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Abkiurzungen

a-SMA = Alpha smooth muscle actin / Alpha-actin-2
AKT = Proteinkinase B

APRIL = A proliferation-inducing ligand (CD256)
BAFF = B cell activating factor

BCR = B-Zell Receptors

BCL 2 = B-cell lymphoma 2

BCL-XL = B-cell ymphoma-extra large

BSA = Bovines Serumalbumin

°C = Temperatur in Grad nach Celsius

ca. = Circa

CAF = Tumorassozierte Fibroblasten

CaCl2 = Calciumchlorid

CCL3 = C-C motif ligand 3

CCL4 = C-C motif ligand 4

CD = Cluster of differentiation

cDNA = Copy deoxyribonucleic acid

CLL = Chronisch lymphatische Leukamie

CO2 = Kohlenstoffdioxid

CXCL12 = CXC-Motiv-Chemokin 12

CXCL16 = CXC-Motiv-Chemokin 16

d=Tag

DNA = Desoxyribonukleinsaure

DMSO = Dimethylsulfoxid

Del = Deletion

DTT = Dithiothreitol

EDTA = Ethylendiamintetraacetat

EMDR = Environment-mediated drug resistance
ERK = Extracellular-signal regulated kinases
Ex-vivo = aullerhalb des Lebendigen

g = Gramm

G-CSF = Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor

GM-CSF = Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierende Faktor



h = Stunde

| = Liter

IL-6 = Interleukin 6

FACS = fluorescence-activated cell sorting

FBS = Fetal bovine serum

FCS = Fetal calf serum

FITC = Fluoresceinisothiocyanat

FISH = Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

FS = Forward scatter

H20 = Wasser

HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonsaure
IGHV= Immunoglobulin heavy chain variable region

KO = Knockout

M = Molar

MIP-3a = Macrophage Inflammatory Protein-3

MSC = Mesenchymale Stromazellen

NaCl = Natriumchlorid

NCBI = National Center for Biotechnology Information
NGS = Next generation sequencing

NLC = Nurse-like cells

NF-kB = Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
NFKBIZ= Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor,
zeta

Ns = Nicht signifikant

Pl = Propidiumiodid

PBS = Phosphat-gepufferte Salzlosung

PKC-RII = Protein Kinase C Beta |l

PS = Phosphaditylserin

gPCR = quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion
RNA = Ribonukleinsaure

RPM = Umdrehungen pro Minute

SA = Spontane Apoptose

SDF-1a = Stromal cell-derived factor 1

siRNA = small interfering RNA



SS = side scatter

Rpl13a = Ribosomal Protein L13a
TME = Tumormikroenvironment
WT = Wildtyp



1 Einfuhrung

1.1 Die chronisch lymphatische Leukamie

Die chronisch lymphatische Leukamie (CLL) ist eine reife B-Zell Neoplasie und gilt als
haufigste Leukamie Form bei Erwachsenen im mitteleuropaischen Raum. Die
Erkrankung verlauft klinisch sehr heterogen und das mediane Erkrankungsalter liegt
bei ca. 70 Jahren (Dores et al., 2007). Damit ist das Erkrankungsalter der CLL deutlich
uber dem mittleren Erkrankungsalter von sonstigen Krebserkrankungen in der
Gesellschaft (RKI, 2019). Die Prognose der Erkrankung ist in Anbetracht des hohen
medianen Erkrankungsalters relativ gut, das 5-Jahres Uberleben ist historisch bei (iber
70%. Da die Erkrankung meistens erst im hoheren Alter auftritt und eine
durchschnittliche Lebenserwartung von udber 10 Jahren hat, liegt das
krankheitsbedingte Sterbealter statistisch gesehen auf dem Niveau der
durchschnittichen Lebenserwartung. Haufig wird die CLL aufgrund einer
Lymphozytose im Labor zufallig entdeckt, sie kann aber auch durch eine generalisierte
Lymphadenopathie, Infektanfalligkeit oder B-Symptomatik auffallen. Die Erkrankung
ist Uber eine Expansion reifer, monoklonaler, CD5+ B-Zellen im Blut definiert. Um die
Diagnose stellen zu konnen, muss durchflusszytometrisch das Vorhandensein von
mindestens 5000 klonaler B-Zellen pro Mikroliter im peripheren Blut Uber 3 Monate
nachgewiesen werden. Im Ausstrich sind reife, kleine Lymphozyten unter dem
Mikroskop sichtbar. Die malignen Zellen zeigen per Definition eine Koexpression des
T-Zell Antigens CD5 sowie der B-Zell Antigene CD19, CD23 und CD20 (Hallek et al.,
2018). Die Monoklonalitat wird Uber die Leichtkettenrestriktion Kappa oder Lambda
gezeigt. Klinisch wird die Erkrankung nach Binet (Binet et al., 1981) oder Rai (Rai et
al., 1975) eingeteilt. Fur die beiden Klassifikationen sind lediglich ein Blutbild sowie
eine  klinische Untersuchung mit Erhebung des Befallsmusters der
Lymphknotenstationen notwendig. Es konnten zahlreiche molekular- und
zytogenetische Aberrationen identifiziert werden, die teilweise auch Einzug in die
klinische Routinediagnostik fanden (CLL-IPI-working-group, 2016; Hallek et al., 2018).
So haben Patienten mit einer Deletion des kurzen Armes von Chromosom 17 (del17p)
oder einer TP53-Mutation eine deutlich schlechtere Prognose. Durch
Genomsequenzierung konnten weitere relevante Mutationen in der CLL identifiziert

werden (Puente et al., 2011; Wang et al., 2011). Obwonhl viele dieser genetischen



Veranderungen derzeit keinen direkten Einfluss auf die Therapiefindung fur den
einzelnen Patienten haben, verhalfen diese Erkenntnisse die Biologie der CLL besser
zu verstehen und die Prognose dieser heterogenen Erkrankung besser einschatzen
zu konnen (Dohner et al., 2000). Eine besondere Rolle in der CLL nimmt das
sogenannte Tumormikromilleu oder -mikroenvironment (TME) ein, mit dem CLL-Zellen
in stetiger Kommunikation stehen. Durch die Interaktion erlangen die entarteten Zellen
Wachstums-, Uberlebens- und Proliferationssignale sowie einen Schutz vor
zytotoxischer Therapie (Burger & Gribben, 2014; Burger et al., 2000; Pedersen et al.,
2002).

1.2 Therapie der CLL

Die CLL wird heutzutage nach der Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation als
indolente oder niedrig-maligne B-Zell Neoplasie bezeichnet. Die Indikation einer
Behandlung hangt von der Aktivitat der Erkrankung ab, welche sich in der Binet
Klassifikation widerspiegelt. Fur Patienten im Stadium Binet C besteht eine
Therapieindikation. Es kann auch in frUheren Stadien bei Erfullung bestimmter
Kriterien zur Behandlungsindikation kommen. Dazu zahlen eine zunehmende
Zytopenie, eine symptomatische Splenomegalie, therapierefraktare Autoimmun-
phanomene oder ausgepragte B-Symptomatik (Hallek et al., 2018). Generell gilt die
Erkrankung trotz einer Zunahme an zugelassenen Medikamenten, mit Ausnahme
einer allogenen Stammzelltransplantation, als unheilbar. Die Therapieoptionen sind
vielfaltig und es gibt Mono- und Kombinationstherapien. Zum Einsatz kommen
monoklonale Antikorper gegen CD20, wie Rituximab (Hallek et al., 2010) oder
Obinutuzumab (Goede et al., 2014) und spezifische Inhibitoren, die in den B-Zell-
Rezeptor Signalweg eingreifen. Hier ist vorrangig Ibrutinib, ein Tyrosinkinase-Inhibitor,
der die Bruton-Tyrosinkinase (BTK) hemmt, zu nennen (Burger et al., 2015). Eine
weitere wichtige Therapieform ist der B-cell lymphoma 2 (BCL2)-Inhibitor Venetoclax
(Fischer et al., 2019; Seymour et al., 2018). Durch die Entwicklung dieser neuen
Medikamente wurde die konventionelle Chemotherapie sowohl in der Erst- als auch in
der Zweitlinie immer mehr durch spezifische Inhibitoren verdrangt (Seymour et al.,
2018; Shanafelt et al., 2019; Woyach et al., 2018). Die genaue Sequenz der
Therapiemodalitaten ist im standigen Wandel und kann den aktuellen Leitlinien



entnommen werden. Als einzig kurative Option gilt weiterhin allein die allogene

Stammzelltransplantation.

1.3 Das Tumormikroenvironment (TME)

Das TME bezeichnet einen Komplex nicht maligner Zellen, welcher Tumorzellen
umgibt. Es besteht aus verschiedenen zellularen Komponenten, einer extrazellularen
Matrix und Metaboliten. Zu den zellularen Verbanden gehodren unter anderem
Endothelzellen, Muskelzellen, Nervenzellen, Mastzellen, Adipozyten, Makrophagen,
Zellen des peripheren Blutes sowie Fibroblasten (Balkwill et al., 2012; Hanahan &
Weinberg, 2011). Letztere spielen eine wichtige Rolle und eine Subpopulation der
Fibroblasten werden als tumorassoziierte Fibroblasten (CAFs) bezeichnet. Das TME
tragt wesentlich zur Tumorgenese bei und kann sogar Einfluss auf das
Therapieansprechen verschiedener Tumorentitaten haben. So konnte gezeigt werden,
dass CAFs bei Mamma- und Pankreaskarzinomen die Invasion, Tumorprogression,
Proliferation und Angiogenese begunstigen (Erez et al., 2010). Bereits in der viel
zitierten Ubersichtsarbeit ,The Hallmarks of Cancer“ von Hanahan et. al aus dem Jahr
2000 wurde die Rolle des TME diskutiert (Hanahan & Weinberg, 2000) und in die
Erweiterung ,Hallmarks of Cancer: The Next Generation aus dem Jahr 2011

aufgenommen (Hanahan & Weinberg, 2011).

1.4 Das Tumormikroenvironment in der CLL

Maligne B-Zellen der CLL stehen in einer standigen Interaktion mit dem umliegenden
TME, wodurch CLL-Zellen verschiedene Botenstoffe erhalten und somit einen Vorteil
in Proliferation und Uberleben erlangen (Burger et al., 2000; Pedersen et al., 2002).
Es handelt sich allerdings nicht nur um eine einseitige Kommunikation, in der CLL-
Zellen extrinsische Signale und Metaboliten erhalten, sondern um eine bidirektionale
Kommunikation zwischen dem TME und den Tumorzellen der CLL (Ding et al., 2009).
Primare CLL-Zellen kbnnen nach Abnahme vom Patienten aus dem peripheren Blut
gewonnen werden und ex-vivo in Anwesenheit von Stromazellen fur lange Zeit Kultur
gehalten werden, gehen jedoch in Monokultur nach nur kurzer Zeit in Apoptose (Burger
et al., 2000; Ding et al., 2009; Pedersen et al., 2002). Eine stromale Zelllinie ist ELO8-
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1D2. Die Zelllinie wurde 2002 von Oostendorp et. al beschrieben (Oostendorp, 2002)
und die Zellen sind in der Lage hamatopoetische Stammzellen sowie Progenitorzellen,
aber auch maligne primare B-CLL-Zellen ex-vivo in einem Co-Kultursystem zu
unterhalten. Der anti-apoptotische Effekt der CLL-Zellen durch Kontakt mit EL08-1D2-
Zellen wird zum Teil durch Sekretion inflammatorischer Zytokine durch das TME
vermittelt. So werden nach Kontakt mit primaren CLL-Zellen aus dem peripheren Blut
von Patienten verschiedene Signalmolekule, unter anderem Stromal cell-derived
factor 1 (SDF-1a), Interleukin 6 (IL6), Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (G-
CSF) oder CXC-Motiv-Chemokin 16 (CXCL16) sekretiert, wodurch die CLL-Zellen
teilweise vor der spontanen Apoptose (SA) geschutzt werden konnen. Zudem
unterziehen sich die Stromazellen nach Kontakt mit CLL-Zellen &ahnlichen
morphologischen Veranderungen, wie in CAFs beschrieben. EL08-1D2-Zellen
exprimieren nach Kontakt mit den malignen CLL-Zellen Alpha-Actin-2 (a-SMA) und
bilden Stressfasern, was als inflammatorische Antwort gewertet wird. Uber die
morphologischen Veranderungen hinaus, induziert der Kontakt mit CLL-Zellen eine
Vielzahl pro-inflammatorischer Gene in Stromazellen. Eine Transkriptom-Analyse
dieser Stromazellen zeigte eine ahnliche Gensignatur, wie die von CAFs aus Mausen
mit Mamma- bzw. Pankreaskarzinomen. Unter den am starksten hochregulierten
Genen inden EL08-1D2-Zellen waren IL6 und Nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells inhibitor, zeta (NFKBIZ) (Lutzny et al., 2013). Es findet also
eine bidirektionale Interaktion zwischen den CLL-Zellen und den Stromazellen statt,

die fiir das Uberleben der Tumorzellen unabdingbar ist.

1.5 Klonale Evolution

Der klinische Verlauf einer CLL kann Uber mehrere Jahre gehen. Sollte es zu einem
Ruckfall nach Therapie kommen, ist die Erkrankung in jedem Rezidiv schwieriger zu
behandeln. Bei Krankheitsprogression wird nach einem oft initialem ,watch & wait"
Konzept eine Immunchemotherapie eingeleitet. Im Falle eines Rezidivs ist die
Erkrankung oft aggressiver als im initialen Stadium. Ein Erklarungsansatz hierfur ist
die klonale Evolution (Abb. 1). Durch Chemotherapie konnen Klone mit potenteren
Treibermutationen oder einer Resistenz gegenuber der Therapie selektioniert werden,
expandieren und somit zu einer aggressiveren Erkrankung im Rezidiv fuhren (Landau

et al., 2013). Dies wird als klonale Evolution bezeichnet. So konnen Patienten mit initial
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unauffalliger Molekular- und Zytogenetik im Verlauf einen Zugewinn von
Treibermutationen wie TP53- oder RAS Mutationen erlangen. Ein Grofteil der
behandelten CLL-Patienten scheint diesen Vorgang zu durchlaufen (Landau et al.,
2015). Es konnte gezeigt werden, dass durch die klonale Evolution auch eine
Resistenz gegenuber verschiedene Therapeutika entstehen kann (Ahn et al., 2017)
und sich somit auf das Uberleben der Patienten auswirkt (Nadeu et al., 2016).
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Abb. 1: Klonale Evolution. Schematische Darstellung der klonalen Evolution. A: nach
Behandlung tritt keine klonale Expansion auf. B: Selektion eines bestimmten Klons mit
konsekutiver Expansion, im Sinne einer klonalen Evolution. T1 = Zeitpunkt 1; T2= Zeitpunkt 2.
Adaptiert von Wu, C.J. Blood 2012 (Wu, 2012).
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2 Fragestellung

Durch die breitere Verfugbarkeit von Sequenzierungstechniken der neueren
Generation (NGS) ergab sich ein komplexes Bild der genetischen Vielfalt bei Patienten
mit einer CLL. Es konnten verschiedene Aberrationen identifiziert werden, die sich auf
das Ansprechen und Gesamtuberleben dieser Patienten auswirken und potenziell als
therapeutische Angriffspunkte dienen kdnnen. Zudem lieferte der Mechanismus der
klonalen Evolution ein Erklarungsansatz fur die Zunahme der Aggressivitat der CLL im
zeitlichen Verlauf, insbesondere bei Patienten, die bereits eine Chemotherapie
erhalten haben. Erkenntnisse uUber die Interaktion von CLL-Zellen mit dem TME
konnten weiter zu dem Verstandnis anti-apoptotischer Mechanismen und
Resistenzentwicklung gegenuber Therapie beitragen. Durch reziproke Interaktion
zwischen der Tumorzelle und dem TME kdnnen Threapieresistenzen vermittelt oder
gegenuber bereits eingesetzten Medikamenten entwickelt werden. Dieser Effekt wird
als ,environment-mediated drug resistance” (EMDR) bezeichnet.

