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1. Einleitung

1.1 B-CLL Pathogenese

Die chronische lymphatische Leukämie vom B-Zelltyp ist eine Erkrankung cha-

rakterisiert durch fortschreitende maligne Proliferation kleiner CD5 positiver B-

Lymphozyten mit Akkumulation vorzugsweise in Knochenmark, Lymphknoten,

Milz, Leber und peripherem Blut. Sie repräsentiert mit einem Anteil von 30%

aller auftretenden Fälle die häufigste Leukämieform der westlichen Welt [Roz-

man C et al, 1995]. 90% der erkrankten Patienten sind älter als 50 Jahre, die

Inzidenz beträgt etwa 5 pro 100.000 im 5. Lebensjahrzehnt und circa 30 pro

100.000 im 8. Lebensjahrzehnt, im Mittel 2-3 pro 100.000 Einwohner/Jahr, bei

einer Geschlechtsverteilung von 1,7:1 Männer zu Frauen und einer mittleren Über-

lebenszeit von 8 bis 10 Jahren [Das Rote Buch, 2002].

Die malignen CD5 positiven B-CLL Zellen im peripheren Blut weisen eine niedri-

ge proliferative Aktivität, jedoch eine verlängerte Lebenszeit auf [OBrian S et al,

1995]. Man nimmt an das dies, und der Mangel an immunologischen Funktionen

die Lymphozytenakkumulation in Blut, Knochenmark, Milz, Lymphknoten und

Leber zur Folge haben. Patienten mit B-CLL weisen im Durchschnitt das 50 -

100 fache des normalen Körperbestandes an Lymphozyten (> 15×109) auf.

1



Einleitung 2

Obwohl die Pathogenese der chronischen lymphatischen Leukämie bis heute nur

teilweise geklärt werden konnte, scheint ein defektes Apoptoseverhalten der ma-

lignen Klone eine wichtige Rolle zu spielen [Reed CJ, 2000]. Die hohe Expression

des antiapoptotischen Proteins bcl-2 [Hanada M et al, 1993] [Mc Conkey DJ et al,

1996] [Raghobier S et al, 1991] [Rechavi G et al, 1989] führt zu einem veränderten

bcl-2/bax Verhältnis [Mc Conkey DJ et al, 1996], das für die B-CLL Pathogenese

mitverantwortlich gemacht wird [Meinhardt G et al, 1999]. Ebenso lassen sich

andere, in hohem Maße exprimierte apoptoseregulierende Proteine nachweisen,

die in Verbindung mit Chemotherapieresistenzen gebracht werden [Kitata S et

al, 1998] [Klein A et al, 2000]. Zusätzlich zur defekten Apoptoseregulation wird

die Fehlregulation zellzyklussteuernder Gene diskutiert, die die Vermehrung der

malignen Klone fördern könnte. Beschrieben wird unter anderem die hohe Ex-

pression von p27Kip1 und Zyklin D2 bei der B-CLL im Vergleich zu nichtmalignen

B-Zellen [Delmer A et al, 1995] [Vrhovac R et al, 1998]. Zusätzlich von Bedeu-

tung sind Zyklin D2 und D3, da im Gegensatz zu nichtmalignen B-Zellen die

RB Phosphorylierung während der G1 Phase des Zellzyklus über diese Proteine

gesteuert wird. [Decker T et al, 2002].

1.2 Klinik

Die Diagnose einer B-CLL erfolgt in 40 bis 60 % der Fälle als symptomloser

Zufallsbefund [Kalil N et al, 1999]. Falls Symptome vorhanden sind äussern sich

diese häufig durch Leistungsschwäche, Unwohlsein, indolent vergrösserte Lymph-

knoten, Hauterscheinungen und vermehrt auftretenden Einblutungen. Häufig tre-

ten Splenomegalie, Granulo - und Thrombozytopenie auf. Das Fortschreiten der

Erkrankung ist charakterisiert durch Knochenmarkinsuffizienz und einem Tumor-

syndrom mit generalisierten Lymphknotenschwellungen sowie durch Entwicklung
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lymphatischer Raumforderungen der Weichteile.

Zu den schweren Komplikationen im Verlauf der Erkrankung zählen Infekte auf-

grund Granulozytopenie und Antikörpermangelsyndrom (50 % der Fälle = häufig-

ste Komplikation und häufigste Todesursache) [Das Rote Buch, 2002]. Hyper-

splenismus, Coombspositive autoimmun-hämolytische Anämie (AIHA) in 10 %

aller Fälle (+ eventuelle Autoimmunthrombozytopenie = Evans Syndroms), das

Richter Syndrom (Transformation in sekundär höhermalignes NHL ungünstige-

rer Prognose) in 5 % aller Fälle, und das Auftreten von Zweitmalignomen stellen

weitere Komplikationen dar [Das Rote Buch, 2002]. Die B-CLL kann im Verlauf

der Erkrankung jedes Organ infiltrieren.

Die Laborparameter zeigen eine permanente Leukozytose mit einem hohen Lym-

phozytenanteil von 70 bis 95 %, und eine permanente Erhöhung der gesamten

Lymphozytenzahl auf > 10.000 /µl. In der Knochenmarkzytologie beziehungswei-

se Histologie zeigt sich ein Anteil reifer Lymphozyten > 40 % aller kernhaltigen

Zellen, bei normalem oder erhöhtem Zellgehalt [Das Rote Buch, 2002]. Dabei ist

die noduläre Ausbreitung der CLL im Knochenmark prognostisch günstiger als

die diffuse Knochenmarkinfiltration [Das Rote Buch, 2002]. Bei der Bestimmung

des Immunphänotyps der malignen Lymphozyten lassen sich schwache Expressio-

nen membranständiger Immunglobuline (IgM mit oder ohne IgD), B-Zellantigene

(CD19, CD20), sowie CD5 und CD23 nachweisen [Kalil N et al, 1999]. Es fin-

den sich Serumeiweissveränderungen und das Auftreten inkompletter Wärmean-

tikörper. Die Höhe des β2 - Mikroglobulinserumspiegels [Kalil N et al, 1999] und

der Thymidinkinase [Hallek M et al, 1999] korrelieren bei normaler Nierenfunk-

tion mit der Gesamttumormasse. Chromosomenanalysen ergeben bei circa 50 %

der Patienten eine Deletion von 13q14, gefolgt von d(11q22-q23) in circa 20 % der

Fälle [Kalil N et al, 1999]. Trisomie 12 und d(17p13) treten zu je 15 % auf [Kalil

N et al, 1999]. Die chronische lymphatische Leukämie wird nach Rai(1976,1990)
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und Binet(1981) eingeteilt:

Stadieneinteilung nach Rai:

Risiko Stadium Definition Überleben

Niedrig 0 Lymphozytose > 5000/µl >12,5 Jahre

Knochenmark-Infiltration > 30%

Mittel I Lymphozytose 8,5 Jahre

+ Lymphadenopathie

II Lymphozytose 6 Jahre

+Splenomegalie und/oder

Hpatomegalie

(mit oder ohne Lymphadenopathie)

Hoch III Lymphozytose 1,5 Jahre

+ Anämie (Hämoglobin < 11 g/dl)

(mit oder ohne Adenopathie/

Organomegalie)

IV Lymphozytose 1,5 Jahre

+ Thrombopenie

(Thrombozyten < 100.000/µl)

(mit oder ohne Anämie/

Adenopathie/Organomegalie)
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Stadieneinteilung nach Binet:

Stadium Merkmale Überlebenszeit

(Monate)

A < 3 vergrösserte Lymphknotenregionen }? > 120

B > 3 vergrösserte Lymphknotenregionen }? 60

C Hb < 10,0 g/dl und/oder 24

Thrombozytopenie < 100.000/µl

Lymphknotenstatus irrelevant

? Hb > 10,0 g/dl und Thrombozyten > 100.000 /µl

Stadiengerechte Therapie der CLL:

Binet A,B Rai 0,I,II Binet C Rai III,IV

ohne Therapieindikation mitTherapieindikation

Autoimmunhämolyse

rezidivierende Infekte

sympt. Splenomegalie

oder Lymphadenopathie,

Progredienz,

B-Symptome

supportive Therapie, systemische Therapie? systemische Therapie?

Beobachtung

? Leukeran/Prednison, Purinanaloga, CHOP, supportive Therapie
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Asymptomatische Patienten im Stadium Binet A und B, Rai 0,I,II werden nicht

therapiert. Symptomatische Patienten im Stadium Binet A und Stadium Binet

B sowie alle Patienten im Stadium Binet C, Rai III,IV werden mittels konventio-

neller Chemotherapie (intermittierende Gabe von Chlorambucil/Prednison, Ga-

be von Purinanaloga (Fludarabin oder Chlorodeoxyadenosin), CHOP, supportive

Therapie) behandelt. Bei Versagen der konventionellen Therapie ist eine myoab-

lative Hochdosischemotherapie mit nachfolgender autologer beziehungsweise al-

logener Stammzelltransplantation (Altersgrenze circa 60 Jahre) zu erwägen. Die

B-CLL stellt trotz der vorhandenen Therapiemöglichkeiten nach wie vor eine

Erkrankung dar, die in den meisten Fällen nicht dauerhaft heilbar ist.

Abbildung 1.1: Das Proteasom
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1.3 Das Proteasom

Das 26S Proteasom ist ein ATP abhängiger multienzymatischer Multienzymkom-

plex, der in allen eukaryoten Zellen vorkommt, und auf dem Wege der ubiquitin-

abhängigen Degradierung selektiv kernassoziierte und zytoplasmatische kurzle-

bige Proteine degradiert. Der Degradierung geht die kovalente Anlagerung von

Poliubiquitinketten voran. Das Proteasom ist für die Degradierung von etwa 70

bis 90% der kurzlebigen zellulären Proteine verantwortlich. Zu den Substraten

des Proteasoms zählen zahlreiche Proteine der Immunabwehr, des transkriptio-

nellen Regulationssystems und der Zellzykluskontrolle. MHC Klasse 1 gebundene

Peptidantigene , die T-Zellrezeptor α Kette, der NF-κB/1κB-Komplex, c-FOS,

c-Jun, c-Myc sowie diverse Zykline ( [Hershko A, 1997] [Rock et al, 1999] [Spataro

V et al, 1998]), zyklinabhängige Kinaseinhibitoren wie p27Kip1 [Pagano M et al,

1995], pro- und antiapoptotische Proteine aus der bcl-2 Familie [Zhang XM et al,

1999] [Marshansky V et al, 2001] [Li B et al, 2000] sowie das Tumorsuppressorpro-

tein p53 [Lopes UG et al, 1997] gehören dazu. Der Abbau dieser Proteine durch

das Proteasom stellt einen entscheidenden Weg der Regulation zellulärer Prozesse

wie Apoptose und Zellzyklus dar [Fentany G et al, 1998] [Yew PR, 2001] [Voges

D et al, 1999]. Seit kurzem sind Proteasomeninhibitoren als eine neue potentielle

Klasse von Tumortherapeutika in das Interesse der Forschung gerückt [Adams J

et al, 1999] [An WG et al, 2000].

1.4 Lactacystin

Lactacystin ist ein Streptomycesderivat und ein spezifischer Inhibitor der drei am

besten charakterisierten Peptidaseaktivitäten des Proteasoms [Fentany G et al,

1998]. Um in die Zelle zu gelangen wird es zuerst in das aktive clasto-Lactacystin
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Abbildung 1.2: Lactacystin

β Lacton umgewandelt. Es modifiziert intrazellulär kovalent den aminoterminalen

Threoninrest der Proteasomenuntereinheit X/MB1. Bei einer Wirkzeit von circa

24 Stunden blockiert es die ubiquitinabhängige Proteindegradierung durch das

Proteasom. Abhängig vom Zelltyp und dem Aktivierungsgrad der Zellen resultie-

ren verschiedene Effekte auf Zellzyklusprogression und Apoptoseinduktion durch

die Inhibition des Proteasoms [Wang X et al, 1998] [Drexler HCA, 2000] [Hirsch T

et al, 1998]. Es ist bekannt, dass die Inhibition des Proteasoms durch Lactacystin

Apoptose in einer Reihe von Tumorzellinien auslöst [Kudo Y et al, 2000] [Mei-

in AB et al, 1998], eingeschlossen humanen Leukämiezellinien [Zhang XM et al,

1999] [Drexler HCA, 1997], dem humanen primären Myelom [Hideshima T et al,

2000], sowie bei der B-CLL [Masdehors et al, 1999] [Chandra J et al, 1998]. B-CLL

Zellen sind charakterisiert durch ein dysreguliertes Ubiquitin-Proteasomen Sy-

stem und Lactacystin ist bereits niedrig konzentriert in der Lage Apoptose in die-

sen Zellen auszulösen. Anders verhält es sich bei nichtmalignen B-Lymphozyten,

wo circa die 20 ig fache Konzentration an Lactacystin benötigt wird um eine

vergleichbare Apoptoseinduktion zu erzielen [Masdehors et al, 2000]. Der exak-

te Mechanismus der durch Lactacystin induzierten Apoptose bei malignen und

nichtmalignen B-Zellen ist jedoch noch nicht abschließend geklärt.
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1.5 B-CLL Proliferationszentren

Periphere B-CLL Zellen weisen nahezu keine proliferative Aktivität auf, sie sind

in der G0/frühen G1 Phase des Zellzyklus arretiert; eine Tatsache, die vermu-

ten lässt, dass die Ursache der Erkrankungsprogression anderswo zu suchen ist.

Es werden proliferierende leukämische Zellen beschrieben, vorkommend als Pseu-

dofollikel in sogenannten Proliferationszentren in Lymphknoten und Knochen-

mark [Lampert IA et al, 1999]. Diese Kompartimente scheinen von ganz erheb-

licher Bedeutung für die Progression der Erkrankung zu sein, da sie Ausgangs-

punkte von Rezidiven darstellen könnten, und in der Lage wären den Pool der

proliferativ inaktiven Zellen im peripheren Blut immer neu aufzufüllen. Dabei

werden im Hinblick auf die proliferative Aktivität dieser Zellen sowohl diverse

Proteine aus der bcl-2 Genfamilie diskutiert (bcl-2, mcl-1 u.a.) [Hanada M et al,

1993] [Mc Conkey DJ et al, 1996] [Raghobier S et al, 1991] [Rechavi G et al, 1989],

als auch Interaktionen mit CD4 positiven T- Lymphozyten in Knochenmark und

Lymphknoten [Granziero L et al, 1997], sowie Proteine aus der IAP Genfamilie,

zu der neben Survivin [Ambrosini et al, 1997] auch NAIP [Liston P et al, 1996],

cIAP1, cIAP2 [Rothe M et al,1995], XIAP [Duckett CS et al, 1996] und Apol-

lon [Chen Z et al, 1999] gehören. Survivin ist ein Protein, das durch die Blockade

von Caspase 3 und durch Interaktion mit dem Kinaseinhibitor p21W AF 1/Cip1 die

Zelle vor dem Zelltod bewahren kann [Tamm I et al, 1998]. Granziero et al [Gran-

ziero L et al, 1997] beschreiben Survivin positive B-CLL Zellen, vorkommend in

Pseudofollikeln innerhalb von Lymphknoten und Knochenmark, welche prolife-

rativ aktiv sind. Beim Verlassen des Lymphknoten- und Knochenmarkpools wird

die Survivinexpression dieser Zellen vermindert, sie werden proliferativ inaktiv.

Granziero et al folgern, dass diese Zellen aufgrund ihrer verlängerten Lebenszeit

in Lymphknoten und Knochenmark rezirkulieren können, durch Interaktionen
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mit CD4 positiven T-Zellen ihre Survivinexpression erneut hochregulieren und

durch die daraufhin wieder einsetzende proliferative Aktivität den Pool der ru-

henden B-CLL Zellen im peripheren Blut neu auffüllen könnten.

