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1 Einleitung

1.1 Akute lymphatische Leukimie

Eine Leukdmie ist eine systemische Erkrankung des hdmatopoetischen Systems und entsteht
durch ungehinderte Proliferation einzelner Zellklone. Die Leukdmien werden in chronisch
und akute Leukimien unterschieden, was sich entsprechend in der Dynamik des
Krankheitsverlauf darstellt. Die akuten Leukidmien, die bei Kindern fast ausschliesslich
auftreten, werden wiederum in akute lymphatische (ALL, 80-85%) und akute myeloische
Leukdmien (AML, 15-20%) unterteilt [1]. Die akute lymphatische Leukdmie ist mit 3,3
Erkrankungen / 100.000 Einwohnern <15 Jahre und einem Anteil von 35% die hdufigste
onkologische Erkrankung im Kindesalter. Sie hat zwei Haufigkeitsgipfel in der
Altersverteilung, einen zwischen dem 2.-5. und einen weiteren im Adoleszentenalter um das
dreizehnte Lebensjahr. Das Verhéltnis von Jungen zu Médchen betrégt 1,2:1. Die erkrankten
Kinder zeigen zum Zeitpunkt der Diagnose, durch die Verdringung der Hdmatopoese durch
die malignen Zellen im Knochenmark, oft eine andmiebedingte Symptomatik mit Miidigkeit
und Abgeschlagenheit, sowie einer vermehrten Blutungsneigung bei gleichzeitiger
Thrombozytopenie. AuBerdem treten durch Invasion der bosartigen Zellen sekundire
Organomegalien wie Lymphknoten-, Milz- und Lebervergrosserungen auf. Die akuten
lymphatischen Leukdmien werden anhand morphologischer Kriterien (FAB-Klassifikation),
immunologischen, zyto- und molekulargenetischen Methoden diagnostiziert [2]. Anhand ihrer
vom Ausreifungsgrad abhéngigen Expression spezifischer Oberflaichenantigen nach dem
»cluster of differentiation” (CD)-System werden sie verschiedenen Immunphénotypen
zugeteilt [3, 4]. Aufgrund ihres Ausreifungsgrades konnen vier Subgruppen unterschieden
werden: Die frithe pra-prd-B-ALL oder pro-B-ALL, die quantitativ hdufigste common-ALL
(c-ALL), die pra-B-ALL und eine mature B-ALL . 15% der akuten lymphatischen Leukdmien
entfallen auf die T-ALL, die von den Thymozyten ausgeht und somit eine eigene Entitit
darstellt. Zellmorphologisch zeigen sich bei den akuten Leukdmien unreife Vorlauferzellen,
die in der Regel auf einer sehr frilhen Entwicklungsstufe arretieren. Wéhrend der
physiologischen Hédmatopoese entwickeln sich aus pluripotenten Stammzellen sogenannte
Progenitor oder Vorlduferzellen, die sich iiber komplexe Differenzierungsvorginge zu
hédmatopoetischen oder lymphoiden Zellen ausreifen. Die pluripotenten hédmatopoetischen
Vorlduferzellen konnen sich einerseits iiber myeloische Vorldufer in Granulozyten,

Erythrozyten, Makrophagen und Megakaryozyten ausdifferenzieren oder aus bipotenten
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lymphoiden Progenitor-Zellen in T- oder B-Lymphozyten ausreifen. Die Kontrolle von
Wachstum und Differenzierung erfolgt {iber 16sliche und zellstindige Wachstumstfaktoren und
Stimuli. Leuk&miezellen sind teilweise unabhingig von diesen Wachstumsfaktoren und
scheinen durch Uberexpression antiapoptotischer Proteine ungehindert zu proliferieren. Die
komplexen Verdnderungen, die zur Transformation einer gesunden in eine maligne
leukédmische Zelle fiihren, sind bis heute nicht vollstindig geklart. Eine wichtige Theorie zur
Entstehung der Leukdmie wird als ,two-step-Modell“ bezeichnet. Eine erste spontane
Mutation liegt bereits in utero in der Progenitor-Zelle vor [5], wihrend der zweite ,,hit* durch
proliferativen Stress verschiedener Stimuli ausgeldst werden kann [6]. Diese eine beschédigte
Vorlduferzelle kann durch Expansion und uneingeschriankte Fiahigkeit zur Selbsterneuerung
als Ursprung der malignen Vorlduferzellen agieren [7]. Durch Hochregulation von
Onkogenen, Deaktivierung von Tumrosuppressorgenen sowie einer Deregulation des
gezielten Zelltodes kommt es zu einer ungehinderten Proliferation, bei der die
Zellteilungsfrequenz und die Selbsterneuerung der Leukédmiezellen dem Abbau liberwiegt. So
wurde z.B. in akuten lymphatischen Leukédmien und hochmalignen B-Zelllymphomen eine
Uberexpression des Onkogens Bcl-2 als Proliferationsstimulus nachgewiesen [8, 9], auch eine
autokrine Sekretion von wachstumsfoérdernden Zytokinen durch die Blasten, als Folge eines
chromosomalen Rearrangements, bei dem Wachstumshormon-Gene betroffen sind, wurde
beschrieben [10, 11]. Immer mehr Beachtung finden diese chromosomale Aberrationen, die in
den lymphoblastischen Zellen nachgewiesen werden. Chromosomale Verdnderungen haben
sich in den letzten Jahren von der reinen Beschreibung zu wichtigen diagnostischen und
therapieentscheidenden Werkzeugen entwickelt. Wahrscheinlich liegen bei fast allen ALL-
Patienten préiexistierende Keimbahnmutationen oder spontane somatische Mutationen in
hidmatopoetischen Stammzellen und stammzellnahen Vorlduferzellen vor, in mehr als 75%
der Fille konnen heutzutage diese Aberrationen bereits nachgewiesen werden [12]. Zum
einen konnen nummerische Abnormalititen mit Hyper-, Pseudo-, Hypo- und Diploidem
Chromosomensatz auftreten oder es kommt zu strukturellen Rearrangements. Bei den
leukdmiespezifischen Aberrationen handelt es sich um balancierte Verdnderungen, meist
Translokationen, selten Inversionen. Die hdufigsten und wichtigsten Translokationen bei ALL
Patienten sind die prognostisch giinstige TEL-AML1 t(12;21) [13] oder die prognostisch eher
ungiinstigen Translokationen E2A-PBX1 t(1;19), MLL-AF4 t(4;11) und die BCR-ABL
t(9,22)(q34;q11) [14],[15, 16]. Durch diese Translokationen und Inversionen kommt es zur
Aktivierung und Deaktivierung von Molekiilen der Signaltransduktion und der

