Gabe von lbrutinib ist
vermutlich auf eine direkte Beteiligung von BTK in der Aktivierung von AKT zurlickzufiihren, wie sie in
verschiedenen Zellreihen beispielsweise bei Craxton et al beschrieben ist’2. Somit ist BTK nicht nur im

NF-kB-Signalweg eine entscheidende Komponente.

5.4 Idelalisib

Die Auswirkung einer Exposition gegeniiber Idelalisib war unterschiedlich tber alle verwendeten
Zelllinien hinweg, unabhdngig vom ABC- oder GCB-Subtyp. Sieben von zehn Zelllinien zeigten bereits
bei geringeren Dosierungen im Bereich 100 nM ein erstes Ansprechen, welches sich dosisabhdngig bis
10 uM noch steigern lieR. Die Zelllinie OCI-LY 3 sprach (iber alle verwendeten Konzentrationen
gleichmaRig mit einer Viabilitdtsreduktion auf 87,6% an. Kein Effekt wurde erzielt in den beiden
GCB-Zelllinien DB und SU-DHL 4. Zu dem Zeitpunkt, als die Viabilitatsstudien durchgefiihrt wurden,
waren PI3K-Inhibitoren und auch Idelalisib noch wenig erforscht. Unsere Ergebnisse sind kongruent
mit einer von Lanutti veroffentlichten in vitro-Analyse aus 2011, in welcher an verschiedenen
B-Zell-Malignitaten die Effektivitdt von Idelalisib an Zelllinien gezeigt wurde®:. Die Zelllinie SU-DHL 5
war hier dosisabhangig bis 10 uM exponiert. Eine jlingst veroffentlichte Arbeit verwendete Idelalisib

an den Zelllinien OCI-LY 10 und HBL-1 mit &hnlichen Ergebnissen in den Viabilitatsstudien’. In weiteren
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Veroffentlichungen wurde nach Abschluss unserer Versuche gezeigt, dass bei Konzentrationen > 1 uM
nicht mehr nur die p1106-Untereinheit, sondern nicht selektiv auch die B- und y-Untereinheiten der
PI3-Kinase gehemmt werden®. Wir verwendeten 5pM als Konzentration in unseren
Kombinationsexperimenten — retrospektiv eine Dosierung, welche wirkungsvoll war, wenngleich
etwas weniger selektiv. Die Analyse der Zellzyklus-Veranderungen nach Inkubation mit Idelalisib zeigte
in beiden untersuchten Zelllinien eine erhdhte G1/GO-Fraktion, wobei in der GCB-Zelllinie ULA, welche
auch in den Viabilitdtsversuchen deutlich auf Idelalisib reagierte, von einem G1/G0-Arrest gesprochen
werden kann, da sich der Anteil von in diesem Stadium befindlichen Zellen beinahe verdoppelte (34,6%
UTR vs. 61,5% Idelalisib). Eine Validierung durch Daten anderer Arbeitsgruppen kann mangels
entsprechender Publikationen nicht erfolgen. Die Aussagekraft dieser Daten wird, abgesehen von der
relativ hohen verwendeten Konzentration, jedoch durch mehrere Wiederholungen und eine geringe
Standardabweichung unterstrichen. Dass die PI3-Kinase am Beginn verschiedener tiberlebenswichtiger
Signalwege einzuordnen ist, ist hinlanglich bekannt und kann das verschiedenartige Ansprechen der
untersuchten Zelllinien mit erklaren. In der maRig auf Idelalisib ansprechenden Zelllinie OCI-LY 3
fihrten wir eine Apoptosemessung durch, welche eine geringe Zunahme an friih- und
spatapoptotischen Zellen zeigte. Lanutti et al konnten mittels Annexin-Staining eine deutliche erhdhte
Apoptoserate in der Zelllinie SU-DHL 5 nachweisen, dosisabhidngig ab einer Konzentration von
0,5 uM®L, Diese Zelllinie zeigte auch in unseren Viabilitdtsversuchen eine gute Reaktion auf Idelalisib
ab einer Konzentration von 0,1 uM. Auf Proteinexpressionsebene flhrten wir mit Idelalisib keine
weiteren Versuche durch. Es konnte durch andere Arbeitsgruppen mehrfach gezeigt werden, dass eine
Inhibition von PI3K durch Idelalisib einen direkten Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus
nachgeschalteter Kinasen im PI3K-AKT-mTOR-Signalweg hat, wobei insbesondere AKT und p70S6K
sowie die IkB-Aktivitdt untersucht wurden. Eine sehr interessante Arbeit konnte in DLBCL-Zelllinien in
vitro nachweisen, dass bei einer Inkubation mit Idelalisib innerhalb weniger Stunden durch einen
Feedback-Mechanismus tber die p110a-Untereinheit die PI3K-Aktivitdt wieder stark zunimmt und der
Signalweg erneut aktiviert wird. Eine erneute Hinzugabe von ldelalisib zu den bereits inkubierten
Zelllinien konnte diesen Effekt nicht verhindern® 73, Die durch einen kombinierten PI3Ko/8-Inhibitor
erzielten Ergebnisse in ABC-DLBCL-Zelllinien zeigen, dass dieser Ansatz der Verwendung von Idelalisib
mono in vitro deutlich (berlegen ist, wahrend in GCB-DLBCL und in OCI-LY 3 auch mit einem
kombinierten Inhibitor keine relevanten Effekte erzielt wurden’®. Dass PI3K und auch PDK1 weit oben
in den Signalkaskaden eine zentrale Rolle einnehmen und in einigen ABC-DLBCL-Zelllinien sogar
entscheidend fiir die Aktivierung des NF-kB-Signalweges sind, wurde durch die Arbeit von Kloo et al

dargelegt und lasst PI3K weiter als interessantes Ziel erscheinen’.
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5.5 Kombinationsversuche