Die Erforschung des Effekts der Proteasomeninhibition auf proliferierende B-

CLL Zellen stellt deshalb einen wichtigen Ansatz dar, diesen Pool der B-CLL

im Körper besser zu charakterisieren und daraus auch für die Klinik relevante

Ergebnisse zu gewinnen.

1.6 CpG Oligonukleotide (ODN)

Bakterielle DNA wurde aufgrund der hohen Konservierung der Struktur lange

für immunologisch inert gehalten. Zu Beginn der 90iger Jahre konnte gezeigt

werden, dass bakterielle DNA und bestimmte synthetische Oligonukleotide star-

ke Stimulatoren des Immunsystems sind [Tokunaga T et al, 1992]. Bakterielle

und eukaryotische DNA unterscheiden sich in zweierlei Hinsicht. Das Dinukleotid

5‘-CG-3‘ wird in eukaryotischer DNA vermindert exprimiert und ist meist me-

thyliert, während es in bakterieller DNA mit der erwarteten Frequenz (1:16) auf-

tritt [Bird A, 1992] [Wagner H, 1999]. Diese strukturellen Unterschiede erlauben

den Zellen des Immunsystems DNA, die zum Beispiel bei dem Zerfall von Bakte-

rien entsteht, zu erkennen [Sparwasser T et al, 1997]. Die immunstimulatorische

Wirkung bakterieller DNA und synthetischer Oligonukleotide mit unmethylierten

CG Dinukleotiden (CpG-ODN) wurde zunächst im murinen System an B-Zellen,

NK-Zellen und dendritischen Zellen gezeigt [Tokunaga T et al, 1992] [Krieg AM

et al, 1995] [Liang H et al, 1996]. Im humanen System sind die Effekte weniger

strikt vom CpG-Motiv abhängig. Das Vorhandensein des CpG-Motivs ist aber

für die optimale Stimulation humaner B-Zellen von Bedeutung [Liang H et al,

1996]. Humane B-Zellen proliferieren, bilden Immunglobuline und exprimieren
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vermehrt Oberflächenstrukturen wie CD40, CD25 und CD86. [Bauer M et al,

1999]. Die stimulatorische Wirkung von CpG Oligonukleotiden wird durch den

Toll-like Rezeptor 9 (TLR-9) vermittelt [Hemmi H et al, 2000]. Nach Übersetzung

des CpG-Motivs in ein Signal durch TLR-9 erfolgt die weitere Signalübertragung

in der Zelle über den Stresskinase Weg, der über die Aktivierung von p38 zu einer

Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 führt [Häcker H et al, 1998] (siehe

Abbildung 1.3 auf Seite 11). NfκB Aktivierung konnte ebenfalls nachgewiesen

werden [Macfarlane et al, 1998]. In verschiedenen Zelltypen werden allerdings un-

terschiedliche Wege des MAP-Kinasen Weges eingeschlagen [Häcker H et al, 1999].

In humanen B-Zellen werden die Stress-Kinasen p38 und Jnk nach Stimulation

mit CpG ODN phosphoryliert [Hartmann G et al, 2000]. Der Signaltransdukti-

onsweg und die Regulation der zellzyklus- und apoptosesteuernden Proteine bei

malignen B Zellen ist bisher nicht untersucht. Zellbiologische Untersuchungen bei

B-CLL Zellen zeigen den Einfluss von Zytokinen, Stromazellkontakten, T-Zellen

und Ligation von Oberflächenmolekülen. Der Einfluss von CpG-ODN auf Prolife-

ration, Zytokinproduktion und Expression von Oberflächenmolekülen von B-CLL

Zellen und normalen B Zellen zeigt eine deutliche, vom CpG-Motiv abhängige

Proliferation, die durch Zugabe von IL-2 oder CD40 Ligand transfizierten Maus-

fibroblasten beträchtlich gesteigert werden kann. Im Gegensatz zur reduzierten

Aktivierbarkeit durch verschiedene etablierte B-Zell Stimuli sind B-CLL Zellen

durch CpG Oligonukleotide ähnlich aktivierbar wie normale B-Zellen. Die ma-

lignen Zellen proliferieren, sezernieren IL-6 und TNF-α und regulieren wichtige

kostimulatorische Moleküle wie CD80, CD86 und CD54 hoch [Decker T et al (1),

2000], [Decker T et al (3), 2000]. Die für Interaktionen mit T-Zellen wichtigen

Rezeptoren CD40 und CD25 (Interleukin-2 Rezeptor α Kette) werden bei B-CLL

Zellen sogar deutlich stärker reguliert als bei normalen B-Lymphozyten. Die α-

Kette des IL-2 Rezeptors bewirkt die Formation hochaffiner IL-2 Rezeptoren nach
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Abbildung 1.3: CpG Oligonukleotide - Wirkmechanismus

Wirkmechanismen bakterieller DNA oder CpG Oligonukleotidsequenzen (CpG

ODN):

a) Sequenzunabhängige Bindung an Zelloberflächenproteine

b) Translokation in Endosome

c) Übersetzung der CpG-ODN Sequenz in ein Signal mit Hilfe des Toll-like Rezeptors,

TLR9 [Hemmi H et al, 2000].

d) Aktivierung des Stress-Kinase Weges

e) Translokation der aktiven Transkriptionsfaktoren in den Nukleus, Bindung an deren

komplementäre DNA-Bindungsstellen, Aktivierung.
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Stimulation mit CpG-ODN bei B-CLL-Zellen wie in Scatchard-plot Analysen ge-

zeigt werden konnte. Demgegenüber werden bei normalen B Zellen zwar auch

IL-2 Rezeptoren exprimiert - allerdings mit reduzierter Affinität und in geringe-

rer Anzahl. Bei Koaktivierung durch CpG-ODN und IL-2 oder CD40-Ligation

kommt es zu einer synergistischen Wirkung auf Wachstum, Zytokinproduktion

und Expression kostimulatorischer Moleküle bei CLL-B-Zellen. Diese synergisti-

schen Wirkungen sind bei B-CLL Zellen stärker ausgeprägt als bei normalen B

Zellen [Decker T et al (2), 2000]

1.7 Interleukin 2

Interleukin 2 (IL-2) gehört zur Klasse der Zytokine und wird von T-Lymphozyten

und anderen Zellen als Antwort auf aktivierende Reize gebildet und ausgeschüttet.

Zytokine vermitteln eine Reihe von Effektorfunktionen und stellen einen prinzipi-

ellen Mechanismus der Kommunikation von Zellen bei Immun- und Entzündungs-

reaktionen dar. IL-2 ist als B-Zell Proliferationsfaktor beschrieben und bewirkt

bei einem Teil der B-CLL Patienten die CD25 positiv sind ohne Zugabe weiterer

Stimulatoren einen Thymidin-Einbau [Hivroz et al, 1986]. Gesteigert wird dieser

Effekt bei Kostimulation mit Substanzen, die die Expression eines hochaffinen

IL-2 Rezeptors auf B-CLL Zellen bewirken, wie SAC, anti-µ mAK oder CpG-

Oligonukleotide [Decker T et al (2), 2000] [Karray S et al, 1990] [Begley CG et

al]. Die Expression des CD25 Antigens ist zwar entscheidend für die Regulation

der Affinität des IL-2 Rezeptorkomplexes, hochaffine, funktionell wirksame Re-

zeptoren werden aber erst nach gemeinsamer Expression der α-Kette, β-Kette

und γ-Kette gebildet. Über an die β- und γ-Kette assoziierte Tyrosinkinasen

(Jak1, Jak3, Lyck) kommt es dann zur Phosphorylierung der Stat Transkripti-

onsfaktoren und zum Eintritt in den Zellzyklus [Nelson BH et al, 1998] [Johnston
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J et al, 1994] [Johnston J et al, 1995]. Aufgrund der konstitutiven Serin- Phos-

phorylierung der Stat Proteine bei B-CLL Zellen könnten Zytokine, die diesen Si-

gnaltransduktionsweg benötigen bei B-CLL Zellen stärkere Effekte zeigen [Frank

DA et al, 1997] [Wen Z et al, 1995]. Neben dem JaK-Stat Pfad stimuliert IL-2

abhängig vom Zelltyp auch Protein Tyrosinkinasen der Src Familie, den Stres-

skinasen Weg und die Phosphatidyl-3 Kinase [Karnitz LM et al, 1996] [Karnitz

LM et al, 1995]. Welche dieser Signaltransduktionswege bei B-CLL Zellen nach

Stimulation durch IL-2 eine Rolle spielen, ist bisher nicht untersucht. Auch über

die Regulation von Zellzyklus- und apoptosesteuernden Proteinen durch IL-2 bei

B-CLL ist bisher wenig bekannt.

1.8 Aufgabenstellung

Die nachfolgenden Untersuchungen zeigen den Effekt von Lactacystin auf akti-

vierte B-CLL Zellen, kostimuliert mit dem Oligonukleotid DSP30 und Interleukin

2 im Hinblick auf Proliferation, Regulation von Zellzyklusproteinen und Apop-

tosesteuerung mit Regulation von pro- und antiapoptotischen Proteinen. Die Er-

gebnisse werden verglichen mit nichtstimulierten B-CLL Zellen und tragen bei

zum Verständnis der Zellzyklus- und Apoptoseregulation bei malignen B Zellen.

Sie sind klinisch relevant im Hinblick auf derzeit laufende Studien mit spezifischen

Proteasomeninhibitoren bei Patienten mit Krebs.



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellproben

Patienten mit der Diagnose einer chronischen lymphatischen Leukämie vom B-

Zelltyp wurden ausführlich über die Verwendung ihrer Zellen zu wissenschaftli-

chen Zwecken im Sinne der weiteren Erforschung der Pathogenese dieser Erkran-

kung informiert. Nachdem sie Einverständnis zur Verwendung ihrer Zellen erklärt

hatten, wurden diesen Patienten zwischen 10 und 50 ml peripheres venöses Blut

entnommen. Die Diagnose einer B-CLL wurde nach klinischen und immunphe-

notypischen Kriterien gestellt. Die Patienten waren unbehandelt oder hatten in-

nerhalb der letzten drei Monate keine zellreduzierende Chemotherapie erhalten.

Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren alle Patienten infektfrei und wurden

regelmäßig ambulant betreut.

2.1.2 Medien

Als Medium diente RPMI 1640 Medium der Firma Gibco BRL., Life Technologies

Ltd.,(Paisley, Scotland), versetzt mit einem 10%igen Anteil fetalem Kälberser-

15
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ums (FCS) der Firma Biochrom, (Berlin, Deutschland), Penicillin/Streptomycin

in einer Konzentration von 501 U/ml, Na-Pyruvat in 1 mM Konzentration, L-

Glutamin in 2 mM Konzentration, L-Asparagin in einer Menge von 20 µg/ml,

2-Mercaptoethanol in 0,05 mM Konzentration, HEPES der Firma Fluka Bio-

chemika (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz) in 10 mM Konzentration und

MEM nicht essentielle Aminosäuren 0,7× der Firma Biochrom.

2.1.3 Puffer

Zum Waschen der Zellen nach Entnahme aus der Kultur wurde PBS - Dulbecco’s,

(Gibco BRL.), verwendet.

Zur Analyse mittels Durchflusszytometer wurde Annexinpuffer der Firma Immu-

notech (Marseille, Frankreich) verwendet.

Zur Lyse der Zellen für die Gewinnung von Proteinen wurde 2 ml 5× Lysis

Puffer, bestehend aus 10 mM Tris-HCL der Firma Carl Roth GmbH (Karls-

ruhe, Deutschland) pH 7,4, 5 mM EDTA (Fluka Biochemika), 130 mM NaCl

(Roth), 1% Triton, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid, 1 mM Na3VO4 und je-

weils 10 mg/ml Phenantrolin, Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin in Form einer

Protease Inhibitor Tablette der Firma Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,

Deutschland) zusammen mit 0,4 ml 25× Phosphatpuffer pH 7,0 , 2 ml 25× Na-

Pyrophosphat pH 7,5, 1 ml 10× NaF, 0,1 ml 100× 100 mM Orthovanadate der

Firma Sigma Chemical CO. (St. Louis, MO, USA), 0,1 ml 100× PMSF, und 4,4

ml destilliertem Wasser der Firma Delta Pharma GmbH (Pfullingen, Deutsch-

land) verwendet.

Bei der elektrischen Auftrennung der Proteine in der Elektrophoresekammer wur-

de 1% Running Buffer, verdünnt aus 10% Running Buffer, (288 g Glycin (Roth),
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60 g Tris (Roth), 20 g SDS (Fluka Biochemika) aufgefüllt auf 2 l mit destilliertem

Wasser (Delta Pharma GmbH )), verwendet. Beim Transfer der Gele auf PVDF

Membranen in einer Transferkammer wurde Transferpuffer in einer Gesamtmen-

ge von 5 l, bestehend aus 3,5 l destilliertem Wasser (Delta Pharma GmbH ), 1

l Methanol der Firma J.T.Baker (Mallinkrodt Baker B.V., Devantes, Holland)

und 0,5 l 10% Running Buffer verwendet.

2.1.4 Agarosegele

Zur Proteinbestimmung im Immunoblot wurden 12% Agarosegele bestehend aus

Trenngel (9 ml Acryl/Bis 1.69 rotiphorese Gel 30 (Roth), 5,625 ml 4× Tris/HCL

(Roth) pH 8.8 SDS (Fluka Biochemica), 7,875 ml destilliertes H2O (Delta Phar-

ma GmbH ), 75 µl 10% iges APS (Ammoniumpersulfat) (Sigma Chemical C.O.)

und 15 µl Temed (Fluka Biochemica)), und Sammelgel (1,8 ml Acryl/Bis 1.69,

3,5 ml Tris/HCL pH 6,8 SDS, 8,54 ml destilliertes H2O, 70 µl 10% APS, und 14

µl Temed) jeweils ausreichend für zwei Gele benutzt. Die Gele wurden zwischen

je zwei Glasplatten der Firma Biometra (Biometra GmbH, Göttingen, Deutsch-

land), 14,7× 14,3 mm gegossen. Die verwendeten Isoliergummies und Kämme für

die Gelkammern wurden ebenfalls von Biometra bezogen.

2.1.5 Oligonukleotide

Das Oligonukleotid DSP30 (TCGTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTGCC), ein-

zelsträngig verwendet wurde von der Firma TibMolBiol (Berlin, Deutschland)

bezogen.

2.1.6 Interleukin 2

Interleukin 2 (IL-2) wurde von Pepro Tech (London) erworben.
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2.1.7 Lactacystin

Lactacystin Synthetic wurde von Calbiochem (La Jolla, Ca., USA) bezogen.

2.1.8 Antikörper

Zur Bestimmung der Proteinverteilungen im Immunoblot wurden murine primary

Antikörper der Firmen Santa Cruz (Ca., USA) und BDPharmingen (San Diego,

Ca., USA) verwendet.

Santa Cruz

P21, p27, Cyclin D2, Cyclin D3, Cyclin E, mcl-1, p53.

BDPharmingen

CDK-2, CDK-4, bcl-2, Caspase-3,Caspase-8, Caspase-9, bax.

Sekundärantikörper selktiv für mouse oder rabbit ( Mouse - Rabbit Ig, secondary

antibody), wurden von der Firma Amersham Life Science Pharmacia Biotech UK

limited (Buckinghamshire, England) bezogen.