Zellzyklusregulation. Die verschiedenen Translokationen erlangen zunehmend mehr
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Bedeutung als Prognosemarker, zur Einteilung der Patienten in die Therapiegruppen, sowie
zum sensitiven Nachweis einer Resterkrankung [17]. Durch diese genetischen Verdnderungen
kommt es sowohl zur Aktivierung als auch zur Deaktivierung von Genen die an der Steuerung
der hdmatopoetischen Reifung, der Aufrechterhaltung der Proliferation und der
Selbsterneuerungskapazitit, sowie Modulation der Bindungskapazitit und Storung der
Autoregulation kontrollieren. So sind Rearrangements oder anderweitige Mutationen die zur
Deregulation der Genexpression fiihren eng mit der Leukemogenese verbunden, dabei
kodieren die grosste Klasse an Genen die bei der ALL eine Bedeutung haben fiir
Transkriptionsfaktoren und in der Minderheit fiir Tyrosinkinasen. Auch die Uberexpression
antiapoptotischer Proteine wie z.B. der ,,Inhibitors of apoptosis family* (IAP-family) kénnen
ursichlich sein [18]. Uber die Bedeutung der differentiellen Expression von den
todesrezeptornahen Molekiilen ist hingegen weniger bekannt. Diese molekularen
Mechanismen scheinen auch erheblichen Einfluss auf das Therapieansprechen der Kinder zu
haben. Die Behandlung der kindlichen Leukdmien wird in Deutschland in zwei prospektiven
multizentrischen Studien durchgefiihrt, der COALL-Studie und der ALL-BFM-Studie. Die
Therapieelemente und das Therapie-,,Outcome® innerhalb der beiden Studien sind
vergleichbar, Unterschiede gibt es lediglich in der zeitlichen Abfolge der verabreichten
Medikamente und bei den Kriterien, die zur Zuteilung der Patienten zu den Risikogruppen
fiihren, die sich von Therapieintensitit und Therapiedauer unterscheiden. Im COALL-
Protokoll wurden als klinische Risikofaktoren das Patientenalter, die initiale Leukozytenzahl
im peripheren Blut, der Subtyp der B-Zell-Leukédmie und die Translokationen [t(9;22) oder
t(4;11)] festgelegt. AuBerdem werden zwei Therapieresponsemarker zur Risikoeinteilung
hinzugezogen. In vitro wird die Chemoresistenz der Blasten anhand eines sogenannten PVA-
Score (in vitro Resistenztestung der Blasten gegeniiber Prednison, Vincristin und
Asparaginase) getestet und in vivo der Remissionsstatus an Tag 29 des Therapieprotokolls

beurteilt. (Abbildung 1-1).
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Risikoklassifizierung nach COALL Protokoll:

Low-Risk-Gruppe:

-Leukozyten <25.000/ul und
-Alter 1-10 Jahre und
-common- oder pra-B-ALL und
-komplette Remission an Tag 29 und
-PVA Score 3-7 und

-keine Translokation t(9;22) oder t(4;11)

High-Risk-Gruppe:

-Leukozyten >25.000/ul oder
-Alter >10 Jahre oder
-pro-B-ALL oder T-ALL oder
-keine komplette Remission an Tag 29 oder
-PVA Score 8+9 oder

-Translokation t(9;22) oder t(4;11)

Abbildung 1-1: Darstellung der Risikofaktoren, die in der COALL-Studie zur Zuteilung der Patienten in
die Hoch- und Niedrigrisikogruppen fithren (entnommen aus dem Therapieoptimierungsprotokoll
COALL-07-03).

Trotz guter Prognose der akuten lymphatischen Leukdmien im Kindesalter, mit einem
statistischen Langzeitiiberleben von 70-80%, bleibt die Therapie der Hochrisikogruppe und
der Rezidivpatienten eine Herausforderung. Fiir die effektive Elimination der Blasten durch
ein gutes Ansprechen auf die Chemotherapie sind intakte Mechanismen des programmierten
Zelltodes, der sogenannten Apoptose, auBlerordentlich wichtig. Stérungen der Apoptose
begiinstigen die Entstehung einer Leukimie durch eine verlingerte Uberlebensdauer der
Zellen, die wiederum die Anhdufung genetischer Aberrationen fordert, und so zu einer
wachstumsfaktorunabhéngigen Proliferation fiihrt. Auflerdem scheinen sich die
Leukdmieblasten den physiologischen zytotoxischen Immunkontrollmechanismen entziehen

zu konnen.
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1.2 Der Zelltod

Es gibt zwei Hauptwege des Zelltodes: Apoptose und Nekrose. Der Unterschied zwischen den
beiden Vorgingen wurde von Kerr und Wyllie an Leberzellen (Hepatozyten) beschrieben
[19]. Beim Vorgang der Nekrose handelt es sich um einen passiven Vorgang, bei dem die
Zelle durch physikalische oder chemische Noxen irreparabel geschiddigt wird. Die Zelle
beginnt anzuschwellen, das osmotische Gleichgewicht kann nicht aufrecht erhalten werden,
wodurch die Zellmembran zerreiit und die intrazelluldren Bestandteile freigesetzt werden.
Dabei kommt es zu einer entziindlichen Umgebungsreaktion (Inflammation). Der sogenannte
»programmierte Zelltod*“ oder auch Apoptose genannt, wurde erstmals im Jahre 1842 von
C.Vogt in seinem Werk ,Untersuchungen iiber die Entwicklungsgeschichte der
Geburtshelferkrote (,,Alytes obstreticans®) beschrieben. Die Apoptose ist in verschiedenste
physiologische Prozesse involviert. Schon wihrend der embryonalen Entwicklung ist die
Apoptose an den komplexen Umbau- und Differenzierungsvorgingen im wachsenden
Organismus beteiligt. Auch bei der Regulation des Immunsystems spielt die Apoptose eine
bedeutende Rolle zur Eliminierung spezifischer autoreaktiver Zellen sowie der Limitierung
von Immunreaktionen. Eine fehlende bzw. fehlgesteuerte Apoptose kann zu diversen
autoimmunvermittelten und neurodegenerativen Erkrankungen flihren, sowie an der
Entstehung von malignen neoplastischen Prozessen beteiligt sein [20, 21]. Die Apoptose wird
in drei Phasen unterteilt: wihrend der Initialphase verdndern sich die Plasma- und
Zellmembran, die Zelle 16st sich von den Nachbarstrukturen. In der Exekutionsphase kommt
es zur Schrumpfung der Zelle, zur Exposition von Phosphatidylserinen aus dem Inneren der
Zellmembran auf die Zelloberfliche, zur Zeiose mit dem sogenannten ,,blebbing* (Ausstiilpen
von Membrananteilen), sowie zur Kondensierung und Fragmentierung der DNA auf 50-300
kb groBe Stiicke. In der Umgebung der apoptotischen Zelle erfolgt ein interzelluldren
Kontaktverlust, ohne Schddigung der Nachbarzellen. In der Terminalphase werden
apoptosetypische ,,apoptotic bodies* gebildet, in denen die Zelltriimmer freigesetzt werden
und von Makrophagen, Phagozyten und Immunzellen phagozytiert werden, ohne dass, im
Gegensatz zur Nekrose, in der Umgebung eine Entziindungsreaktion durch inflammatorische