Auf der Basis der durchgefiihrten Monosubstanz-Versuche und der Kenntnis relevanter Signalwege
wurde eine Reihe von Kombinationsexperimenten an den DLBCL-Zelllinien durchgefiihrt, deren
Ergebnisse im folgenden Abschnitt diskutiert werden. Die Gewichtung hierbei lag vor allem auf der
Erarbeitung moglicher sinnvoller Medikamentenkombinationen mit synergistischer Wirkung, dem
Darstellen von Unterschieden der erzielten Effekte in den beiden DLBCL-Subtypen und deren
Beobachtung auf Zellzyklus- und Proteinexpressionsebene. Es wurden alle vier untersuchten
Substanzen einzeln mit den jeweils verbleibenden drei weiteren Substanzen in allen zehn zur

Verfligung stehenden DLBCL-Zelllinien kombiniert.

5.5.1 Kombinationsversuche mit Bortezomib

Die Kombination Bortezomib/Temsirolimus zeigte in allen Zelllinien unabhangig vom jeweiligen Subtyp
eine jeweils antagonistische Wirkung. Besonders deutlich wurde dies in den GCB-Zelllinien DB,
SU-DHL 5 und ULA sowie in den ABC-Zelllinien HBL-1 und OCI-LY 10. Die Zelllinien ULA und HBL-1
wurden auf Proteinexpressionsebene weiter untersucht. Interessant zu beobachten ist im
Kombinationsansatz die vermehrte Expression von AKT und p70S6K in ULA. Besonders erwahnenswert
erscheint der Effekt auf ph-PDK. In ULA wurde ph-PDK in der Kombination verstarkt exprimiert,
wahrend in HBL-1 eine verminderte Expression gemessen wurde. Trotzdem zeigten alle DLBCL-
Zelllinien einen gleichgerichteten antagonistischen Effekt  in der  Kombination
Bortezomib/Temsirolimus. Dieser spiegelt sich auch in den Zellzyklusanalysen in ULA und HBL-1 wider,
in welchen im Vergleich zu den Einzelsubstanzen jeweils ein geringerer Anteil sich im G1/GO-Arrest
befindlicher Zellen gemessen wurde. Die Apoptoserate in OCI-LY 3 in der Kombination lag mit 33,0%
toten Zellen unter dem mit Bortezomib mono erreichten Wert von 43,6% (Temsirolimus 15,7%). Zum
Zeitpunkt der Untersuchungen existierten keine veroffentlichten Daten zu dieser Kombination in
DLBCL. Es lag eine Publikation Uber Bortezomib/Everolimus in Mantelzell-Lymphom-Zelllinien vor,
welche in Proliferationsstudien einen synergistischen Effekt dieser Kombination messen konnten.
Tiefergehende Experimente auf Zellzyklus- oder Proteinexpressionsebene wurden in dieser Arbeit

nicht durchgefiihrt’®,

Die Kombination Bortezomib/Ibrutinib zeigt in neun von zehn untersuchten Zelllinien einen additiven
Effekt. Interessant ist die Betrachtung dieser Kombination in OCI-LY 3. Wahrend die Monotherapie
einen maRigen Effekt unter Bortezomib und unter Ibrutinib keine messbare Proliferationshemmung
erzeugt, beobachtet man in der Kombination beider Substanzen einen ausgepragten (iberadditiven

Effekt. In den durchgefiihrten Apoptosemessungen in OCI-LY 3 wird dies ebenfalls deutlich durch eine
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Uber den Effekt der Bortezomib-Monotherapie hinausgehende Verschiebung zu frih- und
spatapoptotischen Zellen. HBL-1 und ULA sprechen additiv auf die Inkubation an, in der Zellzyklus-
Auswertung kommt es zu einer Verschiebung in die S-Phase. In den auf Proteinexpressionsebene
untersuchten Zelllinien zeichnet die Kombination Bortezomib/lbrutinib ein zu den jeweiligen Effekten
der beiden Monosubstanzen dhnliches Bild. Das aufféllig deutliche Ansprechen der Zelllinie OCI-LY 3
ist moglicherweise auf die nur in dieser Zelllinie bestehende CARD11-Mutation zuriickzufiihren. Die
Arbeitsgruppe von Davis et al konnte zeigen, dass OCI-LY 3 auf eine Inhibition von BTK, welche in der
Signalkaskade oberhalb von CARD11 liegt, kein Ansprechen zeigt, sehr wohl jedoch auf eine Inhibition
der unterhalb liegenden IKK-B*. Sie empfahlen daher bei mutCARD11-DLBCL eine Verwendung von
Inhibitoren letzterer Kinase. Durch Bortezomib ist das Proteasom und somit letztlich auch IKK-B
blockiert, sodass der antiapoptotische Effekt dieses Signalweges aufgehoben wird. Dadurch zeigt sich
erst der volle Effekt einer Inhibition von BTK, wodurch weitere antiapoptotische und
proliferationsfordernde Signalwege gehemmt sind und die Zellen letztlich durch Apoptose oder
Zellzyklusarrest zugrunde gehen bzw. ihre Teilungsfahigkeit verlieren. Eine Gberadditive Wirkung wird
in der GCB-Gruppe nicht erreicht, welche bekanntermaRen jedoch auch nicht abhangig ist von einem