2.1.9 Sonstige Materialien

Amersham Life Science Pharmacia Biotech UK limited, (Buckinghamshire, Eng-

land)

HyperfilmT MECLT M , Hyperprocessor, Full range RainbowT M Molecular weight

marker RPN 800

Beckmann (München, Deutschland)

B-Counter

BD Biosciences Clontech (Palo Alto, Ca., USA):

ApoAlertTM DNA Fragmentation Assay Kit
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Biochrom KG seromed r (Berlin, Deutschland):

Biocoll Separating Solution, 50ml Tubes

Biometra, Biotron GmbH (Göttingen, Deutschland)

Elektrophoresekammern für Immunoblots, Schüttler

Bio-Rad Laboratories (Richmond, Ca.,USA):

Bio-Rad Assay

Bio-Tek Instruments, Inc. (Winooski, Vermont, USA)

ELx800 Universal Microplate Reader

Calbiochem (La Jolla, Ca., USA):

Caspase Inhibitor I (z-VAD.fmk), Calpeptin

Clontech Laboratories,Inc. (Palo Alto, Ca., USA):

ApoAlert r Cell Fractionation Kit inklusive mAb Cytochrom C

Coulter (Hamburg, Deutschland):

Coulter Epics XL, Flowzytometer

Du Pont (Paris, Frankreich):

3H-Thymidin

Dunn Labortechnik (Asbach, Deutschland)

PHD Cellharvester

Dynabeads M450 (Dynal, Oslo, Norwegen):

Anti CD2 und Anti CD 14 magnetische Beads

Eppendorf - Netheler - Hinz GmbH (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf Safe Lock Tubes 1,5ml, Centrifuge 5415C, Thermomixer comfort

Fluka Biochemika (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz)

Skim Milk Powder
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Heraeus Instruments GmbH (Zweigniederlassung München, Deutschland):

Heraeus Megafuge 3.0 RS

Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Deutschland)

Hettich Zentrifuge Micro 22R

Immobilon-P, Millipore (Bedford, MA, USA):

PVDF Membranen

Immunotech (Marseille, Frankreich):

Annexin V-FITC Kit 200 tests, inklusive Annexin V-FITC solution, 10× kon-

zentrierter Annexin Puffer und 0,25 mg Propidium Iodid

Molecular Probes (Oregon, USA):

DiOC6(3)

Nunc GmbH & Co. KG. Nalgene Nunc International (Wiesbaden, Deutschland)

NUNCLONT M SURFACE 6well Platten, 24well Platten, 96well Platten, Facsrörchen

Pharmacia Biotech (San Francisco, CA., USA)

Transferkammern für Immunoblots

Pierce Chemical Company (KMF GmbH, Deutschland)

Super Signal r Chemoluminiszenzsubstrate (Femto, Dura, Pico)

2.2 Methoden

2.2.1 Separationsverfahren

Mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut (PBMNC) wurden aus heparini-

sierten Blutproben durch Zentrifugation über eine Biocoll- Hypaque Schicht in

einer Dichte von 1.077g/ml gewonnen. Zur Separation von B-CLL Zellen wurden
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die PBMNC mit anti-CD2 und anti-CD14 magnetischen Beads inkubiert laut

Anweisungen des Herstellers. Diese so präparierten B-CLL Zellen waren nach Se-

paration zu > 98% rein, überprüft mittels Durchflusszytometer. Der Anteil an

nicht malignen B-Zellen war zu vernachlässigen, da 99% der Zellen vor und nach

Stimulation mit CpG- Oligonukleotiden CD5 und CD19 positiv waren.

2.2.2 Kulturbedingungen

Aufgereinigte B-CLL Zellen wurden in RPMI 1640 Medium, versetzt mit 10%

fetalem Kälberserum , Penicillin/Streptomycin 501 U/ml, Na-Pyruvat 1 mM , L-

Glutamin 2 mM , L-Asparagin 20 µg/ml, 2-Mercaptoethanol 0,05 mM , HEPES

10 mM und MEM nichtessentiellen Aminosäuren 0,7× bei 370C und 5% CO2 in

einer Atmosphäre mit 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

2.2.3 Proliferationsassays

Aufgereinigte B-CLL Zellen wurden in 96well Rundbodenplatten in einer Menge

von 5×104 Zellen/200 µl Gesamtvolumen in Medium alleine oder zusammen mit

DSP30 in einer Konzentration von 1 µM und IL-2 in einer Menge von 200 U/ml

in Kultur gebracht. Lactacystin wurde in ansteigender Konzentration von 0,63

µM - 10 µM zu den Ansätzen titriert, die Ansätze 72 Stunden im Brutschrank

kultiviert, im Anschluss daran mit 1 µCi 3H-Thymidin/well gepulst und nach

weiteren 8 Stunden Inkubation bei -200C eingefroren. Zur Bestimmung der 3H-

Thymidinaufnahme wurden sie in einem PHD Zellharvester verarbeitet, und die

Thymidinaufnahme anschliessend in einem B-Counter bestimmt.

2.2.4 Durchflusszytometrie

Aufgereinigte B-CLL Zellen in einer Menge von 5 × 105 Zellen/ml wurden in

24well Platten in einem Gesamtvolumen von 2 ml in Medium alleine oder zu-
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sammen mit DSP30 (1 µM) und IL-2 (100 U/ml) kultiviert. Zur Bestimmung

der lactacystinabhängigen Apoptoseinduktion wurde Lactacystin in einer anstei-

genden Konzentration von 0,63 µM - 10 µM zu den Ansätzen titriert, diese für

24 Stunden im Brutschrank inkubiert, im Anschluss daran 5 Minuten bei 1.400

U/min zentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen, in Facscanröhrchen überführt

und in 500 µl Annexinpuffer pro Ansatz zusammen mit 1 µl Annexin-FITC Stock

Lösung und 5 µl PI in einer Konzentration von 20 µg/ml aufgenommen. Nach

10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur unter lichtgeschützten Bedingungen

wurden die Proben zur Bestimmung des Transportes von Phosphatidylserin zur

äusseren Membran mittels eines Durchflusszytometers der Marke Coulter analy-

siert, wobei jeweils 5.000 Counts gemessen wurden.

Zur Analyse des mitochondrialen Membranpotentials ∆Ψm wurden die Zellen

bei gleichem Ansatz für 30 Minuten vor Entnahme aus der Kultur bei 370C mit

3,3’-Dihexyl-oxacarbocyanin Iodid (DiOC6(3)) in einer Konzentration von 20 nM

inkubiert, anschliessend aus der Kultur entnommen, 5 Minuten bei 1.400 U/min

zentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen, in Facscanröhrchen überführt, in 500 µl

Annexin Puffer zusammen mit 5µl PI in einer Konzentration von 20 µg/ml auf-

genommen und mittels Durchflusszytometrie analysiert, 5.000 Counts messend .

Zur Untersuchung der Induktion genomischer DNA Strangbrüche durch Lacta-

cystin wurde der ApoAlertTM DNA Fragmentation Assay Kit Direct der Firma

BD Biosciences Clontech verwendet. Dazu wurden aufgereinigte B-CLL Zellen

in einer Menge von 1 × 106 Zellen/ml in 24well Platten alleine oder zusammen

mit DSP30 (1 µM) und IL-2 (100 U/ml) kultiviert. Lactacystin wurde in einer

Konzentration von 2,5 µM zugegeben. Nach 24h erfolgte die Weiterverarbeitung

nach dem ApoAlertTM Direct Protokoll mit abschließender Analyse im Durch-

flusszytometer, 5.000 Counts messend.

Zur Untersuchung der Lactacystinwirkung bei zeitversetzter Zugabe wurden B-
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CLL Zellen in einer Menge von 5×105 Zellen/ml in 24well Platten mit DSP30

(1 µM) und IL-2 (100 U/ml) stimuliert in Kultur genommen. Lactacystin wurde

in einer Konzentration von 2,5 µM sofort, nach 12 oder nach 24 Stunden zu den

Ansätzen hinzugegeben und mit stimulierten B-CLL Zellen ohne Lactacystinzu-

gabe verglichen. Nach 48 Stunden wurden die Zellen aus der Kultur entnommen,

5 Minuten bei 1.400 U/min zentrifugiert, einmal in PBS gewaschen, in Facsc-

anröhrchen überführt und in 500 µl Annexinpuffer pro Ansatz zusammen mit

1 µl Annexin-FITC Stock Lösung und 5 µl PI in einer Konzentration von 20

µg/ml aufgenommen. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur unter

lichtgeschützten Bedingungen wurden die Proben mittels Durchflusszytometrie

analysiert, jeweils 5.000 Counts messend.

Zur Überprüfung des Apoptoseverhaltens bei Zugabe von z-VAD.fmk, einem Pan-

caspaseinhibitor, wurden B-CLL Zellen in einer Menge von 5×105 Zellen/ml (An-

nexin Assay, mitochondriales Membranpotential) bzw. 1×106 Zellen/ml (ApoDi-

rect Assay) in 24well Platten kultiviert und mit z-VAD.fmk in einer Konzentra-

tion von 50 µM eine Stunde vorinkubiert, im Anschluss daran in Medium alleine

belassen oder mit DSP30 (1 µM) und IL-2 (100 U/ml) stimuliert, und Lacta-

cystin in einer Konzentration von 2,5 µM zu nichtstimulierten und stimulierten

Ansätze hinzugegeben. Als Kontrolle dienten nichtstimulierte und stimulierte B-

CLL Zellen ohne Zugabe von z-VAD.fmk beziehungsweise Lactacystin. Nach 24

Stunden wurden die Ansätze aus der Kultur entnommen, 5 Minuten bei 1.400

U/min zentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen, in Facscanröhrchen überführt

und in 500 µl Annexinpuffer pro Ansatz, zusammen mit 1 µl Annexin-FITC Stock

Lösung und 5 µl PI in einer Konzentration von 20 µg/ml aufgenommen. Nach 10

minütiger Inkubation bei Raumtemperatur unter lichtgeschützten Bedingungen

wurden die Ansätze mittels Durchflusszytometrie analysiert, wobei jeweils 5.000

Ereignisse gemessen wurden.
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2.2.5 Immunoblots

Zur Untersuchung zellulärer Proteine mittels Immunolot wurden B-CLL Zellen in

einer Menge von 1×107 Zellen/ml bei einer Gesamtzellzahl pro Ansatz von 5 bis

10×107 Zellen in 6well Platten in Medium alleine oder zusammen mit DSP30 (1

µM) und IL-2 (100 U/ml) kultiviert und mit Lactacystin in einer Konzentration

von 2,5 µM inkubiert. Bei den Untersuchungen der Hemmung von Procaspase

3 durch z-VAD.fmk, und der Hemmung der bax Cleavage durch Calpeptin wur-

den die Proben zusätzlich mit z-VAD.fmk in einer Konzentration von 50 µM

oder Calpeptin einer Konzentration von 100 µM vorinkubiert. Nach 12 oder 24

Stunden wurden die Ansätze aus der Kultur entnommen, 5 Minuten bei 1.400

U/min zentrifugiert, einmal in PBS gewaschen, und anschliessend bis zur weite-

ren Verarbeitung in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -800C in 50 ml

Röhrchen tiefgefroren. Zur Weiterverarbeitung wurden die einzelnen Ansätze in

50 µl eiskaltem Lysis Puffer (siehe Kapitel 2.1.3 Puffer auf Seite 24) aufgenom-

men, in ein 1,5 ml Tube übernommen, mit einer Eppendorf 20 - 200µl - Pipette

bis zum Aufschäumen der Proben resuspendiert, 20 Minuten auf Eis gelegt, bei

12.000 U/min 20 Minuten zentrifugiert und die Überstände (50 µl) zusammen

mit 50 µl Loading Buffer in 2 1,5 ml Tubes überführt. 10 µl zur Proteinmen-

genbestimmung wurden pro Ansatz separat in ein 1,2 ml Tube pipettiert. Die

50 µl Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -200C tiefgefroren. Die

Bestimmung der Proteinmenge erfolgte anhand der Bio-Rad Assay Methode an

einem Photometer der Firma Bio Tek. Zur Erstellung von Immunoblots wurden

die Proben zuerst 10 Minuten bei 950C aufgekocht und anschließend für 10 Mi-

nuten bei 14.000 U/min zentrifugiert. Um einen gleichmäßigen Proteinanteil in

allen Proben zu erreichen, wurden diese je nach einzeln ermitteltem Proteinan-

teil im Bio Rad Assay, mit einer entsprechenden Menge an Loading Buffer auf
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insgesamt 40 µl pro Probe verdünnt und in einer Menge von 60 µg Protein pro

40 µl auf ein 12% -iges SDS-Agarosegel bestehend aus Sammelgel und Trenngel,

(siehe 2.1.4 Agarosegele auf Seite 15), aufgetragen. Als Marker diente Full range

RainbowT M Molecular weight marker. In einer Elektrophoresekammer gefüllt mit

1% Running Buffer liefen die Proben bei einer Voltzahl von 28V über Nacht ins

Gel und wurden am nächsten Tag in einer Tansferkammer 40 Minuten bei 800

mA auf PVDF Membranen transferiert. Nach dem Transfer wurden die Membra-

nen in je 20 ml einer Lösung aus 20 ml PBS-Tween 1% + 1 g/20 ml Skim Milk

Powder 60 Minuten bei 370C geblockt und anschließend 3×10 Minuten mit PBS

+ 1% Tween gewaschen. Danach wurden die Membranen 2 Stunden bei Raum-

temperatur mit einem für das zu untersuchende Protein spezifischen primären

Mouse oder Rabbit Antikörper in einer Verdünnung von 1:2000, aufgelöst in 20

ml PBS-Tween 1% +1 g/20 ml Skim Milk Powder pro Membran, inkubiert. Nach

erneutem 3 × 10 minütigem Waschen mit PBS + 1% Tween wurden die Mem-

branen mit einem Sekundärantikörper spezifisch für Mouse oder Rabbit, in einer

Verdünnung von 1:10000, aufgelöst in 20 ml PBS-Tween 1% + 1 g/20 ml Skim

Milk Powder, für 45 Minuten inkubiert. Nach nochmaligem 3 × 10 minütigem

Waschen, den letzten Waschschritt nur mit PBS ohne Tween durchführend, wur-

den die Membranen kurz in 2 ml Super Signalr Chemolumineszenz Substrat der

Stärke Femto, Dura oder Pico getaucht und anschließend in der Dunkelkammer

in einem Hyperprocessor auf Chemolumineszenzfilme geblotet.

2.2.6 Statistische Analysen

Statistische Signifikanzen wurden durch Verwendung gepaarter T - Tests ermit-

telt. P - Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.



3. Ergebnisse

3.1 Lactacystin inhibiert die Proliferation

aktivierter B-CLL Zellen

Die Stimulation von B-CLL Zellen mit dem CpG-Oligonukleotid DSP30 zusam-

men mit IL-2 löst eine erhebliche Proliferationszunahme dieser Zellen aus [Decker

T et al (2), 2000].

Um den Effekt von Lactacystin auf das Proliferationsverhalten aktivierter B-CLL

Zellen zu untersuchen, wurden diese mit DSP30 und IL-2 stimuliert und mit einer

ansteigenden Konzentration von Lactacystin versetzt (0,63µM bis 10µM). Nach

72 Stunden Inkubationszeit wurden die Ansätze mit 1 µCu 3H-Thymidin/well

gepulst, und nach weiteren 8 Stunden Inkubationszeit das Proliferationsverhal-

ten anhand von Proliferationsassays bestimmt. Bereits Konzentrationen von 1,25

µM Lactacystin führen zu einer deutlichen Inhibition der Proliferation stimu-

lierter B-CLL Zellen. Konzentrationen von 2,5 µM Lactacystin inhibieren die

Proliferation zu nahezu 100%. Ein repräsentatives Ergebnis dieser Versuche ist

in Abbildung 3.1 auf Seite 35 dargestellt. Als Kontrolle dienten nichtstimulierte

B-CLL Zellen.

26
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3.2 Lactacystin beeinflusst wichtige

zellzyklusregulierende Proteine

Die Inkubation von stimulierten B-CLL Zellen mit Lactacystin hat Änderungen

der Expression wichtiger zellzyklusregulierender Proteine zur Folge.

