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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Chronische lymphatische Leukamie

1.1.1 Definition, Atiologie und Pathogenese

Die chronische lymphatische Leukamie (CLL) gehdrt zu den malignen Non-
Hodgkin-Lymphomen und ist ein B-Zell-Lymphom. Sie ist die am weitesten
verbreitete Leukamie des Erwachsenenalters in der westlichen Welt (Morton et al.
2006). Die Inzidenz betragt in Nordamerika und Europa 3 - 30 Falle/100.000
Einwohner, mit zunehmendem Alter steigt sie an; das mediane Erkrankungsalter
der Patienten betragt 65 bis 70 Jahre (Redaelli et al. 2004).

Die Atiologie der CLL ist bislang nicht bekannt, diskutiert werden die Einfliisse von
Umweltfaktoren und chronischen Infektionen. lonisierende Strahlen, Medikamente,
Chemikalien und Retroviren haben dagegen keinen Einfluss (Boice et al. 1997).
Eine wichtige Rolle scheinen genetische Faktoren zu spielen (Chiorazzi et al.
2005); bei ca. 10 % aller Neuerkrankungen ist eine familiare Pradisposition

nachzuweisen.

B-Vorlauferzellen gelangen als naive, Antigen-unerfahrene B-Zellen aus dem
Knochenmark in die Peripherie. Im Keimzentrum des Lymphknotens treten sie mit
ihrem Antigen in Kontakt, dabei erkennt der variable Teil des Immunglobulin-
Rezeptors das Antigen. Um eine groRere Affinitat fur das Antigen zu erreichen,
mutiert der variable Abschnitt des Immunglobulin-Gens. B-Zellen, bei denen durch
diesen Vorgang keine groRere Affinitat zum Antigen resultiert, sterben ab, so dass
nach weiteren Mutationen diejenigen B-Zellen ubrig bleiben, deren Immunglobulin-
Rezeptoren Uber eine sehr groRe Affinitat zum betreffenden Antigen verfugen.
Anschlielend erfolgt eine genetische Rekombination, die eine Umstellung der
Immunglobulin-Schwerketten-Gene von IgM auf I1gG, IgA oder IgE bewirkt; dieser
Vorgang wird als Klassenwechsel (engl.: ,class switch®) bezeichnet. Eine B-Zelle,
die eine gegenuber der Keimbahnkonfiguration mutierte Immunglobulin-Gen-
Sequenz aufweist, hat daher im Keimzentrum bereits mit ihrem Antigen Kontakt
gehabt. Im Gegensatz dazu haben B-Zellen, die keine Mutation ihrer
Immunglobulin-Gene aufweisen, im Keimzentrum keinen Antigen-Kontakt gehabt

und sind naiv. Der Klassenwechsel der Immunglobulin-Schwerkette wird daher als
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Hinweis auf eine erfolgte Keimzentrumspassage betrachtet (Kippers et al. 1999;
Klppers 2005; Zenz et al. 2010). Vor diesem Hintergrund konnen bei der CLL
zwei Untergruppen unterschieden werden: eine Gruppe mit mutierten und eine
Gruppe mit unmutierten Immunglobulin-Genen. Diese Beobachtung hat zu der
Hypothese gefuhrt, dass es in der CLL zwei verschiedene Entitaten gibt, die sich
im Reifungsgrad der ursprunglichen B-Zelle unterscheiden: eine Gruppe, deren
ursprungliche B-Zelle eine naive, Antigen-unerfahrene B-Zelle war und eine
andere Gruppe, deren urspringliche B-Zelle die Keimzentrumspassage bereits
durchlaufen hat und somit eine reife, Antigen-erfahrene B-Zelle war (Damle et al.
1999; Hamblin et al. 1999). Man bezeichnet dieses Modell als Zwei-Krankheiten-
Modell (engl.: ,two disease model®). Die Unterscheidung ist auch von klinischer
Bedeutung: CLL-Patienten, deren CLL-Zellen unmutierte Immunglobulin-Gene
aufweisen, haben eine wesentlich schlechtere Prognose als Patienten mit
mutierten Immunglobulin-Genen (Damle et al. 1999).

In einer kurzlich publizierten Arbeit (Seifert et al. 2012) wurden die
Genexpressionsmuster verschiedener Subgruppen von B-Zellen gesunder
Spender mit denen von CLL-Zellen mit dem Ziel verglichen, die
Herkunftspopulation  der ursprunglichen B-Zelle zu erforschen. Als
wahrscheinlichste Herkunftspopulation gilt eine kleine Untergruppe von B-Zellen,
die sowohl CD19- als auch CDS5-positiv ist und deren Genexpressionsmuster
groRe Ahnlichkeiten mit dem von CLL-Zellen aufweist. Auch gibt es von dieser
Population zwei Untergruppen, die mit den zwei CLL-Entitaten korreliert werden
konnen: Eine Untergruppe ist Antigen-unerfahren, CD27-negativ und hat
unmutierte  Immunglobulin-Gene, die andere  Untergruppe hat die
Keimzentrumspassage durchlaufen, ist CD27-positiv und besitzt mutierte

Immunglobulin-Gene (Seifert et al. 2012).

1.1.2 Diagnose, klinische Symptomatik und Prognose
Initial verlauft die Erkrankung haufig ohne Symptome. In mehr als der Halfte der
Falle wird die Diagnose zufallig aufgrund von veranderten Blutwerten im Rahmen
von Routineuntersuchungen gestellt (Chiorazzi et al. 2005).
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Fur die Diagnosestellung gilt eine mehr als drei Monate andauernde Leukozytose
mit mehr als 5 x 10° B-Zellen/ul als eines der wichtigsten Krankheitskriterien einer
CLL (Hallek et al. 2008). Zur Abgrenzung von anderen leukamischen B-Non-
Hodgkin-Lymphomen wird eine Immunphanotypisierung durchgefuhrt; dazu wird
durchflusszytometrisch die Expression der Antigene CD5, CD19 und CD23 auf
den Oberflachen der B-Zellen nachgewiesen. Charakteristisch ist die
vergleichsweise schwache Expression von Immunglobulinen und des Antigens
CD20. Bei der mikroskopischen Beurteilung des Blutausstrichs fallen
charakteristische Zelltrummer auf, sogenannte Gumprechtsche Kernschatten, die
als Artefakte beim Ausstreichen der Blutzellen entstehen und als rupturierte Zellen

ohne intakte Zellmembran definiert sind (Johansson et al. 2010).

Klinisch manifestiert sich die Erkrankung zunachst haufig mit einer
Lymphknotenschwellung. Die Expansion des malignen Zellklons fuhrt zu einer
Knochenmarksinsuffizienz, die sich in Erschopfungszustanden, Mudigkeit und
Abgeschlagenheit aufdert. Die Anzahl an Infektionen ist erhdéht. Es kodnnen
sogenannte B-Symptome wie Fieber, Nachtschweily oder ungewollte
Gewichtsabnahme auftreten. Mit zunehmendem Krankheitsverlauf kommt es zu
einer VergrofRerung von Leber und Milz. Es kdnnen zudem Hauterscheinungen
auftreten, wie z. B. Pruritus, chronische Urtikaria, Herpes Zoster, Herpes Simplex,
Mykosen oder knotige Hautinfiltrate (Dighiero et al. 2000; Hallek et al. 2008; Zenz
et al. 2010).

Die CLL kann einen auferst heterogenen Verlauf nehmen: Wahrend etwa ein
Drittel der Patienten weitgehend ohne Symptome bleibt und niemals eine
Behandlung bendtigt, folgt bei etwa einem weiteren Drittel auf einen zunachst
indolenten Verlauf eine mit der Zeit zunehmende Progression, und bei einem
weiteren Drittel nimmt die Erkrankung von Anfang an einen aggressiven Verlauf
(Dighiero et al. 2000). Die mittlere Uberlebenszeit kann, abhangig vom Stadium
der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, zwischen zwei und mehr als

zehn Jahren betragen.

Zur Abschatzung der Prognose und der Therapiebedurftigkeit werden die
Stadieneinteilungen von Binet et al. und Rai et al. (Rai et al. 1975; Binet et al.

1981) verwendet. Beide Klassifikationen koénnen im klinischen Alltag gut
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verwendet werden, da lediglich eine klinische Untersuchung (Palpation der

Lymphknotenregionen und der Abdominalorgane) und die Auswertung des

Blutbildes fur eine Einteilung notwendig sind. Im europaischen Raum hat sich die

Klassifikation nach Binet etabliert.

Tabelle 1: Stadieneinteilung nach Rai

Stadium Definition Mittlere Uberlebenszeit
(Monate)
0 Lymphozytose > 30 % >120
Leukamische Zellen im peripheren Blut
und/oder Knochenmark
1 Lymphozytose 98
VergréRerte Lymphknoten
2 Lymphozytose 84
VergréRerte Lymphknoten
und/oder Splenomegalie
3 Krankheitsbedingte Anamie (Hb < 11 g/dl), 60
Lymphozytose
VergroRerte Lymphknoten
und/oder Splenomegalie
und/oder Hepatomegalie
4 Anamie und/oder Thrombozytopenie (< 100 x <60

10%1), Lymphozytose
VergroRerte Lymphknoten
und/oder Splenomegalie
und/oder Hepatomegalie

Tabelle 2: Stadieneinteilung nach Binet

Stadium Definition Mittlere Uberlebenszeit
(Monate)
A Lymphozytose >120
< 3 Lymphknotenregionen vergroRert
Hamoglobin > 10 g/dI
Thrombozyten > 100.000/pl
B Lymphozytose 60
3 oder mehr Lymphknotenregionen vergréRert
Hamoglobin > 10 g/dI
Thrombozyten > 100.000/pl
C Hamoglobin < 10 g/dl und/oder 24

Thrombozyten < 100.000/pl
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Besonders bei Patienten in frGhen Stadien der Erkrankung sind die in den
Klassifikationen nach Rai und Binet verwendeten Parameter fur eine zuverlassige
Prognoseabschatzung allerdings nicht ausreichend. Jedoch ist die sichere
Bewertung des Progressionsrisikos im Binet-Stadium A eine wichtige Voraus-
setzung fur die Entwicklung besserer Therapiekonzepte (Hallek et al. 2008;
Shanafelt et al. 2009).

Zur Vorhersage des weiteren Krankheitsverlaufs kdnnen verschiedene
Prognosefaktoren herangezogen werden, wobei die Auspragung der Faktoren
statistisch mit verschiedenen Krankheitsverldufen korreliert. Trotzdem ist die
Prognose fur den einzelnen Patienten immer noch schwierig vorherzusagen, da
die Uberlebenszeiten sehr variabel sind und sowohl von speziellen Faktoren als
auch von allgemeinen Prognosefaktoren wie Alter, Diagnosezeitpunkt, Stadium
und Therapieansprechen abhangen konnen (Molica et al. 2001). Weitere
Komplikationen wie zum Beispiel Infektionen konnen die Prognose ebenfalls

beeinflussen.

Wichtige prognostische Faktoren neben den allgemeinen Risikofaktoren in der
CLL sind bestimmte zytogenetische Faktoren (z. B. ist eine 13g-Deletion mit einer
gunstigen und eine 11g- oder 17p-Deletion mit einer ungunstigen Prognose
assoziiert) (Dohner et al. 2000), bestimmte molekulargenetische Faktoren
(prognostisch ungulnstig sind z. B. unmutierte Immunglobulin-Schwerketten der B-
Zellen (Damle et al. 1999) oder mehr als 20 - 30 prozentige Expression von CD38
(Ibrahim et al. 2001) oder ZAP70 (Wiestner et al. 2003)). Weiterhin sind eine
Lymphozytenverdopplungszeit von weniger als 6 Monaten, eine erhohte Aktivitat
der Thymidinkinase oder erhdhte B2-Mikroglobulinkonzentration prognostisch
ungunstig (Hallek et al. 2008).

1.1.3 Therapie
Die CLL ist mit Chemotherapeutika bisher nicht heilbar, das Ziel einer
Chemotherapie besteht daher in der Reduktion des malignen Zellklons. Die

einzige kurative Option stellt derzeit die allogene Stammzelltransplantation dar.
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Die Entscheidungskriterien fur die Einleitung einer Behandlung wurden zuletzt
2008 vom ,International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia® (IWCLL)
(Hallek et al. 2008) auf der Grundlage der Empfehlungen der ,National Cancer
Institute Working Group“(NCI-WG) (Cheson et al. 1996) von 1996 aktualisiert.

Im Binet Stadium A ist, soweit keine Krankheitssymptome und keine
Krankheitsaktivitat vorliegen, keine Therapie notwendig. Die Patienten werden in
drei — sechs monatlichen Intervallen internistisch-hamatologisch im Hinblick auf
ein mogliches behandlungsbediirftiges Fortschreiten der Erkrankung untersucht
(,watch and wait").

In den Stadien B und C sollte in der Regel eine chemotherapeutische Behandlung
erfolgen. Dabei orientiert sich die Therapie am Alter und den Begleiterkrankungen
des Patienten; wenn moglich sollte sie im Rahmen einer klinischen Studie
erfolgen. In der Erstlinienbehandlung wird vor allem bei jungeren Patienten eine
Kombination des Purinanalogons Fludarabin mit dem Alkylanz Cyclophosphamid
und dem gegen CD20 gerichteten Antikérper Rituximab (FCR-Protokoll)
eingesetzt. Alternativ kdnnen Kombinationen aus Fludarabin und Rituximab (FR)
oder aus Rituximab und Bendamustin (BR) zur Anwendung kommen (Hallek
2009). Ein schwerwiegendes Problem stellt die Behandlung von Patienten dar,
deren B-Zellen eine Deletion des kurzen Armes des Chromosoms 17 aufweisen,
welche eine Dysfunktion des p53 Tumorsuppressorproteins bedingt und mit einer
Resistenz gegenuber Fludarabin assoziiert ist (Zenz et al. 2010). Diese Patienten
sollten mit dem unabhangig vom p53-Signalweg wirkenden monoklonalen anti-
CD52 Antikorper Alemtuzumab behandelt werden; danach sollte nach Moglichkeit

eine allogene Stammzelltransplantation erfolgen (Dreger et al. 2007).

Eine Reihe von neuen Substanzen befindet sich in verschiedenen klinischen
Phasen in der Testung, wie zum Beispiel Lenalidomid, Flavopiridol, Ofatumumab,
Veltuzumab, Obatoclax, Oblimersen, Ibrutinib und andere mehr (Lin 2010;
Laurenti et al. 2011; Efremov et al. 2012; Wiestner 2012). Eine Behandlung mit
diesen Substanzen findet bisher aber fast ausschlief3lich nur im Rahmen von

klinischen Studien statt.

Ein schwerwiegendes Problem in der CLL ist die Entwicklung von Resistenzen

gegen vorhandene Chemotherapeutika (Tsimberidou et al. 2010). Es besteht
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daher die Notwendigkeit, neue Arzneimittel zu entwickeln, mit deren Hilfe es

gelingt, Resistenzen zu Uuberwinden.

1.2 Bcl-2

1.2.1 Molekil
Das Protein ,B-cell-lymphoma 2“ (Bcl-2) wurde erstmals beschrieben aufgrund
seiner Uberexpression infolge einer t(14;18) Translokation beim follikularen

Lymphom (Tsujimoto et al. 1984).

Es ist der Prototyp der gleichnamigen Proteinfamilie, die proapoptotische und
antiapoptotische Proteine umfasst und die als strukturelle Gemeinsamkeit eine
oder mehrere Bcl-2 homologe Domanen (BH-Domanen) besitzen. Die proapop-
totischen Mitglieder der Familie wie zum Beispiel ,Bcl-2 associated X protein®
(Bax) oder ,Bcl-2 homologous antagonist killer* (Bak) enthalten die Domanen BH
1 - 3, wahrend die antiapoptotischen Mitglieder wie Bcl-2 selbst, ,B cell lymphoma
extra-large” (Bcl-XL) oder ,Myeloid cell leukemia sequence® (Mcl-1) zusatzlich die
BH-4 Domane enthalten (Yin et al. 1994; Huang et al. 1998).

Eine dritte Gruppe der Familie, die sogenannten Wachterproteine, enthalten nur
eine BH-3 Domane und werden deshalb auch ,BH3-only“Proteine genannt.
Beispiele hierfur sind ,Bcl-2 interacting killer” (Bik) und ,Bcl-2 associated death
promotor® (Bad). Die Wachterproteine spielen eine modifizierende, in der Regel
proapoptotische Rolle, indem sie die Wirkung von Proteinen wie Bax oder Bak
verstarken (Willis et al. 2005).