Mediatoren ausgelost wird [22].
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Abbildung 1-2: Ablauf Apoptose versus Nekrose: Schematische Darstellung der morphologischen Abldufe der
Apoptose und Nekrose im Vergleich (aus Boehringer Mannheim Apoptosis Guide; Trauth und Keesey,
1995)

Die Apoptose kann durch verschiedene Stimuli initiiert werden. Exogene Stimuli kdnnen z.B.
DNA-Schiden durch UV-Strahlen, chemische Substanzen und Chemotherapeutika darstellen,
zu den endogenen Stimuli zdhlt die Abwesenheit oder der Entzug von Wachstumstaktoren

oder die Aktivierung Apoptose-vermittelnder Rezeptoren [23, 24].
1.2.1 Die ,,Tumor Necrosis Factor“-Superfamilie

Mitglieder der Tumor Necrosis Factor (TNF)-Rezeptor-Superfamilie sind Glykoproteine die
erstmalig von Ware et al. (2001) beschrieben wurden [25, 26]. Die stindig wachsende
Superfamilie umfasst mittlerweile ca. 30 Mitglieder, zu denen CD27, CD30, CD40, CD95,
TNFR-1,2,3, NGFR, CD134, TRAMP, TRIALR-1,-2,-3,-4 und weitere Proteine gehoren, die
mit annidhernd 20 Liganden aus der korrespondierenden TNF-Superfamilie interagieren
konnen. Durch Interaktion von Rezeptor und Ligand werden verschiedenste Vorginge wie
Proliferation, Differenzierung und Einleitung von Apotpose gesteuert. Weiterhin spielen sie
eine Rolle bei der Kanzerogenese und Entstehung von autoimmunvermittelten Krankheiten
[27]. Die TNF-Rezeptoren enthalten eine bis mehrere homologe zysteinreiche extrazelluldre
Doménen, zwischen denen die Ausbildung von Zysteinbriicken ausschlaggebend fiir die
Bindungseigenschaft des jeweiligen Rezeptors zu sein scheint. Aulerdem zeichnen sie sich
durch eine Transmembrandoméne aus, an die sich im zytoplasmatischen Teil eine
Todesdomine anschlieft, iiber die Caspasen aktiviert werden konnen. Der intrazelluldre Teil
der Rezeptoren zeigt ein eher heterogenes Strukturmuster auf. Die TNF-Liganden stellen bis
auf wenige Ausnahmen Transmembranproteine vom Typ II dar und kdnnen auch in l6slicher
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Form vorliegen. Die extrazelluldiren Doménen der biologisch aktiven Trimere konnen durch
spezifische Metalloproteinasen abgespalten [28] und so in den extrazelluliren Raum
freigesetzt werden. Nach Bindung des Liganden an den Rezeptor kommt es entweder zur
Internalisierung des Rezeptors oder zur proteolytischen Abspaltung der extrazelluldren
Domine. Die beiden fiir diese Arbeit relevanten Mitglieder der TNF-Superfamilie CD40 und

CD95 werden im Folgenden genauer beschrieben.
1.2.1.1 Das CD40 Molekiil

Ein wichtiges Mitglied der TNF-Superfamilie ist das CD40 Molekill mit einem
Molekulargewicht von 50 kDa [29]. CD40 besteht aus drei Monomeren, die nach Bindung des
Liganden trimerisieren, wodurch ein intrazelluldrer Signaliibertragungsweg ausgeldst wird.
CD40 wird auf B-Zellen, Monozyten/ Makrophagen, Thymozyten, Fibroblasten, neuronalen
Zellen, Dendritischen Zellen und verschiedenen Tumorzellen exprimiert [30, 31]. Sein
korrespondierender Bindungspartner, der CD40 Ligand (33kDa), kommt transient auf
aktivierten T- und B-Lymphozyten, Endothelzellen, Gefdassmuskelzellen, Monozyten,
Makrophagen, Thymusepithelzellen, Keratinozyten und Thrombozyten vor [32-34]. Eine
zentrale Rolle spielt die CD40-CD40L-Interaktion bei der Vermittlung zwischen T-Zellen und
antigenprasentierenden Zellen, insbesondere mit B-Zellen [35-37]. Die B-Zell-T-Zell-
vermittelte Interaktion fiihrt zu einer B-Zellproliferation. Die Bindung von CDA40L an
gesunde B-Zellen fiihrt zur Ausdifferenzierung und zum Immunglobulin Subklassenswitch.
Weiterhin ist sie durch eine gesteigerten MHC Expression und eine Hochregulation von
kostimulatorischen Molekiilen [38, 39], an der Prozessierung zur Antigenprédsentation
beteiligt [40, 41]. CD40 wird auch auf der Zelloberfliche einiger maligne entarteter Zellen,

z.B. auf Leukdmie- und Lymphomzellen exprimiert.
1.2.1.2 Der Todesrezeptor CD95

CD95 ist ein Todesrezeptor iiber den in der Zellinteraktion eine Elimination von Zielzellen
ausgelost werden kann. CD95 spielt als Induktor der physiologischen Apoptose eine wichtige
Rolle in der immunologischen Kontrolle und bei der Homoostase verschiedener Gewebe. Die
Fortleitung der CDO95-vermittelten Apoptose kann iiber einen extrinsischen, iiber eine
Caspasenkaskade fortgeleiteten ,,Pathway® oder {iiber einen intrisischen, {iiber die
Mitochondrien ablaufenden Weg, ausgefiihrt werden. Die Apoptoseinduktion durch CD95-
CDI5L Interaktion wurde erstmalig von Trauth et al. (1989) in einer B-lymphoblastischen
Zelllinie und primiren lymphoblastischen Patientenzellen gezeigt [42]. Das CD95-Molekiil

