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,»Man merkt nie, was schon getan wurde, man sieht immer nur, was noch zu tun bleibt.

Marie Curie



Zusammenfassung

Die akute lymphoblastische Leukédmie (ALL) ist die héufigste Tumorerkrankung im
Kindesalter. Das Ansprechen auf die initiale Glucocorticoid (GC)-Therapie, die sogenannte
Prednisone-Response, ist einer der verldsslichsten Marker zur Prognose des Erfolgs der
spateren Poly-Chemotherapie und des Gesamtiiberlebens der Patienten. GC induzieren in
leukdamischen Blasten Apoptose dagegen weisen GC-resistente Zellen defekte Apoptose-
Signalwege auf. In der Vorstudie zu der vorliegenden Arbeit wurde eine Uberexpression des
Valosin-containing proteins (VCP/p97) in der Gruppe der Prednisone-Poor-Responder
(PPR)-Patienten festgestellt. VCP besitzt im Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) eine
Schliisselposition und interagiert {iber den IkB-Abbau mit dem NFxB-Signalweg. Es wurde
daher abgeleitet, dass eine Deregulation des UPS in die GC-Resistenz involviert sein konnte.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den funktionellen Zusammenhang zwischen der
GC-Resistenz und dem VCP sowie einigen weiteren aus der Vorstudie bekannten differentiell
exprimierten Proteinen mit Hilfe eines zellbiologischen Systems zu untersuchen. Darliber
hinaus sollte die potentielle prognostische Relevanz der Markerproteine an einem
Patientenkollektiv  validiert werden. Zur Charakterisierung und Modulation des
zellbiologischen Systems wurden als GC Prednisolon (Solu-Decortin-H®, Merck-Serono
GmbH) und als Proteasominhibitor Bortezomib (Velcade®, Millenium Pharmaceuticals)
verwendet. Bortezomib blockiert die proteolytische Aktivitit des Proteasoms und dadurch alle
UPS-assoziierten Signalwege. Als in vitro Modellsystem dienten in erster Linie die humanen
pra-B-ALL-Zelllinien MHH-cALL-2 und -3.

Prednisolon bewirkte in der GC-resistenten MHH-cALL-2 einen distinkt h6heren Anstieg und
eine um 24 h verzogerte maximale /xB-Expression verglichen zur sensitiven ALL-Zelllinie.
Zusitzlich wurde in der MHH-cALL-2 ein Anstieg der VCP-Expression festgestellt. Obwohl
Bortezomib in beiden Zelllinien Dosis-abhdngig Apoptose induzierte, erzeugte sie keine IxB-
Induktion. Die Kombination zu Prednisolon resultierte jedoch in einer Angleichung der /x5-
Expressionskinetik der GC-resistenten an die der GC-sensitiven Zelllinie. Nach 24 h erhohte
Bortezomib in beiden Zelllinien die V'CP-Expression. Die funktionellen Analysen, die mit
Hilfe spezifischer siRNA gegen VCP zur UPS-Modulation durchgefiihrt wurden, belegten,
dass eine verminderte VCP-Expression in der GC-resistenten Zellinie mit einer verstirkten
GC-induzierten Zelltodrate einherging. Im Rahmen dieser Arbeit konnte demonstriert werden,
dass die GC-Sensitivitdt fiir die anti-proliferative und pro-apoptotische Wirkung des
Bortezomibs nicht entscheidend ist. Bemerkenswerterweise verminderte eine zusitzliche
Prednisolon-Gabe in den GC-resistenten ALL-Zelllinien die Bortezomib-induzierte Apoptose,
sie 10ste jedoch verstdrkt alternative Zelltodmechanismen aus. Insbesondere schien die /xB-
Expression mafgeblich hierfiir zu sein, da die Expressions-Kinetik des VCP in zeitlicher
Abhingigkeit zu der des /xB stand. Die deutlichen Unterschiede, die im GC-induzierten
Zelltod durch die Bortezomib-Modulation des UPS auftraten, tragen daher, durch eine
frithzeitigere Identifizierung multiresistenter Patienten, moglicherweise nicht nur zur
Optimierung der Risikostratifizierung bei. Vielmehr stellen Proteasomen-Inhibitoren
wahrscheinlich nach eingehender klinischer Priifung insbesondere fiir die GC-resistenten
Hoch-Risiko-Patienten eine neue Option zur Verbesserung der Therapie dar.
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Abstract

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy in childhood. The
response to initial glucocorticoid (GC) therapy in ALL reliably predicts the response to multi-
agent chemotherapy and overall-survival. GC induce apoptosis in leukemic blasts and
impaired apoptosis is a hallmark of glucocorticoid-resistant ALL. Although the complex
molecular effects of GC treatment were intensively analyzed, the mechanisms underlying GC
resistance in leukemic cells are still poorly understood. In an earlier study, the Valosin-
containing protein (VCP/p97), part of the ubiquitin proteasome system (UPS), was identified
to be overexpressed in prednisone poor responder (PPR) patients. VCP holds a key position
within the UPS and interacts with the the NFkB signaling pathway supporting IxBa
degradation. This may indicate that the UPS is possibly altered and may be involved in GC
resistance in childhood ALL patients. Thus, the aim of the study was to investigate the
association of VCP and GC response and further differentially expressed proteins, that were
identified by a preliminary study using an in vifro model system. Furthermore, the potential
prognostic relevance of the marker proteins had to be validated by analyzing a patient
collective. Characterization and modulation of the in vitro model was carried out using the
glucocorticoid prednisolone (Solu-Decortin-H®, Merck-Serono GmbH) and the proteasome
inhibitor bortezomib (Velcade®, Millenium Pharmaceuticals). Bortezomib blocks
proteasomal degradation and hence signaling pathways associated with the UPS. Primarily,
the human B-cell precursor leukemic cell lines MHH-cALL-2 and MHH-cALL-3 served as in
vitro models.

Prednisolone treatment induced a distinctly higher increase of /xB expression and a delay of
24 h in the GC-resistant MHH-cALL-2 cell line, compared to GC-sensitive MHH-cALL-3. In
addition VCP levels were only elevated in MHH-cALL-2 cells to about 2-fold, whereas in
PGR cells the amount remained largely unchanged. Although both cell lines showed a dose-
dependent increase in apoptosis after bortezomib single treatment, no increase of IkB was
detected. Combined with prednisolone, bortezomib resulted in an adjustment of the IxB
expression kinetics in GC-resistant MHH-cALL-2 to the profile of the GC-sensitive MHH-
cALL-3 cell line after prednisolone single treatment. Bortezomib led to a VCP increase in
both cell lines within 24 h. Functional analysis using specific VCP-siRNA confirmed that
reduced VCP expression in the GC-resistant cell line correlated with an increase of GC-
induced cell death. The results of the current work demonstrate that the GC sensitivity is not
decisive for the anti-proliferative and pro-apoptotic effect of bortezomib. Remarkably,
addition of prednisolone reduced bortezomib-induced apoptosis in GC-resistant cells, but
promoted alternative cell death mechanisms. Particularly /xB expression seemed to be
important for this, because the expression kinetics of VCP altered in temporal dependence
upon those of /xB. The obvious differences in GC-induced cell death caused by bortezomib
modulation of the UPS probably provide a possibility of earlier identification of multi-
resistant patients and therefore optimization of risk stratification. Moreover, after intensive
clinical examination, proteasome inhibitors like bortezomib may be a novel option to improve
therapy, especially for high risk GC-resistant ALL patients.
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1. Einleitung

1.1 Akute lymphoblastische Leukimien (ALL) im Kindesalter

Die Entwicklung von Tumorerkrankungen ist sehr komplex, sowohl bei der Bildung solider
Tumoren als auch bei Neoplasien des hdmatopoetischen Systems. Zu den hdmatologischen
Neoplasien gehdrt auch die akute lymphoblastische Leukédmie (ALL), deren Ursprung eine
entartete lymphatische Vorlauferzelle ist. Anders als die soliden Karzinome und Sarkome
bilden die hdmatopoetischen Neoplasien primir keinen festen Zellverband und werden daher
als nicht-solide Tumoren bezeichnet. Wiahrend der Pathogenese durchlaufen beide Arten von
Neoplasien gemeinsame Schritte und sind dadurch gekennzeichnet, dass die entarteten Zellen
durch progressive und iibermiBige Proliferation oder verlingertes Uberleben die gesunden
Zellen verdriangen. Bei Erwachsenen ist die ALL mit einem Erkrankten von 100 000 Personen
eine seltene Leukdmievariante. Im Kindesalter ist sie hingegen die hiufigste maligne
Erkrankung'”. Laut Kompetenznetz fiir padiatrische Onkologie und Pidiatrie erkranken in
Deutschland jéhrlich 550-600 Kinder und Jugendliche unter 18 Jahren. Davon sind 500
Patienten unter 14 Jahre alt.

Haufig geht die Entwicklung der ALL mit Translokationen in Genen fiir
Transkriptionsfaktoren einher, so dass Differenzierung und Proliferation dereguliert werden.
Die maligne lymphoblastische Zelle verbleibt durch den Verlust zur Differenzierungsféahigkeit
und zur Apoptose in einem frithen Differenzierungsstadium zur B-, T- oder natiirlichen Killer-
Zelle, den so genannten Lymphoblasten. Die Expansion dieser malignen klonalen Zellen
verdrangt nicht nur die normale Hamatopoese im Knochenmark und in den Lymphknoten,
sondern es kann sogar zu einer Infiltration extralymphatischer Organe kommen. Je nachdem
in welchem Stadium der lymphatischen Zellreifung es zum Differenzierungsarrest kommt,
dhneln die Antigene auf der Zelloberfliche des malignen Klons denen der normalen
Vorlduferzellen der verschiedenen Entwicklungsstufen. Auf Basis der prisentierten Antigene
erfolgt die Immunophinotypisierung, bei der die ALL Erkrankungen in folgende Subtypen
unterteilt werden: Die pro-B-ALL (progenitor-B-ALL), die common B-ALL, die pra- B-ALL,
die reife B-ALL, die pra-T-ALL, die thymische T-ALL und die reife T-ALL*®. Wobei die
Vorldufer-B-Zell-ALL (87%) haufiger auftreten als die T-ALL-Erkrankungen (13%)“. Die
Mehrzahl der Vorldufer-B-Zell-ALL sind common B-ALL oder pri-B-ALL.

Unspezifisch erscheinende grippedhnliche Symptome der ALL werden meist von einer
erhohten Blutungsneigung, Petechien, Blédsse und einer erhohten Infektneigung begleitet. Dies
ist erkldrbar durch die Verdringung der normalen Hdmatopoese. Des Weiteren treten Hepato-
und Splenomegalien auf. Bei Erwachsenen wird die Pathogenese meist durch mehrere
genetische Verdnderungen verursacht, die im Laufe des Lebens erworben werden. Sie sind
nicht erblich. Die Tatsache, dass die Erkrankung jedoch auch bei Kindern auftritt, spricht fiir
eine genetische Préddisposition. Bei Kindern treten die ersten somatischen genetischen
Veridnderungen vereinzelt bereits intrauterin auf®. Die Ursachen fiir das Auftreten der
Erkrankung sind bisher nicht vollstindig geklart.
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Die ALL-Berlin-Frankfurt-Miinchen (BFM)-Studiengruppe zur Behandlung kindlicher ALL
beschéftigt sich seit den 1970er Jahren mit der Verbesserung der Therapiekonzepte. Es
handelt sich dabei um multizentrische, randomisierte internationale Therapie-
optimierungsstudien der Deutschen Gesellschaft fiir PAdiatrische Onkologie und Himatologie.
Dank kontinuierlich  optimierter — Therapieprotokolle hat sich die langfristige
Uberlebenswahrscheinlichkeit seitdem vor allem durch Einfiihrung der Poly-Chemotherapie,
von urspriinglichen 20-30 % auf heute rund 80% erhoht’'”. Die ALL-BFM-
Therapiekonzepte gehoren weltweit zu den verbreitesten und im Therapieerfolg, bei sehr
geringem Zweitmalignomrisiko, zu den besten™. Zentraler Punkt der Studien war eine stetige
Verbesserung der Risikostratifizierung anhand prognostischer Marker, die zum Zeitpunkt der
Diagnose und zu definierten Zeitpunkten wihrend der Behandlung als Kontrolle des
Therapieerfolgs erfasst werden. Mit Hilfe dieser Marker konnte auferdem bis heute die

Intensitit der Therapie fiir die verschiedenen Risikogruppen angepasst werden'"* '),

Trotz stetiger Verbesserung erfahren etwa 90 Kinder allein in Deutschland pro Jahr ein
Rezidiv der Erkrankung. AuBerdem leiden die Kinder zum Teil an den schweren
Nebenwirkungen und hiufig lebenslang an den Spétschiden der Therapie.

Fiir Patienten, die im Rahmen der Therapieoptimierungsstudie ALL-BFM-2000 behandelt
werden, erfolgt eine Risiko-Stratifizierung und Festlegung der Behandlungsintensitdt nach
mehreren Prognosefaktoren, die mittels der vorausgegangenen Studien und in
Zusammenarbeit mit internationalen Studiengruppen entwickelt wurden. Erstens wird das
Ansprechen der Patienten auf die initiale Glucocorticoid (GC)-Behandlung erfasst, welche mit
Prednison oder Dexamethason erfolgt. Fiir diesen als Prednisone—Response bezeichneten
prognostischen Marker wird an Tag 8 der Therapie die Zahl der leuk&dmischen Blasten im
peripheren Blut gemessen. Bei mehr als 1000 leukdmische Blasten pro uL Blut wird der
Patient in die Gruppe der Prednisone Poor Responder (PPR) eingestuft, sind weniger
enthalten, zihlt er zur Gruppe der Prednisone Good Responder (PGR)'"?. Zweitens wird an
Tag 33 wihrend der Konsolidierungstherapie das Therapieansprechen mittels minimal
verbleibender Resterkrankung (minimal residual disease, MRD) erfasst'*'”. Dabei werden
Rearrangements in dem Immunglobulin-schwere-Kette-Gen (IGH) und dem T-Zellrezeptor
(TCR)-Gen als klonale Marker genutzt, um die Patienten in die Standard-Risiko-Gruppe (SR),
Mittleres-Risiko-Gruppe (MR) oder die Hoch-Risiko-Gruppe (HR) einzugruppieren. Die
Ergebnisse der AIEOP-BFM-ALL-2000-Studie bestdtigten fiir die zu zwei Zeitpunkten
durchgefiihrte, PCR-basierte MRD-Untersuchung eine sehr hohe Sensitivitit und eine
deutlich verbesserte Risikoeinschitzung fiir ein Wiederauftreten der Erkrankung"® '
AuBerdem zeigte sie, dass die Wahrscheinlichkeit fiir ein riickfallfreies Uberleben nach 10
Jahren bei den MRD-HR Patienten bei 16 % liegt, wihrend sie fiir MRD-SR Patienten 93 %
betrﬁgt(lg). Des Weiteren werden die Leukémie-Zellen auf chromosomale Aberrationen und
genetische Verdnderungen hin untersucht, die sich in der Vergangenheit als geeignete
prognostische Marker herausgestellt haben. So gelten ein hyperdiploider Chromosomensatz®”
oder die Chromosomentranslokation t(12;21), die zu dem Fusionsgen TEL-AMLI fiihrt, als

prognostisch giinstig®". Im Gegensatz dazu zihlen ein hypodiploider Chromosomensatz®”,
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eine Philadelphia-Translokation t(9;22), die zu dem Fusionsgen BCR-ABL fiihrt oder MLL-

Translokationen wie die t(4;11), zu den prognostisch ungiinstigen Faktoren®®.

In der initialen Therapie werden die Glucocorticoide mit Vincistrin und Methodextrat, einem
Anthrazyklin-Derivat, kombiniert eingesetzt, um die Blastenzahl im Knochenmark bis
Therapie-Tag 15 auf unter 5% zu reduzieren, den Organbefall zu eliminieren und die
Hamatopoese wieder herzustellen. Sobald die Induktionstherapie Erfolg zeigt, werden im
Rahmen der Konsolidierungstherapie wechselnd verschiedene Zytostatika verabreicht, um im
Knochenmark verbliebene leukdmische Blasten zu eliminieren und einer moglichen
Resistenzentwicklung entgegenzuwirken. Die inititale Prednisone—Response ist einer der
verlédsslichsten Marker fiir eine Multiresistenz der Leukédmiezellen gegeniiber Chemothera-
peutika und damit Hinweis auf ein schlechteres Gesamtiiberleben der Patienten"* %24 1m
Laufe der Zeit haben jedoch die MRD-Messung und die genetischen Untersuchungen wegen
threr hohen Sensitivitit immer mehr an Bedeutung gewonnen. So erfolgt die
Risikostratifizierung heute hauptsichlich aufgrund dieser prognostischen Marker® ' . In
vielen Fillen korreliert die MRD-Risiko-Einstufung jedoch mit der inititalen Prednisone-
Response. Fiir die weitere Optimierung der Therapie ist es daher von grof3er Bedeutung, die
Ursache fiir die unterschiedliche Glucocorticoid-Sensitivitit der leukdmischen Blasten

herauszufinden.

1.2 Glucocorticoidresistenz bei akuter lymphatischer Leukimie

Glucocorticoide (GC) induzieren Apoptose in leukdmischen Blasten. Hingegen weisen GC-
resistente Zellen eine beeintrichtigte Apoptose auf®*®. Obwohl in zahlreichen Studien die

29-31 .
@930 war eine

komplexen molekularen Effekte der GC-Behandlung untersucht wurden
vollstindige Aufklarung des der Resistenz zugrunde liegenden Mechanismen bisher noch
nicht vollstindig moglich. In den Vorarbeiten zu der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass
das Valosin-containing protein, welches als Chaperonin Teil des Ubiquitin-Proteasom-
Degradationsweges ist, in GC-resistenten ALL-Patienten tiberexprimiert wird®?. Des
Weiteren wurde beobachtet, dass in GC-resistenten akuten lymphoblastischen Leukdmien
Gene des Proteasom-Signalweges und anti-apoptotische Gene differentiell exprimiert

werden®> 3.

Auch pathologische Verdnderungen der Rezeptorkonfiguration, der Rezeptoraktivierung, des
Eintritts des aktivierten Rezeptorkomplexes in den Zellkern sowie Verdnderungen der
Transkriptionshemmung und - aktivierung gelten als mdgliche Ursache fiir eine ausbleibende
GC-Wirkung. Es wird kontrovers diskutiert, ob die initiale Expression des GC-Rezeptors fiir
das Ansprechen auf die GC-Behandlung ausschlaggebend ist oder die Transkriptions-
steigerung der einzelnen Splice-Varianten nach Gabe von Prednisolon®®*>”. Diese Vielfalt
von Moglichkeiten deutet darauf hin, dass nicht nur eine Ursache fiir die in vivo GC-Resistenz
verantwortlich ist, sondern wahrscheinlich eine Vielzahl unterschiedlicher Einflussfaktoren
die biologische Grundlage des Phdnomens sind.
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1.3 Effekte der Behandlung mit Glucocorticoiden auf den NFxB-Signalweg

1.3.1 Eigenschaften der Glucocorticoide

Cortison ist ein Steroidhormon, das in den Jahren 1935 bis 1940 in der Nebennierenrinde des
Menschen entdeckt und beschrieben wurde. Es handelt sich dabei um die durch Oxidation
inaktivierte Form des Glucocorticoids Cortisol, welches im Kohlenhydrathaushalt, dem
Fettstoffwechsel und dem Proteinumsatz Bedeutung besitzt. Die seit 1951 mdogliche

synthetische Herstellung geht auf Robert Woodward zuriick®®.

In physiologischen Konzentrationen fordern Cortisol und Glucocorticoide (GC) die
Gluconeogenese, die Neubildung von Kohlenhydraten aus Proteinen und Fetten in der Leber.
Sie beeinflussen auflerdem wichtige biochemische, physiologische und pathologische
Vorgénge in allen Organen.

Synthetische Glucocorticoide sind Derivate des korpereigenen Cortisols und besitzen
weitgehend dasselbe Wirkungsspektrum wie das korpereigene Hormon Hydrocortison. Die
kiinstlichen GC wurden vor allem deshalb entwickelt, weil groBere Mengen des
Hydrocortisons zu unerwiinschten Nebenwirkungen fiihren.

Glucocorticoide werden wegen ihrer anti-inflammatorischen, anti-allergischen und

8% zur Behandlung von zahlreichen Erkrankungen

immunsuppressiven Wirkung seit 194
eingesetzt. Je mnach Anwendungsart wird zwischen topischen und systemischen
Glucocorticoiden unterschieden. Die unter anderem bei der Leukdmiebehandlung eingesetzten
Glucocorticoide Prednison und Dexamethason gehoren zu den systemischen. Bei Aufnahme
werden Cortisonderivate in der Leber durch das Enzym B-Hydroxy-Steroid-Dehydrogenase in
die aktiven Cortisole umgewandelt. Das in der vorliegenden Arbeit fiir die in vitro
Experimente verwendete Prednisolon (1,2-Dehydrocortisol; frither auch Metacortandralon

oder Deltahydrocortison genannt) ist der aktive Metabolit des Prednisons.

1.3.2 Wirkung der Glucocorticoide auf den NFxB-Signalweg

Fir die Mehrzahl der ALL-Patienten wurde eine konstitutive NFkB-Aktivierung
nachgewiesen™”. Daher ist die Wirkung der Glucocorticoide auf den NFkB-Signalweg ist fiir
die Behandlung der ALL von besonderer Bedeutung. NFxB-Transkriptionsfaktoren wurden
erstmals 1986 in humanen B-Zellen entdeckt“’. In Siugetieren wurden bislang 5
Transkriptionsfaktoren der NFkB-Familie gefunden, dazu zdhlen RelA (p65), c-Rel, RelB,
NF-kB1 (p50; p105), und NF-xB2 (p52; p100)“*?. Die Faktoren p50 und p52 werden erst
durch Abspaltung ihrer inhibitorisch wirkenden C-terminalen Region aus ihren
zytoplasmatischen Vorlduferproteinen p105 und p100 gebildet und als Transkriptionsfaktoren
aktiviert %, Die Prozessierung erfolgt iiber den Ubiquitin-Proteasom-Degradationsweg*”.
Alle NFkB-Transkriptionsfaktoren besitzen ein hoch konserviertes Motiv am N-Terminus,
welches ~300 Aminosduren lang ist und als Rel-homologe Domine bezeichnet wird*®. Sie
enthilt sowohl eine DNA-Bindungsdoméne als auch eine Dimerisierungs-Doméne und ein

nukledres Lokalisierungssignal (nuclear localization signal, NLS). Es besteht eine Homologie

4
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zu dem Onkogen v-re/l und dem Morphogen Drosophila dorsal. Die NFxB-
Tanskriptionsfaktoren sind durch die Rel-homologe Doméne in der Lage, untereinander
Homo- oder Heterodimere zu bilden. In der ALL sind p50-Homodimere und p50-p65-
Heterodimere involviert, deren konstitutive Aktivierung durch Lokalisierung dieser Faktoren

- : 40
im Kern nachgewiesen wurde*”

. In gesunden, unstimulierten Zellen liegt das p50-p65-
NF«kB-Heterodimer im Zytoplasma vor, gebunden an IkBo ein Inhibitorprotein der IkB-
Familie. Zu dieser Proteinfamilie zihlen auBerdem IkBf, IxBy, und IkBeg, aber auch p100,
p105 und BCL-3“* * % %) Die Bindung der Inhibitorproteine an die NLS der NFxB-
Proteine erfolgt iiber eine Folge von 5-7 repetivitiven Ankyrin-Dominen, die aus je ca. 30

Aminosduren bestehen.

In Folge einer Aktivierung z.B. durch Cytokine, TNF-a oder IL-1°% wird iiber die IKK-
Kinasen eine Phosphorylierung des IkBa vermittelt. AnschlieBend wird das Inhibitorprotein
ubiquitiniert und iiber den Ubiquitin-Proteasomen-Degradationsweg abgebaut®" *?. Der
freigesetzte NFkB-Transkriptionsfaktor transloziert in den Kern und stimuliert die Expression

proliferativer, inflammatorischer und anti-apoptotische Gene™”.

Inflarnratory

Cytokine I
proteins

Gl +PRED

memkbrane
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receptor
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Abbildung 1-1:Schematische Darstellung der Stimulation des NFxB-Signalweges durch Glucocorticoide

Mucleus

(Prednisolon) und der Zusammenhang mit dem Ubiquitin-Prosteasom-Degradationsweg (adaptiert nach
Barnes und Karin et al. 1997).

Durch die Strukturanalogie zu den korpereigenen Steroiden konnen Glucocorticoide
Rezeptor-unabhdngig ins Zellinnere diffundieren. Es wird grundsétzlich zwischen drei
Wirkmechanismen unterschieden®®. Hierzu zdhlen ein vom membranstindigen GC-Rezeptor
abhingiger, nicht-genomischer Mechanismus und ein Rezeptor-unabhingiger nicht-
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genomischer Mechanismus. Von besonderer Bedeutung fiir die ALL ist jedoch vor allem der
Membranrezeptor-unabhéngige genomische Wirkmechanismus. Bei diesem Mechanismus
tritt das Glucocorticoid durch Diffusion in die Zelle ein und bindet an einen
zytoplasmatischen GC-Rezeptor (GR)®* 3> 39 (Abbildung 1-1). Der GR wird durch die
Bindung aktiviert und transloziert in den Zellkern. Dort moduliert es die Expression
verschiedener durch den Transkriptionsfaktor NFxB regulierter Gene auf zwei
unterschiedliche Arten®®. Die Wirkung erfolgt erstens durch direkte Interaktion mit der
NFxkB-Untereinheit p65 und zweitens durch Bindung an das sogenannte GC-response
Element in der Promotorregion des /xkBa-Gens. Durch die direkte Interaktion wird die
Bindung des Transkriptionsfaktors an die Zielgene unterbunden und somit seine
expressionssteigernde Wirkung verhindert. Durch die Bindung des GC-GR-Komplexes an die
Promotorregion des fiir [kBa codiernden Gens wird aullerdem die Expression dieses NFxB-
Inhibitors angeregt. Das neu synthetisierte IkB-Protein bindet im Zytoplasma an bereits
freigesetztes NFkB und fiihrt zu dessen Inaktivierung. Die transkriptionelle Aktivitit der
NF«B-Dimere wird durch die GC-Gabe negativ beeinflusst®” *®. Es ist moglich, dass neben
dem NFkB durch die GC-Stimulation auch weitere Transkriptionsfaktoren wie Interleukin-
6 (IL-6) und das Aktivator-Protein-1 (Ap-1) reguliert werden, welche ebenfalls einen Einfluss
auf die Expression immunmodulatorischer und inflammatorischer Gene besitzen.

Wie im Zusammenhang mit der GC-Resistenz bei kindlicher ALL bereits erwéhnt, gibt es
eine grof3e Bandbreite an Studien zur Beantwortung der Frage, auf welche Weise die Zelltod-
Induktion der Glucocorticoide in den leukdmischen Blasten stattfindet. Untersuchungen
belegen, dass die durch GC-Behandlung in leukdmischen Zellen ausgeldste Apoptose sowohl
Merkmale des intrinsischen als auch des extrinsischen Apoptose-Signalweges aufweist.
Details hierzu werden in Kapitel 1.7 erlautert. Es wurde auBerdem mit Hilfe von
Zellkulturmodellen festgestellt, dass vor allem in GC-resistenten ALL-Zellen nicht nur
Apoptose allein fiir das Absterben von Tumorzellen verantwortlich ist, sondern auch
alternative Zelltodmechanismen wie Autophagie, Nekrose und Nekroptose eine Rolle
spielen®” °”. Welche Art des Zelltods induziert wird, ist dabei unter anderem von der

eingesetzten GC-Konzentration abhingig ©V.

1.4 Differentiell exprimierte Proteine als diagnostische Marker bei ALL

Zur Verbesserung der Risikostratifizierung von Patienten mit ALL wurde in der Vorstudie,
mit Hilfe der Proteom-Analyse nach neuen prognostischen Markern gesucht. In einem
Screeningansatz wurden dazu Proteom-Analysen an Knochenmarkszellen durchgefiihrt, die
aus zwei streng nach klinischen Parametern gepaarten Kollektiven von PPR- und PGR-
Patienten stammten®?. Im ersten Teil der Studie wurden 4 PPR-Patienten mit pra-B-ALL
gegen 8 PGR-Patienten paarweise gruppiert mittels 2-D Gelelektrophorese untersucht. Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurden unter anderem das Valosin-containing—Protein (VCP)
und die Katalase als potentielle Markerproteine identifiziert, da sie in der Gruppe der PPR
Patienten verstdrkt exprimiert waren. Neben den bereits genannten zdhlten, auch die Proteine

6
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RING finger protein 22 alpha und G-protein coupled receptor (Familie C, Gruppe 5, Mitglied
D (GPRCS5D)) zu den iiberexprimierten Proteinen in der Gruppe der PPR-Patienten. Im
zweiten Teil der Studie wurde die differentielle VCP-Expression mit Hilfe eines
Validierungs-Kollektivs von 10 PPR-Patienten mit prd-B-ALL und 20 PGR-Patienten in einer
gepaarten Studie durch Western-Blot-Analysen vergleichend untersucht®”. Die VCP-
Uberexpression in der Gruppe der PPR-Patienten konnte bestitigt werden. Genetische Marker
werden bereits seit geraumer Zeit als prognostische und diagnostische Marker eingesetzt. Die
ungerichtete Proteom-Analyse an Zellmaterial von Patienten mit einer bestimmten
Erkrankung bietet die Moglichkeit, differenziell exprimierte Proteine zu entdecken.
Wesentlich flir den Einsatz als diagnostischer Marker ist jedoch die Bestétigung der Relevanz
fiir das Auftreten eines bestimmten ALL-Subtyps. Die zelluldren Funktionen, der potentiellen
prognostischen Marker-Proteine VCP und Katalase werden in den folgenden Kapiteln ndher
erldutert.

1.5 Das Valosin-containing protein und der Ubiquitin-Proteasom-Degradationsweg

1.5.1 Das VCP, eine ubiquitire ATPase mit Chaperonin-Funktion

Das in Prednisone Poor Responder-Patienten differentiell exprimierte p97 oder auch Valosin-
containing protein (VCP) ist 97 kDa grol und wurde anfianglich auch als Transitional
endoplasmic reticulum ATPase (TERA) bezeichnet. VCP gehort zur Enzymfamilie der hoch
konservierten Adenosintriphosphatasen (47Pases Associated with various cellular Activities,
AAA-ATPasen)®* . Das fiir dieses Protein codierende Gen liegt im humanen Genom in der
chromosomalen Region 9p12-p13©Y. Alle ATPasen besitzen die Fihigkeit aus der Hydrolyse
von ATP Energie zu gewinnen und diese fiir die Umgestaltung spezifischer Substrate zu
verwenden®”. Sie teilen sich eine Reihe homologer Dominen, die fiir die Ausbildung der
charakteristischen vorwiegend hexameren Rinstruktur der Oligomere und fiir die ATPase
Aktivitdt verantwortlich sind. Einer N-terminalen Doméne von ~200 Aminosduren, welche
zur Substraterkennung und -bindung dient, folgt die sogenannte AAA-Doméne, die 200-250
Aminoséuren umfasst®®”. Zur Klasse I der ATPasen, welche zwei der homologen AAA-
Dominen je Monomer besitzen, zdhlt neben dem VCP vor allem der N-ethylmaleimide
sensitive factor (NSF)"* V. Die homologen Dominen der Monomere dieser Klasse ordnen

sich im Hexamer so an, dass sich zwei iibereinanderliegende Ringe bilden®® 7.