Das Bcl-2-Gen umfasst insgesamt 5105 Nukleotide und enthalt 2 Exone. Durch
alternatives Splicing im Exon 1 entstehen zwei unterschiedlich lange mRNA-
Transkripte, die jeweils fur das Bcl-2 alpha (8,5 kb) bzw. beta Protein (5,5 kb)
kodieren. Die Bcl-2 alpha und beta Proteine weisen ein Molekulargewicht von 26
bzw. 22 kDa auf und sind strukturell bis auf geringe Unterschiede im Bereich des
C-Terminus identisch (Tsujimoto et al. 1986). Bcl-2 ist an der inneren

Mitochondrienmembran lokalisiert (Hockenbery et al. 1990).
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1.2.2 Signalweg

Es gibt zwei verschiedene Wege, durch die eine Zelle in den programmierten
Zelltod (Apoptose) Uberfuhrt werden kann: den intrinsischen (mitochondrialen) und
den extrinsischen Weg. Beim extrinsischen Weg leitet ein Signal von aulierhalb
uber die Todesrezeptoren der Zelle die Apoptose ein, beim intrinsischen Weg sind
es intrazellulare Signale, z. B. weil die Zelle unter Stress steht, schadlichen Reizen
ausgesetzt ist oder keine Signale von aulierhalb der Zelle mehr erhalt, die fir das

Uberleben der Zelle notwendig sind (Strasser et al. 2000).

Durch ein intrinsisches Signal ausgelost gelangen Proteine aus der Bcl-2 Familie
wie Bax oder Bak in die Mitochondrienmembran und bewirken eine Freisetzung
von Cytochrom C aus den Mitochondrien (Jurgensmeier et al. 1998). Cytochrom C
bindet anschliellend im Zytoplasma an das Protein ,Apoptose-Protease-activating
Faktor 1° (Apaf-1) und bewirkt dadurch dessen Polymerisierung. Das Apaf-1
Oligomer wiederum bildet zusammen mit der Procaspase 9 einen heptameren
Komplex, das sogenannte Apoptosom, wodurch es zur Abspaltung eines
Molekllteils der Procaspase kommt, der dann zur Caspase 9 wird und die
Effektorcaspasen 3, 6 und 7 aktiviert (Acehan et al. 2002). Die Effektorcaspasen
spalten nun eine Reihe von Molekulen, die fur die Integritat der Zelle wichtig sind
und den programmierten Zelltod bewirken.

Die antiapoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie werden durch Signale aktiviert,
die das Uberleben der Zelle fordern; das wichtigste Protein ist dabei Bcl-2 selbst.
Sie befinden sich in der Mitochondrienmembran und verhindern die Freisetzung
von Cytochrom C. Der Mechanismus, Uber den das geschieht, ist innerhalb der
Mitochondrienmembran bislang ebenso wenig gesichert wie derjenige, der die
proapoptotischen Signale vermittelt. Abbildung 1 fasst den intrinsischen Weg der

Apoptose zusammen.
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Intrinsisches Signal
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Abbildung 1: Der intrinsische Weg der Apoptose

1.2.3 Rolle von Bcl-2 in der CLL

Im Normalfall halten sich die Expression von pro- und antiapoptotischen Proteinen
in der Zelle in einem Gleichgewicht. Im Falle einer Schadigung der Zelle, wenn sie
unter Stress steht, schadlichen Reizen ausgesetzt ist oder keine Signale von
auBerhalb der Zelle mehr erhalt, die fir das Uberleben der Zelle notwendig sind,
ist somit eine differenzierte Entscheidung dariber moglich, ob die Zelle
weiterleben soll oder nicht. Wenn sich aber das Gleichgewicht zu der Seite der
antiapoptotischen Proteine hin verschiebt, hat dies zur Folge, dass die Zelle nicht
in die Apoptose Ubergeht, obwohl sie es aufgrund der intrazellularen Signale
eigentlich sollte. Dies fuhrt in der Konsequenz zu einer Anreicherung von
geschadigten und gegebenenfalls nicht mehr funktionstlichtigen Zellen. In vielen

Tumoren ist dies der Fall.

Bcl-2 wird in 70 - 80 % der CLL-Falle Uberexprimiert (Hanada et al. 1993). Die
intrazellular erhdhte Bcl-2 Proteinkonzentration scheint eine Rolle bei der
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Resistenzentwicklung gegenuber verschiedenen Chemotherapeutika zu spielen
(Pepper et al. 1999). Aufgrund dessen ist die Inhibition von Bcl-2 und damit eine
Normalisierung der Regulation der Apoptose sinnvoll fir die Therapie der CLL. Es
gibt mehrere Mdglichkeiten, Bcl-2 als therapeutisches Zielmolekll anzugreifen: mit
niedermolekularen Verbindungen wie z. B. Obatoclax (O'Brien et al. 2009), die
direkt an das Bcl-2 Protein binden und dieses inhibieren oder, wie im Folgenden
beschrieben, mit Antisense-Oligonukleotiden, die die Translation des Bcl-2

Proteins verhindern.

1.3 Antisense-Oligonukleotide

1.3.1 Entwicklung
Antisense-Oligonukleotide (AODN) sind kleine, einzelstrangige Nukleotid-
sequenzen, die komplementar zur mRNA eines Proteins sind und mit dem Ziel

appliziert werden, das entsprechende Protein herabzuregulieren.

1977 entwickelten Paterson et al. die Idee, dass mit einzelstrangigen
Nukleotidsequenzen komplementare mRNA inhibiert werden kann (Paterson et al.
1977); dies geschah noch in einem zellfreien System. Ein Jahr spater konnten
Stephenson et al. zeigen, dass das Prinzip auch innerhalb von Zellen funktioniert
(Stephenson et al. 1978). In den achtziger Jahren wurde ein endogener
posttranskriptioneller Regulierungsmechanismus entdeckt, die RNA-Interferenz
(RNAI) (Mizuno et al. 1984).

RNAi bedeutet, dass kleine Bausteine aus Ribonukleinsaure mit mRNA in
Wechselwirkung treten. Das flhrt dazu, dass das Protein, fir die die mRNA
kodiert, nicht translatiert werden kann. Diese Bausteine heillen ,small interfering
RNA® (siRNA) und ,micro RNA* (miRNA); inzwischen kennt man auch einen

dritten Baustein, ,piwi-interacting RNA* (piRNA).

siRNA wird als Verteidigungsmechanismus gegen RNA-Viren aus Partikeln
derselben wahrend ihrer Replikation in der Wirtszelle gebildet. miRNA sind kleine
zelleigene RNA-Transkripte, die komplementar zur mRNA des zu modifizierenden
Gens sind und an anderer Stelle im Genom transkribiert werden (Hannon 2002).
Sowohl siRNA als auch miRNA bilden charakteristische, doppelstrangige
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Strukturen und werden durch die Enzyme Dicer bzw. Drosha in kleinere Teile
zerschnitten (Bernstein et al. 2001), so dass doppelstrangige RNA Molekule mit
einer mittleren Lange von 20 - 22 Basenpaaren entstehen. Die Enzyme im
Enzymkomplex ,RNA induced silencing complex® (RISC), die sogenannten
Argonauten, zerschneiden den Doppelstrang. Einer der Einzelstrange dient als
FUhrungsstrang, an den anschlieBend die komplementare mRNA bindet. Den
resultierenden RNA-RNA Doppelstrang baut das Enzym Argonaut 2 (Ago2) ab

und verhindert damit die Translation des Proteins (Liu et al. 2004).

Das Enzym Ago 2 besitzt eine katalytische Domane, die analog zu derjenigen der
RNase H aufgebaut ist (Liu et al. 2004). Die RNase H ist eine Ribonuklease, die
RNA-DNA Duplexe spaltet (Chapados et al. 2001).

Bei der Entwicklung der AODN hatte man somit physiologische Systeme als
Vorbild und konnte bereits vorhandene, naturliche Abbaumechanismen fur RNA-
RNA- bzw. RNA-DNA-Duplexe nutzen.

1.3.2 Aufbau und Struktur

Bei der Entwicklung von AODN mussen verschiedene Anforderungen miteinander
vereint werden: Die Moleklile mussen l6slich sein, applizierbar mit oder im
gunstigsten Fall ohne Transfektionshilfsmittel, sie mussen problemlos von den
Zellen aufgenommen werden, nukleasestabil sein, so wenig Nebeneffekte wie
modglich verursachen, dabei eine hinreichend groRe Affinitat und Selektivitat zur
Ziel-mRNA aufweisen und es muss fur die gebildeten Duplexe einen effektiven

Abbaumechanismus geben.

Die Grundstruktur besteht, wie in jedem Nukleotid, aus einer Base, einem Zucker
und einer Phosphatgruppe. Zucker und Phosphat sind glykosidisch miteinander
verknUpft und bilden wie in natlurlichen Nukleinsauren das Grundgerust. Sie liegen
in der Regel anionisch geladen als Salze vor, was trotz einer Molekulgrof3e von bis
zu 25 Nukleotiden eine ausreichende Loéslichkeit gewahrleistet (White et al. 1996).
Nach parenteraler Gabe liegen sie im Blut gebunden an die hydrophilen Seiten
von Plasmaproteinen vor, was sie vor einer schnellen renalen Filtration bewahrt
(Brown et al. 1994).
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In  mehreren Veroffentlichungen wird erwahnt, dass AODN nur mit
Transfektionshilfsmitteln appliziert werden konnen, um eine ausreichende
Aufnahme in die Zelle zu gewahrleisten (Capaccioli et al. 1993; Jahrsdorfer et al.
2002). Dies hat zu der Entwicklung zahlreicher Transfektionshilfsmittel geflhrt,
u. a. Liposomen, kationische Lipide, Nanopartikel oder Peptide (Mansoor et al.
2008). In einer kurzlich veroffentlichten Arbeit hingegen konnte gezeigt werden,
dass AODN auch ohne Transfektionshilfsmittel appliziert werden kdénnen und
trotzdem effektiv in die Zellen aufgenommen werden (Stein et al. 2009). Dies wird
als nackte Transfektion (engl: ,naked transfection“ oder ,gymnosis®) bezeichnet.
Der Mechanismus des Transportes in die Zellen ist noch nicht vollstandig geklart;
in friheren Veroffentlichungen ist man davon ausgegangen, dass AODN Uber
Pinozytose in die Zelle gelangen (Stein et al. 1993). Im Augenblick wird als
wahrscheinlich angesehen, dass am Durchgang der AODN durch die
Zellmembran Proteine mit Transporterfunktion beteiligt sind (Lendvai et al. 2009).
In den Zellen liegen sie ebenfalls gebunden an Proteine vor und werden in die
Endolysosomen transportiert (Shoiji et al. 1991). Erst bei einem Uberschul liegen
sie, gebunden an Proteine, im Zytoplasma vor und haben die Moglichkeit, zu ihrer
Ziel-mRNA zu gelangen.

Eine Grundvoraussetzung fur die Applikation von Nukleotiden ist es, den raschen
Abbau durch unspezifische Nukleasen zu verhindern. In dem man einen
Sauerstoff im Phosphat substituiert, erreicht man eine Resistenz gegenlber
Nukleasen; das war das primare Ziel bei der Entwicklung der AODN der ersten
Generation. Dabei hat sich herausgestellt, dass die Substitution mit einem
Schwefelatom, also ein Phosphorothioat, am effektivsten ist (Stein et al. 1988).
Die meisten AODN, die heute im Einsatz sind, haben ein Phosphorothioat-

Grundgerust.

Bei den AODN der zweiten und dritten Generation wurde versucht, durch
Modifikationen des Zuckerteils sowohl die Affinitat zur Zielstruktur zu erhdhen als
auch eventuelle Nebeneffekte (s. u.) zu verringern (Mansoor et al. 2008).
Der Zuckerteil eines AODN kann (soweit als Struktur noch intakt) entweder eine
Ribose oder eine Desoxyribose sein; je nach Zucker handelt es sich bei dem

Molekul dann rein formal um ein RNA- oder ein DNA-Nukleotid.
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Sowohl die Ribose als auch die Desoxyribose konnen theoretisch in zwei
verschiedenen Konformationen vorliegen: in der C2'endo- oder der C3’endo
Konformation (endo bedeutet, der jeweilige Kohlenstoff ragt aus der Ebene heraus
nach oben; unter exo versteht man, er ragt aus der Ebene heraus nach unten)
(Brameld et al. 1999).

In physiologisch vorkommender RNA liegt die Ribose immer in der C3’endo
Konformation vor, im Gegensatz zur DNA, in der die Desoxyribose die C2’endo-
Konformation bevorzugt, grundsatzlich aber verschiedene Konformationen
annehmen kann (Brameld et al. 1999). Dies hat unmittelbare Auswirkungen auf
die Faltung der beiden Nukleotidstrange: natlrliche RNA liegt bei physiologischem
pH-Wert als A-Form Helix vor, wahrend DNA als B-Form Helix vorliegt (Franklin et
al. 1953; Watson et al. 1953; Basham et al. 1995). Physiologische RNA und DNA
unterscheiden sich also nicht nur durch den Zucker an sich, sondern auch durch
ihre raumliche Struktur.

Durch Modifikationen am Zuckerteil der AODN kann man nicht nur die Struktur
des Zuckers, sondern auch die raumliche Struktur des ganzen Moleklls verandern
und zielgerichtet die Affinitat sowohl zur therapeutischen Zielstruktur als auch zu
beteiligten Rezeptoren wie dem Toll-like-Rezeptor-9 (siehe Kapitel 4.2.) und
Enzymen wie der RNase H (siehe Kapitel 1.3.1) beeinflussen.

Zur Verhinderung der Translation des Proteins kommen verschiedene
Mechanismen in Frage: Direkter Abbau des AODN-mRNA Duplexes entweder
durch die RNase H, durch den Enzymkomplex RISC oder durch Blockade der Ziel-
MRNA ohne nachfolgenden Abbau. Als effektivste Methode hat sich dabei der
Abbau Uber die RNase H erwiesen (Crooke 1999; Wu et al. 2004).
Wie oben bereits erwahnt schneidet die RNase H RNA-DNA-Duplexe; fur einen
effektiven Abbau Uber diesen Mechanismus muss das AODN wenigstens in Teilen
als DNA vorliegen bzw. als solche erkannt werden. Es wurden daher verschiedene
Kombinationen von RNA-DNA Oligonukleotiden entwickelt: ,Mixmers*, ,Gapmers®,
,Headmers® oder ,Tailmers®, je nach Position des modifizierten Teils (gemischt, in
der Mitte, am Anfang, am Ende des Oligonukleotids). Diese Kombinationen sollen
beide Eigenschaften miteinander vereinen, hohe Affinitat zur therapeutischen
Zielstruktur mit dem Abbau Uber die RNase H. Wenn das AODN als ,Gapmer”

vorliegt, mit mindestens sieben - acht DNA-basierten Einheiten in der Mitte, sind

19



Einleitung

beide Bedingungen am besten erflllt (Kurreck et al. 2002). Tabelle 3 fasst

Anforderungen an die Struktur von AODN und Moglichkeiten der Modifikation

Zusammen.

Tabelle 3: Moglichkeiten der Modifikation von AODN

Anforderung

Moglichkeiten der Modifikation

Loslichkeit

Ladung, MolekulgréRe

Transfektion

Gymnosis, Liposomen, kationische Lipide,
Nanopartikel

Aufnahme in Zellen

Grolle, Bindungskapazitdt an  Proteine
(Sequenz)

Nukleasestabilitat

Veranderungen der Phosphatgruppe

Affinitat zur Ziel-mRNA

Sequenz, Faltung (Konformation des Zuckers)

Nebeneffekte (TLR-9)

Sequenz, Faltung (Konformation des Zuckers)

Abbau lGiber RNase H

Mindestens sieben Nukleotide DNA (B-Helix)

Abbau uber RISC

RNA Nukleotide (A-Helix)

Abbildung 2 zeigt schematisch den Weg der AODN in eine Zelle und die

verschiedenen Moglichkeiten der Bindung an die Zielstruktur, des Abbaus sowie

mogliche Nebeneffekte:
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Zellmembran Blut AODN

Zytoplasma
TLR-9

= @ Transport
VAN \@'
AN X

ke

:— som
o N A
Nukleus

Abbildung 2: Wege eines AODN in einer Zelle

Ein AODN wird intravends appliziert und liegt im Blut gebunden an ein Plasmaprotein vor. Mit Hilfe

eines Transportproteins in der Zellmembran gelangt es in die Zelle und wird dort wiederum an ein

Protein gebunden. Von dort aus wird es in die Endosomen gebracht und abgebaut (1); unter

Umstéanden aktiviert es dort den Toll-like-Rezeptor-9. Bei einem Uberschuss kann das AODN seine

Ziel-mRNA entweder im Zellkern binden (2) und mit Hilfe der RNase H zersetzen oder vor der

Translation abfangen und mittels des Enzymkomplexes RISC abbauen (3). Welchen Weg das

AODN einschlagt hangt von der Art der Zelle, der Struktur des Zuckers, der Konformation, der

Sequenz und der GréRRe des Molekils ab (s. 0.).

Das Ziel, méglichst viele dieser Forderungen zu erflllen, hat in den letzten Jahren

zur Entwicklung verschiedenster Modifikationen der natirlichen Nukleinsauren

geflhrt.

Abbildung 3 zeigt eine Ubersicht tiber die verschiedenen Modifikationen.
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Abbildung 3: Modifikationen von AODN
Die erste Generation der AODN (Phosphorothioate, Methylphosphonate, Phosphoroamidate) weist

Modifikationen im Phosphatteil auf. Das Ziel dieser Modifikationen war es, die Molekile
nukleaseresistent zu machen.