weist, je nach Glykosylierungszustand, ein Molekulargewicht von 45-52 kDa auf und kommt
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entweder membrangebunden oder in einer durch alternatives Splicing entstandenen, 16slichen
zytoplasmatischen Form vor [43]. Die Bindung des korrespondierenden Liganden oder
agonistischer Antikorper an den Rezeptor, fiihrt zu einer Trimerisierung des Rezeptors und
einer Zusammenlagerung der zytoplasmatischen Todesdomédnen. Dadurch kann intrazellulér
das Adaptormolekiil FADD/Mort-1 binden [44]. FADD wiederum verfiigt iiber eine
sogenannte Todeseffektordomine, eine Bindungsstelle fiir die inaktive Proform der Caspase-
8. Der Komplex aus dem oligomerisierten CD95 Rezeptor, dem Adaptormolekiil FADD und
der Caspase-8, wird als Zelltod-induzierender Signalkomplex (,,death-inducing signalling
complex®, DISC) bezeichnet. Nach der DISC-Bildung kénnen abhéingig vom Zelltyp zwei
verschiedene Wege der Signaltransduktion induziert werden. In Typ I-Zellen, die eine hohe
lokale Dichte von Caspase-8 am DISC aufweisen [45], erfolgt die direkte autoproteolytische
Spaltung der Effektorcaspasen und der Ablauf der Apoptosekaskade iliber den extrinsischen
»pathway“. In den Typ II-Zellen erfolgt eine deutlich geringere DISC-Bildung, hier erfolgt
die Weiterleitung des Apoptosesignals iiber den mitochondrialen ,,intrinsischen* Signalweg.
Die Aktivierung der Caspase-8 fiihrt zur Spaltung des pro-apoptotischen Molekiils Bid und im
Folgenden durch Aktivierung weiterer Mitglieder der bel-2 Familie. Die Mitglieder der bel-2-
Familie sind sowohl pro- als auch anti-apoptotische Proteine, die an der Regulation der
intrinsischen, mitochondrialen Apoptose beteiligt sind. Die Proteinfamilie wurde nach dem
Onkogen bcl-2 benannt, welches durch dieTranslokation t(14;18) in Lymphomen
tiberexprimiert wird [46]. Ausgelost durch die Ausschiittung pro-apoptotischer Faktoren aus
dem Intermembranraum der Mitochondrien, kann es sowohl zum direkten ,,Caspase-
unabhingigen Tod“ kommen, oder vermittelt iiber Cytochrom C und Apaf-1 zur Aktivierung
der Caspase-9 und —3 zur gemeinsamen Endstrecke mit dem extrinsischen Weg den Zelltod
auslosen (Abbildung 1-4) [47]. Die Expression von CD95 wird, wie durch Vorarbeiten
unserer Gruppe gezeigt werden konnte, durch CDA40-Stimulation auf Vorldufer-B-
Zelleukdamien deutlich hochreguliert, denselben Effekt kann man auch auf reifen B-Zellen
beobachten. Dies stellt einen komplizierten, physiologisch sinnvollen
Regulationsmechanismus im Rahmen der Aktivierung bei immunologischen Vorgédngen dar.
Um nach Ablauf einer immunologischen Reaktion die Aktivierung der B-Zellen zu limitieren,
wird iiber den durch CD40-Stimulation hochregulierten CD95-Rezeptor die Apotose der Zelle
ausgelost. Aufgrund einer fehlenden oder nur sehr schwachen CD95-Expression ldsst sich in
frischen primdren Vorldufer B-ALL Blasten nur eine geringe Sensitivitit fiir CD95-

vermittelte Apoptose nachweisen. Trotz einer identischen Hochregulation von CD95 nach
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CD40-Stimulation ist die CD95-vermittelte Apoptoserate in B-ALL Blasten signifikant

niedriger als in normalen B-Zellen [48].
1.2.2 Caspasen

Caspasen (cysteine-dependent aspartate-directed proteases) sind Enzyme und wirken als
Schliisselmolekiile, ihre Aktivierung triggert eine zur Apoptose fiihrende Signalkaskade. Es
handelt sich um Cystein-Proteasen, von denen bisher elf human vorkommende Caspasen
beschrieben wurden [49, 50]. Caspasen werden als katalytisch inaktive Proenzyme,
sogenannte Zymogene synthetisiert. Ihre Aktivierung erfolgt durch proteolytische Spaltung in
eine kleine (p10) und eine groBe (p18) Untereinheit [49, 51]. Man unterscheidet die apikalen
Initiatorcaspasen (Caspase-2, -8, -9, -10) mit einer langen Prodoméne (>10 kDa), die die
Interaktionsdominen DED (death effector domain) sowie CARD (caspase recruitment
domain) enthalten, und die distalen Effektorcaspasen (Caspase-3, -6, -7), die nur eine kurze
Prodoméne (<30 AS) enthalten. Die apikalen Caspasen werden durch Dimerisierung zu
Multienzymkomplexen und die distalen Caspasen durch proteolytische Spaltung aktiviert
[52]. Aufgrund ihrer Substratspezifitit und Spaltungsmotiv werden die Caspasen in drei
Gruppen eingeteilt. [53, 54]. Nach Aktivierung konnen die Caspasen eine Reihe von
Molekiilen spalten. Diese sind beteiligt an der DNA-Reparatur, mRNA-Splicing und
Regulation zelluldrer Strukturproteine, sowie verschiedener Signalmolekiile, die {iber die
Spaltung aktiviert als auch inaktiviert werden konnen. Einzelne Caspasen konnen durch virus-
assoziierte Proteine, wie zum Beispiel v-FLIP, gehemmt werden [50, 55, 56]. Besondere
Beachtung fand in dieser Arbeit die Caspase-8, die nach CD95-vermittelter Induktion der
Apoptose an den DISC anlagert und die weitere Signalkaskade initiiert. Wie alle Caspasen so
wird auch Caspase-8 als katalytisch-inaktives Proenzym synthetisiert. Der erste Schritt der
Spaltung von dimerer Caspase-8 im DISC verlduft autokatalytisch und fiihrt zur Freisetzung
der kleinen pl10-Untereinheit in das Cytosol, wéihrend ein 43 kDa-(Caspase-8a) und ein 41
kDa- (Caspase-8b)-Intermediat im DISC verbleibt. Durch transkatalytische Prozessierung der
Caspase-8-Homodimere untereinander erfolgt die Freisetzung der groBen pl8-Untereinheit.
Heterotetramere der kleinen und grof3en Untereinheiten bilden letztendlich die aktive Caspase

[45].

18



1.2.3 “Death inducing signaling complex*“(DISC)-Bildung

Der Komplex gebildet aus trimerisiertem CD95-Rezeptor, dem Adaptermolekiil FADD/
Mort-1 und der Zymogenform der Caspase-8, wurde 1995 erstmalig von Kischkel et al, als
DISC (,,death inducing signalling complex*) bezeichnet [57]. Scaffidi et al. zeigten, dass
Zellen, die sensitiv gegeniliber CD95-vermittelter Apoptose sind, in zwei Gruppen unterteilt
werden konnen: sogenannte Typ I- und Typ II-Zellen [58]. Typ I-Zellen zeichnen sich durch
eine effiziente ,,death inducing signaling complex“-Bildung (DISC-Bildung) aus. Nach
Trimerisierung des Rezeptors und Bindung des Adaptermolekiils FADD/Mort-1, werden
grofle Mengen Procaspase 8 an den Rezeptorkomplex rekrutiert. Die Spaltung in die aktive
Form der Caspase-8 fiihrt ihrerseits umgehend zur Aktivierung der Caspase-3 und damit zur
Auslosung der Apoptose. Im Gegensatz hierzu erfolgt in den sogenannten Typ-II-Zellen, zu
denen man auch die T-Zelllinien Jurkat und CEM-Zellen zihlt, nur eine geringfiligige Bildung

des DISC und somit eine primir geringere Aktivierung der Procaspase-8.