Das Projekt sollte (1) zuerst ein Modell etablieren, in dem primare CLL-Zellen von
Patienten kultiviert und ex-vivo mit verschiedenen zytostatischen Medikamenten
behandelt werden konnen. (2) Im zweiten Schritt war die Frage, ob klinische und
zytogenetische Faktoren sowie vorangegangen Therapien einen Einfluss auf die
Sensibilitat der CLL-Zellen gegenuber einer zytotoxischen Behandlung in dem Co-
Kultur System haben. Zudem sollte untersucht werden, ob vorherige Therapien oder
klinische Risikofaktoren die EMDR beeinflussen. (3) Letztlich sollten Zellen des TME,
in diesem Projekt die Zelllinie EL0O8-1D2, nach Kontakt mit primaren Tumorzellen
untersucht werden, um zu prufen, ob die klinischen Charakteristika der Patienten einen

Einfluss auf die Aktivierung des TME haben.

2.1 Hypothese

Die Hypothese war, dass eine starkere EMDR durch die Aktivierung des Stromas —
hier als Induktion von /L6 und NFKBIZ — vermittelt wird und zur Abnahme der
Chemosensitivitat von primaren CLL-Zellen im Verlauf fuhrt. Demnach sollten héhere
Level an IL6 und NFKBIZ mRNA mit einem schlechteren Ansprechen auf die

eingesetzten Therapien in unserem ex-vivo Co-Kultur Modell korrelieren.
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3 Material

3.1 Allgemeines Material
AEB-071

Absaugpumpe

Annexin-V-FITC

Annexin-V-Puffer

Aqua dest

Bendamustin
Beta-Mercaptoethanol
Brutschrank

BSA

Cycler

Cycloheximid

DMSO

DMEM
Duchflusszytometer
Dynabeads® (CD2, CD14, CD19)
dNTP-Mix

DTT

EDTA

Einfrierbox ,Mr. Frosty ™*
Enzastaurin
Eppendorf-Pipetten

Eppendorf-Tube 1,5 mi

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Schiutt Labortechnik GmbH
(Gottingen, D)

Caltag Laboratories/Invitrogen
(Carlsbad, USA)

BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA)
Delta Pharma GmbH (Pfullingen, D)
Medac (Wedel, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Thermo Fisher (Schwerte, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Bio Rad (Munchen, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

SERVA (Heidelberg, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, D)

Beckman Coulter GmbH (Krefeld, D)
Invitrogen (Karlsruhe, D)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Applied Biosystems (Foster City, USA)
(Sigma-Aldrich; Steinheim, D)

Thermo Fisher (Schwerte, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
(Eppendorf; Hamburg, D)

(Eppendorf; Hamburg, D)
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Erythrozytenlysepuffer: EasyLyse (1x)
Ethanol 96%

FACS-Ro6hrchen

FCS

Ficoll: Biocoll Separating Solution
Fludarabin

FlowJo

Gefrierschrank -20°C

Gelatine

Handschuhe

Heparin 5000 I.E.

HEPES

Isopropanol

Kuhlschrank 4°C
Kryorohrchen 2 mi
Magnetstander Dynal MPC®-6

Mercaptoethanol, 100 %
Deutschland)

MEM a, GlutaMAX

Microsoft Office for Mac 2016
Milchpulver

Mikroskop- Axiovert 25

Minishaker MS1

NaCl

NanoDrop®

DakoCytomation (Glostrup, DK)
Merck (Darmstadt, D)

Nunc GmbH & Co.KG (Wiesbaden, D)
PAA (Pasching, A)

Biochrom AG (Berlin, D)

Teva (Ulm, D)

Tree Star, Inc.

Liebherr (Ochsenhausen, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Semperit Technische Produkte GmbH
(Wien, A)

Roche Pharma AG (Grenzach-
Wyhlen, D)

Thermo Fisher (Schwerte, D)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Liebherr (Ochsenhausen, D)
CORNING (New York, USA)
Thermo Fisher (Schwerte, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim,

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Microsoft

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Zeiss (Jena, D)

IKA-Werke GmbH & Co KG.
(Staufen, D)

Roth (Karlsruhe, D)
Thermo Fisher (Schwerte, D)
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Neubauer-Zahlkammer LO — Laboroptik GmbH
(Friedrichsdorf, D)

PBS 1x Biochrom AG (Berlin, D)

Penicillin/Streptomycin Invitrogen (Karlsruhe, D)

Pipetboy Integra Bioscience (Fernwald, D)

Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml) BD Falcon (Heidelberg,D)

Pipettenspitzen SARSTEDT (Numbrecht-
Rommelsdorf, D)

Prism 9 GraphPad Prism

Primer Paare Eurofins (Ebersberg, D)

Primer-BLAST NCBI

Propidium-Jodid Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

QIASHREDDER Qiagen (Hilden, D)

RNA Protect Qiagen (Hilden, D)

RNeasy Kit Qiagen (Hilden, D)

RPMI-1640-Medium GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)

ROX™ Dye Thermo Fisher (Schwerte, D)

Software SYSTEM Il for EPICS Version 3.0 Beckman Coulter GmbH (Krefeld, D)

Sterilbank HERASafe Heraeus (Hanau, D)
Stickstofftank: K-Series Taylor-Wharton Germany GmbH
(Husum, D)
SYBR® Green Thermo Fisher (Schwerte, D)
Temed Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Trypsin 10x GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Trypan Blau Invitrogen (Karlsruhe, D)
Vincristin Teva (Ulm, D)

VIP SERIES -86°C SANYO (Mdnchen, D)



Wasserbad GFL (Burgwedel, D)
Zentrifuge Megafuge HERAEUS (Hanau, D)

Zellkulturplatten (6-, 24-Well) TPP (Trasadingen, CH)

3.2 Puffer & Anatze

PI-Staining Solution:

- 495 ml PBS
- 25mg Pl

Annexin V Puffer:

- 5 ml HEPES

- 28 ml NaCl

- 0,18 g CaCl2

- 467 ml destilliertes Wasser

FACS-Puffer:

- 500 ml PBS verdunnt mit Aqua dest. (1:10)
- 2,59 1% BSA

Zellkultur Medium:
- 75ml FCS
- 25ml FBS
- 500 ml MEM q, GlutaMA Medium
- 5ml 1:100 Penicillin/Streptomycin
- 10 uM 3-Mercaptoethanol
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Mastermix: Reverse Transkription

- 4 pul 5x Buffer

- 0,5 yl RNase Inhibitor

- 2 uldNTPs

- 1ulDTT

- 0,5 ul Reverse Transkriptase

Mastermix: gPCR
- 12,5 yl SYBR® Green
- 0,5yl ROX™ Dye
- 0,25 yl Forward Primer (100 pM)
- 0,25 yl Reverse Primer (100 uM)
- 6, 5ul H20

3.3 gPCR Primer

Rpl13a 5->3'
Forward: CCCTCCACCCTATGACAAGA
Reverse: TTCTCCTCCAGAGTGGCTGT

IL6 5'->3'
Forward: TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC
Reverse: GTACTCCAGAAGACCAGAGG

NFKBIZ 5'->3'
Forward: TCTCACTTCGTGACATCACC
Reverse: GGTTGGTATTTCTGAGGTGGAG

Rpl13a wurde als Housekeeping Gen verwendet (Renstrom et al., 2009). Alle Primer

wurden mit dem Primer-BLAST Programm des National Center for Biotechnology

Information (NCBI) gepruft.
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

411 Gewinnung primarer CLL-Zellen von Patienten

Patienten mit einer CLL, die in unserer Klinik beziehungsweise am Universitatsklinikum
Essen behandelt wurden, willigten ein, im Rahmen eines Ambulanzbesuches,
wahrend der routinemalligen Blutabnahme ca. 20 ml peripheres Blut zur Verfligung zu
stellen. Das Vollblut wurde mit Heparin versetzt, mit Phosphat-gepufferter Salzlésung
(PBS) ca. 1:2 verdinnt und vorsichtig auf 15 ml Ficoll® pipettiert, ohne das Blut und
den Ficoll® zu vermischen. Danach wurden mittels Dichtezentrifugation Uber den
Gradienten die mononuklearen Zellen isoliert. Das 50 ml Tube wurde ohne Bremse fur
20 Minuten (min) bei 1500 Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiert. Danach wurde
die Interphase mit den Zellen abgenommen. Die Zellsuspension wurde in ein neues
Tube uberfuhrt, mit PBS gewaschen und fur 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Das
gewonnene Pellet wurde mit Erythrozytenlysepuffer bei 4 °C fur 10 min inkubiert und
danach erneut mit PBS gewaschen. Zur Aufreinigung der B-CLL-Zellen wurden
Dynabeads® mit anti-CD2 und anti-CD14 eingesetzt. Die Dynabeads® wurden auf
eine Zielkonzentration von ca. 4 Beads pro Zelle gebracht. Diese wurden mit PBS im
Verhaltnis 1:1 gemischt. Die Beads wurden in die Zellsuspension gegeben und fur 20
min auf einem Rolltisch bei 4°C inkubiert. Danach wurden die an Beads gebundenen
Zellen ca. 2 min in einem Magnetstander inkubiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und der Vorgang noch zweimal wiederholt, ohne neue Beads
hinzuzufugen. Die gewonnenen Zellen wurden auf eine Zielkonzentration von ca. 1 x
108 gebracht und mit Einfriermedium versetzt. Das Einfriermedium wurde vorher aus
fetalem Kalbsserum (FCS) und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) hergestellt. Die Zellen
wurden in Kryorohrchen aliquotiert und in Einfrierboxen, welche mit Isopropanol
vorgekuhlt waren, verstaut. Diese Boxen wurden fur einige Tage bei -80 °C gehalten,
wonach die Kryorohrchen dann in den flussigen Stickstofftank bei -196 °C zur
Lagerung uberfuhrt wurden. Fur die Probensammlung und die Analyse lagen jeweils
Ethikvoten vor (TUM: 1894/07; Essen: 10-4380 und 04-2459).
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4.1.2 Zellzahlung mittels Neubauer-Zahlkammer und Tryptanblau

Das komplette Zellpellet wurde in einer definierten, abhangig von der Grole des
Zellpellets, Menge an Zellmedium aufgenommen und resuspendiert. Hiervon wurde
eine definierte Menge, z.B. 25 ul, abgenommen und 1:1 mit Tryptanblau vermengt.
Von dem Gemisch werden 10 ul in eine Neubauer-Zahlkammer Uberfuhrt. Nun kdnnen
die vitalen Zellen, die sich bei intakter Membran nicht anfarben, lichtmikroskopisch

ausgezahlt werden. Die Gesamtzellmenge N wird durch folgende Formel bestimmit:

N=n/4x10xDxV

N: Gesamtzellzahl; n: gezahlte Zellen in allen vier Quadranten; 10: Kammerfaktor

D: Verdunnung; V: Gesamtvolumen der Zellsuspension.

4.1.3 Einfrier- und Auftauvorgang

Sowohl die primaren CLL-Zellen als auch EL08-1D2-Zellen kdonnen nach der
Aufreinigung und nach dem Zahlen aliquotiert und bis zur Durchfihrung des
Experiments im Stickstofftank verwahrt werden. Die gewlnschte Zellmenge wurde im
Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryotube Uberfuhrt und in eine vorgekunhlte
Einfrierbox mit Isopropanol Uber einige Tage bei -80° gelagert und schlie3lich in den
Stickstofftank Uberfuhrt. Sobald die Zellen bendtigt wurden, wurde das Kryotube in ein
auf 37°C vorgewarmtes Wasserbad kurz geschwenkt, bis sich aus dem gefrorenen
Pellet kleine Eisschollen bildeten. Das Pellet wurde rasch in ca. 10 ml, auf 37 °C
erwarmtes Zellmedium tberfuhrt. Zur Elimination von DMSO aus dem Einfriermedium,
wurde das Medium einmal abzentrifugiert und das Pellet erneut resuspendiert. Die
Zellen wurden uber einen Ficoll®-Gradienten geschichtet und 20 min mit 2000 rpm
ohne Bremse zentrifugiert. Die Zellen wurden aus der Interphase abgenommen und in

neues Medium Uberfihrt.
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4.1.4 Kultivieren von Zellen

Sowohl EL08-1D2 als auch CLL-Zellen konnen bei 37 °C und 5% Kohlenstoffdioxid
(CO2) im Brutschrank kultiviert werden. Das Zellkulturmedium wurde regelmalflig frisch
filtriert zubereitet. Fur jedes Experiment wurde nur Medium aus einem Ansatz
verwendet. Vor der Kultivierung von ELO8-1D2-Zellen wurden Petrischalen mit 0,1%
Gelatine fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die mit Gelatine bedeckten Petrischalen
wurden einmal mit PBS gewaschen und anschlieend wurden die EL08-1D2-Zellen
mit Medium hinein pipettiert und inkubiert. Am Folgetag wurde das Medium
gewechselt, wobei die EL08-1D2 bereits adharent waren. Die EL08-1D2-Zellen
wurden ca. alle drei Tage gesplittet. Hierbei wurde beachtet, dass fur die Experimente
Zellen derselben Passage verwendet wurden. Das Medium wurde vorsichtig
abgesaugt, ohne den Zellrasen mechanisch zu verletzen. Die Zellen wurden einmal
mit 5 ml PBS gewaschen und anschliefend mit 1,5 ml 1% Trypsin fur 2 min im
Brutschank inkubiert. Sobald sich der Zellrasen gelost hatte, wurden die EL08-1D2-
Zellen in Medium aufgenommen und 5 min mit 1500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen in 10 ml Zellmedium resuspendiert. Bei Bedarf konnten
so EL08-1D2-Zellen expandiert werden.

4.1.5 Erstellung eines Co-Kultur Systems

Um primare CLL-Zellen ex-vivo zu Kkultivieren, kann ein Co-Kultur System mit
verschiedenen stromalen Zellen etabliert werden. Dadurch kdnnen CLL-Zellen und
ihre Interaktion mit den Stromazellen untersucht werden. In unseren Experimenten
wurden adharente EL08-1D2-Zellen verwendet. Die EL08-1D2-Zellen wurden in einer
Petrischale in Kultur gehalten, anschlielend wurden CLL-Zellen in der Konzentration
1 x 108 Zellen pro ml Medium hinzugegeben. Hierdurch konnten CLL-Zellen fir
mehrere Tage kultiviert werden. Parallel wurden 1 x 108 CLL-Zellen pro ml Medium in
eine Petrischale ohne EL08-1D2-Zellen inkubiert. Diese gingen fast vollstandig in SA
(Abb. 2). Die CLL-Zellen wurden nach 96 h in Co-Kultur mittels Durchflusszytometrie
nach Farbung mit Annexin V und Propidiumiodid (Pl) hinsichtlich ihrer Viabilitat
analysiert. Die EL08-1D2-Zellen wurden nach 96 h gesammelt, mittels CD19-
Dynabeads von den restlichen CLL-Zellen getrennt, lysiert und bei -80°C in
RNAprotect Medium asserviert. In Abb. 2 wurden CLL-Zellen von einem Patienten

20



gewonnen, aufgeteilt und in verschiedene Kryotubes uberfuhrt. In zwei verschiedenen
Experimenten wurden jeweils drei Kryotubes desselben Patienten aufgetaut und in Co-
Kultur mit EL08-1D2-Zellen oder in Zellmedium alleine fur 96 h inkubiert. Ohne Co-
Kultur (Medium alleine) waren fast alle CLL-Zellen in SA, wahrend in Co-Kultur mit
EL08-1D2 nur knapp 20% apoptotisch waren. Zwischen den beiden Experimenten
zeigte sich kein Unterschied. Daher stellt sich die entwickelte Methodik als robustes

Co-Kultur System dar, welches reproduzierbare Ergebnisse liefern kann.

100

p=0.20 1 Experiment 1
' ! [ Experiment 2

80 T

60 |1

40 +--
p=0.44

il F

Medium alleine Mit EL08-1D2

% Annexin V/PI positive CLL Zellen

Abb. 2: Protektiver Effekt von EL08-1D2 in Co-Kultur. Triplets einer Probe eines CLL-
Patienten wurden in zwei verschiedenen Experimenten flr jeweils 96 h in Medium alleine oder
mit EL08-1D2-Zellen kultiviert. Nach Farbung mit Annexin V und Pl wurden die CLL-Zellen
analysiert.