Aufgereinigte B-CLL Zellen, stimuliert mit DSP30 und IL-2 befanden sich mit

oder ohne Lactacystin einer Konzentration von 2,5 µM für 12 Stunden oder 24

Stunden in Kultur. Die Konzentration für Lactacystin wurde aus den vorange-

gangenen Proliferationsuntersuchungen (siehe Abbildung 3.1 auf Seite 35) als die

optimale Konzentration zur Hemmung der Proliferation sowie Beeinflussung des

Zellzyklus gewählt. Durchgeführte Immunoblots der Proteine p27, Zyklin D2, Zy-

klin D3, CDK2, CDK4, und Zyklin E, dargestellt in Abbildung 3.2 auf Seite 36,

zeigen die Herabregulation des CDK Inhibitors p27 im Verlauf der Stimulation

der B-CLL Zellen mit DSP30 und IL-2. Zusätzliche Inkubation mit Lactacystin

führt zur Akkumulation von p27. Die Stimulation mit DSP30 und IL-2 hat zu-

dem eine Hochregulation von Zyklin D2 und Zyklin D3 zur Folge, welche beide

dazu in der Lage sind das RB Protein in vitro zu phosphorylieren [Decker T

et al, 2002]. Durch Inkubation mit Lactacystin wird die Hochregulation beider

Proteinen verhindert. Die Expression von CDK2, CDK4, und Zyklin E bleibt

im Gegensatz dazu im Verlauf der Stimulation mit DSP30 und IL-2, mit oder

ohne Zugabe von Lactacystin unverändert. Untersuchungen an nichtstimulierten

B-CLL Zellen, dargestellt als Immunoblot in Abbildung 3.3 auf Seite 37, zeigen,

dass p27 im Gegensatz zu stimulierten B-CLL Zellen keine Regulationsänderung

erfährt. Die Expression bleibt sowohl mit als auch ohne Zugabe von Lactacystin

auf gleichem Niveau.
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3.3 Lactacystin induziert Apoptose bei B-CLL

Zellen

Die Inkubation von stimulierten und ruhenden B-CLL Zellen mit Lactacystin

beeinflusst das Apoptoseverhalten dieser Zellen in hohem Maße.

3.3.1 Annexin V

Abbildung 3.4 auf Seite 38 zeigt ein repräsentatives Ergebnis einer Facscananaly-

se, durchgeführt an ruhenden und stimulierten B-CLL Zellen, die sich 24 Stunden

mit oder ohne Lactacystin einer Konzentration von 2,5 µM in Kultur befanden.

Die Abbildung zeigt den Anteil annexinpositiver Zellen in Form eines Dichte-

blots. Die Zugabe von Lactacystin zu ruhenden als auch stimulierten B-CLL

Zellen bewirkt eine Verschiebung der Zelldichte in den annexinpositiven Bereich,

bei stimulierten B-CLL Zellen im dargestellten Beispiel eine Verschiebung von

anfangs 5,3% annexinpositiver Zellen hin zu 88,6% annexinpositiver Zellen, 24

Stunden nach Zugabe von Lactacystin. In Abbildung 3.5 auf Seite 39 ist das Er-

gebnis aus 8 Versuchen an B-CLL Zellen 8 verschiedener Patienten dargestellt.

Die Abbildung zeigt den Anteil annexinpositiver Zellen in Prozent, bei Inkuba-

tion ruhender und stimulierter B-CLL Zellen mit Lactacystin einer zunehmen-

den Konzentration (0,63 µM bis 10 µM) für 24 Stunden. Die Inkubation mit

Lactacystin führt bei ruhenden sowie stimulierten B-CLL Zellen bereits in ge-

ringen Konzentrationen zur Verschiebung der Zelldichte in den annexinpositiven

Bereich. Stimulierte B-CLL Zellen reagieren dabei sensibler auf gleiche Konzen-

trationen von Lactacystin als ruhende B-CLL Zellen. Bei einer Konzentration von

beispielsweise 1,25 µM findet sich ein prozentualer Anteil annexinpositiver Zellen

von circa 65% stimulierter B-CLL Zellen, und circa 41% ruhender Zellen. Eine



Ergebnisse 29

Konzentration von 2,5 µM hat eine Rate von knapp unter 90% annexinpositiver

stimulierter B-CLL Zellen zur Folge, im Vergleich zu circa 70% nichtstimulierter

B-CLL Zellen. Die Untersuchungen wurden auch an stimulierten sowie nichtsti-

mulierten peripheren nichtmalignen B-Lymphozyten durchgeführt. Diese Zellen

weisen eine erheblich geringere Sensibilität gegenüber Lactacystin auf als die ma-

lignen Zellen. Bei einer Konzentration von beispielsweise 2,5 µM findet sich ein

prozentualer Anteil annexinpositiver Zellen von knapp unter 40% bei normalen

nichtstimulierten B-Lymphozyten beziehungsweise circa 60% bei stimulierten B-

Lymphozyten, im Vergleich zu circa 70% bei ruhenden beziehungsweise knapp

unter 90% bei stimulierten B-CLL Zellen. Nichtmaligne Zellen weisen eine Rate

von ≥ 80% annexinpositiver Zellen erst bei Lactacystinkonzentrationen von >10

- 50 µM auf (siehe Abbildung 3.6 auf Seite 40). Die Verschiebung von Phos-

phatidylserin zur äusseren Membran beginnt etwa 6 Stunden nach Zugabe von

Lactacystin, repräsentativ dargestellt in Abbildung 3.7 auf Seite 41, und erreicht

ein Maximum nach 24 Stunden (siehe Abbildung 3.4 auf Seite 38) . Um die Fra-

ge zu klären ob der Zeitpunkt der Zugabe von Lactacystin Auswirkungen auf

das Ausmaß der induzierten Apoptose bei proliferierenden B-CLL Zellen haben

könnte, wurde Lactacystin zeitversetzt zu stimulierten B-CLL Zellen gegeben.

Abbildung 3.8 auf Seite 42 zeigt repräsentativ die zeitverzögerte Zugabe von

Lactacystin nach 12 und 24 Stunden zu stimulierten B-CLL Zellen im Vergleich

zur sofortigen Zugabe. Die Facscananalyse wurde durchgeführt nach 48 Stunden.

Lactacystin induziert sowohl zum Zeitpunkt 0, als auch nach 12 sowie nach 24

Stunden nicht signifikant unterschiedliche Annexinpositivraten, im Bereich von

75-90%.
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3.3.2 Mitochondriales Membranpotential ∆Ψm

Die Inkubation von stimulierten und ruhenden B-CLL Zellen mit Lactacystin

führt zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials dieser Zel-

len.

Die Zugabe von DiOcC6(3) zu ruhenden und mit DSP30 und IL-2 stimulierten B-

CLL Zellen nach 24 Stunden, repräsentativ dargestellt in Abbildung 3.9 auf Seite

43, zeigt, dass Lactacystin in einer Konzentration von 2,5 µM in der Lage ist, das

mitochondriale Membranpotential ruhender B-CLL Zellen zu 80% zu zerstören,

das stimulierter B-CLL Zellen zu nahezu 100%. Der Verlust des Membranpo-

tentials wird 6 Stunden nach Zugabe von Lactacystin erkennbar, repräsentativ

dargestellt in Abbildung 3.10 auf Seite 44.

3.3.3 Bcl-2, Bax, mcl-1 und bak

Das mitochondriale Membranpotential wird durch die Balance zwischen pro - und

antiapoptotischen Proteinen aufrechterhalten. In der vorliegenden Arbeit wurden

das antiapoptotische Protein bcl-2 und mcl-1 sowie die proapoptotischen Prote-

ine bax, bak, Caspase 3, Caspase 8 und Caspase 9 untersucht. Bcl-2 und sein

Gegenspieler bax werden als bedeutend für die Pathogenese der B-CLL beschrie-

ben [Hanada M et al, 1993] [Mc Conkey DJ et al, 1996]. Die Expression beider

Proteine wurde im Immunoblot untersucht. Das antiapoptotische Protein bcl-2,

dargestellt in den Abbildungen 3.12 und 3.13 auf Seite 46 und 47, zeigt weder

bei stimulierten noch bei ruhenden B-CLL Zellen im Verlauf der Inkubation mit

Lactacystin eine Änderung der Regulation. Im bax Immunoblot tritt sowohl bei

aktivierten (siehe Abbildung 3.12 auf Seite 46), als auch ruhenden B-CLL Zellen

(siehe Abbildung 3.13 auf Seite 47) ein prominentes, 18kDa grosses bax Cleavage

Produkt im Verlauf der Inkubation mit Lactacystin auf. Um die Zeitpunkte zu
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erfassen nach denen dieses Bax Cleavage Produkt zum ersten Mal sichtbar wird,

wurden Zeitkinetikversuche von 0 Stunden über 3, 6, 9 und 12 Stunden durch-

geführt. In Abbildung 3.15 auf Seite 49 ist ein Ergebnis repräsentativ dargestellt.

Aus diesen Versuchen geht hervor, dass die Cleavage von Bax bereits 6 Stunden

nach Inkubationsbeginn nachweisbar wird, im weiteren Verlauf jedoch prominen-

ter hervortritt.

Untersuchungen des antiapoptotischen Proteins mcl-1 sowie des proapoptotischen

Proteins bak zeigten eine verminderte Expression von mcl-1 bei stimulierten B-

CLL Zellen im Verlauf der Inkubation mit Lactacystin, bei ruhenden B-CLL

Zellen eine unveränderte Expression, dargestellt in den Abbildungen 3.12 und

3.13 auf den Seiten 46 und 47. Bak, ebenfalls dargestellt in den Abbildungen

3.12 und 3.13 akkumuliert im Fall stimulierter B-CLL Zellen durch die Inkubati-

on mit Lactacystin, bei ruhenden Zellen bleibt auch dieses Protein unverändert

exprimiert.

3.3.4 Caspase 3, Caspase 8 und Caspase 9

Die Inkubation von stimulierten B-CLL Zellen mit Lactacystin führt zur Cleava-

ge von Procaspase 3, Procaspase 8 und Procaspase 9.

Caspasen gehören zur Familie der Cysteinproteasen und werden als Modulatoren

der Endstrecke der Apoptose beschrieben. Erst kürzlich wurde gezeigt, dass Cas-

pasen an der medikamenteninduzierten Apoptosevermittlung bei B-CLL Zellen

beteiligt sind [Chandra et al, 1997] [Belosillo et al, 1997]. Im Immunoblot wird

nach Inkubation von stimulierten B-CLL Zellen mit Lactacystin, bei Procaspase

3 neben der 32kDa Bande ein prominentes 17-22kDa grosses Fragment sichtbar

(siehe Abbildungen 3.14 auf Seite 48). Dieses 17-22kDa Fragment tritt erstmals 6

Stunden nach Inkubationsbeginn auf, beispielhaft dargestellt in Abbildung 3.16
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auf Seite 50. Ebenso zeigen Procaspase 8 und Procaspase 9, repräsentativ darge-

stellt in Abbildung 3.14 auf Seite 48 bei Inkubation mit Lactacystin eine vermin-

derte Expression der Procaspaseform.

3.3.5 Z-VAD.fmk

Z-VAD.fmk, ein Pancaspase Inhibitor ist in der Lage die Cleavage von Procaspase

3 zu hemmen.

Da Caspasen eine wichtige Rolle im Verlauf der Apoptose spielen und ein promi-

nentes Cleavageprodukt durch die Inkubation von stimulierten sowie ruhenden

B-CLL Zellen mit Lactacystin im Immunoblot auftritt (siehe Abbildungen 3.12

und 3.13 auf Seite 46 und 47), wurde versucht durch Inkubation mit z-VAD.fmk

und der daraus resultierenden Hemmung der Cleavage von Procaspase 3 auch

die durch Lactacystin ausgelöste Apoptose der B-CLL Zellen zu beeinflussen.

Caspase 3 Immunoblots, beispielhaft dargestellt in Abbildung 3.16 und 3.17 auf

Seite 50 und 51, weisen durch Zugabe von z-VAD.fmk einen vollständigen Ver-

lust des 17kDa Caspase 3 Cleavageprodukts nach 12 beziehungsweise 24 Stunden

Inkubation mit Lactacystin auf. Im Annexinassay, repräsentativ dargestellt in

Abbildung 3.18 auf Seite 52 verringert die Inkubation mit z-VAD.fmk den Anteil

der annexinpositiven B-CLL Zellen, im Vergleich zu Zellen ohne Zugabe von z-

VAD.fmk, allerdings nur um knapp 50%. Durgeführte Tunel Assays, repräsentativ

dargestellt in Abbildung3.19 auf Seite 53, zeigen im Vergleich zu den Annexinas-

says eine Verminderung der DNA - Strangbruchrate bei zusätzlicher Inkubation

mit z-VAD.fmk, auf Werte, die bei Inkubation ohne Lactacystin gefunden werden.
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3.3.6 Calpeptin

Die Cleavage von Bax wird beeinflusst durch Calpaine [Wood DE et al, 1998] [Gao

G et al, 2000].

Calpaine gehören zu einer Familie von kalziumabhängigen Thiol-Proteasen,die

weit verbreitet sind in menschlichen Zellen. Es existieren sowohl gewebespezifi-

sche als auch ubiqutär vorkommende Formen von Calpainen. Durch Inkubati-

on mit Calpeptin, einem membranpenetrierenden Calpaininhibitor, wurde in der

vorliegenden Arbeit versucht, durch die Beeinflussung der Cleavage von Bax, die

durch Lactacystin induzierte Apoptose zu beeinflussen. Durchgeführte Bax Im-

munoblots, beispielhaft dargestellt in Abbildung 3.15 und 3.20 auf Seite 49 und 54

zeigen, dass durch Inkubation mit Calpeptin keine Hemmung der Bax Cleavage

erzielt werden konnte. Auch durch Inkubation der B-CLL Zellen mit z-VAD.fmk

kommt es zu keinem Cleavageverlust bei Bax.

3.4 Lactacystin beeinflusst die Regulation von p53

und p21

Als wichtiges Regulatorprotein der Apoptose wurde p53 im Verlauf der Arbeit

in Form von Immunoblots mehrfach untersucht. Abbildung 3.21 auf Seite 55

zeigt das repräsentative Ergebnis eines p53 Immunoblots, durchgeführt an B-CLL

Zellen nach 12 und 24 Stunden. Die Zellen wurden zusammen mit DSP30 und

IL-2 mit oder ohne Lactacystin in einer Konzentration von 2,5 µM inkubiert. Die

Stimulation mit DSP30 und IL-2 führt zunächst zu einer erhöhten Expression von

p53. Der längeren Stimulation von 48 bis 72 Stunden folgt allerdings eine erneute

Expressionsabnahme, repräsentativ dargestellt in Abbildung 3.22 auf Seite 56.

Bei zusätzlicher Inkubation mit Lactacystin kommt es zu einer Abnahme der
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Expression von p53 im Verlauf von 12 bis 24 Stunden (siehe Abbildung 3.21 auf

Seite 55).

P21W AF 1/Cip1 aus der Gruppe der CDK Inhibitoren besitzt die Eigenschaften

eines zyklinabhängigen Kinaseinhibitors. Bei den Untersuchungen von p21 in der

vorliegenden Arbeit in Form von Immunoblots (siehe Abbildung 3.23 auf Seite 57)

stellte sich heraus, dass die Stimulation von B-CLL Zellen mit DSP30 und IL-2 zu

einer Hochregulation von p21 führt. Bei zusätzlicher Inkubation mit Lactacystin

vermindert sich die Expression von p21 im Verlauf von 12 - 24 Stunden.
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3.5 Abbildungen
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Abbildung 3.1: Lactacystintitration im Proliferationsassay

Die Behandlung mit Lactacystin verhindert die Thymidinaufnahme aktivierter B-

CLL Zellen: Aufgereinigte B-CLL Zellen wurden in Medium alleine oder zusammen

mit DSP30 (1 µM) und IL-2 (100 U/ml) kultiviert und Lactacystin in angegebener

Konzentration hinzugegeben. Die 3H-Thymidinaufnahme wurde nach 3 Tagen in Kultur

als Dreifachbestimmung gemessen. Dargestellt ist ein repräsentatives Beispiel.
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Abbildung 3.2: Zellzyklusproteine im Immunoblot

Die Inkubation mit DSP30 und Interleukin 2 führt zu einer verminderten Ex-

pression von p27 und erhöhter Expression von Zyklin D2 und D3 bei stimulierten

B-CLL Zellen. Zusätzliche Inkubation mit Lactacystin führt zur p27 Akkumula-

tion und verminderter Expression von Zyklin D2 und D3: Aufgereinigte B-CLL

Zellen wurden für 12 oder 24 Stunden zusammen mit DSP30 (1 µM) und IL-2 (100

U/ml) mit oder ohne Lactacystin einer Konzentration von 2,5 µM in Kultur gegeben.

