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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Non-Hodgkin-Lymphom

Die Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) sind eine heterogene Gruppe, die sich weiter-
hin nach Zellart (B- oder T-Zelle) und nach dem Grad der Malignitét (indolent oder
aggressiv) einteilen lassen (Swerdlow et al., 2017). Mit Gber 90 % stellen die B-Zell-
NHL den weitaus grof3eren Anteil, wobei vermutet wird, dass sich dies auf die be-
sondere Entwicklung der B-Zellen zurtickfuhren lasst (Kiuppers, 2005).

Die NHL sind in Europa die haufigsten malignen hamatologischen Erkrankungen
(Sant et al., 2014) und rangieren mit einer Inzidenz von 11,4/100.000 bei Frauen
beziehungsweise 16,6/100.000 bei Mannern im Jahr 2018 auf respektive Platz Nr.
7 und Nr. 6 der Krebsneuerkrankungen in Deutschland. Es erkrankten in Deutsch-
land laut Robert Koch-Institut im Jahr 2018 tber 10.000 Manner und knapp 8.300
Frauen an einem NHL. Mit einer 10-Jahres-Uberlebensrate (JUR) von 64 % liegen
die NHL im Mittelfeld (Robert Koch-Institut, 2018). Die Mortalitéat der NHL betrug im
Jahr 2020 weltweit 2,6/100.000 Einwohner und landet damit auf Platz Nr. 11 aller
Krebserkrankungen. Die Mortalitat in Deutschland ahnelt zudem der weltweiten Sta-
tistik der NHL (WHO and International Agency for Research on Cancer (IRAC),
2020).

1.1.1 DLBCL

Das Diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) stellt mit etwa einem Drittel aller
NHL die h&ufigste Subgruppe dar (The Non-Hodgkin's Lymphoma Classification Pro-
ject, 1997). Der Name leitet sich aus der histologischen Beschreibung diffus prolife-
rierender, groBer maligner Zellen ab und ist der Uberbegriff einer heterogenen
Gruppe, die sich in weitere Subtypen gliedern lasst (Swerdlow et al., 2017). Das
mediane Erkrankungsalter beim DLBCL betragt etwa 64 Jahre, M&nner sind dabei
haufiger betroffen als Frauen (Freedman, Jacobson, Mauch, & Jon, 2020). Das Aus-
malfd der Erkrankung wird tber die Ann-Arbor-Klassifikation erfasst. Die prognosti-
sche Einteilung erfolgt tiber den International Prognostic Index (IPI). Dieser setzt sich
aus dem Alter des Patienten, seinem Allgemeinzustand, dem Ann-Arbor-Stadium
sowie dem extranodalen Befall und dem préatherapeutischen LDH-Level zusammen
(The International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993). Ein
unabhangiger, negativ prognostischer Faktor ist auRerdem das Auftreten einer
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,bulky disease“, sowie der Aktivierte-B-Zell (ABC)-Subtyp (s. u.). Unabhéngig von
Prognose und Stadium basiert die Therapie auf dem R-CHOP-Schema (Rituximab,
Cyclophosphamid, Hydroxydaunomycin = Doxorubicin, Vincristin und Prednisolon),
welches dosis- und frequenzadaptiert primar kurativ angewandt wird (Pfreundschuh,
2016). Die 5-Jahres-Uberlebensrate hat sich seit der Einfiihrung von Rituximab, ei-
nem CD20-Antikorper, stark verbessert und fuhrte in Kombination mit dem CHOP-
Schema zu einer verminderten Mortalitdt ohne weitere schwerwiegende Nebenwir-
kungen (Coiffier et al., 2002). Lag die 5-JUR Ende der 90er-Jahre in Europa noch
bei 42 %, liel3 sie sich bis 2008 auf tber 55 % steigern (Sant et al., 2014). Die Ge-
samt-Heilungsrate der DLBCL in Deutschland liegt mittlerweile zwischen 60-70 %
(Lenz, Chapuy, Bertram et al., 2021). Nichtsdestotrotz bleibt das DLBCL ein Gberaus

aggressives Lymphom.

1.1.2 MCL

Das Mantelzelllymphom (MCL) macht etwa 6—8 % der NHL aus und hat eine Inzi-
denz von etwa 0,5/100.000 Einwohner. Das mediane Erkrankungsalter liegt bei tiber
70 Jahren. Méanner sind deutlich haufiger vom MCL betroffen (Cortelazzo, Ponzoni,
Ferreri, & Dreyling, 2020). Pathohistologisch wird es den indolenten Lymphomen
zugeordnet, hat jedoch einen aggressiven klinischen Verlauf mit einer medianen
Uberlebenszeit von 3-5 Jahren ((Armitage, 1997), (Herrmann et al., 2009), (Drey-
ling, Buske, Cairoli et al., 2021)). Inzwischen werden in der WHO-Klassifikation zwei
verschiedene Subtypen unterschieden: das klassische, nodale MCL, welches einen
eher aggressiven Verlauf zeigt und das nicht-nodale, leukdmische MCL mit einem
eher indolenten Verlauf (Swerdlow et al., 2017).

Die Stadieneinteilung erfolgt auch hier anhand der Ann-Arbor-Klassifikation. Der
Prognose-Index fur das MCL (Mantle Cell International Prognostic Index = MIPI) be-
inhaltet als Risikofaktoren das Alter der Patienten, den Allgemeinzustand, das
pratherapeutische LDH-Level sowie die Leukozyten-Zahl und — im Rahmen des ,Bi-
ologic MIPI“ — den Proliferationsmarker Ki-67 (Hoster et al., 2008). Bei einer media-
nen Uberlebenszeit von maximal fiinf Jahren nach Diagnose erfolgt die Chemothe-
rapie mit dem Ziel der Verlangerung der Uberlebenszeit beziehungsweise in palliati-
ver Absicht. Je nach Allgemeinzustand und Alter der Patienten werden sehr unter-
schiedliche Therapiestrategien verfolgt. Diese rangieren von ,watch & wait“-Strate-

gien bis hin zur aggressiven Chemotherapie mit Stammzelltransplantation. Der Ein-
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schluss in Therapiestudien wird empfohlen (Dreyling, Buske, Cairoli et al., 2021). Vor
allem im Fruhrezidiv ist der Einsatz von zielgerichteten Medikamenten, wie beispiels-
weise Ibrutinib, die auf den B-Zell-Rezeptor(BZR)-Signalweg Einfluss nehmen, ge-
brauchlich (M. Dreyling, Schnaiter, Schmidt, & Hoster, 2016). Doch auch wenn die
Anwendung dieser ,small molecules” den Weg in die richtige Richtung weist, besteht
Bedarf an gezielteren Therapien aufgrund der weiterhin schlechten Prognose
(Schieber, Gordon, & Karmali, 2018).

1.2 B-Lymphozyten

Der B-Lymphozyt ist die Ursprungszelle der malignen B-Zell-Lymphome und ein
wichtiger Bestandteil des adaptiven Immunsystems. Er Gbernimmt Funktionen in
der Erkennung und Markierung von koérperfremden Antigenen sowie der Bildung
von Antikérpern. Der Name ,,Gedachtniszelle® |asst dabei anklingen, welchen Wert
diese Zelle fur unser Immunsystem tber den Lauf unseres Lebens hat. Zum besse-
ren Verstandnis der Pathogenese der B-Zell-NHL ist im Folgenden die physiologi-

sche Entwicklung, ihre Aktivierung und der BZR-Signalweg der B-Zelle dargestellt.

1.2.1 Reifung der B-Zelle

Die B-Zelle entsteht im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen. Im Rah-
men der Lymphopoese durchlaufen die lymphatischen Vorlauferzellen mehrere Ent-
wicklungsstufen und Selektionsprozesse, von der frihen und spaten Pro-B-Zelle
Uber die grol3e und kleine Pra-B-Zelle bis hin zur unreifen B-Zelle. Die unreife Zelle

wandert dann in sekundare lymphatische Organe aus und kann dort reifen.

Zur Ausbildung eines B-Lymphozyten ist ein funktionsfahiger B-Zell-Antigen-Rezep-
tor (BZR) nétig (Lam, Kiihn, & Rajewsky, 1997; Turner et al., 1995). Dieser besteht
unter anderem aus einem Immunglobulin(lg)-Molekul, welches sich aus zwei iden-
tischen schweren (lg-Heavy) und leichten (Ig-Light) Polypeptidketten zusammen-
setzt. Beide enthalten sowohl konstante (C) als auch variable Doméanen (V). Die
variable Domane ist flr die Antigenspezifitat eines Immunglobulins wichtig (Hozumi
& Tonegawa, 1976). Hierfur durchlauft die B-Zelle zwei wichtige Checkpoints: den
pra-BZR und den BZR.

In der Entwicklung der B-Zelle erfolgt der Prozess der somatischen Rekombination,

welcher eine Vielfalt von etwa 10! (100.000.000.000) verschiedenen Antigenrezep-
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toren erméglicht (Murphy & Weaver, 2018). Fur die schweren Ketten werden die
verschiedenen Gensegmente D (diversity), J (joining), C (constant) und V (variable)
durch die Gene RAG-1 und -2 in unterschiedlichen Konstellationen zufallig mitei-
nander rekombiniert (somatische Rekombination; McBlane et al., 1995; Oettinger,
Schatz, Gorka, & Baltimore, 1990). Gleiches gilt fir die leichten Ketten, jedoch ohne
die D-Gensegmente. Im Entwicklungsstadium der Pro-B-Zelle wird gepruft, ob eine
funktionsfahige schwere Kette fur die Immunglobulin-Bildung vorliegt. Im sogenann-
ten Pra-B-Zell-Rezeptor wird die entstandene schwere Kette (auch p-Kette genannt)
an der Oberflache exprimiert. Das erfolgreiche Erreichen dieses ersten Checkpoints
wird ,produktive Umlagerung® genannt und sichert das Uberleben der Zelle. An-
schlieRend erfolgt der Ubergang von der Pro-B-Zelle zur Pra-B-Zelle (Loffert,
Schaal, Ehlich, & Hardy, 1994; Rajewsky, 1996).

Nach weiteren Schritten entsteht die noch unreife B-Zelle mit unreifem B-Zell-Re-
zeptor, einem membranstandigen IgM-Rezeptor. Dieser stellt den zweiten Check-
point dar (Rajewsky, 1996). Bevor die unreifen B-Zellen auswandern durfen, selek-
tioniert das Immunsystem im Knochenmark autoreaktive B-Zellen aus (negative Se-
lektion), indem es ihnen Autoantigene prasentiert. Zellen, die darauf reagieren, lei-
ten die Apoptose ein oder verdndern die Zusammensetzung ihrer Leichtketten am
Rezeptor (Rezeptoreditierung). So soll verhindert werden, dass sich autoimmune
Zellen im Koérper ausbreiten und zu Autoimmunkrankheiten fihren (Yurasov & Nus-
senzweig, 2007). Anschlie3end erfolgt die Ausschleusung der selbsttoleranten B-
Zellen aus dem Knochenmark in die sekundéaren lymphatischen Organe. Pro Tag
sind dies beim Erwachsenen etwa 5-10 % der Gesamtpopulation der B-Lymphozy-
ten (Murphy & Weaver, 2018). Die unreifen/transitionalen Zellen siedeln sich nun in
der Milz an, um zu Uberleben und zu reifen (Loder et al., 1999). Hierfur bendtigen
sie Uberlebenswichtige Signale ihres BZRs sowie ihres B-Zell-aktivierenden Faktor-
(BAFF)-Rezeptors (Loder et al., 1999; Mackay & Browning, 2002; Yan et al., 2001).
Bei Vorliegen der Signale durchlauft die Zelle mehrere transitionale Stadien. Zuerst
entsteht die T1-Zelle im primaren Follikel. Wenn sie aufgrund der duf3eren Signale
beginnt, CD21 zu exprimieren, geht sie in das T2-Stadium Uber. Bei Erhalt weiterer
stimulierender Signale exprimiert sie anschlieRend auch IgD auf ihrer Zelloberfla-
che. Eine reife, naive B-Zelle (IgM*IgD™) ist entstanden (Loder et al., 1999).
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Die B-Zell-Aktivierung der naiven B-Zelle findet in den sekundaren lymphatischen
Organen statt. Dazu gehodren die Milz, Lymphknoten, Tonsillen sowie die Peyer-
Plagues und MALT. Hier siedeln sich die IgM*IgD* Zellen in Follikeln an. Bei Kopp-
lung eines nativen Antigens an den B-Zell-Rezeptor wird die B-Zelle aktiviert. Modu-
liert wird die Kopplung Giber den Co-Rezeptor bestehend aus CD 19, 21 und 81. Das
Antigen wird zunachst signalvermittelt endozytotisch aufgenommen, prozessiert und
die Fragmente an MHC-II prasentiert, woraufhin eine T-Helferzelle bindet. Die Inter-
aktion der beiden Zellen fuhrt zur Exprimierung verschiedener Rezeptoren und Lig-
anden an den jeweiligen Zelloberflachen, unter anderem der CD40L auf der T- und
CD40 auf der B-Zelle (Murphy & Weaver, 2018).

Im Rahmen der Antigenkopplung und B-Zell-Aktivierung kommt es zur Bildung eines
Keimzentrums (GC). Histomorphologisch wird eine dunkle Zone (DZ) mit proliferie-
renden B-Zellen von einer hellen Zone (LZ) unterschieden, die vor allem B-Zellen,
follikulare dendritische Zellen (FDZ) und T-Helfer-Zellen enthalt und hier die Antigen-
exposition und damit die Aktivierung sowie die Selektion der B-Zellen erméglicht.
Das Keimzentrum ist von der Mantelzone umgeben, die Mantel-Zellen enthalt, wel-
che reife, naive B-Zellen darstellen. Die B-Zell-Aktivierung fuhrt zur Proliferationsin-
duktion und zur klonalen Expansion und findet in der dunklen Zone statt (Maclennan,
1994; Victora & Nussenzweig, 2012; Victora et al., 2010). Hier erfolgt auRerdem der
wichtige Prozess der somatischen Hypermutation. Durch eine hohe Anzahl an Mu-
tationen in den variablen Gensegmenten des Immunglobulins wéhrend der Replika-
tion der GCB kann eine Steigerung der Affinitat fur bestimmte Antigene erreicht wer-
den. Es kann aber auch zum Einbau eines Stopp-Codons und zur Apoptose der Zelle
fuhren (Kluppers, Zhao, Hansmann, & Rajewsky, 1993). Die Mutationsrate betragt
dabei 102 pro Basenpaar und ist damit 108-mal so hoch wie bei der normalen soma-
tischen Mutation (Mckean et al., 1984; Victora & Nussenzweig, 2012). Fir die B-
Zellen, die ihre Affinitat fur die prasentierten Antigene steigern kénnen, wird in der
hellen Zone positiv selektioniert (Affinitatsreifung) (Rajewsky, 1996). In Interaktion
mit T-Helfer-Zellen und follikularen dendritischen Zellen wird — je nach Interleu-
kin(IL)-Ausschuttung der T-Zelle — anschlie3end ein spezifischer Ig-Klassenwechsel
erreicht. Die B-Zelle kann sich nachfolgend zur Gedachtniszelle oder zur Antikérper-

sezernierenden Plasmazelle entwickeln (Klppers, 2005).

Es wurde mittlerweile im Mausmodell gezeigt, dass der BZR nicht nur zur Entwick-

lung der B-Zelle wichtig ist, sondern auch fiir die reife B-Zelle Signale zum Uberleben
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und zur Proliferation Ubermittelt. Ohne den BZR gingen die B-Zellen in den Versu-
chen nach drei bis sechs Tagen zugrunde. Im Gegensatz zu der bisher genannten
B-Zell-Aktivierung handelt es sich dabei aber nicht um eine antigenvermittelte, son-
dern eine ,tonische® Aktivierung (Kraus, Alimzhanov, Rajewsky, & Rajewsky, 2004;
Lam et al., 1997).

1.2.2 Der B-Zell-Rezeptor Signalweg

Ein genauerer Blick auf den B-Zell-Rezeptor und seinen Signalweg ist fur das Ver-
standnis der B-Zelle und ihre Entartung notwendig und wird in einem Review von
Young & Staudt aus dem Jahr 2013 dargelegt. Der B-Zell-Rezeptor besteht aus
einem membrangebundenen Immunglobulin und zwei Immunglobulinketten, Ig-a
(CD79a) und Ig-B (CD79b). Diese Ketten besitzen zytoplasmatische Domanen mit
ITAM-Sequenzmotiven, die freie Tyrosinreste haben, an die bei Aktivierung des Re-
zeptors gebunden werden kann (Flaswinkel, 1994; Reth, 1995). Kommt es zum Ein-
dringen von kdrperfremden Organismen, bindet die naive B-Zelle ein Antigen tber
ihren BZR. Dies setzt auf zellularer Ebene den angesprochenen Signalweg in Gang.
Durch die Kopplung werden die Tyrosinreste der ITAMs durch Kinasen der Src-
Familie (LYN; FYN und BLK) phosphoryliert (Saijo et al., 2003). Syk wird rekrutiert
und durch ebendiese Kinasen sowie Autophosphorylierung aktiviert (Rowley, Burk-
hardt, Chao, Matsueda, & Bolen, 1995). Syk rekrutiert wiederum CIN85 und B-cell
linker protein (BLNK) (Hashimoto et al., 1999; Oellerich et al., 2011). BLNK koordi-
niert daraufhin die Aktivierung von Bruton’s Tyrosinkinase (BTK), die die Phospholi-
pase (PL) - Cy2 phosphoryliert (Hashimoto et al., 1999; Watanabe et al., 2001).
Uber Katalyseschritte der PLCy2 kommt es zum Anstieg der intrazellularen Cal-
cium-Konzentration (Watanabe et al., 2001). Daraufhin wird die Proteinkinase (PK)
CpB aktiv. Diese phosphoryliert wiederum viele verschiedene Substrate, unter ihnen
die Caspase-rekrutierende Doméane (CARD) 11, welche Teil eines wichtigen Adap-
termolekuls, dem CARMA1-BCL-10-MALT1 (CBM) - Komplex, ist. Durch die Phos-
phorylierung dieser Doméane wird der NF-kB (Nuclear factor 'kappa-light-chain-en-
hancer' of activated B-cells)-Signalweg aktiviert (Shinohara et al., 2005; Thome,
2004). Das am Co-Rezeptor befindliche CD 19 wird ebenfalls durch LYN phospho-
ryliert und rekrutiert damit die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) zum B-Zell-Re-
zeptor. Uber weitere Phosphorylierungsschritte werden hieriiber Akt und ebenfalls
BTK aktiviert (Deane & Fruman, 2004). Letztendlich werden im Rahmen der BZR-
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Aktivierung funf verschiedene Signalwege in Gang gesetzt: MAPK, Ras, PI3K,
NFAT und NF-kB (s. Abb. 1). Sie tragen zum Uberleben und zur Proliferation der
Zelle bei (Porto et al., 2004; Young & Staudt, 2013).