4.1.6 Ernten von EL08-1D2

In einer 10 cm Petrischale wurden EL08-1D2-Zellen in Co-Kultur mit CLL-Zellen fir 96
h inkubiert. Der Uberstand mit den CLL-Zellen wurde abgenommen. Die adharenten
ELO8-1D2-Zellen wurden mit Trypsin lysiert, mit Medium gewaschen und in ein 15 ml
Tube uberfuhrt. Zur Entfernung restlicher CLL-Zellen wurden in jedes Tube 15 pl
Dynabeads® CD19 pan B gegeben. Vorher wurden die Dynabeads® zweimal mit 1 ml
PBS gewaschen. Die EL08-1D2/Dynabeads®-Suspension wurde fur 30 min bei

Raumtemperatur auf dem Rolltisch inkubiert. Danach wurden die Dynabeads® mit
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einem Magneten (Magnetstander Dynal MPC®) entfernt. Das aufgereinigte EL08-1D2-
Pellet wurde mit PBS gewaschen, abzentrifugiert und zur Stabilisierung der
Ribonukleinsdure (RNA) in 300ul RNAprotect resuspendiert. Diese Suspension wurde
bei -80° gelagert.

4.1.7 Zytostatische Behandlung der CLL-Zellen in Co-Kultur

Der protektive anti-apoptotische Effekt von CLL-Zellen in Co-Kultur mit Stromazellen
kann durch Behandlung mit verschiedenen Zytostatika Uberwunden werden. Hierzu
wurden in 24-Well Platten je 1 Million CLL-Zellen pro ml Medium auf EL08-1D2-Zellen
kultiviert. Fur die letzten 48 h wurde eine zytotoxische Therapie hinzugegeben.

Folgende Therapeutika wurden in unseren Experimenten verwendet:

Fludarabin:

Fludarabin ist ein Purin-Analogon, welches zytotoxische Effekte besitzt. Durch das
Einbauen in die Desoxyribonukleinsaure (DNA) als Purin-Analogon und der daraus
folgenden Apoptose, entfaltet Fludarabin seine zytotoxische Wirkung. Zudem hemmt
Fludarabin die DNA-Synthese. Die haufigsten Nebenwirkungen im Menschen sind
Myelotoxizitat und Immunsuppression. Fludarabin wird als Kombinationstherapie in
der Behandlung der CLL sowie in diversen Konditionierungen vor allogener
Stammzelltransplantation eingesetzt. Seltener kommt es in der Zweitlinie in der

Behandlung von akuten Leukdmien zum Einsatz.

Bendamustin:

Bendamustin ist ein Alkylanz und zahlt zu den N-lost-Derivaten. Durch das alkylieren
von DNA bzw. RNA kénnen Quervernetzungen oder Mutationen entstehen, wodurch
Bendamustin seine zytotoxische Wirkung entfaltet. Bendamustin wird haufig in
Kombination mit einem CD20-Antikorper, z.B. Rituximab oder Obinutuzumab, zur
Therapie von B-Zell-Neoplasien eingesetzt. Die haufigsten Nebenwirkungen sind eine
Myelosuppression sowie das Auftreten eines Hautexanthems.

Vincristin:
Vincristin ist ein Vincaalkaloid, welches an Mikrotubuli bindet und somit als

Mitosehemmer wirkt. Vincristin wird in einer Vielzahl von Kombinationen bei malignen
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B-Zell-Erkrankungen eingesetzt. Eine klassische Nebenwirkung ist die Neurotoxizitat,
welche sich bei Patienten oft als Polyneuropathie dufRert.

Enzastaurin und Sotrastaurin (AEB-071):

Enzastaurin und Sotrastaurin sind Serin/Threonin Kinase-Inhibitoren, welche relativ
selektiv Protein Kinase C Beta (PKC-B) inhibieren, jedoch auch in den
Phosphoinositide-3 Kinase/AKT Signalweg eingreifen und somit antitumorale Effekte
entfalten (Faul et al., 2003). Beide sind als orale Applikation verfugbar. Beide
Medikamente zeigten in-vivo Aktivitat in einem praklinischen Mausmodell (Park et al.,
2020). Sotrastaurin wurde uns unter dem Kurzel AEB zur Verfugung gestellt und wird
fortan als AEB bezeichnet. Eine Phase Il Studie, in der Enzastaurin als 3-jahrige
Erhaltungstherapie in Patienten mit einem diffus groR3zelligem B-Zell-Lymphom
gegeben wurde, konnte keinen Vorteil hinsichtlich des erkrankungsfreien Uberlebens

zeigen (Crump et al., 2016).

4.2 Durchflusszytometrie

4.2.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse von Zellen in einer Zellsuspension
hinsichtlich Struktur, GroRe, Granularitat oder auch mit Hilfe verschiedener
Fluorochromen. Zellen konnen nach Markierung mit verschiedenen Fluorochromen
sortiert werden, was gelaufig teilweise als FACS (fluorescence-activated cell sorting)
bezeichnet wird. Die Technologie kann verwendet werden, um Proteine an der
Zelloberflache oder intrazellulare Proteine nach Markierung mit einem Fluorochrom zu
detektieren. Dies wird als Durchflusszytometrie bezeichnet. Die Zellen werden im
Durchflusszytometer so stark beschleunigt, dass Zellen der Zellsuspension einzeln
einen Laser passieren. Das Licht des Laserstrahles wird an der Zelle je nach Groide,
Oberflache und Granularitat dieser gebrochen, die Streustrahlung wird detektiert und
hieraus Eigenschaften der Zelle abgelesen. Dies wird dann in den Parametern forward
scatter (FS) und side scatter (SS) dargestellt. Der FS ist hierbei das Mal fur die GroRe
der Zelle und der SS bildet die Lichtstreuung in einem 90° Winkel ab und gibt somit
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Aufschluss Uber die Granularitat der Zelle. Um gezielte Proteine an der Zelloberflache
oder intrazellular zu analysieren, kommen bestimmte, an Antikdrper gebundene
Farbstoffe, sogenannte Fluorochrome zum Einsatz. Diese emittieren Licht einer
bestimmten Wellenlange, nachdem sie mit einem Argon-Laser bei 488 nm angeregt
werden. Beispielsweise sendet das Fluorochrom FITCS grunes Licht mit einer
Wellenlange von 525 nm aus, wahrend Pl-markierte Proteine im orange-roten Bereich
von 650 nm emittieren. Die Kombination mehrerer Farbstoffe, die Licht einer
unterschiedlichen Wellenlange emittieren, ist moglich und erlaubt eine genauere
Charakterisierung von Subpopulationen. Durch Messung der Intensitat des Signals
kann auf die Menge des markierten Proteins geschlossen werden. Die

Durchflusszytometrie ist weiterhin Goldstandard in der Leukamiediagnostik.
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Abb. 3: Durchflusszytometrie. Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers.
PMT=photomultiplier tubes; FSC=forward scatter; SSC=side scatter; FL-1 bis FL-3: Kanale.
Adaptiert von O'Neill K et al., PLoS Comput Biol. 2013 (O'Neill et al., 2013)
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4.2.2 Annexin V und Pl Farbung

Um den Effekt verschiedener zytotoxischer Substanzen auf CLL-Zellen in Co-Kultur
zu messen, erfolgte nach 48 h Behandlung eine Farbung mit Annexin V (Demchenko,
2013; van Engeland et al., 1998) und PI (Suzuki et al., 1997). Annexin V ist ein Protein,
das Phospholipide bindet und eine hohe Affinitat zu Phosphaditylserin (PS) hat. PS ist
auf der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran lokalisiert. Wahren der
Apoptose kommt es zu einer Translokation von PS an die Aulenseite der
Plasmamembran (Clodi et al., 2000). Pl ist ein Farbstoff, der die Viabilitat von Zellen
in der Durchflusszytometrie beurteilen lasst. Pl bindet an DNA, kann aber von Zellen
mit intakter Plasmamembran nicht aufgenommen werden. CLL-Zellen wurden nach
Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen abgenommen, in ein FACS Rohrchen gegeben und fur
5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das
Zellpellet mit einem Mix aus 500 pl Annexin V Puffer, 5 yl Pl und 5pl Annexin V-FITC
resuspendiert. Nach 20 min Inkubation auf Eis erfolgte die Messung am
Durchflusszytometer (Abb. 4).
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Abb. 4: Durchflusszytometrie von CLL-Proben nach Co-Kultur. CLL-Zellen eines
Patienten (HH-64) werden nach Co-Kultur und Behandlung mit verschiedenen Zytostatika mit
Annexin V/PI gefarbt. Auf der y-Achse wird PI, auf der X-Achse FITC-Annexin V aufgezeigt.
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Es zeigen sich durch diese Farbung vitale Zellen als Annexin V/Pl-negativ (Abb. 4,
Q4), Zellen in fruher Apoptose Annexin V-positiv/PI-negativ (Q3) und Zellen in der
spaten Apoptose als doppelt-positiv (Q2). Fur die Auswertungen wurden sowohl
Annexin V-positive/Pl-negative als auch doppelt-positive Zellen als apoptotisch

gewertet.

4.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

4.3.1 Prinzip der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) beruht auf dem Prinzip der
herkommlichen PCR und dient zur Quantifizierung der amplifizierten DNA. Durch
Detektion von Fluoreszenz werden in Echtzeit innerhalb eines PCR-Zyklus, in dem
DNA-Amplifikation und Detektion geschehen, die Menge der amplifizierten DNA
gemessen (Wong & Medrano, 2005). Ein qPCR-Lauf besteht aus mehreren Zyklen
(ca. 40 Zyklen), wobei die Intensitat des Fluoreszenzsignals mit jedem Zyklus
zunimmt. Fur die Fluoreszenz wird ein Farbstoff verwendet (z.B. SYBR® Green),
welcher DNA bindet (Zipper et al.,, 2004). Der Farbstoff hat eine geringe
Hintergrundfluoreszenz, welche nach Bindung an doppelstrangige DNA zunimmt.
Somit korreliert die Zunahme des Fluoreszenzsignals proportional mit der Zunahme

der untersuchten DNA-Sequenz.

4.3.2 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem Qiagen RNeasy® Kit. Das in dem Puffer
RNAprotect bei -80 °C aufbewahrte Zell-Lysat wurde zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Lyse der Zellen erfolgt auf Eis mit 350 yl Lyse-Puffer (RLT-Puffer), in
dem das Pellet suspendiert wird. Das Lysat wurde auf eine QIAShredder® Saule zum
Homogenisieren gegeben und fur 2 min bei hochster Geschwindigkeit zentrifugiert.
Das Eluat wurde mit 350 uyl 70% Ethanol bei Raumtemperatur vermischt. Das

Gesamtvolumen (700 ul) wurde auf eine neue Saule gegeben und fur 15 s mit 8000 g
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zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und 700 pl Waschpuffer (RW1) wurden auf
die Saule gegeben. Die Saule wurde erneut fur 15 s bei 8000 g zentrifugiert, das Eluat
verworfen und 500 ul Waschpuffer (RPE) auf die Sdule gegeben. Dieser Schritt wurde
zweimal wiederholt. Die Saule wurde in ein neues Auffangtube gestellt und die
Membran fur 2 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und getrocknet. Zum
Schluss wurden 30-50 ul Ribonukleasen-freies Wasser auf die Membran pipettiert und
die Saule in ein neues Tube gestellt. Nach Zentrifugation fur 1 min bei 8000 g enthielt
das Eluat die extrahierte RNA.

4.3.3 Reverse Transkription

Mittels einer reversen Transkriptase kann die Transkription von RNA in
komplementare DNA (cDNA) erfolgen. Hierzu wird erst der RNA Gehalt nach erfolgter
RNA Extraktion mittels NanoDrop® photospektrometrisch gemessen. Eine definierte
Menge an RNA wurde mit Wasser (H20) verdinnt um auf ein Finalvolumen von 11 pl
zu kommen. Zu der verdunnten RNA wurden 1 pl Oligo(dT-) gegeben und im Cycler
bei 65 °C fur 10 min denaturiert. Anschlie®end wurden 4 pl Puffer, 0,5 pyl RNase
Inhibitor, 2 yl Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) und 1 pl Dithiothreitol (DTT) sowie
0,5 ul Reverse Transkriptase addiert, so dass ein Gesamtvolumen von 20 pl entstand.
Der Mix wurde fur 30 min bei 50 °C und fur 5 min bei 85 °C in dem Cycler inkubiert.
Danach konnte die cDNA stabil bei -20 C° gelagert werden.

4.3.4 qPCR

Die cDNA wurde im Verhaltnis 1:5 mit H20 verdunnt. In eine 96-Well Platte kamen pro
Well 5 yl der verdinnten cDNA. Es wurden fur jede Probe Triplets pipettiert und am
Ende ein Mittelwert genommen. Zudem wurde fur jedes Experiment eine
Negativkontrolle, ohne cDNA aber mit Primern, zusatzlich analysiert. Fur jeden
gewunschten Primer wurde ein Mastermix aus 12,5 pl SYBR® Green, 0,5 yl ROX®,
6,5 ul H20 sowie je 0,25 pl forward und reverse Primer erstellt. Von dem Mastermix
wurden 20 pl in jedes Well gegeben. Das finale Volumen in jedem Well waren 25 pl.
Die Platte wurde mittels Folie versiegelt, fur 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Mittels

der StepOne Software wurde ein Template vorbereitet, in dem die Gene sowie das
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Housekeeping Gen als endogene Kontrolle eingegeben werden. Die Ergebnisse
wurden mit der AACt-Methode berechnet (Wong & Medrano, 2005).

4.4 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit der GraphPad Prism Software (Version 9.2.0).
Zum Vergleich von Messungen zwischen zwei verschiedenen Zeitpunkten wurde ein
t-Test durchgefuhrt. Bei mehreren Zeitpunkten wurde ein ANOVA Test durchgefuhrt.
Die Korrelation wurde mittels linearer Regression analysiert. Die klinischen Daten

wurden uns aus dem Uniklinikum Essen zur Verfigung gestellt.

4.5 Experimenteller Aufbau

Jedes Set an Proben eines Patienten wurde in einem Experiment und somit mit
moglichst identischen Bedingungen bearbeitet. Alle verfigbaren Zellen wurden nach
dem Auftauen gezahlt und in Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen gegeben. Dabei wurden
auf eine 24-Well Platte (7 Wells pro Probe) je 1 Million CLL-Zellen gegeben und 10
Millionen Zellen auf eine 10 cm Platte. Die Zellen wurden fur insgesamt 96 h in Co-
Kultur mit den ELO8-1D2-Zellen gehalten und die CLL-Zellen in den 24-Well Platten
fur die letzten 48 h mit den jeweiligen Medikamenten (Abb. 4) behandelt. Zur
Bestimmung des zytotoxischen Effektes der Medikamente erfolgte 48 h nach der
Behandlung die durchflusszytometrische Analyse der Zellen in Apoptose durch
Annexin V/PI Farbung. Die EL08-1D2-Zellen aus der 10 cm Platte wurden lysiert und
zur Dekontamination von B-CLL-Zellen mit CD19+ Dynabeads aufgereinigt.
AnschlieBend erfolgte die RNA-Extraktion und Analyse mittels qPCR, um die
Veranderung von /L6 und NFKBIZ in den EL08-1D2-Zellen mit und ohne Kontakt zur
jeweiligen CLL-Probe zu messen und somit die CLL/Stroma-Interaktion zu

modellieren.
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5 Ergebnisse

5.1 Patientencharakteristika

Es standen Proben von n = 24 Patienten mit einer CLL zur Verfugung, von denen an
mindestens zwei Zeitpunkten viable CLL-Zellen asserviert wurden. Insgesamt waren
n =69 Proben gesammelt worden, wovon n =4 Proben nach dem Auftauen nicht mehr
vital waren, so dass n = 65 fur die Experimente zur Verfiugung standen. Von den n =
24 Patienten wurden in dem Beobachtungszeitraum n = 19 (79%) therapiertund n =5
(21%) wurden abwartend beobachtet. Die Abstande zwischen den
Entnahmezeitpunkten der jeweiligen Proben sind in Abschnitt 5.5 in Tabelle 2
aufgefuhrt. Die meisten Patienten [n=19 (79%)] befanden sich bei Erstdiagnose im
Stadium A nach Binet. Das mediane Alter bei Erstdiagnose lag bei 56,7 (41-73) Jahren
und die Verteilung der Geschlechter war ausgeglichen. Bei den Patienten lag bei
Erstdiagnose eine  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  (FISH) und  TP53
Mutationsanalyse vor. Es konnte in n = 14 (58%) eine del13q14 detektiert werden; in
n =5 (21%) konnte eine del17p bzw. eine TP53-Mutation, in n =4 (17%) eine Trisomie
12;inn =5 (21%) eine del11g22, und in n = 1 (4%) eine Trisomie 19. Bein =1 (4%)
wurden keine Alterationen detektiert und bei n = 6 (25%) lag mehr als eine Aberration
vor. Bei n = 8 Patienten (33%) lag bei Erstdiagnose ein unmutierter ,immunoglobulin
heavy chain variable region“ (IGHV)-Status und bei n = 16 (67%) ein mutierter IGHV-
Status vor. Zusammengefasst finden sich die Patientencharakteristika in Tabelle 1.