ﬁ Q CD95 Ligand DISC
(¥

CD95-Rezeptor

Abbildung 1-3.: Schematische Darstellung des CD9S5 Rezeptors, der durch Bindung des Liganden
trimerisiert die Adaptormolekiile FADD/Mort-1 und Procaspase-8 bindet und so den DISC formiert.

Die hauptsidchliche Apoptoseinduktion erfolgt in diesen Zellen unter Einbeziehung des
intrinsischen mitochondrialen Pathway [58]. Durch stressinduzierte Stimuli (DNA-
Schadigung, Zytostatika, Wachstumshormonmangel etc.) kommt es zur Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien, an das sich ein Komplex aus Procaspase-9 und Apaf-1
anlagert. Es wird die aktive Form der Caspase-9 abgespalten, die wiederum zu einer
Aktivierung der Caspase-3 fiihrt, und so in einer gemeinsamen Endstrecke mit dem CD95-

vermittelten Apoptosepathway miindet.
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Abbildung 1-4: Die Abbildung aus Scaffidi et al. 1999, zeigt die zwei Wege der CD95-vermittelten
Apoptose in Typ I und Typ II Zellen. In den Typ I Zellen erfolgt die Trimerisierung des CD95-Rezeptors nach
Bindung des Liganden. Durch Anlagerung von FADD und Procaspase-8 kommt es zur Bildung des DISC,
wodurch grosse Mengen Caspase-8 in ihre aktive Form tiberfithrt werden und die Aktivierung der nachfolgenden
Effektorcaspasen (Caspase-3) einleiten. Die Bindung der Procaspase-8 an den DISC kann durch c-FLIP blockiert
werden. In den Typ II Zellen erfolgt eine Initiierung der Apoptose durch den mitochondrialen Signalweg. Durch
Aktivierung der Caspase-8 kommt es zur Spaltung von Bid wodurch es zu einer Inhibition der anti-apoptotischen
Bcl-2 familienmitglieder in den Mitochondiren kommt. Ein Verlust des Membranpotentials der Mitochondrien
fiihrt zur Freisetzung von Cytochrom C (Cyt C) und anderer apoptogener Stimuli. Eine Zusammenlagerung von
Cyt C mit dem zytosolischen Apaf-1 fiihrt zur Aktivierung von der Procaspase-9 die in der Aktivierung der
Caspase-3 die gemeinsame Endstrecke mit dem extrinsischen Weg einleitet. Diese gemeinsame Endstrecke,
kann durch die Familie der Apoptoseinhibitoren (IAP) gehemmt werden. Ein Mitglied der IAPs ist Survivin,
welches die Aktivierung der Caspase-3 und der Caspase-9 inhibieren kann.

1.2.4 FLICE-inhibitory proteins (FLIP)

Eine Inhibition der Apoptose kann auf verschiedenen Ebenen durch eine Vielzahl an
Inhibitoren ausgelost werden. Virale und zellulédre ,,FLICE inhibitory proteins* konnen in sehr
frithen Schritten die Induktion der apoptotischen Signaltransduktion an Todesrezeptoren
blockieren [56, 59]. Das Molekiil FLIP, welches erstmals als v-FLIP (engl.: viral FLICE
inhibitory proteins) beschrieben wurde [56, 60, 61], kann an den DISC binden und dadurch
die Aktivierung der Procaspase-8 verhindern. Die Féhigkeit von FLIP zur Inhibition der
Procaspase-8 beruht auf einer Strukturhomologie der beiden Proteine. Das Gen fiir ¢c-FLIP
befindet sich in naher Lokalisation der Genloci der Caspase-3 und Caspase-8 [62]. Eine
Entstehung von c-FLIP durch Duplizierung wird diskutiert. Das zelluldre c-FLIP wurde Ende
der neunziger Jahre erstmalig beschrieben und erhielt unterschiedliche Namen: c-FLIP,
FLAME-1, Casper, Usurpin, CASH, IFLICE, CLARP [62-68]. Uber die Funktion von c-FLIP
gab es gegensitzliche Aussagen. So wurde c-FLIP zunichst von einigen Gruppen als pro-

apoptotisches Molekiil beschrieben [66, 67, 69], wihrend andere Untersuchungen eher eine
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apoptose-inhibierende Funktion von c-FLIP zeigten [61, 62, 64, 68, 70]. Auch eine duale
Funktion in Abhéngigkeit von der untersuchten Zelllinie sowie dem Expressionsniveau von c-
FLIP wurde diskutiert [65]. Dies konnte durch die Entdeckung verschiedener Splicevarianten
mit unterschiedlichen Funktionen erkldrt werden. Wiahrend auf mRNA Ebene multiple
Splicevarianten von c¢-FLIP existieren, wurden auf Proteinebene bislang nur drei Isoformen
nachgewiesen: eine lange Form mit einem Molekulargewicht von 55 kDa, das sogenannte
FLIP long und zwei kurze Isoformen, c-FLIP short mit einem Molekulargewicht von 27 kDa
und FLIP-R mit einem Molekulargewicht von 26 kDa [62]. Die FLIP-R Form wurde
erstmalig in Raji-Zellen, einer Burkittlymphom-Zelllinie nachgewiesen, funktionell scheint

sie identisch zur FLIP short-Form zu sein [71].

DEDI1 DED2 P20 P12
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Bindungsstelle fur NF6

Abbildung 1-5.: Schematische Darstellung der Isoformen FLIPlong, -short und —R. Die verschiedenen
Formen von c-FLIP enthalten Strukturhomologa, charakteristisch sind zwei Todesdoménen (DEDs), FLIP long
enthélt am C-terminalen Ende eine Caspase-dhnliche Doméne. Die beiden kurzen Formen FLIP short und —R
enthalten eine kurze C-terminale Doméne.