Im Rahmen der ,tonischen (nicht antigenvermittelten) Aktivierung wird vermutet,
dass der PI3K-Signalweg eine wichtige Rolle spielt. In Versuchen wurden Mause
gezuchtet, deren B-Zellen keinen funktionsfahigen BZR ausbilden konnten. Deren
Uberleben konnte jedoch durch konstitutive Aktivierung des PI3K-Signalweges ge-
sichert werden. Im Gegensatz dazu hatte die konstitutive Aktivierung des kanoni-
schen NF-kB-, des MAPK- oder des RAS-Signalweges nicht diesen Effekt (Srini-
vasan et al., 2009).

A v L 4 @

Akt/mTOR MAPK NFAT

NF-kB

Abb. 1: B-Zell-Rezeptor-Signhalweg

In der Abbildung wird der B-Zell-Rezeptor-Signalweg dargestellt. Bei Bindung eines Antigens (Ag)
an den B-Zell-Rezeptor (BZR) wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt, die letztendlich funf ver-
schiedene Signalwege auslést. Die an den BZR gebundenen Immunglobulinketten CD 79A und B
werden durch Kinasen der Src-Familie (SFK) phosphoryliert, was zur Rekrutierung sowie (Auto-)
Phosphorylierung der spleen’s tyrosine kinase (Syk) fiihrt. Uber diese resultiert die Aktivierung des
MAP-Kinase-Weges. Weiterhin resultiert die Aktivierung von Syk in der Bindung von CIN85 sowie
BLNK, welche wiederum die Bruton’s Tyrosinkinase (BTK) aktivieren. Uber Katalyseschritte von
Phospholipase C y (PLC-y) kommt es zur Erhdéhung der intrazellularen Calcium-Konzentration
(Ca?*), die wiederum die Aktivierung von NFAT und der Proteinkinase C B (PKC () auslost. PKC 8
phosphoryliert CARD11, woraufhin sich der CARD11-BCL10-MALT1(CBM)-Komplex bildet, der Uber
Phosphorylierungsschritte IKK aktiviert und damit den NF-kB-Signalweg in Gang setzt. Zudem wird
Uber die SFKs auch der Co-Rezeptor CD19 phosphoryliert. PI3K wird rekrutiert und induziert Akt und
mTOR. Dieser Signalweg tragt aul3erdem zur tonischen B-Zell-Aktivierung bei.

BCL10 (B-cell-lymphoma), BLNK (B-cell linker Protein), CARD11 (Caspase-rekrutierende Doméane),
CIN85 (Chl-interacting protein of 85 kDa), IKK (Inhibitor of nuclear factor k B-kinase subunit), MALT1
(Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein), MAPK (Mitogen-activated
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protein kinase), mTOR (mammalian target of rapamycin), NFAT (Nuclear factor of activated T-cells),
NF-kB (Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells), PI3K (Phosphoinositid-3-
Kinase).

Abbildung adaptiert aus Targeting pathological B-cell-receptor signalling in lymphoid malignancies,
Young & Staudt (2013).

1.3 Lymphom-Pathogenese und der B-Zell-Rezeptorsignalweg

Histologische, immunphanotypische sowie genetische Analysen der B-Zell-NHL ha-
ben bewirkt, dass man sie verschiedenen Stufen im Reifungs- und Aktivierungspro-
zess der B-Zelle zuordnen kann. Es hat sich dabei gezeigt, dass die meisten B-Zell-
NHL sich in Stadien der Keimzentrumsentwicklung oder danach befinden. Dies lasst
darauf schlieRen, dass die im Keimzentrum stattfindenden Reaktionen wie klonale
Expansion, somatische Hypermutation und der Ig-Klassenwechsel eine grof3e Rolle
fur die Pathogenese von Lymphomen spielen (Kippers, Klein, Hansmann, &
Rajewsky, 1999; Nussenzweig & Nussenzweig, 2010; Shaffer, Rosenwald, &
Staudt, 2002). Eine Ausnahme stellt hierbei beispielsweise das Mantelzelllymphom
dar, da Untersuchungen der definierenden Translokation t(11;14) gezeigt haben,
dass diese vermutlich schon wéahrend der frilhen somatischen Rekombination im
Knochenmark stattfindet (Welzel et al., 2001).

Viele B-Zell-NHL, darunter auch das Mantelzell- und das Diffus grof3zellige B-Zell-
Lymphom exprimieren konstitutiv den BZR (Kuppers, 2005). Hierbei werden ver-
schiedene Mechanismen als ursachlich angesehen: Aktivierung der B-Zelle durch
Antigene (z. B. bei Hepatitis-C-Virus-assoziierten B-NHL, (Marcucci & Mele, 2011,
Quinn et al., 2001)), chronische Aktivierung (z. B. beim ABC-Subtyp des DLBCL,
(Davis et al., 2010)) sowie eine Art der tonischen Aktivierung (z. B. beim Burkitt-Lym-
phom, (Rui, Schmitz, Ceribelli, & Staudt, 2011)) (Valla, Flowers, & Koff, 2019; Young,
Phelan, Wilson, Staudt, & Branch, 2020; Young & Staudt, 2013). Viele B-Zell-Lym-
phome nutzen fur ihren B-Zell-Rezeptor konstante Regionen des ,naiven® IgM, ob-
wohl sie differenziert genug sind, um ein 1gG auszubilden (Rui et al., 2011). Young
& Staudt (2013) postulieren, dass sich dies moglicherweise damit erkléaren lasst,
dass die Signale des IgM-Rezeptors fiir die Proliferation und das Uberleben der Zelle
sorgen und die des IgG-Rezeptors im Gegensatz dazu die weitere Differenzierung
der B-Zelle voranbringen wirde. Es soll nun ein noch genauerer Blick auf die Patho-

mechanismen der beiden oben genannten Lymphomtypen geworfen werden.
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1.3.1 Pathomechanismus des BZR-Signalweg beim Diffus grof3zelligen B-
Zell-Lymphom

Das Diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom vereint eine heterogene Gruppe von Erkran-
kungen. Es gibt einige chromosomale Translokationen, die im Rahmen eines DLBCL
auftreten kdnnen. Dazu gehdren beispielsweise BCL-6 (35 % der Félle), BCL-2-IgH
(15 % der Falle) oder MYC-IgH/L (weitere 15 %; Kuppers, 2005). Wichtig zu unter-
scheiden sind zwei Subtypen, die Anfang des Jahrhunderts anhand ihrer Genexpres-
sion identifiziert werden konnten: der aktivierte B-Zell-Subtyp (ABC), der etwa 30 %
der DLBCLs ausmacht und der Keimzentrums-B-Zell-Subtyp (GCB), der etwa 50 %
der DLBCLs ausmacht (Alizadeh et al., 2000). Spater wurde auch noch das primar
mediastinale B-Zell-Lymhom (PMBL) als dritter Subtyp identifiziert (Barth, Leith&user,
Joos, Bentz, & Mdller, 2002; Lenz, Wright, et al., 2008). 15-20 % der DLBCLs kénnen
aulBerdem keinem der Subtypen zugeordnet werden (Young et al., 2020). Es wurde
von Alizadeh et al. (2000) suggeriert, dass der ABC-Subtyp mit einer schlechteren
Prognose einhergeht. Dies stellt bisher prognostisch einen IPl-unabhéngigen Risiko-
faktor dar (Pfreundschuh, 2016).

Der ABC-Subtyp exprimiert Gene, die denen peripherer B-Lymphozyten &hneln, die
im Blut aktiviert werden (Alizadeh et al., 2000). Das Uberleben des ABC-Subtyps
wird auf die konstitutive Aktivierung des NF-kB-Signalwegs zurtckgefuhrt. Zum ei-
nen wurde dies anhand der Hochregulation der Genexpression von NF-kB-transkri-
bierten Genen wie Cyclin D2, IRF4, FLIP, BCL-2, CCR7 und IkBa gezeigt, zum an-
deren dadurch, dass Zelllinien des ABC-Subtyps durch Inhibition des NF-kB-Signal-
wegs getdtet wurden (Davis, Brown, Siebenlist & Staudt, 2001). Um den Mechanis-
mus dieser konstitutiven Aktivierung besser zu verstehen, erfolgte der Gen-Knock-
down von Bestandteilen des B-Zell-Rezeptors und von ,upstream®-Kinasen, vor al-
lem BTK. Dies fuhrte zum Zelluntergang der ABC-Zelllinien und implizierte, dass
der BZR und sein Signalweg ein notwendiges Mittel sind, um diese Lymphomzellen
am Leben zu halten (Davis et al., 2010). Mittlerweile konnten einige, fur die chroni-
sche Aktivierung des BZR-Signalwegs ursachliche Mutationen identifiziert werden.
Dazu gehéren unter anderem Mutationen an CARD11 (Lenz, Dauvis, et al., 2008)
und ITAM (Davis et al., 2010).

Bereits vor Gber 50 Jahren wurde das erste Mal suggeriert, dass die Reaktion mit
Autoantigenen in der Entstehung von malignen hamatologischen Erkrankungen eine

Rolle spielt (Dameshek & Schwartz, 1959). Es wurde nun diskutiert, ob moglicher-
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weise der BZR beim ABC-Subtyp durch kdrpereigene Antigene aktiviert wird und ob
es sich beim ABC-Subtyp um ein autoreaktives Lymphom handelt (Rui et al., 2011;
Young & Staudt, 2013). Manche Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis
oder Sjogren-Syndrom konnten mit dem Auftreten eines DLBCLs assoziiert werden.
Eine weitere Unterscheidung der Subtypen fand damals jedoch nicht statt (Smedby
et al., 2006). Nun wurde fur ABC-Subtyp-Zelllinien gezeigt, dass verschiedene Au-
toantigene zur Aktivierung ihres BZRs beitragen, was diese Hypothese unterstitzt
(Thurner et al., 2020). All dies dient dem besseren Verstandnis des Pathomechanis-

mus, was zu einer immer besseren und spezifischeren Therapie beitragen soll.

Der GCB-Subtyp exprimiert Gene, die — wie der Name impliziert — der Genexpres-
sion der Keimzentrumszelle ahneln (Alizadeh et al., 2000). Der Pathomechanismus
des GCB-Subtyps liel3 sich bisher nicht so eindeutig auf den BZR-Signalweg zurlck-
fuhren. Eine konstitutive NF-kB-Aktivierung wurde dabei ausgeschlossen (Davis et
al., 2001). Es wird bisher vermutet, dass das Uberleben der GCB-Zelle durch die
bereits genannte tonische Aktivierung aufrechterhalten wird und damit dem Patho-
mechanismus des Burkitt-Lymphoms &hnelt (Valla et al., 2019; Young & Staudt,
2013). In Versuchen sprach die GCB-Zelllinie R406 gut auf einen Syk-Inhibitor an,
was die Untersuchenden auf die tonische Aktivierung zurickfuhrten (Chen et al.,
2008). In einem Review von Young et al. (2013) wurde jedoch kritisch angemerkt,
dass Syk auch in anderen Signalwegen eine Rolle spielt und dass die bereits zuvor
genannten Gen-Knockdown-Versuche von BZR-Bestandteilen oder Signalweg-
Kinasen die Zellen des GCB-Subtyps nicht téteten (Davis et al., 2010; Mdcsai,
Ruland, & Tybulewicz, 2010; Young & Staudt, 2013). Gleichzeitig sind Mutationen
festgestellt worden, die zur Induktion des PI3K-Signalwegs filhren. Dies tragt am
ehesten wiederum zur tonischen Aktivierung der B-Zelle bei (Lenz, Wright, et al.,
2008). Erst vor Kurzem konnte CRISPR-Cas-vermittelt gezeigt werden, dass das
Uberleben von GCB-Zellen von bestimmten BCR-Bestandteilen/-kinasen (CD19 &
Lyn) abhangig ist (Phelan et al., 2018). Nichtsdestotrotz lasst sich der Pathomecha-

nismus nicht eindeutig dem BZR zuordnen.

1.3.2 Pathomechanismus des BZR-Signalwegs beim MCL

Das Mantelzelllymphom ist Gber die chromosomale t(11;14)-Translokation definiert.
Diese fuhrt typischerweise zur Uberexpression von Cyclin D1. Mittlerweile haben

weitere Gene wie SOX1 und IGHV Eingang in die MCL-Diagnostik gefunden
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(Swerdlow et al., 2017). Das Lymphom wird zu den reifen B-Zell-NHL gezahlt und
befindet sich im Reifungsprozess auf Héhe der CD5+ reifen, naiven Mantelzellen
(Kuppers, 2005). Anhand der IGHV-Mutation wird jedoch mittlerweile zwischen na-
iven MCL-Zelltypen und ,keimzentrums-erfahrenen“ MCL-Zelltypen unterschieden
(Queiros et al., 2018).

Auch im Falle des MCLs ist die Atiologie des Pathomechanismus nicht geklart. Die
Rolle des BZR-Signalwegs wird im Folgenden diskutiert. Valla et al. (2019) ordnen
in einem Review den Pathomechanismus der tonischen Aktivierung des BZRs zu.
Sie begrunden dies mit Studien, die die Wichtigkeit der konstitutiven Aktivierung der
Kinase Akt und damit der Enthemmung des PI3K-Signalwegs auf das Uberleben
von MCL-Zellen zeigen (Col et al., 2008; Rudelius et al., 2006; Valla et al., 2019).
2014 untersuchten Rahal et al. MCL-Zelllinien auf ihre Sensitivitat bezuglich BTK-
Inhibitoren und fanden dabei, dass sensible Zelllinien eine chronische, BZR-vermit-
telte, klassische NF-kB-Aktivierung hatten und Zelllinien, die nicht auf den Inhibitor
ansprachen, den alternativen Weg als Uberlebens-Signalweg nutzten (Rahal et al.,
2014). Saba et al. konnten mittels genetischer Analysen zwar bestatigen, dass der
BZR-vermittelte, klassische NF-kB-Signalweg fiir das Uberleben der MCL-Zellen
notwendig ist und eine hohere BZR-Expression sogar mit einem schlechteren An-
sprechen auf die zytotoxische Therapie einhergeht, jedoch nicht die vormals erklarte
Resistenz durch Nutzung des alternativen NF-kB-Signalwegs (Saba et al., 2016).
Diese Entdeckungen suggerieren insgesamt eher eine chronische Aktivierung des
BZRs, &hnlich dem ABC-Subtyp.

1.4 Zelltod

Der Zelltod ist ein wichtiger Mechanismus innerhalb des menschlichen Organismus.
Typischerweise tritt er als programmierter Zelltod und somit meist als Apoptose auf,
kann aber auch beispielsweise als Nekrose oder Autophagie eintreten. Es gibt man-
nigfaltige Grinde fir einen Zelltod: dul3ere Einflisse, Infektionen der Zelle, DNA-
Schaden oder einfach die Aufrechterhaltung der Zellhomdostase. Problematisch
wird es, wenn die Regulationsmechanismen, die im richtigen Moment zum Zelltod

fuhren sollen, aul3er Kraft gesetzt werden.



1 Einleitung 12

1.4.1 Apoptose

Die Apoptose wurde vor etwa einem halben Jahrhundert als erste Form des pro-
grammierten Zelltods beschrieben. Sie geschieht zumeist als Absterben weniger
Zellen in einem sonst gesunden, multizellularen Organismus. Grinde fur Apoptose
kénnen Zellzahlkontrolle, Gewebeerneuerung, Entfernung potenziell (z. B. auch au-
toreaktiver) schadlicher Zellen durch unser Immunsystem und die Elimination entar-
teter Zellen sein. Sie ist sowohl im Rahmen des Wachstums, aber auch fir den

Schutz unseres Organismus essenziell (Kerr, Wyllie, & Currie, 1972).

Man unterscheidet hierbei einen intrinsischen sowie einen extrinsischen Signalweg
mit dem gleichen Endziel. Die Zelle wird zerstort und in apoptotische Fragmente zer-
setzt. Diese werden anschliel3end von umgebenden Zellen phagozytiert. Im Gegen-
satz zur Nekrose geschieht der Zelluntergang kontrolliert und meist ohne Entziln-
dungsreaktion (s. Abb. 2; Heinrich, Koch, & Brix, 2014).
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Abb. 2: Apoptose

In der Abbildung sind sowohl die intrinsische sowie die extrinsische Apoptose dargestellt. Die intrin-
sische Apoptose wird Uber zellinterne Stressmechanismen induziert. Ausgel6st durch die proapopto-
tischen, porenformenden Effektorproteine der Bcl-2-Familie Bax und Bak kommt es zur erhéhten
Durchlassigkeit der &uReren Mitochondrienmembran (mitochondrial outer membrane permeabiliza-
tion; MOMP) und zum Freiwerden von diversen proapoptotischen Enzymen, darunter Cytochrom C
und Smac (second mitochondria-derived activator of caspases). Cytochrom C bildet mit Apaf-1
(Apoptotic protease activating factor) ein Apoptosom, welches die inaktivierte Form der Caspase
(Cysteinyl-aspartate specific protease) 9 enthélt. Aus dem Apoptosom resultiert die Aktivierung der
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Initiatorcaspase 9, die wiederum die Effektorcaspasen 3 und 7 aktiviert. Smac hemmt hingegen den
Apoptosehemmer XIAP (X chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein), der sonst Caspase 9
sowie Caspasen 3 und 7 binden und inhibieren kann. Werden die Effektorcaspasen hingegen akti-
viert, resultiert das in der Zellapoptose.

Die extrinsische Apoptose kann tiber verschiedene Liganden an die jeweiligen Todesrezeptoren aus-
gelost werden. Hier ist die Bindung des Fas-Liganden an den Fas-Rezeptor reprasentativ dargestellt.
Sie bewirkt die Trimerisierung der Rezeptoren sowie die Rekrutierung von DDs (death domains),
FADD (Fas-associated death domain) und der Procaspase 8. Sie bilden zusammen den Death In-
ducing Signalling Complex (DISC), der die Initiatorcaspase 8 aktiviert. Die Caspase 8 kann nun direkt
Uber Induktion der Caspasen 3 und 7 zur Apoptose fiihren oder Uber die Spaltung von Bid (BH3
interacting domain death agonist) in tBid (truncated Bid) die intrinsischen Mechanismen der
Apoptose in Gang setzen.