Die Proteinexpression wurde bestimmt mit murinen Antikörpern gegen p27, Zyklin D2,

Zyklin D3, CDK2, CDK4, und Zyklin E, bei einer Gesamtproteinmenge von 60 µg pro

Probe. Die Proteinbestimmung mittels der Bio-Rad Assay Methode stellte äquivalente

Proteinmengen in allen Proben sicher. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse der

durchgeführten Immunoblots.
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Abbildung 3.3: p27 im Immunoblot

Eine Verminderung der Expression von p27 zeigt sich bei stimulierten, nicht je-

doch bei ruhenden B-CLL Zellen im Verlauf der Inkubation mit Lactacystin: P27,

repräsentativ dargestellt bei ruhenden, in Medium alleine kultivierten B-CLL Zellen

zeigt keine Änderung der Regulation bei Inkubation mit oder ohne Lactacystin.

Zur Überprüfung der Proteingleichverteilung wurden, an dieser Stelle beispielhaft dar-

gestellt, zusätzlich zur Proteinbestimmung mittels des Bio Rad Assays, Actin Immu-

noblots durchgeführt.



Ergebnisse 38

� � � � � � � � � � � � � � ��� 	
�	
�	
	
�	
� � � � � � � � � � � � �� � � � � � � � �  � � ! � � " � � #$% &' (&' )&' *&' +&', - . . / 0 1 . 2 3 1 4 56 7 8 9: ; < : ; = : ; > : ; ? : ; @AB CD ECD FCDGCDHCDI J K K L M N K O P N Q R; S ; T U V W U V X U V Y U V Z U V [\] _̂ `_̂ a_̂ b_̂ c_̂ d e f f g h i f j k i l mV n V o
p q rs t u rv tw rx t y y z 8 9 { | z y 9} p rv tu p rq t q v rx tw q rx tx ~ r} t w w rq tx rq t

� � � � � � � � � � � � �� � � � � � � � � � �
� � � � � � �� � � � � � � � � �� � � �� � � � � � � � � � �

Abbildung 3.4: Annexin V Assay nach 24 Stunden

Lactacystin löst Apoptose aus bei ruhenden sowie stimulierten B-CLL Zellen:

Als repräsentatives Beispiel ist die prozentuale Verschiebung von B-CLL Zellen in den

annexinpositiven Bereich bei Stimulation mit Lactacystin sowohl bei ruhenden als auch

stimulierten B-CLL Zellen nach 24 Stunden gezeigt.
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Abbildung 3.5: Lactacystintitration im Annexinassay - 24 Stunden

.

Aktivierte B-CLL Zellen reagieren sensibler auf die Inkubation mit Lactacystin

als ruhende Zellen: Aktivierte (DSP30 und IL-2) und ruhende (Medium) B-CLL Zel-

len wurden mit Lactacystin in angegebener Konzentration für 24 Stunden inkubiert.

Der Phosphatidylserintransport zur äusseren Membran wurde anhand des Annexin V

Assays gemessen. Dargestellt ist der Prozentsatz an annexinpositiven Zellen +/− SEM

von B-CLL Zellen 8 verschiedener Patienten. Gepaarte t Tests für stimulierte versus

ruhende B-CLL Zellen wurden durchgeführt um signifikante Unterschiede zwischen ak-

tivierten und ruhenden B-CLL Zellen zu ermitteln. Der * markiert die Punkte an denen

der Unterschied signifikant war (p < 0.05).

(*1 p=0.007; *2 p=0.01; *3 p=0.005).
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Abbildung 3.6: Nichtmaligne B-Zellen, Lactacystintitration - 24 Stunden

Nichtmaligne B-Zellen reagieren weniger sensibel auf die Inkubation mit Lactacy-

stin als B-CLL Zellen: Aktivierte (DSP30 und IL-2) und ruhende (Medium) periphere

B-Lymphozyten wurden mit Lactacystin in angegebener Konzentration für 24 Stunden

inkubiert. Der Phosphatidylserintransport zur äusseren Membran wurde anhand des

Annexin V Assays gemessen. Dargestellt ist der Prozentsatz an annexinpositiven Zel-

len +/− SEM von B-Zellen 3 verschiedener Personen. Gepaarte t Tests für stimulier-

te versus ruhende B-Lymphozyten wurden durchgeführt um signifikante Unterschiede

zwischen ruhenden und aktivierten Zellen zu ermitteln. Der * markiert die Punkte an

denen der Unterschied signifikant war (p < 0.05) (*1 p=0.0015; *2 p=0.0061).
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Abbildung 3.7: Annexin V Assay nach 6 Stunden

.

Die Apoptoseinduktion durch Lactacystin wird bereits nach 6 Stunden sichtbar:

Als repräsentatives Beispiel ist die prozentuale Verschiebung von B-CLL Zellen in den

annexinpositiven Bereich in Form eines Dichteblots sowohl bei ruhenden als auch sti-

mulierten B-CLL Zellen nach einer Inkubationszeit mit Lactacystin von 6 Stunden

gezeigt.
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Abbildung 3.8: zeitversetzte Lactacystinzugabe im Annexinassay

Die zeitverzögerte Zugabe von Lactacystin bewirkt keine signifikanten Unterschie-

de bezüglich der Apoptoseauslösung bei aktivierten B-CLL Zellen: Aufgereinigte

B-CLL Zellen wurden zusammen mit DSP30 und IL-2 kultiviert. Lactacystin wur-

de sofort, nach 12 oder 24 Stunden in einer Konzentration von 2,5 µM zugegeben.

Repräsentativ dargestellt ist der prozentuale Anteil annexinpositiver Zellen nach 48

Stunden.
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Abbildung 3.9: ∆Ψm nach 24 Stunden - Facscananalyse

Die Apoptoseinduktion durch Lactacystin wird begleitet durch den Verlust des mit-

ochondrialen Membranpotentials: B-CLL Zellen, in Medium alleine oder zusammen

mit DSP30 und IL-2 stimuliert, befanden sich 24 Stunden mit oder ohne Lactacystin in

Kultur. 30 Minuten vor Entnahme wurden sie mit DIOC6(3) inkubiert und der Einfluss

von Lactacystin auf das mitochondriale Membranpotential im Durchflusszytometer er-

mittelt. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis.
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Abbildung 3.10: ∆Ψm nach 6 Stunden - Facscananalyse

Der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials wird erstmals sicht-

bar nach einer Lactacystin-Inkubationszeit von 6 Stunden: B-CLL Zellen, in Medi-

um alleine oder zusammen mit DSP30 und IL-2 stimuliert, befanden sich 6 Stunden mit

oder ohne Lactacystin in Kultur. 30 Minuten vor Entnahme wurden sie mit DIOC6(3)

inkubiert und der Einfluss von Lactacystin auf das mitochondriale Membranpotential

im Durchflusszytometer ermittelt. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis.
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Abbildung 3.11: Tunel Assay nach 24 Stunden - Facscananalyse

Die Inkubation mit Lactacystin führt zu DNA Strangbrüchen: Aufgereinigte B-CLL

Zellen wurden zusammen mit DSP30 und Interleukin 2 für 24 Stunden mit oder ohne

Zugabe von Lactacystin einer Konzentration von 2,5 µM inkubiert. Die DNA Strang-

bruchrate wurde mit Hilfe des Tunelassays, repräsentativ dargestellt als Facscananalyse,

ermittelt.
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Abbildung 3.12: Bcl-2, bax, mcl-1 und bak stimulierter B-CLL Zellen im Immu-

noblot

Inkubation mit DSP30 und Interleukin 2 führt zur Akkumulation von mcl-1 bei

unveränderter Expression von bcl-2 und bax mit minimaler Expression von bak.

Zusätzliche Inkubation mit Lactacystin führt zur Cleavage von bax, verminderter

Expression von mcl-1 und Akkumulation von bak bei unveränderter Expression

von bcl-2: Aufgereinigte B-CLL Zellen wurden für 12 oder 24 Stunden zusammen mit

DSP30 und IL-2 mit oder ohne Lactacystin inkubiert. Repräsentativ dargestellt ist die

Expression von bcl-2, bax, mcl-1 und bak im Immunoblot bei einer Proteinmenge von

60 µg pro Probe.
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Abbildung 3.13: Bcl-2, bax, mcl-1 und bak ruhender B-CLL Zellen im Immuno-

blot

Inkubation nichtstimulierter B-CLL Zellen mit Lactacystin führt zur Cleavage

von bax bei sonst unveränderter Expression von bcl-2, mcl-1 und bak im Vergleich

zur Inkubation ohne Lactacystin: Aufgereinigte B-CLL Zellen wurden für 12 oder 24

Stunden in Medium mit oder ohne Lactacystin inkubiert. Repräsentativ dargestellt ist

die Expression von bcl-2, bax, mcl-1 und bak im Immunoblot bei einer Proteinmenge

von 60 µg pro Probe .
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Abbildung 3.14: Caspase 3, 8 und 9 stimulierter B-CLL Zellen im Immunoblot

Inkubation mit Lactacystin führt zur Cleavage von Procaspase 3 sowie zur ver-

minderten Expression von Procaspase 8 und 9 bei stimulierten B-CLL Zellen im

Vergleich zur Inkubation ohne Lactacystin: Aufgereinigte B-CLL Zellen wurden für

12 oder 24 Stunden zusammen mit DSP30 und IL-2 mit oder ohne Lactacystin einer

Konzentration von 2,5 µM inkubiert. Repräsentativ dargestellt ist die Expression von

Caspase 3, 8 und 9 im Immunoblot bei einer Proteinmenge von 60 µg pro Probe.
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Abbildung 3.15: Bax, 3 - 12 Stunden im Immunoblot

Die Cleavage von Bax ist bereits nach 6 Stunden Inkubationszeit mit Lactacystin

nachweisbar: Aufgereinigte B-CLL Zellen wurden, stimuliert mit DSP30 und IL-2,

zusammen mit 2,5 µM Lactacystin für 3 - 12 Stunden inkubiert. Zusätzlich wurde ein

Teil zuvor mit z-VAD.fmk und Calpeptin vorbehandelt. Die Expression von bax ist

repräsentativ dargestellt als Immunoblot bei einer Proteinmenge von 60 µg pro Probe.
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Abbildung 3.16: Caspase 3, 3 - 12 Stunden im Immunoblot

Die Cleavage von Procaspase 3 ist 6 Stunden nach Inkubation mit Lactacystin

nachweisbar: Aufgereinigte B-CLL Zellen, stimuliert mit DSP30 und IL-2, wurden

zusammen mit 2,5 µM Lactacystin für 3 - 12 Stunden inkubiert. Zusätzlich wurde ein

Teil mit z.VAD.fmk und Calpeptin vorbehandelt. Die Expression von Caspase 3 ist

repräsentativ dargestellt als Immunoblot bei einer Proteinmenge von 60 µg pro Probe.
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Abbildung 3.17: Caspase 3 mit Calpeptin und z-VAD.fmk im Immunoblot

Inkubation mit z-VAD.fmk hemmt die Cleavage von Procaspase 3: Aufgereinigte

B-CLL Zellen wurden für 24 Stunden zusammen mit DSP30 und IL-2 mit oder

ohne Lactacystin inkubiert. 1 Stunde zuvor wurde ein Teil mit z-VAD.fmk oder

Calpeptin vorbehandelt. Die Expression von Caspase 3 ist repräsentativ dargestellt als

Immunoblot bei einer Proteinmenge von 60 µg pro Probe.
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Abbildung 3.18: Annexinassay bei Vorinkubation mit z-VAD.fmk - 24 Stunden

Die zusätzliche Inkubation mit dem Pancaspaseinhibitor z-VAD.fmk kann die lac-

tacystinvermittelte Apoptose nur zum Teil inhibieren: Aufgereinigte B-CLL Zellen

wurden für 24 Stunden in Medium alleine oder zusammen mit DSP30 und IL-2 mit

oder ohne Lactacystin inkubiert. 1 Stunde vor Stimulationsbeginn wurde den Zellen

z-VAD.fmk, ein Pancaspaseinhibitor zugegeben. Diese Ansätze wurden verglichen mit

ruhenden und stimulierten B-CLL Zellen ohne z-VAD.fmk Inkubation. Dargestellt ist

ein repräsentatives Beispiel einer durchflusszytometrischen Untersuchung.
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Abbildung 3.19: Tunel Assay versus Annexinassay nach 24 Stunden - Facscana-

lyse

Die zusätzliche Inkubation mit dem Pancaspaseinhibitor z.VAD.fmk verhindert

DNA Strangbrüche im Tunelassay: Aufgereinigte B-CLL Zellen wurden für 24 Stun-

den zusammen mit DSP30 und IL2 mit oder ohne Lactacystin einer Konzentration

von 2,5 µM inkubiert. 1 Stunde vor Inkubationsbeginn wurde den Zellen z-VAD.fmk,

ein Pancaspaseinhibitor zugegeben. Diese Ansätze wurden verglichen mit stimulierten

B-CLL Zellen ohne z-VAD.fmk Inkubation. Dargestellt ist ein repräsentatives Beispiel

einer durchflusszytometrischen Untersuchung, wobei Annexinassay und Tunelassay mit-

einander verglichen wurden.
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Abbildung 3.20: Bax mit Calpeptin und z-VAD.fmk im Immunoblot

Die Inkubation mit z-VAD.fmk und Calpeptin kann die Cleavage von Bax nicht

verhindern: Aufgereinigte B-CLL Zellen wurden für 24 Stunden zusammen mit

DSP30 und IL-2 mit oder ohne Lactacystin kultiviert.1 Stunde zuvor wurde ein Teil

mit z-VAD.fmk oder Calpeptin vorbehandelt. Die Expression von bax ist repräsentativ

dargestellt als Immunoblot bei einer Proteinmenge von 60 µg pro Probe.
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Abbildung 3.21: p53, 12-24 Stunden im Immunoblot

P53 wird durch Stimulation mit DSP30 und IL-2 vermehrt, durch zusätzliche

Inkubation mit Lactacystin vermindert exprimiert: Aufgereinigte B-CLL Zellen

wurden zusammen mit DSP30 und IL-2 mit oder ohne Lactacystin für 12 oder 24

Stunden inkubiert. Die Expression von p53 ist repräsentativ dargestellt als Immunoblot

bei einer Proteinmenge von 60 µg pro Probe.
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Abbildung 3.22: p53, 12-72 Stunden im Immunoblot

P53 wird durch Stimulation mit DSP30 und IL-2 im Verlauf von 12-24 Stunden

vermehrt exprimiert, bei fortführender Stimulation wieder vermindert exprimiert:

Aufgereinigte B-CLL Zellen wurden zusammen mit DSP30 und IL-2 für 12 bis 72

Stunden inkubiert. Die Expression von p53 ist repräsentativ dargestellt als Immunoblot

bei einer Proteinmenge von 60 µg pro Probe.
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Abbildung 3.23: p21 im Immunoblot

P21 wird durch Stimulation mit DSP30 und IL-2 vermehrt, durch zusätzliche In-

kubation mit Lactacystin vermindert exprimiert: Aufgereinigte B-CLL Zellen wur-

den zusammen mit DSP30 und IL-2 mit oder ohne Lactacystin für 12 oder 24 Stunden

inkubiert. Die Expression von p21 ist repräsentativ dargestellt als Immunoblot bei einer

Proteinmenge von 60 µg pro Probe.