In der zweiten Generation (2°-O-Methyl-AODN bzw. 2°-O-Methoxyethyl-AODN) war das Ziel, die
Affinitat zur therapeutischen Zielstruktur zu erhéhen. Dazu wurde die C2-OH Gruppe verethert und

das Molekul dadurch lipophiler.

In der dritten Generation (Locked nucleic acids, Peptide nucleic acids, Morpholino
Phosphoroamidate) schliellich wurde die Zuckerstruktur (zum Teil stark) verandert, ebenfalls mit

dem Ziel, die Affinitat zur therapeutischen Zielstruktur zu erhéhen (Mansoor et al. 2008).
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1.3.3 LNA-Modifikation

LNA ist die Abkurzung fur ,Locked nucleic acid“ und bedeutet, dass in ein
Nukleotid eine 2°-0,4’-C-methylene-B3-D-ribofuranosyl-Einheit anstelle der
normalen Ribose als Zucker eingebaut worden ist. Erstmals beschrieben wurde
diese Modifikation unabhangig voneinander von zwei Gruppen (Singh et al. 1998;
Obika et al. 2000). LNAs gehdren zur dritten Generation von AODN.

Abbildung 4 zeigt die Strukturformel eines LNA-modifizierten AODN.

:

O — Base

9

\
O O

|
O=P—S

Abbildung 4: LNA-modifiziertes AODN in der Haworth-Formel
Modifiziert nach (Mansoor et al. 2008)

Durch die Einfuhrung der 2°-0,4"-C-methylene-B-D-ribofuranosyl—-Einheit wird das
Nukleotid in der 3’endo Konformation festgehalten (engl: ,Jocked”) und kann nicht
mehr zwischen den verschiedenen Konformationen wechseln (Obika et al. 1997,

Obika et al. 1998). Das Molekul sieht also sterisch gesehen aus wie eine RNA, im
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Gegensatz zu anderen Nukleotiden ohne LNA, in denen die Ribose auch in der
C2’endo Konformation vorliegen kann und somit sterisch einer DNA ahnelt. Zur
besseren Ubersicht zeigt Abbildung 5 den Zuckerteil eines LNA-AODN in der

Sesselkonfiguration.

Abbildung 5: Zuckerteil eines LNA-Oligonukleotids in der Sessel-Konfiguration
In dieser Darstellung ist die rdumliche Anordnung des Moleklls besser zu erkennen. Der hier
abgebildete Zucker liegt in der C3’endo Konformation vor, das C2 liegt mit dem C1 und dem C4

sowie dem Halbacetal-Sauerstoff in einer Ebene. Modifiziert nach (Petersen et al. 2000)

Dies hat zwei Vorteile:

¢ LNA modifizierte AODN haben eine wesentlich grofiere Affinitat zu mRNA
als andere Nukleotide: LNA:RNA Hybride liegen in physiologischer A-Helix
Form vor (Petersen et al. 2000; Petersen et al. 2002).

e LNA modifizierte AODN bewirken weniger Toll-like-Rezeptor-9-vermittelte
Nebeneffekte (siehe Kapitel 4.2), da dieser einzelstrangige DNA-Moleklle
erkennt und die LNAs im Gegensatz zu anderen Nukleotiden auch sterisch
nicht wie eine DNA aussehen (Vollmer et al. 2004).
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1.3.4 Antisense-Oligonukleotide gegen Bcl-2

1.3.4.1 Oblimersen

Seit 1993 hat es Versuche gegeben, die Bcl-2 mRNA als therapeutische
Zielstruktur fur AODN zu verwenden (Kitada et al. 1993). Erste klinische Versuche
mit Patienten mit Bcl-2 positivem Non-Hodgkin Lymphom wurden mit Oblimersen
(G3139) der Firma Genta durchgefuhrt (Waters et al. 2000). Olimersen ist das
erste AODN, das als therapeutische Zielstruktur die ersten 6 Codons des offenen
Leserahmens (engl.: ,open reading frame*®) der Bcl-2 mRNA hat. Es ist 18 Basen
lang, alle Nukleotide haben ein Phosphorothioat-Grundgerust. Die Sequenz ist in

Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide

. Ziel- Lange
Oligomer struktur Sequenz (mer)
SP02996 BC|'2 5,'mCsTSCsCSCSasascsgstsgscsgsmCSmCsa'3, 1 6
SPC280-7 . .

(Obllmersen) BC|'2 5 'tsCstSCsCSCSasgSchsth30393CSCsast'3 1 8
S PC4077 none 5 ,'TsCSASaSmCsAsTstsasGsAsmCstsmCstsTsA'S ’ 1 7
ODNZ2216 TLR-9 5°-gsgsgggacgatcgtcgsgsgsgsgdsg-3° 20

Ein kleingestelltes ,s“ bedeutet, dass dieser Baustein ein Phosphorothioat tragt. GroRbuchstaben
bedeuten, dass der Baustein ein LNA ist. Fett gedruckt sind sich wiederholende CGs (CpG Motive,
siehe 4.2). Ein hochgestelltes m bedeutet, dass das jeweilige Cytosin methyliert ist. Zu erkennen
ist, dass SPC280-7 insgesamt 2 Basen langer ist als SPC2996 und beide bis auf eine Base
sequenzgleich sind. SPC280-7 ist ein Produkt der Firma Santaris, das in Aufbau, Sequenz und
Modifikation Oblimersen der Firma Genta entspricht (Klasa et al. 2002).

Oblimersen tragt 2 CpG-Motive in seiner Sequenz (in der Tabelle durch Fettdruck
hervorgehoben). Diese Motive sind, wie in der Diskussion (Kapitel 4.2) ausfuhrlich
erlautert, Erkennungsmotive fur den Toll-like-Rezeptor-9. In verschiedenen
Arbeiten, auch an CLL-Zellen, konnte in vitro gezeigt werden, dass Oblimersen ein
Agonist fur den Toll-like-Rezeptor-9 ist (Jahrsdorfer et al. 2002).
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Fur Oblimersen wurde bereits 2005 in einer Phase-1 Studie ein antileukamischer
Effekt an CLL Patienten beschrieben (O'Brien et al. 2005); gegenwartig befindet
es sich in der klinischen Phase 3 (O'Brien et al. 2007; O'Brien et al. 2009).

1.3.4.2 SPC2996

.Santaris Pharma Compound 2996“(SPC2996) ist ein AODN der Firma Santaris,
das als therapeutische Zielstruktur ebenfalls die ersten 6 Codons des offenen
Leserahmens der Bcl-2 mRNA hat. Es ist 16 Basen lang, bis auf eine Base
sequenzgleich mit Oblimersen und besitzt ebenfalls zwei CpG-Motive. Im
Unterschied zu diesem verfugt SPC2996 uber insgesamt vier LNA modifizierte
Basen, jeweils zwei an jedem Ende der Sequenz; es ist also ein ,Gapmer”. Die

Sequenz ist in Tabelle 4 dargestellt.

Wie Oblimersen kann auch SPC2996 ohne Hilfe von Transfektionshilfsmitteln
appliziert werden. In verschiedenen Zelllinien wie z. B. der 518 Melanom Zelllinie
konnte eine effektive Herabregulation von Bcl-2-mRNA und -Protein mittels dieser

Methode nachgewiesen werden (Stein et al. 2009).

SPC2996 ist ebenfalls bereits in einer Phase-1 Studie an CLL Patienten
untersucht worden (Durig et al. 2011): 18 CLL-Patienten erhielten maximal 6
Dosen SPC2996 i.v. in verschiedenen Konzentrationen (0,2 — 6 mg/kg Korper-
gewicht). Mittels Genexpressionsanalyse wurde zusatzlich die transkriptionelle
Aktivitat in den CLL-Zellen der Patienten vor und nach der Applikation von
SPC2996 miteinander verglichen.

Bei 30 % der Patienten kam es dosisabhangig zu einer Reduktion der
zirkulierenden CLL-Zellen um mehr als 50 %. Allerdings wurde in keinem
Patienten ein dauerhaftes klinisches Ansprechen auf die Therapie erreicht. In 7
Fallen kam es zu klinisch bedeutsamen Nebenwirkungen: Entzindungsreaktionen,
die sich dosisabhangig in Fieber und schmerzhafter Lymphadenopathie aul3erten.
Ahnliche Ergebnisse hat auch die Phase-1 Studie von Oblimersen ergeben
(O'Brien et al. 2005).

In der Genexpressionsanalyse zeigte sich, dass 24 Stunden nach der SPC2996-
Infusion 466 Gene differentiell reguliert worden waren. Diese Gene lie3en sich

funktionell vorwiegend den Bereichen Zell-Aktivierung, Toll-like-Rezeptor-
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Signalwege und Immunantwort zuordnen. Selbst in der Hochdosisgruppe gab es
allerdings keine Beeinflussung des primaren Endpunktes der Studie, der Bcl-2 m-
RNA-Expression.

In  einem zweiten Teil der Arbeit konnten die Ergebnisse der
Genexpressionsanalysen auf der Proteinebene bestatigt werden: Die Messung der
Toll-like-Rezeptor-Signal-Molekule MIP1-a (CCL3), TNF-a und CCL2 aus dem
Uberstand der Zellen sowohl mittels einer Luminex-Plattform als auch mittels
ELISA ergab eine signifikante Zunahme der Proteinkonzentrationen nach der
Infusion mit SPC2996. Alle beobachteten Effekte waren reversibel (Durig et al.
2011).

Bislang gibt es noch keine veroéffentlichten Arbeiten, in denen in vitro an isolierten
CLL-Zellen untersucht worden ist, ob die beobachteten antileukamischen Effekte
von SPC2996 oder Oblimersen auf einer Beeinflussung der Bcl-2 Expression
und/oder auf anderen Mechanismen beruhen (Jahrsdorfer et al. 2002).

1.4 Fragestellung der Arbeit

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit basiert auf den oben erwahnten
Veroffentlichungen von Ddrig et al., O'Brien et al. und Stein et al. und untersucht,
welche Effekte SPC2996 im Vergleich mit Oblimersen in einer lymphatischen
Zelllinie und in CLL-Zellen in vitro und in einem NOD/SCID Mausmodell zeigt und

in wieweit diese die klinischen Ergebnisse der Phase-1 Studien erklaren konnen.
Im Einzelnen sollen dabei die folgenden drei Fragen beantwortet werden:

1. Regulieren SPC2996 und Oblimersen ihr therapeutisches Zielmolekul, die
Bcl-2 mRNA, in vitro?

2. Welche Nebeneffekte zeigen sich auf zellularer Ebene? Kénnen diese mit

den klinischen Beobachtungen korreliert werden?

3. Welche Erklarung gibt es auf zellularer Ebene fur die klinisch beobachtete
Reduktion der CLL-Zellen im peripheren Blut von mit Anti-Bcl-2 AODN

therapierten Patienten?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tabelle 5: Liste der verwendeten Geréte

Gerat

Hersteller

Autoklav: Systec D-65

Systec, Wettenberg

Cytospin: Cytospin 2

Shandon, Thermo Scientific, Waltham, USA

Durchflusszytometer: BD™ LSRII

Becton Dickinson, San Jose, USA

Elektrophorese: XCell Sure
Lock™ Novex Mini-cell

Invitrogen, Karlsruhe

ELISA Reader: MRX

Dynatech Laboratories, Chantilly, USA

Fluoreszenzmikroskop: Olympus
BX 50

Olympus, Tokio, Japan

Fotokassette Amersham, GE Healthcare, Freiburg
Inkubator Forma, Thermo Scientific, Waltham, USA
Mikroskope:

¢ Invert-Mikroskop Diavert
e Lichtmikroskop

e Leitz (Leica), Wetzlar
e Zeiss, Jena

Nass-Blot System: XCell [I™ Blot
Module

Invitrogen, Karlsruhe

Photometer: Eppendorf Bio,
Photometer Plus

Eppendorf, Hamburg

Riittelschiittler: Vv3

VWR, Darmstadt

Schiittler: Unimax1010

Heidolph, Schwalbach

Sicherheitswerkbank: KL2,
NV440-400E

Nu Aire, Plymouth, USA

Stromgeber: Power Pac 200

BioRad, Minchen

Taumel-Rittelschiittler: RM5

Karl Hecht, Sondheim

Thermocycler: TGradient

Biometra, Géttingen

28




Material und Methoden

Gerat

Hersteller

Thermomixer: Thermomixer
Comfort

Eppendorf, Hamburg

Waagen: EW 4200-2NM, ALJ 220-
4NM

Kern, Balingen

Zentrifugen:

e Centrifuge 5415R

e Allegra 6KR Centrifuge
¢ Rotanta 460R

e Eppendorf, Hamburg
e Beckmann Coulter, Fullerton,USA
e Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

FACS-Rohrchen

BD Biosciences, San Jose, USA

Fertiggele: NUPAGE 4 — 12 % Bis-
Tris Gel

Invitrogen, Karlsruhe

Filme: Amersham Hyperfilm

GE Healthcare, Freiburg

Filter (40 und 100 um)

BD Biosciences, San Jose, USA

Flachbodenplatte (6er, 96er)

BD Biosciences, San Jose, USA

Injektionsnadeln

BD Biosciences, San Jose, USA

Kapillarpipette

Hirschmann, Eberstadt

Neubauer Zahlkammer

Assistent, Sondheim

Objekttrager

Thermo Scientific, Waltham, USA

Reagiergefasse:
e 05ml,1,0ml 1,5ml
e 15 ml, 50 ml: Falcon

e Star Lab, Ahrensburg
e BD Biosciences, San Jose, USA

Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen:Tip One

Star Lab, Ahrensburg

Ep Tips

Eppendorf, Hamburg

Pipettoren (elektronisch)

Hirschmann, Eberstadt
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Material

Hersteller

PVDF Membran

Invitrogen, Karlsruhe

Serologische Pipetten

BD Biosciences, San Jose, USA

Whatman Filter

GE Healthcare, Freiburg

Zellkulturflaschen: 250 ml, 650 ml

Cell Star, Greiner Bio-one, Frickenhausen

2.1.3 Substanzen

2.1.3.1 Chemische Substanzen

Tabelle 7: Liste der verwendeten chemischen Substanzen

Substanz

Hersteller

Aquadest (Ampuwa)

Fresenius Kabi, Bad Homburg

Desoxycholsaure

Sigma, St. Louis, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma, St. Louis, USA

ECL (Enhanced
Chemiluminescence): Amersham™
ECL Plus

GE Healthcare, Freiburg

Entwicklerlosung: Rontgen-
entwicklerkonzentrat

Adefo Chemie, Dietzenbach

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA-Na)

Sigma, St. Louis, USA

Ethanol Riedel de Haen, Seelze

FACS Clean BD Biosciences, San Jose, USA
FACS Flow BD Biosciences, San Jose, USA
FACS Rinse BD Biosciences, San Jose, USA

Ficoll Lymphoprep

Fresenius Kabi, Bad Homburg

Fixiererlosung: Rontgenfixier-
konzentrat

Adefo Chemie, Dietzenbach

Fludarabin (Fludara®)

Medac, Wedel
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Substanz

Hersteller

Foetal calf serum (FCS)

PAA Laboratories, Pasching, A

Hydroxyethylpiperazinethyl-
sulfonat-Natrium (HEPES-Na)

Sigma, St. Louis, USA

LysoTracker®Red DND-99

Invitrogen, Karlsruhe

Isofluran Abbot, Abbot Park, USA
Isopropanol Sigma, St. Louis, USA
Mercaptoethanol BioRad, Munchen
Methanol Sigma, St. Louis, USA
Milchpulver AppliChem, Darmstadt

Natriumazid

Sigma, St. Louis, USA

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma, St. Louis, USA

Natriumchlorid (NaCl)

CabioChem, Darmstadt

Natriumfluorid (NaF)

Sigma, St. Louis, USA

Natriumhydroxid (NaOH)

Sigma, St. Louis, USA

Natriumpyrophosphat (NaPP)

Sigma, St. Louis, USA

Rituximab (MabThera®)

Hoffmann La Roche, Basel, CH

Penicillin/Streptomycin

PAA Laboratories, Pasching, A

Phosphat buffered saline (D-PBS)

Invitrogen, Carlsbad, USA

Platinum Taq DNA-Polymerase

Invitrogen, Carlsbad, USA

Proteaseinhibitor: Roche complete
mini

Hoffmann La Roche, Basel, CH

Salzsaure (HCI)

Merck, Darmstadt

Standard: See Blue Plus 2™

Invitrogen, Karlsruhe

Terralin liquid

Schilke, Norderstedt

Turks-Losung

Merck, Darmstadt

Triton X 100

Sigma, St. Louis, USA
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Substanz

Hersteller

Trypanblau

Sigma, St. Louis, USA

Trypsin-Losung 0,25 %

Invitrogen, Karlsruhe

Tween 20

BioRad, Minchen

2.1.3.2 Losungen und Puffer

Tabelle 8: Liste der verwendeten Lésungen und Puffer

Losung/Puffer

Zusammensetzung

Beladungspuffer

Roti Load™ (Carl Roth, Karlsruhe)