1.4.1.1 Intrinsischer Signalweg

Auslésende Faktoren des intrinsischen Weges kénnen beispielsweise Schadigun-
gen der DNA oder oxidativer Stress sein. Moduliert wird dieser Weg vor allem tber
die BCL-2-Familie. Diese beinhaltet anti-apoptotische (BCL-2, BCL-X., BCL-W, Mcl-
1, BCL2A1) als auch pro-apoptotische (BAD, BID, BIK, BIM, BMF, HRK, NOXA,
PUMA usw.) Proteine sowie die pro-apoptotischen, porenformenden Proteine Bax,
Bak und Bok. Oxidativer Stress zum Beispiel fiihrt zu einem Uberwiegen der pro-
apoptotischen Signale innerhalb der Familie und zur Aktivierung von Bax und Bak,
woraufhin diese Poren in der Mitochondrienmembran bilden (Kale, Osterlund, &
Andrews, 2018; Kist & Vucic, 2021; Wei et al., 2000). Dies resultiert in einer gestei-
gerten Durchlassigkeit der auReren Mitochondrienmembran (MOMP; Kroemer, Gal-
luzzi, & Brenner, 2007; Tait & Green, 2010). Aufgrund der erhéhten Permeabilitat
werden wiederum apoptotische Proteine wie Cytochrom C, Smac, Apoptose-indu-
zierendender Faktor (AIF), Endonuklease G (ENDOG) und HTRA2 aus dem inter-
membrandsen Raum der Mitochondrien frei (Du, Fang, Li, Li, & Wang, 2000; L. Y.
Li, Luo, & Wang, 2001; Stein & Hansen, 1999; Susin et al., 1999; Yasuyuki Suzuki
et al., 2001; Verhagen et al., 2000). Durch Bindung von Cytochrom C und apoptoti-
sche-Proteasen-aktivierender-Faktor-1 (Apaf-1) im Zytoplasma kommt es uber
mehrere Schritte zur Apoptosom-Bildung und zur Rekrutierung und Aktivierung der
Initiatorcaspase 9 (P. Li et al., 1997; Riedl & Salvesen, 2007; Zou, Henzel, & Liu,
1997). Durch limitierte Proteolyse aktiviert die Caspase 9 die Effektorcaspasen 3
und 7 (Srinivasa M. Srinivasula, Ahmad, Fernandes-Alnemri, & Alnemri, 1998). Wei-
terhin binden die Enzyme Smac/DIABLO und HtRA2 verschiedene Inhibitoren der
Apoptose-Proteine wie XIAP, clAP 1 und 2 und hemmen ihre Wirkung (Du et al.,
2000; Verhagen et al., 2000; Q. H. Yang & Du, 2004). Die Caspasenaktivierung

durch Cytochrom C wird somit verstarkt.
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1.4.1.2 Extrinsischer Sighalweg

Ausldser im extrinsischen Signalweg ist die Bindung eines Liganden an einen der
sogenannten ,Todesrezeptoren®, beispielsweise des Fas-Liganden an den Fas-Re-
zeptor (Itoh et al., 1991; Nagata, 1999; N. S. Wilson, Dixit, & Ashkenazi, 2009). Es
kommt zur Trimerisierung der Rezeptoren und zur Rekrutierung von FADD (Fas-as-
soziierte death domain) (Ashkenazi & Dixit, 1998; Chinnaiyan, O’'Rourke, Tewari, &
Dixit, 1995). Dies hat die Bindung von Procaspasen 8 mittels der death effector do-
main und die Bildung des sogenannten DISC (death inducing signalling complex) zur
Folge (Ashkenazi & Dixit, 1998; Boldin, Goncharov, Goltsev, & Wallach, 1996; Muzio
et al., 1996). Durch autokatalytische Aktivierung der Caspase 8 kann diese mittels
limitierter Proteolyse die Effektorcaspase 3 aktivieren (Deveraux et al., 1998; Muzio,
1998; X. Yang, Chang, & Baltimore, 1998). Weiterhin kann die Caspase 8 proteoly-
tisch Bid, ein der BCL-2-Familie zugehdriges, proapoptotisches Protein, aktivieren (H.
Li, Zhu, Xu, & Yuan, 1998). Dieses inhibiert die anti-apoptotischen BCL-2-Proteine,
sodass — wie beim intrinsischen Weg — Bax- und Bak-vermittelt Poren in der Mito-

chondrienmembran gebildet werden (Desagher et al., 1999; Wei et al., 2000).

1.4.1.3 Gemeinsame Endstrecke der Signalwege

Die Endstrecke der Signalwege ist gleich. Lebenswichtige Proteine der Zelle wie
Strukturproteine, Proteine des Zellzyklus oder der Transkription werden durch die
Effektorcaspasen zerstort. Durch die aktivierten Caspasen wird zudem der Inhibitor
der caspase-aktivierten Desoxyribonuklease (ICAD) abgebaut, sodass die DNase
nun chromosomale DNA spalten kann (Enari et al., 1998; Sakahira, Enari, & Nagata,
1998). Es folgt die Chromatin-Kondensation und die Schrumpfung des Zellkerns.
Daraufhin kommt es zur Fragmentierung der apoptotischen Zelle und zur Phagozy-
tose durch Immunzellen (Kerr et al., 1972).

1.4.1.4 Andere Zelltodarten

Andere Arten des Zelltods sind Nekrose, Nekroptose, lysosomaler Zelltod, autopha-
gozytotischer Zelltod, Pyroptose, Ferroptose, Parthanatos, Entose, NETose etc.
(Galluzzi et al., 2018). Auf diese soll an dieser Stelle jedoch nicht weiter eingegan-

gen werden.
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1.5 Inhibitoren der Apoptose-Proteine (IAPS)

Inhibitoren der Apoptose-Proteine sind Proteine, die durch direkte und indirekte
Hemmung des programmierten Zelltods antiapoptotisch auf eine Zelle wirken. IAPs
wurden erstmalig Anfang der 90er-Jahre beschrieben. Es handelte sich damals um
ein genetisches Screening, um die Regulation der Viabilitat von virusbefallenen Zel-
len besser zu verstehen (Birnbaum, Clem, & Miller, 1994; Crook, Clem, & Miller,
1993). Die bisher bekannten IAPs beim Menschen sind: neuronal apoptosis inhi-
bitory protein (NAIP), cellular IAP1 (clAP1), cellular IAP2 (clAP2), X chromosome-
linked IAP (XIAP), survivin, apollon, melanoma IAP (ML-IAP) und IAP-like protein 2
(ILP2) (Salvesen, Duckett, Torrey, Road, & Arbor, 2002). All diesen IAPs gemein-
sam ist die Baculovirus IAP Repeat (BIR) Domane, die ein- bis dreimal vorkommt.
Diese Domaéne tragt zu ihrer Protein-Protein-Wechselwirkung sowie zur Inhibition
der Apoptose bei (Crook et al., 1993; Miller, 1999). XIAP, clAP1 und 2 sowie ML-
IAP haben zudem eine RING-Domane mit E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat. Sie kdbnnen
Effektorproteine also direkt modulieren, ubiquitinylieren und degradieren (Miller,
1999; Vucic, Dixit, & Wertz, 2011). Die clAPs haben aulerdem eine sogenannte
Caspase-rekrutierende Domane (CARD), die ihnen die Auto- oder Heterodimerisie-
rung mit anderen CAR-Doméanen ermdglicht und so die eigene E3-Ubiquitin-Ligase-
Aktivitat reguliert (Lopez et al., 2011; Vaux & Silke, 2005). Weitere Domanen sind
die Ubiquitin-assoziierte Doméne (UBA), welche an Ubiquitin-Ketten binden kann,
die Ubiquitin-konjugierende Doméane (UBC), die leucinreiche Repeat-Doméne
(LRR), die NACHT-Domé&ne von NAIP und die Coiled-coil-Doméane von survivin
(Fulda & Vucic, 2012) (s. Abb. 3).
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Abb. 3: 1APs

Darstellung der Protein-Domanen der IAPs. Abbildung adaptiert aus Targeting IAP Proteins for ther-
apeutic intervention in cancer, Fulda & Vucic (2012).

1.5.1 IAPs in der Apoptose

Bei den Inhibitoren der Apoptose-Proteine ist der Name Programm. Sie schitzen
die Zelle gegen proapoptotische Stimuli und verhindern so den frihzeitigen Zelltod.
XIAP hemmt Uber seine BIR-Motive direkt die Caspasen 3, 7 und 9 (Deveraux &
Reed, 1999; Deveraux et al., 1998; Deveraux, Takahashi, Salvesen, & Reed, 1997;
Eckelman, Salvesen, & Scott, 2006; Salvesen et al., 2002; S. M. Srinivasula et al.,
2001). Zudem kann XIAP Uber seine E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat die Caspase 3
ubiquitinylieren. Sie wird damit markiert und anschlieRend abgebaut (Schile,
Garcia-Fernandez, & Steller, 2008; Y. Suzuki, Nakabayashi, & Takahashi, 2001).
Im Falle eines MOMP und der Freisetzung von Smac blockiert Smac die BIR-Do-
manen 2 und 3 von XIAP, indem es mittels IAP-binding motif (IBM) bindet (Chai et
al., 2000; Liu et al., 2000; Salvesen et al., 2002; S. M. Srinivasula et al., 2001; Wu
et al., 2000). Bei den clAPs ist der Mechanismus der Hemmung der Apoptose nicht
so transparent. Wurde anfangs noch angenommen, dass sie auch die Caspasen 3
und 7 effektiv hemmen (Roy, Deveraux, Takahashi, Salvesen, & Reed, 1997),
wurde dies spater revidiert. Zwischenzeitlich wurde angenommen, dass sie ein nicht
so potenter, direkter Inhibitor der Caspasen seien (Salvesen et al., 2002), bis man
zu dem Schluss kam, dass sie diese gar nicht direkt inhibieren, aber binden kénnen
(Eckelman et al., 2006). Vielmehr hemmen sie den programmierten Zelltod indirekt
durch die Bindung und Ubiquitinylierung der Caspasen 3 und 7 sowie mittels
Ubiquitinylierung von Smac (Choi et al., 2009; Hu & Yang, 2003). Weiterhin hem-
men die clAPs die TNF-vermittelte extrinsische Apoptose mittels NF-kB-Aktivierung
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(s. u.). IAPs sind bisher die einzigen bekannten Inhibitoren von Initiator- und Ef-
fektorcaspasen (Mohamed, Bishr, Almutairi, & Ali, 2017).

1.5.2 Der NF-kB-Signalweg und der Einfluss der IAPs auf diesen

NF-kB ist eigentlich ein Uberbegriff fiir eine Familie von Transkriptionsfaktoren mit
funf Untereinheiten. Dazu gehdren NF-kB 1 (inaktiv: p105, aktiv: p50), NF-kB 2 (in-
aktiv: p100, aktiv: p52), RelA (p65), RelB und c-Rel (Gilmore, 2006). Sie transkri-
bieren fur proapoptotische Proteine wie TRAFs, clAPs und Proteine der BCL-2-Fa-
milie (Chu et al., 1997; C.-Y. Wang, Guttridge, Mayo, & Baldwin, 1999; C. Y. Wang,
Mayo, Korneluk, Goeddel, & Baldwin, 1998). Der Signalweg wird typischerweise
durch proinflammatorische Liganden wie IL-1 oder TNF-a ausgeldst, er findet aber
auch bei der Aktivierung und Proliferation der B-Zelle Anwendung (Baeuerle & Hen-
kel, 1994; Porto et al., 2004; Young & Staudt, 2013). Man unterscheidet einen ka-

nonischen von einem nicht kanonischen Signalweg.

Ist die Zelle ruhend, wird NF-kB in einem Komplex mit IKB im Zytoplasma inhibiert
(Baeuerle & Baltimore, 1988). Beim klassischen Signalweg dockt TNF-a an TNFR1
an, was zur Bildung eines Signalkomplexes fuhrt (Baud, Karin, & Karin, 2001). Die-
ser beinhaltet TNFR1-associated death domain protein (TRADD), TRAF-2, RIP-1
sowie c-IAP 1 und 2 (Micheau & Tschopp, 2003; Rothe, Pan, Henzel, Ayres, & Go-
eddel, 1995; Shu, Takeuchi, & Goeddel, 1996). Als RING-finger Ubiquitin E3-Liga-
sen binden clAP1 und 2 Ubiquitin-Ketten an RIP-1, TRAF-2 und sich selbst. Es
wurde gezeigt, dass die clAPs somit einen wichtigen Teil zur anti-apoptotischen Ak-
tivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs beitragen (Bertrand et al., 2008; Maho-
ney et al., 2008; Varfolomeev et al., 2008; Varfolomeev & Vucic, 2008). Die Ubiquiti-
nylierung fuhrt zur Rekrutierung des IkB-Kinase-Komplexes (IKK), dem nicht en-
zymatischen Gerustprotein NF-kB-essentieller-Modulator (NEMO), LUBAC, TAK
und TAB-1 (Vucic et al., 2011). Diese bilden einen Kinase-Komplex, der zur Phos-
phorylierung und zur Degradation von IkB fiihrt, sodass p50 und RelA frei werden.
Die frei gewordenen Transkriptionsfaktoren werden daraufhin in den Zellkern
transloziert (Hayden & Ghosh, 2004; Scheidereit, 2006). Bleibt die RIP1-Ubiquitiny-
lierung durch die clAPs aus, kommt es zur Caspase-8-vermittelten Apoptoseinduk-
tion (Bertrand et al., 2008; Varfolomeev & Vucic, 2008; L. Wang, Du, & Wang, 2008).
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Der alternative (nicht kanonische) Signalweg wird durch die clAPs hingegen ge-
hemmt (Varfolomeev et al., 2008; Vince et al., 2007). Physiologisch liegt in der Zelle
ein niedriger Spiegel der NF-kB-induzierenden Kinase (NIK) vor, da sie standiger
Ubiquitinylierung durch die clAPs unterliegt (Vallabhapurapu et al., 2009; Varfolo-
meev et al., 2007; Vince et al., 2007; Zarnegar et al., 2009). Werden clAP 1 und 2
an Rezeptoren wie CD40 rekrutiert, wird die Ubiquitinylierung von TRAF2 und 3
sowie der clAPs in Gang gesetzt, woraufhin alle depletiert werden und NIK akku-
mulieren kann (Vallabhapurapu et al., 2009). NIK phosphoryliert die IKK-a, welche
wiederum das inaktive NF-kB 2 (p100) in die aktive Form (p52) umwandelt (Senft-
leben et al., 2001). Zusammen mit RelB wird diese dann in den Zellkern aufgenom-
men und transkribiert (Hayden & Ghosh, 2004; Scheidereit, 2006).

CD40 Ligand

NZ Kanonisch Nicht-kanonisch

TNFRL |1

. @

;f :.j — 55?5&53
xtr|n5|sche @O@o NEMO A -
Apoptose IKKn l
2 %;

OI00000N0
Abb. 4: NF-kB-Signalweg

In der Abbildung sind der kanonische und der nicht kanonische/alternative NF-kB-Signalweg darge-
stellt.

Der kanonische Signalweg: Uber die Bindung des Tumornekrosefaktors (TNF) a an den TNF-Rezep-
tor 1 (TNFR1) wird die Rekrutierung von TRADD (TNFR-associated death domain) sowie TRAF2, RIP1
sowie der clAPs 1 und 2 ausgeldst. Die clAPs ubiquitinylieren (UB) die RIP1-Kinase und sich selbst,
was zur Rekrutierung von TAB und TAK1 sowie LUBAC fiihrt und diese aktiviert. Nach Aktivierung
modulieren sie den IKK-Komplex; TAB/TAK1 phosphorylieren (P) IKKB und LUBAC ubiquitinyliert
NEMO, sodass IkB durch IKK phosphoryliert werden kann und durch das p-transducin repeat contai-
ning protein (B-TRCP) des SKP1/CUL1/F-box-Komplexes (SCF) ubiquitinyliert wird. Daraufhin wird IkB
proteasomal degradiert und die Transkriptionsfaktoren p50 und RelA werden frei. Diesen werden in
den Zellkern transloziert. Bei Anwesenheit von Smac (oder eines Mimetics) kann die clAP-Funktion
eingeschrankt werden und es kommt zur Induktion des extrinsischen Apoptose-Mechanismus.

Der nicht kanonische Signalweg: Durch die Bindung des CD40-Liganden an den CD40-Rezeptor
kommt es zur Freisetzung von NIK aus dem Komplex mit TRAF2, 3 und den clAPs. Aufgrund der
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Liganden-Bindung ubiquitinylieren die clAPs sowohl die TRAFS als auch sich selbst, was in ihrer
proteasomalen Degradation endet. Das freigewordene NIK kann nun den IKK-Komplex phosphory-
lieren, der den inaktiven NF-kB2-Komplex phosphoryliert und in seine aktive Form umwandelt, wel-
che in den Zellkern transloziert werden kann. clAP (cellular IAP), IKK (Inhibitor of nuclear factor k B-
kinase subunit), IkB (Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor),
LUBAC (Linear ubiquitin chain assembly complex), NIK (NF-kB-induzierende Kinase), NEMO (NF-
kB-essentieller-Modulator), RIP1 (Rezeptor-interagierende Serin/Threonin-Protein-Kinase), Smac
(second mitochondria-derived activator of caspases), TRAF (Tumor necrosis factor receptor associ-
ated factors).

Abbildung adaptiert aus Targeting IAP Proteins for therapeutic intervention in cancer, Fulda & Vucic
(2012).
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1.5.3 Tumorgenese durch IAPs und Perspektiven

Es wurde bereits vielfach gezeigt, dass IAPs zur Karzinogenese von verschiedens-
ten malignen Tumorarten beitragen. Dazu gehéren sowohl solide Tumoren als auch
hamatologische Erkrankungen (Mohamed et al., 2017). Die Expression von XIAP,
clAP 1 und 2 wurde fur verschiedene Non-Hodgkin-Lymphome in Zelllinien sowie
primaren Zellen gezeigt (Akyurek, Ren, Rassidakis, Schlette, & Medeiros, 2006). Im
Verlauf wurde weiterhin untersucht, ob die Uberexpression von XIAP mit einer
schlechteren Prognose beim DLBCL einhergeht, wobei gezeigt werden konnte,
dass eine hohere Expression mit einer niedrigeren 5-JUR korrelierte (Hussain et al.,
2010). Fur das MALT-NH-Lymphom wurde mittels t(11;18) eine clAP2-MALT1-
Translokation nachgewiesen, die zur dauerhaften NF-kB-Aktivierung fuhrt
(Ndubaku, Cohen, Varfolomeev, & Vucic, 2009). In klinischen Studien werden be-
reits verschiedene IAP-Antagonisten (Smac Mimetics) an hamatologischen Neopla-
sien sowie soliden Tumoren getestet, wobei sich herauskristallisierte, dass es sinn-
voll sein koénnte, Smac Mimetics in Kombinationstherapien einzusetzen (Fulda,
2014).

Der NF-kB-Signalweg gilt als mitursachlich fir das Uberleben verschiedener Lym-
phomtypen wie MCL oder ABC-DLBCL (s. 0.). Passend dazu wurden im ABC-Sub-
typ laut Yang et al. in etwa 16 % der Falle Mutationen im BIRC2/3 Locus erkannt,
der fur clAP1 und 2 transkribiert, deutlich haufiger als beim GCB-Subtyp (~4 %; Y.
Yang et al., 2016). Bei Genanalysen des MCL wurden in 6—-10 % BIRC 2/3 Mutati-
onen festgestellt (Rahal et al., 2014). Erste Versuche mit Smac Mimetics im ABC-
Subtyp haben gezeigt, dass eine Therapie mit IAP-Antagonisten sinnvoll sein
konnte, da angenommen wird, dass die clAPs den CBM-Komplex modulieren, der
fur die chronische Aktivierung des BZRs im ABC-Subtyp mit verantwortlich ist (Davis
et al., 2010; Y. Yang et al., 2016). Vorliegendes Projekt sollte diese Hypothese wei-

ter untersuchen.
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2 Zielsetzung

Die Arbeitsgruppe unter der Leitung von Prof. Dr. Dreyling beschaftigt sich schwer-
punktmafig mit der Pathogenese aggressiver Lymphome, speziell des Mantelzell-
und des Diffus gol3zelligen B-Zell-Lymphoms, um neue, wirksame Inhibitoren und
innovative zielgerichtete Therapiekonzepte einschliel3lich der Inhibition des B-Zell-
Rezeptor-Signalwegs zu finden. Gleichzeitig sollen die zugehérigen Wirkmechanis-
men effizienter Inhibitoren und daraus folgender Therapieansatze erforscht und
charakterisiert werden. Das vorliegende Projekt beschéatftigte sich zusatzlich mit der
Apoptoseinduktion und der Aktivierung und Inaktivierung des Transkriptionsfaktors

NF-kB in B-Zell-Lymphomen.