4. Diskussion

B-CLL Zellen reagieren sehr sensibel auf die Inhibition des Proteasoms durch Pro-

teasomeninhibitoren [Wang X et al, 1998] [Chandra et al, 1997]. Masdehors et

al [Masdehors et al, 2000] konnten zeigen, dass der spezifische Proteasomeninhibi-

tor Lactacystin bereits in niedriger Konzentration von 2,5µM in der Lage ist bei

B-CLL Zellen Apoptose auszulösen, nicht jedoch bei normalen B-Lymphozyten,

wo Konzentrationen von 50 µM und mehr an Lactacystin benötigt wurden um

ähnliche Effekte zu erzielen (siehe auch Abbildung 3.5 auf Seite 39). Die erhöhte

Sensibilität der malignen B-CLL Zellen in Bezug auf die Inhibition des Pro-

teasoms wird mit der erhöhten Aktivität des Ubiquitin-Proteasomen Abbauweges

bei der B-CLL in Zusammenhang gebracht [Masdehors et al, 2000].

Aufgrund der fortschreitenden Akkumulation maligner B-Zellen trotz der proli-

ferativen Inaktivität dieser Zellen im peripheren Blut, wurde die Theorie proli-

ferierender B-CLL Zellen, vorkommend in sogenannten Proliferationszentren in

Lymphknoten und Knochenmark, näher untersucht [Decker T et al, 2002]. Die-

ser Pool an proliferierenden B-CLL Zellen könnte den Pool der inaktiven B-CLL

58
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Zellen im peripheren Blut der Patienten immer neu auffüllen [Granziero L et al,

1997], und damit die Progression der Erkrankung fördern. Um das Ansprechen

auf Therapeutika zu verbessern darf die Therapie der B-CLL nicht nur im Hin-

blick auf den proliferativ inaktiven Teil der malignen Zellen im peripheren Blut

ausgerichtet werden, sondern es muss im besonderen Maße der proliferierende

Anteil in Lymphknoten und Knochenmark ins Auge gefasst werden.

Da die Auswirkungen der Inhibition des Proteasoms auf Zellen abhängig sind

vom Zelltyp und dem Aktivierungsgrad der Zellen [Zhang XM et al, 1999] [Drex-

ler HCA, 2000] [Hirsch T et al, 1998], wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt

der Proteasomeninhibition durch Lactacystin auf ruhende B-CLL Zellen mit den

Wirkungen von Lactacystin auf ein in vitro Modell aktivierter B-CLL Zellen ver-

glichen [Fentany G et al, 1998] [Decker T et al (2), 2000].

Ergebnisse der Proliferationsuntersuchungen, als repräsentativer Versuch darge-

stellt in Abbildung 3.1 auf Seite 35, zeigen, dass eine Inhibition der Proliferation

aktivierter B-CLL Zellen bei Lactacystinkonzentrationen von 0,63 µM messbar

wird, eine Konzentration von 1,25 µM an Lactacystin die Proliferation bereits zu

über 90 % inhibiert, und Lactacystinkonzentrationen von 2,5 µM einen nahezu

100 %igen Proliferationsstop der aktivierten B-CLL Zellen zur Folge haben. Die

Ursachen des Verlustes der proliferativen Aktivität der stimulierten B-CLL Zel-

len wird in Verbindung gebracht mit der Beeinflussung der Regulation wichtiger

Zellzyklusproteine durch die Inhibition des Ubiquitin- Proteasomenabbauweges.

Die Phasen des Zellzyklus (G0, G1, S, G2, M) sind charakterisiert durch das Zu-

sammenwirken verschiedener Zykline sowie zyklinabhängiger Kinasen, die deren

Ablauf regulieren. Die G1 Phase des Zellzyklus wird abhängig vom Zelltyp durch

die Expression von Zyklin D1, D2, D3, assoziiert an die zyklinabhängigen Kina-

sen CDK4 und CDK6 reguliert [Sherr CJ, 1993]. Ein Substrat der zyklinabhängi-

gen Kinasen ist das Retinoblastom Protein (RB), das nach Phosphorylierung
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den Transkriptionsfaktor E2F aus der Bindung entlässt. E2F wiederum aktiviert

wichtige für die S-Phase benötigte Gene. Die weitere Regulation erfolgt durch

Aktivierung von Zyklin E/CDK2 am G1/S Übergang, Zyklin A/CDK2 während

der S-Phase und Zyklin B/CDK1 vor der Mitose [Nurse P, 1994]. Negativregu-

latoren des Zellzyklus sind zwei Familien von CDK-inhibitorischen Proteinen:

Die Mitglieder der INK4 Familie (p15, p16, p18 und p19) binden und blockieren

CDK4 und CDK6. Dadurch werden die zyklinabhängigen Kinasen an der Phos-

phorylierung ihrer Substrate gehindert. Die zweite Familie der CDK-Inhibitoren

besteht aus mindestens drei Proteinen (p21W AF 1/Cip1, p27Kip1 und p57Kip2 ).

Diese Gruppe von CDK Inhibitoren spielt eine entscheidende Rolle bei der For-

mierung von Zyklin-CDK Komplexen [Hirama T et al, 1995]. P21 wird durch

p53 reguliert und stellt einen wichtigen Effektor des p53 vermittelten Zellzyklus-

arrests dar [El-Deiry WS et al, 1993]. P53 Mutationen sind die häufigsten in

humanen Tumoren gefundenen Mutationen. Auch bei der B-CLL sind Altera-

tionen von p53 bei 20 % der Patienten beschrieben und werden als ungünstiger

Prognosefaktor bewertet [Döhner H et al, 1995]. Andererseits scheint p27 eine

entscheidende Rolle in der Kontrolle des G1 Restriktionspunkts zu spielen. In

ruhenden Zellen ist der p27 Spiegel hoch (Abbildung 3.3 auf Seite 37) und fällt

bei Eintritt in den Zellzyklus (Abbildung 3.2 auf Seite 36) [Kato J et al, 1994] ab.

Zellen von Patienten mit erhöhter p27 Expression gehen in vitro einher mit ver-

minderter Apoptose dieser Zellen. Hier deutet sich ein Zusammenhang zwischen

frühem Zellzyklusarrest und verminderter Apoptose an [Vrhovac R et al, 1998].

Neben der erhöhten p27 Expression ist eine Überexpression von Zyklin D2, das

in der frühen Phase der G1 Progression eine Rolle spielt, bei B-CLL Patienten

beschrieben [Delmer A et al, 1995]. Die Aktivierung von B-Zellen durch Antigen,

Zellkontakte oder Zytokine ist ein komplexer Vorgang, der zu Zellproliferation,

Differenzierung oder Apoptose führen kann [Sherr CJ, 1993]. Über Signaltrans-
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duktionswege, die die Expression von zellzyklusregulierenden Proteinen (der sog.

delayed early genes) kontrollieren, ist bei normalen oder malignen B-Zellen bisher

wenig bekannt. Die Regulation der Zyklin D1 Expression ist in Zellinien solider

Tumoren und Normalgewebe vergleichsweise gut untersucht und wird durch den

Ras/MAP-Kinasen Weg [Danen EH et al, 2000] [Bakiri L et al, 2000] und durch

die Stat Transkriptionsfaktoren reguliert [Sinibaldi D et al, 2000] [Matsumura I

et al, 1999]. Auch Zyklin D2 wird durch verschiedene Signaltransduktionswege

reguliert. Neben dem Src- und MAP-Kinasen Weg [Dey A et al, 2000] spielt auch

c-Myc eine wichtige Rolle [Bouchard C et al, 1999] [Coller HA et al, 2000]. Die Re-

gulation der Zyklin D3 Expression ist demgegenüber weniger gut untersucht. Eine

wichtige Rolle scheint die p70s6 Kinase zu spielen [Fluckinger AC et al, 1992].

Die Gegenspieler der D-Typ Zykline, die CDK-Inhibitoren p21 und p27 werden

überwiegend posttranskriptionell durch Abbau über den Ubiquitin-Proteasomen

Weg reguliert [Nguyen H et al, 1999] [Di Cunto F et al, 1998].

Die Untersuchungen der Zellzyklusregulation in der vorliegenden Arbeit umfas-

sten die Protein Zyklin D2, Zyklin D3, die zyklinabhängigen Kinasen CDK2 und

CDK4, die CDK Inhibitoren p21 und p27 sowie p53 im Hinblick auf den Einfluss

von Lactacystin auf deren Regulation sowohl bei ruhenden als auch bei stimulier-

ten B-CLL Zellen. Der CDK Inhibitor p27 (siehe Abbildung 3.2 auf Seite 36) zeigt

bei stimulierten B-CLL Zellen im Verlauf von 12 bis 24 Stunden eine deutliche

Abnahme der Expression. Bei zusätzlicher Inkubation mit Lactacystin akkumu-

liert p27. Demgegenüber kommt es zu keiner Regulationsänderung von p27 bei

ruhenden B-CLL Zellen (siehe Abbildung 3.3 auf Seite 37). Dies lässt den Schluss

zu, dass p27 bei proliferierenden B-CLL Zellen durch das Proteasom degradiert

wird, und so seinen inhibitorischen Einfluss auf die Zellzyklusprogression verliert.

Durch Inkubation mit Lactacystin kann diese Regulation blockiert werden, und

es kommt, wahrscheinlich mitbedingt durch die Akkumulation von p27 zur Beein-
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flussung der Zellzyklusregulation der stimulierten B-CLL Zellen mit Inhibierung

der weiteren Proliferation dieser Zellen (siehe 3.1 auf Seite 35). Während die Ex-

pression von CDK2, CDK4 und Zyklin E unverändert bleibt, wird die erhöhte

Expression von Zyklin D2 und D3, die bei stimulierten B-CLL Zellen im Verlauf

von 12 bis 24 Stunden erfolgt, durch die Inkubation mit Lactacystin blockiert

(siehe Abbildung 3.2 auf Seite 36). Dieses unerwartete Ergebnis steht möglicher-

weise im Zusammenhang mit der schnellen Apoptoseinduktion durch Lactacystin

innerhalb von 6 Stunden, (siehe Abbildungen 3.7, 3.10, 3.15 und 3.16 auf Seite

41, 43, 49 und 50), welche die Transkription von early response genes wie die der

D-Typ Zykline blockieren könnte. Diese Hypothese wird unterstützt durch die

Tatsache, dass Lactacystin in der Lage dazu ist, die generelle Transkriptionsma-

schinerie humaner Tumorzellinien zu hemmen [Mimnaugh EG et al, 1997].

Das Tumor Suppressor Protein p53 repräsentiert ein kernassoziiertes Protein

mit kurzer Halbwertszeit, dessen Akkumulation aufgrund von Stress, (zum Bei-

spiel Schädigung der DNA), eine zentrale proapoptotischen Rolle in der Zelle

spielt [Lowe SW et al, 1993], [Levine AJ, 1997], und als ein Substrat des Ubiquitin-

Proteasomenabbauweges bekannt ist [Lopes UG et al, 1997]. Der CDK Inhibitor

p21W AF 1/Cip1 ist als Inhibitor diverser Zyklin/CDK Komplexe beschrieben, ein-

geschlossen ZyklinA/CDK2, ZyklinB/Cdc2, ZyklinE/CDK2 und ZyklinD/CDK4.

P21 wird durch p53 reguliert und bei Stressituationen der Zelle wie zum Beispiel

nach Bestrahlung, durch p53 hochreguliert. Neben der Funktion als Inhibitor

wird p21 auch assoziiert als Zyklin/CDK/p21 Komplex beschrieben, während

diese Komplexe innerhalb des Zellzyklus aktiv sind [Zhang H et al, 1994] [Mi-

chieli P et al, 1994] [Nourse J et al, 1994] [Mantel C et al, 1996] [Halaban R

et al, 1998]. Zhang et al beschreiben, dass die aktiven Komplexe einzelne p21

Proteine enthalten, während die inaktiven Komplexe multiple p21 Proteine auf-

weisen. Untersuchungen von p53 und des CDK Inhibitors p21 in der vorliegenden
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Arbeit ergaben, dass beide Proteine durch die Stimulation mit DSP30 und IL-2

vermehrt exprimiert werden. Bei zusätzlicher Inkubation mit Lactacystin fehlt

diese vermehrte Expression, es kommt vielmehr zu einer Verminderung der Ex-

pression beider Proteine im Verlauf der Inkubation (siehe Abbildungen 3.21 und

3.23 auf Seite 55 und 57). Die eröhte Expression von p53 bei Stimulation mit

DSP30 und IL-2 kann als Reaktion auf die eingetretene Stresssituation inter-

pretiert werden, da bei längerer Inkubation von 12 bis 72 Stunden eine erneute

Abnahme der Expression erfolgt (siehe Abbildung 3.22 auf Seite 56). Die fehlen-

de, beziehungsweise verminderte Expression von p53 im Verlauf der Stimulation

mit Lactacystin kann ebenso wie bei den zellzyklusregulierenden Proteinen Zy-

klin D2 und D3 in der frühen Blockade von early response genes während der

Inkubation mit Lactacystin begründet sein. Die Resultate aus den p21 Immuno-

blots (siehe Abbildung 3.23 auf Seite 57), können zum einen die Regulation von

p21 durch p53 wiederspiegeln, jedoch auch die beschriebene Expressionszunahme

von p21 bei Aktivierung der Zelle im Sinne der Funktion eines Positivregulators

des Zellzykluses, die bei Inkubation mit Lactacystin verminderte Expression von

p21 zusätzlich den Zusammenhang mit der frühen Blockade von early response

genes.

Zu wichtigen, in der Zelle apoptoseregulierenden Proteinfamilien zählen Proteine

aus der Bcl-2 Genfamilie, der IAP-Genfamilie (siehe Kapitel 1.5 B-CLL Proli-

ferationszentren), der Familie der Caspasen und der Calpaine. Mitglieder aus

der Bcl-2 Familie sind Schlüsselregulatoren der Apoptose und modulieren die

Zelle sowohl antiapoptotisch (bcl-2, bcl-XL, mcl-1) sowie proapoptotisch (bax,

bak, bcl-XS) [Arch RH et al, 1998]. Bcl-2 ist dabei ein Acronym für B-cell

lymphoma/leukemia-2 gene. Dieses Gen wurde entdeckt im Zusammenhang mit

seiner Rolle bei malignen B-Zell Erkrankungen.

Einige low-grade non-Hodgkin Lymphome wie zum Beispiel das follikuläre Keim-
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zentrums - Lymphom sind charakterisiert durch Fehlregulation dieses Genlokus

aufgrund einer t(14;18) Translokation [Aisenberg AC et al, 1988], mit einer daraus

resultierenden hohen Expression des antiapoptotischen Bcl-2 Familienmitgliedes

bcl-2 [Hanada M et al, 1993]. Bei der chronischen lymphatischen Leukämie sind

Patienten nur in seltenen Fällen von der t(14;18) Translokation betroffen, die

Überexpression des bcl-2 Proteins findet sich jedoch auch dort in der überwie-

genden Mehrheit der Fälle [Hanada M et al, 1993] [Mc Conkey DJ et al, 1996].

Der Grund für die hohe Expression von bcl-2 bei der B-CLL ist bis heute noch

nicht gänzlich geklärt. Untersuchungen an B-CLL Zellen zeigen aber eine De- be-

ziehungsweise Hypomethylierung in der Promotorregion des Bcl-2 Gens [Hanada

M et al, 1993] [Raghobier S et al, 1991] [Rechavi G et al, 1989]. Dies könnte eine

Erklärung für die hohe Expressionsrate des bcl-2 Proteins darstellen, die auch als

eine Ursache der verlängerten Lebenszeit der malignen Klone diskutiert wird.