Erythrozyten-Lysepuffer

Pharm Lyse™ ( BD Biosciences, San
Jose, USA)

FACS-Puffer

0,5 % Natriumazid in PBS

Laufpuffer

50 ml NP® MES SDS Running
Buffer 20x

950 ml Ampuwa

Lysepuffer fur Western Blot

25 mM HEPES pH 7,3
0,1 % SDS

0,5 % Desoxycholsaure
1 % Triton X 100

10 mM Na-EDTA

10 mM NaPP

10 mM NaF

125 mM NacCl

Ampuwa

Milch-Lésung

5 % Milchpulver in PBS-T-Ldsung

PBS-T-Losung

0,05 % Tween 20 in PBS

RNA-Lysepuffer

1 % Mercaptoethanol in RLT-Puffer aus
Quiagen RNeasy® Mini Kit

Transfer-Puffer

25 ml NP® Transfer Buffer 20x
50 ml Methanol
950 ml Ampuwa
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2.1.3.3 Antikorper fur Durchflusszytometrie

Tabelle 9: Liste der verwendeten Antikérper fiir Durchflusszytometrie

Antikorper Hersteller

Annexin-V FITC BD Biosciences, San Jose, USA
CDS FITC BD Biosciences, San Jose, USA
CD19 PC-5 Beckmann Coulter, Brea, USA
CD20 FITC BD Biosciences, San Jose, USA
CD40 PE BD Biosciences, San Jose, USA
CD45 APC BD Biosciences, San Jose, USA
DAPI Sigma, St. Louis, USA

2.1.3.4 Antikorper fur Western Blot

Tabelle 10: Liste der verwendeten Antikorper fiir Western Blot

Antikorper Hersteller

B-Aktin (rabbit, anti-human) Cell Signaling, Danvers, USA
Bcl-2 (mouse, anti-human) BD Biosciences, San Jose, USA
Anti-mouse IgG GE Healthcare, Freiburg
Anti-rabbit IgG Cell Signaling, Danvers, USA
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2.1.3.5 Antisense-Oligonukleotide

Tabelle 11: Liste der verwendeten Antisense-Oligonukleotide

Oligonukleotid

Hersteller

Santaris Pharma Compound 2996

Santaris Pharma, Harsholm, DK

Santaris Pharma Compound
2996FAM

Santaris Pharma, Harsholm, DK

Santaris Pharma Compound
280-7

Santaris Pharma, Harsholm, DK

Santaris Pharma Compound 4077

Santaris Pharma, Harsholm, DK

ODN 2216 (TLRgrade™)

Axxora, Lorrach

2.1.3.6 Kits

Tabelle 12: Liste der verwendeten Kits

Kits

Hersteller

Advantage® RT-for-PCR Kit

Clon Tech, Mountain View, USA

BCA™ Protein Assay

Thermo Scientific, Waltham, USA

Qiagen RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden

Quantikine® Human CCL3/MIP-1a

R&D Systems, Minneapolis, USA

Quantikine® Human TNF-
a/TNFSF1A

R&D Systems, Minneapolis, USA

RNase free DNase Set

Qiagen, Hilden

2.1.3.7 Medien

Tabelle 13: Liste der verwendeten Medien

Medium

Hersteller

RPMI-Medium 1640

Gibco©, Carlsbad, USA

IMDM-Medium

Invitrogen, Karlsruhe

HS5-konditioniertes Medium

IMDM-Medium, in dem HS5-Zellen kultiviert
worden sind
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2.1.4 Zelllinien

Als lymphatische Zelllinie wurden MEC-1 Zellen verwendet. Die Zellen dieser
Zelllinie wurden 1993 einem Patienten mit B-CLL entnommen und wuchsen
spontan weiter. Die Zellen zeigen charakteristische Oberflachenmarker der CLL
(hohe Expression von CD19, CD20, CD23, CD40, CD80, CD86) und weisen
Merkmale eines aggressiven Phanotyps auf (unmutierte variable Immunglobulin-
Schwerketten, CD38 positiv); zudem liegt eine 17-p Deletion vor. Wie in den
meisten CLL-Fallen ist Bcl-2 auch in MEC-1 Zellen Uberexprimiert; im Unterschied
zu diesen sind MEC-1 Zellen allerdings CD5-negativ (Stacchini et al. 1999).

Als Stromazelllinie wurden M2-10B4 Zellen verwendet. Dies ist eine adharente
Zelllinie aus murinen Knochenmarksfibroblasten, die eine konfluente Schicht
bilden und in der Lage sind, CLL-Zellen einen Teil ihrer natlrlichen

Mikroumgebung zu ersetzen (Edelmann et al. 2008).

21.5 CLL-Zellen

CLL-Zellen wurden nach vorheriger Einverstandniserklarung aus dem Blut von
Patienten mit B-CLL entnommen, die in der Klinik fur Hamatologie am
Universitatsklinikum Essen behandelt wurden (positives Votum der
Ethikkommission: Referenznummer 04-2459). Tabelle 14 (Kapitel 7.1) zeigt eine
Ubersicht (iber die verwendeten Patientenproben. Es wurde keine
Korrelationsanalyse von Ergebnissen dieser Arbeit mit Patientencharakteristika

(z. B. Binet Stadium, zytogenetische Merkmale) durchgefuhrt.

2.1.6 NOD/SCID Mause

Fur die Fremd-Einpflanzungsexperimente (engl.: ,Xenograft-Experimente) mit
Mausen wurden der Stamm ,NOD.CB17-Prkdcs®“/J* der Firma The Jackson
Laboratory, Maine, USA verwendet. Diese sogenannten NOD/SCID (,Non-obese
diabetic/Severe combined immune deficiency) Mause weisen vor dem
Hintergrund der NOD-Mutation eine schwere Immunschwache (SCID) auf, die
bedingt ist durch einen Defekt in der Neuordnungsfunktion (engl.:

.Rearrangement) der B- und T-Zell-Rezeptoren. Dies flhrt dazu, dass von den
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Tieren keine funktionalen T- und B-Lymphozyten hergestellt werden kdnnen und
lymphatische Organe wie z. B. Thymus und Lymphknoten sehr klein ausgebildet
sind (Custer et al. 1985). Sie besitzen allerdings eine intakte hamatopoetische
Mikroumgebung und sind dadurch gut geeignet fur das Einpflanzen (engl.:
.Engraftment®) von CLL-Zellen (Durig et al. 2007).

Die Tierhaltung und Zucht wurde in den Raumen des Zentralen Tierlabors (ZTL)
des Universitatsklinikums Essen durchgefuhrt (Genehmigung fur den Tierversuch:
G 1124/10 — AZ: 87 — 51.04.2010.A133). Im ZTL herrschen standardisierte
Versuchsbedingungen durch kontrollierte Umweltbedingungen. Die Tiere wurden
unter sterilen und klimatisierten Bedingungen gehalten, die Raumtemperatur
betrug 20 - 24° C, die Luftfeuchtigkeit 55 + 5 % und die Fltterung erfolgte mit
sterilisiertem Wasser und Trockenfutter. Der Lichtwechsel war den endogenen
zirkadianen Rhythmen der Tiere angepasst. Fur die Versuche wurden Tiere
beiden Geschlechts im Alter zwischen acht und finfzehn Wochen verwendet.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Isolierung von CLL-Zellen aus Patientenblut

Patientenblut wurde 1:1 mit PBS verdinnt, vorsichtig auf etwa dasselbe Volumen
Ficolf®  (Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer) pipettiert und mit 1.000
Umdrehungen pro Minute 10 Minuten lang ohne Bremse abzentrifugiert. Dies fuhrt
zu einer Auftrennung der einzelnen Zelltypen und Blutbestandteile anhand der
Dichte: Ficoll® hat eine hohere Dichte als PBS und Plasma und befindet sich
unten im Falcon, zusammen mit gréoReren Zellen und auch den Erythrozyten; tUber
dem Ficoll® befindet sich die wassrige Phase, die aus PBS, Plasma und kleineren
Zellbestandteilen besteht. Zwischen beiden Phasen (Interphase) befinden sich die
mononukledaren Zellen, zu denen auch die Lymphozyten gehoren. Durch
vorsichtiges Abpipettieren konnen diese separiert werden. Durch Waschen mit
PBS und anschlieRender Zentrifugation wurden die Zellen gereinigt. AnschlieRend
wurde Erythrozyten-Lysepuffer dazugegeben, zwei - funf Minuten inkubiert, mit
PBS verdunnt und zentrifugiert, um eventuell noch vorhandene Erythrozyten zu
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entfernen. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen in Medium
aufgenommen. Mittels durchflusszytometrischer Analyse konnte gezeigt werden,
dass die Zellsuspension in der Regel mehr als 90 % CLL-Zellen und weniger als

10 % T-Lymphozyten enthalt.

2.2.1.2 Umgang mit den Zelllinien MEC-1 und M2-10B4

Die Zellinie MEC-1 wurde in IMDM-Medium mit 10 % FCS und
Penicillin/Streptomycin - Zusatz bei 37° C und 5 % CO; inkubiert. Im Abstand von
48 Stunden wurden die Zellen aufgeteilt bzw. passagiert.

Die Zelllinie M2-10B4 wurde in demselben Medium unter denselben Bedingungen
inkubiert bzw. aufgeteilt oder passagiert. Da diese Zelllinie adharent ist, mussten
die Zellen vor der Aufteilung bzw. dem Passagieren mit Trypsin behandelt werden.
Dazu wurde das Medium in der Zellkulturflasche abgenommen und 10 ml Trypsin
fur 5 Minuten auf die Zellen gegeben, die Flasche dabei leicht geschwenkt.
Danach wurden die nun abgeldsten Zellen einmal mit PBS gewaschen und wieder

in Medium aufgenommen.

2.2.1.3 Zellzahl- und Viabilitatsbestimmung mit einer Neubauer Zahlkammer
Mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer kann die Anzahl an Zellen in einer
Suspension gezahlt werden. Eine Neubauer Zahlkammer ist eine 30 x 80 mm
grol3e Glasplatte mit einer Mittelflache, in die definierte, durch Linien getrennte,
quadratische Vertiefungen eingeatzt sind (Zahlflache); die gesamte Zahlflache
bestent aus vier Quadraten mit jeweils 16 Zahlfeldern. Legt man ein planes
Deckglaschen uber die ganze Zahlflache, entsteht ein Raum mit einem
bestimmten, definierten Volumen (in der Regel 1 ul). Durch vorsichtiges seitliches
Aufpipettieren wird genau dieses Volumen der zu zahlenden Suspension durch
Kapillarkrafte in diesen Raum gesaugt. Unter dem Lichtmikroskop kann die Anzahl
der Zellen pro quadratischer Vertiefung gezahlt werden. Anhand der folgenden

Formel wird die Anzahl der Zellen pro ml errechnet.
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X [Zellen/ml] = A x Verd. x 1000

X = Zellen pro ml Suspension
A = Zahlergebnis (Mittelwert aus vier Quadraten)
Verd. = Faktor der Verdunnung mit Farbelésung, z. B. 10 bei einer 1:10 Verdinnung

1000 ergibt sich als Faktor aus der Hochrechnung von 1 pl Volumen in der Kammer auf einen ml

2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl mit Tiirks-Losung

Tarks-Losung ist eine Farbelésung, die den Vorteil bietet, dass die darin
enthaltene Essigsaure kleinere Mengen an Erythrozyten hamolysieren kann. Die
Lymphozyten dagegen werden schwach violett angefarbt und konnen im

Lichtmikroskop gezahlt werden.

2.2.1.5 Bestimmung der Viabilitat mit Trypan Blau Losung

Trypan Blau ist ein anionischer blauer Azofarbstoff. Er kann in tote Zellen
gelangen und diese dunkelblau anfarben. Er wird von lebenden Zellen nicht
aufgenommen, so dass diese hell erscheinen. Aufgrund dessen kdnnen mit dieser

Farbung lebende und tote Zellen unterschieden werden.

2.2.2 Inkubation der Zellen

CLL-Zellen wurden in RPMI-Medium mit 10 % FCS und Penicillin/Streptomycin-
Zusatz aufgenommen, in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt und in der Dichte
1,5 x 10%/ml in 250 ml (insgesamt 10 ml Suspension) oder 650 ml (insgesamt 50

ml Suspension) Zellkulturflaschen ausgesat.

AODN wurden in physiologischer Kochsalzlésung geldst und steril filtriert. Von den
sterilen Losungen wurden die entsprechenden Volumina zu den Zellsuspensionen
gegeben, so dass eine Konzentration von 10 yM resultierte. Als Leerkontrolle
wurde die entsprechende Menge physiologischer Kochsalzldsung verwendet. Als
Negativkontrolle diente ein AODN (SPC4077), welches zwar die gleichen
Nukleotide enthalt wie SPC2996, aber in veranderter Reihenfolge (engl.:
~Scrambled control). Als Positivkontrolle fur Versuche, die eine Toll-like-Rezeptor-

9 Stimulierung beinhalten, wurde der Toll-like-Rezeptor-9 Agonist ODN2216

38



Material und Methoden

verwendet; dieser allerdings (aufgrund der limitierten Menge) nur in der
Konzentration 2 pyM. Negativ- und Positivkontrolle sind nicht in allen Versuchen
verwendet worden. Das Purinanalogon Fludarabin ist in den entsprechenden
Versuchen in den Konzentrationen 10 — 100 yM verwendet worden und der gegen

CD20 gerichtete monoklonale Antikorper Rituximab in der Konzentration 10 yM.

Anschlielend wurden die Zellen im Inkubator bei 37° C und 5 % CO; zwischen 4
Stunden und 5 Tagen inkubiert. Unmittelbar anschlieRend erfolgte die Ernte. MEC-
1 Zellen wurden in IMDM-Medium mit 10 % FCS und Penicillin/Streptomycin-
Zusatz in einer Dichte von 3 x 10°ml Zellen analog der CLL ausgesit und
geerntet.

2.2.3 NOD/SCID Xenograft Mausmodell

FUr die Xenograft-Experimente wurden die NOD/SCID Mause zunachst sublethal
(3,0 — 3,25 Gy) bestrahlt, um die Anzahl an eventuell vorhandenen Immunzellen,
die ein effektives Engraftment verhindern kdnnten, zu minimieren. CLL-Zellen
wurden, wie in Kapitel 2.2.1.1 beschrieben, aus dem Blut des Patienten isoliert;
allerdings wurde keine Lyse der Erythrozyten vorgenommen und die Zellen
wurden in RPMI-Medium ohne FCS-Zusatz aufgenommen. Unmittelbar im
Anschluss daran wurden den Mausen 5 x 10’ CLL-Zellen in ca. 100 pl Medium in
die Schwanzvene injiziert. Sofort danach wurden entweder die Oligonukleotide
SPC2996, SPC280-7 oder SPC4077 in der Konzentration 50 mg/kg Kérpergewicht
(ca. 1,375 mg pro Maus bei einem mittleren Kérpergewicht einer Maus von 27,5 g;
das entspricht ca. 137 pl einer Stammlosung von 10 mg/ml) oder dasselbe
Volumen physiologischer Kochsalzlésung intravends appliziert. Nach 4 Stunden
wurden den zuvor mittels Isofluran betdubten Mausen durch Dekapitation
mindestens 300 pl Blut, die Ober- und Unterschenkelknochen sowie die Milz
entnommen. Das Blut wurde mit kaltem PBS gewaschen und die Erythrozyten mit
Erythrozyten-Lysepuffer entfernt. Die Milz wurde gewogen, zerkleinert und durch
einen Filter gedrickt; durch Zusatz von Medium wurde eine Suspension
hergestellt und diese mit kaltem PBS gewaschen. Die Oberschenkelknochen
wurden gereinigt, anschlieBend das Knochenmark herausgespult, in Medium

suspendiert, durch einen Filter gedrickt und mit kaltem PBS gewaschen. Die
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Lymphozyten sowohl aus dem Blut als auch aus dem Knochenmark und der Milz
wurden jeweils mit Trypan Blau wie in Kapitel 2.2.1.5 beschrieben in einer
Neubauerkammer gezahlt und durchflusszytometrisch, wie in Kapitel 2.2.6

dargestellt, analysiert.

2.2.4 Real time PCR
Die Expression der Bcl-2 mRNA wurde mittels quantitativer Echtzeit- (engl.: ,Real
time“) RT-PCR analysiert.

2.2.4.1 RNA Isolierung aus Zellen

Zunachst wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert. Dazu wurden ca. 1 x 10’
Zellen der mit Oligonukleotiden oder Kontrolle vorbehandelten Zellen entnommen,
und mit RNA-Lysepuffer versetzt. Dieser Puffer enthalt unter anderem
Guanidiniumisothiocyanat, welches starke denaturierende Eigenschaften besitzt
und dadurch in der Lage ist, RNasen zu inaktivieren. Mercaptoethanol wirkt durch
seine Fahigkeit, Disulfidbricken zu l6sen, ebenfalls denaturierend. Nach diesem

Schritt wurden die Proben bei -80° C eingefroren.