5.2 Subgruppen

Die prognostische Relevanz zytogenetischer Risikofaktoren sind fur die CLL seit
Jahren bekannt (Déhner et al., 2000). Um zu unterscheiden, ob sich klinisch etablierte
Faktoren auf die CLL-Stroma Interaktion in unserem Modell auswirken, wurden die zur
Verfugung stehenden Proben wie folgt unterteilt: unbehandelt vs. behandelt und
Hochrisiko vs. Intermediar- und Niedrigrisiko. Hierbei wurden Patienten mit einer
TP53-Mutation bzw. del17p oder einer del11q der Hochrisiko-Gruppe, Patienten mit
einer del13q der Niedrigrisiko-Gruppe und die Ubrigen mit z.B. Trisomie 12, Trisomie
19 oder keinen Aberrationen der intermediaren Risikogruppe zugeordnet (Houldsworth
et al., 2014).
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Patientencharakteristika

Anzahl der Patienten

Anzahl der Proben

Alter, in Jahren

Geschlecht
mannlich

weiblich

Binet Stadium bei ED
A
B
C

Zytogenetik
del13q14

TP53 Mutation/ del17p
del11g22
Trisomie 12

= 1 Veranderung

IGHV-Status
mutiert

unmutiert

Behandlung im Verlauf
(Immun-)chemotherapie

watch & wait

n=24

n=69

56,7 (41-73)

n=13 (60%)
n=11 (40%)

n=19 (79%)
n=3 (13%)
n=2 (8%)

n=14 (58%)
n=5 (21%)
n=5 (21%)
n=4 (17%)
n=6 (25%)

n=16 (57%)
n=8 (33%)

19 (79%)
5 (21%)

Tab. 1: Patientencharakteristika. n=24 Patienten mit n=69 Proben, die fir die Analyse zur
Verfigung standen. ED=Erstdiagnose; del=Deletion. IGHV=Immunoglobulin heavy chain

variable region.

30



Obwohl es sich in dieser Arbeit um eine relativ kleine Kohorte von n = 24 Patienten
handelt, spiegelt die Haufigkeit der relevanten zytogenetischen Aberrationen die aus

der Literatur bekannten Inzidenzen gut wider.

5.3 Titration zytostatischer Substanzen

Fir die Co-Kultur-Experimente wurden funf zytostatische Substanzen gewahlt, mit
denen CLL-Zellen in Co-Kultur behandelt werden konnen. Die Dosis wurde fur alle
nachfolgenden Experimente definiert, um die Effekte der Behandlung mit dem
jeweiligen Medikament vergleichen und eine mogliche Resistenzentwicklung
beurteilen zu konnen. Fludarabin, Vincristin, Bendamustin wurden als klassische
Zytostatika in der Therapie von malignen B-Zell-Erkrankungen ausgewahlt. Zudem
wurden die Zellen mit den PKC-R-Inhibitoren Enzastaurin und AEB (=Sotrastaurin)
behandelt. Zur Dosisfindung wurden jeweils CLL-Zellen von n = 5 Patienten fur 96 h
in Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen gegeben und fiur die letzten 48 h mit den jeweiligen

Substanzen in unterschiedlicher Dosierung behandelt (Abb. 4).
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Abb. 4: Dosisfindung durch Titration. CLL-Zellen von n=5 Patienten wurden in Co-Kultur
mit EL08-1D2-Zellen fiir 48 h mit Fludarabin, Bendamustin, Vincristin, AEB oder Enzastaurin
behandelt. Eine Probe ohne Behandlung (Medium) sowie eine Probe ohne Stromazellen (SA)
sowie die aufsteigenden Dosierungen fiir die jeweilige Substanz sind abgebildet. Die gewahlte
Zieldosis ist mit dem Pfeil markiert: Fludarabin 15ug/ml; Bendamustin 25ug/ml; Vincristin
100ng/ml; Enzastaurin 10uM/ml; AEB 10uM/ml.
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Die mit dem Pfeil markierten Dosierungen wurden fur die nachfolgenden Experimente
gewahlt, fur Fludarabin 15ug/ml; Bendamustin 25ug/ml, Vincristin 100ng/ml und
Enzastaurin 10uM/ml. Fir AEB wurde die zwischen 5 pM und 15 pM liegende Dosis
von 10 yM gewahlt. Die Dosierungen, bei der etwa die Halfte der Zellen apoptotisch
waren, wurden fur alle nachfolgenden Experimente gewahlt, um eine Vergleichbarkeit

im Falle einer Resistenzentwicklung zu gewahrleisten.

5.3.1 Wirkung der Zytostatika auf EL08-1D2-Zellen

Die Behandlung der CLL-Zellen in Co-Kultur mit den ausgewahlten Zytostatika sollte
ein Modell darstellen, um einen Vergleich des Ansprechens auf die angegebenen
Substanzen im Krankheitsverlauf der n = 24 Patienten zu untersuchen. Um einen
relevanten zytotoxischen Effekt der gewahlten Dosis fur die jeweiligen
Chemotherapeutika auf die EL08-1D2-Zellen auszuschlieRen, wurden EL08-1D2 in
Monokultur mit derselben Dosis fur 48 h behandelt. Nach 48 h erfolgte mittels
Durchflusszytometrie die Messung der Pl-positiven, apoptotischen EL08-1D2-Zellen.
Cycloheximid mit 100 pg/ml wurde als Positivkontrolle gewahlt. Die Behandlung mit
den entsprechenden Substanzen zeigte keinen relevanten Effekt auf die EL08-1D2-
Zellen, sodass die Effekte der Zytostatika fur die weiteren Experimente auf die CLL-

Zellen bezogen werden konnten (Abb. 5).
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EL08-1D2

%PIl-positive Zellen

Abb. 5: Kein zytotoxischer Effekt auf EL08-1D2-Zellen. EL08-1D2-Zellen wurden nach 48
h Behandlung mit den angegebenen Substanzen mit Pl gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Cycloheximid diente als Positivkontrolle.

5.4 Apoptose der CLL-Zellen nach Co-Kultur und Therapie

Durch ein Co-Kultur-System mit Stromazellen, hier die Zelllinie EL0O8-1D2, kdnnen
Zellen von CLL-Patienten fur lange Zeit ex-vivo kultiviert werden. Trotzdem gelang es
in unserem Modell den protektiven, anti-apoptotischen Effekt der CLL-Zellen durch
Behandlung mit zytostatischen Substanzen zu Uberwinden. Um Unterschiede in der
EMDR beurteilen zu konnen, wurde die Dosis der zytostatischen Substanzen titriert,
um etwa die Halfte der Zellen in Apoptose zu bringen. Priméare CLL-Zellen von n = 24
Patienten mit n = 65 Proben wurden jeweils fur insgesamt 96 h mit EL08-1D2-Zellen
kultiviert. Nach 48 h wurden die Zellen mit Fludarabin, Bendamustin, Vincristin oder
den spezifischen PKC-[3 Inhibitoren Enzastaurin oder AEB behandelt. Nach
Behandlung wurden die Zellen mit Annexin V und Pl gefarbt und auf ihre Viabilitat
analysiert. Zur besseren Bestimmung des tatsachlichen Effektes der jeweiligen

Substanz, wurden pro Patientenprobe jeweils dieselbe Menge an Zellen einmal in Co-
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Kultur ohne Hinzugabe des Medikaments (Medium + EL08-1D2) sowie einmal ohne
ELO8-1D2-Zellen (SA) kultiviert (Abb. 6).
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Abb. 6: Effekt der Zytostatika auf alle Patientenproben. CLL-Zellen der n = 65 Proben
wurden je fur 96 h in Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen, oder in Monokultur gehalten. Nach 48 h
erfolgter Behandlung erfolgte die Messung der Annexin V/Pl-positiven Zellen.

Nach 96 h Co-Kultur ohne Behandlung (Abb.6, Medium + EL08-1D2) zeigten sich im
Median 16,6% [3,1-50,9] der CLL-Zellen Annexin V/Pl-positiv und wurden somit als
apoptotisch gewertet. CLL-Zellen in Monokultur waren hingegen nach demselben
Zeitraum bereits zu 79,3 % [98,8-29,6] in SA. Aus der Differenz lasst sich der protektive
Effekt durch die Stromazellen abschatzen. Im Median blieben 62,7% der CLL-Zellen
durch die Co-Kultur viabel. Dieser Effekt konnte teilweise durch Behandlung der
verschiedenen Substanzen uUberwunden werden. Nach 48 h Behandlung mit den
Substanzen Fludarabin waren 44,4% [8-89,3]; durch Bendamustin 37,6% [7,2-81,8];
mit Vincristin 51,0% [19,7-90]; durch Enzastaurin 50,9% [7,5-84,2] und AEB 40,5%
[6,8-83,1] der CLL-Zellen in Apoptose. Durch das Co-Kultur-Modell konnten wir den
protektiven Effekt der ELO8-1D2-Zellen zeigen und das Ansprechen der CLL-Zellen

auf verschiedene Chemotherapeutika und PKC-B-Inhibitoren untersuchen. Zudem
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konnten wir hier die in Kapitel 5.3. titrierten Dosierungen validieren, in dem sich
insgesamt ein moderater Effekt der Substanzen auf die CLL-Zellen zeigte und eine

Vergleichbarkeit gut ermoglicht.

5.5 Chemosensitivitat der CLL-Zellen im Verlauf der Erkrankung

Aus dem klinischen Alltag ist bekannt, dass insbesondere bei vielen hamatologischen
Neoplasien ein schlechteres Ansprechen auf Chemotherapie im Krankheitsverlauf
nach vorheriger Behandlung zu erwarten ist. Um in unserem Modell zu untersuchen,
wie sich das Ansprechen auf die verschiedenen Substanzen im zeitlichen Verlauf
eines Patienten auswirkt, wurden zunachst die n = 65 Proben der Patienten an den
verschiedenen Zeitpunkten T1-T4 verglichen. Wie in Tabelle 1 beschrieben, waren pro
Patienten mindestens zwei Proben verschiedener Zeitpunkte verfugbar. Um den Effekt
der Substanzen auf die CLL-Zellen besser darzustellen, wurde hier das Delta (A) der
Zellen in Apoptose berechnet. Da, wie in Abb. 6 gezeigt, im Mittel 16,6% der CLL-
Zellen in Co-Kultur ohne zusatzliche Behandlung in Apoptose gingen, dieser Wert aber
fur jede Probe unterschiedlich war, wurde das A folgendermal3en berechnet, um die
Vergleichbarkeit des Ansprechens auf die Substanzen selbst beziehen zu kdnnen:
Der prozentuelle Anteil der Annexin V/Pl-positiven CLL-Zellen nach Behandlung mit
dem jeweiligen Zytostatikum minus den Annexin V/Pl-positiven CLL-Zellen in ELO8-
1D2 Co-Kultur ohne Behandlung. Beispielsweise gilt fur den Patienten AH59 und die
Behandlung mit Fludarabin dann fur Zeitpunkt T1:

T1 (AH59): A Fludarabin = 44,0% - 9,1% = 34,9%

Sollte dadurch keine Differenz oder ein negativer Wert in der Differenz ergeben, wurde
dieser mit 0% berechnet, da hier kein zusatzlicher zytotoxischer Effekt durch
Behandlung mit der Substanz gemessen wurde. Die CLL-Zellen waren in diesem Fall
refraktar auf die Behandlung mit dem Zytostatikum. Fur unsere Kohorte waren fur die
Zeitpunkte T1-T4 die folgende Anzahl an Proben vorhanden: T1 mit n = 24 Proben, T2
mit n = 24 Proben, T3 mit n = 14 Proben und T4 mit n = 3 Proben. Die Pseudonyme
der Patienten sowie die zeitlichen Abstande zwischen den verschiedenen Proben in
Monaten sind in Tabelle 2 aufgefluhrt.
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Patienten ID ED/T1, m T1/T2, m T2/T3, m T3/T4, m

AH-59 0 13 26

KW-36 17 33 26 19
DC-50 22 6

MW-56 1 40

vAR-41 9 41

BWR-48 87 20 20

PL-53 7 14 47

VA-41 35 5

HH-43 20 43 26

HV-64 0 12 42

HE-60 19 30

LFJ-52 3 35

HW-35 0 22 65

KK-56 0 27 3

WKJ-57 6 16

PB-53 21 8

SR-41 0 85

WB-55 35 9

0J-28 186 28 11

BW-37 4 15

KR-52 15 7

MW-63 26 54 28

KH-53 86 27 3 2
GC-35 72 32 20 33

Tab. 2: Zeitliche Abstinde zwischen T1-T4 aller Proben. Pseudonymisierte Patienten mit
zeitlichem Abstand zwischen Erstdiagnose (ED) und Zeitpunkt 1 (T1); T1 und T2; T2 und T3
sowie T4 und T4 in Monaten (m) der jeweiligen Probengewinnung.

5.5.1 Chemosensitivitat im zeitlichen Verlauf der Erkrankung

Um zu untersuchen, ob in unserer Kohorte die Proben von vortherapierten CLL-
Patienten schlechter auf die Substanzen ex-vivo ansprechen als die Proben
unbehandelter Patienten, wurden die Effekte der jeweiligen zytostatischen Substanzen
Uber den Zeitraum T1-T4 betrachtet. In Abb. 9, A sind alle mit Fludarabin behandelten
CLL-Proben aufgezeigt. Hier liel® sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
einzelnen Zeitpunkten erkennen (T1/T2 p=0,74, T2/T3 p=0,32, T3/T4 p=0,85; Abb. 9,
A), wobei fur T4 nur n = 3 Proben vorhanden waren. Zu den Zeitpunkten T1-T4 zeigten
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sich nach Behandlung mit Fludarabin jeweils zu T1 = 27,4% der CLL-Zellen in
Apoptose, an T2 = 25,0%, an T3 = 24,1% und an T4 = 36,0% - wobei nur n = 3
Patientenproben zu T4 vorhanden waren. Nach Unterteilung der Patienten, liel} sich
ebenfalls kein signifikanter Unterschied fur unbehandelte (T1/T2 p=0,41, T2/T3
p=0,80; Abb. 9, B) oder behandelte (T1/T2 p=0,22, T2/T3 p=0,18, T3/T4 p=0,42; Abb.
9, C) zwischen den jeweiligen Zeitpunkten beobachten. Es liel3 sich aber der Trend
vernehmen, dass die Proben der vorbehandelten Patienten im Verlauf der Erkrankung

weniger sensitiv gegenuber der Chemotherapie waren.
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Abb. 9. Ansprechen auf Fludarabin im zeitlichen Verlauf. A: Alle Patientenproben, die nach
48 h Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen mit 15 ug/ml Fludarabin behandelt wurden; T1/T2 p=0,74,
T2/T3 p=0,32, T3/T4 p=0,85. B: Proben unbehandelter Patienten; T1/T2 p=0,41, T2/T3 p=0,80
mit n=5 (T1), n=5 (T2), n=2 (T3) n=1 (T4). C: Proben behandelter Patienten; T1/T2 p=0,22,
T2/T3 p=0,18, T3/T4 p=0,42 mit n=19 (T1), n=19 (T2), n=12 (T3), n=2 (T4). Die Zeitpunkte
wurden mit gepaartem t-Test verglichen; ns = nicht signifikant.