Einige der Bcl-2 Proteinfamilienmitglieder sind neben ihrem Vorkommen in der

Kernhülle und in Teilbereichen des endoplasmatischen Retikulums, in der äus-

seren Mitochondrienmembran lokalisiert [Adams JM et al, 1998] [Green DR et

al, 1998] [Gross A et al, 1999] und können dort die Freisetzung von Cytochrom

C beeinflussen. Bei Freisetzung von Cytochrom C werden Effektorcaspasen akti-

viert [Thornberry NA et al, 1998], welche wiederum eine Reihe wichtiger zellulärer

Zielproteine wie das Retinoblastom Protein (RB) [An B et al, 1996] [Tan X et

al, 1997], die poly (ADP-ribose) Polymerase (PARP) [Lazebnik Y et al, 1994],

Laminin [Lazebnik Y et al, 1995] und die DNA dependent protein kinase [Song

Q et al, 1996] beeinflussen. Die Freisetzung von Cytochrom C wird durch die

proapoptotischen Bcl-2 Mitglieder, wie bax, bad und bid induziert und durch

die antiapoptotischen Mitglieder bcl-2 und bcl-XL verhindert [Adams JM et al,

1998] [Green DR et al, 1998] [Gross A et al, 1999]. Dabei ist das Gleichgewicht der

einzelnen Gegenspieler wichtig für die Zellviabilität [Luo X et al, 1998] [Kirsch
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DG et al, 1999]. Der proapoptotische Effekt der Inhibition des Proteasoms wird in

Verbindung gebracht mit der daraus resultierenden Beeinflussung der Umsetzung

der proapoptotischen Bcl-2 Mitglieder, wie zum Beispiel bax und bak [Pagano M

et al, 1995] [Li B et al, 2000]. Zusätzlich dazu wird eine Cleavage des antiapopto-

tischen Proteins bcl-2 sowie die Anhäufung des proapoptotischen Cleavagepro-

duktes von bid (tbid) nach Inkubation mit Lactacystin beschrieben [Hideshima

T et al, 2000] [Breitschopf K et al, 2000]. In der vorliegenden Arbeit kam es bei

der Untersuchung von bcl-2 im Immunoblot, sowohl bei unstimulierten als auch

stimulierten B-CLL Zellen, mit oder ohne Lactacystininkubation zu keiner Regu-

lationsänderung oder Cleavage (siehe Abbildung 3.12 und 3.13 auf Seite 46 und

47). Es tritt jedoch ein prominentes bax Cleavage Produkt von 18kDa auf, darge-

stellt in Abbildung 3.12 und 3.13 auf Seite 46 und 47, das sowohl bei ruhenden als

auch stimulierten B-CLL Zellen im Verlauf der Inkubation mit Lactacystin sicht-

bar wird. Das antiapoptotische Protein mcl-1 wird bei stimulierten B-CLL Zellen

vermehrt exprimiert, die Inkubation mit Lactacystin verhindert diese Regulation.

Bei ruhenden B-CLL Zellen zeigt dieses Protein keine Regulationsänderung. Das

proapoptotische Protein bak akkumuliert bei stimulierten B-CLL Zellen im Ver-

lauf der Inkubation mit Lactacystin leicht, bei unstimulierten Zellen zeigt auch

dieses Protein keine Änderung der Regulation (siehe Abbildungen 3.12 und 3.13

auf Seite 46 und 47). Die Unterschiede der Regulation, abhängig vom Stimula-

tionstatus der Zellen, könnten die Bedeutung der Proteine mcl-1 und bak, oder

deren Verhältnis zueinander, bei proliferierenden B-CLL Zellen in der Kontrolle

der Apoptose beschreiben. Die unterschiedliche Regulation dieser beiden Proteine

bei ruhenden und stimulierten B-CLL Zellen könnte mit zur Erklärung beitragen,

warum die Inhibition des Proteasoms durch Lactacystin Unterschiede der Sensi-

bilität bei ruhenden und stimulierten B-CLL Zellen hervorruft (siehe Abbildung

3.5 auf Seite 39).
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Erst kürzlich wurde gezeigt, dass das 18kDa Cleavageprodukt von bax eine hohe

proapoptotische Aktivität aufweist im Vergleich zum 21kDa Baxprotein [Wood

DE et al, 2000]. Interessanterweise war die Fähigkeit des bax p/18 Proteinfrag-

mentes Zelltod auszulösen unabhängig von der Proteinexpression des bcl-2 Prote-

ins [Gao G et al, 2000]. Es wird beschrieben, dass die Cleavage von bax eine Folge

von Caspase und Calpain Aktivierung darstellt [Wood DE et al, 1998] [Wood DE

et al, 1999]. Die Familie der Caspasen, zu denen unter anderen Caspase 3 gehört,

repräsentiert eine Familie von Cysteinproteasen, die durch proteolytische Spal-

tung aktiviert werden [Nicholson DW et al, 1997], und ihre Substrate in einer

hoch sequenzspezifischen Weise (Aspartat in der P1 Position nötig) spalten [Co-

hen GM, 1997]. Zu den Substraten der Caspasefamilie gehören neben dem RB

Protein, strukturelle Proteine des Nucleus wie PARP (poly (ADP-ribose) Polyme-

rase) , und Proteine des Zytoskeletts (zum Beispiel Laminin und Gesolin). Durch

die Spaltung einiger dieser Caspasesubstrate treten charakteristische Änderungen

der Morphologie und der Biochemie innerhalb der Zelle auf, wie sie im Ablauf

der Apoptose beobachtet werden [Cryns V et al, 1998]. Caspase 3 zum Beispiel

vermittelt die Spaltung des DNA fragmentation factors, die zur Chromatin Kon-

densation und DNA Fragmentierung während der Apoptose führt [Liu X et al,

1997] [Liu X et al, 1998]. In der vorliegenden Arbeit kam es sowohl bei ruhenden

als auch stimulierten B-CLL Zellen im Verlauf der Inkubation mit Lactacystin

zu einer Cleavage von Caspase 3 in ein 17kDa Produkt (siehe Abbildungen 3.12

und 3.13 auf Seite 46 und 47). Sichtbar wird die Caspase 3 Cleavage nach einer

Inkubationszeit mit Lactacystin von 6 Stunden (siehe Abbildung 3.16 auf Seite

50).

Calpaine gehören zu einer Familie von kalziumabhängigen Cysteinproteasen von

denen zwei Isoenzyme, µ - und m -Calpain ubiquitär in der Zelle exprimiert

werden [Carafoli E et al, 1998]. Diese Enzyme sind heterodimer aufgebaut und
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bestehen aus einer katalytischen 80 kDa Untereinheit und einer 30 kDa Unter-

einheit deren Funktion noch unklar ist [Carafoli E et al, 1998]. Im Gegensatz

zu Caspasen sind Calpaine nicht strikt sequenzabhängig um ihre Substrate zu

spalten [Carafoli E et al, 1998], zu denen nukleäre Proteine wie p53 und Zyklin

D1 [Pariat M et al, 1997] [Choi YH et al, 1997], sowie Proteine, die mit dem

Zytoskelett und der Plasmamembran in Verbindung stehen, (zum Beispiel Talin

und der N-methyl- D-aspartate receptor) gehören [Yuan Y et al, 1997] [Bi X et

al, 1998]. Bax wird ebenfalls als ein Substrat von Calpainen diskutiert [Wood

DE et al, 1998]. Anders als Caspasen, die nur während der Apoptose aktiv sind,

werden Calpaine auch bei Prozessen die dem normalen Zellmetabolismus die-

nen [Choi YH et al, 1997] [Yuan Y et al, 1997] [Bi X et al, 1998] [Potter DA et al,

1998] [Musleh W et al, 1997], sowie bei der Modellierung des Actinzytoskeletts

bei der aktiven Zellbewegung gefunden [Potter DA et al, 1998].

In der vorliegenden Arbeit konnte eine partielle Inhibition der Apoptose durch

den Einsatz hoher Dosen des Pancaspaseinhibitors z-VAD.fmk erreicht werden,

(siehe Abbildung 3.18 auf Seite 52). Obwohl die Cleavage von Procaspase 3 durch

die Zugabe von z-VAD.fmk komplett inhibiert wird (siehe Abbildung 3.17 auf Sei-

te 51), kommt es lediglich zu einer Reduktion der Annexin-positiven Zellen im

Annexin Assay um circa 50 %. Dies lässt den Schluss zu, dass die Apoptosever-

mittlung durch Lactacystin bei der B-CLL nur zum Teil auf caspaseabhängigen

Wegen abläuft.

Die Cleavage von bax wird weder durch z-VAD.fmk noch durch die Inkubation

mit Calpeptin, einem Calpaininhibitor beeinflusst (siehe Abbildung 3.20 auf Sei-

te 54). Übereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit war z-VAD.fmk bei

einem transienten Transfektionssystem von humanen 293T Zellen nur teilweise in

der Lage die bax/p18 induzierte Apoptose zu hemmen, wo hingegen bei bax/p21

transfizierten Zellen eine komplette Blockierung der Apoptose gelang [Wood DE
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et al, 2000]. Dies lässt die Vermutung zu, dass die Akkumulation des proapopto-

tischen 18kDa bax Cleavageproduktes verursacht wird durch die Inhibition des

Proteasoms. Bax wird in diesem Zusammenhang auch als ein Ziel des Ubiquitin

- Proteasomen Abbauweges beschrieben [Pagano M et al, 1995] [Chang YC et

al, 1998]. Die proteasomenregulierte Degradierung von bax könnte somit einen

Überlebensmechanismus der B-CLL Klone darstellen.

Masdehors et al beschreiben, dass eine Inkubation von ruhenden B-CLL Zel-

len mit Lactacystin über 6 Stunden zu keiner bax Cleavage bei diesen Zellen

führt [Masdehors et al, 1999]. In der vorliegenden Arbeit konnte durch Zeitki-

netikversuche gezeigt werden, dass nach 6 Stunden Inkubation mit Lactacystin

das 18kDa bax Proteinfragment erstmals sichtbar wird, zu späteren Zeitpunk-

ten jedoch deutlicher zum Vorschein kommt (siehe Abbildung 3.15 auf Seite 49).

Das Auftreten des Cleavageproduktes stand in Verbindung mit dem Auftreten

von annexinpositiven Zellen im Annexinassay (siehe Abbildung 3.7 auf Seite 41),

dem Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und der Cleavage

von Caspase 3 (siehe Abbildung 3.10 und 3.16 auf Seite 43 und 50), sowohl bei

ruhenden als auch bei aktivierten B-CLL Zellen.

Aktivierte B-CLL Zellen reagieren sensibler auf die Inhibition des Proteasoms

durch Lactacystin als ruhende B-CLL Zellen (siehe Abbildung 3.5 auf Seite 39).

Dies könnte die Notwendigkeit wiederspiegeln, kurzlebige Proteine, die für die

Zellzyklusregulation der proliferierenden B-CLL Zellen zuständig sind, vermehrt

zu zerstören [Drexler HCA, 2000]. Tatsächlich wird eine erhöhte Proteasomenak-

tivität bei proliferierenden T-Zellen im Vergleich zu ruhenden T-Zellen beschrie-

ben [Wang X et al, 1997].

Die erhöhte Sensibilität aktivierter B-CLL Zellen gegenüber der Inhibition des

Proteasoms durch Lactacystin stellt ein zusätzliches Argument dar, Proteaso-

meninhibitoren bei dieser nach wie vor meist unheilbaren Erkrankung weiter zu
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erforschen. Das proapoptotische Bax Cleavage Fragment, das bei mit Lactacystin

inkubierten Zellen gefunden wurde, könnte verantwortlich sein für die Induktion

der Apoptose bei B-CLL Zellen trotz der hohen Expressionsrate von bcl-2.



5. Zusammenfassung

Die chronische lymphatische Leukämie vom B-Zelltyp (B-CLL) ist charakterisiert

durch fortschreitende maligne Akkumulation kleiner CD5 positiver B-CLL Zellen

im peripheren Blut. Obwohl die peripheren B-CLL Zellen in der G0/frühen G1

Phase des Zellzyklus arretiert sind, werden proliferierende leukämische Zellen be-

schrieben, vorkommend als Pseudofollikel in sogenannten Proliferationszentren

in Lymphknoten und Knochenmark. Diese proliferativ aktiven Zellen scheinen

von Bedeutung in Bezug auf die Progression der Erkrankung zu sein. Sie können

sowohl Ausgangspunkt für Rezidive darstellen als auch den Pool der peripheren

CLL Zellen erneuern.

In der vorliegenden Arbeit wird anhand eines Modells (B-CLL Zellen stimuliert

mit CpG-Oligonukleotiden zusammen mit Interleukin 2) der proliferative Anteil

der B-CLL untersucht.

Lactacystin ist ein mikrobieller Metabolit und hemmt spezifisch die proteolyti-

sche Aktivität des Proteasoms. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass Lactacystin

in der Lage ist, hocheffektiv in die Zellzyklus- und Apoptoseregulation sowohl

proliferierender als auch ruhender B-CLL Zellen einzugreifen. Lactacystin inhi-

biert die Degradierung des CDK Inhibitors p27 bei aktivierten B-CLL Zellen.

Die Hochregulation von Zyklin D2 und Zyklin D3 wird inhibiert, wohingegen die

70
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Expression von CDK2, CDK4 und Zyklin E unbeeinflusst bleibt.

Lactacystin löst bei stimulierten als auch ruhenden B-CLL Zellen Apoptose aus.

Dabei reagieren aktivierte B-CLL Zellen signifikant sensibler auf Lactacystin als

ruhende B-CLL Zellen. Die Apoptoseinduktion wird begleitet durch den kom-

pletten Verlust des mitochondrialen Membranpotentials. Desweiteren tritt eine

Cleavage von Procaspase 3 auf. Z-VAD.fmk, ein Pancaspaseinhibitor, ist in der

Lage die Cleavage von Procaspase 3 komplett zu hemmen, die Apoptoseinduktion

jedoch nur zum Teil.

Ein als proapoptotisches Protein beschriebenes 18kD Cleavageprodukt von bax

akkumuliert bei mit Lactacystin behandelten Zellen. Im Gegensatz dazu kommt

es zu keiner Änderung der Expression oder Cleavage von bcl-2. Die Cleavage von

bax kann weder durch z-VAD.fmk, noch durch Calpeptin, einem Calpaininhibi-

tor, gehemmt werden.

Die Inhibition des Proteasoms durch Lactacystin löst hoch effektiv Apoptose bei

proliferierenden B-CLL Zellen aus. Dabei werden caspaseabhängige sowie un-

abhängige Wege benutzt. Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass Therapeutika

mit Aktivität gegen das proliferative Kompartiment der B-CLL eine attrakti-

ve Ergänzung in der Therapie dieser meist unheilbaren Erkrankung darstellen

können.
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[Häcker H et al, 1999] Häcker H, Mischak H, Häcker G, Eser S, Prenzel N, Ullrich A

and Wagner H. Cell type-specific activation of mitogen-activated protein kinases

by CpG-DNA controls interleukin-12 release from antigen-presenting cells. EMBO

18: 6973 1999

[Halaban R et al, 1998] Halaban R, Cheng E, Zhang Y, Mandigo CE, Miglurese MR.

Release of cell cycle constraints in mouse melanocytes by overexpressed mutant



Literaturverzeichnis 78

E2F1 E132, but not the deletion of p16INK4A or p21WAF1/CIP1. Oncogene 16:

2489-2501 1998

[Hallek M et al, 1999] Hallek M, Langenmayer I, Nerl C, Knauf W, Dietzfelbinger H,

Adorf D, Ostwald M, Busch R, Kuhn-Hallek I, Thiel E, Emmerich B. Elevated

Serum Thymidin Kinase Levels Identify a Subgroup at High Risk of Disease Pro-

gression in Early, Nonsmoldering Chronic Lymphocytic Leukemia. Blood 93: 1732-

1737 1999

[Hanada M et al, 1993] Hanada M, Delia D, Aiello A, Dtadtmauer E, Reed JC: bcl-2

hypomethylation and highlevel expression in B-cell chronic lymphocytic leukemia.