Nach dem Auftauen wurde Ethanol 70 % dazugegeben, das Ganze in eine
RNeasy® lonenaustauschersaule udberfuhrt und kurz abzentrifugiert; der
Durchfluss wurde verworfen. Durch die Ethanolzugabe fallt die RNA aus und bleibt
wahrend der Zentrifugation im Gegensatz zu anderen Zellbestandteilen an der
Silikatbeschichtung der Saule haften. Anschliel’iend wurde die Saule gewaschen,
mit einem DNase-Mix (RNase free DNase Set) versetzt und bei Raumtemperatur
inkubiert; dadurch wurden eventuell noch vorhandene DNA-Verunreinigungen
entfernt. Nach mehreren Waschschritten wurde die Saule mit 40 yl RNase-freiem

Wasser versetzt und die RNA dadurch eluiert.

Die Konzentration an vorhandener Gesamt-RNA und die Konzentration an
eventuell vorhandener, verunreinigender Proteine wurde mittels UV-VIS-
Spektroskopie gemessen. Fur die RNA-Isolierung wurden das Protokoll, die

Materialien und die Puffer des Qiagen RNeasy® Mini Kits verwendet.
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2.2.4.2 cDNA Generierung

Im nachsten Schritt wurde innerhalb der isolierten Gesamt-RNA mit Hilfe von
Reversen Transkriptasen (RT) selektiv die ,messenger-RNA (mRNA) in
,complementary*-DNA (cDNA) umgeschrieben und vervielfaltigt. Die Synthese
folgte dabei dem allgemeinen Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion (engl.:
.Polymerase Chain Reaction”, PCR). Die PCR ist ein Amplifikationsverfahren, mit
der eine beliebige DNA-Sequenz exponentiell vervielfaltigt werden kann; das

Verfahren kann in drei Schritte unterteilt werden:

Im ersten Schritt erfolgt eine Denaturierung der vorliegenden DNA Doppelhelices
bei 95° C. Nach der Trennung der beiden Strange lagern sich im zweiten Schritt
bei einer Temperatur zwischen 50° C und 60° C spezifische Oligonukleotide (engl.:
,Primer®) an die Einzelstrange an (engl.: ,annealing). Durch diese Hybridisierung
wird der Startpunkt der Synthese fur das DNA-replizierende Enzym und damit fur
den zu amplifizierenden Bereich festgelegt. Im letzten Schritt erfolgt die
sogenannte Elongation (Verlangerung) bei 72° C, die eigentliche Synthese eines
neuen Doppelstranges mit Hilfe einer thermostabilen Tag-Polymerase (Thermus
aquaticus-Polymerase); diese katalysiert den Einbau der zugegebenen Nukleotide
(dNTPs, Desoxyribonukleosid 5 Triphosphate). Denaturierung, Annealing und
Elongation werden zyklisch wiederholt. Das fuhrt jeweils zu einer Verdopplung der
vorhanden DNA, bei zyklischer Wiederholung also zu einer exponentiellen

Vervielfaltigung.

Abweichend von der normalen PCR liegt bei der Generierung von cDNA RNA als
Matrize vor, die in DNA umgeschrieben werden muss. Fur das selektive
Vervielfaltigen der mRNA werden zunachst sogenannte Oligo-dT Primer bendtigt;
durch Erhitzen auf 70° C und anschlielendes Abkuhlen hybridisieren diese mit
dem Poly-A Terminus der mRNA und bilden dabei RNA-DNA Duplexe.
AnschlieBend wird ein Mix aus Reverser Transkriptase, dNTPs und
rekombinanten RNase-Inhibitoren hinzugegeben. Die Reverse Transkriptase
stammt urspringlich aus einem Retrovirus und ist eine katalysierende RNA-
abhangige Polymerase, die gleichzeitig eine RNase H-Aktivitat besitzt und daher
DNA-RNA-Duplexe abbauen kann. Der Ansatz wird fur eine Stunde in einen
Thermozykler (engl.: ,Thermocycler®) gegeben, in dem die weitere Amplifizierung
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wie oben beschrieben stattfindet. Fur die Generierung der cDNA wurde das
Advantage®RT-for-PCR Kit der Firma ClonTech nach Herstellerangaben

verwendet.

2.2.4.3 Real time PCR

Der quantitative Nachweis der Bcl-2 mRNA Expression wurde mittels real time RT
PCR (Applied Biosystems TagMan® Assay) im BioChip-Labor des IFZ (Institut fiir
Zellbiologie; Priv.-Doz. Dr. Ludger Klein-Hitpass) am Universitatsklinikum Essen
durchgefuhrt.

Bei der RT-PCR handelt es sich um eine Methode, bei der cDNA amplifiziert und
gleichzeitig quantifiziert werden kann. Fur die Quantifizierung setzt man die
Expression eines bekannten sogenannten Haushaltsgens (engl.: ,house keeping”
Gens) in Relation zu der Expression des zu betrachtenden Gens, in diesem Fall
das Bcl-2-Gen. House keeping Gene zeichnen sich Uber alle Zelltypen hinweg
durch eine konstante Expression aus; in der Regel sind es Gene, die fir das
Wachstum und Uberleben von Zellen essentiell sind. Hier wurde das Gen fir
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Als Leer-
kontrolle wurde immer ein Ansatz ohne DNA mitgefuhrt; von jeder Probe wurden
Tripletts gemessen.

Der TagMan® Assay ist eine PCR, bei der zusatzlich zu den oben genannten
Bestandteilen eine Sonde hinzugegeben wird. Diese Sonde ist selbst ein
Oligonukleotid, dessen 5°-Ende mit einem Fluorochrom verbunden ist und
zusammen mit den Primern an die DNA des jeweiligen Zielgens hybridisiert. Das
3’-Ende der Sonde ist mit einem Rhodamin-Derivat besetzt, das eine
Fluoreszenzldschungsfunktion (engl.: ,quencher®) besitzt und durch einen
Phosphatrest blockiert wird. Wenn das Fluorochrom der intakten Sonde bei einer
Wellenlange von 488 nm angeregt wird, unterdrickt der Quencher aufgrund der
raumlichen Nahe zum Fluorochrom durch einen Fluoreszenz-Energietransfer
(FET) die Anregung und es kommt zu keiner Emission eines Lichtsignals.
Wahrend der Elongation trifft nun die Tag-Polymerase auf die Sonde und
verdrangt sie. Da sie eine Exonukleaseaktivitat besitzt, ist sie in der Lage, diese

dabei zu zerschneiden. Dadurch wird der Quencher von der Sonde getrennt und
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der FET unterbrochen. Somit kommt es nun bei einer Anregung zur Fluoreszenz.
Freie, nicht hybridisierte Sonden werden von der Taqg-Polymerase nicht
geschnitten, so dass das emittierte Lichtsignal nur von verdrangten Sonden

kommt und daher proportional zum Vorhandensein des Zielgens ist.

Gemessen wird, ab welchem Replikationszyklus das Fluoreszenzsignal einen
bestimmten Schwellenwert GUberschreitet. Man bezeichnet diesen Wert als Ct-Wert
(engl.: ,cycle threshold®). Zur relativen Quantifizierung wird von diesem Ct-Wert
derjenige der endogen GAPDH-Kontrolle abgezogen. Der resultierende Wert wird
als Delta-Ct Wert bezeichnet. Die Delta-Ct Werte dricken die Ergebnisse der
MRNA Expression des zu betrachtenden Zielgens (Bcl-2) aus. Dabei steht der
Delta-Ct Wert in umgekehrt proportionalem Verhaltnis zur Expression des Gens:

Je kleiner der Delta-Ct Wert ist, desto mehr wurde von diesem Gen exprimiert.

2.2.5 Western Blot

Fir die Analyse der Bcl-2 Expression auf Proteinebene wurden die zu erntenden
Zellen zunachst lysiert, die Proteine mittels einer Gelelektrophorese aufgetrennt
und anschlieend ein Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Membran
vorgenommen (engl: ,Western Blot“). Zum Schluss wurden die Proteine

visualisiert.

2.2.5.1 Proteinlyse

Unmittelbar im Anschluss an die Ernte wurden die Zellen lysiert. Dazu wurde das
Medium komplett abgesaugt, die Zellen in flussigem Stickstoff schockgefroren
(engl.: ,snap freeze®) und anschlielend bei -80° C bis zur eigentlichen Lyse

gelagert.

FiUr diese wurde zunachst der Lysepuffer hergestellt. Dazu wurden 2,5 ml vorher
hergestellter RIPA-Puffer (2X) mit 2,5 ml PBS und einer halben Tablette Roche
Protease Inhibitor Complete mini versetzt. Je nach Menge der Zellen in der Probe
wurden zwischen 50 ul und 150 pl Lysepuffer auf die noch gefrorenen Proben
gegeben und das Pellet durch haufiges Auf- und Abziehen der Pipette in dem
Puffer aufgetaut. Anschliefend wurden die Proben 5 Minuten auf Eis inkubiert und
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danach 7 Minuten bei 4° C und 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand, in dem
sich die gelosten Proteine befanden, wurde abgenommen und das Pellet
verworfen. Aus diesem Uberstand wurden 20 ul fiir die Gesamtproteinbestimmung
(BCA-Assay, siehe Kapitel 2.2.5.2) enthommen und der Rest (33 % der noch
vorhandenen Restmenge an Lysepuffer, also 10 pl — 43,3 pl) mit Rotiload®
Ladepuffer versetzt und 5 Minuten auf 95° C erhitzt. Der Ladepuffer enthalt
B-Mercaptoethanol zum Ldsen von Disulfid-Bricken und Glycerol zum
Beschweren der Probe sowie einen blauen Farbstoff. Durch das Erhitzen
schlieRlich liegen die Proteine linear vor. AnschlieBend wurden die so
vorbereiteten Proben bei -20° C eingefroren.

2.2.5.2 Proteinbestimmung: BCA Assay
Wie in Kapitel 2.2.5.1 beschrieben wurden 2 x 10 pl der lysierten Proteine fur die

Bestimmung der Gesamtproteinmenge der Probe entnommen.

Der BCA-Assay nutzt die Eigenschaft von Proteinen, in alkalischem Milieu Cu®* zu
Cu' zu reduzieren (Biuret-Reaktion). Cu'* wiederum reagiert mit Bicinchonin-
saure (engl.: ,Bicinchonic acid”, BCA) quantitativ zu einem Chelatkomplex, der
violett gefarbt ist und mit einem UV-VIS Plattenspektrometer bei einer Wellenlange
von 562 nm detektiert werden kann. In dieser Arbeit wurde der BCA Protein Assay

der Firma Pierce nach Herstellerangaben verwendet.

2.2.5.3 Western Blot: Gelelektrophorese und Blotting
Im Anschluss wurde das Gesamtprotein elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu

wurde eine diskontinuierliche Gelelektrophorese durchgefihrt.

Proteine unterscheiden sich anhand ihrer GroRe und, bei gegebenem pH-Wert,
anhand ihrer Nettoladung (Uberschuss an positiver oder negativer Ladung an den
Aminosauren). In einem elektrischen Feld wandern die Proteine entsprechend
ihrer Ladung zu einer der beiden Elektroden (Elektrophorese), z. B. wandern netto
negativ geladene Proteine zur Anode. Dieses Prinzip macht sich die SDS-
Gelelektrophorese zu Nutze. Dabei wird ein Polyacrylamid-Gel mit dem stark

anionischen Detergens SDS (Natriumdodecylsulfat, engl.: ,Sodiumdodecylsulfate*)
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versetzt. Dies bewirkt, dass die Proteine, die elektrophoretisch getrennt werden
sollen, alle netto gleichstark negativ geladen sind und daher nur anhand ihrer
Molekulgrofie aufgetrennt werden. Bei einem gegebenen Vernetzungsgrad des
Polyacrylamid-Gels wandern kleine Proteine schneller durch das Gel als groRe
Proteine; mittels eines mitlaufenden Markers mit Proteinen bekannter Grof3e kann
so die MolekulgroRRe der aufgetrennten Proteine anhand ihrer Wanderungsstrecke
abgeschatzt werden. Fir die vorliegende Arbeit wurde das Prinzip der
diskontinuierlichen SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) nach
Laemmli angewendet. Hierbei durchlauft das Proteingemisch zunachst ein
sogenanntes Sammelgel, wo es zu einer scharfen Bande verdichtet und fokussiert
wird. Danach wandert es in das eigentliche Trenngel, wo es zur Auftrennung
anhand der MolekiilgroBe kommt. Fiir diese Arbeit wurde das Xcell SureLock™
Mini-Cell System von Invitrogen mit den NUPAGE 4 - 12 % Bis-Tris SDS-Page
Gelen (1 mm x 10 well) und dem NP MES SDS Running Puffer der Firma

Invitrogen nach Herstellerangaben benutzt.

AnschlielRend erfolgte der eigentliche Transfer der Proteine auf eine Membran
(engl.: ,Blot").

Bei dem hier angewendeten Nassblot-Verfahren (engl.: ,Wet Blot*) werden
Proteine innerhalb einer Pufferlosung aus einem Gel auf eine Membran, hier eine
PVDF (Polyvinylidendifluorid) -Membran gebracht. Dies geschieht ebenfalls durch
das Anlegen einer Spannung, so dass die immer noch negativ geladenen Proteine
nun hinaus aus dem Gel in Richtung Anode die Membran passieren und auf ihr
haften bleiben. Fur die vorliegende Arbeit wurde das Xcell ™ Blot Module mit
dem NP® Transferpuffer und der PVDF-Membran der Firma Invitrogen nach

Herstellerangaben verwendet.

2.2.5.4 Proteindetektion
Im letzten Schritt wurden die auf der Membran fixierten Proteine in einer Antigen-

Antikorper-Reaktion markiert und detektiert.

Dazu wurden zunachst die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran mit
einer Milchlésung geblockt. Danach wurde die Membran mit dem gewulnschten

Primarantikérper (Anti-Bcl-2 oder Anti-B-Aktin) inkubiert, anschlieliend mit einem
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Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish peroxidase, HRP) -konjugierten
Sekundarantikorper, der gegen die Spezies des Primarantikorpers (Maus oder
Kaninchen) gerichtet war. In einer Schale, in der unmittelbar zuvor ein
Wasserstoffperoxid-haltiger Puffer und Luminol (enzymatische Chemo-
lumineszenz-Losungen, ECL-Reagenzien) zu gleichen Anteilen miteinander
vermischt worden waren, wurde die Membran kurz geschwenkt; die
Meerrettichperoxidase katalysierte dabei die Oxidation von Luminol zu einem
lumineszierenden (Licht-emittierenden) Produkt. Die Membran wurde in
Frischhaltefolie gegeben und in eine Fotokassette eingelegt. In einer
Dunkelkammer wurden die Lichtsignale auf Filme Uberfuhrt und diese entwickelt.
Anhand des Grdlienstandards konnten die nun sichtbaren Banden ausgewertet

und zugeordnet werden.

2.2.6 Durchflusszytometrie

Mit einem Durchflusszytometer kdnnen Zellen einer Zellpopulation unbekannter
Zusammensetzung nach ihrer Grofle und Granularitdt in  verschiedene
Subpopulationen unterschieden werden. Des Weiteren kdnnen Zellen in diesen
Subpopulationen mittels Fluorochrom-gebundener Antikorper markiert und
analysiert werden. FiUr die vorliegende Arbeit wurde das Durchflusszytometer
BD™LSRII (BD Biosciences) verwendet, um zum einen Viabilitat, Apoptose und
Zelltod, zum anderen die Expression verschiedener Molekile auf den

Zelloberflachen zu ermitteln.

Aus einer Zellsuspension heraus werden Zellen einzeln durch eine enge Kapillare
gezogen und gelangen als laminarer Strom in die Messkuvette. Dort trifft ein Laser
auf die Zellen und das zuvor monochromatische, fokussierte Licht des Lasers wird
gebeugt und gebrochen. Das gestreute Licht wird mit Hilfe verschiedener
Detektoren aufgefangen, gefiltert und analysiert. Das Vorwartsstreulicht (engl.:
.Forward Scatter”, FSC) ist dabei das Mal fur die Beugung des Lichtes, welche
vom Volumen der Zelle abhangt; das Seitwartsstreulicht (engl.: Sideward Scatter,
SSC) ist dagegen ein Mal} fur die Brechung des Lichtes und ist abhangig von der
Oberflache und Granularitat der Zellen.
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Tragt man FSC gegen SSC in einem Diagramm auf, erhalt man z. B. bei der
Analyse von Zellen des Blutes verschiedene Populationen (Lymphozyten,
Monozyten, Granulozyten), die bereits in einer Punkte-Darstellung (engl.: ,Dot
Plot“) anhand ihrer Grofe und Granularitat voneinander unterschieden werden
konnen. Abbildung 6 zeigt eine FSC/SSC Punkte-Darstellung humaner Blutzellen.