VCP, welches ubiquitér in der Zelle vorkommt, ist je nach dem mit welchen Adapterproteinen
es interagiert, in verschiedene zellulire Prozesse involviert> 7 (Abbildung 1-2). Ein
GroBteil der VCP-Molekiile ist im Zytosol lokalisiert, wo sie assoziiert zu den Membranen
des Golgi-Apparates und des Endoplasmatischem Retikulum (ER) vorliegen. So spielt VCP
eine mafigebliche Rolle bei der Aufrechterhaltung der normalen Funktion und Struktur des
ER™ und beim Wiederaufbau der Kern- und Golgi-Membran nach der Mitose, unter
anderem durch die Zerstorung von SNARE-Proteinkomplexen (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive-factor attachment receptor, SNARE)® 7™ VCP ist auierdem in den Transport
fehlgefalteter Proteine vom ER zum Ubiquitin-Proteasom-Degradationsweg eingebunden, den
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sogenannten ER-assoziierten Degradationsweg (ERAD)®. Mit Hilfe des ERAD-
Signalweges wird verhindert, dass Proteine, die durch Fehlfaltung ihre Funktion nicht erfiillen
konnen, in den sekretorischen Signalweg gelangen und die Zellfunktion beeintrachtigen.
Durch die Interaktion von VCP mit den Proteinen ubiquitin fusion degradation 1 (Ufdl),
nuclear protein localization 4 (Npl4) und die Bereitstellung der Energie seitens der ATPase
werden die aberant gefalteten Proteine aus dem ER ins Zytosol retrotransloziert 7% %3 8),
Die VCP-Interaktion mit der E3-Ligase gp78 sorgt fiir die Poly-Ubiquitinierung der
Zielproteine®™®”. Auch beim Transport der ubiquitinierten ER-Proteine zum Proteasom ist
das Chaperon VCP von zentraler Bedeutung, indem es mit weiteren Kofaktoren und mit den
Poly-Ubiquitinketten der Substratproteine interagiert®" ** %) Die Bindung des p97 erfolgt

erwiesenermafien bevorzugt an Lysin48 (K48)-verkniipfte Poly-Ubiquitinketten®® *. Mit

Hilfe von Ultrazentrifugation und Immunprézipitation wurde in humanen Zellen eine
on

Interaktion des VCP mit dem 26S Proteasom nachgewiesen

Proteasom

Protein-Transport Zellzykluskontrolle

SNARE-Regulation Zelldifferenzierung

p53-Kontrolle

Abbildung 1-2: Interaktion des Chaperonins VCP mit dem 26S-Proteasom

VCP ist neben der Degradation von ER-Proteinen auch in den Abbau zahlreicher
zytosolischer  Proteine iiber den Ubiquitin-Proteasom-Degradationsweg involviert,
insbesondere des IkBa'”" ¥ °!-92 Die Bindung an die Zielproteine erfolgt auch hier iiber eine
direkte Interaktion der N-terminalen Doméne des VCP mit den Poly-Ubiquitinketten des
Substrats® ** °) Durch den Abbau des zytosolischen NFkB-Inhibitormolekiils IkBo. mit
Hilfe des VCP wird der NFkB-Signalweg entscheidend moduliert®. Mutationsanalysen
zeigten, dass ein Funktionsverlust des VCP zu einer Inhibition des Ubiquitin-Proteasom-

@) Auch eine

Systems und zu einer Akkumulation ubiquitinierter Proteine fiihrt
Herunterregulation der VCP-Expression in HeLA-Cervixkarzinomzellen mittels RNA-
Interferenz unterstrich die Relevanz fiir den UPS-abhéngigen ERAD-Signalweg, da sie eine
Akkumulation ubiquitinierter ER-abhéngiger Proteine (unfolded protein response, UPR)®”
und einer extremen Vakuolisierung der induzierten Zellen nach sich zog!””. In der Studie
wurde jedoch nicht fiir alle getesteten ER-abhidngigen Proteine eine Akkumulation
nachgewiesen. Aulerdem wurde auch keine zytoplasmatische Akkumulation von Proteinen

(cytoplasmic protein response, CPR) detektiert, wie sie fiir die Inhibition des Proteasoms
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charakteristisch ist®”. Des Weiteren erzeugte dieser Einsatz von RNA-Interferenz gegen VCP
eine Regulation 30 verschiedener Gene, die bei der zelluldren Stressantwort und bei der
Apoptose eine Rolle spielen. Eine VCP-Uberexpression ist in vielen Krebserkrankungen
assoziiert mit fortschreitendem Tumorwachstum und einer schlechten Prognose®'°). Es ist
jedoch bislang ungeklirt, ob die VCP-Uberexpression ursichlich an der Ausprigung dieser
Erkrankungen beteiligt oder als nachgeschalteter Effekt zu betrachten ist.

1.5.2 Das Proteasom, Zentrum des Ubiquitin-Proteasom-Degradationsweges

Die letzte Station der meisten Proteine, die in eukaryotischen Zellen selektiv abgebaut
werden, ist das das 26S Proteasom. Es bildet das Zentrum eines als Ubiquitin-Proteasom-
System (UPS) oder Ubiquitin-Proteasom-Degradationsweg (UPD) bezeichneten Signal-
weges' '™ Jede eukaryotische Zelle besitzt etwa 30 000 Stiick der hochmolekularen Multi-
Enzymkomplexe, die in den 1980er Jahren unabhingig voneinander, von den Gruppen um
A. L. Goldberg und M. C. Rechsteiner entdeckt!'”"'% Vollstindige Proteasomen besitzen
einen Sedimentationkoeffizienten von 26 Svedbergeinheiten (S), sie sind sowohl im nukledren
als auch im zytosolischen Kompartiment der Zellen zu finden und machen bis zu 1 % des
Gesamtgehaltes an 16slichen Proteinen in der Zelle aus!'® ' "9 vollstandige 26S
Proteasomkomplexe bestehen aus einem hoch konservierten, zylindrischen 20S Kernkomplex,
dem 20S Proteasom und ein bis zwei regulatorischen 19S Partikel (19S Proteasom)"'",
welche die Enden des proteolytisch aktiven Kernkomplexes verschlief3en.

(A) (B)
198
o
Blogs
B
(04
198

Abbildung 1-3: Bestandteile des 26S Proteasoms und Lage der proteolytisch aktiven Zentren der B-Ringe.
(A) Das 26S-Proteasom besteht aus einem 20S-Kernkomplex und ein bis zwei regulatorischen 19S-
Partikeln, die die Enden des aktiven Kernkomplexes verschliefen und zur Erkennung und Entfaltung der
Substrate dienen. (B) Aufbau der B-Ringe im Zentrum des Proteasoms. Sie vermitteln mit ihren aktiven
Zentren die proteolytische Aktivitiit des Kernkomplexes (adaptiert nach Adams et al., 2004)"'?,

19S Proteasomen bestehen ihrerseits aus insgesamt 18 Untereinheiten''* "' und besitzen

eine Masse von ca. 2.5 MDa''"®. Es handelt sich bei diesen 19S Partikeln um
auBergewohnliche AAA-ATPase-Komplexe, in denen sich jeweils ein aus 6 ATPasen und 3
nicht-ATPase-Untereinheiten bestehender basaler Subkomplex mit einem Deckel-
Subkomplex aus 8 nicht-ATPasen zu einer funktionellen Einheit verbinden' '®. Der
ringformig gebaute, basale Subkomplex stellt die Verbindung mit dem 20S Kernkomplex her,
was zur proteolitischen Aktivierung des Gesamtkomplexes fiihrt!''* ''®. Die Funktionen des
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19S-Partikels beruhen einerseits auf der durch ATP-Hydrolyse freiwerdenden Energie durch
die ATPasen an der Basis des 19S-Partikels. Andererseits basieren sie auf der Fahigkeit des
Deckel-Subkomplexes diejenigen Proteine zu erkennen, die eine K48-verkniipfte Poly-
Ubiquitinkette tragen, sie zu binden, zu deubitquitinieren, zu entfalten und sie in den Tunnel
des 20S Kernkomplexes zu schleusen'®'?". Wihrend die Ubiquitinmolekiile direkt ins

Zytosol zuriick transportiert werden''®

, werden die Zielproteine im Kernkomplex mit Hilfe
proteolytisch aktiver Zentren zu kleinen Polypeptiden von 3-25 Aminosduren abgebaut'*?.
So stehen die grundlegenden Bausteine fiir die Proteinbiosynthese schnell wieder zur
Verfiigung und eine aus der Akkumulation fehlgefalteter Proteine resultierende zelluldre
Stressantwort wird vermieden. Neben dem 19S Komplex ist der 11S Komplex (auch PA28)
ein weiterer moglicher Bindungspartner des 20S Proteasoms'*?. Die Bindung mit PA28 ist
ATP-unabhingig und anders als beim 26S Proteasom werden von dem PA28-20S Komplex

nur Peptide, aber keine intakten Proteine gespalten.

Neben  Sequenzanalysen  belegten vor  allem  Rontgenstrukturanalysen — und
elektronenmikroskopische Studien, dass das 20S Proteasom hoch konserviert ist'**'?”. Die
tunnelférmige Struktur des Kernkomplexes entsteht durch die Zusammenlagerung von vier
Ringen, aus je sieben verschiedenen Untereinheiten'**"*". Die Untereinheiten der beiden
ndher zu den Tunnelenden liegenden, duBleren Ringe werden als a-Untereinheiten und die der
beiden inneren als P-Untereinheiten bezeichnet. Jeder B-Ring besitzt drei verschiedene
proteolytisch aktive Zentren, die ins Innere des Tunnels gerichtet sind. Proteasomen zihlen zu
den N-terminalen nucleophilen Hydrolasen, da in diesen Zentren Threonine sitzen, die als N-
terminale aktive Nucleophile agieren!?> 2 3% 139 Entsprechend der Spaltpriferenzen der
proteolytisch aktiven Zentren wird zwischen Chymotrypsin-artigen, Trypsin-artigen und

Peptidyl-glutamyl-hydrolysierenden (Caspase-dhnlichen) Aktivitdten unterschieden'?% 134139,

Die zweite essentielle Komponente des UPS ist die Ubiquitinierung, welche eine reversible
post-translationalen Proteinmodifikation darstellt. Zwar wird die Ubiquitinierung auch in
anderen zelluldren Prozessen zur Markierung verwendet, aber ihre am besten charakterisierte
Rolle ist es den zielgerichteten, proteolytischen Abbau von Proteinen zu steuern. Die fiir den
Abbau vorgesehenen Proteine werden dabei mit einem Ubiquitinmolekiil isopeptidisch
verkniipft. Die Bindung mindestens drei weiterer Ubiquitineinheiten an dieses erste Molekiil
filhrt zur Bildung einer Poly-Ubiquitinkette und bewirkt, dass das Zielprotein vom 26S
Proteasom spezifisch erkannt und degradiert werden kann*” ¥ Entscheidend fiir die
Erkennung durch das Proteasom ist es, dass die Verkiipfung der Ubiquitin-Einheiten jeweils
tiber das Lysin (K) an Position 48 der Aminosduresequenz des ersten Molekiils, mit dem
Glycin (G) an Position 76 des darauffolgenden erfolgt. Der Verkniipfungsprozess erfolgt in
drei Schritten iiber eine hierarchisch geordnete Reaktionskette, mit Hilfe von Ubiquitin
aktivierenden, konjugierenden und ligierenden Enzymen E1, E2 und E3"% 'Y Andere
Formen der Ubiquitinierung wie die K63-Ubiquitinierung des IkB-Kinase-Komplexes,
induzieren nicht den Abbau, sondern nur eine Modulation der Proteinfunktion*> 9. Der
intrazelluldre Transport der ubiquitinierten Proteine erfolgt meist durch Chaperone wie die
Hitzeschockproteine oder Chaperonine wie das VCP.
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Das Ubiquitin-Proteasom-System ist der wichtigste extralysosomale Proteinabbau-
mechanismus in eukaryotischen Zellen, es ist fiir den Abbau zahlreicher Proteine
verantwortlich und erfiillt eine Vielzahl von unterschiedlichen Aufgaben"*"'*?. Hierzu zihlt
vor allem der Abbau abnormaler und fehlgefalteter Proteine aus dem Zytosol und dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER). In Abhédngigkeit zur Zellumgebung und dem
Proliferationsstatus werden aber auch zelluldre Prozesse wie Zellzyklus, Differenzierung oder
Proliferation beeinflusst, indem beteiligte Proteine degradiert werden. Zu den Substraten des
UPS zihlen Tumorsuppressorproteinen wie p53"'*?, Zellzyklusproteinen wie Cycline und

)(144, 145) )(146) und deren

cyclin-abhinige Kinasen (p21, p27 sowie Transkriptionsfaktoren (p105
Inhibitoren (IkB)®". Einige der Vorginge, in die das UPS involviert ist, weisen eine deutliche
Uberschneidung mit denjenigen Prozessen auf, in die das VCP involviert ist, vergleiche dazu
Abbildung 1-2.Unterbrechung des Ubiquitin-Proteasom-Signalweges durch Einsatz des

spezifischen Proteasominhibitors Bortezomib

Das Proteasom und das UPS stellen aufgrund ihrer zentralen Rolle bei der Regulation von
Zellzyklus, Differenzierung und Apoptose ein wichtiges Ziel fiir therapeutische Ansitze zur
Behandlung entziindlicher und maligner Erkrankungen dar. Durch die Entwicklung
spezifischer Inhibitoren gegen die proteolytischen Aktivititen des Proteasoms gelang es daher
nicht nur das Verstindnis fiir den komplexen Mechanismus des UPS zu vertiefen, sondern
auch neue therapeutische Mboglichkeiten zu erschlieBen. Eine wichtige Klasse der
Proteasominhibitoren stellen die Peptidboronsduren dar. Die Vertreter dieser Klasse zeichnen
sich durch hohe Selektivitit und Stabilitit, reversible Hemmung und relativ geringe
Nebenwirkungen aus. Ein Vertreter dieser Klasse ist Bortezomib, welches unter den Namen
PS-341 oder Velcade® besser bekannt ist. Dieser Inhibitor blockiert selektiv die
Chymotrypsin-artige Aktivitit des Proteasoms (Abbildung 1-3). Dies fiihrt, anders als eine
Hemmung der Trypsin- und Peptidyl-glutamylhydrolysierenden Aktivititen, zu einer

drastischen Verringerung der Proteindegradation''”.

Fir klinische Anwendungen ist
Bortezomib von besonderem Interesse, weil es erstens weder in die durch die Blut-
Hirnschranke geschiitzten Bereiche, noch in Hoden oder Augen vordringt"*¥. Zweitens tritt
die maximale Proteasom-Hemmung nach intravendser Gabe innerhalb einer Stunde ein und
bereits nach 72-96 Stunden ist die Proteasom-Aktivitit vollstindig wiederhergestellt!'* 1°%.
Dariiber hinaus belegte eine initialen Studie an 60 verschiedenen Tumorzelllinien, darunter
auch Leukdmiezellinien, eine anti-proliferative Wirkung von 50 % verglichen zu
unbehandelten Kontrollen, bei der Verwendung einer Konzentration von nur 7 nM"* °1,
Weiterfiihrende Untersuchungen an humanen Xenograft-Modellen bestdtigten die
Antitumorwirkung der Substanz!"*®. Proteasom-Inhibition induziert nachweislich Apoptose in
Tumorzellen, wihrend es nur einen geringen Einfluss auf Nicht-Tumorzellen ausiibt!''* '**
139 Eine der wichtigsten Konsequenzen der Proteasom-Hemmung mittels Bortezomib fiir die
Therapie ist die induzierbare Blockierung des Transkriptionsfaktors NFkB, welcher in vielen
neoplastischen und inflammatorischen Erkrankungen konstitutiv aktiv ist®”. Das Proteasom
ist auf zweierlei Arten relevant fiir die NFkB-Aktivierung, erstens durch die Teildegradation
des NFxB-Vorlauferproteins pl105 zum aktiven p50 und zweitens durch den Abbau des

Inhibitorproteins IkBa*” >,
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Der Proteasominhibitor MG132 bewirkte in der Prostatakarzinomzelllinie PC-3, die eine
konstitutive NFxB-Aktivierung aufweist, sowohl die Anregung der IkB-Expression als auch

cine Translokation des Inhibitors in den Kern!>?

. Die Ergidnzung von Bortezomib zur
herkdmmlichen Therapie von Patienten, die an Multiplem Myelom erkrankt sind, hat mit
tolerierbarer Toxizitit nachweislich zu einer deutlichen Verbesserung der Therapieergebnisse
gefiihrt">> 19 Nach ersten positiven Einzelfallbeobachtungen zur Therapie von refraktirer
kindlicher ALL wurde Bortezomib auch erfolgreich in Phase I Studien zur Behandlung von
Rezidivfillen kindlicher ALL eingesetzt!>” '°®. Wegen der akzeptablen Toxizitit wird es
inzwischen auch in klinischen Studien der Phase II getestet. Detaillierte Informationen zu
diesen Studien (NCT00440726 und NCT00873093) sind unter http://clinicaltrials.gov, im

Internet zu finden.

1.5.3 Abbau fehlgefalteter Proteine iiber den ER-assoziierten Degradationsweg (ERAD)

Die Akkumulation fehlgefalteter Proteine im Lumen des ER stellt fiir die lebende Zelle eine
Bedrohung dar, da die normalen ER-Funktionen stark beeintrdchtigt werden, was unter
Umstidnden zum Kollaps der gesamten Zelle fiihrt. Der ER-assoziierten Degradationsweg
(ERAD) ist Bestandteil eines als Unfolded Protein Response (UPR) bezeichneten
Mechanismus, mit dem die Zelle versucht, den ER-Stress zu verringern und so dem Zelltod zu

(159 geben einen umfassenden Uberblick iiber diesen Prozess,

entgehen. Zhang und Kaufman
dessen Deregulation eine Mitursache fiir eine Vielzahl von Erkrankungen darstellt. Die UPR
umfasst initial die transkriptionelle Stimulation spezifischer UPR-Gene, die Translation neuer
Proteine wird vermindert und die ER-assoziierte Degradation von Proteinen erhoht!'®" ',
Das komplexe Netzwerk der zelluliren Antwort auf ER-Stress wird von den drei ER-
Transmembranproteinen IREl, PERK und ATF6 reguliert!®®. Als spezifische zellulire
Marker fiir ER-Stress in humanen Zellen gelten vor allem die Ausschiittung von
Kalziumionen durch das ER, die Induktion der Transkriptionsfaktoren GADD 34 und GADD

153 auch bekannt als CHOP sowie die Aktivierung der Caspase-12(l61’ 163)

Im Verlauf der Proteinbiosynthese werden sekretorische Proteine als lineare Polypeptide iiber
das Sec61 Translokon in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) importiert(164).
Hier werden sie mit Hilfe in energieabhidngigen Prozessen gefaltet, zusammengebaut und
durch Anheftung eines speziellen Oligosaccharids glykosiliert, bevor sie mit Hilfe von
Vesikeln zum Golgi-Apparat transportiert werden. Dieser Prozess wird von einer Reihe von
Enzymen begleitet, unterstiitzt und kontrolliert. Dazu gehoren u.a. Chaperone, Co-Chaparone,
Redox-Enzyme, Protein-Disulfid-Isomerasen, Glykan-prozessierende Enzyme und Lektine
(165167 Nur korrekt gefaltete und glykosilierte Proteine werden vollstindig sezerniert und
gelangen zum Golgi-Apparat, von wo aus sie an ihre Bestimmungsorte verteilt werden.
Fehlgefaltete Proteine werden von einer im ER-Lumen vorkommenden Glycosyltransferase
erkannt und mit einem zusitzlichen Glucoserest versehen. Diese Markierung wird von den
Lektinen erkannt und das Protein wird, anders als die korrekt gefalteten, mit Hilfe des Sec61-
Translokons aus dem ER ins Zytosol exportiert und dem ERAD zugefiihrt. Die wichtigsten an
der Protein-Retranslokation ins Zytoplasma beteiligten, Proteine sind VCP, Ufdl und Npl4,

12
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wobei die ATPase den Energiebedarf deckt® 7 ¥ *) und fiir die Ubiquitinierung der
Zielproteine sorgt® ¥, AuBerdem eskortiert VCP die ubiquitinierten ER-Proteine zum 26S
Proteasom®" * ** (vergleiche Kapitel 1.5.1). Dort werden die Zielproteine spezifisch erkannt
und degradiert, wahrend die Ubiquitinmolekiile direkt ins Zytosol zurlick transportiert

116, 122, 1 1
werden!! 16 122137 138)

Mutationsanalysen einzelner UPS-Komponenten belegten eine funktionelle Relevanz des
Degradationsweges fiir die UPR, indem eine Induktion ER-Stress assoziierter und
apoptotischer Gene nachgewiesen wurde!'®. Dies wurde spiter durch spezifische MG132
vermittelte Proteasom-Hemmung bestdtigt, da sie in einer erhohten Apoptoserate und einer
massiven Komplexbildung im centrosomalen Bereich des Zytosols resultierte">* ''7Y. Eine
Analyse der gebildeten Proteinkomplexe, der so genannten Aggreasomen, zeigte, dass neben
ubiquitinierten Proteinen vor allem Chaperone, Proteasomenpartikel und andere Bestandteile

des UPS enthalten waren!®® 172 173

Interessanterweise erzeugten andere ER-Stress-
auslosenden Substanzen wie Tunicamycin oder Brefeldin-A keine Proteinaggregation. Eine
Studie an HeLa-Cervixkarzinomzellen bestétigte, dass eine zusidtzliche RNAi-vermittelte
Herunterregulation des VCP-Chaperons ebenfalls eine erhdhte Apoptoserate induzierte”™ ¥,
Verglichen mit der Proteasom-Inhibition allein, kam es jedoch zu einer disperseren Protein-
Aggregation im Zytosol. AuBerdem wurde trotz Vakuolisierung der ER-Lumen keine

Akkumulation ubiquitinierter Proteine im ER festgestellt.

1.6 Katalase, ein Enzym mit anti-oxidativer Schutzfunktion

Ein weiteres Protein, welches ebefalls in der Vorstudie zu dieser Arbeit als differentiell
exprimiert beschrieben wurde, ist das Enzym Katalase®”. Ebenso wie die anderen in der
Gruppe der PPR-Patienten als liberexprimiert gefundenen Proteine, wurde auch die Katalase

bereits im Zusammenhang mit Neoplasien beschrieben'7* 7.

Die Monomere dieses Enzyms sind ca. 60 kDa gro3 und tragen eine Him-Gruppe. Aktive
Katalasen liegen jedoch als Homotetramere vor. Das Enzym katalysiert die Abbaureaktion
von hochreaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) zu Wasser und
Sauerstoff''’®. In Siugetieren findet diese katalytische Reaktion meist rdumlich getrennt vom
Zytosol in den Peroxisomen statt, bei einem optimalen pH-Wert von 7. Zu den ROS zdhlen
Sauerstoftfverbindungen, die ungepaarte Elektronen enthalten. Sie werden als Beiprodukte der
mitochondrialen Atmungskette kontinuierlich neu gebildet und sind sehr toxisch"’"'"®_ Dies
ist darauf zurlickzufiihren, dass sie in der Lage sind, alle zelluliren Hauptbestandteile wie
Lipide, Proteine und DNA zu oxidieren und folglich die Struktur und Funktion der Zelle zu
schidigen!*"*. Zahlreiche Studien demonstrieren, dass intrazellulire ROS zu einer NFkB-
Aktivierung fithren"*>'®). Zu den Antioxidantien mit deren Hilfe Zellen das ROS-Niveau
tolerierbar niedrig halten, gehdrt neben der Katalase vor allem die Superoxid-Dismutase!'®®.
Ein wichtiger Beitrag zur Aufklarung alternativer Zelltodmechanismen war die Feststellung,
dass die Akkumulation von ROS wéhrend des autophagischen Zelltodmechanismus darauf
zuriickzufiihren ist, dass Katalase selektiv abgebaut wird'®”.
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Abbildung 1-4: Zusammenhang zwischen Katalase-Expession und Zelltod-Induktion (adaptiert nach
Vandenabeele et al., 2006). Eine Inhibition der Caspase-8-vermittelten Apoptose mit Hilfe des Breitband-
Caspase-Inhibitors zVAD-fmk fiihrt zu einer Aktivierung der RIPI1-vermittelten alternativen
Zelltodmechanismen Autophagie-abhiingiger Zelltod und Nekrose"®®. Der Inhibitor verhindert zusitzlich
die Katalase-Degradation was zu einer ROS-Akkumulation fiihrt"*”, Dariiber hinaus und vermindert
zVAD-fmk die Interaktion von ANT und Cyclophilin-D (Cpr)(lsg).

So fiihrte eine Inhibition der Caspase-8, welche den extrinsischen Apoptosemechanismus
vermittelt, erst zur Katalase-Degradation und in Folge dessen zu einem enormen Anstieg der
ROS-Akkumulation, einer Peroxidation von Membranproteinen und letztendlich zu einem
Zelltod, der jedoch keine apototischen Merkmale aufweist. Alternative Zelltodmechanismen
wie der autophagische Zelltod sind vermutlich auch bei den Prozessen von Bedeutung, die der
GC-Resistenz zugrundeliegen. Deshalb werden die Ausloser und Zusammenhinge dieser
Mechanismen im folgenden Abschnitt néher erldutert.

1.7 Apoptose und alternative Zelltodmechanismen

Die komplexe molekulare Wirkungsweise der Glucocorticoide auf Zellen eine Rolle wurde
noch nicht abschliefend geklart. In ALL-Zellen induziert die Behandlung jedoch vorwiegend
den programmierten Zelltod, die sogenannten Apoptose. GC-vermittelte Apoptose weist in
nicht-resistenten leukdmischen Zellen Merkmale des intrinsischen Apoptose-Signalweges
auf®"*Y(Abbildung 1-5). Dazu zihlen die Induktion verschiedener Proteine der BH-3-Gruppe
wie Bim, Bad, Noxa und Puma, die verwandt mit der BCL-2-Proteinfamilie sind. Es gibt
jedoch auch Hinweise auf eine Induktion des extrinsischen Apoptose-Signalweges. Dieser
wird iiber den Todesrezeptor vermittelt, die Aktivierung der Caspasekaskade erfolgt iiber die
Caspase-8 und durch Involvierung des Mitochondriums erfiahrt das Apoptose-Signal eine
Verstirkung'*”. Sowohl die intrinsische als auch die extrinsische andere Apoptose-Induktion

resultiert in der Aktivierung der Effektor-Caspasen-3 und -7 und in der apoptotischen
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PARP-1-Spaltung.Verschiedene Studien demonstrieren, dass in GC-resistenten Zellen

moglicherweise eine Storung des Caspase-vermittelten Apoptose-Signalweges vorliegt und
(59-61)

stattdessen durch GC-Gabe alternative Zelltodmechanismen ausgeldst werden

. BH3-anly !
Caspase-9 \ (Maxa, Puma) | |

I1APs
{c-lAP, XIAP, survivin...)

Oncogenes

DNA Damage

Spaltung von PARP-1
und weiteren Substraten

Nucleus

(Pro-Caspase-8, Lamin, Externe
XIAP, Bcl-2, etc.)

— ' ,f;/ Stressfaktoren

Apoptose

Uberlebenssignale

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung der Apoptose-Signalwege (adaptiert nach A. Gewies 2004"°").

Zu den an Zellkulturmodellen nachgewiesenen alternativen Zelltodmechanismen zdhlen
Autophagie-abhéngiger Zelltod, Nekrose und Nekroptose. Galt die Nekrose bislang als
ungeordneter Prozess, so wurde vor allem in den letzten Jahren gezeigt, dass dieser Prozess
unter bestimmten Umstinden ebenfalls durch einen streng kontrollierten Mechanismus
initiiert und moduliert wird"**"®”. Um diesem Kontrollmechanismus Rechnung zu tragen,
wird in diesen Fillen von Nekroptose gesprochen’”” ' Die Grenzen zwischen Nekrose,
programmierter Nekrose bzw. Nekroptose nehmen jedoch erst langsam Gestalt an und es ist
noch unklar, inwieweit die zugrundeliegenden Mechanismen iibereinstimmen®”. Durch
differenzierte Studien hat sich auch das Verstindnis der mit der Autophagie von Zellen
verkniipften Mechanismen erheblich vertieft. FEinen guten Uberblick iiber die
Vielschichtigkeit dieser regulatorischen Vorginge geben die Autoren Vandenabeele,

(188, 200209 " der im folgenden Abschnitt kurz

Kroemer, Hotchkiss und Vanden Berghe
dargestellt wird. Die unterschiedlichen intrazelluliren Vorgénge der Mechanismen fiihren
sowohl auf molekularer als auch morphologischer Ebene zu charakteristischen Unterschieden.
Kennzeichnend fiir die Apoptose sind die Kernkondensation, die Zellschrumpfung, das
Abschniiren von Membranblédschen, der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials, die
Aktivierung der Caspase-Kaskasde, die charakteristische Spaltung der Poly-(ADP-ribose)-
Polymerase-1 (PARP-1) durch die Effektor-Caspase-3 und der geordnete Abbau von DNA®’"
29 Als spezifische Merkmale fiir Nekrose gelten die frithe Offnung der Plasma-
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membrankandle flir Ionen und extrazelluldre Fliissigkeiten, ein starkes Anschwellen der

Zellorganellen und der gesamten Zelle, die Ruptur der Plasmamembran ebenso wie die

Spaltung von PARP-1 durch die lysosomalen Cathepsine B und D'%19% 205207
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Abbildung 1-6: Zellmorphologische Verinderungen wiihrend des Fortschreitens der Zelltodmechanismen
wie Apoptose, Autophagie-abhiingigem Zelltod und Nekrose (adaptiert nach Hotchiss et al., 2006)*",

Es wurden auBlerdem Proteine identifiziert, die spezifisch in die nekroptotischen
Zelltodmechanismen involviert sind und die mit dem durch den Todesrezeptor-vermittelten
apoptotischen Signalweg interagieren!” 2*¥. Zu diesen Proteinen zhlen vor allem die Serin-
Threoninkinasen RIP1 und RIP3, deren Phosphorylierungs- und Ubiquitinierungszustand
dabei entscheidende Funktion besitzt!!?® - 2%21D Belege fiir die Bedeutung von RIP1 und
die funktionellen Zusammenhdnge wurden einerseits durch Inhibition der Caspase-
vermittelten Apoptose und durch die Inhibition der Nekrose erbracht. Andererseits flihrte eine
Zellstimulation mit Tumor-Nekrosefaktor-o (TNF), Cytokinen, dem TNF-abhidngigen
Todesligand (TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL), dem Fas-Ligand (FasL) oder
dem Einsatz DNA-schddigende Substanzen zu einem besseren Verstindis. Obwohl es keine
generelle Ubereinkunft gibt, durch welche Eigenschaften sich die Nekroptose von der
Nekrose abgrenzt, wird der Begriff auf biochemischer Ebene so definiert, dass eine Inhibition
des RIP1 zu einer Vermeidung dieser Art des Zelltods fiihrt"*® 2* Nekrose stellt eine sehr
schnelle Zellantwort dar, bei der unter anderm mitochondriale ROS-Produktion und
verringerte ATP-Konzentration eine Rolle spielen und die unweigerlich zum Zelltod fithrt®®).
Withrenddessen handelt es sich bei Autophagie zunichst um eine Uberlebensstrategie. Sie
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blockiert ein Fortschreiten der Nekrose, indem Teile des Zytoplasmas und der Zellorganellen
in Vakuolen verpackt werden, um die Zelle vor toxischen Bestandteilen zu schiitzen®'® *'?).
Gelingt der Abbau der unbrauchbaren und schidlichen Zellbestandteile schlieflich in den
Autophagosomen mit Hilfe lysosomaler Enzyme, so iberlebt die Zelle®'? Bei
Néhrstoffmangel dient der enzymatische Abbau von Zellorganellen zur Wiedergewinnnung
zelluldrerer Bausteine. Gelingt dies nicht, so stirbt die Zelle ab, was als autophagischer
Zelltod oder Autophagie-abhéngiger Zelltod bezeichnet wird. Ein spezifischer Marker fiir die
Autophagosomenbildung ist das Mikrotubuli-assoziierte Leichtekette-3-Protein (microtubule-
associated protein light chain 3, LC3)(214). Dieser Prozess geht anders als die Apoptose nicht
mit einer Chromatin-Kondensation einher und es besteht auch kein Kontakt zu Phagozyten.
Es kommt allerdings zu einer enormen Vakuolisierung der Zellen®" %% 215 219 Kiirzlich
wurde von Bonapace et al. ein Absterben von Jurkat-Zellen durch Autophagie-abhéngige
Nekroptose beschrieben, da unter anderem sowohl LC3 als auch RIP1 in den induzierten
Zelltodmechanismus involviert waren®. Durch den Einsatz eines Antagonisten der BCL-2-
Familie, Obatoclax, wurden die GC-resistenten Jurkat-Zellen, welche eine defekte
mitochondriale Apoptose besitzen, fiir die Steroidbehandlung resensitisiert. Es wurde damit
jedoch keine Apoptose ausgeldst. Die Charakterisierung der molekularen Zusammenhénge
und die Indentifizierung der Ausldser flir diese alternativen Zelltodmechanismen sind noch
unvollstindig. Die Indizien legen jedoch nahe, dass die Aufkldrung der zugrundeliegenden
Kontrollmechanismen fiir das Verstindnis und die Uberwindung mit der GC-Resistenz von
besonderer Bedeutung ist.
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Die in den Prednisone-Poor-Responder-Patienten verstirkt exprimierte ATPase VCP, besitzt
im Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) eine Schliisselposition und greift iiber den Abbau des
IxBa auch in die Regulation des NFkB-Signalweges ein. Fiir die Mehrheit der ALL Patienten
wurde in den leukdmischen Blasten eine konstitutive Aktivierung des NFkB festgestellt,
welche sich moglicherweise auf eine Deregulation des UPS zuriickfiihren ldsst. Zur
Untersuchung der funktionellen Relevanz des UPS und des assoziierten VCP sollte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Zellkulturmodell etabliert werden. GC-resistente ALL-
Zellen sollten zur Kldarung der molekularen Mechanismen eingesetzt werden. Im Fokus der
Untersuchungen sollten die pra-B-ALL-Zelllinien MHH-cALL-2, und -3 stehen, da zu ihnen
zahlreiche klinische Informationen sowie die GC-Sensitivitdt der Patienten bekannt sind.

Aus den Vorstudien wurde eine Beteiligung der Proteasom-assoziierten Signalwege
abgeleitet. Die Proteasom-Inhibition durch den spezifischen Proteasom-Inhibitor Bortezomib
ermoglicht eine spezifische Unterbrechung des UPS. Anhand des Modellsystems sollte
iiberpriift werden, ob durch eine solche Modulation auch eine Regulation des IkBo und damit
des NFxB-Signalweges moglich ist. Des Weiteren sollte die pro-apoptotische und anti-
proliferative Wirkung des Bortezomibs auf ALL-Zelllinien getestet werden. Um insbesondere
die funktionelle Relevanz der VCP-Uberexpression zu untersuchen, sollte auBerdem eine
siRNA-vermittelte Verminderung der der VCP-Expression etabliert und auf ihre
Konsequenzen getestestet werden.

Weiterhin sollte mit Hilfe des etablierten zellbiologischen Systems tiberpriift werden, ob es
auch einen funktionellen Zusammenhang zwischen der in den PPR-Patienten differentiell
exprimierten Katalase und der GC-Resistenz gibt. Dariiber hinaus sollten die in den
Vorstudien gefundenen Markerproteine an einem Patientenkollektiv validiert werden.