Apoptose ist eine wichtige Art des programmierten Zelltods. Sie wird durch viele
Proteine moduliert, stimuliert und inhibiert. Inhibitoren der Apoptose-Proteine (IAPS)
tragen wesentlich zur Hemmung bei. Wird der physiologische Zelltod (Apoptose)
jedoch tbermé&Rig inhibiert, kommt es entweder zum unkontrollierten Zellzerfall oder
zur Entartung (Fulda, 2014). Die Uberexpression von IAPs geht in verschiedensten
Krebsarten mit einer schlechten Prognose einher (Fulda & Vucic, 2012). Zu Beginn
dieser Arbeit war postuliert worden, dass Antagonisten der IAPs (Smac Mimetics)
im ABC-Subtyp des DLBCLs moglicherweise nicht (nur) Gber die Apoptoseinduktion
wirken, sondern auch deren BZR-Signalweg zielgerichtet inhibieren (Y. Yang et al.,
2016).

In diesem Projekt wurden zwei Smac Mimetics, der monovalente Wirkstoff LCL161
und der bivalente BV-6, an DLBCL- und (nach Kenntnis der Arbeitsgruppe erstma-
lig) an MCL-Zelllinien getestet. Diese Medikamente bezwecken, das physiologisch
aus Mitochondrien stammende Enzym Smac zu imitieren, welches zur Degradation
der IAPs flhrt.

Ziele des Projekts waren:

1. In-vitro-Wirksamkeiten der beiden getesteten Smac Mimetics zu erforschen,
diese mittels Proliferationsassays und Western-Blot-Analyse nachzuweisen und
zu vergleichen.

2. Die Art des Zelltods mittels Durchflusszytometrie und Caspasen- sowie PARP-

Spaltung im Western Blot festzustellen.
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Magliche Einflisse auf den BZR-Signalweg zu erforschen.
4. Kombinationen mit anderen niedermolekularen Arzneimitteln und Chemothera-
peutika mittels Proliferationsassay auf mogliche Synergien zu testen und durch-

flusszytometrisch sowie mittels Western Blot zu analysieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zelllinien

Tab. 1: Zelllinien

Zelllinie

Maver-1

MINO

Rec-1

Hbl-1

U2932

Ht

Charakterisierung
B-NHL (MCL)
Herkunft: Peripheres Blut eines 82-Jahrigen
Etabliert 2003
t(11;14)-Gen
-> Beeinflussung von BCL1-Gen und IGH-Genen
B-NHL (MCL)

Herkunft: Mononukleére Zellen aus dem peripheren
Blut einer 68-Jahrigen im Rezidiv

Etabliert 1997

t(11;14)q(13;32)-Translokation
-> BCL1-IGH-Fusionsgen

B-NHL (MCL)

Herkunft: peripheres Blut oder Lymphknoten eines
61-Jahrigen; terminal, therapierefraktar

Transformiertes MCL; blastoid

t(11;14)-Gen

-> Beeinflussung von CCNDI/BCL1 und IGH-Gen
B-NHL (DLBCL)

Herkunft: 65-jahriger Mann

ABC-Subtyp
B-NHL (DLBCL)

Herkunft: Aszites einer 29-jahrigen Frau

Etabliert 1996

ABC-Subtyp

Uberexpression von BCL-2 & -6, p53
B-NHL (DMIxedBCL)

Herkunft: Aszites eines 70-jahrigen Mannes

Etabliert 1983

Herkunft

DSMZ,
Braunschweig

DSMZ,
Braunschweig

DSMZ,
Braunschweig

DSMZ,
Braunschweig

DSMZ,
Braunschweig

ATCC, Wesel
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Zelllinie

Charakterisierung

Su-DHL-5 B-NHL (DLBCL)
Herkunft: Lymphknoten einer 17-Jahrigen
GCB-Subtyp

Ula B-NHL (DLBCL)

Herkunft: Mononukleare Aszites-Zellen eines 57-Jah-
rigen; terminal, therapierefraktéar

Etabliert 2002
GCB-Subtyp
t(14,;18)-Gen
THL: MYC/BCL2- +MYC/BCL6-Translokation

Necrostatin (NEC-1)

Venetoclax (ABT-199)

zVAD-fmk

Zytostatikum
Cytarabin (ARAC)

Doxorubicin

3.1.2 Medikamente

Tab. 2: Medikamente
Inhibitor Art der Inhibition
Bortezomib Proteasom
BV-6 IAP (bivalent;

clAPL, clAP2, XIAP)

Ibrutinib BTK

(PCI 3275)
LCL161 IAP (monovalent;

clAP1, clAP2, XIAP)
RIP1-Kinase

BCL-2

Pancaspase

Wirkungsweise

Cytidin-Isomer

Anthrazyklin

Konzentration

1-4 nM

0,3125-10 pM

0,3125-5 pyM

0,3125-10 uM

30 uM

2,5-125 nM

20 UM

Konzentration

12,5-500 nM

75-600 nM

Herkunft

DSMZ,
Braunschweig

DSMZ,
Braunschweig

Hersteller

LC Laboratories,
Woburn, MA (USA)

Selleckchem,
Houston, TX (USA)

Selleckchem,
Houston, TX (USA)

Selleckchem,
Houston, TX (USA)

Selleckchem,
Houston, TX (USA)

Selleckchem,
Houston, TX (USA)

Selleckchem,
Houston, TX (USA)

Hersteller

Apotheke Klinikum
Grol3hadern

Apotheke Klinikum
Grof3hadern
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3.1.3 Lésungen und Chemikalien

Tab. 3: Loésungen und Chemikalien

Lésung/Chemikalie
7-Aminoactinomycin D (7-AAD)
Acrylamid Mix 30 %

Albumin Fraktion V 5 %
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 10 %
Annexin V

Binding Puffer

Blotting Puffer

Bradford Lésung

Couramin Acid

DMSO

DMSO

EDTA-Tablette Proteinlyse
Elektrophorese Puffer

Enhanced chemiluminescence (ECL) prime
western blotting detection reagent

Ethanol

Fetales Kalberserum (FKS)
Gelatine

H-20>

Isopropanol

Ladder

Loading Dye
Reducing Agent

Luminol

Lyse-Puffer (Complete Lysis-M)

Methanol

Milchpulver

NET

Phosphatase-Inhibitoren (Cocktail 2 und 3)
Phosphate-buffered saline (PBS) Dulbecco

Proteinstandards

Hersteller

BD Biosciences, San Jose, CA (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

BD Biosciences, San Jose, CA (USA)
BD Biosciences, San Jose, CA (USA)
Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
AppliChem GmBH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Roche, Basel (Schweiz)

Apotheke Klinikum Grof3hadern

GE Healthcare, Miinchen

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Merck, Darmstadt

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
ThermoScientific, Waltham (USA)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Roche, Basel (Schweiz)

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Apotheke Klinikum Grof3hadern
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
BioChrom GmbH, Berlin
ThermoScientific, Waltham (USA)
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Lésung/Chemikalie

RPMI 1640

Sodiumdodecylsulfat (SDS) 10 %

Substanz A
Substanz B
TBS

Tetramethylethylenediamin (TEMED)

Transfer Puffer
Tris pH 6,8
Tris pH 8,8

Turbo Blot Solution

Tween

WST-1-Reagenz

3.1.4 Antikorper

Tab. 4. Antikorper

Antikdrper
Actin
Anti-Mouse 1gG
Anti-Rabbit IgG
BCL-2
Caspase 3
Caspase 8
Caspase 9
clAP1

clAP2

GAPDH

NFkB2 p100/52
RelA (p65)
XIAP

Hersteller

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Selbsthergestellt
Selbsthergestellt

Apotheke Klinikum Grof3hadern
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Apotheke Klinikum Gro3hadern
Apotheke Klinikum Grof3hadern
Apotheke Klinikum Gro3hadern
Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Merck, Darmstadt

Roche, Basel (Schweiz)

Verdinnung Herkunft Hersteller

1:5.000
1:5.000
1:5.000
1:500
1:500
1:500
1:500
1:500
1:500
1:5.000
1:500
1:500
1:500

Rabbit
Mouse
Rabbit
Mouse
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Mouse
Rabbit
Rabbit
Rabbit

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Promega Corporation, Mannheim

Promega Corporation, Mannheim
Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Cell Signaling Technology, Danvers, MA (USA)
Cell Signaling Technology, Danvers, MA (USA)
Cell Signaling Technology, Danvers, MA (USA)
Cell Signaling Technology, Danvers, MA (USA)
Cell Signaling Technology, Danvers, MA (USA)
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX (USA)
Cell Signaling Technology, Danvers, MA (USA)
Cell Signaling Technology, Danvers, MA (USA)
Cell Signaling Technology, Danvers, MA (USA)
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3.1.5 Verbrauchsmaterialien
Tab.5: Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial

Alufolie

Combitip (200 pl)

Costar Strippette (1 ml, 2 ml, 5 ml, 20 ml, 25 ml)

CryoRack

Cryovials

Deep-Well-Platte

FACS-Rohrchen mit/ohne Sieb

Falcons (50 ml, 15 ml)

Filterpapier

Frischhaltefolie

Handschuhe Vasco Nitril blue powder free
Kassetten und Kamme

LF PVDF-Membran

Microtube (0.5 ml, 1.5 ml, 2 ml)
Mikroplatte (6-Well, 12-Well, 96-Well)
Multipette M4

Papiertlicher

Pipetten (2 ul, 20 pl, 200 pl, 1000 pI)
Pipettenspitzen (2 ul, 20 pl, 200 pl, 1000 ul)

Pipettus accujet pro

Reservoir

Zellkulturflaschen

Hersteller

neoLab Migge GmbH, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
ThermoScientific, Waltham (USA)
ThermoScientific, Waltham (USA)
Eppendorf, Hamburg

FALCON

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Bio Rad Laboratories GmBH, Munchen
GE Healthcare, Miinchen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
ThermoScientific, Waltham (USA)

Bio Rad Laboratories GmBH, Minchen
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt AG & Co, Numbrecht
Eppendorf, Hamburg

GVS eG, Friedewald

Gilson, Middleton (USA)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch-
Oldendorf

Hirschmann, Eberstadt

Heathrow Scientific, Vernon Hills
(USA)

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
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3.1.6 Gerate

Tab. 6: Gerate

Gerat

Abzugshaube

BD FACSCanto I
Begasungsbrutschrank
Falcon-Roller

FUSION SL Vilber Lourmat
GloMax Discover System
Heraeus Megafuge 40R

Sterile Arbeitsbank
Berner FlowSafe

Tank Blotter

Trans-Blot Turbo Transfer-System
UNITWIST 3-D Riittelplatte
Vi-Cell XR

Vortex-Genie 2

Wasserbad Typ 1003 (141)
Zentrifuge Eppendorf 5415 D
Zentrifuge Eppendorf 5417 C
Zentrifuge Eppendorf 5424 R

3.1.7 Software

Tab. 7: Software

Hersteller

TROX GmbH, Berlin

BD Biosciences, San Jose, CA (USA)
BINDER GmbH, Tuttlingen

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen
Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Promega Corporation, Mannheim
ThermoScientific, Waltham (USA)

Berner International GmbH, Elmshorn

Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Scientific Industries, Bohemia (USA)
GFL, Hannover

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Software Hersteller

Excel Microsoft Corporation, Redmond, Washington (USA)
FACSDivaSoftware BD Biosciences, San Jose, CA (USA)

FlowJo BD Biosciences, San Jose, CA (USA)

Fusion Software Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
GloMaxDiscover Promega Corporation, Mannheim

GraphPad Prism 8 GraphPad Software, San Diego, CA (USA)
PowerPoint Microsoft Corporation, Redmond, Washington (USA)
ViCell XR Software Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Word Microsoft Corporation, Redmond, Washington (USA)
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkulturbedingungen

Alle Versuche mit Zellkulturen wurden in steriler Umgebung in Sicherheitswerkban-
ken durchgefuhrt. Vor und nach Benutzung der Werkbanke wurden diese fur min-
destens 30 Minuten mit ultraviolettem Licht beleuchtet, um Sterilitdt zu gewahrleis-
ten. Die Zelllinien wurden bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in Zellkul-
turflaschen im Inkubator kultiviert. Genahrt wurden die Zelllinien Maver-1, Mino,
Rec-1, Hbl-1, U2932 und Ht mit RPMI-1640 Medium, das anteilig mit 10 % fetalem
Kalberserum (FKS) versetzt wurde; Su-DHL-5 und Ula wurden mit anteilig 20 %
FKS genahrt. Alle zwei bis drei Tage fand die Zellverdiinnung statt. Mittels ViCell
XR wurde die Zellkonzentration ermittelt und an die Geschwindigkeit der Zellprolife-
ration der Zelllinie angepasst. Folgende Verdinnung (Zellzahl*10%/ml) wurde pro

Zelllinie vorgenommen:

Tab. 8: Zellzahlverdiinnung in der Zellkultur
Zellzahlverdiinnung alle zwei bis drei Tage. Zellzahl*108/ml

Zelllinie 2 Tage 3 Tage
Maver-1 0,6 0,3
Mino 0,6 0,3
Rec-1 0,6 0,3
Hbl-1 0,6 0,3
Ht 0,6 0,3
Su-DHL-5 0,4-0,5 0,2
Ula 0,4-0,5 0,2

3.2.1.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurde eine Konzentration von etwa 1*107/ml pro Cryovial
genutzt. Dafur wurde das entsprechende Volumen der Zellen 10 Minuten bei 300 G
und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und das Zellpellet in Einfrier-
medium (FKS versetzt mit 8 % DMSO) geldst. Die im Einfriermedium gelosten Zel-
len wurden in die Cryovials umpipettiert. Anschlie3end wurden sie fur ein bis zwei
Tage im CryoRack bei -80 °C eingefroren. Danach folgte die dauerhafte Lagerung
bei -80 °C.
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Zum Auftauen wurde 10 ml 20 %-iges FKS-haltiges Medium mit den aufgetauten
Zellen versetzt und 10 Minuten bei 300 G und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach
Abkippen des Uberstands wurde das Zellpellet wiederum im Medium gelést. Die Zel-

len wurden etwa eine Woche kultiviert, bevor sie fir Versuche verwendet wurden.

3.2.2 Vi-Cell Zellzahlung

Zur Ermittlung der Zellzahl und Zellvitalitat wurde das ViCell XR-Gerét genutzt. Die-
ses bedient sich der Trypanblau-Ausschluss-Methode, um zwischen lebenden und
toten Zellen zu unterscheiden. Hierfur wurden die Zellen im Gerat mit Trypanblau
versetzt. Tote Zellen sowie lebendige Zellen sind durchlassig fur den Farbstoff, je-
doch transportieren lebendige Zellen den Farbstoff mittels Pumpe wieder aus dem
Zellinneren heraus. Durch den Farbkontrast kann das Gerat zwischen lebenden und
toten Zellen unterscheiden und so die Vitalitat und die Zellzahl pro Milliliter bestim-

men. Das ViCell macht dabei etwa 100 Bilder pro Probe.

3.2.3 Viabilitdtsassay mittels Enzymnachweis

Das Viabilitdtsassay nutzt zur Bestimmung der Zellproliferation ein farbendes Rea-
genz namens Water-Soluble-Tetrazolium (WST)-1. Es kann herangezogen werden,
um die Stabilitat der Atmungskette von behandelten und unbehandelten Zellen zu
vergleichen. Das Prinzip dieses Assays ist folgendes: Das WST-1 Reagenz enthélt
ein Tetrazolium-Salz. Dieses Salz wird durch die mitochondrialen Dehydrogenasen
der Zelle in Formazan-Rot umgewandelt. Es kommt zu einem sichtbaren Farbum-
schlag, welcher mittels Spektralphotometer photometrisch erfasst werden kann. Die
Intensitat des Farbumschlags korreliert direkt mit der Zahl der stoffwechselaktiven
Zellen. Je starker sich das Medium nach Zugabe farbt, desto mehr stoffwechselak-

tive Zellen sind vorhanden.

Diese Versuche dienten zum einen der Dosisfindung der einzelnen Medikamente
und zum anderen zur Austestung der Kombinationsmdglichkeiten verschiedener In-

hibitoren.

Hierflr wurde der Rand der 96-Well-Platte rundum mit 200 pl reinem Medium pipet-
tiert, um Verdunstung zu vermeiden. Aul3erdem wurden sechs Wells mit lediglich
100 pl Medium gefillt. Diese fungierten als Vergleichsreihe, um das durch das Me-

dium entstehende Hintergrundrauschen anschlief3end rechnerisch zu entfernen. Je
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nach Versuchsansatz wurden eine oder mehrere Zelllinien in folgender Konzentra-

tion pro Platte hinzugefigt.

Tab.9: Zellzahlverdiinnung im WST-1-Assay

Zellinie Zellkonzentration (*10%/ml)
Maver-1, Mino, Rec-1, Hbl-1, U2932, Ht 0,3
Ula 0,4
Su-DHL-5 0,5

Die Tabelle 10 zeigt beispielhaft einen méglichen Versuchsansatz fur das Viabili-
tatsassay. In die Kontrollwells wurden je 50 ul reines Medium und 50 pl der entspre-
chenden Zelllinie gegeben. In die restlichen Wells wurden 50 ul des in verschiede-
nen Dosen verdunnten Inhibitors und 50 pl der Zelllinie gegeben. Die Zellen wurden
nach Verdinnung auf ihre entsprechende Zellzahl ebenfalls mit 50 pl in die 96-Well-
Platte pipettiert. Die Kontrolle und die mit verschiedenen Dosen behandelten Zellen
wurden jeweils im Triplikat angesetzt. Nach 48 Stunden Inkubation wurden pro Well
je 10 ul WST-1 Reagenz hinzugegeben und die Platte wurde weitere drei Stunden
lichtgeschutzt inkubiert. Anschlie3end wurde die spektrometrische Messung bei 450
nm am GloMax Discover System vorgenommen. Zur Erfassung des spektrophoto-
metrischen Einflusses des Mediums gab es — wie oben bereits erwahnt — eine so-

genannte Vergleichsreihe, die mit 100 pl versetzt wurde.

Tab. 10: Beispielhafte Darstellung eines Versuchsansatzes im WST-1-Assay
Zelllinie (ZL) 1, 2 und 3 wurden aufgetragen. Es gab eine unbehandelte Kontrolle (K) und
verschidene Dosen (D), mit denen behandelt wurde, aulRerdem eine Vergleichsreihe, in
der sich nur Medium befand (Blank; BK).

Rand | 200 | pl

ZL 1 K ZL 2 K ZL 5 K BK
D1 D1 D1 100
D2 D2 D2 ul
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3.2.3.1 Methode zur quantitativen Definition eines Synergismus bei
Inhibitor-kombinationen: Kombinationsindex nach Chou-Talalay

Im Rahmen der Arbeit wurden verschiedene Medikamente kombiniert, um maogliche

Synergien festzustellen. Diese kdénnen mittels des Combination Index (CI) nach

Ting-Chao Chou und Paul Talalay quantifiziert werden. Er gibt so Auskunft Gber

Synergien (Cl > 1), Antagonismen (CI < -1) und additive Effekte (Cl > -1 und < 1).