7. Eine weitere Arbeitsgruppe kam in

dauerhaft aktivierten B-Zell-Rezeptor-Signalweg>®
Untersuchungen an GCB- und ABC-DLBCL-Zelllinien zu dhnlichen Ergebnissen. Hier zeigten sich sogar
synergistische Effekte der Kombination Bortezomib/Ibrutinib, unabhéngig vom Subtyp. Die Autoren
flhrten dies vor allem auf eine deutliche Dephosphorylierung von AKT zurtick, welche in unserer Arbeit
in drei von vier Zelllinien ebenfalls beobachtet werden konnte. Jedoch trat bei uns die
Dephosphorylierung auch bereits unter Monotherapie mit Ibrutinib auf. Aufgrund dieser Erkenntnisse
und klinischen Therapieerfolgen in Mantelzelllymphom und Multiplen Myelom erscheint uns und einer

weiteren Arbeitsgruppe die bisher nicht publizierte klinische Testung der Kombination

Bortezomib/Ibrutinib am DLBCL lohnenswert®’.

In der Kombination Idelalisib mit Bortezomib beobachteten wir in vier von sechs Zelllinien der
GCB-Gruppe und einer Zelllinie der ABC-Gruppe (HBL-1) additive Effekte. In der GCB-Gruppe kam es
bei SU-DHL 5 und ULA zu einer leicht antagonistischen Wirkung, ebenso in den ABC-Subtypen bei
OCI-LY 10 und sehr deutlich antagonistisch bei U2932. Die Zelllinie OCI-LY 3 sprach synergistisch auf
die Kombination an. Hier wurden Apoptosemessungen durchgefiihrt, welche eine deutliche Zunahme
des Anteils an spatapoptotischen Zellen offenlegten. Die Zellzyklusanalysen ergaben in den beiden
untersuchten Zelllinien jeweils einen G1/G0-Arrest. In HBL-1 war dieser deutlicher, in ULA geringer
ausgepragt als in der Monotherapie mit Idelalisib, passend zur additiven bzw. rechnerisch
antagonistischen Wirkung. Es liegen derzeit keine vergleichbaren publizierten Arbeiten vor, in welcher
die Kombination Bortezomib mit Idelalisib am DLBCL untersucht wurde. Veroffentlichungen dieser

Kombination gibt es im Bereich der Forschung am Mantelzelllymphom und dem Multiplen Myelom,
72



Diskussion

wobei jeweils synergistische Effekte beobachtet wurden’®7°, Die Arbeit von Park et al zeigt, dass in der
DLBCL-Zelllinie HT nach einer Transfektion mit EBV durch die Kombination von Bortezomib und
Idelalisib zuvor gegeniber der Monotherapie bestehende Resistenzen (berwunden werden und
synergistische Effekte zu beobachten sind. Dies wird hier vor allem auf die NF-kB-Blockade
zuriickgefiihrt®. Unsere verwendeten DLBCL-Zelllinien sind durchweg EBV-, das EBV*-DLBCL macht
schwerpunktmaRig im asiatischen Raum ungefdhr 10% aller DLBCL aus. Auf Proteinexpressionsebene
wurden in dieser Kombination sowie in allen nachfolgend diskutierten Kombinationsexperimenten aus

technisch-logistischen Griinden keine Experimente durchgefihrt.

5.5.2 Kombinationsversuche mit Temsirolimus

Temsirolimus mit lbrutinib ergab in allen Wildtyp-ABC-Zelllinien additive Effekte, keinen Effekt
beobachtete man hingegen in der Zelllinie OCI-LY 3 sowie in allen GCB-Zelllinien. Bemerkenswert ist
der antagonistische Effekt dieser Kombination auf die Zelllinie ULA. Es muss beachtet werden, dass
Ibrutinib als Monotherapeutikum in den meisten GCB-Zelllinien nur eine minimale
Proliferationshemmung bewirkte, sodass formal additive Effekte mit Temsirolimus gemessen wurden,
welche jedoch hauptsachlich auf Temsirolimus zurtickzufiihren waren. Die additiven Effekte in den
ABC-Zelllinien zeigten sich exemplarisch auch in der Zellzyklusanalyse in HBL-1. Hier wurde der
G1/GO-Arrest der beiden Einzelsubstanzen deutlich verstarkt. In ULA wurde der antagonistische Effekt
durch die Zellzyklusanalyse nicht klarer beleuchtet, hier glichen die Kombinationseffekte denen von
Temsirolimus mono. Diese Ergebnisse sind bis zum jetzigen Zeitpunkt nur durch unsere Arbeitsgruppe
publiziert, eine Validierung an einem derart groRen DLBCL-Zelllinienpanel durch andere
Arbeitsgruppen ist bislang nicht erfolgt®!. Eine 2014 veréffentlichte Arbeit ergab in OCI-LY 10