SSC

FSC
Abbildung 6: FSC/SSC Punkte-Darstellung der Signale von humanen Blutzellen

Die Signale der sehr kleinen Zellen befinden sich naher zum Schnittpunkt der X- mit der Y-Achse.
Je starker das FSC-Signal, desto groRer ist die detektierte Zelle; je starker das SSC Signal, desto
granularer ist die Zelle. Es sind drei verschiedene Populationen zu erkennen: Innerhalb des
gezeichneten Kastens die Lymphozyten, etwas dariber die Monozyten, und die gréRere

Population am oberen rechten Rand sind die Granulozyten. Abbildung aus: BD Biosciences 2010.

Zusatzlich kann durch vorherige Inkubation mit Antikérpern, an die verschiedene
Fluorochrome konjugiert sind, die ausgewahlte Zellpopulation weiter analysiert
werden. Die Antikorper binden in einer Antigen-Antikdrper-Reaktion spezifisch an
die ausgewahlte Zielstruktur entweder auf der Oberflache der Zellen oder, im Falle
einer intrazellularen Farbung, innerhalb der Zellen. In der Messkuvette treffen
insgesamt drei Laser auf die einzelne Zelle: Ein blauer Argonionenlaser (Coherent
SaphireTM), ein roter Helium-Neon-Laser (JDS Uniphase 1344P) und ein violetter
Laser (Coherent Radius™405). Die Laser haben jeweils eine bestimmte
Wellenlange und konnen damit die Fluorochrome, die an die Antikdrper gebunden
sind, anregen (engl. .excitation®). Die angeregten Fluorochrome emittieren das
Licht wiederum in einem flr sie charakteristischen Wellenlangenbereich. Das Licht

wird mittels verschiedener Detektoren aufgefangen, gefiltert und analysiert.
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Als Fluorochrome wurden in der vorliegenden Arbeit Fluoresceinisothiocyanat
(FITC), Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin (APC), Peridin-Chlorophyll-Protein
Cyanin-5 (PC-5) und 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in den von den

Herstellern empfohlenen Konzentrationen und Farbungsvorschriften verwendet.

Die Analyse und Auswertung der Versuche wurde mit der BD FACSDiva™

Software durchgeflhrt.

2.2.6.1 Auswertung der Oberflachenfarbung
Um das Ausmall der Hochregulation von Aktivierungsmarkern auf den
Zelloberflachen der CLL-Zellen nach der Behandlung mit den Oligonukleotiden zu

untersuchen, wurde die Expression von CD20 und CD40 untersucht.

Zunachst wurde im FSC/SSC Dot-Plot die Lymphozytenpopulation
eingeschlossen. Von dieser Population wurde ein CD19/CD5 Dot-Plot erstellt und
die Population, die CD5- und CD19-positiv war, umschlossen (CLL-Zellen).
Innerhalb dieser ausgewahlten Population wurden sowohl die Verteilung der
CD20- als auch der CD40-Farbung in einem Histogramm-Plot dargestellt und der
Mittelwert der Fluoreszenzintensitat (FI) mit Hilfe der BD FACS DIVA™ Software

bestimmt.

Um das Vorhandensein von humanen CLL-Zellen im Blut, im Knochenmark und in
der Milz der NOD/SCID Mause zu untersuchen wurde ebenfalls zunachst ein
FSC/SSC Dot-Plot erstellt und der ungefahre Bereich der humanen Lymphozyten
eingegrenzt. Innerhalb dieses Bereiches wurde ein Histogramm-Plot mit dem
Oberflachenmarker fur humane Zellen, CD45 erstellt. Die CD45-positive
Kurvenspitze bezeichnet die Population der humanen Zellen. Innerhalb dieser
Population wurde ein CD5/CD19-Dot-Plot erstellt und daraus die CD5/CD19-
positive Population (CLL-Zellen) ermittelt. Zum einen wurde damit die Anzahl der
humanen CLL-Zellen pro 100.000 gemessener Zellen des Blutes bzw. des
Knochenmarks gezahlt, zum anderen wurde der prozentuale Anteil der humanen
CLL-Zellen ins Verhaltnis zu der Gesamtzellzahl in der Milz gesetzt und somit die

absolute Anzahl CLL-Zellen in der Milz einer Maus ermittelt.
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2.2.6.2 Auswertung des Annexin-V Assay zur Bestimmung der Viabilitat

Um das Ausmald der Apoptose und des Zellsterbens zu ermitteln, wurde ein
Annexin-V Assay verwendet. Zunachst wurde im FSC/SSC Dot-Plot die
Lymphozytenpopulation umschlossen. Von dieser Population wurde ein
CD19/CD5 Dot-Plot erstellt und die Population, die CD5- und CD19-positiv war,
eingeschlossen (CLL-Zellen). Anschliefend wurde von dieser Population ein Dot-
Plot erstellt, in dem Annexin-V (X-Achse) gegen DAPI (Y-Achse) aufgetragen
wurde. Die Population unten links im Plot ist dabei die Annexin-V- und DAPI-
ungefarbte Population; diese Zellen leben. Die Population rechts unten beschreibt
die Zellen, die zwar noch am Leben sind, aber schon in Apoptose ubergehen. Die
Population rechts oben schlielllich beschreibt die Zellen, die durch Apoptose
gestorben sind und in die DAPI als DNA-interkalierende Substanz aufgrund nicht
mehr intakter Zellwande eindringen konnte. Eine sehr kleine, wenn uberhaupt
vorhandene Population links oben beschreibt die nekrotischen Zellen. Der
prozentuale Anteil jeder Population wurde mit Hilfe der BD FACS DIVA™Software

ermittelt.

2.2.7 ELISA
Die Sekretion der Zytokine CCL3 (MIP-1a) und TNF-a in den Uberstand der Zellen
ist mittels ,Enyme-linked Immunoabsorbant Assay“ (ELISA) nachgewiesen

worden.

ELISA ist ein Nachweisverfahren fur Proteine in LOosungen, das auf einer Antigen-
Antikorper-Reaktion beruht. Die zu untersuchende Losung wird dazu in
Vertiefungen eingeflllt, die mit einem spezifischen Antikdrper gegen das
nachzuweisende Protein (hier: CCL3 oder TNF-a) beschichtet sind und inkubiert.
Nach der Inkubationszeit werden die Vertiefungen geleert, ausgewaschen und ein
zweiter spezifischer Antikdrper dazugegeben. Dieser ist mit einer
Meerrettichperoxidase (engl.: ,horseradish peroxidase®) konjugiert und bindet an
die Proteine, die auf dem Boden der Vertiefungen an den ersten Antikorper
gebunden vorliegen (engl.: ,Sandwich“Prinzip). Nach erneutem Waschen wird
eine Substratlosung hinzugegeben und inkubiert. Die Meerrettichperoxidase

reagiet mit dem chromogenen Substrat, Wasserstoffperoxid und
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Tetramethylbenzidin, und es bildet sich ein blauer Farbstoff. Die Reaktion wird
nach einem bestimmten Zeitpunkt durch Zugabe von Schwefelsdure gestoppt und
es kommt zu einem Farbumschlag von blau nach gelb. Die Intensitat der gelben
Farbe ist proportional zur Konzentration des nachzuweisenden Molekuls und die
Absorption kann innerhalb von 30 Minuten bei einer Wellenlange von 450 nm mit
einem UV-VIS Plattenspektrometer gemessen werden. Fur diese Arbeit wurden
das Protokoll und die Materialien und Puffer der Kits Quantikine® Human
CCL3/MIP-1a bzw. Quantikine® Human TNF-a/TNFSF1A der Firma R&D Systems

nach Herstellerangaben verwendet.

Zur Auswertung wurde anhand der Absorptionen der Standards eine
Standardkurve erstellt und Uber die Absorption der einzelnen Bedingung die

jeweilige Konzentration ermittelt.

2.2.8 Assay zur Bestimmung der Adhasion an Stromazellen

Um die Bindungsfahigkeiten von CLL-Zellen an eine Stroma-Zellschicht zu
erfassen, wurde ein Adhasionsassay durchgefiihrt. 1 x 10° M2-10B4 Zellen
wurden jeweils in eine Vertiefung einer Platte mit sechs Vertiefungen ausgesat
und mindestens 12 Stunden inkubiert. In dieser Zeit bildeten die Zellen eine
konfluente Monoschicht am Boden der Vertiefungen, was mittels Lichtmikroskop
kontrolliert wurde. Anschlielend wurde das Medium abgenommen, die
Stromazellen vorsichtig mit CLL-Zellen (5 x 10° in 3 ml) Uberschichtet und dem
Medium entweder SPC2996 10 uM, SPC280-7 10 yM oder NaCl als Kontrolle
zugesetzt. Nach vier Stunden wurden das Medium sowie die nicht-adharenten
CLL-Zellen Uber den Stromazellen in einer definierten Weise abgenommen
(vergleiche dazu: (Durig et al. 1999)): Die Platte wurde fur 30 Sekunden auf einen
Schuttler gestellt und die nicht-adharenten Zellen zusammen mit dem Medium in
Bewegung versetzt; unmittelbar im Anschluss wurde das Medium vorsichtig
abgenommen. 1 ml PBS wurde in jede Vertiefung geflllt und der Vorgang
wiederholt. Diese erste Fraktion (A) wurde in einer Neubauer Zahlkammer
quantitativ erfasst. Die CLL-Zellen, die an der Stroma-Zellschicht gehaftet haben,

wurden danach mit diesen zusammen vom Boden der Vertiefungen abgelost und
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die Anzahl der CLL-Zellen in dieser zweiten Fraktion (B) ebenfalls in einer

Neubauer Zahlkammer erfasst.

Der prozentuale Anteil der an der M2-10B4 Schicht haftenden CLL-Zellen wurde
mit folgender Formel errechnet:
Adhésion [%] = (A/(A+B)) x 100

A = Erste Fraktion (CLL-Zellen, die nicht adharent an die Stroma-Zellschicht binden)

B= Zweite Fraktion (CLL-Zellen, die adhdrent an die Stroma-Zellschicht binden)

2.2.9 Fluoreszenzmikroskopie
Die fluoreszenzmikroskopische Analyse wurde verwendet um zu untersuchen, ob

SPC2996 ohne Transfektionshilfsmittel in CLL-Zellen gelangen kann.

Dazu wurde SPC2996FAM benutzt, das mit einem grin fluoreszierenden
Farbstoff, dem 6-Carboxyfluorescein (FAM), konjugiert ist; dessen
Emissionswellenlange liegt bei 517 nm und kann mittels eines grinen Filters
detektiert werden. Um die Endolysosomen in den Zellen anzufarben wurde der
Lysoz‘racker® der Firma Invitrogen verwendet. Bei saurem pH-Wert wird dieses
Molekul protoniert und bildet ein fluoreszierendes Produkt. Daher kann der
Lysotracker benutzt werden, um saure Kompartimente innerhalb einer Zelle zu
markieren. Die Lysosomen haben einen pH-Wert von ca. 5, daher kann der
Farbstoff diese anfarben. Der Lysotracker wird mit dem roten Filter bei 590 nm
detektiert. Bereiche in der Zelle, in denen sich sowohl rote als auch grine
Molekule befinden, konnen ermittelt werden, indem man beide Filter

Ubereinanderlegt: sich Uberlappende Bereiche zeigen sich dann als gelbe Signale.

5 x 10° CLL-Zellen wurden in 1 ml Medium suspendiert, mit SPC2996FAM in einer
Konzentration von 10 yM sowie Lysotracker® in einer Konzentration von 75 nM
versetzt und eine Stunde inkubiert. Danach wurde das Medium abzentrifugiert, die
Zellen einmal mit Medium gewaschen und eine Minute ein Zytospin bei 1.250
Umdrehungen durchgefihrt. Die fixierten Zellen wurden mit etwas DAPI-Lésung
aufgehellt und unmittelbar im Anschluss unter dem Fluoreszenzmikroskop

ausgewertet. Von reprasentativen Zellen wurden Aufnahmen angefertigt.
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2.2.10 Auswertung der Daten

Die vorliegenden Berechnungen wurden mit Hilfe des Computerprogramms Excel
(Microsoft Office 2007) oder mit Graph Pad Prism 4 durchgefuhrt. Fur statistische
Auswertungen und grafische Darstellung der Daten wurde Graph Pad Prism 4
verwendet. In den Abbildungen sind, falls nicht anders angegeben, die Mittelwerte
und Standardfehler (engl.: ,standard deviation®, SD) dargestellt. Zur Ermittlung
signifikanter Unterschiede zwischen behandelten Gruppen und Kontrollen wurden
bei Experimenten mit der Zellinie MEC-1 der Mann-Whitney Test, bei
Experimenten mit CLL-Zellen der Wilcoxon Test fur Paardifferenzen und bei den
Xenograft-Experimenten der ungepaarte t-test verwendet; p < 0,05 wurde als

signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Regulation der Zielstruktur Bcl-2

Fur den ersten Teil der Arbeit wurde sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene
untersucht, ob SPC2996 und SPC280-7 ihre therapeutische Zielstruktur, die Bcl-2
MRNA, an isolierten CLL-Zellen und in einer lymphatischen Zelllinie in vitro

regulieren konnen. AulRerdem wurde ermittelt, inwieweit sich mogliche Effekte auf
die Viabilitat der Zellen auswirken.

3.1.1 Bcl-2 mRNA-Expression

Die Analyse der Bcl-2 mRNA-Expression in MEC-1 Zellen mittels RT-PCR ergab
bereits nach drei Tagen Inkubation eine signifikant niedrigere Expression in den
mit SPC2996 vorbehandelten Zellen (Abbildung 7).

p=0,0062

7.5+

Delta ct Bcl-2

Abbildung 7: Bcl-2 mRNA Expression in der Zelllinie MEC-1

Die Zelllinie wurde drei Tage mit AODN inkubiert. Angegeben sind die Mittelwerte mit SD von drei
unabhangigen Experimenten.

In primaren CLL-Zellen dagegen wurde keine signifikante Anderung der Bcl-2
MRNA-Expression sichtbar (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Bcl-2 mRNA Expression in CLL-Zellen

Die frisch isolierten CLL-Zellen von sieben unterschiedlichen CLL-Patienten wurden jeweils zwei
Tage mit AODN inkubiert. Angegeben sind die Mittelwerte mit SD.

3.1.2 Bcl-2 Proteinexpression

Die Proteinexpression von Bcl-2 in MEC-1 Zellen wurde an funf Zeitpunkten Uber
einen Zeitraum von insgesamt 11 Tagen mittels Western Blot untersucht und war
in den behandelten Gruppen Uber den gesamten Zeitraum deutlich niedriger als in
der Kontrolle. Im Vergleich zwischen beiden AODN zeigte sich der Effekt in der mit

SPC2996 behandelten Gruppe starker ausgepragt (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Bcl-2 Proteinexpression in der Zelllinie MEC-1
Es wurden zwei Experimente Uber den gesamten Zeitraum von elf Tagen durchgefihrt. Die

dargestellte Bcl-2 Proteinexpression ist reprasentativ fur die Ergebnisse beider Experimente.

In Ubereinstimmung mit den PCR-Ergebnissen zeigte sich in CLL-Zellen, auch
nach verschiedenen Inkubationszeiten, keine Verminderung der Proteinexpression
in den behandelten Gruppen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Bcl-2 Proteinexpression in CLL-Zellen
Es wurden finf Experimente Uber zwei Tage und neun Experimente Uber finf Tage mit frisch
isolierten CLL-Zellen von jeweils unterschiedlichen CLL Patienten durchgefiihrt. Die dargestellte

Bcl-2 Proteinexpression ist reprasentativ fiir die Ergebnisse aller Experimente.
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3.1.3 Nachweis der Gymnosis in CLL-Zellen

Die unterschiedlichen Effekte der AODN im Hinblick auf die Regulation des Bcl-2
Zielmolekulls zwischen der Zelllinie MEC-1 und primaren CLL-Zellen warfen die
Frage auf, ob die Oligonukleotide mit der Methode der nackten Transfektion
(Gymnosis) uberhaupt in die CLL-Zellen gelangen und dort auch ihren Wirkort
erreichen konnen. Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurde SPC2996 mit
einem grinen Farbstoff markiert und seine Anwesenheit in CLL-Zellen mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert (Abbildung 11).

Bekannt ist, dass fremde DNA, RNA und auch AODN von B-Zellen schnell erkannt
und in den Endolysosomen abgebaut werden (Shoji et al. 1991). Aufgrund dessen

wurden die CLL-Zellen zusatzlich mit einem Lysotracker angefarbt.

SPC2996 FAM Lysotracker Ubereinanderlegung

Abbildung 11: Aufnahme von SPC2996FAM in eine CLL-Zelle mittels Gymnosis
Im linken Bild wurde der griine Filter, im mittleren Bild der rote Filter verwendet. Im rechten Bild
wurden der rote und griine Filter Ubereinandergelegt. Bereiche, die sowohl ein rotes als auch ein

grunes Signal abgeben, erscheinen gelb (mit Pfeil markiert).

Es zeigte sich, dass SPC2996 zwar effektiv in die CLL-Zellen aufgenommen wird,

dort aber mindestens zum Teil in die Endolysosomen gelangt.