Fur Bendamustin in der Dosis von 25 pug/ml zeigte sich ebenfalls keine signifikante
Veranderung der Sensitivitat der CLL-Zellen im zeitlichen Verlauf der erfassten
Zeitpunkte (T1/T2 p=0,36, T2/T3 p=0,97, T3/T4 p=0,68; Abb. 10, A). Hier waren nach
ex-vivo Behandlung im Durchschnitt bei T1 =21,2%, bei T2 = 18,7%, bei T3 = 19,5%
und bei T4 = 21,3% der Zellen Annexin V/PI-positiv. Wie fur Fludarabin, lief3 sich nach
Unterteilung der Subgruppen in unbehandelte (T1/T2 p=0,36, T2/T3 p=0,20; Abb. 10,
B) und behandelte (T1/T2 p=0,76, T2/T3 p=0,10, T3/T4 p=0,88; Abb. 10, C) Patienten
kein signifikanter Unterschied zwischen den Zeitpunkten T1-T4 messen.
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Abb. 10 Ansprechen auf Bendamustin im zeitlichen Verlauf. A: Alle Patientenproben, die
nach 48 h Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen mit 25 pg/ml Bendamustin behandelt wurden. T1/T2
p=0,36, T2/T3 p=0,97, T3/T4 p=0,68. B: Proben unbehandelter Patienten; T1/T2 p=0,36,
T2/T3 p=0,20 mit n=5 (T1), n=5 (T2), n=2 (T3) n=1 (T4). C: Proben behandelter Patienten;
T1/T2 p=0,76, T2/T3 p=0,10, T3/T4 p=0,88 mit n=19 (T1), n=19 (T2), n=12 (T3), n=2 (T4). Die
Zeitpunkte wurden mit gepaartem t-Test verglichen; ns = nicht signifikant.

In Abb. 11 ist die Aufteilung in die Untergruppen fur die mit Vincristin behandelten CLL-
Zellen dargestellt. Alle n = 65 Proben betrachtet, zeigten sich nach Behandlung mit
100 ng/ml Vincristin bei T1 = 33,6%, bei T2 = 31,8%, bei T3 = 29,0% und bei T4 =
37,6% der Zellen in Apoptose, ohne signifikanten Unterschied zwischen den
Zeitpunkten (T1/T2 p=0,36, T2/T3 p=0,97, T3/T4 p=0,68; Abb. 11, A). Wie fur die
anderen Zytostatika zeigte sich fur unbehandelte (T1/T2 p=0,36, T2/T3 p=0,20; Abb.
11, B) und behandelte Proben (T1/T2 p=0,76, T2/T3 p=0,10, T3/T4 p=0,88; Abb. 11,
C) ebenfalls kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 11 Ansprechen auf Vincristin im zeitlichen Verlauf. A: Alle Patientenproben, die nach
48 h Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen mit 100 ng/ml Vincristin behandelt wurden. T1/T2 p=0,39,
T2/T3 p=0,60, T3/T4 p=0,60. B: Proben unbehandelter Patienten; T1/T2 p=0,25, T2/T3 p=0,56
mit n=5 (T1), n=5 (T2), n=2 (T3) n=1 (T4). C: Proben behandelter Patienten; T1/T2 p=0,09,
T2/T3 p=0,54, T3/T4 p=0,09 mit n=19 (T1), n=19 (T2), n=12 (T3), n=2 (T4). Die Zeitpunkte
wurden mit gepaartem t-Test verglichen; ns = nicht signifikant.

Auch fur die beiden PKC-[-Inhibitoren Enzastaurin und AEB war das Ansprechen der
CLL-Zellen auf die jeweilige Substanz zwischen den Zeitpunkten T1-T4 nicht
signifikant verandert. Nach Behandlung mit Enzastaurin in einer Dosis von 10 yM
waren bei T1 = 30,0%, bei T2 = 26,5%, bei T3 = 31,4% und bei T4 = 24,6% der Zellen
apoptotisch (T1/T2 p=0,32, T2/T3 p=0,16, T3/T4 p=0,69; Abb. 12, A). Die Behandlung
mit 10 yM AEB zeigte bei T1 = 19,6%, bei T2 = 19,7%, bei T3 = 23,7% und bei T4 =
25,8% der CLL-Zellen in Apoptose (T1/T2 p=0,97, T2/T3 p=0,50, T3/T4 p=0,99; Abb.
12, D). Wie bei den klassischen Zytostatika ergab die Unterteilung in CLL-Proben
vorbehandelter und nicht vortherapierter Patienten auch keinen signifikanten
Unterschied im zeitlichen Verlauf (Abb. 12 B, C und E, F).

Zusammenfassend konnten wir in unserer Kohorte im Co-Kultur-Modell mit EL08-1D2-
Zellen keinen relevanten Unterschied der Sensitivitat von CLL-Zellen gegenuber der
zytotoxischen Therapie im beobachteten Zeitraum der verschiedenen Patienten
sehen.
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Abb. 12: Ansprechen auf die PKC-B-Inhibitoren Enzastaurin und AEB. A-C: CLL-Zellen
nach 48 h Behandlung in Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen mit 10 uM Enzastaurin bei allen
Proben. T1/T2 p=0,32, T2/T3 p=0,16, T3/T4 p=0,69 (A), den nicht-vortherapierten
Patientenproben. T1/T2 p=0,27, T2/T3 p=0,28 (B) und den vorbehandelten Patientenproben.
T1/T2 p=0,81, T2/T3 p=0,68, T3/T4 p=0,53 (C). D-F: CLL-Zellen nach 48 h Behandlung in Co-
Kultur mit EL08-1D2-Zellen mit 10 uM AEB bei allen Proben. T1/T2 p=0,97, T2/T3 p=0,50,
T3/T4 p=0,99 (A), den nicht-vortherapierten Patientenproben T1/T2 p=0,89, T2/T3 p=0,11 (B)
und den vorbehandelten Patientenproben T1/T2 p=0,97, T2/T3 p=0,96, T3/T4 p=0,16 (C). Die
Zeitpunkte wurden mit gepaartem t-Test verglichen; ns = nicht signifikant.

5.5.2 Auswirkung von Vortherapie auf die Chemosensitivat

Wie in Abb. 9-12 gezeigt, lieR sich in unserer Kohorte kein relevanter Unterschied der
Sensitivitat von CLL-Zellen auf die verschiedenen Substanzen im beobachteten
Zeitraum messen. Allerdings fiel auf, dass CLL-Zellen von nicht-vortherapierten
Patienten besser auf die ex-vivo Therapie angesprochen haben als CLL-Zellen
vortherapierter Patienten. Die apoptotischen CLL-Zellen an den Zeitpunkten T1-T4
wurden zwischen diesen beiden Gruppen verglichen, um zu untersuchen, ob Zellen
vortherapierter Patienten schlechter auf die ex-vivo Behandlung im Co-Kultur-System
ansprechen, als Zellen therapienaiver Patienten. In Abb. 13 sind die Vergleiche zu
jedem Zeitpunkt nach Behandlung mit den klassischen Zytostatika dargestellt und in
Abb. 14 nach Behandlung mit den PKC-[-Inhibitoren. Zu den Zeitpunkten T1, T2 und
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T3 wurde ein signifikant geringeres Ansprechen auf die Therapie mit 25 pg/mi
Bendamustin in CLL-Zellen vorbehandelter Patienten gesehen, im Vergleich zu CLL-
Zellen von therapienaiven Patienten (Abb. 13, B). Zeitpunkt T4 wurde nicht statistisch

verglichen, da hier insgesamt nur n = 3 Proben verfugbar waren.
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Abb. 13. Chemosensitivitat von behandelten und unbehandelten Patientenproben.
CLL-Zellen in Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen nach 48 h Behandlung mit Fludarabin (A),
Bendamustin (B) oder Vincristin (C). Zeitpunkte T1-T4 von unbehandelten (schwarze Balken)
und behandelten (graue Balken) wurden jeweils verglichen. ns=nicht signifikant; ***p=<0,001;
**p=<0,01.

Im direkten Vergleich der jeweiligen aufeinanderfolgenden Zeitpunkte T1-T4 zeigten
sich im Mittel (unbehandelt / behandelt): T1 = 48,7%/14,0% (p=<0,001); T2 =
40,4%/13,3% (p=<0,01); T3 = 50,7%/14,3% (p=<0,01) und T4 = 44,1%/9,9% der
Zellen in Apoptose. Interessanterweise konnte dieser Effekt fur Fludarabin (Abb. 13,
A) nur geringer ausgepragt beobachtet werden, ohne das Erreichen einer statistischen
Signifikanz. Einen Trend sahen wir trotzdem, demnach vorbehandelte Patienten
schlechter auf die ex-vivo Therapie mit Fludarabin angesprochen haben. Nach
Behandlung mit 100 ng/ml Vincristin konnte nur bei dem Zeitpunkt T3 ein signifikanter
Unterschied beobachtet werden (Abb. 13, C), allerdings war fur die restlichen
Zeitpunkte auch ein Trend zu sehen. Durch Therapie der CLL-Zellen mit den beiden
PKC-R-Inhibitoren Enzastaurin und AEB konnte ebenfalls ein Trend gesehen werden,
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dass Patienten nach Vortherapie schlechter ansprechen. Ein signifikanter Unterschied
zeigte sich jedoch zu keinem Zeitpunkt (Abb. 14).

>
w
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Abb. 14. PKC-R-Inhibitoren, Vergleich behandelter vs. unbehandelter Proben.
CLL-Zellen in Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen nach 48 h Behandlung mit Enzastaurin (A) oder
AEB (B). Die Mittelwerte aus Abb. 12 werden angezeigt. Zeitpunkte T1-T4 von unbehandelten
(schwarze Balken) und behandelten (graue Balken) werden jeweils verglichen. ns=nicht
signifikant.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die ex-vivo Behandlung von CLL-Zellen
in Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen mit den 5 verschiedenen Substanzen bei CLL-Zellen
therapienaiver Patienten zum Teil besser wirkte, als bei Proben von vortherapierten
Patienten. Dieser Effekt war besonders ausgepragt fur die Behandlung mit 25 pg/mi
Bendamustin und 100 ng/ml Vincristin.

5.5.3 Darstellung einzelner Patienten mit zeitlichem Verlauf

Im vorherigen Abschnitt konnten wir ein schlechteres Ansprechen bei CLL-Zellen von
vortherapierten Patienten nach ex-vivo Behandlung sehen. Allerdings wurden die CLL-
Proben aller Patienten zusammen analysiert und in Subgruppen eingeteilt. Da es sich
um Primarmaterial mit CLL-Zellen individueller Patienten handelt, wurden in diesem
Abschnitt die Patienten jeweils einzeln betrachtet, in dem das Ansprechen auf die
klassischen Zytostatika Fludarabin, Bendamustin und Vincristin an den jeweiligen
Zeitpunkten aufgetragen wurde. Es wurden hier nur die klassischen
Chemotherapeutika dargestellt, da hier der grof3te Unterschied zu sehen war. In Abb.

15 sind die n = 5 therapienaiven Patienten mit n = 14 erfassten Zeitpunkten dargestellt.
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Abb. 15: Proben von therapienaiven CLL-Patienten. Nach 48 h Behandlung in Co-Kultur
mit ELO8-1D2-Zellen mit Substanzen Fludarabin (15 pg/ml), Bendamustin (25 pg/ml) oder
Vincristin (100 ng/ml). Die Zeitpunkte 1-4 stehen fiir die jeweiligen Erfassungsdaten der
Proben (Tab. 2).

Insgesamt waren Proben von n = 19 CLL-Patienten vorhanden, die eine Therapie fur
ihre Erkrankung erhalten hatten (Abb. 16). Bei n = 3 Patienten (KR-52; VA-41; BW-37)
fiel der Therapiebeginn mit dem letzten Zeitpunkt der Probenentnahme zusammen.
Von den restlichen n = 16 Patienten wurde bei n = 11 eine Abnahme der Annexin V/PI-
positiven Zellen nach dem Therapiebeginn beobachtet (Abb. 16).
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Abb. 16. Proben von vorbehandelten CLL-Patienten. Nach 48 h Behandlung in Co-Kultur
mit ELO8-1D2-Zellen mit Substanzen Fludarabin (15 pg/ml), Bendamustin (25 pg/ml) oder
Vincristin (100 ng/ml). Die Zeitpunkte 1-4 stehen fiir die jeweiligen Erfassungsdaten der
Proben (Tab. 2). Der rote Pfeil zeigt den Zeitpunkt der ersten CLL-Behandlung des Patienten
an.

Um zu untersuchen, inwiefern der Beginn der CLL-Therapie einen direkten Einfluss
auf die Sensitivitat der CLL-Zellen in unserem Co-Kultur-Modell hatte, wurde der
Mittelwert aus den apoptotischen CLL-Zellen fur jeden Zeitpunkt nach Behandlung mit
den drei Substanzen Fludarabin, Vincristin und Bendamustin ermittelt. Hierdurch
definierten wir einen Parameter, der alle drei zytostatischen Substanzen beinhaltet und
das Ansprechen auf Chemotherapie einer CLL-Probe zu einem Zeitpunkt beschreibt
(Abb. 17). Bei Patienten, die bereits vor der ersten Probenerfassung eine CLL-
Therapie erhalten hatten (n = 7), wurde der Unterschied vom ersten zum letzten
Zeitpunkt gewahlt. Direkt nach Therapiebeginn (Abb. 16, roter Pfeil), sahen wir in
unserem Modell in n =11 von n = 16 Patienten eine Abnahme der apoptotischen CLL-
Zellen nach Behandlung mit Bendamustin, Vincristin und Fludarabin. Wie oben
beschrieben wurde hier der Mittelwert aus den Annexin V/PI-positiven Zellen fur die 3
Substanzen abgebildet (Abb. 17).
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Abb. 17: Chemosensitivtdt vor und nach Therapiebeginn des Patienten. Bei n=16
Patienten, die eine Therapie erhalten hatten (n=7) oder zwischen zwei Probenerfassungen mit
der CLL-Therapie begonnen hatten (n=9), wurde das Ansprechen der CLL-Zellen in Co-Kultur
mit ELO8-1D2 auf Fludarabin, Bendamustin und Vincristin (als Mittelwert) vor und nach CLL-
Therapie des Patienten verglichen. *p=0.048.

Zusammenfassend sahen wir, dass CLL-Zellen von vortherapierten Patienten in
unserem Modell direkt nach Therapiebeginn weniger sensitiv gegenuber einer
Chemotherapie in unserer Co-Kultur waren, im Sinne einer Resistenzentwicklung auf

die Therapie mit klassischen Chemotherapeutika und einer verstarkten EMDR.

5.5.4 Einfluss des Risikoprofils auf die Chemosensititivat

Bei n = 9 Patienten unserer Kohorte mit viablen Proben lag entweder eine del17p, eine
TP53-Mutation oder eine del11q vor. Diese Patienten wurden analog der Literatur der
Hochrisiko-Gruppe zugeordnet. Da wir jeweils nur die Zytogenetik von der
Erstdiagnose zur Verfugung hatten, entschieden wir uns hier keinen Vergleich
zwischen den verschiedenen Zeitpunkten vorzunehmen. In Abb. 18 wurden die Proben
der n = 9 Patienten mit Hochrisiko-Zytogenetik mit den Proben der restlichen n = 15
Patienten hinsichtlich des Ansprechens auf die 5 verschiedenen Therapeutika
verglichen. Nach Therapie mit Fludarabin (p=0,048); Bendamustin (p<0,001) und
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Enzastaurin (p=0,048) zeigte sich eine geringere Sensitivitdt von CLL-Zellen der
Hochrisikopatienten. Fur Vincristin (p=0,253) und AEB (p=0.335) zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (Abb. 18). Proben von Patienten mit zytogenetischen
Aberrationen, die ein schlechteres Outcome vorhersagen, sprachen somit in unserem

Modell auch schlechter auf die Therapie im Co-Kultur-System an.
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Abb. 18: Einfluss des Risikoprofils auf das Ansprechen. Bei n=9 Patienten lag eine
Hochrisiko-Konstellation vor, bei n=15 eine niedrige- oder intermediare Risikokonstellation
(Sonstige). Fur jedes Medikament wurden alle Annexin V/Pl-positiven CLL-Zellen der zwei
Gruppen nach 48 h Behandlung in Co-Kultur mit EL08-1D2-Zellen aufgetragen. ns=nicht
signifikant; *Fludarabin p=0,048; ***Bendamustin p<0,001; *Enzastaurin p=0,048.