Kinder mit ALL, die eine Prednisone-Poor-Response aufweisen oder aufgrund anderer
diagnostischer Befunde der HR-Gruppe zugeordnet werden, haben in der Regel eine sehr
schlechte Prognose. Sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein funktioneller
Zusammenhang zwischen dem differentiell exprimierten VCP, dem UPS und der GC-
Resistenz bei kindlicher ALL nachgewiesen werden, so wire dies aus zwei Griinden von
groBBer Bedeutung. Einerseits wiirde dies eine neue, aus den zellbiologischen Mechanismen
abgeleitete Option fiir die Risikostratifizierung darstellen. Andererseits wiirden neue
Moglichkeiten zur Entwicklung alternativer Therapiestrategien eroffnet. Dieses wire
insbesondere fiir die ALL-Patienten bedeutsam, die ein sehr schlechtes Therapieansprechen
und besonders hohes Gesamtrisiko aufweisen.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Zelllinien und Kulturbedingungen

Fiir die in vitro Experimente wurden hauptsédchlich die beiden humanen pra-B-ALL-Zelllinien
(B-Zell-precursor ALL), MHH-cALL-2 und -3 verwendet. Da diese Zelllinien in der
Kinderklinik der Medizinischen Hochschule Hannover etabliert wurden, ist neben
umfangreichen Diagnosedaten der Patienten auch ihre Prednisone-Response an Tag 8
bekannt. Die MHH-cALL-2 stammt von einem Patienten mit einer schlechten Prednisone-
Response (PPR) die MHH-cALL-3 stammt dagegen von einem Patienten mit einer guten
Prednisone-Response. Fiir einige Experimente wurden auBBerdem die Zelllinien MHHcALL-4,
REH, Jurkat, SD-1 und SUP-B1I5 untersucht. Bezugsquellen, Referenzdaten und
Eigenschaften der Zelllinien sind in der Tabelle 6-1, im Anhang zusammengefasst. Alle
Zelllinien wurden unter Standardbedingungen in einem wasserdampfgesittigten Inkubator bei
37° C und 5 % CO,-Begasung kultiviert. Als Kultivierungsmedium diente das in Tabelle 2-2
beschriebene Zellkulturmedium.

Durch grundlegende Zellkulturexperimente mit verschiedenen Prednisolon-Konzentrationen,
in Form von Prednisolon-21-hydrogensuccinat (Solu-DecortinH®, Merck Serono GmbH),
wurde der Nachweis erbracht, dass diese auch in vitro eine unterschiedliche Glucocorticoid-
Sensitivitédt besitzen, die der der initialen Prednisone-Response der Patienten entspricht. Sie
sind daher als Modell fiir die Untersuchung der molekularen Vorgénge nach Stimulation mit
Prednisolon sehr gut geeignet. Obwohl die Zelllinie MHH-cALL-2 schwécher auf
Prednisolon-Behandlung anspricht, als die MHH-cALL-3 Zelllinie, so liegen die
Konzentrationen, mit denen man eine Reduktion der Vitalitdt um 50 % erreichen kann, doch
relativ nahe beieinander.

2.1.2 Verwendetes Patientenkollektiv zur Analyse mononukleirer Zellen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden kryokonservierte, —mononukledre
Knochenmarkszellen einer Gruppe von 5 Patientenpaaren aus der ALL-BFM-2000-Studie
untersucht. Es handelte sich um Patienten, die aufgrund folgender Kriterien ausgewéhlt
worden waren: Alter zum Zeitpunkt der Diagnose, Geschlecht, und GC-Sensitivitit
(Prednisone Response an Tag 8, PPR/PGR). Die Blastenzahl der ausgewihlten Proben betrug
jeweils mehr als 90%. Die Analysen zur Expression der Zielgene VCP und Katalase der
Proben je Paar erfolgten parallel.
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Tabelle 2-1: Klinische Informationen zu den untersuchten Patienten

Material und Methoden

Leukimische Blasten Leukozyten
Patient| Paar Tag 0 Tag 8 Tag 0 Tag 8
KM [%] | PB [%] | PBabs. | PB [%] | PB abs. | Response PB abs. PB abs.
1 1 94 63 18900 25 2675 PPR 30000 10700
2 2 96 82 16072 31 1178 PPR 19600 3800
3 3 95 89 51202 67 6311 PPR 57530 9490
4 4 96 78 10920 59 2478 PPR 14000 4200
5 5 99 85 69700 61 5466 PPR 82000 8960
6 1 96 84 30240 13 299 PGR 36000 2300
7 2 97 82 32472 9 306 PGR 39600 3400
8 3 97 73 31171 4 92 PGR 42700 2300
9 4 98 54 6156 0 0 PGR 11400 2800
10 5 99 91 73801 55 880 PGR 81100 1600

2.2 Verwendete Losungen, Kits, Antikorper und Geriite

Tabelle 2-2: Losungen

Bezeichnung Bestandteile
Zellkulturmedium RPMI 1640-Medium

10 % FKS

1% Penicillin-Streptomycin

1% Glutamin

Serumfreies Medium fiir die Elektroporation

Zellkulturmedium ohne FKS

PBS nach Dulbecco (pH 7,4)

137 mM NaCl
2,7 mM KCl1

10 mM Na,HPO,
1,76 mM KH,PO4

bidestilliertes Wasser

RIPA-Puffer

10 mM Tris HCI (pH 7,5)
150 mM Natriumchlorid

1 mM EDTA
0,5 % NP-40
0,1 % SDS

0,5 % Natriumdesoxycholat
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Fortsetzung Tabelle 2-2: Losungen

Bezeichnung Bestandteile
Lysis-Puffer 89 % RIPA-Puffer

1 % Proteinaseinhibitoren

1 % Phosphataseinhibitoren

PBST-Puffer (PBS-0,05%-Tween) (pH 7,5) 0,05 % [v/v] Tween20
PBS

10x Blotting Puffer (pH 8,3-8,6) 25 mM Tris
150 mM Glycin

bidestilliertes Wasser

1x Blotting Puffer 10 % 10x Blotting Puffer
10 % Methanol

bidestilliertes Wasser

Tris HCL, 1 M (pH 6,8) und (pH 7,5) 1 M Tris
bidestilliertes Wasser

-HCI, zur Einstellung des pH-Wertes

Tris HCI, 1,5 M (pH 8,8) 1,5 M Tris
bidestilliertes Wasser

-NaOH, zur Einstellung des pH-Wertes

Ponceau-Firbelosung 0,1 % Ponceau
5 % Eisessig

bidestilliertes Wasser

Coomassie-Féarbelosung 25 % Isopropanol [v/v]
10 % Essigsaure [v/v]

0,1 % Coomassie Brilliant Blue G [w/V]
bidestilliertes Wasser

21



Material und Methoden

Fortsetzung Tabelle 2-2: Losungen

Bezeichnung Bestandteile

200 mM NH4CI/PBS-Lésung (pH 7,2) 200 mM NH,C1
1x PBS

0,5 %Triton-X-100-PBS-Losung, (pH 7,2) 0,5 % [v/v] Triton-X-100-Losung
1x PBS

2% PFA-Losung (pH 7,2) 2% PFA [w/v]
1x PBS

-NaOH, zur Einstellung des pH-Wertes
-muss unter Rithren auf 60°C erwérmt
-Aliquotieren und bei -20°C lagern
-nach Auftauen, lichtgeschiitzt, bei 4°C

0,1 % Poly-L-Lysin-Lésung 0,1 % Poly-L-Lysin [w/w]
bidestilliertes Wasser

0,5% BSA-PBS-Puffer 0,5 % BSA-Losung [v/v]
PBS
Propidiumiodid(PI)-Férbelosung 0,5 pg/mL PI

FACS-Inkubationspuffer

UMAC-Lysispuffer 150 mM NaCl
1 % Triton X-100

50 mM Tris-HCL(pH 8,0)
1 % Proteinaseinhibitoren

1 % Phosphataseinhibitoren
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Fortsetzung Tabelle 2-2: Losungen

Material und Methoden

Bezeichnung

Bestandteile

IP-Elutionspuffer

1 % SDS

10 % Glycerol
0,005 % Bromphenol-Blau
bidestilliertes Wasser

50 mM Tris, pH 6,8

50 mM DTT, jeweils frisch zugesetzt

Tabelle 2-3: Verwendete Kits

Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle
LightCycler ® FastStart DNA Master HybProbe Roche Applied Science
Qproteome Cell Compartment Qiagen GmbH

Revert Aid First Strand cDNA Sythesis Kit

Fermentas GmbH

RNeasy® mini kit

Fermentas GmbH

GeXP Start Kits A21019 und A21458

Beckman Coulter

Tabelle 2-4: Verwendungsparameter der priméren
Neutralisierungs-Peptide

Antikorper,

Kontroll-Immunglobuline

und

. Antikorper- | Eingesetzte Verdiinnung
Bezeichnung Spezies WB IF Hersteller/Bezugsquelle
19S-Proteasom Maus
’ ’ 1:1000 - A BIOZOL
Subunit S5A monoklonal beam/ BIOZO
19S-Prot Kaninch
roteasom, anmnenen, - 175 Abcam/ BIOZOL
Subunit 10B polyklonal
20S-Prot , Kaninchen, .. .
r.o casom ammehen 1:1000 1:250 ThermoScientific/ Dianova
Subunit-alpha 5 polyklonal
Maus, . .
Beta-Actin aus 1:60000 - MP Biomedicals Europe
monoklonal
Lo Kaninchen, .
Calreticulin (ER-Marker) - 1:1000 ABR(Dianova)
polyklonal
Kaninchen,
Katalase annencn 1:5000 1:1000 | Abcam/BIOZOL
polyklonal
Maus, Abcam/ BIOZOL Diagnostica
ADDI1 HOP 1:1 -
G S3[PC8NCHOP) monoklonal 000 Vertrieb GmbH
Maus, )
GAPDH aus 1:10000 - Santa Cruz Biotechnology
monoklonal
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Fortsetzung Tabelle 2-4: Verwendungsparameter der primiren Antikérper, Kontroll-Immunglobuline

und Neutralisierungs-Peptide

. Antikorper- | Eingesetzte Verdiinnung
Bezeichnung Spezies WB IF Hersteller/Bezugsquelle
Kaninchen Covance
Giantin (Golgi-Mark ’ - 1:2000
iantin (Golgi-Marker) polyklonal (Hiss Diagnostics GmbH)
Maus, Stressgen/
HSP60 1:2000 -
monoklonal Enzo Life Sciences GmbH
Kaninchen, Cell Signalling Technology/
IxB-alph 1:2000 1:250
KEapha polyklonal New England Biolabs GmbH
Lamin-B1 Kaninchen
’ 1:15000 - Abcam/ BIOZOL
(Kern-Membran Marker) polyklonal a
Ziege, .
NFkB, Subunit p50 1ege 1:3000 - Santa Cruz Biotechnology, Inc.
polyklonal
Maus, . .
P97 ATPase(VCP), 1:1000 - Progen Biotechnik GmbH
monoklonal
Normal-Kaninchen-IgG :
' g - 1:101 (IxB) Invitrogen GmbH
1:750 (20S)
Maus, .
PARP-1 1:1000 - Santa Cruz Biotechnology,
monoklonal
RIP1 Maus, 1:3000 i BD TfaHSquctlon Laboratories/
monoklonal BD Bioscience Europe
Kaninchen, .
Ubiquitin(FL-76) anmnetien 1:1000 - Santa Cruz Biotechnology,
polyklonal
M
VCP aus, 1:2000 1:300 | ABR Affinity BioReagent/
monoklonal
VCP-Neutralisierungspeptid - 1:4 ABR Affinity BioReagent/
Tabelle 2-5: Verwendete sekundire Antikdorper fiir Western-Blot(WB)-Analysen und

Immunfluoreszenzfirbungen(IF) sowie DNA-interkalierende Substanzen

. Antikorper- | Wellenlinge [nm]
Bezeichnung Spezies Absorption/Emission Methode | Hersteller/Bezugsquelle
anti-Mause IgG, HRP- Ziege, .
. WB BD Pharmingen/BD
konjugiert polyklonal
anti-Kaninchen IgG, HRP- Ziege, WB Santa Cruz Biotechnology,
konjugiert polyklonal Inc.
anti-Ziege IgG, HRP- Esel, WB Santa Cruz Biotechnology,
konjugiert polyklonal Inc.
ti-M IgG, Rhodamin- | Esel
anti-ATase 184, hodamin >¢h 570/590 IF ThermoScientific / Dianova
RedX-konjugiert polyklonal
ti-Kaninchen IgG Zi
anti-anine er,l g ’ 1S, 495/519 IF Invitrogen GmbH
Alexa488-konjugiert polyklonal
TO-PRO-3
(DNA-interkalierdender - Invitrogen GmbH
Kernfarbstoff)
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Tabelle 2-6: Geriite

Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle
AllegraTM 2IR Centrifuge Beckman Coulter GmbH
Brutschrank/Inkubator KENDRO laboratory products GmbH
Durchflusszytometer BD FACSCaliburTM System BD Bioscience
Elektrophoresekammer BIO-RAD Laboratories GmbH
Elektroporator Dr. L. Fisher

(Elektroporation Pulse Generator EPI 2500)

ELISA-Reader BioTek Instruments/BioTek Germany
(Multi-Mode Microplate Reader, Synergy 2)

Eppendorf Centrifuge 5415R Eppendorf AG

(Tischzentrifuge, temperierbar)

Eppendorf MiniSpin Plus (Tischzentrifuge) Eppendorf AG

Eppendorf Research Pipetten Eppendorf AG
Fluoreszenzmikroskop Zeiss AG

Heizblock Eppendorf AG

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop, Leica Microsystems CMS GmbH
DM IRB System mit TCS SP2 AOBS Scankopf

Lichtmikroskop, Labovert Leitz GmbH

MACS® MultiStand Miltenyi Biotec GmbH
Multifuge 3 S-R Heraeus

(Untertisch-Zentrifuge, temperierbar)

NanoDrop, Photometer Thermo Fisher Scientific, Inc.
Rocket-Shaker (Laborwippe), ELMI, Shaker DRS- 12 LTF-Labortechnik GmbH

Sterile Werkbank, HERA safe Thermo Fisher Scientific, Inc.
Stickstofftank MVE (New Prague, USA
Vertikale Gelelektrophoresekammer Thermo Scientific, Inc.

(Thermo Scientific Owl Emperor Penguin™ Dual-Gel
Vertical System P9DS-1)

Vortexer, IKA MS3 basic IKA® Werke GmbH

Wasserbad GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH
Western-Blot-Gerit (Semi-Dry-Transfer-System) BIO-RAD Laboratories GmbH

UMACS Separation Unit Miltenyi Biotec GmbH

2.3 Molekularbiologische und biochemische Methoden

2.3.1 Isolierung von Proteinen

Fiir die Herstellung von Gesamtzelllysaten wurden jeweils 1x 10’ Zellen fir 10 min bei
301x g und 4 °C pelletiert. Das Medium wurde durch Dekantieren entfernt und die Zellpellets
in je 1,5mL kaltem PBS resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden in 1,5 mL
ReaktionsgefaBle tiberfiihrt und erneut bei 100x g, 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Nach
sorgfiltigem Entfernen des PBS-Puffers, wurden die Zellen resuspendiert und in 100 pL
Lysis-Puffer aufgenommen. Die Lysate wurden 15 s sonifiziert und anschlieBend bei 4 °C und
1300x g fiir 10 min zentrifugiert, um verbliebene Zelltriimmer zu entfernen. Die Lagerung der
proteinhaltigen Uberstande erfolgte, nach Uberfiihrung in neue Reaktionsgefife, bei — 80 °C.
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2.3.2 Zellfraktionierung

Die Zellfraktionierung wurde mit Hilfe des Qproteome Cell Compartment Kits (#37502,
Qiagen GmbH) durchgefiihrt. Durch sequentielle Zugabe verschiedener detergenshaltiger
Puffer und Zentrifugationsschritte ermdglicht diese Methode die Auftrennung von Proteinen
in Fraktionen aus zytosolischen, membrandsen, nukledren und zytoskelettalen Proteinen. Je
Fraktionierung wurden 1x 10’ Zellen eingesetzt. Medienriickstinde und Serumproteine
wurden durch einen initialen Waschschritt mit eiskaltem PBS entfernt. Die weitere
Durchfiihrung erfolgte geméf Herstellerangaben. Die resultierenden subzelluldren Fraktionen
wurden zur Erhohung der Konzentration und Entfernung von Salzen einer Aceton-Féllung
unterzogen.

2.3.3 Aceton-Fillung von Proteinen

Hierzu wurden proteinhaltige Losungen mit dem vierfachen ihres eigenen Volumens an
eiskaltem Aceton vermischt und fiir mindestens 1h bei -20°C gefillt. Die Proteine wurden
durch Zentrifugation fiir 10 min, bei 12 000x g und 4°C pelletiert, Der Uberstand verworfen
und die Pellets luftgetrocknet. Die aus dieser Aufreinigung resultierenden prézipitierten
Proteine wurden in Lysis-Puffer (vgl. Tabelle 2-2) resuspendiert, der Phosphatase und
Protease-Inhibitoren enthielt.

2.3.4 Proteinquantifizierung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Gesamtzelllysate wurde die Quantifizierung
nach Bradford durchgefiihrt. Diese Proteinbestimmung nutzt die Tatsache, dass sich
Triarylmethanfarbstoffe mit ausgedehntem mn-Elektronensystem wund Proteine durch
hydrophobe Wechselwirkungen aneinander binden, wobei der Farbstoff eine Verschiebung
des Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm erfdhrt. Die Farbintensitét ist abhingig
vom Gehalt an basischen Aminosdureresten, insbesondere Arginin. Zur Standardisierung
wurde eine Verdiinnungsreihe aus BSA, verdiinnt in Baker-Wasser, mit 6 verschieden
Konzentrationen im Bereich der erwarteten Lysatkonzentrationen verwendet. Je 2,5 uL der
Proben und BSA-Standards wurde mit 800 pL 1:5 in Baker-Wasser verdiinnter Bradford-
Losung gemischt. Fiir die Messung wurden Triplikate 4 200 pL in 96-Loch-Platten pipettiert.
Anschlieend wurde die Absorption der Proteinldosungen bei einer Wellenldnge von 595 nm
gegen eine Nullprobe (Lysispuffer) im Microplate Autoreader (BioTek Instruments)
gemessen. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mithilfe des Genfivel.07.5 Programms.

2.3.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine zur spiteren Analyse erfolgte durch eine
diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli, in einer vertikalen Elektrophoresekammer
(Owl Emperor Penguin™ Dual-Gel Vertical System). Diese Art der Gelelektrophorese
ermOglicht es Proteine durch Anlegen eines elektrischen Feldes, allein aufgrund ihrer
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Molekiilmasse, voneinander zu trennen. Das im Gel und im Ladepuffer enthaltene
Natriumdodecylsulfat (SDS) iiberdeckt die Eigenladung der Proteine. Der Zusatz von B-
Mercaptoethanol zum Ladepuffer und reduktives Erhitzen sorgen fiir eine Spaltung
Disulfidbriicken und einer Zerstorung der dreidimensionalen Struktur der Proteine.

Durch die Schichtung zweier, als Sammel- bzw. Trenngel bezeichneten, Gelteile
unterschiedlichen PolyacrylamidGehaltes und pH-Wertes erfahren die Proteine erst eine
Aufkonzentrierung durch den Stapeleffekt und werden danach im unteren Teil vollstindig
aufgetrennt.

Tabelle 2-7: Gel-Zusammensetzung

8% 10% 3%

1,5 M Tris HCI, pH 8,8 3mL 3mL -

1,0 M Tris HCI, pH 6,8 - - 0, 75 mL
1 % SDS 1,2 mL 1,2 mL 0,6 mL
30 % Polyacrylamidlosung 3,0 mL 3,9 mL 0,6 mL
bidestilliertes Wasser 4,8 mL 3,9 mL 4,05 mL
40 % APS 24 uL 24 uL 12 uL
TEMED 24 uL 24 uL 12 uL

Je nach GroBe der untersuchten Proteine wurden Trenngele (pH 8,8) mit 8 bzw. 10 %
Polyacrylamid hergestellt. Die Konzentration der Sammelgele (pH 6,8) betrug immer 3%. Die
Elektrophorese wurde bei Raumtemperatur, bei einer Spannung von konstant 80 V im
Sammel- und 180 V im Trenngel durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle
2-7 beschrieben. Die eingesetzte Proteinmenge betrug, je nach der Expressionsstirke des
untersuchten Proteins, 20-40 pg. Die Proben wurden vor dem Auftragen mit Ladepuffer (4x
RotiLoad, Carl-Roth AG) gemischt und durch Erhitzen fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert.

Zur Groflenabschitzung der Proteine wurde neben den Proben ein Molekulargewicht-Marker
(PageRuler™Prestained Protein Ladder SM0671 (10-170kDa) oder SM1811 (11-250 kDa),
Fermentas) aufgetragenen.

2.3.6 Western-Blot

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine konnen durch Anlegen eines senkrecht zum Gel
gerichteten elektrischen Feldes auf eine Nitrocellulose-Membran iibertragen und so weiteren
Analyseverfahren zugénglich gemacht werden. Das in der SDS-PAGE erzeugte
Auftrennungsmuster bleibt dabei erhalten.

Die Proteine wurden mittels eines Semi-Dry-Transfer-Systems (Biometra GmbH) auf eine
Nitrozellulosemembran mit einer Porengréfle von 0,2 uM (Protran BA 83, Whatman
GmbH/Schleicher & Schuell BioScience) transferiert. Je nach Gréfe des untersuchten
Proteins erfolgte der Transfer fiir 0,25 — 0,5 h, bei 4° C und einer konstanten Stromstérke von
2,5 mA/cm’. Zur Kontrolle der Transfer-Effizienz wurde die Membran mit Ponceau-Losung
reversibel gefarbt. Bei Western-Blot Analysen zu Immunprézipitationen wurde auflerdem das
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Gel mit Coomassie-Losung liber Nacht gefarbt und am folgenden Tag mit Entfdrberlosung so
lange entfdrbt, bis nur noch die Proteinbanden deutlich blau gefirbt waren. Die untere
Nachweisgrenze dieser Farbemethode liegt bei ca. 0,1 -0,5 pug Protein pro Bande.

2.3.7 Immunologischer Nachweis der Proteine und densiometrische Analyse

Vor dem immunologischen Nachweis der transferierten Proteine wurden zuerst die freien
Bindungsstellen der Membran blockiert, um eine unspezifische Bindung der Antikérper an
diese Absorptionsplitze zu verhindern. Die Membran wurde dazu in 5 % [w/v] Magermilch in
PBST, bei RT, fiir 1 h schwenkend inkubiert. Im Anschluss folgte die Inkubation mit den
Primédrantikdrpern {liber Nacht, bei 4 °C. Je nach Antikdrper, wurde als Losemittel entweder
ebenfalls 5 % [w/v] Magermilch oder 2 % [w/v] Slim Fast Schokolade in PBST verwendet.
Nicht-gebundene Antikdrper wurden mit drei Waschvorgéngen in PBST entfernt, bevor die
Inkubation mit den Sekundédrantikorpern fiir 1h, bei RT durchgefithrt wurde. Alle
verwendeten Sekunddrantikorper waren mit Meerettich-Peroxidase (horseradish peroxidase),
konjugiert. So war es moglich, die Proteine mit Hilfe des Luminol-haltigen ,,ECL Western
Blotting Detection Reagents (Amersham Bioscience/ GE Healthcare), {iber -eine
Chemilumineszenzreaktion zu detektieren. Mit der freigesetzten Lumineszenz wurden
Rontgenfilme belichtet. Die Expositionszeit wurde abhingig von der Signalintensitit der
untersuchten Proteine gewéhlt und betrug meist zwischen 1 und 60 s.

Die Rontgenfilme wurden gescannt und mit Hilfe des Programms ImageJ ¢'"-2'7)

ausgewertet.
Die Signalintensitit einer Proteinbande wird dabei bestimmt aus dem Verhéltnis des
Grauwerts, also dem Anteil schwarzer Pixel pro Flache, verglichen zum Hintergrund. Um die
Vergleichbarkeit der Resultate zu gewdihrleisten wurden die Ergebnisse der untersuchten
Zielproteine zu denen von konstitutiv exprimierten Proteinen wie B-Actin oder GAPDH
normalisiert. Die verwendeten Antikdrper und deren Verdiinnungen sind in Tabelle 2-4 und

Tabelle 2-5 beschrieben.

2.3.8 Immunfluoreszenz-Firbung und konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Zur Untersuchung der subzelluliren Lokalisierung der Zielproteine VCP, IxB, 20S und
Katalase wurden Immunfluoreszenzfirbungen durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte an
behandelten und unbehandelten Zellen der Zelllinien MHH-cALL-2 und -3, sowie an kryo-
konservierten, mononukledren Knochenmarkszellen von Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnose.

Es gab zwei Methoden die Zellen fiir die Farbung vorzubereiten. Bei der ersten Methode
wurden die Zellen fiir 20 min mit 2 % Paraformaldehyd (PFA) direkt auf Poly-L-Lysin
beschichteten Objektrigern fixiert. Bei der zweiten wurden die Zellen erst in 100 % Ethanol
fixiert und erst am Tag der Farbung auf die Objekttriger aufgebracht. Nach Verdunsten des
Alkohols, wurden diese Zellen ebenso behandelt, wie die PFA-fixierten. Nach einem 5
miniitigen Waschschritt mit PBS wurden sie fiir 10 min mit 50 mM NH4Cl-Losung inkubiert.
Die Permeabilisierung wurde mit 0,5 % [v/v] Triton-X-100-PBS-Losung fiir exakt 5 min
durchgefiihrt. Nach griindlichem Waschen mit PBS wurden unspezifische Bindungsstellen
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durch Inkubation der Zellen mit 10 % humanem Serum fiir 1 h bei 37°C abgesittigt. Die
Antikorper-Inkubation mit den jeweiligen Primérantikdrpern erfolgte entweder fiir 1 h bei
37°C oder tiber Nacht bei 4 °C. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir
30 min bei 37 °C mit den entsprechenden sekundédren Antikdrpern inkubiert. Die Anfarbung
der Zellkerne, fiir 10 min mit dem Farbstoff TO-PRO-3 (1:1000 in PBS, Molecular Probes,
Invitrogen) bei RT durchgefiihrt. Nach einmaligem Waschen der Préparate wurden sie mit
Mowiol® 4-88 (Calbiochem), welchem 25 mg/mL DABCO als Ausbleichschutz zugesetzt
wurde, und mit einem Deckglas bedeckt. Die konfokale Laserscanning-Mikroskopie wurde an
einem LEICA DM IRB System mit TCS SP2 AOBS Scankopf (Leica Microsystems CMS
GmbH) durchgefiihrt. Die Verdiinnungen der eingesetzten Antikorper, deren Verdiinnungen,
die an die Sekundirantikorper konjugierten Farbstoffe und die bei der Mikroskopie
verwendeten Wellenldngen sind in Tabelle 2-4 und in Tabelle 2-5 aufgelistet. Zur Kontrolle
der Antikdrperspezifitit wurden zusitzliche Farbungen durchgefiihrt. Der VCP-Antikorper
wurde mit einem spezifischen Blocking-Peptid getestet. Als Nachweis fiir die Spezifitit des
Signals der IkB- und 20S-Antikdrper wurden Zellen mit Kontroll-IgGs anstelle der
Primérantikorper inkubiert. Zur Kontrolle unspezifischer Signale wurden auBerdem Tests mit
falschen sekundiren Antikorpern durchgefiihrt.

2.3.9 Isolierung von RNA

Fiir die Isolierung von Gesamt-RNA wurden 5x 10° Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden, zur
Entfernung von Medium-Riickstinden, einmal zentrifugiert, in PBS resuspendiert und erneut
pelletiert. Die RNA wurde nach dem Prinzip der Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-
Extraktion durchgefiihrt®'®, dazu wurden die Zellen entweder in 1 mL TRIzol-Reagent®
(Invitrogen) aufgenommen. Es enthdlt Guanidiniumthiocyanat als chaotropes
Denaturierungsagenz. Fiir die Extraktion wurden anschlieend 200 pl Chloroform zugefiigt.
Nach griindlicher Vermischung der Substanzen, mit Hilfe eines Vortexers, wurde zur
Phasentrennung fiir 15 min bei 12 000x g (Allegra) und 4°C zentrifugiert. Die Aufreinigung
der isolierten RNA erfolgte mit dem Rneasy-Mini-Kit® (Qiagen) gemill Herstellerangaben,
unter Zusatz von 100 %Ethanol. Die isolierte RNA wurde in sterilem, Rnase-freiem Wasser
(Qiagen)  aufgenommen und bei  -80°C  gelagert. Zur  photometrischen
Konzentrationsbestimmung mit einem NanoDrop-Photometer (Thermo Scientific) wurden
3 uL RNA-Ldsung eingesetzt.

2.3.10 c-DNA Synthese

Aus 1000 ng Gesamt-RNA wurden mit Hilfe des ,,Revert Aid First Strand cDNA Synthesis
Kits*“ (Fermentas GmbH) cDNA synthetisiert. Die Durchfiihrung erfolgte gemal
Herstellerangaben, nach dem Protokoll optimiert fiir RT-PCR, unter Verwendung des im Kit
enthaltenen Random Hexamer Primers und der RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase.
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2.3.11 Quantitative Real-Time-PCR (RT-PCR)

Um die RNA-Expression der Zielgene VCP, kB und Katalase in den ALL-Zelllinien und in
Patientenproben zu untersuchen, wurde die Methode der quantitativen RT-PCR durchgefiihrt.
Durch den Einsatz sequenzspezifischer Primer und Sonden ist es mit Hilfe dieser Methode
moglich, die Expression eines Gens zu quantifizieren. Die verwendeten
Hybridisierungssonden  bestehen  aus  einem  Paar  3’-Fluorescein (FL)  und
5’-LightCycler® Red (LC) markierten Oligonukleotid-Sonden. Das Flurorescein iibertragt
seine Energie auf den benachbarten Farbstoff, wenn diese Sonden benachbart binden. Das
generierte FRET-Signal ist proportional zu der Menge an gebundenem einzelstringigen

Target.

Tabelle 2-8: Zusammensetzung der RT-PCR-Ansiitze

4 uL | HybProbe® Master-Mix-Solution
1 uL | Vorwirts-Primer (10 pM)

1 pL | Rickwérts-Primer (10 pM)

1 uL | Sonde (4 uM)

1 uL | Sonde (4 uM)

7 pL | bidest. H,O

5 uL | cDNA

Die RT-PCR  wurde unter LightCycler® Technologie

(Roche Applied Science) durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der RT-PCR-Ansitze sind in

Verwendung der

Tabelle 2-8 und die Sequenzen der verwendeten Primer sind in Tabelle 2-9 beschrieben. Die
Bedingungen fiir die PCR-Reaktion umfasste folgende Temperaturen und Zeitstufen: 1
Zyklus bei 95° C fiir 10 min (initiale Denaturierung), danach 24 Zyklen bei 95° C fiir 15s,
60° C fiir 30 s und 72° C fiir 1 min.

Tabelle 2-9: RT-PCR-Primer und Sonden

Bezeichnung | Beschreibung Sequenz (5°->3°) NCBI-RefSeq.
TBP (F) Primer TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA NM_003194
TBP (R) Primer TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC NM 003194
TBP (LC) Sonde TGAGGATAAGAGAGCCACGAACCAC NM_003194
TBP (FL) Sonde CCAAGCGGTTTGCTGCGGTAATC NM_003194
VCP (F) Primer TTCCTGAAGTTTGGCATGACAC NM_007126
VCP (R) Primer GCGGGCCTTGTCAAAGAT NM_007126
VCP (LC) Sonde CACCATGTGGTTTGGGGAGTCTGAG NM 007126
VCP (FL) Sonde CTCCATCAAGGGTCCTGAGCTGC NM_007126

IxB (F) Primer TCCTGAAGGCTACCAACT NM_020531

IxB (R) Primer TACAGGGCTCCTGAGCAT NM_020532
IxB (LC) Sonde TGGTGTCCTTGGGTGCTGAT NM 020529
IxB (FL) Sonde CTGGGCATCGTGGAGCTT NM_020530
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Fortsetzung Tabelle 2-10: RT-PCR-Primer und Sonden

Katalase (F) Primer TGGAGAAGTGCGGAGATTCAAC NM_001752.3
Katalase (R) Primer TGTGCATCCTTCAGGTGGC NM _001752.3
Katalase (LC) Sonde CGTGCTGAATGAGGAACAGAGGAAACGT NM_001752.3
Katalase(FL) Sonde TTACTCAGGTGCGGGCATTCTATGTGA NM _001752.3

Als Referenz wurde bei allen Analysen eine cDNA benutzt, die unter Einsatz von Universal
Human Reference RNA (# 740000, Stratagene Division of Agilent Technologies GmbH &
Co. KG), synthetisiert wurde. Es handelt sich dabei um eine Mischung von Gesamt-RNAs aus
10 verschiedenen humanen Tumorzelllinien. Die cDNA-Synthese erfolgte unter den gleichen
Bedingungen wie fiir die untersuchten Proben. Als konstitutiv exprimiertes Housekeeping-
Gen wurde das TATA Box Binding Protein (TBP) untersucht. Die Ergebnisse der Real-Time-
PCR wurden mit der Quantifizierungssoftware, Rel/Quant’ (Roche Applied Science) des
LightCyclers ausgewertet.

2.3.12 Automated Multiplexed Gene Expression Profiling (GeXP)-Fragmentanalyse

Die GeXP-Fragmentanalyse (Beckman Coulter) ermoéglichte es zusétzlich zur oben
beschriebenen Real-Time-PCR mit dem LightCycler-System exemplarisch globalere
Genexpressionsmuster der Zelllinien MHH-cALL-2 und -3 sowie der initialen
Patientenproben zu untersuchen.