Sowohl c-Flip long als auch c-Flip short konnen die Induktion der Apoptose durch die
klassischen Todesrezeptor-Signalwege blockieren [56, 59]. Die Inhibition erfolgt durch die
Blockierung der Spaltung von Procaspase-8 zum aktiven Enzym im DISC [72]. Hohe
Konzentrationen c-Flip long oder c-Flip short im DISC konnen jedoch zu einer Blockierung
der Caspase-8-Aktivierung fiihren, indem diese entweder nur unvollstindig oder {iberhaupt
nicht gespalten wird [72, 73]. Die Bildung von c-Flip long-Procaspase-8-Heterodimeren
erlaubt die proteolytische Spaltung der Caspase zum p43/41-Intermediat und von c-Flip long
zum p43-Fragment, welches ebenfalls im DISC verbleibt. Gleichzeitig werden die kleine p10-
Untereinheit von Caspase-8 und die pl12- Untereinheit von c-FLIP long in das Cytosol
entlassen. Aufgrund der fehlenden katalytischen Aktivitit der Caspase-dhnlichen Domine in
c-FLIP long kann jedoch keine transkatalytische Spaltung der Caspase erfolgen und damit
auch kein funktionelles Enzym in das Cytosol entlassen werden. Durch hohe lokale
Konzentrationen von c-FLIP short im DISC wird eine Prozessierung der Procaspase

vollstdndig verhindert. Da c-FLIP short keine Caspase-dhnliche Doméne besitzt, wird selbst
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die Autoproteolyse der Caspase verhindert, da diese nicht die dafiir notwendige Konformation
einnehmen kann [73]. FLIP long verfiigt iiber zwei Todesdominen (DED's) und zusitzlich
tiber eine sogenannte pl2- und eine p20-Doméne. FLIP short enthilt lediglich zwei
Todesdominen und einen kurzen C-terminalen Rest aus 19 Aminosduren und #hnelt der
viralen FLIP-Form. c-FLIP long besitzt trotz Strukturhomologien zur Procaspase-8 keine
dquivalente katalytische Aktivitdit, wihrend die short-Form durch die beiden
Todeseffektordomidnen an den DISC binden kann. Wiahrend c-FLIP short als auch c-FLIP-R
bisher als rein anti-apoptotische Molekiile beschrieben worden sind, kann c-FLIP long bei
geringem Expressionsniveau auch eine pro-apoptotische Funktion ausiiben. [74-76]. In vitro
Analysen konnten zeigen, dass c-FLIP long sogar als potenterer Aktivator der Caspase-8
wirken kann als die Caspase selbst, da die Heterodimerisierung von c-FLIP long mit der
Caspase-8 eine geringere kinetische Hemmung aufweist als deren Homodimerisierung [73,
74, 76]. In einer Arbeit von Kataoka et al. wurde gezeigt, dass c-FLIP durch Bindung von
Caspase-8 und FADD eine Resistenz fiir die CD95-vermittelte Apoptose verursacht, jedoch
den durch andere Noxen (Chemotherapie, Gamma-Strahlen) induzierten Zelltod nicht
beeinflusst [70]. In normalen reifen B-Zellen sind die meisten Komponenten des DISC

konstitutiv und c-FLIP stabil exprimiert [77].
1.2.5 Familie der Apoptoseinhibitoren

Neben FLIP existieren weitere Apoptose-inhibierende Molekiile. Die Regulation der
Apoptose erfolgt liber ein Netzwerk verschiedener kooperierender Interaktionspartner. Zu
diesen Molekiilen z&hlt die Familie Apoptoseinhibitoren, den sogenannten IAPs (,,inhibitors
of apoptosis®), die die Prozessierung und Aktivierung der Caspasen verhindern. Sie scheinen
bei der Entstehung von Leukdmien eine entscheidende Rolle zu spielen, indem sie die
physiologischen Abldufe der Apoptose unterbrechen und so zur ungehinderten Proliferation
der maligne entarteten Blasten beitragen. Die Familie der IAPs umfasst mittlerweile acht
Mitglieder: XIAP, c-IAP-1, c-IAP-2, Livin-a und—, Survivin NAIP und ILP-2. XIAP, c-IAP-1,
c-IAP-2, Livin-a und —f, inhibieren direkt die Caspasen-3 und -7 und Procaspase-9, iiber
Smac [78]. Eine Hemmung der Caspasen-3 und -7 erfolgt auch iiber Survivin und NAIP, ILP-
2 hemmt isoliert die Caspase-9 [79]. In dieser Arbeit wurde insbesondere Survivin als

Mitglied der IAP-Familie untersucht.

22



Name Primarsequenz Caspasespezifitait  wird geschnitten Bindungspartner
durch Caspase

NAIP mﬁ—-ﬂ-—@-ﬂm: Caspased, 7 Hippocalcin
c-iap1 =@l @l=——C—@>-c1t Caspase3. 7,9 Caspase3,7 Smac, Omi, TRAF1.2
c-lAP2 m—wm Caspasa3, 7,9 Smac, Omi, TRAF1,2

XlapP “Hﬁ— 497 Caspase3,7, 8 Caspased,7 Smac, Omi, XAF1

Livir Caspase3, 7.9 Caspased7 Smac
B G
ILP-2 HZJ? Caspase8
Survivin "9_“2 Caspased, 7 B-tubulin, Smac

- CO @ (@

BIR CARD  RING  Leucine Rich Repeat

Abbildung 1-6: Ubersicht der IAP Familie (modifiziert nach Nachmias et al. 2004)

1.2.5.1 Das IAP - Survivin

Survivin ein Mitglied der IAP-Familie, blockiert die Endstrecke sowohl des extrinsischen, als
auch des intrinsischen Apoptose-Pathways durch Inhibition der Effektorcaspasen-3, -7 und —
9. Das Survivin Gen ist auf Chromosom 17q25 lokalisiert und umfasst vier Exone. Das
translatierte Survivin-Protein hat ein Molekulargewicht von 15 kDa [80]. Neben seiner anti-
apoptotischen Funktion spielt Survivin eine wichtige Rolle in der Zellzykluskontrolle. In der
G2/M-Phase wird Survivin ca. 40-fach hochreguliert, um nach dem Zellzyklusarrest wieder
umgehend herunterreguliert zu werden [80]. Die essentielle Rolle von Survivin wéhrend der
Mitose konnte durch den funktionellen Ausfall des Proteins gezeigt werden [81-84]. Neben
der klassischen Survivinvariante wurden bisher vier durch alternatives Splicen generierte
Isoformen, Survivin-A-Ex3, Survivin-2B, Survivin-2oc und Surivivin-3B, nachgewiesen
(Abbildung 1-7) [85, 86]. Wie durch in vitro Transfektionsversuche in der pri-B-Zelllinie
BaF3 und der hepatozelluldiren Carcinomzelllinie HEP G2 gezeigt wurde, inhibiert Survivin
den programmierten Zelltod signifikant nach IL-3-Entzug [85, 87]. Es konnte eine
unterschiedliche Wirkung der bekannten Splicevarianten auf den Ablauf der Apoptose
gezeigt werden. Surivivin und Survivin-A-Ex3 inhibieren die Apoptose signifikant,
wohingegen Survivin-2B die anti-apoptotische Funktion verloren zu haben scheint und als
pro-apoptotisches Molekiil wirkt. Die funktionelle Bedeutung von Survivin -2a und -3B ist
noch nicht geklart [85]. Da Survivin mit seinen Splicevarianten als anti-apoptotisches
Molekiil speziell in neoplastischen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt, indem es durch
Kontrolle des Zellzyklus und Inhibition der physiologischen Elimination der malingen Zellen