synergistische Effekte eines dualen mTOR-Inhibitors mit Ibrutinib®,

Temsirolimus und Idelalisib zeigten in allen ABC-Zelllinien additive Effekte, wobei in OCI-LY 3 dhnlich
wie durch Ibrutinib auch durch Idelalisib mono keine Proliferationshemmung stattfand. In fiinf von
sechs GCB-Zelllinien, welche mit Ausnahme der Zelllinie DB auf beide Substanzen gut ansprachen,
konnten additive Effekte nachgewiesen werden. Der leicht antagonistische Effekt in ULA erklart sich
durch das bereits sehr ausgepragte Ansprechen auf die beiden Einzelsubstanzen. In der
Zellzyklusanalyse in ULA war kein antagonistisches Ansprechen zu erkennen, hier bewirkte die
Kombination einen G1/GO-Arrest, ebenso in der ABC-Zelllinie HBL-1. Insgesamt gibt es zu dieser

Kombination derzeit keine vergleichbaren publizierten in vitro- oder in vivo-Daten.
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5.5.3 Kombination Ibrutinib/Idelalisib

AbschlieBend untersucht und hier diskutiert wird die Kombination Ibrutinib mit Idelalisib. Alle GCB-
Zelllinien erreichten in dieser Kombination additive bis synergistische Effekte. Beachtenswert ist
hierbei die Zelllinie DB, welche auf die Einzelsubstanzen keine Reaktion zeigte, in welcher jedoch durch
die Kombination eine absolut gesehen maRige, jedoch signifikante Proliferationshemmung erzeugt
werden kann. Ebenso additiv reagierten alle untersuchten ABC-Zelllinien, mit Ausnahme der
CARD11-Mutation-Zelllinie OCI-LY 3. Im Gegensatz zur Kombination Bortezomib/lIbrutinib konnte
durch lbrutinib/Idelalisib der Effekt des dauerhaft aktivierten NF-kB-Signalwegs nicht durchbrochen
werden. Dies ist sicherlich darauf zuriickzufiihren, dass beide inhibierten Kinasen in der Signalkaskade
oberhalb von CARD11 liegen. In den Zellzyklusanalysen beobachteten wir in ULA und HBL-1 jeweils
eine Zunahme der Zellen im G1/GO-Arrest. Zum Zeitpunkt unserer Untersuchungen lagen keine

wissenschaftlich publizierten Erkenntnisse zu dieser Kombination vor.
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5.6  Wissenschaftliche Einordnung

Es bleibt zusammenfassend festzustellen, dass alle durchgefihrten Einzel- und
Kombinationsexperimente, vergleichbare publizierte Studien vorausgesetzt, kongruent mit dem
aktuellen Stand internationaler Forschung sind. Fiir einige der hier untersuchten Kombinationen
existieren bis zum Zeitpunkt der schriftlichen Abfassung dieser Arbeit keine Daten, insbesondere nicht
zu in vitro- Experimenten. Als besonders erwahnenswerte Ergebnisse werden der antagonistische
Effekt von Bortezomib/Temsirolimus in allen untersuchten Zelllinien sowie das Verhalten der Zelllinie
OCI-LY 3 betrachtet. Alle Kombinationen auBer Bortezomib/Temsirolimus bewirken additive und
synergistische Effekte der Proliferationshemmung unabhdngig vom DLBCL-Subtyp — die Zelllinie
OCI-LY 3 ausgenommen. Um den Transfer in klinische Studien moglichst effektiv und patientensicher
zu gestalten, ist die Kenntnis des Subtyps dennoch zukunftsweisend und unerldsslich. Zusatzlich
notwendig scheint aus den Erfahrungen der durchgefiihrten Experimente die Kenntnis des
CARD11-Mutationsstatus im ABC-Subtyp zu sein. Dies wird verdeutlicht im Verhalten der Zelllinie OCI-
LY 3. Wahrend Kombinationen ohne Bortezomib in OCI-LY 3 durchweg antagonistische Effekte zeigen,

spricht diese Zelllinie auf Bortezomib/Ibrutinib synergistisch an.