3.1.4 Einfluss auf Apoptose und Viabilitat

Eine weitere wichtige Frage war, ob die hier untersuchten AODN unabhangig von
ihrer Fahigkeit, die Bcl-2 Expression zu senken, auch das Uberleben von CLL-
Zellen bzw. MEC-1-Zellen beeinflussen kénnen. Wie die Abbildungen 12-15

zeigen, konnte weder in der MEC-1-Zelllinie noch in CLL-Zellen eine bedeutsame
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und signifikante Beeinflussung der Apoptoserate bzw. Viabilitdt der Zellen durch
die Oligonukleotide alleine erreicht werden.
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Abbildung 12: Leicht erh6hte Apoptoserate in MEC-1 Zellen

Nach drei Tagen Inkubation mit AODN wurde die Apoptoserate mittels durchflusszytometrischer

Annexin-V Messung ermittelt. Angegeben sind die Mittelwerte mit SD fur drei unabhangige
Experimente.
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Abbildung 13: Apoptose in CLL-Zellen

Frisch isolierte CLL-Zellen von funf unterschiedlichen CLL-Patienten wurden zwei bzw. finf Tage
mit AODN inkubiert. Die Apoptoserate wurde mittels durchflusszytometrischer Annexin-V Messung
ermittelt, angegeben sind die Mittelwerte mit SD.
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Abbildung 14: Viabilitat der MEC-1 Zelllinie
In finf unabhangigen Experimenten wurden MEC-1 Zellen drei Tage mit AODN inkubiert und die
Viabilitdt mittels Trypan Blau Farbung bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte mit SD.

2 Tage 5 Tage

2.5+ 2.5+
‘,g 2.0 m'é 2.0
= ) p=0,0342
- _I_ -—
= 1.5 = 1.5
c c |
2 2
S 1.0 S 1.0
2 2
g 057 g 051
s s

0.0 0.0

NaCl 2996 10uM  280-7 10uM NaCl 2996 10yM  280-7 10uM

Abbildung 15: Viabilitdt der CLL-Zellen
Frisch isolierte CLL-Zellen von zehn (2 Tage Inkubation) bzw. dreizehn (5 Tage Inkubation)
unterschiedlichen CLL-Patienten wurden mit AODN inkubiert und die Viabilitat mittels Trypan Blau

Farbung bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte mit SD.

Weiterhin wurde untersucht, ob AODN in der Zelllinie MEC-1, bei der eine
Beeinflussung der Bcl-2 Expression in den Kapiteln 3.1.1 und 3.1.2 gezeigt
werden konnte, die Wirkung des routinemallig fur die Behandlung der CLL

verwendeten Purinanalogons Fludarabin verstarken kénnen (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Additiver Effekt von Fludarabin mit AODN

Die MEC-1-Zellen wurden zwei Tage mit AODN inkubiert und anschlieBend mit verschiedenen
Konzentrationen Fludarabin versetzt. Nach einem weiteren Tag wurde die Viabilitat sowohl mittels
Trypan Blau Farbung als auch durchflusszytometrisch mittels Annexin-V Farbung ermittelt. Die
LDsg von Fludarabin konnte durch die Vorinkubation mit SPC2996 um ca. 75 % gesenkt werden.

Angegeben sind die Mittelwerte mit SD von drei unabhéangigen Experimenten.

Durch die Vorinkubation insbesondere mit SPC2996, in geringerem Ausmal} auch
mit SPC280-7, gelang es, die LDsy von Fludarabin von 39,8 yM (Trypan Blau
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Farbung) bzw. 40,0 yM (Annexin-V Farbung) auf 8,35 yM bzw. 10,46 uyM zu
senken. Dabei handelt es sich um einen additiven Effekt.

3.2 Charakterisierung der Nebeneffekte

Von einzelstrangigen Oligonukleotiden mit CpG-Motiven ist bekannt, dass sie in
CLL-Zellen eine Aktivierung des Toll-like-Rezeptor-9 bewirken kdnnen und damit
NF-kB-vermittelt die Synthese proinflammatorischer Molekule und eine Aktivierung
der Zellen (siehe Kapitel 4.2; (Krieg et al. 1995; Hartmann et al. 2000)). Da der
Toll-like-Rezeptor-9 in der Endolysosomenwand lokalisiert ist (Hornung et al.
2002), und im vorangegangenen Kapitel gezeigt werden konnte, dass die AODN
in CLL-Zellen mittels Lysotracker in den Endolysosomen nachzuweisen sind
(siehe Kapitel 3.1.3), wurde im zweiten Teil der Arbeit untersucht, welche
Nebeneffekte sich in vitro zeigen, ob diese den Charakter einer Toll-like-Rezeptor-
9-Aktivierung aufweisen und hierbei Unterschiede zwischen SPC2996 und
SPC280-7 zu beobachten sind.

3.2.1 Ausschittung von Chemokinen

Uber eine CpG-induzierte Stimulation des Toll-like-Rezeptor-9 (TLR-9) kommt es
in B-Zellen zu einer Aktivierung des NF-kB-Signalweges mit nachfolgender
Produktion und Sezernierung proinflammatorischer Chemokine und Zytokine
(Vollmer et al. 2004). In Analogie zu dem von Durig et al. (Durig et al. 2011)
beschriebenen Vorgehen wurde die Konzentration der TLR-9-NF-kB-
Aktivierungsmarker MIP1-a (CCL3) und TNF-a unter verschiedenen

Versuchsbedingungen im Zellkulturiberstand gemessen (Abbildung 17 und 18).
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Abbildung 17: MIP-1a-Ausschiittung von CLL-Zellen nach Inkubation mit AODN
Die Inkubation der CLL-Zellen erfolgte Gber zwei Tage, die einzelnen Punkte entsprechen jeweils
dem Mittelwert einer Doppelbestimmung. Es wurden zehn unabhangige Experimente durchgefuhrt.

Die horizontalen Linien geben die Mittelwerte an.
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Abbildung 18: TNF-a-Ausschiittung von CLL-Zellen nach Inkubation mit AODN
Die Inkubation der CLL-Zellen erfolgte Gber zwei Tage, die einzelnen Punkte entsprechen jeweils
dem Mittelwert einer Doppelbestimmung. Es wurden drei unabhangige Experimente durchgefiihrt.

In dieser Versuchsreihe wurde zuséatzlich die Positivkontrolle ODN2216 verwendet.
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Die Versuche haben ergeben, dass mit AODN behandelte CLL-Zellen deutlich
mehr Chemokine ausgeschuttet haben. Die Wirkung von SPC280-7 war dabei
starker als die von SPC2996.

3.2.2 Expression von Aktivierungsmarkern auf der Zelloberflache

Auch Oberflachen- und Aktivierungsmarker wie CD20 und CD40 werden nach
einer Toll-like-Rezeptor-9 Stimulierung verstarkt exprimiert (Jahrsdoérfer et al.
2001). Als weiterer Hinweis auf eine Toll-like-Rezeptor-9 Beteiligung an den
Nebeneffekten von SPC2996 und SPC280-7 wurde mittels durchfluss-
zytometrischer Messung untersucht, ob nach zwei bzw. funf Tagen Inkubation
mehr Aktivierungsmarker auf den CLL-Zellen nachzuweisen waren (Abbildung 19
und 20).
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Abbildung 19: CD20 Expression auf CLL-Zellen

Frisch isolierte CLL-Zellen von acht (zwei Tage Inkubation) bzw. sechs (finf Tage Inkubation)

unterschiedlichen CLL-Patienten wurden mit AODN inkubiert und die CD20 Expression auf den

Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Angegeben sind die Mittelwerte mit SD.
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Abbildung 20: CD40 Expression auf CLL-Zellen
Frisch isolierte CLL-Zellen von acht (zwei Tage Inkubation) bzw. sechs (flinf Tage Inkubation)
unterschiedlichen CLL-Patienten wurden mit AODN inkubiert und die CD40 Expression auf den

Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Angegeben sind die Mittelwerte mit SD.

Beide Aktivierungsmarker wurden nach AODN-Stimulation der CLL-Zellen deutlich

starker auf den Zelloberflachen exprimiert.

Zusatzlich wurde untersucht, ob CLL-Zellen durch die Aktivierung starker
gegenuber therapeutischen Antikdrpern sensibilisiert werden kdnnen. Besonders
die CD20-Molekule auf den Oberflachen der CLL-Zellen boten sich als Zielstruktur

an, da ein gegen CD20 gerichteter, monoklonaler Antikoérper (Rituximab) zur
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Verfugung stand, um einen additiven
Zellsterben zu erreichen (Abbildung 21).

oder synergistischen Effekt auf das

2 Tage 5 Tage
1.5+ 1.5+
E E
© ©
o o
X, 1.04 , 10
= =
9 9
E E
N 0.5 N 0.5
K K
e) e)
= =
s s
0.0 . 0.0 .
O © 0 A 0 ") O © 0 A 0 ")
€ & S ¢ © € & S ¢ ©
O & O § o O & O § o
‘-OQ .{& Q .{@ .{@ ‘.OQ .{& Q .{@ .{@
& 9 & & & 9 & &
s° & & o
& o & <
& &L S K

Abbildung 21: Kombination von Oligonukleotiden mit Rituximab

Frisch isolierte CLL-Zellen von vier (zwei Tage Inkubation) bzw. zehn (finf Tage Inkubation)
unterschiedlichen CLL-Patienten wurden mit AODN und Rituximab inkubiert und die Viabilitat
mittels durchflusszytometrischer Annexin-V Messung ermittelt. Angegeben sind die Mittelwerte mit
SD.

Allerdings konnte kein eindeutiger, statistisch signifikanter Effekt auf die Viabilitat
der CLL-Zellen beobachtet werden.

3.2.3 Effekte von AODN auf die CLL-Stroma-Zell-Adhasion
In der Arbeit von Durig et al. wurden auch Gene verstarkt abgelesen, die fur
Proteine kodieren, welche die Bindung von Lymphozyten an andere Zellen und
2011).  Mittels

werden, dass

eines

die
Bindungsfahigkeiten von CLL-Zellen an Stromazellen nach Zugabe der AODN in
vitro deutlich erhéhen (Abbildung 22).

Gewebe verstarken koénnen (Durig et al

Adhasionsexperimentes konnte nachgewiesen sich
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Abbildung 22: Adhasion von CLL-Zellen an einer M2-10B4 Stroma-Zellschicht

Frisch isolierte CLL-Zellen von sieben unterschiedlichen CLL-Patienten wurden 4 Stunden mit
AODN inkubiert und die Adhasion an eine M2-10B4 Stroma-Zellschicht ermittelt. Angegeben sind
die Mittelwerte mit SD.

Bereits nach 4 Stunden Inkubation haben signifikant mehr CLL-Zellen, die mit

SPC280-7 behandelt worden waren, an der Stroma-Zellschicht gehaftet.

3.3 NOD/SCID Xenograft Mausmodell
Im letzten Teil der Arbeit wurde die Wirkung der AODN auf CLL-Zellen und ihre

Verteilung in einem in vivo Mausmodell untersucht. Die Versuche dienten vor
allem der Erklarung der in den Phase-1 Studien beobachteten Verringerung der im
Blut zirkulierenden CLL-Zellen (O'Brien et al. 2005; Durig et al. 2011).

Nach der Vorinkubation der CLL-Zellen mit AODN bzw. Kontrollen und der
Injektion in die Mause wurde untersucht, in welchen Kompartimenten der Maus
sich wie viele humane CLL-Zellen wiederfanden. Dabei zeigte sich, wie in
Abbildung 23 A - C dargestellt, in den verschiedenen Kompartimenten Blut,
Knochenmark und Milz eine deutlich unterschiedliche Verteilung von CLL-Zellen.
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Abbildung 23 A - C: Verteilung humaner Zellen in verschiedenen Kompartimenten der Maus
Durchflusszytometrische Messung von CD45/CD19/CD5-positiven Zellen aus den verschiedenen
Kompartimenten der Maus: A, Blut; B, Knochenmark und C, Milz. Angegeben sind die Mittelwerte

mit SD aus drei Experimenten.

Im Blut der Mause (dargestellt in Abbildung 23 A) fanden sich in den mit SPC2996
oder SPC280-7 vorbehandelten Gruppen signifikant weniger humane Zellen als in
den beiden Kontroligruppen. Im Knochenmark der Mause (Abbildung 23 B)
hingegen war eine im Vergleich zu den Kontrollen deutlich hohere Anzahl
humaner Zellen in den mit SPC2996 und SPC280-7 behandelten Gruppen
vorhanden. Die Zahl der Leukdmiezellen in den Milzen der Empfangertiere zeigte
hingegen keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 23 C). Zusammengefasst
sprechen diese Ergebnisse fur eine Umverteilung der mit AODN vorbehandelten
CLL-Zellen aus dem Blut und der Milz in das Knochenmark der transplantierten

Tiere.
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4 Diskussion

4.1 Regulation der therapeutischen Zielstruktur Bcl-2

Innerhalb der letzten zehn Jahre hat es mehrere Veroffentlichungen gegeben, die
sich mit den klinischen Eigenschaften von Oblimersen als Monotherapeutikum
oder in Kombination mit anderen Chemotherapeutika beschaftigen (O'Brien et al.
2005; O'Brien et al. 2007; O'Brien et al. 2009). Bisher konnte in in vitro-Studien
nicht bestatigt werden, dass die im Rahmen klinischer Studien beobachteten
Effekte durch eine Beeinflussung von Bcl-2 hervorgerufen werden.

Auch das neuartige LNA-Oligonukleotid SPC2996 ist zwar bereits in einer Phase-1
Studie angewendet worden, aber auch hier konnte bisher nicht belegt werden,
dass die beobachteten klinischen Effekte auf einer in CLL-Zellen in vitro

reproduzierbaren Beeinflussung der Bcl-2 mRNA beruhen (Durig et al. 2011).

Wie in den Kapiteln 3.1.1 und 3.1.2 dargestellt, wurde in dieser Arbeit Bcl-2 in der
lymphatischen Zelllinie MEC-1 erfolgreich herabreguliert. Dieses Ergebnis steht in
Einklang mit mehreren Veroffentlichungen, in denen gezeigt werden konnte, dass
sowohl Oblimersen als auch SPC2996 in vitro in verschiedenen Zelllinien wirksam
sind und Bcl-2 sowohl auf Transkriptions- wie auch auf der Proteinexpressions-
ebene reduzieren konnen (Guinness et al. 2000; Stein et al. 2009).

Im Gegensatz dazu war es im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, eine
Beeinflussung der therapeutische Zielstruktur Bcl-2 in primaren CLL-Zellen zu
erzielen. Eine mdgliche Erklarung flir die divergenten Effekte in verschiedenen
Zelltypen konnte im unterschiedlichen zytoplasmatischen Transport der AODN
nach Aufnahme in die Zielzelle liegen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass CLL-Zellen Fluoreszenzfarbstoff-markiertes SPC2996 (SPC2996FAM) in
Abwesenheit von Transfektionshilfsmitteln effizient aufnehmen und in
Endolysosomen speichern. Eine Farbung des Nukleus mit SPC2996FAM war
hingegen nicht nachzuweisen. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass
SPC2996 den Nukleus als seinen wichtigsten Wirkort in der CLL-Zelle gar nicht,
oder nur zum Teil erreicht. Dieses in der neueren Literatur als endosomale Falle
(engl.: ,endosomal entrapment”) bezeichnete Phanomen stellt ein wichtiges
Problem in der Entwicklung von AODN dar und wurde in einer von Zhang et al.
kurzlich publizierten Arbeit als Ursache fur die unterschiedliche Wirksamkeit eines
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gegen das HER3 (,human epidermal growth factor 3“) gerichteten AODN bei
verschiedenen Zelllinien diskutiert (Zhang et al. 2010). In dieser Studie
beobachteten die Autoren eine effektive Herunterregulation des HER3-
Zielmolekuls in 15PC3 Prostatakarzinomzellen, die mit einer nukledren
Akkumulation des AODN einherging. In einem Kontrollexperiment unter
Verwendung der A549 Lungenkarzinomzelllinie war hingegen eine vornehmlich
perinukleare endolysosomale Anreicherung des AODN, die mit einer fehlenden

Regulation der HER3-mRNA korrelierte, festzustellen.

Weiterhin wurde der Effekt der AODN auf die Apoptose und Uberlebensfahigkeit
der Zellen in Suspensionskultur untersucht. Dabei war eine ausgepragte Streuung
der Versuchsergebnisse zwischen individuellen Leukamieproben und insgesamt
keine statistisch signifikante Beeinflussung der genannten Parameter
festzustellen. Die Zahl der hier untersuchten Patientenproben war zu niedrig, um
eine aussagekraftige Analyse einzelner, durch molekulare Risikofaktoren
definierter, Subgruppen durchfiihren zu kénnen. In Ubereinstimmung mit diesen
Beobachtungen wird in der aktuellen Literatur ebenfalls tUber heterogene sowohl
die Proliferation (Decker et al., Blood 2000) als auch die Apoptose der
Leukamiezellen stimulierende Effekte (Liang et al, Blood 2010, 115: 5041-52)
TLR-9-agonistischer ODN berichtet.