Die GeXP-Fragmentanalyse bestand aus mehreren Schritten und wurde gemif Hersteller-
Angabe durchgefiihrt. Zuerst wurde aus Gesamt-RNA unter Verwendung von chimeren
Riickwirts-Primern (siche Tabelle 2-11), bestehend aus einem Zielgen-spezifischen und
einem universellen Sequenzabschnitt, cDNA synthetisiert. Die cDNA-Synthese erfolgte unter
folgenden Bedingungen: Bei 48°C fiir 1 min, bei 42°C fiir 60 min und bei 95°C fiir 5 min.
Anschliefend folgte eine PCR-Reaktion, bei der Primer gegen den neu eingefiihrten
universellen Sequenzabschnitt eingesetzt wurden. Die PCR-Reaktion umfasste folgende
Temperaturstufen und Zeiten: 1 Zyklus bei 95°C fiir 15 min (initiale Denaturierung), 35
Zyklen bei 94°C fiir 0,5 min, 55°C fiir 0,5 min, 70°Cfiir 1 min sowie abschlieBend 1 Zyklus
bei 72°C fiir 5 min. Puffer und Enzyme fiir die Reaktionen stammten aus den GeXP Start Kits
(A21019 und A21458, Beckman Coulter). Im letzten Schritt folgte eine Amplifikation mit
Hilfe von universellen Vorwirts- und Riickwirts-Primern, an die Fluoreszenz-Farbstoffe
gekoppelt waren. Die Auftrennung der resultierenden PCR-Produkte erfolgte in einem
Kapillarelektrophorese-System (Beckman Coulter). Anhand der GroBe der Amplicons, die
zwischen 137 und 394 Basenpaaren lag war es moglich die PCR-Produkte mit Hilfe der
Fragment-Analyse-Methode,Frag-3> aufzutrennen. Die Quantifizierung der detektierten
Amplicons erfolgte mittels GeXP-Software (Beckman Coulter), wobei Expressions-
intensititen von der Menge PCR-Produkte abgeleitet wurden. Die aus dem
Elektropherogramm abgeleiteten Flachen-unter-der-Kurve (area-under-curve) Ergebnisse
wurden exportiert und mit Hilfe des Programms Excel weiter ausgewertet. Die Resultate der
Zielgene wurden im Vergleich zu den konstitutiv exprimierten Housekeeping-Genen das
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TATA Box Binding Protein (TBP) und Actin gemessen und gegen eines der beiden

normalisiert.

Tabelle 2-11: Bezeichnung und Sequenzen der in der GeXP-Analyse eingesetzten Vorwirts- (F) und

Riickwiirts-Primer (R) sowie die Grofie der generierten Amplicons

Bezeichnung Sequenz (5'->3") NCBI RefSeq. | Produktgrofie [bp]
MCMS (F) AGGACATCCAGGTCATGCTC NM_006739 137
MCMS (R) ATGATGCCAGGGATCTTCAC NM_006739 137

VCP (F) GTGGTAGAGGTGCCACAGGT NM_ 007126 144
VCP (R) AATTTGTCTGGGTGCTCCAC NM_ 007126 144
MCM6 (F) AACCAGCAACTTTCCACCAC NM_005915 151
MCMS6 (R) ATCCTTGGCAAGAGGGATCT NM_ 005915 151

Katalase (F) CCCATTTTCTTCATCAGGGA NM_001752 158

Katalase (R) CAGGACGTAGGCTCCAGAAG NM 001752 158
NF-Kappa B-1 (F) ACTGTGAGGATGGGATCTGC NM_ 003998 165
NF-Kappa B-1 (R) CTCTGTCATTCGTGCTTCCA NM_003998 165
Transferrin Rez (F) | CCATCAAGCTGCTGAATGAA BC001188 172
Transferrin Rez (R) | CAAAATGTTGATCACGCCAG BC001188 172

I Kappa B (F) GAAACAACAGCTGCCTCTCC NM 001556 179

I Kappa B (R) GATGTGATCCCAAACTCGGT NM_001556 179

NF-Kappa B-2 (F) CAGTATGCCATTGTGTTCCG NM_002502 186
NF-Kappa B-2 (R) TCCTTGTCTTCCACCAGAGG NM 002502 186
MCM3 (F) GGGGTGAGGAAAGAGGAGAC | NM_002388 193
MCM3 (R) ACAGAAAACAGTTGTGCCCC NM 002388 193
TTK (F) GAACATGCCACCACAAGATG NM_ 003318 247
TTK (R) GATCCAGGCACAACCAAATC NM_003318 247
Prohibitin TAG (F) | CATCCCGTGGGTACAGAAAC NM 002634 262
Prohibitin TAG (R) | GCCACCACTGACTTGAGGAT NM_002634 262
MX1 (F) ACCAGACTCCGACACGAGTT NM 002462 275
MX1 (R) AAGCAAGCCGGACCATATC NM_002462 275
FGFRI1 (F) AGCAACGTGGAGTTCATGTG NM 023110 287
FGFR1 (R) GCAGAGTGATGGGAGAGTCC NM_023110 287
beta-Actin (Actin) (F) [ CTGTGGCATCCACGAAACTA NM_001101 297
beta-Actin (Actin) (R)| TGATCCACATCTGCTGGAAG NM 001101 297
TBP (F) GGGGAGCTGTGATGTGAAGT NM_ 003194 305
TBP (R) GGAGGCAAGGGTACATGAGA | NM 003194 305
MCLI (F) AGACCTTACGACGGGTTGG NM_021960 394
MCLI (R) TCCTGATGCCACCTTCTAGG NM_ 021960 394
universal Primer (F) AGGTGACACTATAGAATA - Amplicon-abhéngig
universal Primer (R) GTACGACTCACTATAGGGA - Amplicon-abhingig
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2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Zellkulturstudien nach Behandlung mit Prednisolon und Bortezomib

Das eingesetzte Prednisolon-21-hydrogensuccinat (Solu-DecortinH®, Merck Serono GmbH)
wird innerhalb weniger Minuten in wissriger Losung vollstindig hydrolysiert, wobei der
Wirkstoff freigesetzt wird. Bei Gabe von Prednison miisste dieses dagegen erst in der Leber in
den aktiven Alkohol Prednisolon umgewandelt werden. So wurden in den Zellkultur-
Experimenten die natiirlichen Gegebenheiten im Organismus imitiert, unter denen die
Tumorzelle, bei Behandlung mit Prednison oder Prednisolon immer dem aktiven Metaboliten
ausgesetzt wird. Fiir die molekularen Analysen wurden beide Zelllinien mit 6,2 uM
Predisolon stimuliert und bis zu 96 h inkubiert. Dieser Zeitraum entspricht dem
Verdopplungszeitraum beider Zelllinien. Die Zellen wurden auflerdem mit 1,5, 7 oder 12 nM
des Proteasominhibitors Bortezomib (Velcade®, Janssen Cilag) stimuliert. Zur
Standardisierung der durchgefiihrten Experimente wurden die Zelllinien MHHcALL-2, -3 und
-4 vor der Behandlung mit den Medikamenten auf ihrer optimalen Zelldichte von 3x10°/mL
eingestellt. Die zusitzlich untersuchten ALL Zelllinien REH, Jurkat und MHH-cALL-4
wurden ebenfalls auf ihre optimale Zelldichte von 1x10%/mL eingestellt.

Die Wirkung der Medikamente wurde im Verlauf jedes Experiments alle 24 Stunden anhand
der in Abbildung 3-1 zusammengefassten Parameter untersucht und bewertet.

2.4.2 Transiente Transfektion von ALL-Zelllinien und anschliefende Prednisolon-
Behandlung

Zur Untersuchung der VCP-Funktion im Zusammenhang mit der Steroidresistenz in
kindlichen Leukdmien wurden die etablierten ALL-Zelllinien bekannter Steroidsensitivitét
mit siRNA transient transfiziert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Transfektion
durch Elektroporation fiir die untersuchten Suspensionszelllinien etabliert.

Hierzu wurden Zellen in einer Zelldichte von 1x10” /mL serumfreiem-Zellkultur-Medium
resuspendiert. Je Transfektionsansatz wurden 200 uL dieser Zellsuspension lufblasenfrei in
eine sterile Elektroporationskiivette gefiillt und dort mit 60 pmol siRNA vermischt. Die
Elektroporation wurde mit einem ,Elektroporation Pulse Generator EPI 2500’ (Dr. L. Fisher)
durchgefiihrt. Dazu wurde bei RT, fiir 10 s eine Spannung von 330 Volt an die Kiivette
angelegt. Die Ansdtze verblieben fiir 15 min in den Kiivetten, bevor 1000 uL serum-haltiges
Zellkulturmedium zugefiigt wurden. Fiir die siRNA-Transfektionen, an die sich eine
Prednisolon-Behandlung anschloss, wurden alle Elektroporationsansétze der gleichen siRNA
vereinigt und auf die entsprechende Anzahl von Zellkulturschalen verteilt. Das Volumen
eines Transfektionsansatzes wurde so letztendlich auf 2 Locher einer 24-Loch-Zellkultur-
Platte iiberfiihrt. Dieses Verfahren diente zur Standardisierung der Versuchsbedingungen.

Die Behandlung mit 6,2 uM Prednisolon wurde 24 h nach der Elektroporation durchgefiihrt.
Die Zellen wurden maximal weitere 48 h inkubiert, um die Effekte zu untersuchen (siche
Abbildung 3-1).
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Es wurden vor allem die Auswirkungen dieser Kombination auf Vitalitdt und Apoptose
untersucht. Die Analyse des Regulationseffektes beziiglich der Expression des Zielgens
erfolgte mit Hilfe der quantitative RT-PCR (LightCycler) und durch Western-Blot- Analysen.

Tabelle 2-12: Verwendete siRNAs

Bezeichnung Zielgen/Spezies Target Sequenz Gene ID
AllStars Neg. Control - / Mammalia firmeneigen -
AllStars Neg. Control-Alexa488 - / Mammalia firmeneigen -
Hs VCP_6 VCP/Homo sapiens | AAGATGGATCTCATTGACCTA 7415
Hs VCP_7 VCP/Homo sapiens | AACAGCCATTCTCAAACAGAA 7415

Neben den Transfektionen mit den Seitens des Herstellers validierten siRNAs gegen VCP,
wurden als Kontrollen Zellen mit nicht-hemmender-siRNA (non-silencing-siRNA) ,,AllStar
negativ® und ohne siRNA transfiziert. Dies diente zum Ausschluss sequenzunabhéngiger,
unspezifischer Effekte. Diese Kontrollen wurden ebenfalls einer Prednisolon-Behandlung
unterzogen.

2.4.3 Trypan-Blau-Firbung und morphologische Beurteilung der Zellen

Um den Effekt der Behandlung auf die Vitalitit der Zellen zu untersuchen, wurden
verschiedene Methoden angewandt. Wie in der Einleitung beschrieben, gibt es verschiedene
Parameter, anhand derer die abnehmende Vitalitit zu erkennen ist. Neben der
morphologischen Verinderung der Zelle, die sich schon unter einem Lichtmikroskop
betrachten ldsst, erdffnet auch die zunehmende Durchlissigkeit der Zellmembran die
Moglichkeit diese Entwicklung zu untersuchen.

Fiir eine erste Beurteilung wurden jeweils 10 uL der Zellsuspensionen im Verhéltnis 1:10 mit
dem Farbstoff Trypan-Blau vermischt. Mit Hilfe einer Neubauer-Ziahlkammer wurden unter
einem Lichtmikroskop die Anteile der vitalen und der letalen Zellen, welche fiir diesen
Farbstoff durchlissig sind, bestimmt. Hierbei wurde auerdem die Morphologie der Zellen
untersucht, vor allem der nachlassende Zellturgor und die zunehmende Granularitit, in Folge
der Auflosung der Kernmembran sowie der DNA-Kondensation.

2.4.4 Verminderung der metabolischen Aktivitit als MaR fiir den Vitalititsverlust

Das wasserlosliche Tetrazoliumsalz WST-1 (1 644 807, Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland) wird iiber Katalyse mitochondrialer Dehydrogenasen zu Formazan reduziert,
dessen Konzentration ein Mal fiir die Stoffwechselaktivitit bzw. Proliferation darstellt.

Die Einstellung der Zellsuspensionen zu Versuchsbeginn auf immer dieselbe Zelldichte von
3x10°mL, ermdglichte es zu den Untersuchungszeitpunkten durch Entnahme gleicher
Volumina den Anteil metabolisch aktiver Zellen zu ermitteln. Zur Durchfiihrung des WST-1-
Assays wurden Zellsuspensionen im Verhéltnis 1:10 mit Zellkulturmedium verdiinnt. Fiir jede
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Probe und eine Nullprobe, nur mit Medium, wurden Triplikat-Ansétze pipettiert. Dazu
wurden je Ansatz 20 uL des WST-1-Reagenzes in einer 96-Loch-Platte vorgelegt.
AnschlieBend wurden jeweils 200 pL der verdiinnten Zellsupensionen zugefiigt. Die 96-Loch-
Platte wurde fiir 2h unter Standard-Zellkultur-Bedingungen inkubiert.

Die spektrophotometrische Quantifizierung des entstehenden Formazans erfolgte mit Hilfe
eines ELISA-Readers (Microplate Autoreader, BioTek Instruments) bei 450 nm. Von den
gemessenen Extinktionen wurden die Extinktionen bei 650 nm und die Messwerte der
Blindprobe abgezogen. Fiir die Bewertung der resultierenden Daten, wurden die Ergebnisse
der behandelten Proben auf die der jeweiligen unbehandelten Negativkontrolle zum selben
Zeitpunkt bezogen.

2.4.5 Quantifizierung Caspase-abhingiger Apoptose

Fiir den Nachweis Caspase abhidngiger Apoptose wurde die Aktivitdt der Effektor-Caspasen -
3 und -7 sowie der Initiator-Caspase 8 untersucht. Dazu wurden das Caspase-Glo® 3/7Assay
und das Caspase-Glo® 8 Assay eingesetzt. Das im Caspase-Glo® 3/7 Reagenz enthaltene Z-
DEVD-Aminoluciferin ist ein Substrat fiir die Caspasen-3 und -7, das gespalten wird, wobei
Aminoluciferin freisetzt wird. Das Caspase-Glo® 8 enthilt Z-LETD-Aminoluciferin. Aus
diesen Luciferin-Derivaten, wird nur durch spezifische Caspase-Spaltung Luciferin
freigesetzt, welches wiederum als Substrat fiir eine ebenfalls im Reagenz enthaltene
thermostabile und besonders robuste Luciferase dient. Diese katalysiert eine
Luciferasereaktion mit verldngerter Halbwertszeit.

Auch fiir diese Assays wurden die Zellsuspensionen 1:10 mit Medium verdiinnt eingesetzt. In
einem Triplikat-Ansatz wurden 20 uL der jeweiligen verdiinnten Suspension auf 20 puL des in
einer lichtundurchldssigen Mikrotiterplatte vorgelegten Caspase-Reagenzes gegeben und 1 h
unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Intensitit der
freigesetzten Lumineszenz mit Hilfe eines ELISA-Readers (Microplateplate Autoreader,
BioTek Instruments) gemessen und die Ergebnisse mit Hilfe des Programms Gen5 1.07.5
(BioTek Instruments) ausgewertet. Zum Ausgleich von Schwankungen der Zellzahl, wurden
die gemessenen Caspase-Aktivititen, auf die Messwerte der parallel, mit denselben
Zellsuspensionen durchgefiihrten WST-1-Assays bezogen und in Relation zur unbehandelten
Kontrolle gesetzt.

2.4.6 Durchflusszytometrische Untersuchung nach Propidiumiodid-Firbung

Die Unterscheidung von friith- und spét-apoptotischen Zellen kann iiber zusétzliche Farbung
mit Propidiumiodid (PI) erfolgen, einem DNA-interkalierenden Farbstoff, der von lebenden
Zellen nicht aufgenommen wird. Da hier jedoch nicht zwischen spét-apoptotischen und
nekrotischen Zellen unterschieden werden kann werden diese im Folgenden als ,,PT-positive*
oder ,,letale” Zellen bezeichnet.
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Fiir die Fiarbung wurden jeweils 1x10° Zellen aus jeder Zellsuspension entnommen, einmal
mit PBS gewaschen und pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets wurden in
100 uL. PI-Férbeldsung resuspendiert und mit weiteren 700 uL 0,5 % BSA-PBS-Puffer
versetzt. Die Quantifizierung der gefarbten Zellen erfolgte mit Hilfe eines
Durchflusszytometers.

2.4.7 Analyse spezifischer Marker-Proteine im Western-Blot zur Unterscheidung der
induzierten Zelltodmechanismen

Je nachdem welcher Zelltodmechanismus in einer Zelle ausgelost wird, werden
charakteristische Proteine reguliert oder prozessiert. In der vorliegenden Arbeit wurde das
Spaltungmusters des Poly-(ADP-ribose)-Polymerase-1 (PARP-1)-Proteins im Western-Blot
untersucht. Das 116 kDa grole PARP-1 wird bei der Caspase-abhingigen Apoptose von den
Effektor-Caspasen zu einem 89 kDa und einem 27 kDa Fragment gespalten. Im Verlauf der
Nekrose dagegen entstehen durch die lysosomalen Cathepsine B und D die Spaltprodukte der
GroBlen 72, 55 und 42 kDa. Als spezifische Kontrollen wurden Gesamtzelllysate von Zellen
hergestellt, die fiir 6 h mit 10 % Ethanol oder 0,1 % Wasserstoffperoxid inkubiert wurden®*”.
Ein weiteres differenziert prozessiertes Protein ist das 72 kDa groBle Receptor-interacting
protein 1 (RIP1). Seine Spaltung durch Caspase 8 gilt als charakteristisch fiir die
rezeptorvermittelte, Caspase-abhdngige Apoptose. Ist trotz Zunahme letaler Zellen kein
Spaltprodukt von 34 kDa nachweisbar, so ist dies ein Hinweis auf Nekroptose. Das 34 kDa
grolle C/EBP-homologous protein (CHOP/GADD153) wurde untersucht, weil es wihrend der
sogenannten unfolded protein respons, einer vom endoplasmatischen Retikulum ausgehenden
zelluldren Stressreaktion, sehr stark exprimiert wird. In vitalen Zellen ist es jedoch kaum
nachzuweisen. Als Kontrollen wurden Gesamtzelllysate von Zellen hergestellt, die fiir 6 h mit
5 ug/mL Tunicamycin, als ER-Stress induzierendes Agens, inkubiert wurden.

2.5 Statistische Analysen

Die aus dieser explorativen Zellkulturstudie resultierenden Daten wurden mit Hilfe des
Programms GraphPad Prism 5.02 (GraphPad Software, Inc.) statistisch ausgewertet und
graphisch dargestellt. Resultierende Tendenzen und Aussagen beruhen auf deskriptiver
Statistik und wurden durch Verwendung des parametrischen Students’ t-Test, mit Welch-
Korrektur, oder des Einstichproben-t-Tests gegen die Kontrolle ermittelt.
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3. Ergebnisse

Der NFkB-Signalweg, welcher iiber IxB direkt durch Glucocorticoide beeinflusst wird, ist
eng mit dem Proteasom-Ubiquitin-Degradationsweg (UPD) verkniipft. Zur Identifikation
moglicher molekulare Ursachen, die mit diesen beiden Signalwegen zusammenhingen und
die zu einer verminderten Glucocorticoid-Sensitivitit fithren konnen, wurden zwei
experimentelle Strategien verfolgt. Erstens wurden die Zelllinien sowohl mit Prednisolon als
auch mit dem Proteasominhibitor Bortezomib stimuliert. Zweitens wurde eine transiente
Transfektion der Zelllinien mit siRNA gegen das Valosin-containing protein (VCP)
codierende Gen etabliert. Diese funktionelle Studie, die in Kombination mit einer
Prednisolon-Behandlung der Zellen durchgefiihrt wurde, sollte zeigen, in wie weit die VCP-
Uberexpression fiir eine geringe GC-Sensitivitit von Bedeutung sein kann. Der zeitliche
Ablauf beider Strategien der Zellkulturstudie ist in Abbildung 3-1 und Abbildung 3-2
zusammengefasst.

PPR /PGR ALL Zelllinie
+ Prednisolon
+ Bortezomib

+ Kombination

: | ’ l I > Time [h]
Caspase 3/7 PARP Apoptose/
Nekrose
WST-1, PI, Trypan-Blau > Vitalitat
» Zielgen-
RNA, Protein, IF .
Expression

Abbildung 3-1: Zeitliche Abfolge der Untersuchungen nach der Behandlung mit Prednisolon und
Bortezomib.

Die Behandlungsversuche wurden entweder mit Prednisolon (PRED), Bortezomib (BORT)
oder einer Kombination beider Medikamente (KOMB) durchgefiihrt. Fiir die molekularen
Analysen wurden beide Zelllinien mit 6,2 pM Prednisolon stimuliert und bis zu 96 h inkubiert
(Kapitel 3.1.1).

Beide Zelllinien wurden mit 7nM Bortezomib, der von wuns ermittelten ICsqo-
Konzentration,der ,half maximal inhibitory concentration, des Proteasominhibitors, stimuliert
(Kapitel 3.1.2). Die Inkubation mit zwei weiteren Konzentrationen, einer hoheren (12 nM)
und eine niedrigeren (1,5 nM) diente dazu, eine Abstufungen des anti-proliferativen Effektes
zu erzielen. Im Rahmen der Bortezomib-Zellkulturstudien wurden Expressionsanalysen auf
RNA- und Proteinebene zu den Zielgenen VCP und IxB durchgefiihrt.
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AuBerdem wurde die Lokalisierung der Proteine durch Einsatz von Zellfraktionierungen und
Immunfluoreszenzfarbungen untersucht. Neben den oben genannten Zielgenen wurde auch
die Expression der Katalase untersucht, einem weiteren potentiellen diagnostischen Marker
neben VCP.

PPR / PGR ALL Zelllinie
+Q + siRNA
rPrednisolon

0 24 48 72
: : | | : > Zeit [h]
0 24 48 72 96
_—
Caspase 3/7 Apoptose
_— - mg um
WST-1 Vitalitat
RNA g R Zielgen-
Protein Expression

Abbildung 3-2: Zeitliche Abfolge der Untersuchungen nach mittels Elektroporation durchgefiihrter
transienter siRNA-Transfektion (+ Q +siRNA) und Behandlung mit Prednisolon.

Die funktionellen Studien (Kapitel 3.4) konzentrierten sich hauptsdchlich auf die GC-
resistente Zelllinie MHH-cALL-2. Diese zeigte sowohl bei initialen Untersuchungen als auch
bei Behandlung mit Prednisolon eine VCP-Uberexpression. Die Behandlung mit 6,2 uM
Prednisolon erfolgte 24 h nach der Elektroporation, da zu diesem Zeitpunkt eine
Verminderung der VCP-RNA durch die siRNA-Transfektion nachweisbar war. Die Zellen
wurden danach maximal weitere 48 h inkubiert. Im Vordergrund der Untersuchungen stand
hier vor allem, ob eine verminderte VCP-Expression die Glucocorticoid-Sensitivitidt der
Zelllinie erhdht.

Mit den primédren Zellen, bei denen es sich um kryo-konservierte Zellen handelte, wurden
keine Behandlungsversuche durchgefiihrt, die Untersuchungen konzentrierten sich hier auf
die initiale Expression der Zielgene VCP, IxB und Katalase (siche Kapitel 3.4.2).

3.1 Prednisolon- und Bortezomib-Zellkulturstudien

3.1.1 Einfluss der Prednisolon-Einzelbehandlung auf die Vitalitat

Grundlegende Zellkulturexperimente mit Prednisolon-Konzentrationen von 2 nM bis 4 mM in
Form von Prednisolon-21-hydrogensuccinat zeigten, dass die verwendeten Zelllinien auch in
vitro eine unterschiedliche GC-Sensitivitit aufwiesen, die der initialen Prednisone-Response
der Patienten entsprach. Sie sind daher als Modell fiir die Untersuchung der molekularen
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Vorginge nach Stimulation mit Prednisolon gut geeignet. Interessanterweise zeigte sich bei
der Auftragung der metabolischen Aktivitit nach 48 h gegen den Logaritmus der
Konzentration, fiir die Vitalititsabnahme beider Zelllinien ein biphasischer Kurvenverlauf
(Abbildung 6-1). Eine Ermittlung des 1Csp-Wertes mit Hilfe einer Dosis-Wirkungskurve nach
Hill war durch diesen Verlauf der Kurve nicht moglich. Trotzdem bendtigte die GC-resistente
MHH-cALL-2 eine deutlich hohrere Dosis um eine Vitalitdtsminderung von mehr als 50 % zu
erreichen. Trypan-Blau-Farbungen zeigten, dass die Zelllinie MHH-cALL-2 eindeutig 24 h
langsamer und schwicher auf die Behandlung mit Prednisolon ansprach als die Zelllinie
MHH-cALL-3. Trotzdem konnte, wie in Abbildung 3-3 dargestellt, bei beiden Zelllinien der
Anteil vitaler Zellen durch Gabe von 6,2 uM Prednisolon innerhalb von 96 h halbiert werden.
Fiir alle weiteren Versuche wurde daher diese Konzentration verwendet.
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Abbildung 3-3: Ergebnisse der Trypanblau-Farbungen nach Behandlung mit Prednisolon.

Die Abbildungen zeigen den Prozentanteil der vitalen, also Trypan-Blau- negativen, Zellen. Die beiden
oberen Diagramme zeigen die Resultate der Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3 zu den
jeweiligen Zeitpunkten mit und ohne Prednisolon. (C) Direkter Vergleich der Zelllinien nach Prednisolon-
Behandlung. Die in der Abbildung notierten p-Werte, resultieren aus einer statistischen Analyse der
Mittelwerte, mittels Students’-t-Test.
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3.1.2 Einfluss der Bortezomib-Einzelbehandlung auf die Vitalitit

Initiale Zellkulturexperimente zeigten, dass der Proteasomen-Inhibitor Bortezomib bereits in
nanomolaren Konzentrationen eine anti-proliferative Wirkung auf alle untersuchten ALL-
Zelllinen besal3. Aus der Literatur ist bekannt, dass sich die ICso-Konzentrationen, die fiir eine
Reihe von ALL-Zelllinien nach 48 h und 72h bestimmt wurden, nicht wesentlich

unterscheiden®'”

, daher wurden die ICso-Konzentration fiir die vorliegende Arbeit zum
Zeitpunkt 48 h austitriert. Fiir die Bestimmung der 1Cso-Konzentration der Zelllinien MHH-
cALL-2 und -3 wurden verschiedene Konzentrationen, im Bereich von 1 bis 20 nM

Bortezomib, getestet.

Die Bestimmung der metabolischen Aktivitit der Zellen wurde wie in Kapitel 2.4.4
beschrieben durchgefiihrt. Zur Durchfiihrung einer nichtlinearen 4-Parameter-Dosis-
Wirkungs-Analyse, mit variabler Steigung, wurden die resultierenden Daten gegen den
Logarithmus der Bortezomib-Konzentration aufgetragen (Abbildung 6-2). Die aus dieser
Auswertung resultierenden ICsp-Konzentrationen betrugen fiir die Zelllinie MHH-cALL-2
7,22 nM und fiir die MHH-cALL-3 7,48 nM Bortezomib. Diese mathematisch bestimmten
Konzentrationen fiir diese beiden Zelllinien, konnten durch Untersuchungen mit
7 nM Bortezomib bestétigt werden.

3.1.3 Untersuchungen zur Vitalitit und Apoptose-Induktion nach Behandlung mit
Prednisolon und Bortezomib

In Abbildung 3-4 sind die Ergebnisse der WST-1-Zellvitalitits-Assays der
Behandlungsversuche nach 48 h, mit Prednisolon und Bortezomib zusammengefasst. Die
Daten wurden zur unbehandelten Kontrolle desselben Zeitpunkts normalisiert. Wahrend die
Prednisolon-Einzelbehandlung zu diesem Zeitpunkt nur bei der Zelllinie MHH-cALL-3 einen
deutlich vitalititsmindernden Effekt hatte, zeigte sich bei beiden Zelllinien nach der
Bortezomib Einzelbehandlung eine Dosis-abhéngige Reduktion der metabolischen Aktivitit
bzw. der Vitalitit. Eine Kombination von Bortezomib und Prednisolon fiihrte hauptsédchlich
bei der Zelllinie MHH-cALL-3 zu einer verstirkten Reduktion der Stoffwechselaktivitédt der
Zellen. Obwohl die Kombination Prednisolon und 1,5 nM Bortezomib bei der Zelllinie MHH-
cALL-2 eine 4&hnlich vitalititsmindernde Tendenz besall, bewirkten die hoheren
Konzentrationen das Gegenteil. Mit Hilfe eines FEinstichproben-t-Tests konnte gezeigt
werden, dass alle Behandlungen, auBler der bei der Zelllinie MHH-cALL-3, mit 1,5 nM
Bortezomib, eine im Vergleich zur Kontrolle eindeutig niedrigere Stoffwechselaktivitit
induzierten.

Neben den in Abbildung 3-4 dargestellten Analysen zum Zeitpunkt 48 h wurde auch die
Entwicklung der metabolischen Aktivitit iiber den Verlauf eines Verdopplungszeitraums
untersucht. Die Zelllinien wurden dazu mit Prednisolon und 1,5 nM bzw. 7 nM Bortezomib
behandelt, entweder einzeln oder in Kombination. Die resultierenden Daten wurden zu denen
der jeweiligen unbehandelten Kontrollen, zum Zeitpunkt 0 h, normalisiert (Abbildung 3-7)
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Abbildung 3-4: Graphische Darstellung der Ergebnisse der WST-1-Zellvitalitits-Assays.

Mit Hilfe des WST-1-Reagenzes wurde die metabolische Aktivitit der Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und
(B) MHH-cALL-3, 48h nach der Behandlung mit Prednisolon und Bortezomib bestimmt. Die Boxplots der
mit Prednisolon behandelten Zellen sind grau hinterlegt. Die horizontalen Linien reprisentieren die
Mediane. Die in der Abbildung notierten p-Werte, resultieren aus einer statistischen Analyse der
Mittelwerte, mittels Students’ t-Test.

Prednisolon fiihrte bei beiden Zelllinien zum Zeitpunkt 96 h zu einer vergleichbaren
Reduktion der Vitalitit, wobei die Zelllinie MHH-cALL-2 spéter reagierte. Die Vitalitit der
beiden Zelllinien wurde durch Einzelbehandlung von 1,5 nM Bortezomib nicht reduziert. Der
Einsatz von 7 nM Bortezomib fiihrte zu einem deutlichen anti-proliferativen Effekt. Auffillig
war, dass im Vergleich zur Prednisolon-Einzelbehandlung die kombinierte Behandlung mit
1,5 nM des Proteasominhibitors bei beiden Zelllinien die Stoffwechselaktivitit im Verlauf
verstarkt reduzierte. Die groflten Unterschiede zwischen den Behandlungen lie3en sich jedoch
nach 48 h feststellen.

3.1.4 Dosis-abhingige Induktion Caspase-vermittelter Apoptose

Die Ergebnisse der Apoptose-Caspase3/7-Aktivitits-Assays, 24 h nach der Behandlung,
wurden zu parallel durchgefiihrten WST-1-Zellvitalitits-Assays desselben Zeitpunkts und zur
jeweiligen unbehandelten Kontrolle normalisiert. Eine vorhergehende Testreihe zeigte, dass
die hochste Caspase3/7-Aktivitdt unter Einsatz der getesteten Medikamente nach 24 h
Inkubation erreicht wurde. In Abbildung 3-5 ist zu sehen, dass nur bei der Zelllinie MHH-
cALL-3 eine FEinzelbehandlung mit Prednisolon zu einer gesteigerten Caspase-Aktivitét
fithrte, bei der weniger GC-sensitiven Zelllinie MHH-cALL-2 jedoch zu einer Verminderung.
Ein Einstichproben-t-Test zeigte, dass beide Verdnderungen eindeutig unterschiedlich zur
Kontrolle waren.

Die Einzelbehandlung mit 7 nM Bortezomib induzierte bei beiden Zelllinien eine ca. 6-fache
Erhohung der Caspase-Aktivitit, wihrend 12 nM zu einer 40- bzw. 60-fachen Steigerung
fiihrten. Die Einzelbehandlung mit der kleinsten Dosis bewirkte keinerlei Apoptose-
Induktion. Die Zelllinie MHH-cALL-3 reagierte auf die Kombinationsbehandlung mit 1,5 nM
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Bortezomib mit einer &hnlich hohen Steigerung der Apoptose wie bei der Prednisolon-
Einzelbehandlung. Bei den hoheren Konzentrationen fiihrten die Kombinations-Behand-
lungen nur bei dieser Zelllinie zu gleich hoher Caspase-Aktivitdt wie die Einzelbehandlungen.
Im Gegensatz dazu besall die Zelllinie MHH-cALL-2 interessanterweise eine signifikant
geringere Caspase-Aktivitit im Vergleich zur Einzelbehandlung. Die Durchfiihrung eines
Einstichproben-t-Tests zeigte, dass alle Bortezomib-Behandlungen, auler denen mit 1,5 nM,
eine im Vergleich zur Kontrolle signifikant hhere Caspase-Aktivitit induzierten.
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Abbildung 3-5: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Apoptose-Caspase3/7-Aktivitits-Assays.