Blood 82: 1820 1993

[Hartmann G et al, 2000] Hartmann G, Krieg AM. Mechanism and function of a newly

identified CpG DNA motif in human primary B cells. J Immunol 164: 944-953 2000

[Hemmi H et al, 2000] Hemmi H, Takeuchi O, Kawai T, Kaisho T, Sato S, Sanjo H,

Matsun M, Hoshino K, Wagner H, Takeda K, Akira S. A toll like receptor reco-

gnizes bacterial DNA. Nature 408: 740-745 2000

[Hershko A, 1997] Hershko A. Roles of ubiquitin-mediated proteolysis in cell cycle con-

trol. Curr Opin Cell Biol 9: 788-799 1997

[Hideshima T et al, 2000] Hideshima T, Richardson P, Chauhan D, Palombella VJ,

Elliott PJ, Adams J, Anderson KC. The proteasome inhibitor PS-341 inhibits

growth, induces apoptosis, and overcomes drug resistance in human multiple mye-

loma cells. Cancer Research 61: 3071-3076 2000

[Hirama T et al, 1995] Hirama T, Koefler P. Role of the Cyclin-dependent Kinase In-

hibitors in the developement of cancer. Blood 86: 841-854 1995

[Hirsch T et al, 1998] Hirsch T, Dallaporta B, Zamzami N, Susin SA, Ravagnan L,

Marzo I, Brenner C, Kroemer G. Proteasome activation occurs at an early, pre-

mitochondrial step of thymocyte apoptosis. J Immunol 161 : 35-40 1998



Literaturverzeichnis 79

[Hivroz et al, 1986] Hivroz C, Grillot-Courvallin C, Brouet JC, Seligman M. Hetero-

geneity of responsiveness of chronic lymphocytic leukemic B cells to B cell growth

factor IL-2. Eur J Immunol 16: 1001 1986

[Johnston J et al, 1994] Johnston J, Kawamura M, Kirken RA, Chen YQ, Blake TB,

Shibuya K, Ortaldo JR, McVicar DW, O´Shea JJ. Phosphorylation and activation

of the Jak-3 Janus kinase in reponse to interleukin-2. Nature 370: 151-153 1994

[Johnston J et al, 1995] Johnston J, Bacon CM, Finbloom DS, Rees RC, Kaplan D,

Shibuya K, Ortaldo JR, Gupta S, ChenYQ, Giri JD, O´Shea JJ. Tyrosine phos-

phorylation and activation of Stat5, Stat3 and Janus kinases by Interleukins 2 and

15. Proc Natl Acad Sci 92: 8705-8709 1995

[Kalil N et al, 1999] Kalil N, Cheson B D. Chronic Lymphocytic Leukemia. The On-

cologist 4: 352-369 1999

[Karnitz LM et al, 1996] Karnitz LM and Abraham RT. Interleukin-2 receptor signa-

ling mechanisms. Adv Immunol 61: 147 1996

[Karnitz LM et al, 1995] Karnitz LM, Burns LA, Sutor SL, Blenis J and Abraham

RT. Interleukin-2 triggers a novel phosphatidylinositol 3-Kinase dependent MEK

pathway. Mol Cell Biol 15: 3049 1995

[Karray S et al, 1990] Karray S, Dautry-Varsat A, Tsudo M, Merle Beral H, Debre

P, Galanaud P. IL-4 inhibits the expression of high affinity IL-2 receptors on

monoclonal human B cells. J Immunol 145: 1152 1990

[Kato J et al, 1994] Kato J, Matsuoka M, Polyak K, Massague J, Sherr CJ. Cyclic

AMP-induced G1 phase arrest mediated by an inhibitor (p27Kip1) of cyclin-

dependent kinase 4 activation. Cell 79:487 1994

[Kirsch DG et al, 1999] Kirsch DG, Doseff A, Chau BN, Lim DS, de Souza-Pinto NC,

Hansford R, Kastan MB, Lazebnik YA, Hardwick JM. Caspase-3-dependent clea-

vage of Bcl-2 promotes release of cytochrome c. J Biol Chem 274: 21155-21161

1999



Literaturverzeichnis 80

[Kitata S et al, 1998] Kitada S, Andresen J, Akar S, Zapata J M, Takayama S, Kra-

jewski S, Wang H G, Zhang C M, Rai K, Hines J, and Reed J C. Expression

of Apoptosis-Regulating Proteins in Chronic lymphocytic Leukemia: Correlations

with in vitro and in vivo chemoresponses. Blood 91: 3379-3389 1998

[Klein A et al, 2000] Klein A, Miera O, Bauer O, Golfier S, Schriever F. Chemosensi-

tivity of B cell chronic lymphocytic leukemia and correlated expression of proteins

regulating apopotosis, cell cycle and DNA repair. Leukemia 14: 40-46 2000

[Krieg AM et al, 1995] Krieg AM, Yi AK, Matson S, Waldschmidt TJ, Bishop GA,

Teasdale R, Koretzky DA and Klinman DM. CpG motifs in bacterial DNA trigger

direct B-cell activation. Nature 374: 546 1995

[Kudo Y et al, 2000] Kudo Y, Takata T, Ogawa I, Kaneda T, Sato S, Takekoshi T,

Zhao M, Miyauchi M, Nikai H. p27kip1 accumulation by inhibition of proteasom

function induces apoptosis in oral squamos cell carcinoma cells. Clin Cancer Res

6: 916-923 2000

[Lampert IA et al, 1999] Lampert IA, Wotherspoon A, van Noorden S, Hasserjan RP.

High expression of CD 23 in the proliferation centers of chronic lymphocytic leu-

kemia in lymph nodes and spleen. Hum Pathol 30: 648 1999

[Lazebnik Y et al, 1995] Lazebnik Y, Takahashi A, Moir RD, Goldman RD, Poirier

GG, Kaufmann SH, Earnshaw WC. Studies of the lamin proteinase reveal multiple

parallel biochemical pathways during apoptotic execution. Proc Natl Acad Sci

USA 92: 9042-9046 1995

[Lazebnik Y et al, 1994] Lazebnik Y, Kaufmann SH, Desnoyers S, Poirier GG, Earns-

haw WC. Cleavage of poly(ADP-ribose)polymerase by a proteinase with properties

like ICE. Nature 371: 346-347 1994

[Levine AJ, 1997] Levine AJ. P53, the cellular gatekeeper for growth and division. Cell

88: 323-331 1997



Literaturverzeichnis 81

[Li B et al, 2000] Li B, Dou P. Bax degradation by the ubiquitin/proteasome-

dependent pathway. Involvement in tumor survival and progression. Proc Natl

Acad Sci. 97: 3850-3855 2000

[Liang H et al, 1996] Liang H, Nishioka Y, Reich CF, Pisetsky DS, Lipsky P. Activa-

tion of Human B cells by Phosphorothioate Oligonucleotides. J Clin Invest 98:

1119-1129 1996

[Liston P et al, 1996] Liston P, Roy N, Tamai K, et al. Supression of apoptosis in

mamalian cells by NAIP and a related family of IAP genes. Nature 379: 349-353

1996

[Liu X et al, 1998] Liu X, Li P, Widlak PZou H, LuoX, Garrard WT, Wang X. The

40-kDa subunit of DNA fragmentation factor induces DNA fragmentation and

chromatin condensation during apoptosis. Poc Natl Acad Sci USA 95: 8461-8466

1998

[Liu X et al, 1997] Liu X, Zou H, Slaughter C, Wang X. DFF, a heterodimeric prote-

in that functions downstream of caspase-3 to trigger DNA fragmentation during

apoptosis. Cell 89: 175-184 1997

[Lopes UG et al, 1997] Lopes UG, Erhardt P, Yao R, Cooper GM. P53-dependent in-

duction of apoptosis by proteasom inhibitors. J Biol Chem 272: 12893-12896 1997

[Lowe SW et al, 1993] Lowe SW, Schmitt EM, Smith SW et al. P53 is required for

radiation-induced apoptosis in mouse thymocytes. Nature 362: 847-849 1993

[Luo X et al, 1998] Luo X, Budihardjo I, Zou H, Slaughter C, Wang X. Bid, a Bcl-2

interacting protein, mediates cytochrome c release from mitochondria in response

to activation of cell surface death receptors. Cell 94: 481-490 1998

[Macfarlane et al, 1998] Macfarlane DE, Manzel L. Antagonism of immunostimulatory

CpG-oligodeoxynucleotides by quinacrine, chloroquine, and structurally related

compounds. J Immunol 160: 1122 1998



Literaturverzeichnis 82

[Mantel C et al, 1996] Mantel C, Luo Z, Canfield J, Braun S, Deng C, Broxmeyer

HE. Involvement of p21cip-1 and p27kip-1 in the molecular mechanisms of steel

factor-induced proliferative synergy in vitro and of p21cip-1 in the maintanance

of stem/progenitor cells in vivo. Blood 88: 3710-3719 1996

[Masdehors et al, 2000] Masdehors P, Merle-Beral H, Maloum K, Omura S, Magdele-

nat H, Delic J. Deregulation of the ubiquitin system and p53 proteolysis modify

the apoptotic response in B-CLL lymphocytes. Blood 96: 269-274 2000

[Masdehors et al, 1999] Masdehors P, Omura S, Merle-Beral H, Mentz F, Cosset JM,

Dumont J, Magdelenat H, Delic H. Increased sensitivity of CLL-derived lymphocy-

tes to apoptotic death activation by the proteasome-specific inhibitor lactacystin.

Br J Haematol 105: 752-757 1999

[Marshansky V et al, 2001] Marshansky V, Wang X, Bertrand R, Luo H, Duguid W,

Chinnadurai G, Kanaan N, Vu MD, Wu J. Proteasomes modulate balance among

proapoptotic and antiapoptotic bcl-2 family members and compromise functioning

of the electron transport chain in leukemic cells. J Immunol 166: 3130-3142 2001

[Matsumura I et al, 1999] Matsumura I, Kitamura T, Wakao H, Tanaka H, Hashimoto

K, Alba C, Downward J, Pestell RG, Kanakura Y. Transcriptional regulation of

the cyclin D1 promotor by STAT5: its involvement in cytokine-dependent growth

of hematopoietic cells. EMBO J 18: 1367-1377 1999

[Mc Conkey DJ et al, 1996] McConkey DJ, Chandra J, Wright S, Plunkett W, Mc-

Donnald TJ, Reed JC, Keating M. Apoptosis sensitivity in chronic lymphocytic

leukemia is determined by endogenous endonuclease content and relative expres-

sion of Bcl-2 and Bax. J Immunol 156: 2624 1996

[Meinhardt G et al, 1999] Meinhardt G, Wendtner CM, Hallek M. Molecular pathoge-

nesis of chronic lymphocytic leukemia: factors and signaling pathways regulating

cell growth and survival. J Mol Med 77: 282-293 1999



Literaturverzeichnis 83

[Meiin AB et al, 1998] Meriin AB, Gabai VL, Yaglom J, Shifrin VI, Sherman MY.

Proteasom Inhibitors activate stress kinases and Induce Hsp72. J Biol Chem 273:

6373-6379 1998

[Michieli P et al, 1994] Michieli P, Chedid D, Lin D, Pierce J, Mercer W, Givol D.

Induction of WAF1/CIP1 by a p53 independent pathway. Cancer Research 54:

3391-3395 1994

[Mimnaugh EG et al, 1997] Mimnaugh EG, Chen HJ, Davies JR. Rapid deubiquitina-

tion of nuclosomal histones in human tumor cells caused by proteasome inhibitors

and stress response inducers: effect on replication, transcription, translation, and

the cellular stress response. Biochemistry 36: 14418-14429 1997

[Musleh W et al, 1997] Musleh W, Bi X, Tocco G, Yagoubi S, Baudry M. Glycine-

induced long-term potentiation is associated with structural and functional modi-

fications of alpha-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptors.

Proc Natl Acad Sci USA 94: 9451-9456 1997

[Nelson BH et al, 1998] Nelson BH, Willerford DM. Biology of the Interleukin-2 Re-

ceptor. Advances in Immunology 70: 1 1998

[Nguyen H et al, 1999] Nguyen H, Gitig DM, Koff A. Cell-free degradation of p27, a

G1 cyclin-dependent kinase inhibitor, is dependent on CDK2 activity and the

proteasome. Mol Cell Biol 19: 1190-1201 1999

[Nicholson DW et al, 1997] Nicholson DW, Thornberry NA. Caspases: killer proteases.

Trends Biochem Sci 22: 299-306 1997

[Nourse J et al, 1994] Nourse J, Firpo E, Flanagan WM, Coat S, Polyak H, Lee MH,

Massague J, Grabtree GR, Roberts JM. Interleukin 2 mediated elimination of the

p27 Kip1 cyclin dependent kinase inhibitor prevented by rapamycin. Nature 372:

570-573 1994

[Nurse P, 1994] Nurse P. Ordering S Phase and M Phase in the cell cycle. Cell 79:

547-550 1994



Literaturverzeichnis 84

[OBrian S et al, 1995] OBrian S, Del Giglio A, Keating M. Advances in the biology

and treatment of B-cell chronic lymphocytic leukemia. Blood 85: 306-318 1995

[Pagano M et al, 1995] Pagano M, Tam SW, Theodoras AM, Beer-Romero P, Del Sal

G, Chau V, Yew PR, Draetta GF, Rolfe M. Role of the ubiquitin-proteasome

pathway in regulating abundance of the cyclin-dependent kinase inhibitor p27.

Science 269: 682-685 1995

[Pariat M et al, 1997] Pariat M, Carillo S, Molinari M, Salvat C, Debussche L, Bracco

L, Milner J, Piechaczyk M. Proteolysis by calpains: a possible contribution to

degradation of p53. Mol Cell Biol 17: 2806-2815 1997

[Potter DA et al, 1998] Potter DA, Tirnauer JS, Janssen R, Croall D, Hughes CN,

Fiacco KA, Mier JW, Herman IM. Calpain regulates actin remodeling during cell

spreading. J Cell Biol 141: 647-662 1998

[Raghobier S et al, 1991] Raghoebier S, van Krieken JH, Kluin-Nelemans JC, Gillis A,

van Ommen GJ, Ginsberg AM, Raffeld M, Kluin PM: Oncogene rearrangements

in chronic B-cell leukemia. Blood 77: 1560 1991

[Rechavi G et al, 1989] Rechavi G, Katzir N, Brok-Simoni F, Holtzman F, Mandel M,

Gurfinkel M, Givol D, Ben-Bassat I, Ramot B: A search for cbl1, bcl-2 and c-myc

oncogene rearrangements in chronic lymphocytic leukemia. Leukemia 3: 57 1989

[Reed CJ, 2000] Reed CJ. Apoptosis and cancer: strategies for integrating programmed

cell death. Semin Hematol 37: 9-16 2000

[Rock et al, 1999] Rock KL, Goldberg AL. Degradation of cell proteins and generation

of MHC class I-presented peptides. Annu Rev Immunol 17: 739-779 1999

[Rothe M et al,1995] Rothe M, Pan MG, Henzel WJ, Ayres TM, Goeddel DV. The

TNFR2-TRAF signaling complex contains two novel proteins related to baculovi-

ral inhibitor of apoptosis proteins. Cell 83: 1243-1252 1995



Literaturverzeichnis 85

[Rozman C et al, 1995] Rozman C, Montserrat E. Current concepts: chronic lympho-

cytic leukemia. N Engl J Med 333: 1052-1057 1995

[Sherr CJ, 1993] Sherr CJ. Mammalian G1 Cyclins. Cell 73: 1059-1065 1993

[Sinibaldi D et al, 2000] Sinibaldi D, Wharton W, Turkson J, Bowman T, Pledger WJ,

Jove R. Induction of p21 WAF/CIP1 and cyclin D1 expression by the Src onco-

protein in mouse fibroblasts: a role of activated STAT3 signaling. Oncogene 19:

5419-5427 2000

[Song Q et al, 1996] Song Q, Lees-Miller SP, Kumar S, Zhang N, Chan DW, Smith

GCM, Jackson SP, Alnemri ES, Litwack G, Khanna KK, Lavin MF. DNA-

dependent protein kinase catalytic subunit: a target for an ICE-like protease in

apoptosis. EMBO J 15: 3238-3246 1996

[Sparwasser T et al, 1997] Sparwasser T, Miethke T, Lipford GB, Borschert K, Häcker
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