5.6 Interaktion von EL08-1D2 und CLL-Zellen nach Co-Kultur

Der Apoptose-Defekt von CLL-Zellen ist unter anderem durch die Kommunikation mit
dem umliegenden TME bedingt. Dieser Effekt kann durch das simple Experiment
gezeigt werden, in dem CLL-Zellen ex-vivo durch ein Co-Kultursystem am Leben
erhalten werden kdnnen und in Monokultur nach kurzer Zeit in Apoptose gehen (Abb.
6). In unserem Modell dienten EL08-1D2-Zellen als Stromazellen des TME. Nach
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Kontakt mit CLL-Zellen kam es zu einer Veranderung der Gensignatur der
Stromazellen (Lutzny et al., 2013). In dieser Arbeit konnte in einer Transkriptom-
Analyse von EL08-1D2-Zellen nach Co-Kultur mit CLL-Zellen gezeigt werden, dass
durch den Kontakt mit Tumorzellen 474 Gene hoch- und 347 Gene herunterreguliert
wurden. Zwei der Gene, die in den Stromazellen mit am starksten hochreguliert
wurden, waren /L6 und NFKBIZ. Bei dieser bidirektionalen Interaktion handelt es sich
wahrscheinlich um einen dynamischen Prozess mit vielen Einflussfaktoren. Wir wollten
die Hypothese prufen, ob sich klinisch relevante Faktoren wie vorherige Therapie,
zytogenetische Aberrationen oder klonale Evolution auch auf die Interaktion zwischen
CLL und dem TME auswirken. Hierzu wurde die quantitative mRNA-Induktion von /L6
und NFKBIZ in EL08-1D2 nach CLL-Kontakt zu jedem verfugbaren Zeitpunkt einer
Patientenprobe gemessen. Fur die nachfolgende Auswertungen waren nur n = 22 der
n = 24 Patienten verfugbar. In Abb. 19 ist die relative mRNA-Induktion von /L6 (Abb.
19, A) und NFKBIZ (Abb. 19, B) aller Proben Uber die verfugbaren Zeitraume T1-T4
dargestellt. Fur die Zeitpunkte T3 und T4 standen nur jeweils n = 12 (T3) und n = 2
(T4) Proben zur Verfugung.
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Abb. 19. IL6 und NFKBIZ Induktion in EL08-1D2-Zellen nach Co-Kultur mit CLL-Zellen.
Die relative mRNA-Induktion von IL6 (A) bzw. NFKBIZ (B) nach 96 h Co-Kultur alleine oder
mit CLL-Proben. Insgesamt waren bei den Zeitpunkten T1 =22; T2 =22, T3=12und T4 =2
Proben verfligbar. ns=nicht signifikant.

Die IL6-Expression war im Mittel zu Zeitpunkt T1 = 1,5-fach (0,28 - 5,11), T2 = 1,31-
fach (0,42 - 2,92); T3 = 1,36-fach (0,58 - 2,39) und zu T4 = 2,1-fach (1,92 - 2,30)
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gegenuber der Expression in monokultivierten EL08-1D2-Zellen erhoht. Fur die
Expression von NFKBIZ zeigte sich ebenfalls eine Veranderung der mRNA-Level zu
den jeweiligen Zeitpunkten T1 = 1,51-fach (0,42-3,97); T2 = 1,62-fach (0,47-4,83); T3
= 1,01-fach (0,48-1,77) und T4 = 0,98-fach (0,86-1,10; p=0,99). Nach 96 h Co-Kultur
mit CLL-Zellen zeigte sich in diesem Experiment also eine vermehrte Expression
beider Gene in den EL08-1D2-Zellen, bis auf NFKBIZ zu den Zeitpunkten T3 und T4.
Im Vergleich der mRNA-Induktion zwischen den verschiedenen Zeitpunkten T1-T4
zeigte sich fur beide Gene kein signifikanter Unterschied. Auch nach Aufteilung der
CLL Proben in die definierten Subgruppen (Abb. 20), zeigte sich keine signifikante
Veranderung zwischen den verschiedenen Zeitpunkten. Der Vergleich der IL6-
Expression in EL08-1D2-Zellen nach Kontakt mit CLL-Zellen von therapienaiven und
vortherapierten Patienten ergab keine signifikanten Unterschiede (Abb. 20, A und B).
Ebenfalls zeigte die Expression von NKFBIZ in EL08-1D2-Zellen nach Kontakt mit den
CLL-Zellen beider Subgruppen keinen signifikanten Unterschied im zeitlichen Verlauf
(Abb. 20, C und D).
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Abb. 20. Induktion von IL6 und NFKBIZ nach Kontakt mit therapienaiven und
vortherapierten Patienten. Die relative mRNA-Induktion in EL08-1D2-Zellen von IL6 (A, B) bzw.
NFKBIZ (C, D) nach 96h Co-Kultur alleine oder mit CLL-Zellen von Patienten. ns=nicht signifikant.
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Es wurde untersucht, ob Patienten mit Hochrisiko-Konstellation im Verlauf eine
Veranderung der CLL-TME-Interaktion zeigten (Abb. 21). CLL-Patienten mit TP53-
Mutation, del11q, del17p wurden der Hochrisiko-Gruppe zugeordnet und es erfolgte
die Unterteilung in CLL-Proben von Patienten mit einem hohen Risiko und Proben von
Patienten mit niedrigem oder intermediarem Risiko (Abb. 21). Es wurden insgesamt
n = 9 Patienten mit n = 21 viablen Proben der Hochrisiko-Gruppe zugeordnet und n =
13 Patienten mit n = 36 Proben der niedrig bzw. intermediaren Risikogruppe. Dabei
wurden zum Zeitpunkt T4 in der Hochrisiko-Gruppe keine Proben erfasst, weshalb hier
nur T1-T3 abgebildet sind. Der vermutete Effekt, dass zytogenetische Aberrationen zu
einer messbaren Veranderung der CLL-TME-Interaktion im Verlauf der Erkrankung
fuhren, konnte hier nicht gezeigt werden. Es zeigte sich fur die Gene IL6 und NFKBIZ
nach Kontakt mit sequentiellen CLL-Proben keine relevante Anderung der mRNA-
Induktion (Abb. 21).
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Abb. 21. Induktion von IL6 und NFKBIZ nach Kontakt mit Patienten mit hohem und
niedrig/intermedidarem Risiko. Die relative mRNA-Induktion in EL08-1D2-Zellen von IL6 (A, B) bzw.
NFKBIZ (C, D) nach 96 h Co-Kultur alleine oder mit CLL-Zellen von Patienten. ns=nicht signifikant.
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Zusammenfassend sahen wir in allen Subgruppen einen ahnlichen Effekt. Nach Co-
Kultur mit CLL-Zellen von den Patienten unserer Kohorte, zeigte sich in den ELOS8-
1D2-Zellen eine mRNA-Induktion von /L6 und NFKBIZ. Es zeigte sich kein relevanter
Unterschied in sequentiellen Patientenproben. Auch bei CLL-Zellen von Patienten, die
bereits eine Therapie erhalten hatten oder der Hochrisiko-Gruppe zugeordnet wurden,
zeigte sich im Verlauf der Erkrankung keine relevante Veranderung der Geninduktion
von /L6 oder NFKBIZ in EL0O8-1D2-Zellen als Ausdruck der Tumorzell-bedingten

Aktivierung von Stromazellen.

5.7 Korrelation von Chemosensitivitat und Aktivierung des TME

CLL-Zellen von Patienten, die bereits eine Therapie der CLL erhalten haben, sprachen
in unseren Experimenten schlechter auf die Behandlung mit den zytostatischen
Substanzen Bendamustin und Vincristin an, als die CLL-Zellen von therapienaiven
Patienten. Die Resistenz gegenuber Zytostatika wird unter anderem durch Signale aus
dem umliegenden TME vermittelt, was als EMDR beschrieben wird. In unserem
vereinfachten Modell sollte die verstarkte Aktivierung von Stromazellen durch CLL-
Kontakt als Parameter fur die EMDR angesehen werden. Analog zu der
Chemosensitivitat zwischen den verschiedenen Zeitpunkten, sahen wir keinen
signifikanten Unterschied der Genexpression von /L6 und NFKBIZ im beobachteten
Zeitraum T1-T4. Zur besseren Auswertung wurden bisher die Patienten jeweils in
Subgruppen eingeteilt und zusammen betrachtet. Da wir mit Primarmaterial von CLL-
Patienten arbeiteten, stellten wir uns die Frage, wie sich die Interaktion der CLL-Zellen
mit den ELO8-1D2-Zellen im zeitlichen Verlauf fur die individuellen Patientenproben
veranderte und ob dies mit dem Ansprechen auf die Chemotherapie der jeweiligen
Probe korrelierte. Laut unserer Hypothese sollte die EMDR durch die Aktivierung des
Stromas — gemessen anhand der Induktion von /L6 und NFKBIZ — zur Abnahme der
Chemosensitivitat der CLL-Zellen fuhren. Also sollten hohere Level an mRNA
Induktion mit einem schlechteren Ansprechen auf die Therapie in unserem ex-vivo Co-
Kultur-Modell einhergehen.

FUr jeden Patienten wurden Proben an mindestens zwei Zeitpunkten erfasst. Also
konnten wir das Ansprechen auf die Chemotherapie einer CLL-Probe zu einem
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definierten Zeitpunkt mit der mRNA-Induktion von /L6 und NFKBIZ in EL08-1D2-Zellen
nach Kontakt mit derselben Probe, zum selben Zeitpunkt korrelieren und den
Korrelationskoeffizienten r bestimmen. Eine grof3tmogliche Korrelation r, die unserer
Hypothese entsprache, ware ein Wert von r = -1. Ein Wert von r = -1 wdrde
suggerieren, dass eine starkere Induktion von /L6 und NFKBIZ in den EL08-1D2 mit
einem geringeren Ansprechen der CLL-Zellen auf die Therapie zu einem bestimmten
Zeitpunkt einhergehen wurde. Dadurch wurde gezeigt werden, dass in diesem Co-
Kultur-Modell EMDR durch Induktion von /L6 und NFKBIZ in ELO8-1D2-Zellen
vermittelt wird und zur erhohten Resistenz der CLL-Zellen gegenuber zytostatischer
Therapie fuhrt.

5.7.1 Korrelation bei behandelten und therapienaiven Patienten

CLL-Proben von therapienaiven Patienten wurden zuerst betrachtet. Wir konnten
zeigen, dass CLL-Zellen dieser Patienten in unserem Modell eine hohere
Chemosensitivitat hatten als Zellen von bereits vortherapierten Patienten. In Abb. 22
wurde die Anzahl der Annexin V/Pl-positiven Zellen nach Behandlung mit Fludarabin
(Abb. 22, A und D), Bendamustin (Abb. 22, B und E) und Vincristin (Abb. 22, C und F)
auf der y-Achse und die relative mRNA-Induktion von /L6 (Abb. 22, A-C) und NFKBIZ
(Abb. 22, D-F) auf der x-Achse dargestellt. Es lagen n = 13 CLL-Proben unbehandelter
Patienten mit beiden Daten (MRNA-Level der EL08-1D2 und CLL-Zellen in Apoptose)
vor. Die Korrelation zwischen Ansprechen der CLL-Zellen und Geninduktion in ELO8-
1D2-Zellen war fur Fludarabin und NFKBIZ signifikant mit einem
Korrelationskoeffizienten r =-0,62 (p=0,02, Abb. 22, D). Fur /L6 und Fludarabin zeigte
sich ein eindeutiger Trend mit r = -0,39 (p=0,19; Abb. 22, A). Fur Vincristin wurde
ebenfalls ein klarer Trend in der Korrelation mit der mRNA-Induktion von /L6 (p=0,40;
Abb. 22, C) und NFKBIZ (p=0,08; Abb. 22, F) gesehen. Das Ansprechen der CLL-
Zellen auf Bendamustin zeigte bei den Proben unbehandelter Patienten keine
relevante Korrelation mit der Geninduktion in EL08-1D2-Zellen (Abb. 22, B und E).
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Abb. 22. Korrelation — unbehandelte Patienten. A-C zeigt die Korrelation zwischen der mRNA-
Induktion von /L6 und den Annexin V/Pl-positiven Zellen nach Behandlung mit Fludarabin (A),
Bendamustin (B) und Vincristin (C). D-E zeigt die Korrelation zwischen der mRNA-Induktion von
NFKBIZ und den Annexin V/Pl-positiven Zellen nach Behandlung mit Fludarabin (D), Bendamustin (E)
und Vincristin (F). ns= nicht signifikant; *p=0,02.

In der vorbehandelten Subgruppe lagen n = 45 CLL-Proben mit beiden Datensatzen
vor (Abb. 23). Hier wurde fur Fludarabin eine deutlich geringere Korrelation als bei den
unbehandelten Patienten gesehen [Abb. 23, A (p=0,54) und D (p=0,16)]. Fur
Bendamustin zeigte sich ein Trend [Abb. 23, B (p=0,06) und E (p=0,24)], jedoch ohne
statistische Signifikanz. Fir das Ansprechen der CLL-Zellen auf Vincristin war der
Trend eines negativen Korrelationskoeffizienten aus der therapienaiven Kohorte
ebenfalls nicht mehr nachzuvollziehen [Abb. 23, C (p=0,36) und F (p=0,91)].
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Abb. 23. Korrelation — behandelte Patienten. A-C zeigt die Korrelation zwischen der mRNA-Induktion
von /L6 und den Annexin V/Pl-positiven Zellen nach Behandlung mit Fludarabin (A), Bendamustin (B)
und Vincristin (C). D-E zeigt die Korrelation zwischen der mRNA-Induktion von NFKBIZ und den Annexin
V/PIl-positiven Zellen nach Behandlung mit Fludarabin (D), Bendamustin € und Vincristin (F). ns= nicht
signifikant.

Interessanterweise sahen wir demnach bei Patienten, die eine Behandlung erhielten,
einen weniger ausgepragter Zusammenhang zwischen dem Ansprechen der CLL-
Zellen auf eine Chemotherapie und der Induktion von /L6 und NFKBIZ in EL08-1D2-
Zellen. Bei den Proben therapienaiver Patienten hingegen, zeigte sich der erwartete
EMDR-Effekt eindeutiger, dass mit starkerer Stroma-Aktivierung eine geringere
Therapiesensitivitat korreliert.

5.7.2 Korrelation bei Hochrisiko-Patienten

Als nachstes wurde die Frage gestellt, ob zytogenetische Veranderungen, die bei
Patienten mit einer rascheren Krankheitsprogression und schlechterem Outcome
assoziiert sind, sich in diesem Modell auf den Zusammenhang zwischen dem
Ansprechen der CLL-Zellen und der Geninduktion in den Stromazellen auswirken. Bei
n = 9 Patienten mit einer Hochrisiko-Konstellation lagen n = 22 Proben mit sowonhl
Daten zum Ansprechen der CLL-Zellen auf die verschiedenen Substanzen als auch
die Geninduktion von /L6 und NKFBIZ in ELO8-1D2-Zellen vor. Interessanterweise
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zeigte sich hier entweder keine Korrelation (r = 0) oder ein Korrelationskoeffizient r >
0.

FUr den Zusammenhang zwischen dem Ansprechen der CLL-Zellen auf Bendamustin
(r = 0,51, p=0,01) und Fludarabin (r = 0,44, p=0,04) mit der NFKBIZ-Expression in
ELO8-1D2, war r statistisch signifikant.
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Abb. 24. Korrelation — Hochrisiko-Patienten. A-C zeigt die Korrelation zwischen der mRNA-Induktion
von /L6 und den Annexin V/PIl-positiven Zellen in % nach Behandlung mit Fludarabin (A), Bendamustin
(B) und Vincristin (C). D-E zeigt die Korrelation zwischen der mRNA-Induktion von NFKBIZ und den
Annexin V/PI-positiven Zellen in % nach Behandlung mit Fludarabin (D), Bendamustin (E) und Vincristin
(F). ns= nicht signifikant, (D) *p=0,04; (E) *p=0,01.

Bei Patienten mit Hochrisiko-Zytogenetik zeigte sich paradoxerweise eine hohere
Sensitivitat gegenuber der Behandlung mit dem Zytostatikum bei starkerer Expression
von NFKBIZ (Abb. 24, D und E).