einen Proliferationsvorteil schafft, besteht ein hohes klinisches Interesse, inwiefern die Hohe
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der Survivin-Expression mit der Prognose korreliert und auflerdem, ob es als
tumorspezifisches Zielantigen therapeutisch genutzt werden kann. Survivin wurde von
verschiedenen Gruppen als tumorspezifisches Protein beschrieben, da es nicht in terminal
differenzierten humanen Geweben exprimiert wird [87-89]. Als Ausnahme gilt eine transiente
Expression in Fetal-, Uterus- und Thymusgewebe. Survivin wird in einer Vielzahl
verschiedener maligner Gewebe wie Bronchial-, Kolon-, Nierenzell- und Magen-Carcinomen,
wie auch in Leukdmien, Lymphomen und diversen anderen Tumorentititen nachgewiesen
[81]. Es wurde gezeigt, dass bei verschiedenen bdsartigen Erkrankungen die
Surviviniiberexpression mit einer ungiinstigen Prognose assoziiert ist. Bei himatologischen
Erkrankungen, z.B. bei erwachsenen Patienten mit akuten myeloischen (AML) und akuten
lymphatischen Leukdmien (ALL) [90] oder diffus groBzelligen B-Zell Lymphomen [91],
korreliert die Surviviniiberexpression mit einer verkiirzten Uberlebens- und Remissionsrate.
Auch bei Kindern mit AML scheint eine hohe Survivinexpression ebenfalls mit einem
schlechteren ,,overall-survival® zu korrelieren [92-95]. In einer aktuellen Studie zu Vorlaufer
B-Zellleukdmien bei Kindern wurde die Survivingenexpression mittels ,,Microarray*
analysiert und ein Zusammenhang zwischen hoher Survivinexpression und einem friihzeitigen
Riickfall gezeigt [96]. Wihrend bei der adulten ALL eine Uberexpression von Survivin als
prognostisch ungiinstiger Marker gilt, liegen derzeit kaum Daten iiber die prognostische
Relevanz bei der Vorldufer-B-Zellleukdmie, der hdufigsten bosartigen Erkrankung des

Kindesalters vor.
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Abbildung 1-7 Splice-Varianten der Survivin mRNA Die abgebildeten Splicevarianten konnen mit dem
Survivinmolekiil Heterodimere bilden und unterscheiden sich hinsichtlich ihres anti-apoptotischen Potentials.
Wihrend Survivin AExon 3 anti-apoptotisch wirkt, hat die Survivn2B Variante eine attenuierende Wirkung auf
das anti-apoptotische Potential von Survivin. Die funktionelle Beduetung der Variante 3B ist noch nicht geklért
(aus Caldas et al. Oncogene 2005 24,1994-2007)
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1.2.5.2 Die Bcl-2 Familie

Die Mitglieder der Bcl-2 Familie (,,b-cell-lymphoma 2*) sind Onkogene und spielen eine
wichtige Rolle beim Ablauf des programmierten Zelltod. Das 230 kb grofle humane bcl-2-
Gen ist auf dem g-Arm des Chromosoms 18 lokalisiert. Das Bcl-2-Protein umfafit 239
Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 26kD [97]. Funktionell wichtig sind die
Protein-Domédnen BH1 und BH2, die durch Bildung von Heterodimeren mit anderen
Mitgliedern der Bel-2 Familie interagieren. Die Mitglieder der Bcl-2-Familie sind pro- sowie
antiapoptotischer Proteine, die den intrinsischen, liber die Mitochondrien ablaufenden
Apoptoseweg regulieren. Namensgeber der Proteinfamilie war das Onkogen Bcl-2, welches
als chromosomale Translokation, t(14;18), in humanen B-Zell-Lymphomen iiberexprimiert
wird [98]. Es fiihrt zu einer Blockierung der Apoptose im Verlauf einer Vielzahl
physiologischer und pathologischer Stimuli [99]. Gemeinsamkeit der Mitglieder der Bcl-2-
Proteinfamilie ist eine konservierte, alpha-helikale Struktur, die Bcl-2-Homologie-Doméne
(BH). Die Mitglieder der Bcl-2-Familie werden in drei Subklassen aufgeteilt. Gruppe 1
umschreibt die antiapoptotischen Mitglieder Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1, Al (drei oder vier
BH-Domainen). Sie sind auf der cytosolischen Seite intrazellulirer Membranen lokalisiert und
weisen eine Transmembrandomine auf. Die proapoptotischen Mitglieder gehdren zur Gruppe
2 der Bax-Subfamilie (Bax, Bak, Bok/Mtd, drei BH-Doménen) und Gruppe 3 der BH3-
Subfamilie (Bad, Bid, Bim, Noxa, Puma, kurze BH3-Doméne) [46].
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2 Ziel dieser Arbeit

Trotz guter Prognose der piadiatrischen Vorldufer B-Zellleukdmien durch Behandlung nach
einer Standardprotokolltherapie, bleibt die Heilung von Patienten mit Rezidiven und
besonders agressiven und therapieresistenten Erkrankungen eine Herausforderung. Um diese
Patienten friih zu erkennen und neue therapeutische Strategien zur Behandlung der
padiatrischen B-Zellleukdmien zu erarbeiten, ist es wichtig, die physiologischen Abldufe zu
verstehen und Stérungen dieser Abldufe im Rahmen einer malignen Transformation zu
erkennen und zu lokalisieren. Ziel der Arbeit ist es, Mechanismen zu untersuchen, die es den
Leukémiezellen ermoglichen, sich der physiologischen Kontrolle durch Entwicklung von
Apoptoseresistenzen zu entzichen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Schwerpunkt auf die
Untersuchung der CD95-vermittelten Apopotose gelegt.

Es erfolgte zum einen die Untersuchung der frithen intrazelluldren Schritte, die auf die CD95
Ligation folgen. Es wurde eine besondere Aufmerksamkeit auf die an der DISC-Bildung
beteiligten Molekiile gelegt. Insbesondere das Molekiil c-FLIP, welches als einziges
regulatorisches Protein direkt am DISC die Apoptose moduliert und durch Konkurrenz mit
der Caspase-8 am DISC, die Aktivierung der Effektor-Caspasen inhibiert, wurde untersucht.
Ein zweiter Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung des anti-apoptotischen
Molekiils Survivin und seiner funktionell wirksamen Splicevarianten Survivin-2B und
Survivin-A-Ex3. Survivin wurde als tumorspezifisches Protein beschrieben und in zahlreichen
neoplastischen Erkrankungen nachgewiesen. Bei verschieden Erkrankungen wurde eine
Korrelation zwischen der Survivinexpression und dem klinischen ,,Outcome® der Patienten
gezeigt. In dieser Arbeit sollte die Survivinexpression auf Protein- und mRNA- Ebene in
kindlichen Vorldufer-B-Zellleukdmien gemessen werden, um eine mdgliche Korrelation
zwischen dem Expressionsniveau von Survivin und den klinischen Daten der Patienten zu