Er leitet sich aus der folgenden Formel ab:

_ (b (D)2
T (01 (Dx)2

CI

(D) stellt hierbei die verwendete Dosis des Inhibitors dar und (Dx) den prozentualen
Anteil der Inhibition (Chou & Talalay, 1984).

3.2.4 Western Blot

3.2.4.1 Proteinlyse

Die Proteinlyse dient dem Zweck, Proteine aus der Zelle zu extrahieren. Diese Ly-

sate kénnen spater fur die Abbildung im Western Blot genutzt werden.

Hierfur wurden die Zelllinien auf eine Zellzahl von 0,3*105/ml verdiinnt. Nach Be-
handlung wurden die Zellen fur eine bestimmte Zeit inkubiert. Je nach Versuchsan-
satz 4 oder 24 Stunden. Nach 24 Stunden wurde die Zellzahl bestimmt. Danach
wurden die Zellen in je 2 ml Tubes gefillt und fir 10 Minuten bei 2500 G zentrifu-
giert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgeschiittet und der Zellriickstand mit
1 ml PBS gewaschen. Der verbliebene Zellriickstand wurde mit einem Lyse-Puffer
durchmischt, welcher wiederum mit zwei Phosphatase-Inhibitoren (Pl) versetzt
wurde (100 pl Puffer je 1*10%/ml Zellen, 1 ul Pl je 100 pl Puffer). Diese Losung wurde
10 Minuten im Kiahlschrank bei 4 °C auf einer Riittelplatte inkubiert. Nach Inkubation
wurden die Tubes in der Kiuhlzentrifuge bei 4 °C 15 Minuten mit einer Kraft von
14.000 G zentrifugiert. AnschlieRend wurde der flissige Uberstand in ein neues
Tube pipettiert und das Zellpellet verworfen. Die neuen Tubes konnten ab diesem

Zeitpunkt bei -80 °C eingefroren werden.
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3.2.4.2 Bradford Assay

Der Bradford Assay dient der Proteinkonzentrationsbestimmung eines Lysats. Die
sogenannte Bradford-Losung ist ein Triphenylmethanfarbstoff namens Coomassie
Brilliant-Blau G250 (CBBG). In saurer Lésung nimmt er seine kationische Form mit
einem Absorptionsmaximum von 470 nm an. Bei Bindung an Proteine wird die an-
ionische Form stabilisiert und das Absorptionsmaximum verschiebt sich zu 595 nm.
Dieser Farbumschlag wird anschliel3end photometrisch erfasst.

Hergestellte Lysate konnten mit diesem Test untersucht werden. Hierfir wurden in
eine 96-Well-Platte pro Well 200 pl Bradford-Losung gefillt. In diese Wells wurde je 5
ul Lysat je Tube pipettiert. Als Referenz wurden Proteinstandards mit bereits bekann-
ten Proteinkonzentrationen genutzt. Sowohl die Proteinreferenzen als auch die Lysate
wurden doppelt angelegt. Nach 5 Minuten Inkubation wurde die Platte lichtgeschitzt
im Spektralphotometer bei einem Absorptionsmaximum von 570 nm gemessen. Dabei
wurden die standardisierten Proteinkonzentrationen zur Eichung herangezogen und

anhand von diesen die Proteinkonzentration der Lysate in mg/ml ermittelt.

3.2.4.3 Herstellung von Gelen

Zur Herstellung der Polyacrylamidgele wurden verschiedene Losungen in bestimm-
ten Konzentrationen verwendet. Je nach GroRe der zu untersuchenden Proteine
wurden zehn- oder zwolfprozentige Gele gegossen (s. Tab. 11). Nach 30 Minuten
wurde das Sammelgel hinzugefugt und ein Kamm bis zur Nutzung des Gels einge-
fuhrt. Dieser wurde bei Benutzung entfernt und die Lysate in die entstandenen Spal-
ten pipettiert.

Tab. 11: Zusammensetzung der 10 %- bzw. 12 %-Polyacrylamidgele
Angaben sind fur zwei Gele.

Bestandteile 10 % 12 % Sammelgel
Aqua dest. 5,9 ml 4,9 ml 4,35 ml

30 % Acrylamid 5,0 ml 6,0 ml 1,0 ml

1,5M TRIS (pH 6,8) 3,8 ml 3,8 mi 0,5 ml
Sammelgel: (pH 8,8)

10 % SDS 150 pl 150 pl 60 pl

10 % Ammoniumpersulfat 150 pl 150 pl 60 pl

TEMED 6 pl 6 pl 6 ul
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3.2.4.4 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung der Proteine nach Grof3e. Hierbei wurde

die sogenannte Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgefuhrt.

Zur Vorbereitung wurden die Proben mit einem Farbstoff und einem Reduktionsmit-
tel versetzt und anschlielend bei 70 °C 10 Minuten inkubiert. Dies diente der Dena-
turierung der Lysate vor der Ubertragung auf das Gel. Nach Entfernung des Kamms
wurden die produzierten Gele in den mit Gelelektrophorese-Puffer beflllten Tank
Blotter eingespannt. Jedes Gel wurde mit einem GrofRenmarker und den berechne-
ten Konzentrationen der Lysate beladen. Anschlie3end wurden die Tank Blotter an
einen Stromkreislauf angeschlossen. Die unterschiedlich groRen Molekile liefen
nun mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten durch das Gel. Bis zur vollstandigen
Auftrennung des Lysats betrug die Spannung die ersten 30 Minuten 61 mV, 90 Mi-
nuten 81 mV und noch mal etwa 60 Minuten 121 mV.

3.2.4.5 Blotting

Das Blotting dient der Proteinbandentbertragung vom Polyacrylamidgel auf eine
PVDF-Membran. Nach Ablauf der Gelelektrophorese musste die PVDF-Membran
kurz in Methanol befeuchtet werden und dann in der bereitgestellten Losung 3 Mi-
nuten einwirken. Gleichzeitig wurden pro Membran sechs Filterpapiere 2 bis 3 Mi-
nuten im Blot-Puffer eingelegt. Anschlie3end wurden drei Filterpapiere unter der
Membran platziert. Uber diese wurde das Gel gelegt und mittels eines Rollers von
Blasen befreit. Auf das Gel wurden drei weitere Filterpapiere gelegt. Im Trans-Blot
Turbo Transfer System fand nun innerhalb von 8 Minuten die Ubertragung statt. Zur
Verfestigung der Proteinbanden auf der Membran wurden diese in 50 ml Falcons
Ubertragen, 5 ml 5 %-ige Milch hinzugegeben und auf einem Falcon-Roller eine
Stunde geblockt. Anschlielend wurden die Membranen dreimal 10 Minuten mit
10 ml TBS-T auf dem Falcon-Roller gewaschen. Danach wurde der gewinschte
Antikorper in angegebener Konzentration zur Membran pipettiert. Die Membran
wurde dann fir etwa 12—-24 Stunden auf einem Falcon-Roller bei 4° C inkubiert.

3.2.4.6 Belichtung der Membranen

Die Antikdrper wurden bis zu dreimal wiederverwendet. Nach Abpipettieren des An-
tikbrpers wurde der bereits beschriebene Waschvorgang wiederholt. Anschliel3end

wurde die 5 % Milch mit 1 pl Anti-Rabbit oder Anti-Mouse-Antikdrper versetzt und fur
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eine weitere Stunde zur Membran hinzugegeben. Dadurch wurden die Proteinban-
den sichtbar gemacht. Nach einem weiteren Waschvorgang fand die Belichtung
statt. Dafur wurde die Membran, je nach Belichtungszeit, mit einem selbsthergestell-
tem ECL fur 2 Minuten oder einem industriell hergestellten ECL-Prime fur 5 Minuten
benetzt. Im Fusion XR wurde mittels Programm die Belichtungszeit ermittelt und aus-

geflhrt.

3.2.5 Durchflusszytometrie und Zelltodanalyse

3.2.5.1 Anfarbung mittels Annexin V und 7-AAD

Mittels Durchflusszytometrie fand die Zelltodanalyse zur Unterscheidung von nekro-
tischem Zelltod und Apoptose statt. Daftr wurde die jeweilige Zelllinie verdunnt (Zell-
zahl 0,3x10%ml). AnschlieRend wurde sie, jeweils 48 Stunden vor Analyse, mit der
zu untersuchenden Substanz behandelt. Nach 24 und 48 Stunden wurde die Zellzahl
erfasst. Zur Vorbereitung und Anfarbung der Zellen mussten diese von ihrem Me-
dium getrennt werden. Daftir wurde 1 ml der Zellsuspension abzentrifugiert und an-
schlieend zweifach mit PBS gewaschen. Danach wurde zu den Zellen 100 pl eines
1/10 verdiinnten Binding-Puffers hinzugegeben. In diesem wurden dann 5 ul Phyco-
erythrin (PE) Annexin V und 7-Amino-actinomycin D (7-AAD) gel6st.

Annexin V ist ein zellulares Protein, das an Phosphatidylserin bindet. Phos-
phatidylserin wird im apoptotischen Zustand an der Aulienmembran der Zellen ex-
primiert. Durch PE, ein Flourochrom, wird die Reaktion sichtbar gemacht. 7-AAD ist
ein Floureszenz-Marker, der mit hoher Affinitdt an DNA bindet, wenn eine Zelle zu-

grunde gegangen ist.

Anschlie3end mussten die angefarbten Proben in Dunkelheit 15 Minuten bei Raum-
temperatur inkubieren. Zum Schluss wurden weitere 400 pl des verdiinnten Binding
Puffers hinzugegeben. Zuletzt wurden die Proben im Durchflusszytometer analy-

siert. Dabei ergaben sich lebende, apoptotische und tote Zellkohorten (s. Tab. 12).
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Tab. 12: Anfarbung der Zellen je nach Zustand
Darstellung der Anfarbung der Zellen je nach Zustand (lebend, apoptotisch, tot).

Zustand der Zellen Annexin V 7-AAD
Lebend - -
Apoptotisch + -
Tot + +

3.2.5.2 Erfassung des spezifischen Zelltods

Apoptose stellt nur eine von vielen Zelltodmechanismen dar. Um nachzuweisen,
dass der in durchflusszytometrischen Versuchen verursachte Zelltod auf die Smac

Mimetics zuriickzufuhren ist, wurde folgende Formel angewendet:

(experimentell tote Zellen (%) — spontan tote Zellen (%))
(100% — spontan tote Zellen (%))

100 * (

Experimentell tote Zellen: jeglicher Zelltod nach Behandlung.
Spontan tote Zellen: jeglicher Zelltod der unbehandelten Kontrolle.
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4 Ergebnisse

Das vorliegende Projekt beschéftigte sich mit neuen Therapieoptionen durch Smac
Mimetics (SM) in B-Zell-Lymphomen, im Speziellen dem Mantelzelllymphom und
den Diffus grof3zelligen B-Zell-Lymphomen. SM imitieren das physiologisch aus Mi-
tochondrien stammende Enzym Smac, welches eine tragende Rolle in der Apoptos-
einduktion spielt (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000).

Apoptose ist eine wichtige Art des programmierten Zelltods. Sie wird durch viele
Proteine moduliert, stimuliert und inhibiert (Heinrich et al., 2014). Inhibitoren der
Apoptose-Proteine (IAPs) tragen wesentlich zu dieser Hemmung bei (Salvesen et
al., 2002). Es gibt viele verschiedene Mechanismen, die zur Apoptose-Resistenz in
malignen Neoplasien beitragen. Die Uberexpression von IAPs gehért dazu und geht

mit einer schlechten Prognose einher (Fulda, 2009; Mohamed et al., 2017).

Um diese unkontrollierte Hemmung des programmierten Zelltods zu unterbinden,
wurden in diesem Projekt zwei SMs, LCL161 und BV-6, an MCL- und DLBCL-Zell-
linien getestet. Die Medikamente sollten zur Degradation der IAPs fiihren und somit
die Apoptose einleiten. Weiterhin sollten moégliche Synergien mit konventionellen
Chemotherapeutika und niedermolekularen Arzneimitteln, sogenannten ,small

molecules®, gefunden werden.

Zu Beginn der Arbeit war bereits bekannt, dass Smac Mimetics einen zytotoxischen
Effekt auf den ABC-Subtyp der DLBCL-Zelllinien haben (Y. Yang et al., 2016). Die
zugrunde liegende Hypothese war, dass die chronische BZR-Aktivierung dieses
Subtyps ihn besonders anféllig fir Smac Mimetics macht. Dies sollte nun auch fr
andere Lymphom-Subtypen und (der Kenntnis der Arbeitsgruppe nach erstmalig)

an MCL-Zelllinien getestet werden.

4.1 Zytotoxizitat der Smac Mimetics

4.1.1 Smac Mimetics induzieren IAP-Degradation

Zur Kontrolle der Wirksamkeit der Smac Mimetics auf die IAPs wurde eine Western-
Blot-Analyse durchgefiihrt. Die Degradation der IAPs durch Behandlung mit Smac

Mimetics sollte als erfolgreicher Nachweis dienen.
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Grundsatzlich exprimierten alle Zelllinien im unbehandelten Zustand XIAP sowie
clAP1 und 2. Eine Beeinflussung der Expression durch die Smac Mimetics war in
allen Zelllinien nachweisbar. Auffallig war der in Abb. 5 dargestellte starke Abfall
der clAP1-Expression nach Behandlung mit den Smac Mimetics. Die clAP1-Degra-
dation lasst sich im Vergleich der Zelllinien kaum unterscheiden. Die clAP2-Degra-
dation fand hingegen vermehrt durch BV-6 statt. Auffallig ist hier, dass bei den Zell-
linien Rec-1 und Ula die clAP2-Expression durch BV-6 weniger beeinflusst scheint
als bei den anderen Zelllinien. Die XIAP-Expression blieb insgesamt durch Behand-
lung weniger beeinflusst. Hochstens eine leichte Abnahme durch BV-6 wurde in

verschiedenen Zelllinien (Maver-1, Mino, Hbl-1, Ht, Ula) sichtbar.
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Abb.5: Western Blot zur Darstellung der IAP-Degradation nach Behandlung mit Smac Mi-
metics

A) Zellen wurden mit 5 yuM der Smac Mimetics behandelt und 24 h inkubiert. Anschlie3end wurde
die Proteinexpression von clAP1 und 2 und XIAP mittels Western-Blot-Analyse bestimmt. GAPDH
diente als Ladekontrolle. Der Versuch wurde dreimal durchgefuhrt.

B) Tabellarische Darstellung der Proteinexpression der einzelnen Zelllinien (ZL) nach Behandlung
mit den Smac Mimetics (SM) LCL 161 (L) und BV-6 (B).
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4.1.2 Smac Mimetics rufen eine dosisabhangige Zytotoxizitét hervor,
insbesondere im ABC-Subtyp

Nachdem die Degradation der clAPs in den Zelllinien nachgewiesen war, sollte der
Zelltod durch die Smac Mimetics Uberprift und verglichen werden, da Smac-vermit-
telte Degradation von clAPs nicht mit einer antitumoralen Aktivitat gleichzusetzen
ist (Fulda, 2015). Zu Beginn wurde eine Dosistestung durchgefuhrt. Als erstes wur-
den alle Zelllinien mit jeweils 2,5 uM, 5 pM und 10 pM der beiden Smac Mimetics
(LCL161, BV-6) behandelt und im Viabilitatsassay analysiert. Das Uberleben der
Zellen wurde im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gemessen. Es wurde sich
fur die Dosisfindung an bereits vorhergehenden Versuchen orientiert (Bhatti, Abhari,
& Fulda, 2017; Weisberg et al., 2010).

Es zeigte sich ein signifikanter, dosisabhangiger Effekt fur beide Medikamente auf
die Viabilitat, wie in Abb. 6 dargestellt.

Die MCL-Zelllinien (Abb. 6 A & B) sprachen alle &hnlich auf LCL161 mit einem sig-
nifikanten Ruckgang ab 5 pM an. Bei BV-6 sah dies anders aus. Maver-1 und Mino
reagierten schon bei niedrigeren Dosen auf BV-6. Es hatte jedoch keinerlei zytoto-

xischen Effekt auf Rec-1.

LCL161 zeigte bei allen DLBCL-Zelllinien ebenfalls einen dosisabhéangigen Effekt,
der vor allem bei den ABC-Subtypen Hbl-1 und U2932, aber auch beim GCB-Subtyp
Ht ausgepragt war. BV-6 fuhrte zu einem starken Zellriickgang bei den DLBCL-Zel-
len (Abb. 6 C & D). Bei einer Dosis von 10 uM waren fast alle DLBCL-Zelllinien tot,
mit Ausnahme von Ula. Sie schien wie Rec-1 keinerlei Ansprechen auf BV-6 zu
zeigen. Vor allem die ABC-Subtypen, Hbl-1 und U2932, aber auch GCB-Subtyp Ht
gingen durch beide Smac Mimetics zugrunde.
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Abb. 6: Dosisabhéngige Zytotoxizitat nach Behandlung mit Smac Mimetics

Zellen (Maver-1, Mino, Rec-1, Hbl-1, U2932, Ht, Su-DHL-5, Ula) wurden mit LCL161 (A & C)/BV-6
(B & D) mit den angegebenen Konzentrationen behandelt. Analyse fand mittels Zell-Proliferations-
assay (WST-1) nach 48 h statt. Darstellung des Zelliberlebens im Verhéltnis zur unbehandelten
Kontrolle (K). MW und SEM zeigen drei Replikate. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt, Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001.

4.1.3 Zelltod durch Smac Mimetics ist zeitabhéngig

Um die zeitabh&ngige Auswirkung der Smac Mimetics zu Uberprifen, fand eine Zell-
zahlung mittels ViCell XR statt. Die Zellen wurden hierfir mit beiden Smac Mimetics
mit einer Dosis von jeweils 5 und 10 uM behandelt. AnschlieRend fand eine Zell-
z&hlung nach 24, 48 und 72 Stunden statt, die mit einer unbehandelten Kontrolle

verglichen wurden.

Es wurde eine &hnliche Reaktion wie im Assay sichtbar (s. Abb. 7). Bei den MCL-
Zelllinien reagierten Maver-1 und Mino sehr &hnlich. Bei beiden Smac Mimetics
nahm das Zellwachstum dosis- und zeitabh&ngig ab. Ausgepragter war dieser Ef-
fekt durch die Behandlung mit BV-6 zu sehen. Die Zellen der Linie Rec-1 verénder-
ten ihr Wachstum kaum nach Behandlung mit den Smac Mimetics. Nur LCL161 in
der Hochstdosis von 10 puM fiihrte tber 72 Stunden zu einem Zellriickgang.
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Abb. 7: Zeitabhangige Zytotoxizitat nach Behandlung mit Smac Mimetics

Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen der beiden Smac Mimetics behandelt und
inkubiert. Nach 24 h, 48 h und 72 h wurde die Zellzahl mittels ViCell XR Uberprft. Der Versuch
wurde dreimal durchgefuhrt, dargestellt sind MW und SEM. Darstellung der Zellzahl in Prozent im
Verhéltnis zur unbehandelten Kontrolle (K).