Zusammenfassend konnten wir in unserem Modell unsere Hypothese nicht
ausreichend bestatigen. Wir sahen zwar, dass bei nicht vortherapierten Proben eine
hohere Aktivierung der Stromazellen mit einer geringeren Ansprechrate auf die
Therapie einherging, allerdings war dieser Effekt, entgegen unserer Erwartung, bei
vorbehandelten oder Hochrisiko-Patienten nicht vorhanden. Eine geringere Sensitivitat
gegenuber der Chemotherapie, die wir bei diesen Proben messen konnten, konnte
nicht durch starkere Aktivierung der Stromazellen, also einem EMDR Effekt, erklart

werden.
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6 Diskussion

Fur Patienten mit der Diagnose einer CLL gibt es heutzutage eine Vielzahl an
Therapieoptionen (Burger et al., 2015; Fischer et al., 2019; Goede et al., 2014; Hallek
et al., 2010; Shanafelt et al., 2019; Woyach et al., 2018). Obwohl die CLL als sehr gut
behandelbare maligne Erkrankung gilt, ist eine Heilung nach heutigem Stand nur durch
eine allogene Stammzelltransplantation moglich. Diese ist jedoch mit einer hohen
therapieassoziierten Mortalitat verbunden und stellt insbesondere fur altere Patienten
meistens keine Option in der Behandlung der CLL dar (Dreger et al., 2005), weshalb
die Indikation hierfir bei CLL immer seltener wird (Passweg et al., 2016). In der
Erstlinie gelingt es in den meisten Fallen eine Remission zu erzielen, im Rezidiv kommt
es jedoch, insbesondere bei Patienten mit Hochrisiko-Konstellation, zu Resistenzen
gegenuber vorherigen Therapien (Hallek et al., 2010). Resistenzentwicklung stellt
weiterhin eine relevante klinische Herausforderung dar. Ein wichtiger Faktor, der
Resistenzen begunstigen kann, ist die Interaktion der CLL-Zellen mit dem TME
(Kurtova et al., 2009; Park et al., 2020). Die Hypothese dieser Arbeit war, dass klinisch
etablierte Faktoren, die einen ungunstigen Krankheitsverlauf vorhersagen konnen,
sich unterschiedlich auf die Interaktion zwischen CLL und TME auswirken. Die Frage
war, ob vorherige Therapien — als bekannter Treiber fur klonale Evolution in der CLL
(Landau et al., 2015) — und zytogenetische Aberrationen in einem ex-vivo Modell zu
unterschiedlich stark ausgepragter EMDR fuhren und ob diese durch eine verstarkte
Aktivierung des TME quantifiziet werden kann. Um diese Hypothese an
Patientenproben untersuchen zu konnen, haben wir ein Co-Kultur-System gewahlt, in
dem primare CLL-Zellen kultiviert werden konnen. Wir konnten zeigen, dass es sich
um ein robustes System handelt, in dem CLL-Zellen durch Co-Kultur mit EL08-1D2-
Zellen am Leben erhalten und Effekte durch Behandlung mit verschiedenen
Substanzen untersucht werden konnen. Wir konnten eine gute Wirksamkeit der
Substanzen in der gewahlten Dosierung zeigen, da in der Co-Kultur ohne Hinzugabe
einer zytotoxischen Therapie nur 16,6% der CLL-Zellen in Apoptose waren. Eine
wichtige Beobachtung war, dass CLL-Zellen von bereits behandelten Patienten in der
Co-Kultur schlechter auf Chemotherapie mit Vincristin und Bendamustin
angesprochen haben, als CLL-Zellen von therapienaiven Patienten. Fur die beiden
PKC-R-Inhibitoren sowie fur Fludarabin zeigte sich hier kein signifikanter Unterschied,
allerdings war ein klarer Trend zum schlechteren Ansprechen vorbehandelter Proben
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zu sehen. Um dieses Ergebnis zu bekraftigen ware eine Wiederholung der
Experimente mit groRerer Kohorte vorbehandelter Patienten noétig. Fur unser Projekt
ware es zudem interessant, Proben von Patienten zu untersuchen, die refraktar auf
Zytostatika oder zielgerichtete Therapien wie BCL-2- oder BTK-Inhibitoren sind, um
die Rolle der bereits verwendeten Therapie auf die EMDR besser zu verstehen.
Interessanterweise konnten wir keinen signifikanten Unterschied im Ansprechen auf
die Therapie im Co-Kultur-System zu den verschiedenen Zeitpunkten T1-T4 messen
und somit den Effekt einer Resistenzentwicklung bei individuellen Patienten Uber die
Zeit nicht ausreichend modellieren, obwohl dieser aus der Klinik gut bekannt ist. Eine
Limitation war, dass uns fur die meisten Proben nur drei Zeitpunkte zur Verfugung
standen. Da die CLL meist eine sehr lange mediane Krankheitsdauer hat, ware eine
Wiederholung dieser Experimente mit einer Vielzahl an Zeitpunkten Uber einen
Zeitraum von mehreren Jahren sinnvoll. Allerdings konnten wir zeigen, dass bei
vortherapierten Patienten das Ansprechen direkt nach Erhalt der Therapie auf die
konventionellen Chemotherapeutika schlechter war, als vor Beginn der CLL-
Behandlung.

Aus diesen Beobachtungen konnen keine Rulckschlusse auf das klinische Outcome
von Patienten gezogen werden. Jedoch konnten Experimente dieser Art als
wissenschaftliches Begleitprojekt fur eine prospektive klinische Studie dienen, mit der
Frage, ob Parameter des klinischen Outcomes in einem solchen ex-vivo System
bereits vorher modelliert werden konnen und wie deren Auswirkung auf die Interaktion
mit dem TME ist. Ein solcher Ansatz wurde von Dietrich et. al gewahlt, in dem 63
verschiedene Medikamente ex-vivo an CLL-Zellen getestet wurden und mit Genom-
und Transkriptom-Daten korreliert wurden (Dietrich et al., 2018). Es konnte gezeigt
werden, dass Ansprechen auf Zytostatika ex-vivo von einer Vielzahl von Faktoren
abhangig ist und dass durch zeitgleiche Genom-, Transkriptom -und Methylierungs-
Analysen funktionelle Subgruppen gebildet werden konnen. Zum Beispiel sahen die
Kollegen, dass ein Ansprechen auf Medikamente, die in den B-Zell-Rezeptor-
Signalweg eingreifen, sowohl mit dem IGHV-Status als auch mit dem Vorliegen einer
Trisomie 12 korrelierte. Somit konnte es in Zukunft moglich sein, Ergebnisse aus
einem praklinischen ex-vivo Screening in die Therapieentscheidung mit einzubeziehen
und bereits fruhzeitig eine individuelle, personalisierte Therapiestrategie zu entwerfen.
Allerdings sind hierzu weitere prospektive und validierende Daten notig.
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Um Patienten mit einem aggressiveren Krankheitsverlauf fruhzeitig zu erkennen,
werden bestimmte chromosomale Veranderungen bei CLL-Patienten routinemafig
getestet (Hallek et al., 2018). Die Deletion des langen Arms von Chromosom 13 gilt
als die haufigste chromosomale Aberration in der CLL und ist mit einem gunstigen
Krankheitsverlauf assoziiert (Dohner et al., 2000). Auch in unserer Kohorte war die
del13q die haufigste Veranderung in 58% der Patienten. Eine Trisomie 12 war bei uns
bei vier Patienten (17%) nachweisbar. Die prognostische Relevanz wird
unterschiedlich diskutiert, die Trisomie 12 scheint aber mit einer intermediaren
Prognose einherzugehen (Dohner et al., 2000; Seiffert et al., 2012). Je nach
Krankheitsstadium werden 11q Deletionen in 10-25% der Patienten gefunden und
gehen mit einer schnelleren Krankheitsprogression und reduziertem Gesamtuberleben
einher (Dohner et al., 2000; Doéhner et al., 1997; Fegan et al., 1995; Neilson et al.,
1997). Mitunter die ungunstigste Prognose haben Patienten mit Mutationen in dem
Tumorsuppressor TP53. Diese entsteht entweder durch eine del17p, welche in 5-10%
der Patienten gefunden wird (Dohner et al., 2000), oder eine Mutation von TP53, die
in 4-37% der Patienten vorliegt (Dicker et al., 2009; Malcikova et al., 2009; Trbusek et
al., 2006; Zenz et al., 2008; Zenz et al., 2010). In unserer Kohorte waren bei 21% der
Patienten eine del17p und/oder eine TP53-Mutation vorhanden. Trotz der kleinen Zahl
von n = 24 Patienten bildete unsere Kohorte die in der Literatur beschriebenen
zytogenetischen Aberrationen somit gut ab und darf reprasentativ.angenommen
werden. Wir entschieden uns deshalb, Pateinten mit einer del11q, del17p oder TP53-
Mutation der Hochrisiko-Gruppe zuzuordnen (Dohner et al., 2000). Die del11q fuhrt zu
einer Inaktivierung von ATM, ein Gen, dass fur die Serin/Threonin Kinase ATM kodiert.
ATM wird durch DNA-Doppelstrangbriche rekrutiert und aktiviert und fuhrt durch
Phosphorylierung verschiedener Effektor-Proteine letztlich zum Zellzyklusarrest oder
sogar zur Apoptose (Lee & Paull, 2007) . Sowohl die Deletion von 11q oder 17p als
auch inaktivierende Mutationen von ATM und TP53 sind gehauft bei CLL-Patienten
mit Resistenz gegenuber einer Chemotherapie zu finden (Puente et al., 2015).

In unserem Co-Kultur Modell konnten wir zeigen, dass CLL-Zellen von Patienten mit
ungunstigen zytogenetischen Veranderungen, wie einer del17p, TP53-Mutation oder
einer del11q, signifikant schlechter auf die Behandlung mit Fludarabin, Bendamustin
und Enzastaurin angesprochen haben, als CLL-Zellen aller anderen Patienten. Fur
Vincristin zeigte sich ein Trend, jedoch ohne Erreichen des Signifikanzniveaus. Es
handelte sich zwar zum Groldteil um bereits behandelte Patienten, jedoch nicht

58



ausschlieBlich. Die aus klinischen Daten bekannte Resistenz gegenuber einer
Chemotherapie bei diesen Patienten (Nadeu et al., 2016) konnte demnach in unserem
Modell gut gezeigt werden. Diese Aussage ist durch die kleine Fallzahl limitiert. Wir
konnen zudem nur korrelative Daten aus unseren ex-vivo Experimenten ziehen,
jedoch keine mechanistische Aussage treffen. Um den Einfluss einzelner Mutationen
besser untersuchen zu konnen, konnte eine direkte Manipulation der CLL-Zellen
dienen. Bisher gelang es haufig nicht, das Genom primarer CLL-Zellen stabil zu
verandern (Seiffert et al., 2007) und Ansatze mit viraler Transfektion primarer CLL-
Zellen waren haufig zu toxisch und hatten eine schlechte Effizienz (Cantwell et al.,
1996). Somit wurde oft auf Zelllinien oder Mausmodelle zurtckgegriffen, um
mechanistische Experimente durchzufuhren (Bichi et al., 2002). Rezent gelang es
primare maligne B-Zellen zu transfizieren und somit genetisch zu modifizieren
(Mangolini et al.,, 2022). Mittels veranderten Virushullen von Gammaretroviren
(Gibbonaffen-Leukamievirus) wurde eine effiziente Transduktion mit niedriger Toxizitat
erreicht. Mit Hilfe dieser Methode kdnnten unsere Experimente wiederholt werden,
indem primare CLL-Zellen erst genetisch alteriert und dann in unserem Co-Kultur-
Modell untersucht werden. Dadurch ware es moglich den Effekt einzelner Mutationen
auf die EMDR genauer zu untersuchen. Interessanterweise zeigte sich bei CLL-
Proben von Hochrisiko-Patienten auch ein schlechteres Ansprechen nach Behandlung
mit dem PKC-R-Inhibitor Enzastaurin. Ob CLL-Patienten mit aggressiverer
Tumorbiologie im Sinne einer del11q oder del17p schlechter auf Enzastaurin
ansprechen, ist uns nicht bekannt. Das TME als medikamentdses Ziel in der CLL ist
jedoch vielversprechend, wie in einer Arbeit von Park et al gezeigt werden konnte.
PKC-R-Inhibitoren fuhrten in-vivo zur erhdohten Wirksamkeit von Zytostatika, indem
Uberlebenssignale aus dem TME antagonisiert wurden (Park et al., 2020).
Insbesondere bei Patienten mit hohem Risiko fur einen ungunstigen Krankheitsverlauf
konnte eine solche Kombinationstherapie von Vorteil sein.

Durch das Aufkommen moderner Sequenzierungsmethoden konnte gezeigt werden,
dass insbesondere bei hamatologischen Erkrankungen genetische Veranderungen im
Krankheitsverlauf auftreten und teilweise zu einem neuen Phanotyp fuhren kénnen
(Ahn et al.,, 2017; Bagnara et al.,, 2006; Landau et al., 2013; Ding et al., 2012;
Gunnarsson et al., 2011; Mullighan et al., 2008). Die Resistenzentwicklung von
Tumorzellen nach antineoplastischer Therapie stellt eine der groRten
Herausforderungen im klinischen Alltag bei der Behandlung von Krebspatienten dar.
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Das Konzept der klonalen Evolution liefert einen Erklarungsansatz fur den
Mechanismus von Resistenzentwicklung auf bestimmte Therapeutika. Aul3erdem
kann der Prozess der klonalen Evolution durch die Therapie selbst beschleunigt
werden. Es gibt verschiedene Erklarungsansatze fur das Entstehen einer klonalen
Evolution: durch genotoxische Chemotherapie konnen Mutationen in den Tumorzellen
induziert werden und somit eine aggressivere Erkrankung begunstigen (Wu, 2012).
Durch Chemotherapie konnte jedoch auch ein bereits gegenuber der Therapie
resistenter Klon selektioniert werden und somit im Rezidiv der pradominante Klon mit
aggressiverem Krankheitsverlauf werden. Ein dritter Ansatz ist, dass durch das
Entfernen kompetitiver Subklone nach einer Chemotherapie, ein potenterer Klon
selektioniert werden kann, da fur diesen Klon nun bessere Bedingungen herrschen
(Landau et al., 2013). Alle drei Erklarungsansatze fuhren zu einer aggressiveren
Erkrankung im Verlauf und unterstitzen die Rationale einer initialen ,watch & wait*
Strategie. Leider lagen uns keine Daten Uber den longitudinalen Verlauf der
genetischen Veranderungen eines Patienten vor. Es wurde zwar in dem
Beobachtungszeitraum mit bis zu 4 verschiedenen Zeitpunkten (T1-T4) kein
Unterschied im Ansprechen auf die Chemotherapie im Verlauf der Patienten gesehen,
wenn alle Patienten verglichen wurden, allerdings konnten wir bei CLL-Zellen
vorbehandelter Patienten ein schlechteres Ansprechen in unserem ex-vivo Modell
sehen. Ein Erklarungsansatz hierfur ware, dass nach Beginn der CLL-Behandlung, bei
diesen Pateinten ein resistenterer Klon vorlag. Auch die Beobachtung, dass die CLL-
Zellen der vorbehandelten Kohorte weniger sensitiv gegenuber Bendamustin und
Vincristin waren, konnte hierdurch erklart werden. Es ware interessant zu wissen ob
sich der Genotyp der CLL-Proben dieser Patienten vor und nach der Therapie
verandert hat. Eine weitere Moglichkeit, um diese Experimente durchzufuhren, ware
die bereits beschriebene direkte Manipulation von primaren CLL-Zellen (Mangolini et
al., 2022) um den Einfluss klonaler Evolution im zeitlichen Verlauf zu modellieren.
Analog dazu sollten sequentielle Proben von Patienten, die einer klonalen Evolution
unterlaufen sind, in diesem Co-Kultur-Modell untersucht werden. Hierzu ware
allerdings eine molekular- und zytogenetische Analyse der einzelnen Proben von
individuellen Patienten Uber einen langeren Zeitraum notig, was weiterhin mit hohen
Kosten verbunden ist.