Ein besonderes Augenmerk galt den Proteinexpressionsanalysen der Kinasen aus durch die
Therapeutika beeinflussten Signalwegen. Als eine der entscheidenden Achsen vor allem in GCB-DLBCL
gilt der PI3K-AKT-mTOR-Pfad, in ABC-DLBCL spielt vor allem die permanente Aktivierung des
B-Zell-Rezeptor-Signalwegs eine wichtige Rolle. Unter Temsirolimus koénnen wir eine
Dephosphorylierung von PDK und Rictor in ABC- und GCB-Zelllinien beobachten, wahrend Bortezomib
auf den Phosphorylierungsstatus von PDK keinen Effekt hat. Bemerkenswerterweise kommt es unter
der Kombination Bortezomib/Temsirolimus zu einer Phosphorylierung und damit Aktivierung von AKT
in der GCB-Zelllinie ULA, wohingegen in der ABC-Zelllinie U2932 eine Dephosphorylierung
vonstattengeht. Interessant ist auch der Phosphorylierungsstatus von PDK in dieser Kombination — die
GCB-Zelllinie ULA zeigt eine vermehrte Phosphorylierung, beide untersuchten ABC-Zelllinien eine
Dephosphorylierung. Der Antagonismus von Bortezomib/Temsirolimus kann somit auf Ebene der
Proliferationsstudien gut beobachtet und durch Zellzyklusanalysen und Proteinexpressionsanalysen in
seiner Bedeutung bestatigt werden. Ein negativer Feedbackloop durch Phosphorylierung von AKT
durch Rictor wurde bereits mehrfach beschrieben® 7!, die Erkenntnisse aus unserer Arbeit lassen
darauf schlieBen, dass zusatzlich auch dem Phosphorylierungsstatus von PDK eine Schliisselfunktion

beizumessen ist.

Alle Experimente unterliegen den bekannten Limitationen allgemeiner Zellkulturexperimente,
Rickschliisse auf eine mogliche klinische Anwendbarkeit dirfen nicht unreflektiert gezogen werden.

Dies ist begriindet in verschiedenen Faktoren. Zellkulturexperimente in dieser GroRenordnung
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erfordern Versuche liber mehrere Monate. Dies bedeutet, dass trotz hochster Sorgfalt hinsichtlich der
Reproduzierbarkeit der Experimente gewisse Schwankungsbreiten auftreten. Die Zelllinien kénnen
nicht Gber Monate hinweg aus einem Ansatz vermehrt werden. Fiir neue Ansatze werden frische
Zelllinien aus der Cryokonservation aufgetaut, anschlieBend neue Ansatze wahrend stabiler
Wachstumsphasen mit moglichst frischem Medium versorgt. Insbesondere bei den Serumzusatzen
(FBS fur acht Zelllinien und FFP fir die Zelllinien OCI-LY 3 und OCI-LY 10) gibt es chargen- bzw.
konservenabhangige Schwankungen der Zusammensetzung, beispielsweise der enthaltenen
Konzentration an Wachstumsfaktoren®®. Auf antiinfektive Zusitze wurde soweit méglich bewusst
verzichtet, hier erschienen die regelmaRige klinische Beobachtung und apparative Testung auf
Verunreinigung ausreichend. Lediglich bei der Verwendung von FFP als Plasmazusatz wurden Penicillin
und Streptomycin zugefiigt. Um moglichst vergleichbare Daten zu erhalten, wurden die
Kombinationsexperimente an allen Zelllinien zeitgleich aus dem gleichen Zellansatz durchgefiihrt. Flr

Wiederholungsexperimente wurden im Verlauf teils frische Zellansatze verwendet.

Die Projizierbarkeit auf eine klinische Anwendung der hier getesteten Kombination ist limitiert aus
mehreren Gesichtspunkten. Zum einen verhalten sich die hier verwendeten DLBCL-Zelllinien,
wenngleich sie nicht artifiziell immortalisiert wurden, nicht sicher wie Tumorzellen in vivo. Das
Zellmilieu spielt eine wichtige Rolle bei der Proliferation und Aufrechterhaltung der antiapoptotischen
Signalwege der DLBCL-Zellen. Dies wurde insbesondere bei der Verwendung von Idelalisib gezeigt,
welches in vivo die monozytare Zytokinsekretion blockiert. Hier kam die Gruppe um Hoellenriegel und
Burger zu dem Schluss, dass bei Idelalisib in vitro-Konzentrationen nicht linear korrelieren mit der
in vivo-Aktivitat des Medikaments®* 2%, Zum anderen unterliegen die meisten Chemotherapeutika und
Immunmodulatoren in vivo den Prozessen der Pharmakokinetik, sodass ihre Konzentration nach
Applikation abnimmt, was in vitro nicht nennenswert der Fall ist. AuRerdem gilt es, die Vertraglichkeit
der Substanzen beim Menschen stets zu berlicksichtigen, was zum Beispiel eine Dosisreduktion einer
Einzelsubstanz oder eine zeitversetzte Gabe mehrerer Substanzen notwendig macht. Klinische Studien
mit den hier in vitro untersuchten Kombinationen an DLBCL-Patienten, die auf die Standardtherapie
mit R-CHOP oder DA-EPOCH nicht oder nur schlecht ansprechen, oder nach einer Phase der Remission
Tumorrezidive erleiden, sind dennoch erstrebenswert. Um mogliche unerwiinschte Nebenwirkungen
oder ein fehlendes Ansprechen zu reduzieren bzw. zu vermeiden, ist die Kenntnis des Subtyps und der
Mutationen entscheidender Signalwege vor Studieneinschluss zukunftsweisend. Untersuchungen zum
klinischen Ansprechen auf alle verwendeten Einzelsubstanzen mit Beschreibung der Vertraglichkeit
liegen bereits vor. Durch Kombinationstherapien kann bei synergistischen und additiven Effekten
moglicherweise ein gutes klinisches Ansprechen erreicht werden bei gleichzeitig moglicher
Dosisreduktion der Einzelsubstanzen mit daraus resultierender Verbesserung der Vertraglichkeit

hinsichtlich Nebenwirkungen und deren Schweregrad.
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5.7 Bezug zur Klinik