Mit Hilfe des Caspase3/7-Aktivitits-Assays wurde der Anteil apoptotischer Zellen 24 h nach der
Behandlung mit Prednisolon und Bortezomib, in den Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3,
bestimmt. Die Boxplots der mit Prednisolon behandelten Zellen sind grau hinterlegt. Die horizontalen
Linien beschreiben den Median. Die in der Abbildung notierten p-Werte, resultieren aus einer
statistischen Analyse der Mittelwerte, mittels Students’ t-Test.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Effektor-Caspasen-3 und -7 am Ende der Caspase-
vermittelten Apoptose-Kaskade stehen. Um zu untersuchen, welcher Apoptose-Signalweg
durch Prednisolon und Bortezomib aktiviert wird, wurde die Aktivitét der Initiator-Caspase-8
nach 8, 24 und 48 h gemessen. Die mit Lumineszenz-Assays nach 8 und 24 h quantifizierten
Caspase-8-Aktivititen der behandelten Zellen, waren jedoch hoher als die der unbehandelten.
Erst 48 Stunden nach der Behandlung war eine leichte Erh6hung nachweisbar.

3.1.5 Dosis-abhingige Zunahme letaler, Propidiumiodid(PI)-positiver Zellen

Zusitzlich zu den bisher beschriebenen Analysen wurde zu den verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten an den Zellen auch eine PI-Férbung durchgefiihrt. Fiir die
Quantifizierung apoptotischer Zellen wurde das Lumineszenz-basierte Caspase3/7-Assay
durchgefiihrt.

Fiir die FACS-Untersuchungen wurden die Zellen, wie beim WST-1-Vitalitits-Assay,
maximal 96 h nach der Medikamentengabe untersucht. Die daraus resultierenden Daten sind
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in Abbildung 3-6 und Abbildung 6-4 zusammengefasst. Die grofften Unterschiede zwischen
den Behandlungen lieen sich jedoch nach einer Inkubationszeit von 72 h feststellen.
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Abbildung 3-6: Graphische Darstellung der Ergebnisse der PI-Firbung letaler Zellen.

Die Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3 wurden 72h nach der Behandlung mit
Prednisolon und Bortezomib mit Propidiumiodid (PI) gefirbt. Die horizontalen Linien beschreiben den
Median. Der Anteil der letalen, PI-positiven Zellen wurde durchflusszytometrisch quantifiziert.

Die FEinzelbehandlung mit Prednisolon fiihrte bei der Zelllinie MHH-cALL-3 zu einer
deutlich hoheren und 24 h frither einsetzenden PI-Positivitit, als bei der Zelllinie MHH-
cALL-2. Wihrend die Einzelbehandlung mit 1,5 nM Bortezomib nicht zu einer Erh6hung der
Letalitdt fiihrte, steigerte die kombinierte Behandlung mit dieser Dosis den Anteil PI-positiver
Zellen auf rund 20 % bei 72 h. Bei Steigerung der Konzentration konnte ebenfalls eine
Verstirkung festgestellt werden. So reagierte die Zelllinie MHH-cALL-2, bei
Einzelbehandlung mit 7 nM Bortezomib mit einer Steigerung auf mehr als 20 % innerhalb
von 48 h. Eine maximale Erhohung der Letalitdt wurde durch die kombinierte Behandlung
mit dieser Dosis bei 72 h induziert. Bei den MHH-cALL-3 waren 42 % und bei den MHH-
cALL-2 ca. 60 % Zellen Pl-positiv.

3.1.6 Nekrotische und apoptotische Spaltung der Poly-(ADP-ribose)-Polymerase-1

Aus der Diskrepanz zwischen der festgestellten Vitalitits-Verminderung und der Letalitéts-
Zunahme zur Apoptose-Induktion der Zelllinie MHH-cALL-2 nach kombinierter Behandlung
ergab sich die Fragestellung nach der Art des induzierten Zelltods. Die dazu durchgefiihrte
Analyse des PARP-1-Spaltungsmusters wurde jeweils 48 h nach der Stimulation der Zellen an
Proben aus vier unabhéngigen Experimenten vorgenommen. Das ungespaltene Protein besitzt
eine Grofe von 116 kDa. Durch Caspase-vermittelte apoptotische Spaltung entsteht ein
89 kDa groBles Fragment. Charakteristisch fiir Nekrose sind dagegen, die durch die

lysosomalen Cathepsine B und D prozessierten Spaltprodukte der GréBen 72 und 55 kDa %%,

In Kontroll-Analysen (Abbildung 6-8) konnte gezeigt werden, dass unter Verwendung der
bekannten Nekrose induzierenden Agenzien Wasserstoffperoxid und Ethanol ebenfalls
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geringe Menge des 89 kDa groen PARP-1-Spaltproduktes entstand. Die detektierte
Signalstirke der zugehdrigen Bande fiel im Vergleich zu den stark ausgepriagten nekrotischen
Fragmenten jedoch geringer aus. Die Behandlung mit 10 % Ethanol hatte auf die Zelllinie
MHH-cALL-2 einen geringeren Nekrose-induzierenden Effekt, als die mit 0,1 %
Wasserstoffperoxid. Wie in Abbildung 6-8 (A) in den Spalten 1 und 2 sowie in (B) in den
Spalten 1 und 4 zu sehen ist, waren dagegen bei den Zelllinien MHH-cALL-3 und -4 die
Spaltungsmuster sehr dhnlich.
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Abbildung 3-7: Exemplarische Western-Blot-Analyse des PARP-1-(PARP) Spaltungsmusters.

Die untersuchten Gesamtzelllysate der Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3 wurden 48 h
nach der Behandlung mit Prednisolon (PRED) und Bortezomib (BORT) isoliert. Die Symbole
kennzeichnen die eingesetzte Konzentration der Medikamente. PRED : ohne (-); mit 6,2 pM (+); BORT:
ohne (-); mit 1,5 nM (+); 7,0 nM (++) und 12 nM (+++).

Mit Hilfe von Western-Blot-Analysen (siche Abbildung 3-7 und Abbildung 6-7) wurde daher
durch den Vergleich zu den Kontrollanalysen demonstriert, dass die Gabe von Prednisolon bei
der Zelllinie MHH-cALL-2 nicht zu einer apoptotischen Spaltung des PARP-1-Proteins
fiihrte, anders als bei der MHH-cALL-3. Die Einzelbehandlungen mit 7 und 12 nM
Bortezomib induzierten hauptsdchlich die apoptotische PARP-1-Spaltung bei beiden
Zelllinien. Dagegen erzeugten die Kombinationsbehandlungen mit besonders bei der Zelllinie

3.1.7 Untersuchung zur Lagerbarkeit von Bortezomib-Losungen

Bortezomib wird vom Hersteller als Lyophilisat vertrieben. Es existieren verschiedene
Informationen dariiber, wie lange die geloste Substanz in Losung stabil bleibt. Laut
Herstellerangaben sollte Bortezomib, sobald es in der mitgelieferten 0,9 %-igen
Kochsalzldsung resuspendiert wurde innerhalb weniger Stunden verwendet werden. Mit Hilfe
von HPLC-Analysen und magnetischer Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie)
wurde jedoch gezeigt, dass Bortezomib in Form einer Stammlosung von 1 mg/mL fiir
mindestens 1 Woche bei 4°C lichtgeschiitzt, ohne molekulare Verdnderungen lagerbar
ist?°222)  Allerdings war nichts dariiber bekannt, inwieweit sich die anti-proliferative
Wirkung des Medikaments durch Lagerung verdndert. In der vorliegenden Arbeit wurde
daher getestet, ob eine am selben Tag frisch hergestellte und eine drei Tage unter den
beschriebenen Bedingungen gelagerte Stammlosung eine unterschiedliche Wirksamkeit
besitzen. Wie bei den anderen Experimenten wurden 1,5; 7 und 12 nM Bortezomib eingesetzt.

Die Ergebnisse des WST-1-Vitalitits-Assays und der Caspase-3/7-Aktivititsmessung eines
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Experiments sind exemplarisch in Abbildung 6-5 und in Abbildung 6-6 dargestellt. Die
Resultate bestdtigen, dass es durch die Lagerung der Bortezomib-Stammldsung zu einer
deutlichen Verminderung der Wirkung kam. Sowohl die vitalititsmindernde als auch die
Apoptose-induzierende Wirkung des Bortezomibs der gelagerten Proben war herabgesetzt.
Aus diesem Grund wurden in den Experimenten fiir die vorliegende Arbeit nur frische
Bortezomib-Losung eingesetzt.

3.2 Einfluss von Prednisolon und Bortezomib auf die Expression der Zielgene

Das Chaperonin des Ubiquitin-Proteasom-Degradationsweges, VCP, interagiert mit dem
NFkB-Signalweg iiber Bindung des IxkB . Aus diesem Grund war zu erwarten, dass eine
Stimulation dieser Signalwege mit Glucocorticoiden oder Bortezomib zu einer Regulation
dieser Gene fiihrt. Die RT-PCR-Analysen wurden wie in Kapitel 2.3.11 beschrieben
durchgefiihrt. Die Resultate der untersuchten Proben wurden sowohl gegen die Ergebnisse,
der als interner Kalibrator verwendeten Human Reference RNA, als auch gegen die
Expression des 7BP-Gens normalisiert. Wihrend in der initial exprimierten Menge der /x5-
RNA keine Unterschiede zwischen den Zelllinien bestanden, wiesen die MHH-cALL-2-
Zellen eine 1,9-fach hohere VCP-RNA-Expression auf, als die MHH-cALL-3-Zellen
(Abbildung 6-10). Die Behandlungen mit den verschiedenen Medikamenten beeinflussten
nicht nur die Vitalitdt der Zellen, sondern induzierten auch eine verdnderte RNA-Expression
der untersuchten Zielgene /xB und VCP.

3.2.1 RNA-Expression der Zielgene V'CP und /xB mit Behandlung durch Prednisolon

Die Behandlung mit 6,2 pM Prednisolon induzierte in beiden Zelllinien eine Erhéhung der
IxB-Expression. Die maximale Expression der Zelllinie MHH-cALL-3 wurde nach 24 h
erreicht, sie war 2,2-fach h6her als in unbehandelten Zellen. Die Zelllinie MHH-cALL-2
zeigte ihr Maximum von 3,4-fach dagegen erst nach 48 h. Die Prednisolon-Behandlung
erzeugte nur in der Zelllinie MHH-cALL-2 einen Anstieg der VCP-RNA auf das 1,8-fache im
Vergleich zu unbehandelten Zellen. Dieses Maximum wurde nach 72 h Stimulation erreicht.
Die VCP-Expression auf RNA-Ebene blieb bis 96 h in dieser Zelllinie erhdht.

45



Ergebnisse

(A) . * MHH-cALL-2 +PRED
g | MHH-CALL-3+PRED 00104 0=0,0022 50,0015 02028
g ¢ : =S
3 ()
"':j 34 L 0
m v
g e é _L - T ol
% & o L -
° P
g 11 s 0000000
<]
Z
c v J \J \J J
0 24 48 72 96
(B) " e MHH-cALL-2 +PRED Inkubationsdauer [h]
¢ MHH-cALL-3 +PRED

p=0,3167 p=0,0417 p=0,0013 p=0,0409

| — - EmE B T . M

24 48 72 96
Inkubationsdauer [h]

Normalisierte VCP-Expression
N

-

Abbildung 3-8: Graphische Darstellung der Ergebnisse der RT-PCR-Analysen.

Mit Hilfe der RT-PCR-Analysen wurde die mRNA-Expression der Zielgene (A) IxB und (B) VCP in den
Zelllinien MHH-cALL-2 und -3, von 0 bis 96h nach der Behandlung mit Prednisolon quantifiziert. Die
horizontalen Linien reprisentieren die Mediane. Die in der Abbildung notierten p-Werte, resultieren aus
einer statistischen Analyse der Mittelwerte, mittels Students’ t-Test.

3.2.2 RNA-Expression der Zielgene VCP und /xB mit Behandlung durch Bortezomib
mit und ohne Kombination von Prednisolon

Die kombinierte Behandlung mit 1,5 nM Bortezomib und Prednisolon fiihrte in beiden
Zelllinien zu dhnlichen Expressionsmustern wie die Prednisolon-Einzelbehandlung, wihrend
die Einzelbehandlung mit dieser Konzentration zu keinerlei Verdnderungen fiihrte (Abbildung
6-12).

Im Gegensatz dazu beeinflusste die Behandlung mit 7 nM Bortezomib die Expressionsmuster
beider Zelllinien (Abbildung 3-9). Die Einzelbehandlung verursachte zwar keine Verdanderung
der /xB-Expression, erhohte aber bereits innerhalb von 24 h die VCP-Expression beider
Zelllinien auf mehr als das Zweifache verglichen zu unbehandelten Zellen. In den MHH-
cALL-2 Zellen wurde die maximale VCP-Expression von 2,9-fach bereits nach 48 h
detektiert. Anders als nach der Prednisolon-Einzelbehandlung (Abbildung 3-8) folgte dem
Maximum eine konstante Abnahme der VCP-Expression bis zum initialen Niveau in beiden
Zelllinien.
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Abbildung 3-9: RNA-Expression der Zielgene /xB und VCP im zeitlichen Verklauf.

Detektierte Zielgenexpression nach der Behandlung der Zelllinien MHH-cALL-2 und -3 mit ((A) und (C))
7,0 nM Bortezomib oder ((B) und (D)) der kombinierten Behandlung dieser Konzentration mit
Prednisolon. Die RT-PCR-Analysen wurden im Vergleich zu einer Kalibrator-RNA aus 10 verschiedenen
humanen Tumorzelllinien durchgefiihrt und die Ergebnisse der Analysen wurden gegen die Expression
des TBP-Gens normalisiert. Die horizontalen Linien reprisentieren den Median.
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Anders als die Einzelbehandlung stimulierte die Kombination mit 7 nM Bortezomib auch die
IxB-Expression beider Zelllinien. In der Zelllinie MHH-cALL-2 induzierte sie innerhalb von

24 h eine /xkB-Erhohung auf die 2,4-fache Menge verglichen zur unbehandelten Kontrolle.
Die hochste VCP-Expression (2,7-fach) dieser Zelllinie wurde nach 48 h detektiert.

Verglichen mit der Prednisolon-Einzelbehandlung (Abbildung 3-8) wurde die in den MHH-
cALL-2-Zellen festgestellte maximale /xB-Expression sowohl durch die Einzel- als auch
durch die Kombinationsbehandlung mit Bortezomib deutlich reduziert. AuBlerdem trat das
Maximum frither nach der Stimulation ein. Beides traf ebenso fiir die V'CP-Expression zu.

3.2.3 Einfluss von Prednisolon und Bortezomib auf die Katalase-RNA-Expression

Die Untersuchung der Katalase-Expression unbehandelter Zellen zeigte, dass in der Zelllinie
MHH-cALL-3 1,5-fach mehr exprimiert wurde als in der Zelllinie MHH-cALL-2 (Abbildung
6-11). Die Behandlung mit Prednisolon und 1,5 nM Bortezomib fiihrten in beiden Zelllinien
zu einem &dhnlichen Verlauf der Expression, proportional zur jeweiligen unbehandelten
Kontrolle (Abbildung 6-13).

3.2.4 RNA-Expressions-Analyse mittels Automated Multiplexed Gene Expression
Profiling (GeXP)-Fragmentanalyse an ALL-Zelllinien

Die Methode der GeXP-Fragmentanalyse wurde etabliert, um zusétzlich zur oben
beschriebenen herkdmmlichen Real-Time-PCR mit dem LightCycler-System globalere Gen-
Expressionsmuster untersuchen zu koénnen. Der Einsatz dieser Methode ermdglichte es mit
Hilfe eines speziell zusammengestellten Primersets in einer einzigen Expressions-Analyse
sechzehn verschiedene Gene gleichzeitig zu untersuchen. Fiir die Untersuchungen zu der
vorliegenden Arbeit wurden sechzehn Gene ausgewéhlt (Tabelle 2-11) die bereits durch
Microarray-Experimente als mogliche Klassifikatoren im Zusammenhang mit der GC-
Resistenz in Erscheinung getreten waren®”?*>. Ziel war es die Methode so weit zu etablieren,
dass sie moglicherweise auch zur Unterscheidung von GC-resistenten und GC-sensitiven
Patienten eingesetzt werden kann. Die GeXP-Fragmentanalyse wiirde auBlerdem die
Validierung von Microarray-Analysen vereinfachen und verbessern, da im Vergleich zur
herkdmmlichen RT-PCR weniger kostbares Patientenmaterial eingesetzt und weniger PCR-
Reaktionen durchgefiihrt werden miissten. Die Optimierung der PCR-Bedingungen und
Primer gestaltete sich jedoch als sehr zeitaufwendig. Zur Gewéhrleistung eines optimalen
Ergebnisses, musste die Konzentration der einzelnen Primer fiir die gemeinsame PCR-
Reaktion ausgetestet werden. Die Konzentration war unter anderen Faktoren vor allem
abhédngig von der Expressionsstirke der einzelnen Gene, damit sich die aus der Messung
resultierenden Peaks der einzelnen Fragmente nicht gegenseitig beeinflussten. Exemplarisch
wurden einzelne Zellkulturversuche, durchgefiihrt mit 1,5 nM Bortezomib und Prednisolon,
die bereits mit Hilfe der herkommlichen RT-PCR untersucht worden waren, mit dem GeXP-
System getestet. Es zeigte sich eine weitgehende Ubereinstimmung in den Resultaten fiir die
intensiv untersuchten Zielgene VCP, IxB und Katalase. In weiteren Analysen wurde das
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Expressionsprofil der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zelllinen im Vergleich zur
Human Reference RNA gemessen (Abbildung 3-10). Auch hier stimmten die Resultate fiir die
Zelllinien MHH-cALL-2 und -3 mit denen aus den herkdmlichen RT-PCR-Analysen
weitgehend iiberein. Auffillig ist, dass sich das Expressionsprofil der GC-resistenten Zelllinie
SD-1 im Vergleich zu denen der anderen untersuchten Pri-B-ALL-Zelllinien deutlich
unterscheidet. Die VCP-Expression dieser Zelllinine und die der ebenfalls resistenten MHH-
cALL-2 ist im Vergleich zu den iibreigen ALL-Zelllinien deutlich erhoht. Die Expression der
Zelllinien REH und Jurkat, welche beide zwar ebenfalls GC-resistent sind, jedoch beide einen
defekten GC-Rezeptor besitzen war nicht erhoht. Des Weiteren wies keine der GC-resistenten
Zelllinien eine Erhohung der Katalase-Expression auf. Die Resultate fiir /xB und NFxB und
fiir die anderen untersuchten Gene erwiesen sich als heterogen.
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Abbildung 3-10: Exemplarische GeXP-RNA-Expressionsanalyse an unbehandelten ALL-Zellinien im
Vergleich zur Human Reference RNA. Die RNA-Mengen der Zielgene wurden gegen die 7BP-Expression
normalisiert.

Es handelte sich bei den bisher durchgefiihrten Untersuchung jedoch um exemplarische
Analysen, daher miissen die vorliegenden Resultate fiir eine gesicherte Aussage durch
systematische Studien an einer groferen Zahl von Zelllinien bekannter GC-Sensitivitdt
genauer erforscht werden. Die aus den GeXP-Analysen resultierenden Daten legten nahe, dass
es sich bei dieser Methode um ein zukunftstrachtiges System handelt.
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3.3 Expression und Lokalisierung der Proteine IxB und VCP mit und ohne Behandlung
mit Prednisolon und Bortezomib

3.3.2 Protein-Expression von VCP und seiner Interaktionsparter aus dem Ubiquitin-
Proteasom-Degradationsweg (IxkB, Proteasom, NFxB und Hsp60)

Zur Analyse der Proteinexpression wurden Western-Blot-Analysen an Gesamtzelllysaten mit
und ohne Behandlung von 0 bis 96 h durchgefiihrt. Je nach Behandlung wurde eine maximale
Verianderung der Expressionsmuster nach 48 oder 72 h beobachtet. Bei den Behandlungen mit
7 und 12 nM Bortezomib konnten Protein-Expressionsanalysen wegen des groflen Anteils
letaler Zellen nur bis 48 h durchgefiihrt werden. Die Intensitit der mit Hilfe der
immunologischen Nachweisreaktion detektierten Banden wurde mittels densiometrischer
Auswertung quantifiziert (Kapitel 2.3.7). Die Resultate der Zielproteine wurden gegen die
von Actin normalisiert.

Die Auswertung von siebzehn Western-Blot-Analysen zu unbehandelten Proben aus
unabhéngigen Experimenten zeigte, dass beide Zelllinien eine gleich hohe IkB-Protein-
Expression aufwiesen (Abbildung 6-14(A)). Im Gegensatz dazu war die in vierundzwanzig
Western-Blots quantifizierte VCP-Expression der Zelllinie MHH-cALL-2 1,5-fach hohere als
die der Zelllinie MHH-cALL-3 (Abbildung 6-14(B)).

Prednisolon-Einzelbehandlung erhohte die IkB-Expression innerhalb von 48 h in beiden
Zelllinien auf fast das zweifache der initialen Menge, dies wurde mittels Western-Blot-
Analysen und densiometrischer Auswertung der Bandenintensititen belegt (Abbildung 3-11
und Abbildung 6-16).

(A) S MHH-cALL-2 (B) 8 MHH-cALL-3
<1 2 3 4 56 7 8 < 1 2 3 4 5 6 7 8
Actin 41 --x w— ACHN 41 s wp v — = omw g o -
kB 38 b === kB 38 el
PRED | - | - - e M I I 5 + PRED - |- - - + ]+ + |+
BORT - + |+ || - + ++ | +++ BORT - + | | | - + ++ [+++

Abbildung 3-11: IxB-Protein-Expression nach 48 h.

Exemplarische Western-Blot-Analyse von Gesamtzelllysaten der Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und
(B) MHH-cALL-3, 48h nach der Behandlung mit Prednisolon und Bortezomib. Die Symbole
kennzeichnen die eingesetzte Konzentration der Medikamente. PRED : ohne (-); mit 6,2 uM (+); BORT:
ohne (-); mit 1,5 nM (+); 7,0 nM (++) und 12 nM (+++).

Die GC-Stimulation bewirkte innerhalb dieses Zeitraums keine Verdnderung der VCP-
Expression im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Der Einsatz von 1,5 nM Bortezomib
verdanderte die Expression der Zielproteine nur wenig im Vergleich zur Prednisolon-
Behandlung. Lediglich die Kombinationsbehandlung mit dieser Dosis fithrte zu einer
deutlichen Steigerung der IxB Expression in der MHH-cALL-2 Zelllinie.
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Abbildung 3-12: VCP-Protein-Expression nach 48 h.

Exemplarische Western-Blot-Analyse von Gesamtzelllysaten der Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und
(B) MHH-cALL-3, 48h nach der Behandlung mit Prednisolon und Bortezomib. Die Symbole
kennzeichnen die eingesetzte Konzentration der Medikamente. PRED : ohne (-); mit 6,2 pM (+); BORT:
ohne (-); mit 1,5 nM (+); 7,0 nM (++) und 12 nM (+++).

Im Gegensatz dazu bewirkten 7 und 12 nM Bortezomib eine deutliche Reduktion der IxB-
Expression bei beiden Zelllinien innerhalb von 48 h. Die Behandlung der Zelllinie MHH-
cALL-2 mit diesen hohen Dosen des Inhibitors fiihrte aulerdem zu einer leichten VCP-
Reduktion. Wihrend in der Zelllinie MHH-cALL-3 interessanterweise eine Erhohung auf das
Zweifache des initialen VCP-Niveaus festgestellt wurde (Abbildungen 3-12 und 6-17).

Die Expression des 20S-Proteasoms wurde durch die Expressionsanalyse der
Proteinuntereinheit alpha-5 im Western-Blot untersucht, sie war in beiden Zelllinien initial
vergleichbar hoch und wurde nicht durch die Behandlung beeinflusst. Jedoch wurde bei
zunehmender Letalitdt der Zellen weniger detektiert, korrelierend zur abnehmenden Menge
Actins (Abbildung 3-13).
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Abbildung 3-13: 20S-Protein-Expression nach 48 h Behandlung.

Exemplarische Western-Blot-Analyse von Gesamtzelllysaten der Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und
(B) MHH-cALL-3, 48h nach der Behandlung mit Prednisolon und Bortezomib. Die Symbole
kennzeichnen die eingesetzte Konzentration der Medikamente. PRED : ohne (-); mit 6,2 pM (+); BORT:
ohne (-); mit 1,5 nM (+); 7,0 nM (++) und 12 nM (+++).

In Situationen in denen eine zelluldre Stressantwort ausgelost wird sorgen
Hitzeschockproteine (heat shock proteins) wie Hsp90, Hsp70 und Hsp60 fiir die Stabilisie-
rung von Proteinen, um sie vor der Denaturierung zu schiitzen. Ebenso wie das VCP sorgen
sie auch fiir den Transport nicht funktionsfahiger Proteine zum Proteasom. Mehreren Studien
zur Folge handelt es sich bei dem Chaperonin Hsp60 auflerdem um einen Apoptose
regulierenden Faktor vor allem in Tumorzellen “****®. In Abbildung 3-14 ist exemplarisch
eine von drei durchgefiihrten Western-Blot-Analysen zur Hsp60-Protein-Expression
dargestellt. In unbehandelten Zellen wurde fiir die Zelllinie MHH-cALL-2 eine leicht hohere
Expression im Vergleich zur MHH-cALL-3 festgestellt. Wéhrend die Bortezomib-
Behandlungen bei dieser Zelllinie keinen Einfluss auf die Expression hatten, verminderte die
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Prednisolon-Behandlung die Hsp60-Expression auf ein Drittel der urspriinglichen Menge
(Abbildung 6-18). Im Gegensatz dazu wurde fiir die MHH-cALL-3 eine deutliche
Expressionssteigerung auf das 20-fache der initial exprimierten Menge nach Gabe mit 12 nM
Bortezomib in Kombination mit Prednisolon festgestellt (Students-t-Test, p= 0,2696).
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Abbildung 3-14: Expression des Hitzeschockproteins Hsp60.

Exemplarische Western-Blot-Analyse von Gesamtzelllysaten der Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und (B)
MHH-cALL-3, 48 h nach der Behandlung mit Prednisolon und Bortezomib. Die Symbole kennzeichnen
die eingesetzte Konzentration der Medikamente. PRED : ohne (-); mit 6,2 uM (+); BORT: ohne (-); mit
1,5 nM (+); 7,0 nM (++) und 12 nM (+++).

3.3.3 Zellfraktionierung zur Lokalisation der Zielproteine IxB und NF«xB

Zur Untersuchung der Proteinlokalisierung und Erfassung moglicher Translokationen nach
der Behandlung wurden Zellfraktionierungen durchgefiihrt. Der Focus der Untersuchungen
lag hier auf der Lokalisierung der Proteine IxB und NF«B, da in humanen menschlichen
Prostatakarzinom PC-3 Zellen nach Proteasomen-Inhibition eine Verlagerung des IkBs in den
Kern beobachtet wurde *¥. Diese PC-3-Zellinie zeichnet sich durch eine konstitutive NFxB-
Aktivierung aus wie sie auch fiir die Mehrheit der akuten lymphoblastischen Leukdmien
gezeigt wurde “?. Getestet wurde die Lokalisation der Zielproteine in unbehandelten Zellen
und unter Einfluss von 7 nM Bortezomib, 24 h nach der Behandlung (Abbildung 3-15). Die
Tatsache, dass Lamin-B hauptsdchlich im Zellkern und GAPDH ausschlielich im
Zytoplasma detektiert wurde, belegte eine saubere Trennung der Fraktionen. Es wurde jedoch
in drei unabhingigen Experimenten bei unbehandelten Zelllinien MHH-cALL-2 und -3
festgestellt, dass IkB und die NFxB-Untereinheit p50 nur im Zytoplasma nachweisbar sind.
Durch die Bortezomib-Behandlung kam es in der zytoplasmatischen Fraktion zu einer
Abnahme der Zielproteine. AuBBerdem wurden geringe Mengen des Transkriptionsfaktors im
Kern detektiert.
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Abbildung 3-15: Lokalisierung der Zielproteine IxB und NF«B (p50) unter Einfluss von Bortezomib.

Die Zellfraktionierung in nukleidre Fraktion (NF) und zytoplasmatische Fraktion (ZF) wurde an den
Zelllinien MHH-cALL-2 und -3 durchgefiihrt. Die Resultate der unbehandelten Zellen sind mit BORT (-)
und die derjenigen, die 24 h vorher mit 7 nM Bortezomib stimuliert worden waren sind mit BORT (++)

gekennzeichnet. Als Fraktionen Markerproteine fiir die einzelnen Fraktionen wurden Lamin-B (Zellkern)
und GAPDH (Zytoplasma) getestet. In den unteren beiden Zeilen der Tabelle sind die Ergebnisse der
densiometrischen Analyse der Zielproteine normalisiert zu Actin zusammengefasst.

3.3.4 Immunfluoreszenzfirbung zur Lokalisation der Zielproteine VCP, IxB und 20S

Zur Lokalisierung der Zielproteine wurden 24, 48 und 72 h nach der Behandlung mit
Prednisolon, 1,5 und 7 nM Bortezomib Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Es zeigte
sich jedoch, dass die Farbungen bei den hoheren Bortezomib-Konzentrationen durch
zunehmende Letalitdt der Zellen bei 72 h beeintrachtigt wurden. Daher wurde 24 h nach der
Behandlung mit 7 nM Bortezomib die Lokalisierung von IxB und nach 48 h die des 20S-
Proteasoms untersucht (Abbildungen 3-15 bis 3-18). Der fiir die 20S- und IxB-Detektion
benutzte sekunddre Antikorper war mit dem Farbstoff Alexa-488 gekoppelt. VCP, welches zu
beiden Zeitpunkten angefdrbt wurde, wurde mit einem Rhodamin-RedX gelabelten
Sekundireantikorper detektiert. Durch die Steuerungssoftware des konfokalen Laser-
Scanning Mikroskops (CLSM) wurden den detektierten Emissionen die Farben Rot fiir VCP
und Griin fiir die Proteine IkB und 20S zugeordnet. Mit Hilfe einer TO-PRO-3-Kernféarbung
wurde TUberpriift, ob die untersuchten Zellen noch einen intakten Zellkern besaf3en.
Kontrollfarbungen bestétigten die Spezifitit der Antikorper (Abbildung 6-19). Die
Immunfluoreszenzfirbungen bestitigten, dass alle drei untersuchten Proteine hauptsidchlich
im Zytoplasma lokalisiert waren und es auch durch die Proteasom-Inhibition nicht zu einer
Translokation in den Kern kam. Auflerdem ermdglichte es diese Methode die erhohte VCP-
Expression der Zelllinie MHH-cALL-2 zu visualisieren. Durch die kombinierte Behandlung
der Zellen kam es zu einer Akkumulation der Proteine im Zytoplasma. Zwar wurde dieser
Effekt bei beiden Zelllinien beobachtet, besonders auffillig war er aber bei der Zelllinie
MHH-cALL-2 fiir das 20S-Proteasom zu sehen. In der Durchlichtaufnahme ist zu erkennen,
dass diese Aggregation der Proteine einhergeht mit einer Verdnderung der zytoplasmatischen
Strukturen. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle besaflen die mit Bortezomib
behandelten Zellen eine groBere Granularitit.
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TOP-PRO-3 VCP kB Co-Lokalisierung Durchlicht

Abbildung 3-16: Studie zur Lokalisierung von VCP (rot) und IxB (griin), (CLSM-Aufnahme).

Die Zelllinie MHH-cALL-2 wurde fiir 24 h mit Prednisolon, 7 nM Bortezomib oder der Kombination
beider Medikamente inkubiert. Anschliefend wurde eine Immunfluoreszenzfirbung der Zellen gegen die
Zielproteine VCP und IxB durchgefiihrt. Die Kerne wurden mit TO-PRO-3 angefirbt.

TOP-PRO-3 Co-Lokalisierung Durchlicht

KTRL

Abbildung 3-17: Studie zur Lokalisierung von VCP (rot) und IxB (griin), (CLSM-Aufnahme).

Die Zelllinie MHH-cALL-3 wurde fiir 24 h mit Prednisolon, 7 nM Bortezomib oder der Kombination
beider Medikamente inkubiert. Anschlieend wurde eine Immunfluoreszenzfirbung der Zellen gegen die
Zielproteine VCP und IxB durchgefiihrt. Die Kerne wurden mit TO-PRO-3 angefirbt.
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TOP-PRO-3 VCP 205 Co-Lokalisierung Durchlicht

+BORT +PRED KTRL

+KOMB

Abbildung 3-18: Studie zur Lokalisierung von VCP (rot) und 20S (griin), (CLSM-Aufnahme).

Die Zelllinie MHH-cALL-2 wurde fiir 48 h mit Prednisolon, 7 nM Bortezomib oder der Kombination
beider Medikamente inkubiert. Anschliefend wurde eine Immunfluoreszenzfirbung der Zellen gegen die
Zielproteine VCP und IxB durchgefiihrt. Die Kerne wurden mit TO-PRO-3 angefirbt.

TOP-PRO-3 Co-Lokalisierung Durchlicht

+BORT +PRED KTRL

+KOMB

Abbildung 3-19: Studie zur Lokalisierung von VCP (rot) und 20S (griin), (CLSM-Aufnahme).

Die Zelllinie MHH-cALL-3 wurde fiir 48 h mit Prednisolon, 7 nM Bortezomib oder der Kombination
beider Medikamente inkubiert. Anschliefend wurde eine Immunfluoreszenzfirbung der Zellen gegen die
Zielproteine VCP und IxB durchgefiihrt. Die Kerne wurden mit TO-PRO-3 angefirbt.
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3.4 Reduktion der VCP-Expression durch transiente Transfektion mit spezifischer
siRNA gegen VCP

Die Herunterregulation der VCP-Expression erfolgte durch transiente
Genexpressionshemmung auf Ebene der RNA. Hierzu wurden mit Hilfe von Elektroporation
spezifische siRNAs gegen VCP in die GC-resistente Zelllinie MHH-cALL-2 eingebracht. Die
Transfektion von Suspensionszellen setzt ein hohes Maf3 an Etablierungsarbeit voraus.