Fur die DLBCL-Zelllinien stellte es sich wie folgt dar: Die ABC-Subtypen Hbl-1 und
U2932 zeigten bei beiden SMs einen dosis- und zeitabhéangigen Wachstums-Abfall
im Vergleich zur Kontrolle. Insgesamt war dieser Effekt fur Hbl-1 ausgepragter und
bei beiden Zelllinien durch BV-6 starker nachweisbar. GCB-Subtypen Ht und Su-
DHL-5 sprachen auf beide Therapien mit einem Abfall der Zellzahl an, jedoch star-

ker auf die Therapie mit BV-6. Ula sprach auf die Behandlung &hnlich wie Rec-1 an.

Ulas Zellzahl liel3 sich durch BV-6 kaum bis gar nicht beeinflussen. LCL161 hatte,
wenn auch nicht so ausgepragt wie bei den anderen Zelllinien, einen sichtbaren
Effekt auf die Zellzahl.
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4.2 Zelltodmechanismen unter Smac-Mimetics-Therapie

Nachdem die Zytotoxizitat der Smac Mimetics auf die Zelllinien bestatigt war, sollte
ermittelt werden, ob es sich bei dem ausgeldsten Zelltod tatsachlich um Apoptose
handelt. Aus diesem Grund wurden Durchflusszytometrie sowie Western-Blot-Ana-

lysen durchgefihrt.

4.2.1 BV-6 fuhrt zu einem signifikanten Anstieg der Apoptose in den
Zelllinien

Es fand eine durchflusszytometrische Analyse der Zelllinien nach Behandlung statt,
um die Mechanismen des Zelltods genauer zu betrachten. Mittels Anfarbung mit PE
Annexin und 7-AAD in der FACS-Analyse sollte die Differenzierung in tote respek-
tive apoptotische Zellen stattfinden (s. Tab. 12). Die Zellen wurden hierflr mit je-
weils 5 und 10 uM der Smac Mimetics behandelt und 48 Stunden inkubiert. Nach
Anfarbung fand die FACS-Analyse statt (s. Abb. 8).

Fur die MCL-Zelllinien lie sich zeigen, dass Maver-1 und Mino nur auf die H6chst-
dosis von BV-6 mit einem signifikanten Anstieg der Apoptose reagierten. Rec-1 hin-
gegen zeigte sich weitgehend resistent gegen jegliche Behandlung.

Dies war fur die DLBCL-Zelllinien anders. Bei diesen zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der Apoptose durch die Behandlung mit BV-6 bei den DLBCL-Zelllinien
(Hbl-1, U2932, Ht, Su-DHL-5). Ausnahme blieb die Zelllinie Ula.

Teils zeigte sich nach Behandlung mit LCL161 auch apoptotischer Zelltod bei den
DLBCL-Zelllinien, jedoch nicht in einem so signifikanten Ausmaf3. Hbl-1 und Su-
DHL-5, die beide mit starkem Anstieg der Apoptose beziehungsweise des Zelltods
reagierten, sprachen auch mit einem leicht signifikanten Anstieg auf LCL161 an,
ebenso die Zelllinie Ht. Bei Ula wurde Zelltod durch LCL 161 ausgel6st, nicht jedoch
durch BV-6.
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Abb. 8: Darstellung von Apoptose und Zelltod nach Behandlung mit Smac Mimetics

Die Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen der beiden Smac Mimetics behandelt und
48 h inkubiert. Der Zelltod wurde anschlieBend mittels PE Annexin V und 7-AAD-Farbung durch-
flusszytometrisch ermittelt. Darstellung des Zelltods mittels prozentualer Differenz zur unbehandel-
ten Kontrolle (K).

Zwei verschiedene Skalierungen wurden genutzt. Fir A) Maver-1, Rec-1, U2932, Ula bis 30 % und
B) Mino, Hbl-1, Ht und Su-DHL-5 bis 80 %.

Mittelwert und SEM von zwei Versuchen sind abgebildet. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermit-
telt und im Verhaltnis zu K abgebildet. *, p < 0,05; **, p < 0,01, ***, p < 0,001.
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4.2.2 Zellrettung durch Vorbehandlung mit Caspase-Inhibitor

Zur weiteren Zelltodanalyse wurden die Zelllinien jeweils mit einem Pancaspase-
Inhibitor (zVAD-fmk (20 pM)) oder einem RIP1-Kinase-Inhibitor (Necrostatin
(30 uM)) vorbehandelt. AnschlieRend wurden sie mit 5 beziehungsweise 10 uM der
Smac Mimetics therapiert. Es wurden eine unbehandelte Kontrolle (K), Zellen, die
nur mit den Smac Mimetics behandelt wurden, und die vorbehandelten Zellen aus-
gewertet und verglichen. Die Vorbehandlung sollte Rickschlisse auf die Art des
Zelltods ermdglichen. Durch die oben genannten Inhibitoren wurde eine Verhinde-
rung des Zelltodes nach zytotoxischer Therapie mit den Smac Mimetics erwartet:
die Effektorcaspasen im Apoptose-Signalweg wurden gehemmt oder die Nekrop-

tose verhindert werden.

Die Ergebnisse lieRen nur im ABC-Subtyp Hbl-1 (s. Abb. 9 A) eine eindeutige Zu-
ordnung zum caspasenvermittelten Zelltod zu, da hier durch die Vorbehandlung mit
zVAD-fmk-Zelltod verhindert wurde. Bei allen anderen Zelllinien liel3 sich dieser Ef-
fekt nur eingeschrankt beobachten (s. Abb. 9 B). Weiterhin ist auffallig, dass durch
die Kombination der SMs mit Nec-1 sogar weniger Zellen Uberlebten als mit der
Einzeldosis der jeweiligen SMs.
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Abb. 9: Darstellung des Zelltodverhaltens nach Vorbehandlung mit Caspase-Inhibitor/ RIP1-
Kinase-Inhibitor

Der Versuch wurde fir alle Zelllinien durchgefiihrt. Hbl-1 (A) und Mino (B) sind exemplarisch abge-
bildet. Die Zellen wurden mit zvad-fmk und Necrostatin (Nec-1) in den angegebenen Konzentratio-
nen vorbehandelt und anschlieBend mit 5 uM/10 uM der beiden Smac Mimetics fiir 48 h inkubiert.
Der Zelltod wurde anschlieBend mittels PE Annexin V und 7-AAD-Farbung durchflusszytometrisch
ermittelt. Darstellung des Uberlebens im Verhéltnis zur unbehandelten Kontrolle (Ko). Der Versuch
wurde einmalig durchgefihrt.
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4.2.3 Smac Mimetics fihren zur Spaltung von Caspasen und PARP

Caspasen spielen eine wichtige Rolle im programmierten Zelltod. Sie tragen durch
proteolytische Vorgange dazu bei, dass die Apoptose eingeleitet und ausgefthrt
wird (Galluzzi et al., 2018). PARP ist ein Enzym, das DNA-Schaden repariert. Im
Rahmen des apoptotischen Prozesses wird es durch die Caspase 3 gespalten
(Kaufmann, Desnoyers, Ottaviano, Davidson, & Poirier, 1993; Soldani & Scovassi,
2002). Zur Analyse des extrinsischen sowie intrinsischen Signalwegs und der Aus-
fuhrung der Apoptose durch Caspase 3 wurden die beiden Initiator-Caspasen 8 und

9 sowie die Effektor-Caspase 3 ausgewabhit.

Nach Behandlung der Zelllinien mit jeweils 5 uM der Smac Mimetics wurden die
PARP-Spaltung und Caspasen 3-, 8- und 9-Aktivierung mittels Western-Blot-Ana-
lyse untersucht. Da die Caspasen durch Proteolyse aktiv werden, sollte diese im
Western Blot dargestellt werden.

Bei allen drei MCL-Zelllinien (s. Abb. 10 A) liel3 sich eine Veranderung nach Be-
handlung nachweisen. Die Spaltung der Caspasen und PARP wurde vor allem bei
Mino sichtbar. BV-6 zeigte den starkeren Effekt hinsichtlich der proteolytischen Ak-
tivierung. Die PARP-Spaltung in der Zelllinie Rec-1 blieb nach BV-6-Behandlung
hingegen aus.

ABC-Subtypen Hbl-1 und U2932 zeigten eine starke PARP- und eine leichte
Caspase 9-Spaltung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (s. Abb. 10 B). In
den GCB-Subtypen Ht und Su-DHL-5 wurde ebenfalls eine Spaltung von PARP
nach Behandlung sichtbar. Ula stellte diesen Effekt nur bei LCL161-Therapie dar.
Die PARP-Spaltung der Zelllinie Ula wirkte durch das Smac Mimetic BV-6 geradezu
gehemmt.
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Abb. 10: Western Blot zur Darstellung der Zelltodmechanismen nach Behandlung mit Smac

Mimetics
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MCL-Zelllinien (A) und DLBCL-Zelllinien (B) wurden mit 5 uM der Smac Mimetics behandelt und 24
h inkubiert. AnschlieRend wurde die Proteinexpression von Caspasen 3, 8 und 9 und PARP mittels
Western-Blot-Analyse bestimmt. GAPDH diente als Ladekontrolle.

(C) Tabellarische Darstellung der Proteinspaltung von Caspasen 3 (C3), 8 (C8), 9 (C9) und PARP
(P) in den einzelnen Zelllinien (ZL) nach Behandlung mit den Smac Mimetics (SM) LCL 161 (L) und
BV-6 (B).

4.3 Aktivierung des nicht kanonischen NF-kB-Signalwegs durch
Smac Mimetics in allen Zelllinien

Eine Rolle der clAPs im NF-kB-Signalweg hat sich bereits etabliert. Sie stimulieren
den klassischen und hemmen den alternativen Signalweg (Fulda & Vucic, 2012). In
multiplen verschiedenen Versuchsansatzen offenbarte sich, dass bei Antagonisie-
rung und Degradation der clAPs — beispielsweise durch Smac Mimetics — nicht nur
der alternative Signalweg induziert wird. Es fuhrt auch dazu, dass TNF-a transkri-
biert wird. Die Transkription wiederum tragt zur Induktion des extrinsischen Signal-
wegs der Apoptose bei (Bertrand et al., 2008; Fulda, 2015; Varfolomeev et al., 2007,
Vince et al., 2007; L. Wang et al., 2008). Nun sollte gezeigt werden, ob der alterna-

tive Signalweg auch in den genutzten Lymphom-Zelllinien aktiviert wird.

Zudem war bereits bekannt, dass der klassische NF-kB-Signalweg unter anderem
durch clAP1/2 im ABC-Subtyp der DLBCL-Zelllinien angetrieben wird (Y. Yang et
al., 2016). Dies tragt zur Beibehaltung der chronischen B-Zell-Rezeptor-Aktivierung
bei (Davis et al., 2010; Eric Davis et al., 2001). Jetzt stellte sich die Frage, ob sich
dieser Signalweg auch in den MCL-Zelllinien beeinflussen lasst, da auch hier der
NF-kB-Signalweg im Rahmen des BZR-Signalwegs einen wichtigen Anteil zum
Uberleben dieser Zellen beitragt (Rahal et al., 2014; Saba et al., 2016). Getestet
wurde die Expression der p-Untereinheiten (p100 und p52) des nicht kanonischen
NF-kB-Signalwegs sowie die Expression von p65 (RelA) nach Behandlung mit bei-
den Smac Mimetics. RelA wird bei Aktivierung in den Zellkern transloziert. Der nicht

kanonische Signalweg wird normalerweise durch die clAPs inhibiert (s. Abb. 4).

Wie Abb. 11 zeigt, war nach Behandlung mit 5 yM der Smac Mimetics eine Protein-
abnahme der inaktiven p100-Untereinheit und eine Zunahme der Expression der
aktiven p52-Untereinheit im Western Blot in allen Zelllinien sichtbar. Bei Vergleich
zwischen LCL161 und BV-6 liel3 sich in der Analyse, aul3er in den Zelllinien Rec-1
und Ula, kein Unterschied feststellen. Die Proteinexpression von p52 war durch das

Smac Mimetic LCL161 in diesen beiden Zelllinien ausgepréagter. Die Untereinheit
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von NF-kB p65 zeigte in der Analyse wenig bis keine Veranderung nach Behand-
lung im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 11: Western Blot zur Darstellung der NF-kB Aktivierung nach Behandlung mit Smac Mi-
metics

(A) Zellen wurden mit 5 yM der Smac Mimetics behandelt und 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde
die Proteinexpression von RelA (p65) und NF-kB2 (p100/52) mittels Western-Blot-Analyse bestimmt.
GAPDH diente als Ladekontrolle. Der Versuch wurde dreimal durchgefthrt.

(B) Tabellarische Darstellung der Proteinexpression von RelA (R) bzw. -spaltung von NFkB2 (N) in
den einzelnen Zelllinien (ZL) nach Behandlung mit den Smac Mimetics (SM) LCL 161 (L) und BV-6
(B).
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4.4 Kombinationstherapien mit Smac Mimetics

Chemotherapie fuhrt durch verschiedene Mechanismen zur Induktion der Apoptose
in Tumorzellen (Kaufmann & Earnshaw, 2000). Tumoren haben gleichzeitig vielfal-
tige Mechanismen, den programmierten Zelltod zu umgehen, darunter gilt auch die
Uberexpression von IAPs als mdglicher Einflussfaktor (Fulda, 2009; Hanahan &
Weinberg, 2011). Die Uberexpression von XIAP in DLBCLs ist beispielsweise mit
einer schlechteren Prognose assoziiert (Hussain et al., 2010). Die Fragestellung
war, ob Smac Mimetics mdglicherweise apoptotische Resistenzmechanismen in
den Zelllinien reduzieren, da bereits in anderen in-vitro-Versuchen gezeigt wurde,
dass SMs in Kombination mit Chemotherapeutika, aber auch mit immunologischen
Inhibitoren, synergistisch wirken (Fulda, 2015; Loder et al., 2012; Probst et al., 2010;
Weisberg et al., 2007; Y. Yang et al., 2016). Aus diesem Grund sollten die Zelllinien
abschlieRend in Kombinationen mit verschiedenen small molecules und Chemothe-

rapeutika getestet werden.

Es wurden der BTK-Inhibitor Ibrutinib, der auf den BZR-Signalweg wirkt und der
BCL-2-Inhibitor Venetoclax, welcher direkt auf die Induktion der Apoptose Einfluss
nimmt, als small molecules ausgewéhlt. Fir diese Medikamente war zum Teil be-
reits ein synergistischer Effekt beschrieben worden (Ramakrishnan et al., 2016; Y.
Yang et al., 2016).

Ferner wurden Doxorubicin und Cytarabin als Chemotherapeutika ausgewahlt.
Beide werden in der Behandlung von MCL sowie DLBCL als Standardtherapie ge-
nutzt (M. Dreyling et al., 2016; Pfreundschuh, 2016).
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4.4.1 Ibrutinib eignet sich bei Maver-1 und Mino fur die
Kombinationstherapie

Ibrutinib ist ein Inhibitor der Bruton’s Tyrosinkinase (Honigberg et al., 2010). BTK
spielt eine wichtige Rolle in der Aktivierung des B-Zell-Rezeptor-Signalwegs, unter
anderem des NF-kB-Signalwegs (Mohamed et al., 2009). 2014 wurde Ibrutinib in
Deutschland fur die Rezidiv-Therapie des MCL zugelassen, da es die Anzahl an
Remissionen nach Behandlung signifikant steigerte (Dreyling et al., 2016; M. L.
Wang et al., 2013). Auch im ABC-Subtyp ist ein positiver Effekt durch Ibrutinib be-
reits beschrieben worden (Davis et al., 2010; W. H. Wilson et al., 2015).

In den vorliegenden Versuchen wurden Smac Mimetics und Ibrutinib in Kombination

getestet, um mogliche Synergien in der Inhibition des BZR-Signalwegs zu erfassen.

Alle Zelllinien wurden sowohl einzeln als auch in Kombination mit BV-6 und Ibrutinib
behandelt. Der Effekt wurde anschlielend mittels WST-1 Assay analysiert. Es ergab
sich fur Maver-1 und Mino in den Hochstdosen der beiden Medikamente ein positi-
ver Kombinationsindex (Cl). Fur diese beiden Zelllinien wurde dementsprechend ein
synergistischer Effekt nachgewiesen. Dieser Effekt ergab sich fur die anderen Zell-
linien nicht. Die Kombination erzielte in Rec-1 und Ula ahnlichen Zelltod wie Ibrutinib
in Einzeldosis, was stimmig mit ihrem bisherigen Ansprechen auf die SM-Behand-
lung erschien. Teilweise liel sich trotz sichtbar hoherer Zelltodrate kein positiver Cl
nachweisen (U2932, Ht, Su-DHL-5). Dass BTK-Inhibitor und Smac Mimetics in
DLBCL-Zelllinien nicht synergistisch wirken wirden, hatten Yang et al. 2016 bereits

postuliert. Diese Ergebnisse konnten hier bestatigt werden (s. Abb. 12).
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Abb. 12: Zelltod nach Kombinationsbehandlung mit BTK-Inhibitor und Smac Mimetics

Zellen wurden in den angegebenen Konzentrationen mit BV-6 und lbrutinib (BTK) behandelt. An-
schlieBend erfolgte eine 48-stiindige Inkubation. Analyse erfolgte mittels WST-1 Assay. Zelltod
wurde ins Verhéltnis zur unbehandelten Kontrolle (K) gesetzt. Combination Index (Cl) wurde nach
Chou-Talalay berechnet. Mittelwert und SEM wurden aus drei Replikaten ermittelt.

Maver-1 Cl = 0,35; Mino Cl = 0,26.

Konzentrationen MCL: K1: 1,25 pM BV-6/BTK, K2: 2,5 uM BV-6/BTK, K3: 5 uM BV-6/BTK. Konzent-
ration DLBCL: K1: 0,625 uM BV-6/0,313 uM BTK, K2: 1,25 uM BV-6/0,625 pM BTK, K3: 2,5 uM BV-
6/1,25 uM BTK.

4.4.2 Venetoclax in Kombination mit Smac Mimetics fuhrt zur PARP-
Inaktivierung

Venetoclax ist ein BCL-2-Inhibitor, der das anti-apoptotische Protein BCL-2 spezi-
fisch hemmt (Souers et al., 2013). BCL-2 sorgt fur das Aufrechterhalten der anti-
apoptotischen Signale und inhibiert die Porenbildung durch Bax und Bak (Kale et al.,
2018). Eine Uberexpression von BCL-2 ist laut einem Review von Klanova & Klener
in 49—-67 % der DLBCL-Falle und in quasi 100 % der MCL-Fé&lle vorkommend, was
es zu einem interessanten Therapieziel in der Lymphomtherapie macht (Klanova &
Klener, 2020). Der BCL-2-Inhibitor Venetoclax ist zudem seit 2016 in der Therapie
der CLL zugelassen (Wendtner, Dreger, Eichhorst et al., 2020). Im Rahmen klini-
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scher Studien fur andere NHL wie MCL und DLBCL zeigten sich erfolgsverspre-
chende Ergebnisse (Davids & Letai, 2013).
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Abb. 13: Western Blot zur Darstellung der Zelltodmechanismen nach Behandlung mit BCL-2-
Inhibitor und Smac Mimetics

Zellen wurden in den angegebenen Konzentrationen mit LCL161 bzw. BV-6 behandelt und mit Ve-
netoclax (ABT-199) kombiniert:

Mino (A): 10uM LCL161/5 pM BV-6 + 2,5 nM ABT-199.