4.2 Charakterisierung der Nebeneffekte
Eine zentrale Rolle in der Betrachtung der Nebeneffekte spielt der TLR-9 (Toll-like-

Rezeptor-9). Er gehdrt zur Familie der Toll-like-Rezeptoren, einem hoch-
konservierten System der angeborenen Immunabwehr (Medzhitov et al. 1997).
Die Familie besteht im humanen System aus den Mitgliedern TLR 1 - 10, wobei
die Rezeptoren unterschiedliche Arten von Pathogen erkennen kdonnen (Takeda et
al. 2005). Der Toll-like-Rezeptor-9 befindet sich in der Endolysosomenwand von
B-Zellen und Typ-1 Interferon produzierenden dendritischen Zellen (Hornung et al.
2002) und erkennt bakterielle und virale einzelstrangige DNA-Molekule mit CpG-
Motiv (Hemmi et al. 2000). Er ist dabei in der Lage, DNA von RNA anhand der
Raumstruktur des Grundgerustes (Haas et al. 2008) sowie eigene DNA von

bakterieller oder viraler DNA anhand der CpG Motive zu unterscheiden. CpG
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Motive sind sich wiederholende Abfolgen der unmethylierten Basen Cytosin und
Guanin hintereinander (die Bezeichnung CpG steht fur Cytosin-phosphat-Guanin
und soll anzeigen, dass es sich hierbei um eine Sequenzabfolge und nicht um
eine Basenpaarung handelt). Dieses Motiv findet sich gehauft in bakterieller und
viraler, nicht aber in humaner DNA (Bird 1986).

Wenn einzelstrangige DNA-Molekule mit CpG Motiv in die Endolysosomen
gelangen, koénnen sie dort den Toll-like-Rezeptor-9 aktivieren. In einem ersten
Schritt wird ,Myeloid Differentiation primary response protein 88° (MyD88)
mobilisiert, in der Folge wird eine Aktivierungskaskade verschiedener Kinasen
bewirkt, an deren Ende die Transkriptionsfaktoren ,Nuclear factor-kB“ (NF-kB) und
JActivating protein-1“ (AP-1) freigesetzt werden, in den Zellkern gelangen und dort
die Synthese einer Vielzahl von proinflammatorischen Chemokinen und Zytokinen,
Adhasionsmolekulen und Aktivierungsmarkern bewirken (Kawai et al. 2006).
Abbildung 24 zeigt eine schematische Zusammenfassung des Toll-like-Rezeptor-9

Signalweges.

CpG

DNA mit
CpG Motiv

Zytoplasma

Nukleus 48ynthese proinflammatorischer Molekiile

Abbildung 24: Der Toll-like-Rezeptor-9-Signalweg
nach (Kawai et al. 2006)
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AODN gelangen nach der Aufnahme in eine Zelle zumindest zum Teil in die
Endolysosomen, in denen der Toll-like-Rezeptor-9 lokalisiert ist (Ahmad-Nejad et
al. 2002). Wenn sie CpG-Motive tragen, sind sie ebenso wie pathogene DNA in
der Lage, den Toll-like-Rezeptor-9 zu aktivieren (Hartmann et al. 2000) und damit
die Synthese einer Vielzahl von proinflammatorischen Molekilen und die
Aktivierung der Zellen (Jahrsdorfer et al. 2001) zu bewirken. Oligonukleotide, die
CpG-Motive enthalten, koénnen als Toll-like-Rezeptor-9 Agonisten verwendet
werden. Ein Beispiel fur einen Toll-like-Rezeptor-9 Agonisten ist ODN2216 (Krug
et al. 2001). In der vorliegenden Arbeit ist ODN2216 als Positivkontrolle fur Toll-
like-Rezeptor-9-vermittelte Nebeneffekte verwendet worden.

Da beide in dieser Arbeit verwendeten AODN CpG in ihrer Sequenz tragen, war
zu vermuten, dass die im Rahmen klinischer Studien beobachteten
proinflammatorischen Nebeneffekte zumindest teilweise auf Toll-like-Rezeptor-9
vermittelte Reaktionen zuruckgefuhrt werden konnen. Diese Hypothese wird
zudem durch Microarrayanalysen bei mit SPC2996 behandelten CLL-Patienten
gestutzt (Dirig et al. 2011). Dabei konnte eine dosis- und zeitabhangige
Heraufregulation sogenannter TLR-Antwortgene (wie z.B. TNF-a und MIP-1a) in
den CLL-Zellen SPC2996 exponierter Patienten nachgewiesen werden. In
Ubereinstimmung mit diesen Daten konnte in der vorliegenden Arbeit in einem in
vitro Zellkultursystem auf Proteinebene gezeigt werden, dass SPC2996 tatsachlich
die Produktion und Sekretion von TNF-a und MIP-1a in den Kulturiberstand
induziert. Des Weiteren konnte eine Heraufregulation der durch TLR-Agonisten
stimulierbaren Aktivierungsmarker CD20 und CD40 auf der Oberflachenmembran
der CLL-Zellen (Decker et al. 2000) beobachtet werden. Die weitere Analyse der
Genexpressionsstudie von Durig et al. verwies auf eine Gruppe an hochregulierten
Genen, die dem Bereich Chemotaxis und Zellmigration zugeordnet werden
konnten (Ddurig et al. 2011). Aufgrund dessen wurde in einem Adh&sionsassay an
M2-10B4 Stromazellen getestet, wie stark die Adhasionseigenschaften von CLL-
Zellen nach der Exposition mit AODN sind. Die Ergebnisse im Kapitel 3.2.3
zeigen, dass sich die Adhasion an eine Stromazellschicht nach der Inkubation mit
AODN zum Teil signifikant verstarkte.
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Im direkten Vergleich der beiden AODN wurde bei allen in dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimenten deutlich, dass Oblimersen zum Teil erheblich
starkere Nebeneffekte in CLL-Zellen produzierte als SPC2996.

Jahrsdorfer et al. haben fur Oblimersen den Effekt der Toll-like-Rezeptor-9-
Stimulation und nachfolgender Aktivierung der CLL-Zellen bereits beschrieben
(Jahrsdorfer et al. 2002). In einer Arbeit von Vollmer et al. wurde gezeigt, dass die
LNA-Modifikation in Oligonukleotiden zu einer deutlich verminderten Aktivierung
des Toll-like-Rezeptor-9 fiuhrt und auch eine geringere Synthese
proinflammatorischer Molekule bewirkt (Vollmer et al. 2004). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit decken sich mit den Erkenntnissen der erwahnten
Veroffentlichungen.

Eine mogliche Erklarung fur die geringere Aktivierung des Toll-like-Rezeptor-9
Signalweges durch das LNA-modifiziete AODN SPC2996 im Vergleich zu
Oblimersen ist, dass diese sterisch wie eine RNA aussehen und daher weniger
der Zielstruktur des Toll-like-Rezeptor-9 ahneln (Obika et al. 1998; Petersen et al.
2000).

4.3 Korrelation der praklinischen Daten mit den Phase-1 Studien
(O'Brien et al. 2005; Durig et al. 2011)

Sowohl in den klinischen Veroffentlichungen zu Oblimersen als auch in der Phase-
1 Studie zu SPC2996 ist eine zum Teil starke Reduktion der im Blut zirkulierenden
CLL-Zellen innerhalb von Stunden bis wenigen Tagen nach Applikation der AODN
beschrieben worden (O'Brien et al. 2005; Durig et al. 2011). Da weder im Rahmen
der klinischen Studien noch durch die hier dargestellten in vitro Experimente eine
uberzeugende AODN-vermittelte Herunterregulation des Bcl-2-Zielmolekuls in
primaren CLL-Zellen nachgewiesen werden konnte, liegt die Vermutung nahe,
dass es sich dabei in erster Linie um eine Umverteilung der Leukamiezellen aus
dem Blut in das Gewebe und nicht um einen zytotoxischen Effekt handelt. Fir
diese Erklarung spricht auch, dass die Zahl der zirkulierenden Tumorzellen im
peripheren Blut einige Wochen nach Abschluss der Therapie wieder anstieg
(Durig et al. 2011).
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Diskussion

Um diese Hypothese experimentell zu uUberprufen, wurde ein 2007 erstmals
beschriebenes CLL NOD/SCID Xenograft-Modell verwendet (Durig et al. 2007).
Tatséachlich war in Ubereinstimmung mit den klinischen Daten eine durch die anti-
Bcl-2 AODN induzierte Umverteilung der transplantierten CLL-Zellen aus dem Blut
und der Milz in das Knochenmark der Empfangertiere festzustellen. Im
Zusammenhang mit den Microarraydaten und den Adh&sionsexperimenten im
CLL-Stromazell-Kokultursystem  sprechen diese Ergebnisse fur einen
Redistributionseffekt als wichtigste Erklarung fur die Kklinisch beobachtete
Abnahme der Tumorzelllast im peripheren Blut nach parenteraler Applikation der
anti-Bcl-2 AODN.

4.4 Ausblick

Grundsatzlich besteht die Mdglichkeit, die hier beschriebenen TLR-9 vermittelten
aktivierenden Effekte therapeutisch auszunutzen. Die durch SPC2996 induzierte
Heraufregulation des auf der Oberflache der CLL-Zellen typischerweise nur
schwach exprimierten CD20-Moleklls kdnnte zum Beispiel in einer kombinierten
Anwendung die klinisch bereits eindeutig nachgewiesene Wirkung des anti-CD20
Antikorpers Rituximab bei der CLL verstarken. Insgesamt muss die weitere
klinische Entwicklung von Oblimersen und SPC2996 vor dem Hintergrund der hier
diskutierten Ergebnisse und der besseren anti-Bcl-2-Wirksamkeit des ,small

molecules” Obatoclax kritisch bewertet werden.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Das antiapoptotische Protein ,B-cell-lymphoma 2 (Bcl-2) spielt eine bedeutende
Rolle fir das Uberleben von Zellen der chronischen lymphatischen Leukamie
(CLL) und koénnte sich daher als Zielstruktur flr die Entwicklung neuer
Therapieansatze eignen. In dieser Arbeit wurden mit Hilfe verschiedener
praklinischer in vitro und vivo CLL-Modelle die pharmakologischen Effekte der
anti-Bcl-2 Antisense Oligonukleotide (AODN) Oblimersen und SPC2996 unter
Berucksichtigung ihrer unterschiedlichen chemischen und raumlichen Struktur
charakterisiert.

Unter Verwendung der MEC-1 Leukamiezelllinie konnte in vitro gezeigt werden,
dass Oblimersen und SPC2996 ihre molekulare Zielstruktur Bcl-2 sowohl auf
mMRNA- als auch Proteinebene herunterregulieren kénnen. Diese Ergebnisse
konnten allerdings nicht auf primare CLL-Zellen, bei denen weder eine Regulation
von Bcl-2 noch eine Beeinflussung des Zelluberlebens nachgewiesen werden
konnte, Uubertragen werden. Nach Aufnahme in das Zytoplasma war mit Hilfe der
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie eine endosomale Anreicherung fluorochrom-
markierter AODN zu beobachten. Uber eine Aktivierung des endosomalen Toll-
like-Rezeptor-9 (TLR-9) induzierten die AODN eine Reihe von Nebeneffekten in
den CLL-Zellen. So konnte zum Beispiel neben der Ausschuttung der
proinflammatorisch wirksamen Zytokine MIP-1a. und TNF-a eine Heraufregulation
der membranstandigen Aktivierungsmarker CD20 und CD40 und eine gesteigerte
Adhasion der CLL-Zellen an M2-10B4 Stromazellen nachgewiesen werden. Die
vergleichende Analyse beider AODN ergab, dass SPC2996 eine starkere
Herunterregulation der Bcl-2 Zielstruktur und geringere TLR-9-vermittelte
Nebeneffekte induzierte als Oblimersen. Da sich die Basensequenz der beiden
AODN nur unwesentlich unterscheidet, ist das pharmakologisch gulnstigere
Wirkprofil von SPC2996 wahrscheinlich auf die LNA-Modifikation zurickzufihren.
Im CLL NOD/SCID (,Non-obese diabetic/Severe combined immune deficiency®)
Xenograft-Modell war in Ubereinstimmung mit den klinischen Phase-1
Ergebnissen von SPC2996 eine AODN-induzierte Umverteilung der
transplantierten leukamischen Zellen aus dem Blut und der Milz in das

Knochenmark der Empfangertiere zu beobachten.
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7 Anhang

7.1 Ubersicht liber die verwendeten Patientenproben

Risikofaktoren (Binet-Stadium, CD38-Status, ZAP70-Status, FISH) innerhalb der

Patientenproben sowie die Verwendung fur einzelne Experimente

Tabelle 14: Liste der verwendeten Patientenproben

Patientenproben verwendet im Experiment

Risikofaktoren

T e (E%CZEI EusA| A Ng%iﬁ!" West. | PCR | Mikroskop | oinet f;,?,z z?;z]m FISH
ment
1 + + + C 0 21 Trisomie 12, del 13q14
2 + + + A + del11q
3 + + + A + 25 del 13q
4 + A 0 2 del 13q14 interstitiell
5 + + B Trisomie 12
6 . . . B 0 ?§L11q22-23q, del
7 +
8 + + + + B 0 del13q14
9 +
10 + + + A 1 unaufféllig
11 +
12 + + + C 0 del 13914
13 + + + + + A 0 del 13q14 interstitiell
14 + + + + + +
15 + A 1 Trisomie 12
16 +
17 + + A 0 20 del 13q14
18 + + + + + A 0 del13q14 interstitiell
19 + C 0 6 del 13q14 interstitiell
20 + + C 0 0 del11q
21 + + A Trisomie 12
22 +
23 + + + C 0 37 del 13q14 interstitiell
24 + + A 0 unaufféllig
25 + + + A 0 del13q14
26 + + + C 0 del 13q14 interstitiell
27 + A 0 del 13914
28 +
29 + 1 unaufféllig
30 + C 1 del 11922.3
31 +
32 + C 0 del13q14
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7.4 Abkurzungsverzeichnis

AODN Antisense-Oligonukleotide

AP-1 Activating protein-1

Apaf-1 Apoptose-Protease-aktivierender Faktor 1
APC Allophycocyanin

Bad Bcl-2 associated death promoter
Bak Bcl-2 homologous antagonist killer
Bax Bcl-2 associated X protein

BCA Bicinchonic acid

Bcl-2 B cell lymphoma 2

Bcl-XL B cell ymphoma extra-large

BH Bcl-2 homologe

Bik Bcl-2 interacting killer

BSA Bovines Serumalbumin

CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2
CCL3 Chemokine (C-C motif) ligand 3

CcDh Cluster of differentiation

cDNA Copy DNA

CLL Chronische Lymphatische Leukamie
CpG Cytosin-phosphat-Guanin

Ct Cycle threshold

DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol

DGHO Deutsche Gesellschaft fir Hamatologie und Onkologie
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DNA
dNTP’s
ECL
ELISA
FACS
FAM
FCM
FCR
FCS
FET
FITC
FSC
GAPDH
HRP
IFZ
IgVH
IMDM
KG
Laser
LNA
Mcl-1
MIP1-a
miRNA
mRNA
MyD88
NCI
NF-kB
NOD/SCID
PBS
PC5
PCR
PE
piRNA

Desoxyribonucleic acid
Desoxyribonukleosid-5"-Triphosphate
Enzymatische Chemolumineszenz-Lésungen
Enzyme-linked immunoabsorbant assay
Fluorescence-activated cell sorting
6-Carboxyfluorescein

Fludarabin, Cyclophosphamid, Mitoxantron
Fludarabin, Cyclophosphamid, Rituximab
Foetal calf serum
Fluoreszenzenergietransfer
Fluoresceinisothiocyanat

Forward scatter
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Horseradish peroxidase

Institut far Zellbiologie

Immunoglobulin heavy chain variable region
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
Korpergewicht

Light amplification by stimulated emission of radiation
Locked nucleic acid

Myeloid cell leukemia sequence 1
Macrophage inflammatory protein 1-a

Micro RNA

Messenger RNA

Myeloid differentiation primary response protein 88
National cancer institute

Nuclear factor-kB

Non-obese diabetic/Severe combined immune deficiency
Phosphat buffered saline
Peridinin-Chlorophyll-Protein Cyanin 5
Polymerase chain reaction

Phycoerythrin

Piwi-interacting RNA
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PVDF Polyvinylidendifluorid

RISC RNA induced silencing complex

RNA Ribonucleic acid

RNAI RNA-Interferenz

RPMI Roswell Park Memorial Institute (Medium)
RT Reverse Transkriptase

RT-PCR Real time PCR

SD Standard deviation

SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
siRNA Small interfering RNA

SPC Santaris Pharma Compound

SSC Sideward scatter

TLR-9 Toll-like-Rezeptor-9

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

uv Ultraviolett

UVIVIS Ultraviolett/Visible

ZAP-70 Zeta-chain-associated protein kinase 70

Hinweis: Ubersicht (ber alle im Text der Arbeit verwendeten Abkiirzungen. In
Tabellen und Grafiken verwendete Abklrzungen, allgemein gebrauchliche

Abkurzungen und Markennamen sind nicht gesondert gelistet.
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