Zunichst wurde die Methode der Elektroporation an MHH-cALL-2 Zellen unter Verwendung
einer Alexa-488-gekoppelten nicht-hemmenden Kontroll-siRNA (AS-Negativ-Alexa-488)
getestet. Zur Kontrolle der siRNA-Lokalisierung wurde im Anschluss an die Transfektion
eine Kernfiarbung der Zellen mit TO-PRO-3 durchgefiihrt und mittels CLSM-Mikroskopie
iiberpriift. Durch diese Untersuchung war es moglich den Eintrag der Farbstoff-gekoppelten
Kontroll-siRNA in den Kern nachzuweisen.

Nach Etablierung der Elektroporation fiir die Suspensionszellen, wurden die Auswirkungen
der VCP-Herunterregulierung etabliert. Neben den Transfektionen mit den beiden VCP-
siRNAs (Hs 06 und Hs 07) wurden zur Kontrolle auch nicht-hemmende siRNAs
sogenannten non-silencing siRNAs (AS-) transfiziert. Diese siRNAs besitzen eine Sequenz die
zu keinem bekannten Gen homolog ist. AuBerdem wurde jeweils ein Ansatz ohne
Oligonucleotide elektroporiert (Mock), um die Nebenwirkungen der Elektroporation bewerten
zu konnen. Zur Bestimmung der optimalen Bedingungen wurden siRNA Konzentrationen im
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Abbildung 3-20: Transkriptionshemmender Effekt spezifischer siRNAs auf die VCP-RNA Expression

Zur Kontrolle des siRNA-Effektes auf die 'CP-Expression in MHH-cALL-2 Zellen wurde 24 h nach der
Elektroporation Gesamt-RNA mittels RT-PCR untersucht. Die Ergebnisse der spezifischen RNAs wurden
zur nicht-hemmenden Kontrolle (AS-) normalisiert. Die horizontalen Linien reprisentieren den Median.
Die in der Abbildung notierten p-Werte, resultieren aus einer deskriptiven statistischen Analyse der
Mittelwerte, mittels Einstichproben-t-Test.
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Die Verwendung von 60 pmol siRNA pro Ansatz fiihrte in 24 h zu einer Reduktion der VCP-
RNA auf 58 % (Hs 06) bzw. 29 % (Hs_07) verglichen zu den mit der Kontroll-siRNA
transfizierten Zellen(Abbildung 3-20). Die Elektroporation ohne siRNA (Mock) hatte jedoch
in einigen Féllen ebenfalls einen expressionsmindernden Effekt.Zur Analyse des
Transkriptionshemmenden Effektes der siRNA auf die VCP Proteinexpression wurden nach
24, 48 und 96 h Gesamtzelllysate hergestellt und im Western-Blot untersucht.

24h 48h 72h
12 3 456 7809

VCP 96 .-... Prp——

Actin 41 | | = | aw

kDa

| siRNA [06]07|AS1{06|07]AS] 06 |07 ]AS]

| vcP [0,1]0,2/0,2/0,3[0,1/0,2/0,1]0,1]0,2]

Abbildung 3-21: Reduktion der VCP-Protein-Expression nach Transfektion mit spezifischer siRNA

Die Transfektion der Zellen erfolgte mit den spezifischen siRNAs gegen VCP Hs_06 (06) und Hs _07(07)

sowie der Kontroll-siRNA AS-Negativ (AS’). In der Tabelle unterhalb der Abbildung sind die Ergebnisse
der densiometrischen Analyse normalisiert zu Actin zusammengefasst.

Die spezifischen siRNAs induzierten nach einer Inkubationszeit von 72 h bzw. fiir die Hs 07
bereits nach 48 h, eine um die Hailfte verminderte VCP-Protein—Expression. In der
durchgefiihrten Wiederholung wurde eine dhnliche Reduktion innerhalb von 24 h erreicht,
jedoch lieB der Effekt nach 48 h bereits nach.

3.4.2 Effekte der Prednisolon-Behandlung nach spezifischer Genexpressionshemmung

Fiir die Prednisolon-Stimulation in einem kombinierten Ansatz wurde der Zeitpunkt 24 h nach
der siRNA-Transfektion gewéhlt, um das Zeitfenster der VCP-Reduktion auf Protein-Ebene
einzuhalten. Aufgrund der geringen Zellzahl, die bei der Methode pro Ansatz eingesetzt
werden konnte wurden wie in 2.4.2 beschrieben, sechs Transfektionen je siRNA durchgefiihrt
und gemischt. AnschlieBend wurden diese fiir die Prednisolon-Stimulation auf zwolf Locher
einer 24-Lochplatte verteilt. Fiir jeden dieser Ansdtze wurden WST-1-Vitalitits- und
Caspase3/7-Apoptose-Assays nach 24 bzw. 48h durchgefiihrt. Je zwei der
korrespondierenden Ansdtze wurden anschlieBend zusammengefiihrt und fiir die Herstellung
von Gesamtzelllysat oder flir die RNA-Extraktion verwendet.
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Abbildung 3-22: Effekte spezifischer 'CP-Genexpressionshemmung in Kombination mit Prednisolon.

Die Zelllinien wurden 24 h nach der siRNA-Transfektion mit Prednisolon stimuliert. Die quantifizierte
RNA-Expression von (A) VCP und (B) IxB zum Zeitpunkt der Stimulation ist in weifl dargestellt. Die grau
hinterlegten Balken kennzeichnen die nach weiteren 24 h Inkubation detektierte Expression der Zellen
ohne Prednisolon und die schwarzen Balken bilden die der Zellen mit zusitzlicher GC-Stimulation ab.
Zur Darstellung der Ergebnisse des 24 h nach Prednisolongabe durchgefiihrten (C) Caspase3/7-
Aktivitits-Assays und des 48 h nach GC-Behandlung ausgefiihrten (D) WST-1-Vitalitits-Assays wurde
diese Farbgebung der Balken fortgefiihrt.

Mit Hilfe der RT-PCR wurde der Nachweis erbracht, dass durch Einsatz der spezifischen
siRNAs nach 24 h eine deutliche Verminderung der VCP-RNA-Expressionerzielt wurde
(Abbildung 3-22(A)). Neben der spezifischen Expressionshemmung des VCP wurde zudem
eine verminderte /xB-Expression (Abbildung 3-22 (B)) detektiert. Die zusdtzliche Stimulation
der Zellen mit Prednisolon fiihrte zu einer deutlichen Expressionssteigerung beider Zielgene.
Allerdings wurde fiir die Kontrollen ebenfalls eine Erhohung festgestellt. Die Transfektion
der Zellen mit spezifischer VCP-siRNA fiihrte sowohl zu einer Induktion der Caspase-3/7-
Aktivitit als auch zu einer Verminderung der Stoffwechselaktivitit (Abbildung 3-22 (C) und
(D)), die der Kontroll-siRNAs jedoch nur mit zusitzlicher Prednisolonstimulation. Zum
Zeitpunkt der Prednisolonzugabe wurde fiir die Mock-Kontrolle im Vergleich zur
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Transfektion mit der nichthemmenden siRNA ebenfalls ein Expressionsmindernder Effekt
festgestellt. Dieser Effekt war allerdings schon nach 48 h nicht mehr nachweisbar.

é _PRED  +PRED

1 2 3 4 5 6

| siRNA |06 |07 |AS| 06 |07 | AS-|
| vep [0,2]0,3]/0,3/0,6/0,5]0,5 |

Abbildung 3-23: Effekte der siRNA-Transfektion und der Prednisolongabe auf die VCP-Expression

Die Transfektion erfolgte mit den spezifischen siRNAs gegen VCP Hs 06 (06) und Hs_07(07) sowie der
Kontroll-siRNA AS-Negativ (AS). Die 96 h nach Transfektion bzw. 72 h nach GC-Stimulation
gewonnenen Gesamtzelllysate wurden mittels Western-Blot untersucht. In der Tabelle unterhalb der
Abbildung sind die Ergebnisse der densiometrischen Analyse normalisiert zu Actin zusammengefasst.

Der spezifische Einfluss der Genexpressionshemmung auf die Proteinexpression war nach
96 h nicht mehr festzustellen, dagegen war die Expression in den zusétzlich zur Transfektion
mit Prednisolon behandelten Zellen deutlich hoher.

3.5 Expressionsanalysen an priméren leukiimischen Blasten aus dem Knochenmark

Zur Expressionsanalyse der Zielgene bzw. Zielproteine VCP und Katalase wurden die
primidren Zellen zur Herstellung von Gesamtzelllysaten zur Extraktion von Gesamt-RNA und
fiir Zellfraktionierungen verwendet. Aus den RT-PCR-Analysen (Abbildung 3-24 (A) und
(B)) ging hervor, die mediane Expression der PPR-Patienten 1,4-fach hoher war als die der
Gruppe der PGR-Patienten. Bei der Untersuchung Katalase-Expression wiesen drei von fiinf
PGR-Patienten eine Erhohung auf. Der fiir diese Gruppe ermittelte Median war 1,3-fach
hoher als der der GC-resistenten Patienten. Die deskriptive statistische Analyse der
Mittelwerte zeigte zwar leichte Tendenzen an, war aber nicht statistisch signifikant. Western-
Blot-Analysen an isolierten subzelluliren Fraktionen und an Gesamtzelllysaten (Abbildung
3-24 (C) und (D)) stiitzten die Ergebnisse der RNA-Studien. Weder iiber die
Proteinexpression des VCP noch iiber die Expression der Katalase lieBen sich die Patienten
eindeutig einer der beiden Gruppen zuordnen. Die Untersuchungen der Zellfraktionen zeigten
hauptsidchlich eine Lokalisierung der untersuchten Proteine VCP, Katalase und 20S-
Proteasom im Zytoplasma. Zur Erkldrung der der schwach ausgepriagten Unterschiede, bzw.
kontrdarem Ergebnis einzelner Patienten wurden die klinischen Daten herangezogen. Es konnte
jedoch kein Zusammenhang der Patienten, die eine fiir die Gruppe untypische Expression der
Zielproteine aufwiesen zu einer ungewohnlichen Blastenzahl an Tag 8 oder einer verdnderten
prozentualen Reduktion der Blasten hergestellt werden.
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Abbildung 3-24: Expressionsanalysen an primiren leukimischen Blasten aus dem Knochenmark

Die RT-PCR-Analysen wurden fiir die Zielgene (A) VCP und (B) Katalase durchgefiihrt. Unterhalb der
RNA-Expressionsdaten sind die Resultate der densiometrischen Auswertung der im Western-Blot
untersuchten Gesamtzelllysate fiir VCP (C) und Katalase (D) normalisiert zu Actin zusammengefasst. Die
horizontalen Linien reprisentieren den Median.
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Abbildung 3-25: Vergleich der absoluten Blastenzahl an Tag 8 und der relativen Blastenreduktion.

Aus den klinischen Daten der Patienten wurde (A) die absolute Blastenzahl an Tag 8 im peripheren Blut
und (B) die aus dem Vergleich zur initialen Blastenzahl resultierende prozentuale Reduktion der
leukéimischen Blasten der Patienten zusammengefasst.
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3.3.2. RNA-Expressionsanalyse an primiren leukimischen Blasten aus dem
Knochenmark mittels GeXP

Die isolierte Gesamt-RNA von zwei PPR-Patienten und vier PGR-Patienten aus primédren
Zellen wurden im Vergleich zur Human Reference RNA in einer GeXP-Analyse untersucht.
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Abbildung 3-26: Exemplarische GeXP-RNA-Expressionsanalyse an priméiren leukiimischen Blasten.

Die RNA-Expressionen der Zielgene wurden im Vergleich zur Human Reference RNA gemessen und
gegen die beta-Actin-Expression normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen
Patientenproben jeder Gruppe.

Fiir den Vergleich wurden die Expressionsprofile der Patienten nach der Prednisone-
Response der Patienten gruppiert. Zur Optimierung der PCR-Reaktion musste die Intensitét
des TBP-Signals durch Einsatz kleinerer Primermengen verringert werden. Dies fiihrte dazu,
dass in zwei von vier getesteten PGR-Patienten keine TBP-Expression detektiert werden
konnte. Aus diesem Grund sind die dargestellten Ergebnisse, anders als die untersuchten
Zelllinien (Abbildung 3-10), zur Expression des in allen GeXP-Messungen ebenfalls
gemessenen Actins normalisiert worden. Auffillig war, dass die leukdmischen Blasten im
Vergleich zur Referenz eine deutlich hohere Expression des NFxB-1 aufwiesen, welches fiir
die NFxB-Untereinheit p50 codiert. Es zeigte sich jedoch insgesamt, dass in der kleinen
Gruppe von Patienten keine deutlichen Unterschiede im Expressionsprofil festzustellen
waren.
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Die akute lymphoblastische Leukdmie ist die haufigste Tumorerkrankung im Kindesalter'".

Die stetige Optimierung der Risikostratifizierung und Verbesserung der Therapiekonzepte
steht seit den frithen 1970er Jahren im Fokus der ALL-BFM-Studiengruppe. Die
Identifizierung spezifischer, prognostisch relevanter Merkmale, die kennzeichnend fiir den
Therapieverlauf sind, war ebenso entscheidend wie die Intensivierung der zytogenetischen
Diagnostik und die Einfiihrung der MRD-Analyse. Mittlerweile besitzt die MRD-Diagnostik
wegen ihrer hohen Sensitivitdt sogar eine groflere Aussagekraft fiir die Prognose der Patienten
als die Prednisone-Response, die lange als der verldsslichste Marker galt!" "> #* 29 Die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der an ALL erkrankten Patienten hat sich seit dem Beginn der
Therapicoptimierungsstudien drastisch  erhdht”'®?.  Auch der Zusammenschluss mit
internationalen Forschungsgruppen hat dazu beigetragen. Trotzdem haben Hoch-Risiko(HR)-
Patienten, die 8 % aller Patienten ausmachen, mit 84 % noch immer eine deutlich héhere
Wahrscheinlichkeit, innerhalb von 10 Jahren einen Riickfall zu erfahren als Patienten der
Mittleres-Risiko (MR)- oder Standard-Risiko (SR)-Guppe, mit 26 % bzw. 7% "®. Die
eindeutige Identifizierung der HR-Patienten, zum Zeitpunkt der Diagnose durch einen validen
prognostischen Marker wiirde zusammen mit der Weiterentwicklung des speziell auf sie
abgestimmten Therapiekonzeptes einen enormen Fortschritt bedeuten.

GC-resistente leukdmische Blasten weisen Merkmale fiir defekte Apoptose-Signalwege auf
und neigen zur Induktion alternativer Zelltodmechanismen®® %% 3361 7y den Studien, die
neue Therapieoptionen aufzeigen, gehoren insbesondere diejenigen, die dies beriicksichtigen.
Gerade der Einsatz spezifischer Inhibitoren, welche in die zugrundeliegenden zelluldren
Mechanismen regulierend eingreifen, lieferte vielversprechende Resultate®* 60 137 138 219)
Einer dieser Inhibitoren ist Bortezomib, welcher in der Lage ist, spezifisch das Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS) zu unterbrechen und die assoziierten Signalwege zu modulieren. Es
ist jedoch weitgehend unklar, welcher der Signalwege der ausschlaggebende fiir die anti-
proliferative und pro-apoptotische Wirkung des Proteasominhibitors auf Tumorzellen ist.
Einen Hinweis darauf, dass gerade die Signalwege NF«kB, UPS und der assoziierte ERAD von
entscheidender Bedeutung fiir die GC-Resistenz sein konnten, lieferte die Entdeckung, dass
die Gruppe der PPR-Patienten initial das Valosin-containing protein (VCP) iiberméBig
exprimiert®?. Diese ATPase eskortiert in beiden Signalwegen ubiquitinierte Proteine zum
Proteasom und besitzt dadurch einen groBen Einfluss auf die Homdostase der Zelle!”? 8% 8- 91-
93: 22D 7u diesen Proteinen zahlt unter anderem auch das NFxB-Inhibitorprotein IkBa. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung der molekularen Zusammenhénge
und der funktionellen Relevanz des VCP zelluldre Modellsysteme erfolgreich charakterisiert.
Im Fokus lag vor allem die Identifizierung der in die GC-Resistenz involvierten Signalwege.
Des Weiteren gelang es, die Zellantwort durch spezifische Proteasom-Hemmung und siRNA-
vermittelte VCP-Herunterregulation in Kombination zur Prednisolon-Gabe zu modulieren.
Dariiber hinaus wurde die Aussagekraft, der in der Vorstudie gefundenen potentiellen

(32)

prognostischen Marker VCP und Katalase durch Untersuchungen an priméren

Knochenmarkszellen iiberpriift. In den folgenden Kapiteln wird die Bedeutung und der
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Zusammenhang zwischen den Einzelergebnissen dieser Arbeit erldutert und in die aktuelle
Literatur zu diesem Themenbereich eingeordnet.

4.1 Charakterisierung und Modulierung der zelluliren Modellsysteme

Die untersuchten ALL-Zelllinien reagierten in Abhdngigkeit zu ihrer Glucocorticoid (GC)-
Sensitivitdt mit einer charakteristischen Zellantwort auf die Prednisolon-Behandlung. Diese
spezifische Zellantwort liel sich durch zusitzliche Proteasom-Inhibition mittels Bortezomib
und durch siRNA-vermittelte VCP-Herunterregulation modifizieren.

4.1.1 Charakterisierung des durch die Prednisolon- und Bortezomib-Behandlung
induzierten Zelltodes

Zur Differenzierung der GC-induzierten Zelltodmechanismen wurden neben dem
Vitalititsverlust der Zellen, spezifische Marker fiir die Induktion der Apoptosesignalwege und
nekrotischer Prozesse herangezogen. Die GC-Stimulation der Zelllinien MHH-cALL-2 und -3
belegte, dass die verwendeten Zelllinien auch in vitro eine unterschiedliche GC-Sensitivitit
aufwiesen, die der initialen Prednisone-Response der Patienten entsprach. Sie sind daher als
Modell fiir die Untersuchung der molekularen Vorgidnge nach Stimulation mit Prednisolon gut
geeignet. Der besonders bei der MHH-cALL-2 ausgepridgte biphasische Verlauf der
Vitalitdtsabnahme bei aufsteigender GC-Konzentration (Abbildung 6-1) wurde in dhnlicher
Weise bereits von Lambrou et al., 2009 fiir die ebenfalls GC-resistente ALL-Zelllinie CCRF-
CEM beschrieben®”. Globale Genexpressions-Assays, die nach der Behandlung mit
geringeren Prednisolon-Konzentrationen (10 nM-1 uM) durchgefiihrt wurden, belegten
auBerdem eine vorrangig mitogene Wirkung. Gleichzeitig wurde aber auch eine Zelltod-
induzierende Wirkung festgestellt. Allerdings wies dieser Zelltod nekrotische Merkmale auf.
Erst hohere Konzentrationen induzierten in dieser Studie Dosis-abhingig eine Apoptose-
Induktion. Ploner et al. beschrieben 2005 dhnliche Vorginge als GC-induzierten Zelltod mit
,.apo-nekrotischen Merkmalen“®?. Sie zeigten auBerdem, dass die GC-Wirkungsweise vom
zelluldren Kontext und unter anderem von der Funktionsfahigkeit der am Wirkmechanismus
beteiligten Komponenten wie dem Glucocorticoid-Rezeptor (GR) oder den Caspasen
abhéngig ist.

Die in den initialen Studien ermittelte Prednisolon-Konzentration, bei der beide Zelllinien
verglichen zur unbehandelten Kontrolle eine Vitalititsminderung von 50 %, innerhalb eines
Verdopplungszeitraums zeigten, betrug 6,2 uM (Abbildung 6-1 und nicht gezeigte Daten).
Fiir die GC-resistente MHH-cALL-2 Zelllinie lieB sich bei Verwendung dieser Prednisolon-
Konzentration eine spétere und schwéchere Reaktion auf die Behandlung detektieren als bei
der MHH-cALL-3. Besonders auffillig war, dass die resistente Zelllinie zwar einen leichten
Vitalitdtsverlust, aber keine Caspase-vermittelte Apoptose-Induktion aufwies (Abbildung
3-5). Die Ergebnisse des Caspase-3/-7-Aktivitits-Assays schienen eher flir eine verminderte
Apoptose im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu sprechen, was ebenfalls zu den 2009
von Lambrou et al. verdffentlichten Daten passte. Moglicherweise ist dies auf die
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beschriebenen mitogenen GC-Effekte zuriickzufiihren. Als Bestdtigung hierfiir ist zu werten,
dass bei der Analyse des PARP-1-Spaltungsmusters nach Prednisolon-Behandlung kein
Apoptose-spezifisches Spaltprodukt von 89 kDa detektiert wurde (Abbildung 3-7). Dariiber
hinaus wurden nach 48 h jedoch auch keine der nekrotischen Produkte bei 55 oder 72 kDa
nachgewiesen. Die nach 72 h Inkubation festgestellte Erhohung der PI-Positivitit, geht
vermutlich trotzdem auf Prozesse alternativer Zelltodmechanismen zuriick, da sonst das
apoptotische Spaltprodukt nachzuweisen gewesen wére. Auch das zellbiologische Phinomen
der ,,sekunddren Nekrose“, bei dem in der terminalen Phase der Apoptose eine erhohte
Durchlissigkeit der Zellmembran festzustellen ist, setzt eine Caspase-Aktivierung voraus®™.
Aufgrund der fehlenden Caspase-3/-7-Aktivitdit und des apoptotischen PARP-1-
Spaltproduktes, ist es daher also vermutlich nicht die Ursache der beobachteten Steigerung
der PI-Positivitit. Moglicherweise wiren einer Analyse nach 72 h oder spiter nekrotische
PARP-1-Spaltprodukte nachzuweisen.

Erst eine Verwendung von mehr als 200 uM Prednisolon fithrte bei der MHH-cALL-2
ebenfalls zu einer deutlichen Caspase-3/-7-Aktivierung (nicht gezeigte Daten). Dies entspricht
einer hoheren Konzentration als der, die 2009 von Lambrou et al. beschrieben wurde®V. Fiir
die CCRF-CEM Zelllinie stellte er fest, dass Konzentrationen ab 1 uM zur Apoptose-
Induktion reichten. Fiir die Induktion gleicher zellbiologischer Reaktionen waren bei der GC-
sensitiven Zelllinie MHH-cALL-3, wie erwartet, geringere Prednisolon-Konzentrationen
erforderlich als bei der GC-resistenten Zellinie. Dariiber hinaus wurde bei keiner Zelllinie
eine initiale Aktivierung der Caspase-8-Aktivitdt nachgewiesen (nicht gezeigte Daten), was
den Riickschluss zulédsst, dass keine Induktion des extrinsischen Apoptose-Signalweges
erfolgte. Hingegen wiesen beide untersuchten Zelllinien ein dhnlich abgestuftes Profil bei der
Vitalititsminderung auf (Abbildung 6-1), wie es von Lambrou et al. beschrieben wurde. Der
biphasische Verlauf ist moglicherweise auf die drei zu unterscheidenden Dosis-abhidngigen
GC-Wirkungsweisen zuriickfithren, die Buttgereit et al., 1998 publizierten®. Sie
postulierten, dass geringe GC-Konzentrationen durch Bindung an den zytosolischen GC-
Rezeptor (GR) spezifische genomische Effekte ausiiben, wéhrend grofere Mengen zur
Induktion nicht-genomischer, aber Rezepor-vermittelter Effekte flihren. Sehr hohe GC-
Konzentrationen besidBen dagegen eine Rezeptor-unabhingige physikochemische Wirkung
und wiirden sekundére Effekte auslosen. Allerdings bezogen sich die in dieser erlduterten

Beschreibung vor allem auf endogene und nicht auf synthetische Glucocorticoide™”.

Insgesamt wies der GC-induzierte Zelltodmechanismus der MHH-cALL-2 einige Merkmale
auf, die fiir einen alternativen Zelltodmechanismus sprechen. Besonders ist hier die
Diskrepanz zwischen Vitalitdtsminderung und Apoptose-Induktion zu nennen (Abbildungen
3-4 bis 3-6). Im Gegensatz dazu belegten die Ergebnisse der Analysen fiir die GC-sensitive
MHH-cALL-3 Zelllinie eindeutig eine Induktion der Caspase-vermittelten Apoptose als
Ursache fiir das Absterben der Zellen.

Die Bortezomib Einzel-Behandlung fiihrte hingegen bei beiden Zelllinien zu einer deutlichen,
dosisabhdngigen Vitalitdtsminderung und einer Induktion der Effektor-Caspasen-3 und -7.
Korrelierend dazu wurde auch eine Letalititszunahme beobachtet (Abbildung 3-6). Diese
Ergebnisse bestétigten somit die fiir Bortezomib postulierte anti-proliferative und pro-
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apoptotische Wirkung auch fir ALL-Zelllinien. Die fiir die im Rahmen dieser Arbeit
getesteten  Zelllinien ermittelte  ICsp-Konzentration von 7 nM=+0,5nM, liegt im
Konzentrationsbereich der 1999 von Adams et al. in einer Studie an 60 verschiedenen
Tumorzelllinien und der von Horton et al. (2006) fiir einige ALL-Zelllinien veroffentlichten
Werte!"*® 2! Horton et al. zeigten in dieser Studie iiberdies, dass bei primdren ALL-Zellen
eine etwas hohere Dosis von ca. 10 nM benétigt wird. Entscheidend ist jedoch, dass sowohl
fiir die im Rahmen dieser Arbeit und dem zugrundeliegenden Projekt als auch fiir die von
Horton et al. untersuchten Zelllinien eindeutig belegt wurde, dass die GC-Sensitivitit filir die
Bortezomib-Sensitivitdt nicht relevant ist. Weiterfiilhrende Untersuchungen mit 1,5; 7 und
12 nM Bortezomib demonstrierten anschaulich, dass der Wirkstoff Dosis-abhingig in beiden
Zelllinien sowohl vitalitditsmindernd wirkte als auch in vergleichbarer Intensitit Caspase-3/-7-
vermittelte Apoptose ausloste (Abbildungen 3-4 und 3-5). Korrelierend dazu wurde auch die
Caspase-3-vermittelte, apoptotische PARP-1-Spaltung nachgewiesen (Abbildung 3-7). Die
nach 72 h detektierte Zunahme der PI-Positivitit bei 7 nM Bortezomib geht daher
wahrscheinlich auf sekundire nekrotische Prozesse der terminalen Apoptosephase zuriick*™.
Die nekrotische PARP-1-Spaltung (Banden bei 55 kDa oder 72 kDa)*%”, die bei der Zelllinie
MHH-cALL-2, 48 h nach Behandlung mit 12 nM Bortezomib detektiert wurde (Abbildung
3-7), spricht dagegen fiir eine Beteiligung der Cathepsine B und D. Diese lysosomalen
Proteasen gelten als charakteristisch fiir Nekroseprozesse und werden durch klassische
Nekrose-Induktoren wie H,0, erzeugt®””. Das ginzliche Verschwinden des vollstindigen
PARP-1-Proteins und die minimale Stoffwechselaktivitit nach dieser hohen Konzentration
deuten darauf hin, dass hier vermutlich die Auflosung der gesamten Zelle schon sehr weit
fortgeschritten war.

Die Kombinationsbehandlung mit Prednisolon und 1,5 nM Bortezomib induzierte in beiden
Zelllinien eine stirkere Vitalititsminderung als die Bortezomib-Einzelbehandlungen. Jedoch
filhrten die beiden hoheren Bortezomib-Konzentrationen kombiniert mit Prednisolon in der
GC-resistenten MHH-cALL-2-Zelllinie zu einer weniger starken Verminderung der
Stoffwechselaktivitdt. Die nach der kombinierten Behandlung mit Bortezomib und
Prednisolon beobachtete Caspase-Aktivitdt war in beiden Zelllinien deutlich hoher, als nach
der Prednisolon-Einzelbehandlung. Ferner wurde bei der GC-sensitiven MHH-cALL-3
Zelllinie dagegen eine der Einzelbehandlung entsprechende Caspase-Aktivitit nachgewiesen.
Der Zusatz von Prednisolon bewirkte in den GC-resistenten Zellen bemerkenswerterweise
eine Reduktion der Bortezomib-induzierten Caspase-vermittelten Apoptose (Abbildung 3-5).
Im Gegensatz dazu 16ste die Kombinationsbehandlung mit 7 nM Bortezomib nach 72 h
Inkubation vor allem in den GC-resistenten Zellen eine extreme Erhohung der PI-Positivitét
aus (Abbildung 3-6). Die PARP-1-Spaltungs-Analyse nach 48 h bestétigte, dass vor allem bei
den kombinierten Behandlungen nekrotische Prozesse zum Zelltod fiihrten. Allerdings wurde
bei beiden Zelllinien auch eine starke Intensitit des apoptotischen Spaltproduktes
nachgewiesen. Diese Indizien sprechen dafiir, dass es sich hierbei moglicherweise um
sekundédre Nekrose handelte. Dagegen spricht jedoch, dass durch die Kombination auch nach
einer verkiirzten Inkubationsdauer von 8 h keine Verstarkung der Apoptose-Induktion bei den
MHH-cALL-2-Zellen nachgewiesen wurde (nicht gezeigte Daten). Die bisher beschriebenen
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Ergebnisse und insbesondere die fehlende Caspase-3/-7-Aktivitét lassen den Schluss zu, dass
bei der GC-Resistenz vermutlich alternative Zelltodmechanismen eine entscheidende Rolle
spielen. Im Laufe der Jahre konnte mit Hilfe von spezifischen Untersuchungen gezeigt
werden, dass es sich auch bei diesen Mechansimen um regulierte Prozesse handelt (siche
Kapitel 1.7). Die Unterscheidung, ob es sich bei dem GC-induzierten Zelltod um Autophagie-
abhingigen Zelltod, Nekrose oder um Nekroptose handelt, lieB sich mit den bisher
beschriebenen Analysen jedoch nicht kldren. Gerade Nekrose und Nekroptose stimmen in

@99 Gje lassen sich jedoch durch

ihren morphologischen Merkmalen weitgehend {iberein
Analyse des spezifischen molekularen Markers RIP1 voneinander abgrenzen. Dariiber hinaus
fehlte bisher auch ein Beleg dafiir, welcher der apoptotischen Signalwege durch Prednisolon
und Bortezomib angesprochen wird. Sowohl die Induktion der Caspase-vermittelten Apoptose
als auch die Induktion der Caspase-unabhéngigen Zelltodmechanismen sind von zahlreichen
Faktoren abhingig (Abbildung 4-1). Die meisten der beteiligten Proteine sind in mehr als nur
einen dieser Signalwege involviert. PARP-1 wird sowohl apoptotisch als auch nekrotisch

gespalten.
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Abbildung 4-1: Charakteristische Mermale der fiir Apoptose und alternative Zelltodmechanismen.

Zur Aufkldrung der durch Prednisolon und Bortezomib beeinflussten Signalwege war es
daher notwendig, zusétzlich zum PARP-1-Spaltungsmuster weitere Proteine, die als
spezifische Marker fiir die einzelnen Mechanismen gelten, zu untersuchen. Als Nachweise flir
den Todesrezeptor-vermittelten Apoptose Signalweg wurden daher die Caspase-8-
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Aktivierung und die Caspase-8-induzierte Spaltung der Serin-Threoninkinase RIPI

£(203, 211,229, 230) A [

ausgewahl Marker fiir die Induktion von ER-Stress wurde auBBerdem das

Expressionsniveau des Transkriptionsfaktors CHOP, auch bekannt als GADD153, analysiert.