Rec-1 (B) und Ula (D): 5 puM LCL161/2,5 pM BV-6 + 25 nM ABT-199.

U2932 (C): 2,5 uM LCL161/1,25 uM BV-6 + 125 nM ABT-199.

Nach 24 h Inkubation wurde die Proteinexpression der Caspasen 3, 8 und 9 und PARP mittels Wes-
tern-Blot-Analyse bestimmt. GAPDH diente als Ladekontrolle. Versuch wurde zweimalig durchgefiihrt.
(E) Tabellarische Darstellung der Proteinspaltung von Caspase 3 (C3), 8 (C8), 9 (C9) und PARP (P)
in den einzelnen Zelllinien (ZL) nach Behandlung mit den Medikamenten LCL 161 (L), BV-6 (B) und
ABT-199 (A).
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Zur Ermittlung der Zelltodmechanismen im Kombinationsversuch mit Venetoclax
wurden wieder Mino (Abb. 13 A), Rec-1 (Abb. 13 B), U2932 (Abb. 13 C) und Ula
(Abb. 13 D) herangezogen. Alle vier Zelllinien wurden mit Smac Mimetics in Einzel-
dosen und in Kombination mit Venetoclax behandelt, anschliel3end lysiert und einer
Western-Blot-Analyse unterzogen. Sie wurden hinsichtlich ihnrer PARP- und Caspa-

sen 3, 8, 9-Spaltung untersucht.

In der Zelllinie Mino war die Spaltung von PARP und Caspase 3 nach Behandlung
mit LCL161 am starksten ausgepragt. In der Kombination fielen kaum Unterschiede
in der Proteinexpression auf. Die Expression der Caspasen und PARP in der Zellli-
nie Rec-1 blieb nach Behandlung im Vergleich zur Kontrolle auffallend gleich. Im
ABC-Subtyp U2932 nahm vor allem die PARP-Spaltung in der Kombination mit Ve-
netoclax deutlich zu. Das Gleiche gilt fir den GCB-Subtyp Ula, wobei die PARP-
Spaltung durch die Kombination von LCL161 und Venetoclax ausgepragter war als
durch BV-6. Zusammenfassend war die Spaltung bei allen Zelllinien in Kombination

am ausgepragtesten.

4.4.3 Chemotherapeutika und Immuntherapie rufen in Kombination mit
Smac Mimetics signifikant erhéhte Zelltodrate hervor

Fur die durchflusszytometrische Analyse von Kombinationstherapien wurden die

Zelllinien Mino, Rec-1, U2932 und Ula ausgewahlt. Zuvor fand fir alle Zelllinien eine

Dosisfindung mittels WST-1-Assay statt (Daten nicht dargestellt). Zelllinien wurden

einzeln und in Kombination mit den Chemotherapeutika Cytarabin und Doxorubicin

sowie dem BCL-2 Inhibitor Venetoclax behandelt. Anschlie3end wurde eine durch-

flusszytometrische Zelltodanalyse durchgefiihrt und der spezifische Zelltod ermittelt.

LCL161 zeigte in Kombination mit Doxorubicin fur die Zelllinie Rec-1 einen signifi-
kanten Anstieg der Zelltodrate im Vergleich zu den Einzeldosen. Fir die anderen
Zelllinien schien der Zelltod vor allem durch Doxorubicin hervorgerufen worden zu
sein (Mino, Ula) oder lief3 sich nicht klar zuordnen (U2932).

Die Kombination von LCL161 mit Cytarabin bei den Zelllinien Mino, U2932 und Ula
mutete sehr effektiv an, mit teils hochsignifikanter Erh6hung der Zelltodrate im Ver-
gleich zu deren Einzeldosen. Fiur Rec-1 hingegen hatte sie keinen signifikanten Ef-

fekt. Der Zelltod durch Cytarabin war in Einzeldosis bereits sehr ausgepragt.
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Venetoclax konnte sich in Kombination fur die DLBCL-Zelllinien bewéahren, wobei
Ula am meisten profitierte. Der Zelltod stieg fir Rec-1 zwar an, war jedoch nicht
signifikant erhoht. Der Zelltod fir Mino war bei einer Erhéhung der Dosis auf 10 um
LCL161 zu ausgepragt, um andere Effekte zu erkennen.

BV-6 rief in der Kombination mit Doxorubicin und Cytarabin sowohl in Mino als auch
U2932 eine signifikante Erhohung der Zelltodrate hervor. Erkennbar hatte BV-6 so-
wohl in Einzeldosis als auch in den Kombinationen tiberhaupt keinen Effekt auf den
Zelltod von Rec-1. Besonders bedeutsam ist dahingehend, dass BV-6 plus Veneto-
clax einen signifikanten Effekt auf den spezifischen Zelltod von Mino, U2932 und
Ula hatten. Fiir Rec-1 wurde keine Anderung des Zelltodverhaltens beobachtet.
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Abb. 14: Durchflusszytometrische Darstellung des Zelltods nach Kombinationsbehandlung
mit BCL-2-Inhibitor und Smac Mimetics/ Chemotherapeutika und Smac Mimetics

Zelllinien Mino, Rec-1, U2932 und Ula wurden mit den angegebenen Konzentrationen der beiden
Smac Mimetics einzeln und in Kombination mit A) Venetoclax (ABT-199), B) Cytarabin (AraC) und
C) Doxorubicin (Doxo) behandelt und 48 h inkubiert.

Venetoclax A): 10 uM LCL161/5 uM BV-6 + 2,5 nM (Mino), 5 uM LCL161/2,5 uM BV-6 + 25 nM (Rec-
1& Ula), 2,5 uM LCL161/1,25 uM BV-6 + 125 nM (U2932).

Cytarabin B): 5 uyM LCL161/BV-6 + 50 nM (Mino & Rec-1)/250 nM (U2932 & Ula).

Doxorubicin C): 5 uM LCL161/BV-6 + 150 nM.

Der spezifische Zelltod wurde anschlieRend mittels PE Annexin V und 7-AAD-Farbung durchflusszy-
tometrisch ermittelt und mittels Formel (s. Material und Methoden) berechnet. Darstellung des spe-
zifischen Zelltods in Prozent. Mittelwert und SEM von drei Versuchen sind abgebildet. Signifikanzen
ohne Klammern sind im Verhéltnis des Smac Mimetics zur Kombination abgebildet. Signifikanzen
mit Klammern sind im Verhaltnis des Chemotherapeutikums zur Kombination abgebildet. Ermittlung
mittels ,2way ANOVA®. *, p < 0,05; **, p < 0,01, *** p < 0,001.
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5 Diskussion

Die Untersuchung der Smac Mimetics auf ihre Effektivitdt in Lymphomzelllinien
zeigte, dass sowohl MCL- als auch DLBCL-Zelllinien auf die Behandlung zeit- sowie
dosisabhangig ansprachen.

Besonders ausgepragt war dieser Effekt im ABC-Subtyp (Hbl-1 und U2932) der
DLBCL-Zelllinien. Der ABC-Subtyp reagierte in der durchflusszytometrischen Ana-
lyse mit einem signifikanten Anstieg der Apoptose, insbesondere bei der Behand-
lung mit BV-6.

In allen Zelllinien fihrte die Behandlung im Western Blot zur clAP-Degradation und
Caspasen- sowie PARP-Spaltung. Weiterhin zeigte sich durch die Smac Mimetics
eine Proteinexpression des nicht kanonischen NF-kB-Signalwegs. Dies lasst darauf
schlie3en, dass die Smac Mimetics nicht nur direkt die Apoptose induzieren, son-
dern auch, dass sie andere Signalwege hemmen beziehungsweise aktivieren (zum

Beispiel den BZR-Signalweg).

Aus diesem Grund wurden die Zelllinien anschliel3end in Kombination mit dem BTK-
Inhibitor Ibrutinib behandelt und die Viabilitat im Assay analysiert, wobei die MCL-
Zelllinien (Maver-1 und Mino) eine Synergie aufwiesen. In kombinierten Behandlun-
gen mit dem BCL-2-Inhibitor Venetoclax zeichnete sich vor allem fur die DLBCLs
eine erhohte Wirkung ab. In der Western-Blot-Analyse lie3 sich dies durch eine
sichtbar erhéhte PARP-Spaltung nachvollziehen. Smac Mimetics in Verbindung mit
konventionellen Chemotherapeutika (Doxorubicin und Cytarabin) bewirkte in allen

Zelllinien einen signifikanten Anstieg des spezifischen Zelltods.

5.1 Smac Mimetics vermitteln vor allem eine Degradation der
ClAPs

Die proteosomale Degradation der IAPs wurde fir clAP1 und 2 in allen MCL- und
DLBCL-Zelllinien deutlich. XIAP blieb durch die SM-Behandlung relativ unbeein-
druckt und zeigte allenfalls einen leichten Rickgang in der Expression. Dies deckt
sich mit Versuchen von Varfolomeev et al. (2007) nach SM-Behandlung. Bei in-vitro-
Versuchen mit Brustkrebs-Zelllinien blieb die XIAP-Expression erhalten, wahrend die
clAPs degradiert wurden. Sie korrelierten dies mit WB-Analysen durch Q. H. Yang &
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Du (2004) nach in-vitro-Transfektion von IAPs und Smac, bei denen die XIAP-De-
gradation ebenfalls ausblieb. Yang & Du argumentierten, dass die Interaktion von
Smac und XIAP am ehesten auf eine direkte Inhibition zurtickzufiihren ist. Die clAP-
Degradation resultiert hingegen am ehesten aus einer Smac-induzierten Auto-
Ubiquitinylierung (Q. H. Yang & Du, 2004). Nachfolgend wurde gezeigt, dass Smac
Mimetics die BIR-Domaéne der clAPs binden. Die BIR-Doméane erméglicht den clAPs
normalerweise, als Monomer vorzuliegen. Durch Bindung wird die RING-Doméne
der clAPs frei, was in einer Dimerisierung resultiert und zur Aktivierung der E3-
Ligase-Aktivitat der clAPs fuhrt. Daraufhin folgt die eigene Ubiquitinylierung und De-
gradation (Dueber, 2011; Feltham et al., 2011; Mace et al., 2008). Bertrand et al.
(2008) zeigten in ihren in-vitro-Versuchen explizit, dass die Auto-Ubiquitinylierung
durch SMs die clAPs, aber nicht XIAP betreffen. In vergleichbaren Versuchen von
Bhatti et al. (2017) mit DLBCL-Zelllinien zeigte sich nach BV-6-Behandlung ebenfalls

eine starke clAP-Degradation und lediglich eine leicht verminderte XIAP-Expression.

In den vorliegenden Ergebnissen konnten wir dies nachvollziehen. Der sichtbar star-
kere Effekt liegt bei den SMs LCL161 und BV-6 also in der clAP-Degradation. Es
gilt zu hinterfragen, ob dies mit einer verminderten Wirkung der I1APs auf zellularer

Ebene gleichzusetzen ist.

5.2 Einfluss der niedermolekularen Struktur der SMs auf die
Effektstarke

Bei diesen ersten Versuchen der Viabilitdt und des Zellwachstums nach Behand-
lung fiel auf, dass BV-6 potenter zu sein schien als LCL161. Ein mdglicher Grund
daflr ist, dass BV-6 im Gegensatz zu LCL161 ein bivalentes Smac Mimetikum dar-
stellt. Bivalent heil3t, dass der gleiche Wirkstoff Giber eine chemische Bindung erneut
gebunden ist; er wurde dimerisiert (Fulda & Vucic, 2012; L. Li et al., 2004). In einem
Review von Ndubaku & Cohen aus dem Jahr 2009 wurde diese in verschiedensten
Versuchen nachgewiesene, deutlich hohere Effektivitat der bivalenten gegeniber
den monovalenten SM diskutiert. In Experimenten von Varfolomeev et al. (2007),
mit BV-6 als bivalentem Wirkstoff im Vergleich mit seiner monovalenten Form MV-
1, waren deren Bindungsaffinitaten fir die BIR3-Doméane von XIAP und clAPs &hn-
lich, jedoch hatte BV-6 eine hthere Affinitat fur die BIR2-Domane von XIAP. Beide
Wirkstoffe fuhrten zur Auto-Ubiquitinylierung und proteosomalen Degradation der

clAPs. BV-6 zeigte sich jedoch als deutlich potenterer Wirkstoff in den Viabilitatsas-



5 Diskussion 58

says (Varfolomeev et al., 2007). Die hohere Potenz wird damit erklart, dass der bi-
valente Wirkstoff mehrere BIR-Doméanen von XIAP gleichzeitig binden kann und so
nicht nur die Caspase-9-, sondern auch die Caspase-3- und -7-Aktivitat erhohen
kann (Gao et al., 2007; L. Li et al., 2004). Die bessere Wirksamkeit durch BV-6
zeigte sich auch in den dargestellten Versuchen. Sowohl in den Viabilitatsassays
als auch in Zellzahlversuchen war die Behandlung mit BV-6 vor allem in den
DLBCL-Zelllinien deutlich potenter. BV-6 war LCL161 somit tberlegen. Die ernied-
rigte Viabilitat korreliert mit der deutlich verminderten clAP2-Expression nach BV-6-
Behandlung im Vergleich zu LCL161. Die Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung
zu, dass BV-6 moglicherweise der klinisch sinnvollere Wirkstoff ist, da bereits nied-
rigere Konzentrationen wirksam sind und dadurch eine niedrigere Rate an uner-

winschten Nebenwirkungen hervorgerufen werden konnte.

5.3 Wirkmechanismen der SMs in Lymphomzelllinien

In den Zytotoxizitatsversuchen bestatigte sich ein gutes Ansprechen des ABC-Sub-
typs. Y. Yang et al. (2016) hatten dies bereits in in-vitro-Versuchen mit dem Smac
Mimetic Birinapant gezeigt und diese Effekte konnten mit den untersuchten SMs
LCL161 und BV-6 im Rahmen der hier vorliegenden Studie repliziert werden. Die
Forschungsgruppe fuhrte das gute Ansprechen auf die chronische BZR-Aktivierung
und die konstitutive Aktivierung des NF-kB-Signalwegs des Subtyps zuriick (Davis
et al., 2010; Eric Davis et al., 2001). Im Verlauf stellten Y. Yang et al. (2016) zudem
anhand ihrer Versuche die Hypothese auf, dass die clAPs 1 und 2 Teil des CBM-
Komplexes sind, ihn aktivieren und so den NF-kB-Signalweg im Rahmen der BZR-
Aktivierung in Gang setzen (s. Abb. 1). Aus diesem Grund wurde argumentiert, dass
der ABC-Subtyp eine sehr gute Angriffsflache fir Smac Mimetics bietet, die Gber

die apoptotischen Mechanismen hinausgeht.

In dem genannten Paper sprachen jedoch keine der GCB-Subtyp-Zellen an (Y.
Yang et al., 2016). In den vorliegenden Untersuchungen konnte das mangelnde
Ansprechen des GCB-Subtyps nicht bestatigt werden. Obwohl Ula als GCB-Subtyp
sich resistenter zeigte, kam es auch in diesen Zelllinien (Ht, Su_DHL-5 und Ula)
zum Zelluntergang nach Behandlung mit den SMs. Hier ist denkbar, dass die XIAP-

Inhibition und die darauffolgende Caspasenaktivierung durch die SMs eine zentrale
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Rolle einnahm, da XIAP in 55 % der DLBCLs Uberexprimiert ist (Hussain et al.,
2010).

Ein ahnlicher Mechanismus wie im ABC-Subtyp kdnnte in den MCL-Zelllinien zum
Zelluntergang mit beigetragen haben, da auch sie vom CBM-Komplex und der kon-
stitutiven NF-kB-Aktivierung abhé&ngen (Rahal et al., 2014; Y. Yang et al., 2016).
Folglich ist die weitere Untersuchung der Behandlung mit SMs all dieser Lympho-

mtypen sinnvoll.

5.4 Resistenzmechanismen der Zelllinien Rec-1 und Ula

Die Zelllinien Rec-1 (MCL) und Ula (DLBCL) zeigten beide ein geringes Ansprechen
auf die Behandlung mit den SMs. Insbesondere fiel eine Resistenz gegen BV-6 auf,
passend zu den Ergebnissen im Western Blot, die eine verminderte clAP2-Degra-

dation zeigten.

Die DLBCL-Zelllinie Ula stammt aus einem therapieresistenten GCB-Subtyp (Berg-
lund et al., 2007). Nach chromosomaler Charakterisierung und FISH-Analyse ergab
sich in den Untersuchungen ein sogenanntes , Triple-Hit-Lymphom® (THL). Dies be-
inhaltet Translokationen im Bereich von MYC, BCL-2 und BCL-6 (Drexler, Eberth,
Nagel, & MacLeod, 2016). Fraglich ist, ob eine der Mutationen fur die Resistenz von
Ula gegen BV-6 verantwortlich ist. Unter Inhibition von BCL-2 war sogar in Kombi-
nation mit BV-6 eine signifikante Steigerung des Zelltods mdglich. Fir Rec-1 ist
keine aulRer der fur MCL typischen t(11;14)-Translokation beschrieben (DSMZ,
2022). Das Lymphom, aus dem die Zelllinie Rec-1 urspringlich stammt, galt als

therapierefraktar.

5.5 SMs-induzierter Zelltod ist Apoptose-vermittelt

Mittels Annexin-Farbung wurde die Art des Zelltods durch die SMs ermittelt. Vor
allem durch BV-6 liel3 sich eine signifikante Erh6hung des apoptotischen Zelltods in
MCL-Zelllinien (Maver-1 und Mino) sowie in den DLBCL-Zelllinien (Hbl-1, Ht,
U2932, Su-DHL-5) zeigen. In beiden ABC-Subtypen (Hbl-1 und U2932) und GCB-
Subtypen (Ht, Su-DHL-5) sah man einen Anstieg der Apoptose. Es sollte mittels
verschiedener Methoden genauer eruiert werden, wie die Apoptose vermittelt wird.
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So unterzogen wir die Zellen einer Vorbehandlung mit dem Pancaspase-Inhibitor
zVAD-fmk und dem RIP-Inhibitor Necrostatin. Hiermit sollte untersucht werden, ob
der Zelltod Caspasen-vermittelt erzielt wird oder durch Nekroptose ausgeldst wird.
Die Vermeidung des Zelltods durch zVAD-fmk schien bei ABC-Subtyp Hbl-1 erfolg-
reich. Hbl-1 sprach sehr gut auf die Therapie mit BV-6 an und hatte einen héheren
Zelltod als andere Zelllinien. Zum Vergleich schien ab einer BV-6-Konzentration von
10 pM auch bei Mino eine zVAD-fmk-vermittelte Rettung des Zelltods einzutreten.
Eventuell war der Smac-vermittelte Zelltod in manchen Zellen zu niedrig, sodass
eine Rettung nicht sichtbar wurde, obwohl sie stattfand. AuRerdem muss bertck-
sichtigt werden, dass in anderen Versuchen mit SMs und zVAD-fmk bedingter Zell-
rettung teilweise hohere Dosen der Wirkstoffe genutzt wurden (Bhatti et al., 2017,
Varfolomeev et al., 2007), andere Krebszelllinien gerettet wurden (Schirmer et al.,
2016; Varfolomeev et al., 2007) oder DLBCL-Zelllinien nur nach Kombinationsthe-
rapie von SMs mit einem Proteasom-Inhibitor vor dem Zelltod gerettet werden konn-
ten (Bhatti et al., 2017). Es konnten jedoch Zellen durch zVAD-fmk vor dem Zelltod
gerettet werden, was in diesen Zelllinien auf einen Caspase-vermittelten Zelltod

schlieRen lasst.