Bortezomib zeigte gute Erfolge als Erganzung zur Zweitlinientherapie mit DA-EPOCH in
therapierefraktiren oder rezidivierten ABC-DLBCL>. Bei Hinzunahme von Bortezomib zur
Erstlinientherapie mit R-CHOP gibt es kontroverse Studienergebnisse. In der Arbeit von Ruan et al
ergab sich ein verbessertes Therapieansprechen in DLBCL des ABC-Subtyps, in der Studie von Offner
et al war kein Vorteil im Vergleich zur primaren Therapie ohne Bortezomib messbar®? 8. Mittlerweile
wurde mit der REMoDL-B-Studie erstmals eine randomisiert-kontrollierte Arbeit veroffentlicht, in der
Patienten mit DLBCL zunachst einen Zyklus R-CHOP erhielten. Wahrenddessen wurde eine
Genexpressionsanalyse durchgefiihrt und Subtypen des DLBCL identifiziert. Die Subgruppen wurden
dann weiter randomisiert und erhielten entweder weiter R-CHOP oder zusatzlich Bortezomib. Der
Beobachtungszeitraum lag bei 30 Monaten, es wurde kein Vorteil in einem Subtyp durch die

Hinzunahme von Bortezomib festgestellt®.

Eine erste Arbeit mit der Kombination Bortezomib/Temsirolimus in therapierefraktdaren DLBCL-
Patienten zeigte ein sehr heterogenes Ansprechen, wobei zwei Patienten eine komplette Remission
erlangten. Es wurden keine Genexpressionsanalyse und keine Unterscheidung der DLBCL-Subtypen
durchgefiihrt, sodass unklar bleibt, an welchem Subtyp die beiden Patienten mit Remission

erkrankten®’.

Temsirolimus ist als Monosubstanz in refraktdren DLBCL-Patienten moderat wirksam, in der
Untergruppe der GCB-DLBCL sowie in sekundar aus follikuldren Lymphomen transformierte DLBCL
zeigte sich ein gutes Ansprechen®. Aktuell 13uft eine multizentrische Studie zur Ergdnzung von

Temsirolimus zum R-DHAP-Protokoll in rezidivierten oder therapieresistenten DLBCL-Patienten®2.

Eine Differenzierung zwischen ABC- und GCB-Subtyp erfolgte in einer Studie mit Ibrutinib als
Monosubstanz an therapierefraktdren oder rezidivierten DLBCL-Patienten. Der Zeitpunkt der
Subtyp-Klassifizierung bleibt unklar. Hier zeigte sich ein deutlicher Unterschied im Ansprechen
zugunsten der ABC-Gruppe. Ebenso untersucht wurde der CARD11-Status. Kein Patient mit CARD11-
Mutation profitierte von Ibrutinib mono®. Die Phoenix-Studie ist eine randomisiert- kontrollierte,
doppelblinde Phase-lll-Studie, die sich auf Patienten mit ABC-DLBCL fokussiert hat und diese mit R-
CHOP/Ibrutinib  versus R-CHOP/Placebo behandelt hat. Der Subtyp wurde mittels
Genexpressionsanalyse bestatigt, zuvor wurden die Patienten anhand immunhistochemischer
Differenzierung rekrutiert. Hier zeigte sich flr Patienten unter 60 Jahren ein Vorteil hinsichtlich
Therapieansprechen und Gesamtiiberleben wahrend bei dlteren Patienten aufgrund von haufigeren
unerwiinschten Nebenwirkungen die Therapie vermehrt abgebrochen werden musste und somit auch

die Effektivitat der Therapie reduziert war®.
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Zu Idelalisib gibt es aktuell kaum klinische Studien mit DLBLC-Patienten, die aktuellen Ergebnisse lassen
darauf schlieRBen, dass es zum einen als Monotherapeutikum nur wenig erfolgsversprechend ist’®. Zum
anderen mussten zwei klinische Studien an Patienten aufgrund unerwartet hoher Toxizitat
abgebrochen werden. Dies war der Fall bei Idelalisib/Lenalidomid in Patienten mit Mantelzelllymphom
und bei ldelalisib/GS-9973, einem Inhibitor der Syk-Kinase, in Patienten mit verschiedenen B-NHL
inklusive  Mantelzelllymphom und DLBCL®. In rezidivierten oder therapieresistenten
Mantelzelllymphom-Patienten konnte mit Idelalisib mono ein Therapieansprechen von 40% erzielt