Zuerst wurde die Caspase-8-Aktivitit mit einem Lumineszenz-basierten Assay analog zu den
fiir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Caspase-3/-7-Assays quantifiziert (nicht gezeigte
Daten). Es zeigte sich jedoch, dass die Caspase-8 weder durch eine Prednisolon- noch durch
eine Bortezomib-Behandlung als Initiator-Caspase aktiviert wurde, obwohl die Effektor-
Caspasen-3 und -7 aktiv waren. Erst nach 48 h war eine leichte Erhohung zu detektieren. Als
Nachweis fiir die RIP1-Spaltung wurde eine Reduktion der RIP1-Bande bei 74 kDa gewertet,
da ein Spaltprodukt nicht detektiert wurde (siche Anhang, Abbildung 6-9) (Stephanie Trittel,
Diplomarbeit). Die Stimulation der Zellen mit 6,2 uM Prednisolon 16ste weder eine RIP1-
Spaltung aus, noch wurde eine erhohte CHOP-Expression oder eine Translokation dieses
Transkriptionsfaktors in den Nukleus detektiert. Im Gegensatz dazu fiihrte die Behandlung
beider Zelllinien mit 12 nM Bortezomib nach 48 h zu einer RIPI1-Spaltung. Bei den
MHH-cALL-2 Zellen induzierte diese Stimulation auferdem eine Erhéhung der CHOP-
Expression, was eine ER-Stress-Induktion bestitigte. Zusammen mit der sehr spit aktivierten
Caspase-8 ist dies ein Hinweis auf eine sekunddre Induktion dieser Caspase, wie sie von
Kruidering et al.**" diskutiert wurde. Die ER-Stress induzierte Apoptose verlduft iiber die
Caspasen-12 und -9, welche die Effektor-Caspasen aktivieren (Abbildung 4-1). Studien
belegten, dass die Pro-Caspase-8 ein Substrat dieser Effektor-Caspasen ist und auf diesem
Weg nachgeschaltet eine Aktivierung des Caspase-8 vermittelten Apoptose-Signalweges

stattfinden kann®" 232,

Die vorliegenden Daten fiihrten zu der Hypothese, dass 12 nM Bortezomib durch ER-Stress-
vermittelte Apoptose zum Zelltod fiihrt. Unterstiitzt wird dies dadurch, dass fiir Bortezomib
und andere Proteasominhibitoren bereits nachgewiesen wurde, dass die Inhibition des UPS zu
einer iibermiBigen Akkumulation von Proteinen im ER und im Zytoplasma fijhrt!>> 169171233
2% Gelingt es Zellen nicht, die Homdostase mit Hilfe der Unfolded-Protein-Response (UPR)
wieder herzustellen, so fiihrt dies zu ER-Stress und letztendlich zum programmierten
Zelltod™. Der beobachtete Effekt war ebenso wie die RIP1-Spaltung jedoch nur bei der
hochsten eingesetzten Dosis festzustellen. Dies ldsst darauf schlieBen, dass entweder die
CHOP-Expression trotz Induktion unterhalb der Nachweisgrenze lag oder dass die
niedrigeren Konzentrationen iiber einen anderen Mechanismus zum Zelltod flihrten, der
weder vom ER-Stress noch von der Caspase-8-Aktivitit abhéngig war. Die Untersuchung des
ER-Stresses setzte eine besonders vorsichtige und genaue Handhabung der Zelllinien ebenso
voraus wie einen regelmiBigen Wechsel des Ndhrmediums, da insbesondere Nahrstoffmangel
diese zelluldre Stressantwort auslosen kann. Zur Bestétigung der festgestellten Tendenz, dass
die Caspase-8-Aktivierung nachgeschaltet erfolgt, wire eine prédzise Untersuchung der
Kinetik der Caspase-Aktivititen notwendig. Des Weiteren sind zusdtzliche Untersuchungen
von Markern des intrinsischen Apoptose-Signalweges essentiell (Abbildung 4-1), als
Nachweis dafiir, dass die Effektor-Caspasen iiber diesen Weg induziert werden und die in
ALL-Zellen induzierte Apoptose primér Caspase-8 unabhéngig verlduft. Es ist zu iiberlegen,
ob zudem die Untersuchung weiterer Schliisselproteine wie Caspase-12 oder Calpain sinnvoll
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ist, um die Bortezomib-Induktion des ER-Stresses nachzuweisen, da nur die getestete
Hochstdosis diese Zellantwort hervorrief. Schlieflich gaben Immunfluoreszenzfarbungen, die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit Antikdrpern gegen VCP und 20S-durchgefiihrt
wurden, erste Hinweise darauf, dass bereits die Zugabe von 7 nM Bortezomib vor allem in der
MHH-cALL-2 Zelllinie zu einer Protein-Aggregation fiihrt (Abbildung 3-18).
Moglicherweise ist die Zelle jedoch bei dieser Konzentration noch in der Lage den ER-Stress
iiber die UPR abzubauen. Die Untersuchung von Suspensionszellen erwies sich fiir die
Untersuchung der Lokalisierung als nachteilig, da der zytoplasmatische Bereich dieser Zellen
sehr klein ist im Verhéltnis zum Kern. An adhdrenten Zellen wurde der Nachweis fiir die
zytoplasmatische Protein-Akkumulation als Folge der Proteasom-Hemmung bereits
erbracht">* %% 170 179 15 Quspensionszellen wiren fiir eine prizisere Lokalisierung der
Protein-Akkumulation weitere Immunfluoreszenzfiarbungen notwendig, z. B. zum Nachweis
von Ubiquitin oder ER-segregierter Proteine. Die erhohte Granularitidt der Zellen, die bei
lichtmikroskopischer Betrachtung vor allem der GC-resistenten Zelllinie nach Prednisolon-
Zugabe festgestellt wurde, deutet auf eine mogliche autophagische Vakuolisierung der Zellen
hin, wie sie 2009 von Laane et al. fiir einzelne Dexamethason-behandelte ALL-Zelllinien
beschrieben wurde®”. Diese Hypothese kénnte durch eine Immunfluoreszenzfirbung des
spezifischen Autophagosomen-Markers LC3 bestétigt werden. Abschlieend ist iiber die
Ergebnisse der Vitalititsstudien zu sagen, dass es eindeutige Indizien dafiir gibt, dass
Prednisolon nicht nur Apoptose in ALL-Zellen ausldst, sondern besonders in den GC-
resistenten Zellen auch alternative Zelltodmechanismen von Bedeutung sind. Eine
Identifizierung der ausschlaggebenden Regulationsprozesse bietet besonders fiir die GC-
resistenten Patienten die Moglichkeit zur Entwicklung neuer Therapieoptionen. In erster Linie
sollten diese Studien an dem etablierten Modellsystem sowie an weiteren als resistent
bekannten Zelllinien fortgefiihrt werden. Allerdings handelt es sich bei Zelllinien immer um
artifizielle Systeme, so dass auch intensive Studien an priméiren Zellen unerlésslich sind.

Laut Herstellerangaben sollte Bortezomib, sobald es in der mitgelieferten 0,9 %-igen
Kochsalzlosung resuspendiert wurde, innerhalb weniger Stunden verwendet werden. Mittels
isokratischer HPLC-Analysen und NMR-Spektroskopie wurde jedoch demonstriert, dass
Bortezomib in Form einer Stammldsung von 1 mg/mL mindestens eine Woche bei 4°C
lichtgeschiitzt molekular stabil bleibt*****?. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit an
ALL-Zelllinien durchgefiihrten Untersuchungen zeigten jedoch schon nach drei Tagen
Lagerung einen deutlichen Verlust der anti-proliferativen Wirkung im direkten Vergleich zu
frisch angesetzter Losung. Zusétzlich zu den standardméBig durchgefiihrten Analysen zur
metabolischen Aktivitdt und zur Apoptose-Induktion wurde kiirzlich ein 20S-Proteasom-
Aktivitits-Assay (APT280, Chemicon-Millipore GmbH) gemi3 Herstellerangaben etabliert.
Fiir den Test der proteolytischen 20S-Aktivitit wurde die Zelllinie MHH-cALL-2 fiir 24 h mit
7nM frischem oder drei Tage gelagertem Bortezomib inkubiert. Erste mit dieser Methode
gewonnen Ergebnisse bestitigten eine um 93 % verminderte inhibitorische Wirkung des
Bortezomibs (nicht gezeigte Daten). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit an ALL-
Zelllinien durchgefiihrten Untersuchungen zur Lagerbarkeit der Bortezomib-Stammldsung
zeigten, dass schon nach drei Tagen Lagerung ein deutlicher Verlust der anti-proliferativen
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Wirkung im direkten Vergleich zu frisch angesetzter Losung festzustellen war. Zur
endgiiltigen Validierung dieser FErgebnisse wéren jedoch noch weitere Experimente
durchzufithren. Mittels Rontgenkristallographie wurde gezeigt, dass eine spezifische
Hemmung der chymotrypsin-artigen proteolytischen Aktivitit des Bortezomibs nicht nur auf
die kovalente Bindung der Dipeptidboronsdure an die Threoninreste der 35-Untereinheiten im
Innern des 20S-Kernkomplexes zuriick geht (Abbildung 4-2)*¢.
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Abbildung 4-2: Interaktionen des Bortezomibs mit dem 20S-Proteasom.

Bortezomib inhibiert hauptsichlich die B5-Zentren, welche chymotrypsin-Aktivivtit besitzen, da
besonders hier die Ausbildung kovalenter und nicht-kovalenter Bindungen zu einer
Konformationsiinderung der Substratbindungsstellen fiihrt®9, (A) Strukturformel des Bortezomibs, (B)
und (C) Interaktion des Inhibitors mit den reaktiven proteolytischen Zentren im Inneren des 20S-
Kernkomplexes (adaptiert nach Groll et al., 2006). Das Boronsiuredipeptid bindet vornehmlich an die
N-terminalen Threoninreste der aktiven B5-Zentren. Die Bindung wird durch die Interaktion mit
benachbarten Aminosduren des aktiven Zentrums stabilisiert. Dariiber hinaus bildet das Inhibitor-
molekiil Wasserstoffbriickenbildung zu den (3-6-Zentren aus, die sich in raumlicher Niihe befinden. Durch
diese Interaktionen kommt es zu einer leichten Konformationsinderung der Substratbindungsstellen des
20S-Enzymkomplexes, wobei die Substratbindungstaschen vergrofiert werden.

Zusitzlich  interagieren die  Bortezomibmolekiile durch die Ausbildung von
Wasserstoffbriicken mit den Aminoséuren benachbarter reaktiver Zentren. Dies fiihrt zu einer
Konformationsédnderung der Substratbindungstaschen. Daraus resultiert eine Beeintrichtigung
der Substratbindung und die Substrate werden folglich nicht mehr gespalten. Mdglicherweise
kommt es wihrend der Lagerung von Bortezomiblosungen zu molekularen Verdnderungen
der hochreaktiven Dipeptidboronsduren, wodurch sie die Féhigkeit zur spezifischen 20S-
Hemmung verlieren. Sowohl die Bildung intramolekularer Wasserstoftbriickenbindungen
zwischen den Carbonyl- und den Aminogruppen des Inhibitors als auch Van-der-Waals’sche-
Wechselwirkungen wiirden zu einer erheblichen Konformationséinderung des Molekiils
fiihren und die spezifische Hemmung beeintrdchtigen. Nur mit Hilfe zweidimensionaler
NMR-Analysen oder einer HPLC-Gradienten-Messung lieBen sich diese Verdnderungen
nachweisen. Aufgrund des beobachteten Verlustes der inhibitorischen und der anti-
proliferativen Wirkung wurde darauf geachtet, dass fiir die durchgefiihrten Experimente
ausschlieBlich Bortezomib verwendet wurde, welches am selben Tag auch resuspendiert
worden war.
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Bisher wurde lediglich der induzierte Zelltod als Indiz fiir die anti-Tumorwirkung von
Prednisolon und Bortezomib beschrieben. Es handelt sich hierbei jedoch nur um die
terminalen Prozesse, die zum Absterben der Zellen fithren. Die Induktion dieser Signalwege
erfolgt meist durch vorgeschaltete und iibergeordnete Prozesse. In den folgenden Kapiteln
wird daher die spezifische Wirkung der verwendeten Substanzen auf diejenigen Signalwege
ndher erldutert, die vermutlich die GC-Resistenz von ALL-Zellen beeinflussen. Aufgrund der
Indizien aus der Vorstudie und den Hinweisen aus der Literatur zédhlt hierzu neben dem
ERAD vor allem der UPS-assoziierte NFkB-Signalweg. Mit Hilfe von Expressionsanalysen
und Lokalisierungsstudien der in diesen Signalweg involvierten Proteine IkB, NFkB, VCP
und des Proteasoms sollte diese Hypothese belegt werden. Zusitzlich dazu sollte die

Untersuchung der differenziell exprimierten Katalase®?

und des Proteins Hsp60, zur
Aufklarung der Wirkmechanismen dienen. Bei letzterem handelt es sich nicht nur um ein
Chaperonin, das eng mit dem Mitochondrium verkniipft ist, sondern auch um einen Apoptose-

. 225,226,237,2
regulierenden Faktor'??> 226237 238),

4.1.2 Inititale Expressionsunterschiede zwischen GC-sensitiven und resistenen ALL-
Zelllinien

In der Vorstudie zu der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass das VCP in der Gruppe der

(2 zur

PPR-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung iiberexprimiert wird
Charakterisierung des zellbiologischen Modellsystems wurden daher auch die RNA- und
Protein-Expression dieses Zielgens untersucht. Aullerdem stand sein Interaktionspartner mit

dem NFkB-Signalweg, das Inhibitorprotein IkBo.®"

im Fokus der Untersuchungen. Wahrend
die initiale VCP-Expression sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene wie erwartet in der
GC-resistenten Zelllinie MHH-cALL-2 hoher war als in der GC-sensitiven Zelllinie MHH-
cALL-3, wies die initiale /xB-Expression keine Unterschiede auf. Die innerhalb von 96 h
nach Gabe von Prednisolon und Bortezomib durchgefiihrten Expressionanalysen belegten,
dass beide Medikamente die Regulation dieser Gene deutlich beeinflussten. Hieraus ldsst sich
ableiten, dass sowohl der NFkB-Signalweg als auch der UPD in die zellulire Antwort

involviert sind und vermutlich an der GC-Resistenz beteiligt sind.

4.1.3 GC-Sensitivitit-assoziierte Verinderungen in der Expression und der Protein-
Lokalisierung in ALL-Zelllinien nach Gabe von Prednisolon
Die Ergebnisse der RT-PCR-Analysen, die nach der Prednisolongabe im Verlauf durchgefiihrt
wurden, demonstrierten, dass besonders die Hochregulation von IkBa einen deutlichen
Unterschied zwischen den GC-sensitiven und den GC-resistenten Zellen darstellte. Die
maximale /xBa-Expression der GC-sensitiven Zelllinie MHH-cALL-3 war zweifach hoher,
als die Expression in der unbehandelten Kontrolle und wurde bereits nach 24 h erreicht. Die
GC-resistente  MHH-cALL-2 Zelllinie zeigte bereits hier eine deutlich hohere IxB-
Expression, allerdings steigerte sich die Expression in dieser Zelllinie weiter. Die maximale
Expression wurde erst nach 48 h erreicht und war 3,4-fach hoher als das Ausgangsniveau und
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deutlich hoher verglichen zum Maximum der GC-sensitiven Zelllinie. Dies entspricht dem
von Barnes et al.®® detalliert beschriebenen GC-Wirkmechanismus. Hierbei wird der
zytosolische GR-Komplex durch die GC-Bindung aktiviert, transloziert in den Nucleus und
induziert dort die IkBa-Expression. Dies geschieht durch Bindung des GC-GR-Komplexes an
sogenannte GC-response Elements in der Promotorregion des /xBa-Gens. Zudem wirft es die
Frage auf, warum ausgerechnet in der GC-resistenten Zelllinie dieser Effekt groBer ist, als in
der GC-sensitiven. Denn neben der direkten Interaktion des GR mit der NFkB-Untereinheit
p65 ist es vor allem die Neusynthese von IkBa, die dazu fiihrt, dass der Transkriptionsfaktor
inaktiviert wird. Wie Kordes et al.“? zeigten, ist NFkB in fast allen ALL-Zellen konstitutiv
aktiv. Daher ist die Inaktivierung dieses proliferativ wirkenden Transkriptionsfaktors fiir die
Leukdmietherapie von entscheidender Bedeutung. Die Western-Blot-Analysen zeigten jedoch,
dass sich die deutlich hohere /xBa-RNA-Expression der MHH-cALL-2-Zellinie in der
exprimierten Proteinmenge nach 48 und 72 h nicht niederschlug, denn die Untersuchungen
nach 48 h demonstrierten fiir beide Zelllinien gleichermaflen eine zweifache Erhhung der
IkBa-Menge, verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Allerdings belegen diese
Untersuchungen, dass in beiden Zelllinien die GC-Wirkung iiber den zytosolischen GR
vermittelt wird, wie es 1997 von Barnes et al. publiziert wurde (vergleiche hierzu Abbildung
1-1). Buttgereit et al.°* wiirden die festgestellten zelluliren Reaktionen dem GR-vermittelten
genomischen Wirkmechanismus zuordnen. Uberdies stellt sich die Frage, weshalb die GC-
resistenten Zelllinien trotz sehr starker RNA-Expression nur eine vergleichsweise geringe
IxBo-Proteinmenge aufweisen. Es gibt zwei naheliegende Erklarungen fiir dieses Phdnomen.
Einerseits ware es moglich, dass ein translationales Problem in dieser Zelllinie besteht und
das Protein daher nicht vollstdndig gebildet und angereichert wird. Andererseits ist dies ein
moglicher Hinweis darauf, dass die GC-resistenten Zellen das IxkBa gleich wieder iiber das
20S-Proteasom degradieren. Die Tatsache, dass das Protein aber generell in unbehandelten
Zellen beider Zelllinien gleichermallen exprimiert wird, spricht eher gegen eine translationale
Storung. Mit Hilfe des bereits erwdhnten 20S-Aktivititsassays wurde festgestellt, dass es in
unbehandelten Zellen keine nennenswerten Unterschiede in der proteolytischen Aktivitét
zwischen beiden Zelllinien gab (nicht gezeigte Daten). Denkbar wére, dass es vor allem in
den GC-resistenten Zellen zu einer stirkeren Aktivierung des Proteasoms kommt, wodurch
das nach Stimulation verstirkt transkribierte /xBa gleich nach der Translation wieder
degradiert wird. Moglicherweise wire hier auch die Analyse des Phosphoylierungs- und des
Ubiquitinierungsstatus von IkB hilfreich, da diese Markierungen das Signal zur Degradation
des Inhibitors darstellen. Insgesamt ist die IkB-Expression in der Zelllinie MHH-cALL-2
daher vor allem als weiteres molekulares Merkmal fiir die GC-Resistenz der Zelllinie zu
betrachten, da erst nach GC-Behandlung die Unterschiede auftraten, nicht aber initial.
Weiterhin wére eine Beeintrachtigung der GR-Bindung an den Transkriptionsfaktor NFxB
denkbar und eine daraus resultierende Storung der Inaktivierung. Die Bindung an die
Promotor-Region des /xB-Gens war jedoch nicht negativ beeinflusst, was durch die Induktion

der IxkB-Expression demonstriert wurde.
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Im Gegensatz zu IkB verdnderte sich die VCP-Expression ausschlieBlich bei den MHH-
cALL-2 Zellen. Die maximale V'CP-Expression trat 24 h nach der maximalen /xB-Expression
in dieser Zelllinie auf. Die maximale Expression war fast zweifach hoher war als die initiale
VCP-Konzentration. Hingegen blieb die VCP-Expression in den GC-sensitiven Zellen
unverindert. Auf Proteinebene war jedoch innerhalb von 96 h bei keiner der Zelllinien eine
deutliche Erhohung des VCP zu detektieren. Allerdings wurden die Western-Blot-Analysen
fast ausschlieBlich nach 48 oder 72 h durchgefiihrt, einem Zeitpunkt, zu dem gerade das
maximale VCP-RNA-Niveau erreicht wurde. Spétere Analysen wurden nicht durchgefiihrt,
weil das Medium der Suspensionszellen wihrend der Versuche nicht gewechselt wurde. Bei
Ergebnissen nach mehr als 96 h Inkubationszeit wéren daher moglicherweise auch
unspezifische Effekte aufgrund beginnenden Nahrstoffmangels aufgetreten. Die differenzierte
Regulation der Zielgene durch die GC-Gabe in Abhéngigkeit zur GC-Sensitivitit der Zellen
bestitigte den Verdacht, dass beide Signalwege fiir die GC-Resistenz von Bedeutung sein
konnten. Daher erschien die gezielte Hemmung des 20S-Poteasoms als geeignetes Werkzeug
zur Modulation der GC-induzierten Effekte.

4.1.4 Modulation der Zielgenexpression und der Zielprotein-Lokalisierung in ALL-
Zelllinien durch die Gabe von Bortezomib in Abhéangigkeit zur GC-Sensitivitit

Die Unterbrechung des UPS mittels spezifischer Inhibition der 20S-Proteasomen fiihrt zu
einer reversiblen Blockade aller Proteasom-assoziierten Signalwege. Im Zusammenhang mit
der GC-Wirkung auf ALL-Zellen sind vermutlich besonders der NFxB- und der ERAD-
Signalweg von einer solchen Inhibition betroffen. Zum einen ist das Proteasom an der
Prozessierung der NFxB-Untereinheit p50 aus dem Vorldufermolekiil p105 und an der
Degradation von IkBa beteiligt*” *>. Zum anderen induzierte die Hemmung mit MG132 die
Neusynthese des NFxB-Inhibitors"*? und fithrte zur Akkumulation ER-segregierter
Proteine!"*> 7Y AuBerdem ist die in PPR-Patienten iiberexprimierte ATPase VCP in beide

- . . ((81,88,89,91
Signalwege involviert®'- %891

Es stellte sich heraus, dass Konzentrationen von 1,5 und 7 nM Bortezomib nicht zu einer
Induktion der /xB-Expression flihrten. Auf Proteinebene wurde bei einer Dosis von 12 nM
sogar eine verminderte IkB-Menge festgestellt. Besonders die kombinierte Behandlung mit
Prednisolon und 7 nM Bortezomib fiihrte zu bemerkenswerten Ergebnissen, da die /xB-
Expression der GC-resistenten Zelllinie MHH-cALL-2 auf das Expressionsmaximum der GC-
sensitiven Zellen nach alleiniger Prednisolon-Behandlung herabgesenkt wurde. Nach 24 h
wurde in beiden Zelllinien eine etwa zweifache Erhohung verglichen zur Kontrolle
festgestellt. Nach 48 h Inkubation machte sich das auf Proteinebene hauptsdchlich bei der
Zelllinie MHH-cALL-3 bemerkbar. Diese Ergebnisse widersprechen auf den ersten Blick
deutlich der von Vu et al."*¥ festgestellten induktiven Wirkung der 20S-Inhibition durch
MG132 auf die IkB-Expression. Sie korrelieren jedoch mit Daten einer Studie, bei der die
Effekte von Bortezomib auf Multiple Myelom Zelllinien und auf Multiple Myelom Zellen in
Xenograft-Mausmodellen untersucht wurde™®). Hierbei wurde festgestellt, dass der Inhibitor
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innerhalb von 8 h signifikant die IkB-Expression verringerte. Nicht untersucht wurde fiir
diese Studie jedoch, ob es durch die Proteasom-Inhibition zu einer Akkumulation des
ubiquitinierten IkBs im Zytosol kam. Diese als Aggresomen bezeichneten Komplexe gelten
als charakteristisch fiir Zellen, die einer solchen 20S-Hemmung ausgesetzt sind'* '”. Um
eine Aggresomenbildung und eine IkB-Beteiligung nachzuweisen, wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit Immunfluoreszenzfiarbungen gegen IxB, VCP und eine Untereinheit des
20S-Proteasoms durchgefiihrt. Ebenso wie in den RT-PCR-und den Western-Blot-Analysen
wurde jedoch auch mit dieser Methode kein Anstieg der IkB-Expression nach der
Bortezomib-Einzelbehandlung detektiert. Eine deutliche IxB-Akkumulation in klar
abgegrenzten zytosolischen Bereichen, was auf die Bildung von Aggresomen schlieen lésst,
wurde jedoch hauptséchlich nach der kombinierten Behandlung festgestellt (Abbildungen 3-
16 und 3-17). Die Immunfluoreszenzfirbung von VCP und der 20S-Untereinheit zeigten
auBerdem, dass diese Proteine durch die Behandlung mit Bortezomib verstirkt nachzuweisen
waren und es zu einer Komplexbildung kam (Abbildungen 3-18 und 3-19), insbesondere in
der GC-resistenten MHH-cALL-2 Zelllinie. Diese sehr kompakten Aggregate sind
wahrscheinlich SDS-resistent. In diesem Fall wéren sie eventuell nicht mehr in den fiir die
vorliegende Arbeit untersuchten Gesamtzelllysaten enthalten, weil sie im abschlieenden
Zentrifugationsschritt des verwendeten Protokolls zur Herstellung der Lysate sedimentieren
konnten. Damit widre eine IkB-Reduktion im Western-Blot zu erkldren. In einer ersten
Untersuchung nach 48 h Inkubation, bei der dieser Zentrifugationsschritt ausgelassen wurde,
lieB sich tendenziell eine hohere IkB-Menge in den Proben nachweisen. Eine Normalisierung
gegen Actin wurde jedoch nicht durchgefiihrt (nicht gezeigte Daten). Insgesamt sprechen
sowohl die Expressionsanalysen als auch die Immunfluoresenzfarbungen trotzdem eher fiir
eine  Verminderung der IkB-Expression durch die Gabe von Bortezomib.
Immunprézipitationen, die an unbehandelten und Prednisolon-behandelten Zellen
durchgefiihrt wurden, deuteten an, dass sich eine direkte Interaktion zwischen IkB und VCP
nur schwach und auch nur im VCP-Prizipitat nachweisen lie3 (nicht gezeigte Daten). Dies ist
moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass VCP iiberwiegend iiber die Ubiquitinketten mit
den Substratmolekiilen interagiert™ ®*°* bzw. auf eine wenig robuste Bindung zwischen IkB
und VCP. Fiir eine endgiiltige Aussage fehlen jedoch noch weitere IP-Experimente, die 48
und 72 h nach Behandlung mit Bortezomib und Prednisolon durchgefiihrt werden sollten.
Hier wiéren auf Basis der bisherigen Ergebnisse die deutlichsten Effekte auf Proteinebene zu
erwarten.

Konzentrationen von 7 nM oder 12 nM Bortezomib bewirkten bei beiden Zelllinien einen
deutlichen VCP-Anstieg. Dies fiigte sich gut in das Bild der bisherigen Informationen {iber
die Funktionen des Chaperons innerhalb des UPS ein, die weit {liber die Degradation des kB
hinausgehen. SchlieBlich ist es innerhalb des ERAD an der Retro-Translokation missgfalteter

Proteine ins Zytoplasma beteiligt® 7 ¥ *) "an ihrer Ubiquitinierung®> %

und am Transport
zum Proteasom® ¥, Weiterhin ist es ein Hinweis darauf, dass fiir die anti-Tumor-Wirkung
des Bortezomibs vielleicht nicht ausschlieBlich die IkB-Regulation entscheidend ist.
Moglicherweise ist stattdessen eher die unterbundene Prozessierung des NFkB-

Vorlduferproteins pl05 oder die Induktion einer zelluldren Stressantwort durch die
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Unterbrechung des ERAD verantwortlich. Insbesondere der VCP-Anstieg ist ein Hinweis
darauf, dass ein groBerer Bedarf fiir dieses Chaperon besteht, weil durch die 20S-Hemmung
die ubiquitinierten Substratproteine nicht abgebaut werden und so an die vorhandenen
ATPase-Molekiille gebunden bleiben. Eine Isolierung und Charakterisierung der
zytoplasmatischen Proteinaggregate wiirde Aufschluss dariiber geben, wie stark das VCP
neben anderen Chaperon-Molekiilen in diesen Komplexen vertreten ist. AuBerdem wiirde die
Co-Lokalisierung des VCP  mit dem  Strukturprotein  Tubulin  mittels
Immunfluoreszenzfirbungen einen weiteren Nachweis filir seine Beteiligung an der
Aggresombildung darstellen.

Fraktionierungen, die zur NFxB-Lokalisierung durchgefiihrt wurden, zeigten, dass in
unbehandelten Zellen beider Zelllinien keine konstitutive Prasenz der NFkB-Untereinheit p50
im Kern nachweisbar war. Dies entsprach nicht den Erwartungen, da bei konstitutiver
Aktivierung beide NFkB-Untereinheiten, p50 und p65, im Kern auftreten sollten, wie es von
Vu et al."*? fiir Prostatakarzinom-Zellen gezeigt wurde. Es ist jedoch vermutlich ein weiteres
Indiz dafiir, dass die pro-apoptotische Wirkung des Bortezomibs iiber einen anderen
Mechanismus verlduft. Die Fraktionierung belegte aullerdem eine starke Prisenz der
Untereinheit p50 im Zytoplasma. Die Zugabe von Bortezomib induzierte einen Riickgang der
p50-Proteinmenge. Dies ist moglicherweise ein Hinweis auf die Unterbrechung der p105-
Teildegradation zur p50 Neusynthese. Die Untersuchung der Zellfraktionen sollte auBerdem
als Nachweis fiir eine IkB-Kerntranslokation nach Bortezomib-Behandlung dienen wie sie
von Vu et al. in Prostatakarzinomzellen nach MG132-Behandlung beobachtet wurde. Eine
Translokation des Inhibitors wurde in den ALL-Zellen nicht festgestellt. Allerdings wurde in
dieser Publikation beschrieben, dass vor allem die Untereinheit p65 in den Zellkernen fiir die
Interaktion mit IxB empfinglich ist, wodurch die Transkriptionssteuerung anti-poliferativer
Gene inhibitiert wird. Zur abschlieBenden Beantwortung der Frage wiren zuséitzliche
Untersuchungen beider NFxB-Untereinheiten notwendig. AuBlerdem ist auszuschlieBen, ob
auch hier die zytosolische Komplexbildung eine Rolle spielt. Falls sich jedoch bei weiteren
Untersuchungen bestétigen sollte, dass Bortezomib keine IkB-Induktion in ALL-Zellen
hervorruft, so konnte dieser Unterschied zur MG132-induzierten 20S-Hemmung an der
geringeren Selektivitdt dieses Inhibitors liegen. MG132 inhibiert nicht nur die proteolytischen
Zentren des Proteasoms sondern auch weitere Enzyme wie Calpain I und Cathepsine'*** 2*".
Andererseits konnte es sich aber auch um einen Zelltyp-abhéngigen Effekt handeln, da von
Hideshima et al.**” an Multiplen Myelom-Zellen gezeigt wurde, dass die 20S-Inhibitoren
MG132 und Lactacystin ebenfalls einen IkB-reduzierenden Effekt aufweisen. Wie aus den
Daten der vorliegenden Arbeit hervorgeht, schien fiir die Induktion der IkB-Expression in den
ALL-Zellen eher das Prednisolon verantwortlich zu sein als das Bortezomib. Hideshima et
al.?*”) zeigten zudem, dass Bortezomib den Abbau von IkB vermutlich iiber die aktivierende
Phosphorylierung der IKK-Kinase und des Rezeptor-interagierenden Proteins-2 (RIP2)
steuert. Durch zusétzliche spezifische IKK-Inhibition war es aulerdem mdglich, den Abbau
von IkB zu verhindern. Des Weiteren wurde in Prostatakarzinomzellen eine konstitutive
Aktivierung dieser Kinase als Ursache fiir eine konstitutive NFkB-Aktivierung gefunden®**
) Daher bietet die Analyse, der in die Aktivierung dieser Kinase involvierten Mechanismen
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eine weitere Option den Bortezomib-Wirkmechanismus aufzudecken. Hier riickt wiederum
das UPS in den Vordergund, da die IKK-Kinase-Aktivierung, die fiir die Phosphorylierung
des IkB sorgt und ebenfalls iiber das UPS mit Hilfe einer K63-Ubiquitinierung gesteuert wird.

Die bisher erlduterten Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass die Bortezomib-Behandlung
auf die ALL-Zelllinien einen anti-proliferativen Effekt besitzt, der moglicherweise auf die
Induktion einer zelluldren Stressantwort zuriickgeht. Es war bisher nicht eindeutig
nachweisbar, dass die Wirkung aussschlieBlich auf der Unterbrechung des NFxB-
Signalweges basiert. Besonders die kombinierte Behandlung mit Prednisolon und Bortezomib
zeigte, dass die [kB-Expression entgegen der Erwartungen nicht erhoht, sondern im Vergleich
zur Prednisolon-Einzelbehandlung in den resistenten Zellen sogar erniedrigt wurde. Trotzdem
war die Apotoserate der Zellen mit der kombinierten Behandlung deutlich hoher, als die mit
der Prednisolon-Einzelbehandlung.

Neben der hoheren VCP-Expression gibt es noch einen weiteren Hinweis darauf, dass in GC-
resistenten Zellen ein erhohtes zelluldres Stress-Niveau herrscht. Dieses Enzym sorgt fiir den
Abbau von hochreaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in der Zelle und schiitzt sie so vor
Oxidation der Zellbestandteile, die dadurch in Strukur und Funktion geschidigt wiirden'”*"
'8 Initial besaBen die MHH-cALL-2 Zellen eine geringere Katalase-Expression als die
MHH-cALL-3 Zellen. Fiir die Katalase-Expression schien ebenso wie fiir das IkB fiir beide
Zelllinien vor allem die Gabe von Prednisolon oder die Kombination beider Medikamente
von Bedeutung zu sein. Mdglicherweise deshalb, weil die Zelle so versucht dem
autophagischen Zelltod zu entgehen, der mit einer Degradation des Katalase-Proteins und
daraus resultierend einer Akkumulation von ROS einhergeht'®”. Zum Nachweis, dass
Katalase einer der Hauptregulatoren der GC-vermittelten Zellantwort ist, wére sowohl eine
ROS-Quantifizierung als auch eine Analyse weiterer in den autophagischen Zelltod

involvierter Schliissleproteine wie etwa LC3 notwendig.

Im Zusammenhang mit mitochondrialem ROS ist auch die Hsp60-Expression von Bedeutung,
die offenbar Dosis-abhingig durch die Gabe von Bortezomib reguliert wird. Ein GroBteil der
Hsp60-Proteine bindet an das Hsp10 und ist im Mitochondrium lokalisiert®*. An HeLa- und
Jurkat-Zellen sowohl in vitro als auch in vivo wurde gezeigt, dass diese beiden
Hitzschockproteine mit der Pro-Caspase-3 assoziieren und an ihrer Prozessierung zur

(@25 220 Gje werden als Reaktion auf Apoptoseinduktion

Caspase-3 beteiligt sind
beispielsweise mittels Staurosporin oder Camptothecin ins Zytoplasma freigesetzt. An
Herzmuskelzellen wurde gezeigt, dass Hsp60 neben dieser pro-apoptotischen auch noch eine
anti-apoptotische Funktion inne hat, in dem es mit den Bcl-2 verwandten Proteinen Bax und
Bak interagiert und so deren mitochondriale Translokation verhindert”® #*>_ Ein hohes
zytosolisches ~ Hsp60-Niveau  bewirkte ein  Uberleben von  Ischimie- und
Reperfusionsgeschiddigten Zellen. Die im Rahmen dieser Arbeit zur Hsp60-Expression
ausgefithrten Analysen wurden an Gesamtzelllysaten durchgefiihrt. Beobachtet wurde eine
deutliche Erhohung des Hsp60-Expressionsniveaus nach Bortezomibgabe. Diese Erhéhung
korrelierte zu der verstirkt auftretenden Caspase-3/-7-Aktivitit. Dies konnte ein Hinweis

darauf sein, dass die Bortezomib-induzierte Apoptose in den ALL-Zellen iiber das
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Mitochondrium verlduft und die Aktivierung der Caspase-3 moglicherweise mit Hilfe von
Hsp60 erfolgt. Dafiir spricht, dass auch nach Bortzomib-Behandlung keine initiale Caspase-8-
Aktivitit festgestellt wurde, diese Initiator-Caspase beim extrinsischen Apoptose-Signalweg
fiir die Aktivierung der Caspase-3 verantwortlich.