Weiterhin stellt sich die Frage, warum der RIP1-Inhibitor in Hbl-1 zu einem hdheren
Zelltod nach Behandlung fuhrte. Die Nekroptose ist eine regulierte Form des Zell-
tods, die Caspase-unabhangig verlauft. Im Rahmen der TNFR1-vermittelten Akti-
vierung kommt es bei Caspase-8-Inhibition zur Phosphorylierung von RIP1 und 3.
Diese setzen eine Vielzahl von Mechanismen in Gang, die zur regulierten Nekrose
oder sogenannten ,Nekroptose” einer Zelle fihren (Vandenabeele, Galluzzi, Van-
den Berghe, & Kroemer, 2010). Es ist bekannt, dass RIP1 fir die Signaltransduktion
von TNF-a zur NF-kB-Aktivierung essenziell ist. RIP1 wird durch die clAPs ubiquiti-
nyliert, um weitere Enzyme zu aktivieren und zu rekrutieren (s. Abb. 4; Bertrand et
al., 2008; Mahoney et al., 2008; Varfolomeev et al., 2008). Durch Smac Mimetics
werden die clAPs bekanntermal3en auto-ubiquitinyliert und degradiert, sodass der
extrinsische Signalweg der Apoptose Caspase-8-vermittelt eingeleitet wird (Ber-
trand et al., 2008; L. Wang et al., 2008). Bereits im 20. Jahrhundert wurde im Maus-
modell festgestellt, dass in lymphoiden Geweben von RIP-defizienten Mausen ver-
mehrt Apoptose induziert wird und keine NF-kB-Signalvermittlung mehr stattfindet
(Kelliner et al., 1998). Weiterhin gibt es indirekte RIP1-Inhibitoren, die in-vitro-
Apoptose induzierten und die Expression des NF-kB-Signalwegs verminderten
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(Vanden Berghe, Kalai, Van Loo, Declercq, & Vandenabeele, 2003). Nec-1 soll hin-
gegen ein spezifischer RIP1-Inhibitor sein, der die Aktivierung des NF-kB-Signal-
wegs unbeeinflusst |asst (Degterev et al., 2008). Nichtsdestotrotz sollte hier an eine
Nec-1-vermittelte Synergie mit Smac Mimetics gedacht werden.

In Zukunft sollte ermittelt werden, ob Nec-1 eventuell synergistisch mit Smac Mime-
tics Zelltod in diesen Zelllinien induziert und der NF-kB-Signalweg vermehrt inhibiert
wird. Weiterhin sollte eine Zelltodrettung mit TNF-a-Inhibitor Etanercept experimen-
tell durchgefuhrt werden, um die Hypothese zu testen, dass der durch Smac Mime-

tics ausgeldste Zelltod TNF-a-vermittelt ausgelost wird.

Um die Zelltodmechanismen noch genauer zu analysieren, erfolgten Western Blots,
die die Caspasen- und die daraufhin folgende PARP-Spaltung darstellten. In allen
Zelllinien war eine vermehrte PARP-Spaltung nach Smac Mimetic-Behandlung dar-
gestellt. Die Poly(ADP-Ribose)-Polymerase ist normalerweise fiir die Reparatur von
DNA-Schaden verantwortlich. Im Rahmen der Caspasenaktivierung kommt es zur
Spaltung und Inaktivierung von PARP (Kaufmann et al., 1993; Soldani & Scovassi,
2002). PARP wurde in anderen Versuchen in sensitiven Leukamie-Zelllinien gespal-
ten und in BV-6-resistenten Zellen nicht (Schirmer et al., 2016), was sich mit den
Ergebnissen der verminderten PARP-Aktivierung von Rec-1 und Ula im Rahmen der
hier vorliegenden Studie deckt. Die Spaltung der Caspasen war in Mino, Hbl-1 und
U2932 deutlicher erkennbar als in anderen Zelllinien, was mit ihnrem guten Anspre-
chen auf die SMs korreliert. Unter Berlcksichtigung aller Ergebnisse scheint am

ehesten eine Caspasen-vermittelte Zelltodinduktion stattzufinden.

5.6 Induktion des alternativen NF-kB-Signalwegs und
gleichzeitige Hemmung der clAPs fuhrt zu Zelltod

Um mdogliche andere Angriffspunkte der Smac Mimetics in den Lymphom-Zelllinien
zu untersuchen, erfolgten Western-Blot-Analysen auf p65 (RelA) und p100/p52.
RelA ist einer der beiden Transkriptionsfaktoren, die im Rahmen der klassischen NF-
kB-Aktivierung aktiviert werden. Die Expression von p65 verénderte sich nach SM-
Behandlung nicht. Dies impliziert jedoch nicht notwendigerweise, dass der klassi-
sche Weg nicht inhibiert wird. RelA kann in diesem Fall immer noch exprimiert wer-
den und im inhibitorischen Komplex gebunden vorliegen. Die Schlussfolgerung im
Rahmen der Untersuchungen war jedoch, dass der Einfluss auf den klassischen Sig-

nalweg und damit auch auf den BZR-Signalweg nicht klar nachvollzogen werden
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konnte. Weitere Untersuchungen des klassischen Signalwegs in Lymphomzellen
sind daher notwendig.

Die Aktivierung des nicht kanonischen Signalwegs wurde im Western Blot mittels
p52-Expression dargestellt. In den Western-Blot-Analysen ist deutlich erkennbar,
dass die SM-Behandlung zur erhdéhten Expression der aktiven p52-Untereinheit
fuhrte und somit die Vermutung naheliegt, dass der nicht kanonische Signalweg
induziert wird, was sich mit der Annahme deckt, dass clAPs den nicht kanonischen
Signalweg inhibieren (Varfolomeev et al., 2008; Vince et al., 2007). Die Hypothese
ist nun, dass die Aktivierung des alternativen Signalwegs wiederum zur Transkrip-
tion von TNF-a fihrt. Durch die Bindung des Liganden TNF-a am kommt es bei
gleichzeitiger Hemmung der clAPs zur Einleitung der extrinsischen Apoptose. Die
Zellen konnten so ausgeldscht werden. Die TNF-a-Expression nachzuvollziehen

ware hier noch ein wichtiger Schritt.

In den Untersuchungen von Y. Yang et al. (2016) fanden diese ebenfalls eine Akti-
vierung des nicht kanonischen Signalwegs fir DLBCL-Zelllinien vom ABC-Subtyp
nach Behandlung mit Birinapant. Sie kombinierten anschliel3end jedoch das Smac
Mimetic mit einem NIK-Inhibitor und konnten die Zelltoxizitat noch erhdhen (Y. Yang
et al., 2016). Prospektiv wére es sinnvoll, die Synergie von SMs und NIK-Inhibitoren

in MCL- sowie DLBCL-Zelllinien nachzuvollziehen.

5.7 Kombinationstherapien zeigen Effektivitat

5.7.1 SMs und Ibrutinib-vermittelter Zelltod unterscheidet sich zwischen
MCL und ABC-DLBCL

Da Ibrutinib sich vor allem fur das Mantelzelllymphom als wertvolles Therapeutikum
entwickelt hat (Dreyling et al., 2016) und im Studiensetting auch fur die DLBCL-
Therapie genutzt wird (W. H. Wilson et al., 2015), wurde die Kombinationstherapie
von Smac Mimetics fur alle Zelllinien getestet. Es galt, mdgliche Synergien in der
Inhibition des BZR-Signalwegs und in der Induktion des Zelltods zu erfassen. Mittels
Ermittlung des CI lie3en sich Synergien fur die beiden MCL-Zelllinien Maver-1 und

Mino nachweisen.

Bereits durch Yang et al. (2016) wurde dargestellt, dass Ibrutinib und Smac Mime-

tics als Kombination fur den ABC-Subtyp nicht synergistisch reagieren. Die Hypo-
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these der Autoren Y. Yang et al. (2016) war, dass die Angriffsstellen der beiden
Therapeutika zu ahnlich seien. Dabei implizieren Y. Yang et al. (2016), dass die
clAPs am CBM-Komplex beteiligt sind, der den NF-kB-Signalweg aktiviert und der
BTK-Inhibitor Ibrutinib auch auf die indirekte Hemmung des NF-kB-Signalwegs ab-
zielt. Jedoch wirft dies die Frage auf, warum die SMs in Kombination mit Ibrutinib in
MCL-Zelllinien synergistisch wirkten, da hier auch der NF-kB-Signalweg im BZR als
Pathomechanismus gilt (Rahal et al., 2014; Saba et al., 2016). Die Rolle der IAPs
in der Apoptoseinduktion von Zellen sollte hier vermehrt Beachtung finden. Zielfuih-
rend waren weitere Western-Blot-Analysen sowie Aktivitdtsassays, um den Wirk-

mechanismus besser nachzuvollziehen.

5.7.2 Venetoclax und SMs zeigen sich in BCL-2-mutierten Zelllinien als
besonders effektiv

Der BCL-2-Inhibitor Venetoclax konnte sich in Kombinationen mit beiden Smac Mi-
metics fur die DLBCL-Zelllinien bewahren, wobei Ula am meisten profitierte. Beson-
ders eindriicklich zeigte sich hier erstmalig ein erh6hter Zelltod in der Kombinations-
behandlung mit BV-6 in der resistenten Zelllinie Ula. Der Grund, warum die DLBCL-
Zelllinien U2932 und Ula so stark profitierten, liegt vermutlich in der Inhibition von
BCL-2, da in beiden Zelllinien eine BCL-2 Mutation beschrieben ist. Eine konstitutive
Aktivierung des anti-apoptotischen BCL-2 Proteins tragt zum Uberleben der Zelle und
zu ausgepragten Resistenzen gegentber den Auslésern der Apoptose bei (Klanova

& Klener, 2020). Die MCL-Zelllinie Mino reagierte ebenfalls synergistisch fir BV-6.

Da die IAPs im apoptotischen Prozess ,stromabwarts® von BCL-2 aktiv werden,
scheint sich die Inhibition von BCL-2 zusatzlich positiv auf den Zelltod auszuwirken
(s. Abb. 14 A).

Die Zunahme der Apoptose stellte sich auch im Western Blot dar. Auffallig war die
starke PARP-Spaltung, die in Kombination der Einzeldosen nochmal zunahm und

den erhohten Wirkmechanismus der Kombination verdeutlichte.

5.7.3 Smac Mimetics sensitivieren fir Chemotherapeutika

Da bereits bei soliden Krebsarten, aber auch bei hamatologischen Neoplasien in
vitro eine Sensibilisierung fir Chemotherapie durch die Behandlung mit Smac Mi-

metics beschrieben worden war, sollte dieser Effekt auch fir die Lymphomzelllinien
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getestet werden (Fulda, 2015; Léder et al., 2012; Probst et al., 2010; Weisberg et
al., 2007).

Im Rahmen der Kombination der Chemotherapeutika mit LCL161 gelang fur die re-
sistenten Zelllinien Rec-1 und Ula ein signifikanter Anstieg des Zelltods im Vergleich
zu den Einzeldosen. Die Kombination mit Cytarabin in beiden Smac Mimetics war
besonders potent.

Dies deckt sich mit Versuchen von Loder et al. (2012), die Leukamiezelllinien in
Kombination mit verschiedensten Chemotherapeutika, darunter Doxorubicin und
Cytarabin testeten. Die Autoren konnten dies, u. a. durch Gen-Knockdown-Versu-
che von RIP1, auf die durch IAP-vermittelte extrinsische Apoptose zurtckfuhren.

Auf den NF-kB-Signalweg wurde in dieser Arbeit nicht naher eingegangen.

Perspektivisch wirkt die Kombination von Smac Mimetics mit Chemotherapeutika
wie eine besonders interessante Therapieoption zur Senkung der notwendigen Do-
sis und der damit verbundenen Rate an unerwiinschten Nebenwirkungen wie Ubel-

keit, Erbrechen, aber auch Kardiotoxizitat.

5.8 Ausblick

Zusammengenommen haben Smac Mimetics einen zytotoxischen Effekt in MCL-
und DLBCL-Zelllinien. Sie induzieren direkt Apoptose, nehmen aber auch Einfluss
auf andere Signalwege wie NF-kB. Die Kombination von BV-6 mit dem BTK-Inhibitor
Ibrutinib, der den BZR-Signalweg inhibiert, erbrachte in MCL-Zelllinien synergisti-
sche Ergebnisse. Der BCL-2-Inhibitor Venetoclax mit Smac Mimetics induzierte so-
gar in resistenten Zelllinien den Zelltod durch das Ansetzen am gleichen Signalweg.
Smac Mimetics fuhrten aul3erdem zu einem signifikanten Anstieg des spezifischen

Zelltods durch Chemotherapeutika.

Als Schlussfolgerung ergibt sich daraus, dass Smac Mimetics auf Zelltodmechanis-
men abzielen, die durch die bisherige Therapie nicht abgedeckt werden und die
weitere Erforschung von SMs in der Mantelzelllymphom-Therapie und der Diffus
grol3zelligen B-Zell-Lymphom-Therapie weitere zielfihrende Erkenntnisse bringen

kann.
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Limitationen der Forschungsarbeit ergeben sich zum einen aus der Vielzahl an ver-
schiedenen Zelllinien, die dennoch das Erkrankungsbild des lebenden Patienten

beziehungsweise der lebenden Patientin nicht in seiner Vollstandigkeit abbilden.

Sinnvoll wére es die Smac Mimetics beispielsweise am Mausmodell weiter zu tes-
ten, um weitere Ruckschlusse auf Dosis und Wirkung ziehen zu kénnen. Weiterhin
wurden viele verschiedene Aspekte der Wirkmechanismen der Smac Mimetics in
den Zelllinien erwéahnt, wobei eine vertiefte Darstellung sowohl des Mechanismus
im apoptotischen Zelltod, im NF-kB-Signalweg sowie des B-Zell-Rezeptor-Signal-
wegs fehlt. Dies wére beispielsweise anhand der weiteren Darstellung der verschie-
denen Signalmolektle mittels Western Blot mdglich. Insgesamt gibt die Arbeit einen
zunachst superfiziellen Einblick auf das Potenzial der Smac Mimetics in der Lym-
phomtherapie ohne dieses in seiner Vollstandigkeit abzubilden. Nichtsdestotrotz
zeigen sich aus den Ergebnissen einige interessante Aspekte, die die weitere Er-
forschung der Smac Mimetics im Bereich der Lymphomtherapie stitzen.

Aspekte, die in Zukunft noch weiter erforscht werden kdnnten und sollten:

1. Einfluss der Smac Mimetics im BZR-Signalwegs: Weitere Untersuchungen des
CBM-Komplexes und der Assoziation mit den clAPs zur Aktivierung des BZR-
Signalwegs, insbesondere im MCL, wo bis heute kaum kurativ therapiert wird.

2. Einfluss der Smac Mimetics in der Apoptoseinduktion beim GCB-Subtyp, wo
angenommen werden muss, dass andere Mechanismen eine wichtigere Rolle
in der Apoptoseinduktion spielen als beim MCL und ABC-Subtyp.

3. Ermittlung des Sensibilisierungseffekt von Smac Mimetics auf Chemotherapeu-

tika in primaren Lymphom-Zellen und klinischen Studien.
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6 Zusammenfassung

Inhibitoren der Apoptose-Proteine (IAPs) sind physiologische Inhibitoren des pro-
grammierten Zelltods (Crook et al., 1993). In Karzinomen sind sie haufig Uberexpri-
miert und tragen so zu einer schlechteren Prognose bei (Fulda, 2009; Hussain et
al., 2010; Mohamed et al., 2017). Es wird angenommen, dass sie aul3erdem eine
Rolle im B-Zell-Rezeptor-Signalweg spielen, welcher zur malignen Transformation
in Lymphomen beitragt (Y. Yang et al., 2016). XIAP ist ein direkter Inhibitor der
Caspasen 3, 7 und 9 und beeinflusst so die Apoptose (Eckelman et al., 2006). Die
clAPs sind Regulatoren des NF-kB-Signalwegs, welcher fir verschiedene
Apoptose-Modulatoren transkribiert (Fulda & Vucic, 2012). IAPs werden durch Sec-
ond Mitochondria-derived Activators of Caspase (Smac) gehemmt (Du et al., 2000).
Die Smac Mimetics LCL161 und BV-6 sind duale Inhibitoren der clAPs und XIAP
(Weisberg et al., 2010; Li W. et al. 2011). In dieser Arbeit wurden die Effekte der
Smac Mimetics (LCL161 und BV-6) an Mantelzell- sowie Diffus grof3zelligen B-Zell-

Lymphom-Zelllinien untersucht.

MCL- (Maver-1, Mino und Rec-1) und DLBCL-Zelllinien (Hbl-1, U2932, Ht, Su-DHL-
5 und Ula) wurden sowohl mit den Smac Mimetics einzeln als auch in Kombinatio-
nen mit Ibrutinib, Venetoclax sowie den Chemotherapeutika Cytarabin und Doxoru-
bicin behandelt. Die Zellproliferation und Apoptose wurden mittels Trypanblau- bzw.
Annexin-Farbung analysiert. Die Zelllinien wurde zudem mit dem Pancaspase-Inhi-
bitor zVAD-fmk und dem RIP-1-Kinase-Inhibitor Nec-1 vorbehandelt, um Zelltodme-
chanismen weitergehend zu untersuchen. Die Proteinexpression von clAP1 & 2,
XIAP, p65, p100/p52, PARP-Spaltung und Caspasen 3, 8 und 9 wurde mittels Wes-

tern Blot analysiert.

Die Behandlung mit Smac Mimetics zeigte fir MCL- und DLBCL-Zelllinien einen
zytotoxischen Effekt, wobei der ABC-Subtyp hierbei hervorstach. Die SMs induzier-
ten IAP-Degradation, aktivierten den nicht kanonischen NF-kB-Signalweg und fihr-
ten zur Caspasen- sowie PARP-Spaltung. Die Vorbehandlung mit zVAD-fmk rettete
Zellen vor der Apoptose-Induktion, vor allem im ABC-Subtyp. Die Kombination der
Smac Mimetics mit anderen Inhibitoren und Chemotherapeutika rief einen signifi-

kanten Anstieg des Zelltods hervor.
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Die Smac Mimetics zeigten in den Zelllinien vielversprechende, antitumorale Ef-
fekte, die durch die Kombination mit Chemotherapeutika noch gesteigert werden
konnten. Perspektivisch sollten Smac Mimetics als zielgerichtete Therapie in der
Lymphombehandlung weiter erforscht werden.
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