werden®?.
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6 Zusammenfassung

Non-Hodgkin Lymphome sind weltweit und insbesondere in den Industrienationen eine relevant
haufige Erkrankung und Todesursache. Den grofSten Anteil der aggressiven Non-Hodgkin Lymphomen
stellt mit Abstand die Gruppe der Diffus grofSzelligen B-Zell Lymphome. Die Erstlinientherapie des
DLBCL hat sich seit knapp 20 Jahren nur wenig verdandert, ca. die Halfte der Patienten kann mit dem
R-CHOP-Therapieregime kurativ behandelt werden. Erleiden Patienten ein Rezidiv oder sprechen nicht
auf die Erstlinientherapie an, ist die Prognose deutlich schlechter. Dies hat die Gruppe der DLBCL in
den letzten Jahren zum Gegenstand intensiver Forschung gemacht. Zundchst durch
Immunhistochemie, nun vor allem aber durch Genexpressionsprofile konnten die beiden Subtypen
Activated B-cell like (ABC-) DLBCL und Germinal-centre B-cell like (GCB-) DLBCL identifiziert werden. Es
wurden hierbei deutliche Unterschiede in deren Pathomechanismen der Lymphomgenese und der
Tumorbiologie aufgezeigt, welche auch eine prognostische Relevanz besitzen. Die Kenntnis der
wichtigen Signalwege und zentraler regulierender Kinasen hat zusammen mit einer modernen
Pharmaindustrie zahlreiche neuartige Medikamente, vor allem Kinaseinhibitoren, hervorgebracht. Ein
Teil davon ist bereits in B-Zell-Malignomen erprobt. Es galt nun herauszufinden, ob auch in DLBCL
Wirksamkeit der Einzelsubstanzen Bortezomib, Temsirolimus, Ibrutinib, Idelalisib und deren
Kombinationen besteht. Hierzu wurden zunachst einfache Proliferationsexperimente durchgefiihrt,

stets an Zelllinien beider Subtypen, um Unterschiede zu erkennen.

Bortezomib als Einzelsubstanz war wirkungsvoll in allen DLBCL-Zelllinien, teils zeigte sich ein
On-Off-Effekt in der Dosiseskalation. Temsirolimus bewirkte in allen Zelllinien, unabhdngig vom
Subtyp, einen ausgepragten Proliferationsstopp. Die Wirkung war in erster Linie klassisch tber eine
Inhibition des mMTORC1-Komplexes vermittelt, jedoch konnte auch eine Beeinflussung des
mTORC2-Komplexes nachgewiesen werden. Der Effekt von lbrutinib war insgesamt nicht konsistent.
Bereits in den ABC-Zelllinien sprachen nur HBL-1 und OCI-LY 10 auf Ibrutinib an, erwartungsgemaf
wurden in OCI-LY 3 keine Effekte erzielt. Unerwartet war jedoch der ausbleibende Effekt in der Zelllinie
U2932. GCB-Zelllinien waren unempfindlich gegeniber Ibrutinib. Idelalisib als Monosubstanz war
unabhangig vom Subtyp effektiv, eine in dieser Arbeit verwendete relativ hohe Dosierung

vorausgesetzt.

Die reduzierte Zellzahl war bei Inkubation mit Bortezomib durch induzierte Apoptose bedingt, bei
Temsirolimus, Ibrutinib und Idelalisib hauptsachlich durch einen Zellzyklusarrest. Dies wurde

entsprechend in der Durchflusszytometrie fiir beide Subtypen exemplarisch bewiesen.

In den Kombinationsexperimenten fiel auf, dass Bortezomib/Temsirolimus in allen Zelllinien einen

insgesamt antagonistischen Effekt zeigte, trotz guter Wirksamkeit der Einzelsubstanzen. Eine mogliche
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Erklarung ist, dass sich die Effekte Apoptoseinduktion versus Proliferationsstopp kombiniert in ihrer

Effektivitat behindern.

Bortezomib/lbrutinib ist rechnerisch additiv wirksam, wenngleich der Einzeleffekt von lbrutinib in
GCB-DLBCL vernachlassigbar ist. Durch Hinzunahme von Bortezomib konnte die durch die
CARD11-Mutation bedingte Resistenz gegentiber Ibrutinib in OCI-LY 3 (iberwunden werden. Es wurden

synergistische Effekte messbar und es kam vermehrt zu Apoptose.

Dieser Effekt wurde auch durch Bortezomib/Idelalisib in OCI-LY 3 erzielt, wadhrend die anderen
Zelllinien gegeniber dieser Kombination inkonsistente Reaktionen zeigten unabhangig vom DLBCL-

Subtyp. In Zelllinien mit additiven Effekten war jeweils ein verstarkter G1/G0O-Arrest zu beobachten.