Nach wie vor stand das VCP im Fokus der vorliegenden Arbeit, weil es bei der Bortezomib-
induzierten Zellantwort von entscheidender Bedeutung ist. Wegen dieser zentralen Rolle
dieses Chaperons wurde das UPS durch siRNA-vermittelte VCP-Herunterregulation
unterbrochen. Die Ergebnisse dieser Versuche werden im folgenden Kapitel erlautert.

4.1.5 Konsequenzen der siRNA-vermittelten VCP-Herunterregulation fir die GC-
Resistenz von ALL-Zellen

Die transiente siRNA-Transfektion zur VCP-Herunterregulation in Suspensionszellen wurde
erfolgreich mittels Elektroporation der Zellen durchgefiihrt (Abbildungen 3-21 und 3-22).
Dieses Transfektionsverfahren wurde gewihlt, da sich in Voruntersuchungen die Verwendung
von Transfektionsreagenzien als ineffizient erwiesen hatte. Parallel dazu war eine verminderte
IxB-Expression festzustellen, was entweder auf eine unspezifische Wirkung der siRNA
zuriickzufiihren sein konnte oder auf eine regulierende Wirkung des VCP. Fiir eine
Regulation der /xB-Expression durch VCP spricht, dass die exprimierten Mengen der
Zielgene auch bei Prednisolon-Zugabe miteinander korrelierten. Wie eine im Anschluss an
die Transfektion durchgefiihrten Analysen zeigten, wurde durch die VCP-Herunterregulation
auBerdem eine Erh6hung der Caspase-3/-7-Aktivitit ermittelt. Beides konnten Indizien dafiir
sein, dass allein die VCP-Uberexpression pro-proliverativ und anti-apoptotisch wirkt. Eine im
Anschluss an die VCP-Herunterregulation durchgefiihrte Prednisolonbehandlung fiihrte zu
einer volligen Authebung der Genexpressionshemmung innerhalb von 24 h. Fiir dieses
Ergebnis sind moglicherweise mehrere Faktoren entscheidend. Erstens fiihrt die transiente
siRNA-Transfektion nur zu einer vorriibergehenden VCP-Herunterregulation, die schon 96 h
nach der Transfektion auf Proteinebene wieder nachlieB. Zweitens bewirkt Prednisolon in den
GC-resistenten Zellen einen enormen VCP-Anstieg. Ferner ist festzuhalten, dass die
Elektroporation das Risiko birgt, die Zellen zusitzlich durch unspezifische Effekte des
Stromflusses zu beeinflussen, die zu einer zelluldren Stressantwort filhren konnen. Zumal es
sich bei dem reprimierten Zielgen VCP um ein Chaperonin handelt, welches durch die
Beteiligung am ERAD insbesondere in die Prozesse der zelluldren Stressantwort involviert
ist”®?. Aus diesen Griinden wire es fiir weitere Untersuchungen zur funktionellen Relevanz
des VCP sinnvoll zusitzlich ein induzierbares System zu etablieren, um die spezifischen
Effekte von den Nebeneffekten der Elektroporation abzukoppeln. Hierfiir wiirden sich vor
allem shRNA-Vektor-Systemen anbieten. Neben der Induzierbarkeit bieten diese
Vektorsyteme auBBerdem die Mdoglichkeit die Genexpression filir einen ldngeren Zeitraum zu
hemmen als dies mit siRNA moglich ist. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen zur VCP-Expressionshemmung reichten nicht aus, um die
funktionelle Relevanz der VCP-Uberexpression fiir die GC-Resistenz nachzuweisen. Dies lag
einerseits an der geringen Anzahl der durchgefiihrten Experimente. Andererseits waren auch
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die durch die Methode vorgegebenen, oben beschriebenen Beschrinkungen von Bedeutung.
Dariiberhinaus  konzentrierten sich die Studien bisher ausschlieBlich auf VCP-
Herunterregulation in GC-resistenten Zellen. Eine wesentliche Methode die funktionelle
Bedeutung der VCP-Uberexpression fiir die GC-Resistenz genauer zu untersuchen wire
auBerdem die Etablierung eines induzierbaren Vektorsystems, mit dem VCP in GC-sensitiven
Zellen iiberexprimiert werden konnte. Mit einem solchen System wére es moglich zu priifen,
ob durch eine kiinstlich herbeigefiihrte VCP-Uberexpression eine verminderte GC-Sensitivitit
der Zellen zu erzeugen ist.

4.2 Expression der Zielgene VCP und Katalase in primiren Knochenmarkszellen

Die Analysen an primidren Knochenmarkszellen beschrinkten sich auf die Untersuchung der
Zielgenexpression in 10 Patienten. Fiir diese Studien waren je fiinf Patienten ausgewdhlt
worden, die aufgrund ihrer Blastenzahlen an Tag 8 entweder zur Gruppe der Prednisone Poor
Responder (PPR) oder der Gruppe der Prednisone Good Responder (PGR) gehorten. Die
Analysen der VCP-Expression zeigten, dass in 3 von 5 PPR-Patienten eine VCP-Uberexpres-

sion vorlag, wie es aufgrund der Vorstudie®”

zu erwarten war. Im Gegensatz zu den 2006 von
Lauten et al. publizierten Daten wurde jedoch auch festgestellt, dass in 3 von 5 PGR-Patienten
eine erhohte Katalase-Expression vorlag. Dieses Ergebnis passt allerdings dazu, dass initial in
der GC-sensitiven Zelllinie MHH-cALL-3 mehr Katalase nachgewiesen wurde als in der GC-
resistenten MHH-cALL-2 (Abbildung 6-11). Die Ergebnisse der Untersuchungen an priméiren
Zellen sind wegen der geringen Anzahl untersuchter Proben als kritisch zu betrachten. Fiir
eine validierte Aussage miisste eine wesentlich groere Gruppe von Patienten untersucht
werden. Trotzdem geben die Ergebnisse dieser Untersuchungen gemeinsam mit der in den
Zelllinien festgestellten Katalase-Regulation nach Prednisolongabe einen weiteren Hinweis
darauf, dass bei der GC-Wirkung nicht nur der programmierte Zelltod eine Rolle spielt,
sondern auch alternative Zelltodmechanismen involviert sein konnten. Zusétzlich zu den
bisher untersuchten potentiellen Markerproteinen der Vorstudie VCP und Katalase, gibt es
noch fiinf weitere Proteine deren Validierung als prognostische Marker ebenfalls erfolgen
sollte. Moglicherweise eroffnen sich dadurch noch weitere Einblicke in die molekularen
Mechanismen, die der GC-Resistenz zugrunde liegen.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es potentielle prognostische Markerproteine, die aus der
Vorstudie bekannt waren zu validieren. Fiir VCP konnte die prognostische Aussagekraft
bestdtigt werden, flir Katalase jedoch nicht. Im Zusammenhang mit der initialen GC-
Behandlung konnte die differentielle IxB-Expression einen prognostischen Wert besitzen.
Dies ist allerdings noch durch umfangreichere Studien insbesondere an primidren Zellen
bekannter GC-Sensitivitdt zu untersuchen. Gerade wegen der vermuteten multifaktoriellen
Ursache der GC-Resistenz bleibt es trotzdem unerldsslich, weitere sowohl globalere als auch
Signalweg-spezifische Gen-Expressionanalysen durchzufithren, um prognostisch relevante
Gene zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurde ein System getestet, mit dem umfangreichere
Genexpressionsprofile erstellt werden konnen als mit herkdmmlichen RT-PCR-Verfahren.
Dieses GeXP-System sollte dazu dienen, die Expression von mehreren prognostisch

77



Diskussion

relevanten Genen gleichzeitig zu ermoglichen, die bereits durch Microarray-Analysen als
mogliche Klassifikatoren im Zusammenhang mit der GC-Resistenz in Erscheinung getreten

waren(27’ 223).

Die Expressions-Analyse sechzehn verschiedener Gene an einer einzigen Probe gleichzeitig
bedeutet fiir den Laboralltag einen immensen Fortschritt durch Einsparung von
Probenmaterial und Zeit. Allerdings wurde durch die bislang zur Verfiigung stehende noch in
der Entwicklung befindliche Software viel Zeit fiir die Auswertung der Daten benétigt. Aus
diesem Grund mussten die Messdaten in ein Tabellenkalkulationsprogramm exportiert und
dort einzeln analysiert werden. Aullerdem war das System durch die vielen an der PCR-
Reaktion beteiligten Komponenten relativ storanfillig, so dass die Ergebnisse zusitzlich noch
mit herkdmmlichen Analysen validiert werden miissen. Obwohl die Expressionsmuster
derjenigen Gene, die im Rahmen dieser Arbeit auch mit herkommlicher RT-PCR untersucht
wurden weitgehend {ibereinstimmten, besteht trotzdem noch weiterer Optimimierungsbedarf
fiir diese Methode. Das fiir die Untersuchung umfangreicherer Genexpressionsprofile
gedachte GeXP-System, welches im Rahmen dieser Arbeit getestet wurde, erwies sich daher
noch nicht als ausgereift, so dass es flir die routinemifBige Untersuchung groBeren
Patientengruppen eingesetzt werden konnte.

4.3 Ausblick: UPS-Modulation zur Uberwindung der GC-Resistenz in kindlicher ALL

Mit Hilfe des im Rahmen dieser Arbeit etablierten Modellsystems konnte gezeigt werden,
dass sowohl IkB als auch VCP an den molekularen Prozessen beteiligt sind, die durch die
Prednisolon-Behandlung stimuliert werden. Obwohl die funktionelle Relevanz mit den bisher
durchgefiihrten Analysen nicht abschlieBend bewiesen werden konnte, ist wahrscheinlich
insbesondere das VCP fiir die GC-Resistenz der Zellen mitverantwortlich. Zum einen geht
dies aus der Tatsache hervor, dass in PPR-Patienten initial eine VCP-Uberexpression
festgestellt wurde®. Zum anderen wird es dadurch bestitigt, dass durch die Modifikation der
zelluldren Modellsysteme eine verminderte VCP-Expression, induziert durch Bortezomib und
spezifische = Genexpressionshemmung, zu einer erhohten  Zelltodrate  fiihrten.
Interessanterweise fithrten bei dem durch Prednisolon induzierten Zelltod nicht nur
apoptotische, sondern auch alternative Mechanismen zum Absterben der Tumorzellen.
Allerdings gelang es mit den bisher durchgefiihrten Untersuchungen noch nicht die
involvierten alternativen Zelltodmechanismen vollstindig zu charakterisieren. Laut den auf
diesem Gebiet veroffentlichten Studien weist der GC-induzierte Zelltod neben apoptotischen
sowohl autophagische als auch nekrotische Merkmale auf®°". Mit den bislang
durchgefiihrten Analysen war es jedoch moglich zu bestdtigen, dass gerade GC-resistente
Zellen, in denen die Apoptose zumindest teilweise blockiert ist, eher iiber alternative
Zelltodmechanismen absterben. Dies ldasst den Schluss zu, dass die Induktion alternativer
Zelltodmechanismen in Abhédngigkeit zur GC-Resistenz der Zellen steht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass durch die Bortezomib-induzierte
Modulation des UPS deutliche Unterschiede im GC-induzierten Zelltod auftreten. So wurde

nachgewiesen, dass in GC-resistenten Zellen Prednisolon einen antagonistischen Effekt auf
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die Bortezomib-induzierte Apoptose ausiibt. Sollte sich herausstellen, dass dieses Merkmal
auch fiir primdre Zellen von GC-resistenen Patienten charakteristisch ist, so konnte dies zu
eine frithzeitigeren Identifizierung multiresistenter Patienten und dadurch zu einer
Optimierung der Risikostratifizierung beitragen. Wie aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Zellkulturexperimenten hervorgeht, geniigte es fiir einen solchen Nachweis, nach einer
Inkubation isolierter Zellen fiir 24 h mit den vorgestellten Medikamenten ein Caspase-3/-7-
Aktivititsassay durchzufiihren.

Zur Verbesserung der Risikostratifizierung sollte auch die Validierung des aus der Vorstudie
bekannten potentiellen prognostischen Markerproteine VCP und Katalase an einem
Patientekollektiv beitragen. Wie bereits erldutert, konnte in Ubereinstimmung zur Vorstudie
tendenziell eine hohere VCP Expression in den PPR-Patienten detektiert werden. Im
Widerspruch zur Vorstudie, wurde die Katalase jedoch als stirker exprimiert in den PGR-
Patienten nachgewiesen. Dariiber hinaus wurde auch festgestellt, dass die GC-sensitive MHH-
cALL-3-Zelllinie mehr Katalase exprimierte als die GC-resistente. Die Ergebnisse der
Untersuchungen an primdren Zellen zeigen Tendenzen, sind aber statistisch nicht
aussagekriftig. Zur Validierung der prognostischen Relevanz wéren daher weitere
Untersuchungen an einem groBeren Patientenkollektiv erforderlich. Auch die Validierung der
bisher nicht gepriiften potentiellen Markerproteine bietet weiterhin eine Option zur
Verbesserung der Risikostratifizierung. Des Weiteren konnte eine differenzierte
Untersuchung der induzierten alternativen Zelltodmechanismen zur Identifizierung neuer
prognostischer Marker und zur Entwicklung neuer Therapieoptionen fithren. In diesem
Kontext ist auBerdem zu priifen, ob sich die Toxizitdt alternativer Zelltodmechanismen auf
einen tolerierbaren Umfang beschrinkt. Trotz der Schliisselfunktion, die das VCP in den
untersuchten UPS-assoziierten Signalwegen einnimmt, ist eine multifaktorielle Ursache fiir
die GC-Resistenz nicht auszuschlieBen. Zur vollstindigen Beantwortung dieser Fragestellung
wiren daher weitere Untersuchungen unter Verwendung von induzierbaren vektoriellen
Systemen sowie die Identifikation der involvierten VCP-Interaktionspartner erforderlich.
Obwohl die GC-Wirkungsweise noch immer nicht endgiiltig aufgeklért ist, schldgt sich
vermutlich doch die von Buttgereit et al.*¥ beschriebene Dosis-abhingige Wirkungsweise in
der Konzentrations-abhéngigen Induktion verschiedener Zelltodmechanismen nieder.
Unterstiitzt wird dies libereinstimmend von den Beobachtungen im Rahmen der vorliegenden
Arbeit und den von Lambrou et al. publizierten Daten®”. Trotzdem ist der klinische Einsatz
der Glucocorticoide in der ALL-Therapie so effektiv, dass die Tumorlast in einem Grofteil
der Patienten damit deutlich reduziert werden kann.

Die vorliegende Arbeit konnte auBBerdem erste Einblicke in die molekularen Zusammenhinge
der Bortezomib-Wirkungsweise geben, trotzdem bleiben noch viele Fragen offen. Sicher ist,
dass Bortezomib in ALL-Zellen Caspase-vermittelte Apoptose ausldst, die vermutlich iiber
den intrinsischen Apoptose-Signalweg und das Mitochondrium verlduft. Besonders das Hsp60
spielt hier, vermutlich bei der Aktivierung der Procaspase-3 eine Rolle. Damit konnte die
Caspase-8-unabhdngige Aktivierung der Effektor-Caspasen zu erkldren sein. Gerade das
Mitochondrium iibt aber durch die ROS-Produktion auch eine Schliisselfunktion im Bezug
auf die Regulation alternativer Zelltodmechanismen aus. Ferner widersprachen die
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vorgestellten IkB-Expressionsdaten der urspriinglich postulierten IkB-Induktion durch
Bortezomib; sie stehen aber in Einklang mit den Bortezomib-Effekten, die in Multiplen

Myelom-Zellen beobachtet wurden**

. Statt der IkB-Induktion ist daher moglicherweise
insbesondere die Aktivierung der IKK-Kinase bzw. der Abbau von IkB entscheidend fiir die
Bortezomib-Wirkung. Obwohl die bisher erzielten Therapie-Erfolge der Bortezomib-
Behandlung sehr vielversprechend sind, ist es denkbar, dass nach vollstindiger Aufklarung
des regulierten Mechanismus vielleicht eine spezifischere Hemmung involvierter
Schliisselproteine eine bessere Therapieoption darstellt. Beispielsweise konnte eine gezielte
Hemmung der IKK-Kinase oder des VCP durch spezifische Inhibitoren durchgefiihrt

werden®*> 24,

Mittlerweile stehen neben Bortezomib auch weitere nicht-reversible Inhibitoren wie die

Salinosporamide®*”

zur Verfiigung. Sie erdffnen die Moglichkeit zur detaillierten
Untersuchung des Mechanismus, da eine ldngere Kulturdauer der Zellen unter Einfluss der
Inhibition moglich ist. Es bleibt jedoch abzuwarten, ob diese fiir den therapeutischen Einsatz
geeignet sind. Der Patient profitiert zwar offenbar von der reversiblen Hemmung des UPS,
vermutlich wiirde aber eine dauerhafte Unterbrechung zu einer nachhaltigen Schiadigung der

Proteinregulation fiihren.

Zur Untersuchung der Bortezomibwirkungsweise im Organismus werden neben weiteren
Untersuchungen an priméren Zellen vor allem xenogene Transplantationen im Tiermodell
unerldsslich sein. Durch die Transplantation von ALL-Zelllinien und von primédren
Knochenmarkszellen von Patienten bekannter GC-Sensitivitdt in immundefiziente Mause,
wire es moglich, das Fortschreiten der Tumorentwicklung mit und ohne Bortezomib-
Behandlung in einem komplexen Organismus zu beobachten. Der biomedizinischen
Forschung stehen dazu verschiedene Modellsysteme wie z. B. das NOD scid gamma (NSG)-
Mausmodell (NOD.Cg-Prkdc*™® 112rg"™"""/SzJ) zur Verfigung. Weder das Prkdc-Gen noch
das IL2rg-Gen wird in diesen Maiusen exprimiert. Die Mutationen fithren neben der
Beeintrachtigungen in T-Zell- und B-Zell-Entwicklung und Funktion, zu einer vollstdndigen
Verhinderung der Entwicklung der natiirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen)®® #*". Durch den
genetischen Hintergrund der NSG kommen auBlerdem Defekte innerhalb des angeborenen
Immunsystems, wie eine verminderte Makrophagen-Funktionalitdt und die Abwesenheit von
hdmatolytischem Komplement hinzu. Xenograft-Transplantations-Untersuchungen bestétigten
bereits erfolgreich die anti-proliferativen und anti-Tumor-Eigenschaften von Bortezomib auch

32 unter anderem fiir Multiple Myelom-Zellen'”>”, B-Zell-Lymphoma-Zellen®* und

in vivo
primdre T-ALL-Zellen®>. In einigen Fillen wurde allerdings auch eine Bortezomib-
Resistenz beschrieben®®. Auch fiir die Untersuchung von ALL, inbesondere bezogen auf die
Toxizitit, bietet sich durch die Verwendung von Xenograft-Modellen die Moglichkeit einer
besseren Risikoabschitzung. Wie sich im Rahmen dieser Arbeit zeigte, ist darliber hinaus
insbesondere der sorgfiltige Umgang mit dem Wirkstoff unerldsslich, damit es nicht zu
Einbuflen bei der Wirksamkeit kommt. Ein weiteres Risiko der Bortezomib-Behandlung ist,
dass auch eine Langzeit-Therapie moglicherweise zur Ausbildung von Resistenzen fiihren
kann, wie sie in vitro bereits gezeigt wurde®”. Moglicherweise spielt dies jedoch bei der

Behandlung von ALL eine untergeordnete Rolle, da erste Erfahrungsberichte zur Verwendung
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von Bortezomib in Kombination zur herkdmmlichen Therapie bereits nach kurzer

Therapiedauer zum Erfolg fiihrten'*”.

Die Verwendung des Bortezomibs erwies sich auch im Laufe der Untersuchungen zu der
vorliegenden Arbeit nicht nur als sinnvolles Werkzeug zur Modifikation der durch GC-
Behandlung ausgeldsten Mechanismen, sondern ist moglicherweise auch ein potentieller
Inhibitor fiir das Tumorzellwachstum. Gemeinsam mit den bisher in diesem Bereich

(148, 151 219 polegen die vorliegenden Ergebnisse auf zellluldrer und

publizierten Daten
molekularer Ebene, dass Bortezomib auf Tumor- und insbesondere auf Leukdmiezellen eine
ausgeprigte anti-Tumor-Wirkung ausiibt. Andererseits wurde bereits gezeigt, dass dieser
Proteasominhibitor zwar in Tumorzellen nachweislich Apoptose ausiibt, aber nur einen
geringen Einfluss auf gesunde Zellen besitzt''* '** 5% Wichtig ist insbesondere die Tatsache,
dass die GC-Sensitiviat flir die anti-proliferative und pro-apoptotische Wirkung des
Bortezomibs nur wenig relevant ist, was sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch durch
Untersuchungen von Horton et al. 2006 gezeigt werden konnte®'?. Des Weiteren bestitigten
sowohl erste Therapieerfolge bei refraktdrer kindlicher ALL als auch positiv verlaufene
Phase I-Studien zur Behandlung von Rezidiven kindlicher ALL eine gute Wirksamkeit bei
guter tolerierbarer Toxizitdt">” '*® . Inzwischen wird der Inhibitor sogar in klinischen Studien
der Phase II getestet.

Insgesamt sprechen somit viele Indizien dafiir, dass die gezielte Unterbrechung des UPS
durch Proteasom-Inhibition eine vielversprechende neue Option zur Verbesserung der ALL-
Therapie insbesondere fiir die GC-resistenten Hoch-Risiko-Patienten darstellt.
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6. Anhang

6.1 Zusiitzliche Tabellen

inien
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6.2 Zusitzliche Abbildungen

Anhang

(A) 1,597 « MHH-cALL-2 mit PRED (B) 1,57 ¢ MHH-cALL-3 mit PRED
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Abbildung 6-1: Dosis-Wirkungskurve nach der Gabe von Prednisolon (PRED).

Die Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3 wurden fiir diese Untersuchung jeweils mit 2 nM
bis 4 mM Prednisolon fiir 48 h inkubiert. Die Quantifizierung des Vitalititsverlustes, bzw. der
verminderten metabolischen Aktivitit, erfolgte mit Hilfe von WST-1-Assays. Die Auftragung der

gemessenen metabolischen  Aktivitit nach 48h erfolgte gegen den Logaritmus der
Prednisolonkonzentration.
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Abbildung 6-2: Dosis-Wirkungskurve nach Hill zur Bestimmung der Bortezomib-1Cs)-Konzentration.

Die Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3 wurden fiir diese Untersuchung jeweils mit 1 bis
20 nM Bortezomib fiir 48 h inkubiert. Die Quantifizierung des Vitalititsverlustes, bzw. der verminderten
metabolischen Aktivitit, erfolgte mit Hilfe von WST-1-Assays. Die Auftragung der gemessenen
metabolischen Aktivitit nach 48 h erfolgte gegen den Logaritmus der Prednisolonkonzentration.
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Abbildung 6-3: Ergebnisse des WST-1-Zellvitalitiits-Assays iiber einen Verdopplungszeitraum.

Mit Hilfe des WST-1-Reagenzes wurde die metabolische Aktivitiit der Zelllinien (A, C, E, G und I) MHH-
cALL-2 und (B, D, F, H und J) MHH-cALL-3, in dem Zeitraum 0 bis 96 h nach der Behandlung mit
Prednisolon (PRED) und Bortezomib (BORT) oder der Kombination beider Medikamente (KOMB)

untersucht.
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Abbildung 6-4: Graphische Darstellung der Ergebnisse der PI-Firbung letaler Zellen.

Mit Hilfe der PI-Firbung wurde die Zunahme letaler Zellen, in dem Zeitraum 0 bis 96 h nach der
Behandlung, der Zelllinien (A, C, E, G und I) MHH-cALL-2 und (B, D, F, H und J) MHH-cALL-3 mit
Prednisolon (PRED) und Bortezomib (BORT) oder der Kombination beider Medikamente (KOMB)
untersucht.
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Abbildung 6-5: Ergebnisse des WST-1-Zellvitalitiits-Assays, zur Lagerbarkeit von Bortezomib.

Mit Hilfe des WST-1-Reagenzes wurde die metabolische Aktivitit der Zelllinien (A) MHH-cALL-2

(B) MHH-cALL-3, 48 h nach der Behandlung mit Prednisolon (PRED) und Bortezomib bestimmt.
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farbig hinterlegten Symbole kennzeichnen die Proben, die mit frisch angesetztem Bortezomib stimuliert

wurden. Diejenigen ohne farbigen Hintergrund wurden mit der gelagerten Bortezomib-Stammlosung

behandelt.
(A) 1007 0/0 MHH-cALL-2 ohne PRED (B) 1007 ©/O MHH-cALL-3 ohne PRED
801 ®/® MHH-cALL-2 mit PRED 801 /¢ MHH-cALL-3 mit PRED *
O oo
= 60 = 60 Qo *
E 40 2 40 6)0 **
ﬁ Op é ¢
- a’ -
ﬁ 20 i o 66 g 20 i X0 000
@ 107 ® @ 107
o 8 o o 8
(3 1 s i
4
g ° s 2 ° .
4 * 4 o
o
2- 00 < 2 " o <><2>
@ en OO e ~ o ¢ »
0,0 1,5 7,0 12,0 LY 1,5 7.0 12,0
Bortezomib Konzentration [nM] Bortezomib Konzentration [nM]

Abbildung 6-6: Ergebnisse des Caspase3/7-Aktivitiits-Assays, zur Lagerbarkeit von Bortezomib.

Mit Hilfe des Caspase-Aktivitits Assays wurde der Anteil apoptotischer Zellen 24h nach der Behandlung
mit Prednisolon (PRED) und Bortezomib, in den Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3,
bestimmt. Die farbig hinterlegten Symbole kennzeichnen die Proben, die mit frisch angesetztem

Bortezomib stimuliert wurden. Diejenigen ohne farbigen Hintergrund wurden mit der gelagerten

Bortezomib-Stammlosung behandelt.
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Abbildung 6-7: Exemplarische Western-Blot-Analysen des PARP-1-(PARP) Spaltungsmusters.

Die untersuchten Gesamtzelllysate der Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3 wurden 48 h
nach der Behandlung mit Prednisolon und Bortezomib isoliert. Die Symbole kennzeichnen die eingesetzte
Konzentration der Medikamente. PRED : ohne (-); mit 6,2 pM (+); BORT: ohne (-); mit 1,5 nM (+);
7,0 nM (++) und 12 nM (+++).

@ c2 c3 ®
(A) g (B) o
pARP 20 pARP 120
89 89
72 72
55 55
Actin 41 Actin 41
10%EtOH | + - + - 10%EtOH + + + - - -
0,1%H,0, | - + - + 0,1%H,0, - - - + + +

Abbildung 6-8: Exemplarische Western-Blot-Analysen des PARP-1-(PARP) Spaltungsmusters.

Die untersuchten Gesamtzelllysate der Zelllinien MHH-cALL-2(¢c2) -3(c3) und -4(c4) wurden nach
6-stiindiger Inkubation mit den Nekrose-induzierenden Agenzien Wasserstoffperoxid (H,0,) und Ethanol
(EtOH) hergestellt.
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Abbildung 6-9: Exemplarische Western-Blot-Analyse zur Untersuchung von RIP1 und CHOP.
Die Untersuchung erfolgte an Gesamtzelllysaten der Zelllinien MHH-cALL-2 und -3, die 48 h nach der
Stimulation mit 6,2 pM Prednisolon (PRED +) und 12 nM Bortezomib (BORT +++) extrahiert wurden.
Untersucht wurden die Proteine RIP1 und CHOP im Vergleich zu Actin. RIP1-Spaltung gilt als Marker
fiir Todesrezeptor-vermittelte Apoptose und CHOP-Expression ist charakteristisch fiir die zellulire
Stressantwort. Diese Western-Blot-Analyse wurde von Stephanie Trittel im Rahmen ihrer Diplomarbeit
durchgefiihrt.
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Abbildung 6-10: Initiale RNA-Expression der Zielgene (A)IxB und (B) VCP in ALL-Zelllinien.
Fiir die Analyse wurden unbehandelte Zellen der Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3
verwendet. Die RT-PCR-Analysen wurden im Vergleich zu einer Kalibrator-RNA aus 10 verschiedenen
humanen Tumorzelllinien durchgefiihrt und die Ergebnisse der Analysen wurden gegen die Expression
des TBP-Gens normalisiert. Die horizontalen Linien reprisentieren den Median.
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Abbildung 6-11: Initiale RNA-Expression des Zielgens Katalase in den unbehandelten Zelllinien MHH-
cALL-2 und -3. Die RT-PCR-Analysen wurden im Vergleich zu einer Kalibrator-RNA aus 10
verschiedenen humanen Tumorzelllinien durchgefiihrt und die Ergebnisse der Analysen wurden gegen
die Expression des TBP-Gens normalisiert. Die horizontalen Linien reprisentieren den Median.
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Abbildung 6-12: RNA-Expression der Zielgene IxB und VCP, dargestellt in (A) und (B) bzw. in (C) und
(D), nach Behandlung der Zelllinien MHH-cALL-2 und -3 mit 1,5 nM Bortezomib (BORT) oder der
kombinierten Behandlung dieser Konzentration mit Prednisolon (KOMB). Die RT-PCR-Analysen
wurden im Vergleich zu einer Kalibrator-RNA aus 10 verschiedenen humanen Tumorzelllinien
durchgefiihrt und die Ergebnisse der Analysen wurden gegen die Expression des TBP-Gens normalisiert.

Die horizontalen Linien repriisentieren den Median.
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Abbildung 6-13: RNA-Expression des Zielgens Katalase, dargestellt in (A) und (B) und in (C) nach
Behandlung der Zelllinien MHH-cALL-2 und -3 mit Prednisolon (PRED), 1,5 nM Bortezomib (BORT)
oder der kombinierten Behandlung dieser Konzentration mit Prednisolon (KOMB). Die RT-PCR-
Analysen wurden im Vergleich zu einer Kalibrator-RNA aus 10 verschiedenen humanen Tumorzelllinien
durchgefiihrt und die Ergebnisse der Analysen wurden gegen die Expression des 7BP-Gens normalisiert.
Die horizontalen Linien reprisentieren den Median.
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Abbildung 6-14: Protein-Expression von (A) IkxB und (B) VCP in den unbehandelten Zelllinien
MHH-cALL-2 und -3. Die Expression der Zielproteine wurde gegen Actin normalisiert. Die horizontalen

Linien reprisentieren den Median.
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Abbildung 6-15: Exemplarische Western-Blot-Analyse zur Untersuchung von VCP, IxB und 20S.

Die untersuchten Gesamtzelllysate der Zelllinien (A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3 wurden
72 und 96 h nach der Behandlung mit Prednisolon und Bortezomib isoliert. Die Symbole kennzeichnen die
eingesetzte Konzentration der Medikamente. PRED : ohne (-); mit 6,2 pM (+); BORT: ohne (-); mit
1,5 nM (+); 7,0 nM (++) und 12 nM (+++). In der Tabelle unterhalb der Abbildung sind die Ergebnisse
der densiometrischen Analyse normalisiert zu Actin zusammengefasst.
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Abbildung 6-16: IxB-Protein-Expression nach 48 h Inkubation

Zusammenfassung der densiometrische Auswertungen der Western-Blot-Analysen nach Behandlung mit
Prednisolon (PRED), Bortezomib (BORT) oder der kombinierten Behandlung (KOMB).

(A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3.
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Abbildung 6-17: VCP-Protein-Expression nach 48 h Inkubation

Zusammenfassung der densiometrische Auswertungen der Western-Blot-Analysen nach Behandlung mit
Prednisolon (PRED), Bortezomib (BORT) oder der kombinierten Behandlung (KOMB).

(A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3.
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Abbildung 6-18: Hsp60-Protein-Expression nach 48 h Inkubation

Zusammenfassung der densiometrische Auswertungen der Western-Blot-Analysen nach Behandlung mit
Prednisolon (PRED), Bortezomib (BORT) oder der kombinierten Behandlung (KOMB).

(A) MHH-cALL-2 und (B) MHH-cALL-3.

TOP-PRO-3 VCP-Kanal Kontroll-Kanal Co-Lokalisierung Durchlicht

MHH-cALL-3 MHH-cALL-2 MHH-cALL-2
VCP + Peptid VCP +f SAK  VCP + Peptid

MHH-cALL-3
VCP +f. SAK

Abbildung 6-19: Kontrollfirbungen zur der Antikorperspezifitit (CLSM-Aufnahme).

Zur Kontrolle der Spezifitit des primiiren VCP-Antikoérpers in der Immunfluoreszenzfirbung wurden die
Zelllinien MHH-cALL-2 und -3 mit einem Gemisch aus VCP-Antikorper und spezifischem Blocking-
Peptid gegen diesen Antikorper inkubiert (VCP + Peptid). Bei der zweiten Kontrolle wurde nach der
Inkubation mit dem anti-VCP-Antikérper ein falscher Sekundirantikérper (f. SAK) eingesetzt. Dies
diente zu Kontrolle der spezifischen Bindung des primiren an den sekundiren Antikorper. Als falscher
Sekundérantikorperwurde wurde statt des anti-Maus-IgG-Antikorpers ein gegen Kaninchen-IgG
gerichteter verwendet. Die Kerne wurden mit TO-PRO-3 angefirbt.
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