In den letzten Jahrzehnten wurde gezeigt, dass Tumorzellen in einer standigen

Kommunikation mit dem TME stehen und hierdurch sowohl Uberlebensvorteile als
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auch Resistenzmechanismen entstehen konnen (Hanahan & Coussens, 2012; Meads
et al., 2009). Der EMDR-Effekt wurde im Kontext der CLL bereits frih beschreiben.
(Burger et al., 2005; Kurtova et al., 2009). Ein verdeutlichendes Experiment fur dieses
Phanomen war, dass CLL-Zellen ex-vivo apoptotisch werden, jedoch in Anwesenheit
von verschiedenen Stromazellen kultiviert werden kdnnen (Burger et al., 2000; Ding et
al., 2009). Den protektiven Effekt der Co-Kultur konnten wir in diesem Modell mehrfach
zeigen. Die Frage nach der Interaktion von CLL-Zellen mit dem TME im zeitlichen
Verlauf wurde in unserem Modell deskriptiv, anhand der Induktion von /L6 und NFKBIZ
in ELO8-1D2-Zellen nach Kontakt mit CLL-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten
beschrieben. Wir konnten eine erhdhte Expression beider Gene in den EL08-1D2-
Zellen nach 96 h Kontakt mit CLL-Zellen sehen. Allerdings zeigte sich im Verlauf in
den verschiedenen Gruppen (therapienaiv, vortherapiert, Hochrisiko, Niedrig- und
Intermediarrisiko) kein relevanter Unterschied der relativen mRNA-Induktion von /L6
und NFKBIZ in den Stromazellen. Also konnte anhand der Induktion dieser beiden
Gene kein relevanter Unterschied in der Interaktion von CLL-Zellen mit EL08-1D2-
Zellen im Verlauf der Erkrankung gemessen werden. Da wir uns in dieser Arbeit nur
auf die zwei Gene beschrankt haben, wird diese Aussage abgeschwacht. Eine
Genomanalyse oder ein Panel mit mehreren Genen konnte dennoch ein Muster liefern.
Zudem testeten wir die mRNA-Induktion beider Gene nur in einer Zelllinie, wobei das
TME wesentlich komplexer ist. CLL-Zellen interagieren neben Stromazellen mit
diversen Zellen der myeloischen Reihe, die sich zum Teil auch durch den Kontakt mit
den CLL-Zellen verandern. Die sogenannten Nurse-like Zellen (NLC) entstehen aus
Monozyten. NLC konnen aus Monozyten nach 7-14 d Co-Kultur mit CLL-Zellen
generiert werden und spielen eine wichtige Rolle durch Sekretion verschiedener
Chemo- und Zytokine wie CXCL12, BAFF, und APRIL (Nishio et al., 2005). Durch
Expression der Chemokine CCL3 und CCL4, welche unter anderem durch NLC
entstehen, konnen weitere Bestandteile des TME wie T-Zellen und weitere Monozyten
angelockt werden (Burger et al., 2009). Auch T-Zellen selbst kdnnen
Uberlebenssignale und einen Schutz vor zytotoxischer Therapie erméglichen
(Bagnara et al., 2011; Patten et al., 2008). In unseren Experimenten wurde die Zelllinie
ELO08-1D2 verwendet, welche von Oostendorp et. al. im Jahr 2002 beschrieben wurde
(Oostendorp, 2002). Bereits 2009 konnten Ding et al. zeigen, dass die Interaktion von
CLL-Zellen mit mesenchymalen Stromazellen (MSC) bidirektional ist. Sie fanden eine
verstarkte Expression und Aktivierung verschiedener Oberflachenmarker (CD38,
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CD25, CD71, CD69, CD70) nach Co-Kultur in den CLL-Zellen. Zudem zeigte sich
bereits nach 30 min eine Phosphorylierung von ERK und AKT in den MSCs, als
Indikator einer Aktivierung der Stromazellen. So konnte bereits eine durch MSC
vermittelte Resistenz gegenuber Fludarabin gezeigt werden (Ding et al., 2009). Eine
Wiederholung mit verschiedenen Zelllinien ware somit sinnvoll, um die Antwort des
TME nach CLL-Kontakt im zeitlichen Verlauf zu untersuchen. Lutzny et al. zeigten,
dass B-Zellen von CLL-Patienten in Stromazellen eine PKC-31I-Expression induzieren
und dadurch den NF-kB Signalweg aktivieren. Nach PKC-Bll-Knockdown durch
Transfektion von EL08-1D2-Zellen mit small interfering (si)RNA, zeigten CLL-Zellen
eine deutlich geringere Viabilitdt nach Co-Kultur mit den transfizierten EL08-1D2, als
mit Stromazellen ohne PKC-BII-Knockdown. Auch Stromazellen aus PKC-B-Knockout
(KO)-Mausen (PKC-B™) lieferten einen geringeren protektiven Effekt fir CLL-Zellen als
Stromazellen aus PKC-B-Wildtyp (WT)-Mausen (PKC-B**). In Stromazellen von PKC-
B’-Mausen sowie in EL08-1D2-Zellen nach PKC-BlI-Knockdown konnte keine
Aktivierung von NF-kB gemessen werden. Zuletzt wurde gezeigt, dass es bei

PKC-B-Mausen nach Transplantation von CD5+/CD19+ Lymphom-Zellen, die aus
transgenen Mausen gewonnen wurden, nicht zu einer CLL-ahnlichen Erkrankung kam.
PKC-B**-Mause, die mit den Lymphom-Zellen der transgenen Mause transplantiert
wurden, entwickelten hingegen eine Erkrankung mit Nachweis von CD5+/CD19+
Zellen im peripheren Blut. Somit konnte diese Arbeit zeigen, dass die Aktivierung der
Stromazellen durch Interaktion mit den CLL-Zellen essentiell fir deren Uberleben ist
(Lutzny et al., 2013). Basierend auf diesen Daten entschieden wir uns die PKC-R3-
Inhibitoren Enzastaurin und AEB (=Sotrastaurin) in unserer Co-Kultur zu testen. Beide
Medikamente konnten den protektiven Effekt von EL08-1D2-Zellen zum Teil
uberkommen. Wir konnten sehen, dass Patienten der Hochrisiko-Gruppe schlechter
auf Enzastaurin angesprochen haben. Ob Patienten bereits eine Therapie erhalten
hatten, spielte keine signifikante Rolle hinsichtlich des Ansprechens auf die PKC-R3-
Inhibitoren. Die Wirkung von Medikamenten, die in die TME/Tumor-Interaktion
eingreifen, erfolgt unter anderem Uber eine Antagonisierung von stromalen Signalen,
die zur EMDR fuhren. Stromale PKC-[3-Signalisierung ist essentiell fur die EMDR in
der CLL (Park et al., 2020). In einer Co-Kultur von primaren CLL-Zellen mit PCK-B3 WT
oder KO MSCs konnte gesehen werden, dass die protektiven Effekte des TME auf
zytotoxischen Stress durch Fludarabin, Bendamustin Venetoclax, ldelalisib oder
Ibrutinib in Abwesenheit von PKC-3 nicht vorhanden waren. Dartber hinaus konnte
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gezeigt werden, dass CLL-Zellen durch eine zusatzliche Behandlung mit einer
niedrigen Dosis Enzastaurin, die so gering war, dass sie nicht zytotoxisch war, zu
erhohter Wirksamkeit von Fludarabin, Bendamustin und Venetoclax fuhrte. Somit
konnte durch die medikamentdse Inhibition von PKC-B durch Enzastaurin der
Phanotyp von PKC-B KO Stromazellen kopiert werden. Mechanistisch scheint die
durch stromale PKC-R vermittelte EMDR Uber eine post-transkriptionelle Regulation
von BCL-X_ in CLL-Zellen zu funktionieren. Auch im Mausmodell bestatigte sich der
Effekt, dass durch PKC-R-Inhibitoren die EMDR ausgeschaltet werden kann und
dadurch eine erhohte Wirksamkeit mit zytostatischen Medikamenten erreicht werden
kann. Wie auch bei unseren Experimenten wurden in dieser Arbeit fur Co-Kultur mit
Primarmaterial eine Zelllinie verwendet um das TME zu untersuchen. Auf Grund der
komplexen Struktur des TME liegt es nahe, dass es sich bei den PKC-[} vermittelten
Uberlebensvorteilen fir CLL-Zellen um einen dynamischen Prozess handelt und dass
sich die Interaktion im Verlauf der Erkrankung andern kann. Eine erneute
Experimentreihne mit sequentiellen Proben nach Therapie-getriebener klonaler
Evolution mit PCK-[3-Inhibition und zytotoxischer Therapie ware also sehr interessant,
um zu verstehen, ob klinische Parameter wie Vortherapie oder die Biologie der
Erkrankung selbst sich auf diese Interaktion auswirkt. Auch andere Medikamente, die
bereits im klinischen Einsatz sind, greifen zusatzlich zu ihrer zytotoxischen Wirkung in
den CLL-Zellen, auch in Signalwege des TME ein (Fiorcari et al., 2016; Herman et al.,
2015).

Klinisch relevante Parameter, wie eine vorherige Therapie oder eine Hochrisiko-
Zytogenetik hatten Einfluss auf das Ansprechen auf die Therapie in unserem Modell.
FuUr jede Probe hatten wir sowohl den Parameter der Sensibilitat auf die Therapie als
auch die mRNA-Induktion von /L6 und NFKBIZ in den EL08-1D2-Zellen nach Kontakt
mit derselben Probe. Zudem ist bekannt, dass bestimmte Veranderungen wie del11q
oder del17p/TP53-Mutation die CLL-Zellen selbst unempfindlicher gegenlber einer
Chemotherapie machen konnen (Nadeu et al., 2016; Neilson et al., 1997; Zenz et al.,
2008). Wie sehr die Aktivierung von EL08-1D2-Zellen nach Kontakt mit CLL-Zellen und
die Empfindlichkeit gegenuber einer zytotoxischen Therapie in unserem Modell
miteinander zusammenhing, haben wir in den verschiedenen Subgruppen dieser
Kohorte korreliert. Bei Patienten ohne vorherige Therapie zeigte sich fur Fludarabin
und Vincristin ein negativer Korrelationskoeffizient r. Hier ging eine hohere Resistenz
der CLL-Zellen gegenuber der Chemotherapie mit einer starkeren Induktion von /L6
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oder NFKBIZ, also einer vermehrten EMDR durch ELO8-1D2-Zellen einher. Fur
Fludarabin und NFKBIZ war diese Korrelation signifikant. Dieser Zusammenhang lie3
sich bei vorbehandelten Patienten nur abgeschwacht nachvollziehen. Hier war r fur
Fludarabin und Vincristin nahe null oder positiv. Interessanterweise liel3 sich bei
Bendamustin kein Trend erkennen. Bei den Hochrisiko-Patienten zeigte sich ebenfalls
kein Zusammenhang zwischen starkerer Geninduktion der Stromazellen und
geringerem Ansprechen der CLL-Zellen auf die zytostatische Behandlung ex-vivo. Wir
hatten nach unserer Hypothese erwartet, dass es im Verlauf der Erkrankung zur
starkeren Aktivierung des TME kommt und dass dadurch eine Resistenzentwicklung
erfolgt. Diesen Effekt konnten wir mit diesem Modell nicht zeigen. Allerdings hat das
Modell, wie bereits beschrieben, einige Limitationen. Beispielsweise konnten durch
eine breitere Messung der induzierten Gene in den Stromazellen Effekte gesehen
werden, die wir nicht erfasst haben. Auch die Dosierung der Chemotherapeutika hatte
Limitationen, da sie eingangs fest definiert wurde. Es ware sinnvoll, fur jede Probe
verschiedene Dosierungen zu wahlen, um eine bessere Vergleichbarkeit zu erlangen.
Bei Hochrisiko-Patienten zeigte sich paradoxerweise eine signifikante positive
Korrelation der mRNA-Level von NFKBIZ und dem Ansprechen auf Fludarabin und
Bendamustin. Trotz geringer Induktion beider Gene in den Stromazellen, zeigte sich
hier kaum ein Effekt der zytotoxischen Therapie. Eine Hypothese hierfur ist, dass der
intrinsische anti-apoptische Effekt der CLL-Zellen primar durch die vorhandenen
Mutationen in z.B. TP53 kommt und dass die Interaktion mit dem TME weniger fur das
Uberleben der CLL benétigt wird. Allerdings fiihrte das in diesen Proben nicht zu einem
Uberleben ex-vivo in Monokultur. Somit ist das nur als Hypothese formulierbar und
kann anhand dieser Daten nicht gezeigt werden, zumal hier nur eine sehr kleine
Fallzahl vorliegt. Dennoch ware diese Fragestellung fur nachfolgende Experimente mit
Proben von Hochrisiko-Patienten interessant.

Ob eine klonale Evolution in dem beobachteten Zeitraum stattgefunden hat, ist uns
leider nicht bekannt, anhand der von uns beschriebenen Veranderungen der
CLL/Stroma-Interaktion und der bekannten Haufigkeit einer klonalen Evolution bei
Patienten mit einer CLL (Landau et al., 2013), konnen wir diese Vermutung jedoch
aufstellen. Trotz den beschriebenen Limitationen konnten wir ein robustes System
beschreiben, in dem CLL-Zellen kultiviert und hinsichtlich der EMDR untersucht
werden konnen. Wir konnten zeigen, dass klinische Parameter wie Vorbehandlung
oder Hochrisiko-Zytogenetik zur Abnahme der Chemosensitivitdt ex-vivo fuhren.
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Aulerdem sahen wir, dass ein Ansprechen auf Chemotherapie in der Co-Kultur mit
der Aktivierung des TME korreliert und dass die klinischen Parameter hier ebenfalls zu
relevanten Unterschieden fihren. Abschliel3iend wurde die Hypothese formuliert, dass
CLL-Zellen mit Schlussel-Mutationen weniger stark mit Stromazellen in Interaktion

treten midssen, um zu Uberleben.

7 Zusammenfassung

In diesem Projekt untersuchten wir den Einfluss verschiedener klinischer Faktoren von
CLL-Patienten auf die Interaktion von CLL-Zellen mit Stromazellen des TME. Hierfur
bedienten wir uns einem Co-Kultur Modell, in dem sequentielle CLL-Zellen von n = 24
Patienten mit insgesamt n = 65 Proben mit EL08-1D2-Zellen inkubiert wurden. Durch
Behandlung mit funf verschiedenen Substanzen, haben wir die Sensitivitat der CLL-
Zellen gegenuber den Chemotherapeutika Fludarabin, Bendamustin und Vincristin
sowie den PKC-B-Inhibitoren Enzastaurin und AEB beschrieben und mit den klinischen
Parametern korreliert. Zudem wurden EL08-1D2 nach Co-Kultur mit CLL-Zellen
hinsichtlich der Genexpression von IL6 und NFKBIZ untersucht. Wir konnten zeigen,
dass Patienten, die bereits eine Therapie fur die CLL erhalten hatten, schlechter auf
zytostatische Behandlung ex-vivo angesprochen haben, als therapienaive Patienten.
Bei den vorbehandelten Patienten lie3 sich daruber hinaus ein schlechteres
Ansprechen nach Beginn der CLL-Therapie messen. Zudem sahen wir ein
schlechteres Ansprechen der CLL-Zellen von Patienten der Hochrisiko-Gruppe. Durch
Kontakt mit den CLL-Zellen wurde die Genexpression von /L6 und NFKBIZ in den
ELO8-1D2 induziert, anderte sich jedoch nicht relevant im beobachteten Zeitraum. Das
Ansprechen der CLL-Zellen auf die zytostatische Therapie korrelierte bei
unbehandelten Patienten mit verstarkter Genexpression von /L6 und NFKBIZ der
ELO8-1D2-Zellen. Bei Patienten mit Hochrisiko-Zytogenetik sahen wir diesen Effekt
umgekehrt, so dass wir die Hypothese formulierten, dass diese Zellen durch Zugewinn
elementarer Treibermutationen in TP53 oder ATM weniger auf das TME angewiesen

sein kdnnten.
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8 Ausblick

Um die aufgestellten Hypothesen weiter zu prifen sollten in nachfolgenden
Experimenten zunachst Proben von Patienten mit einer CLL Uber einen Zeitraum von
mehreren Jahren gesammelt und zyto- sowie molekulargenetisch analysiert werden.
Dazu parallel wurden wir CLL-Zellen wie beschrieben direkt genetisch modifizieren
(Mangolini et al., 2022). Dadurch konnte klinisch relevante Aberrationen und deren
Auswirkung auf die CLL/TME-Interaktion mechanistisch genauer charakterisiert
werden. Methodisch sollte ein Ansatz gewahlt werden, der eine parallele Analyse von
mehreren Medikamenten und deren Kombinationen an einer gro3eren Kohorte zulasst
(Dietrich et al., 2018). Insbesondere Kombinationen mit PKC-R-Inhibitoren zur
Uberwindung der EMDR waren von Interesse (Park et al., 2020). Durch diese Anséatze
ware es moglich die Hypothese zu testen, ob klonale Evolution und bestimmte
Schlussel-Mutationen zu einer autonomeren Biologie der CLL-Zellen fuhren und ob
die Abhangigkeit der CLL/TME-Interaktion dadurch abnimmt.
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