In ABC-DLBCL mit Wildtyp-CARD11 konnten durch Temsirolimus/Ibrutinib gute Erfolge erzielt werden.
Die Kombination Temsirolimus/Idelalisib war unabhéngig vom Subtyp meist additiv in ihrem Effekt.
Der Effekt von Idelalisib in GCB-Zelllinien wurde durch die Hinzunahme von lbrutinib verstarkt, ebenso

war die Kombination Ibrutinib/Idelalisib auch in allen ABC-Zelllinien auer OCI-LY 3 additiv.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass Bortezomib nicht mit Temsirolimus oder ldelalisib
zeitgleich in DLBCL angewandt werden sollten. Bortezomib/lbrutinib hat in ABC-DLBCL einen hohen
Stellenwert, in GCB-DLBCL keine Relevanz. Idelalisib ist wirksam mit Temsirolimus und Ibrutinib. Der
CARD11-Mutationsstatus sollte vor Therapiebeginn bekannt sein, flir ABC-DLBCL mit mutiertem
CARD11 empfehlen sich besonders die Kombinationen Bortezomib/Ibrutinib  oder

Bortezomib/Idelalisib.

Die Proteinexpressionsanalysen lieferten ebenso wie die Zellzyklusanalysen wertvolle tiefgreifende
Informationen. Oft war zu beobachten, dass Zelllinien dann additiv oder synergistisch auf eine
Exposition gegenilber einer Medikamentenkombination reagieren, wenn die Einzelsubstanzen
gleichgerichtete Effekte auf Zellzyklus, Apoptose oder auch Proteinexpression zeigten. Ist eine
Lymphomprobe des Patienten durch eine geeignete diagnostische MaRnahme verfligbar, so sollten,
wenn moglich, vor oder wahrend einer Therapie mit Kinaseinhibitoren dhnliche Versuche in vitro
durchgefiihrt werden, um ein Therapieansprechen in vivo moglicherweise besser vorhersagen oder

steuern zu kdnnen.
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8 Abkiirzungsverzeichnis
4EBP1 eucaryotic translation initiation factor 4E-binding protein
ABC activated B-cell like
AID activation-induced cytidine deaminase
ALK Anaplastic Lymphoma Kinase
AMPK AMP- activated protein kinase
BAFF B-cell activating factor
BCL2 B-cell lymphoma 2
BLIMP1 B-lymphocyte-induced maturation protein-1
BTK Bruton’s Tyrosin Kinase

CD (+Nummer)
CSR

DAG

Deptor

DLBCL

DMSO
DNA
DPBS
EBV
elFAE
ERK
FACS
FBS
FDA
FFP

FITC

FOXP1
GCB
GDP
GTP
HHV
HIF
HIV
Ig
IGF1
ILSG
IPI
IRS1
ITAM

Cluster of Differentiation

class switch recombination

Diacylglycerol

DEP-domain-containing mTOR-interacting protein

Diffuse large b-cell lymphoma
(engl. Diffus groRzelliges B-Zell Lymphom)
Dimetyhlsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
Epstein-Barr-Virus

eukaryotic translation initiation factor 4E
extracellular-signal regulated kinase
fluorescence-activated cell sorting

fetal bovine serum, Fotales Kalberserum
U.S. Food and Drug Administration

fresh frozen plasma
Fluorescein-Isothiocyanat

Forkhead Box P1
germinal-centre like
Guanosin-Diphosphat
Guanosin-Triphosphat
Humanes Herpesvirus
Hypoxia-inducible Factor
Humanes Immundefizienz-Virus
Immunglobulin

Insulin-like growth factor 1
International Lymphoma Study Group
International prognostiv index
insulin receptor substrate 1

Immunoreceptor-tyrosine-based activation motif
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MAPK
mLST8
MNK
mSinl
mTOR
NF-kB
NHL
OR (auch ORR)
PDK1
PI3K
PIP,
PIP;
PKCB
PLCy
PMBL
PMBL
PRAS40
Protor-1
PTEN
Raf
Rag
Raptor
Ras
R-CHOP
REAL
REDD1
Rheb
Rictor
RNA
RSK
SDS

SHM
shRNA
SMA
TBST
TNF
TRAF6
TSC1

Mitogen-activated protein kinase

mammalian lethal with Sec13 protein 8

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) interacting protein kinase
mammalian stress-activated protein kinase interacting protein
Mammalian target of rapamycin

nuclear factor kappa B

Non-Hodgkin Lymphom

Overall response rate (engl. Gesamtansprechen)
Phosphoinositide-dependent Kinase-1
Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5,-diphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5,-triphosphat

Proteinkinase CB

Phospholipase Cy

primar mediastinales groRzelliges B-Zell Lymphom

Primar mediastinales B-Zell Lymphom

proline-rich AKT substrate 40kDa

protein observed with Rictor-1

phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten
Rat fibrosarcoma

recombination-activating genes

regulatory-associated protein of mTOR

Rat sarcoma

Rituximab, Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Prednison
Revised European-American Lymphoma

DNA damage response 1

Ras homolog enriched in brain

rapamycin-insensitive companion of mTOR

Ribonukleinsaure

Ribosomale S6-Kinase

Sodium dodecyl sulfat (engl. Natriumdodecylsulfat)

somatische Hypermutation

Small hairpin RNA

small molecule agents
TRIS-buffered Saline Tween
Tumornekrosefaktor
TNF-Rezeptor assozierten Faktor 6

tuberous sclerosis complex 1
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