untersuchen.
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proben von insgesamt 86 Patienten im Alter zwischen 1 und
17 Jahren untersucht, die an einer akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) der B-Zellreihe
erkrankt waren und zwischen Mai 1980 und Méirz 2004 in den Kinderkliniken zu Diisseldorf
und Hamburg nach der mutlizentrischen Therapieoptimierungsstudie fiir Kinder mit ALL
»COALL-97 und -07/03“ behandelt wurden. Die Blut- und Knochenmarkproben, welche in
die Versuche Eingang erhielten, wurden im Rahmen der Initialdiagnostik und routineméfigen
Abnahmen gewonnen. Die Patienten hatten alle eine schriftliche Einverstindnis zur
Asservierung der Proben gegeben und es lag ein Ethikvotum vor. Die Diagnose der ALL
wurde anhand morphologischer Kriterien sowie immunphénotypischer Methoden mittels
Durchflusszytometrie gestellt. Das Patientenkollektiv, bei denen die Proteinkonzentration des
Survivin-Protein untersucht wurde (n=66), unterteilte sich in 44 Kinder, die an einer c-ALL,
17 Patienten mit einer prd-B-ALL, und fiinf Kinder, die an einer pra-prd-B-ALL erkrankt
waren. Auf mRNA Ebene wurden 20 Patientenproben von Kindern mit Vorldufer-B-ALL
untersucht. Der Mittelwert des relativen Blastenanteils in den Leuk&dmieprobenproben betrug
86% (50-96%). 81% der Proben enthielten einen Blastenanteil > 80%, in den restlichen
Proben wurde ein Blastenanteil von 50-70% nachgewiesen. Nach Meldung an die
Studienzentrale wurden die Patienten nach den festgelegten Kriterien in eine Hoch- und
Niedrigrisikogruppe eingeteilt. Diese Einteilung erfolgte nach initialer Leukozytenzahl, Alter
bei Diagnose, PVA Score, Immunphénotyp und Vorliegen von genetischen Aberrationen. Die

Nachbeobachtungszeit der Patienten betrug im Median 34 Monate.
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3.2 Materialien

3.2.1 Chemikalien

Acrylamid

Agarose

Aqua ad injectabile
3-Mercaptoethanol
Ammoniumchlorid

Bovines Serum Albumin (BSA)
Cycloheximide (CHX)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol abs.

Ficoll Paque™ Plus

Fetal Calf Serum (FCS)

Gene Ruler DNA Ladder Mix
Isopropanol

L-Glutamin

Loading Dye Solution 6x

Magic Mark XP Langenstandard
Phosphat buffered saline (PBS)
Penicillin/Streptomycin

PMSF

Pepstatin

Propidiumiodid

RPMI 1640

Sheep erythrocytes

TEMED (N,N,N,N-Tetramethylethylen-Amin)
TMB (Tetramethyl-benzidine)
Trypan Blau

Bio-Rad
Bio-Rad

Braun

Merck
Apotheke HHU
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
Biochrom
Merck
Amersham
Gibco BRL
MBI Fermentas
Merck

Gibco

MBI Fermentas
Invitrogen
PAA

Gibco

Sigma

Roche

Santa Cruz
Gibco

Behring

Roth

Sigma

Sigma
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Trypsin/EDTA
Triton-X100
Tween 20

3.2.2 Enzyme

DNAse

Neuraminidase
Uracil-DNA-Glykosylase
Taq DNA-Polymerase

3.2.3 Puffer

3.2.3.1 Puffer fiir Westernblot:

Lysepuffer:

PBST:

TBE (10 x):

Probenpuffer reduz. (5 x):

Sammelgel (5%):

Trenngel:

Gibco
Merck
Merck

Qiagen
Behring
Roche

Qiagen

150mM NaCl

30mM Tris-HCI, pH 7,5
ImM PMSF

10% (w/v) Glycerol

1% (w/v) Triton X-100
0,5 pg/ml Antipain

0,5 pg/ml Chymostatin A
0,5 pg/ml Leupeptin

0,5 pg/ml Pepstatin

PBS + 0,05% Tween 20

0,45 M Tris
0,45 M Borsiure
10mM EDTA pH 8,3

50% (v/v) Glycerol

10% (w/v) SDS

50mM Tris, pH = 6,8

25% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,25mg/ml Bromphenolblau

24mM Tris-HCI, pH 6,8
5% (w/v) Acrylamid
0,1% (w/v) SDS

0,1% (w/v) APS

0,1% (w/v) TEMED

37,5mM Tris-HCI, pH 8,8
7,5-15 % (w/v) Acrylamid
0,1% (w/v) SDS

0,03% (w/v) APS

0,1% (w/v) TEMED
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Laufpuffer (SDS-PAGE):

Transferpuffer:

25mM Tris-Base

0,19M Glycin
1% (w/v) SDS

25mM Tris
0,19M Glycin
20% (v/v) Methanol
0,037 % (w/v) SDS

3.2.3.2 Lysepuffer zur Proteinlysatherstellung fiir ELISA

3.2.4 Antikorper

3.2.4.1 Antikorper fiir den Westernblot:

Verdiinn

Auf-

1.AK Firma 2.AK Firma Verdiinnung | Aufbewahrung
ung bewahrung
. Goat a- . 4°C
Mab to  FLIP | Alexis Southern Biotech . . .
. . 1:500 4°C mouse 1:20000 Aliquotiert  bei
(human) (NF6) Biochemicals leGla Cat.1070-05 290°C
. BD Goat o- . 4°C
?afbllt a-chSéaase 3| Pharmingen | 1:4000 | 4°C rabbit g;‘f‘:;cf;zp 1:5000 Aliquotiert
olyclona Cat.552785 IgG ' —20°C
Alexis Goat a- .
1(\;[;‘25;" Caspase 8| cog ALX- | 1:1000 | 4°C mouse | oo DOt 1100000 | 4cc
804-242 15G2b s
MBL 4°c Goat a- Chemicon 4°C
a-Caspase 8 Cat.JM- 1:100 Aliquotiert | rabbit Cat AP132P 1:5000 Aliquotiert
3020-100 —20°C IgG ) —20°C
Mab Anti-B- Sioma -20°C Goat a-
Actin(Clone  AC- C ft AS316 1:5000 | (ausgeliehen | mouse | Southern Biotech 1:20000 4°C
74) ) MolMed) IgG2a
Goat a- . 4°C
Bel-2(c-2):5¢-7382 | Santa Cruz | 1:1000 | 4°C mouse | bouthern Biotech 1155000 | Aliquotiert
Cat.1070-05 5
IgGla —20°C
Rabbit I};Ii(z)‘;g;icals Goat o- Chemicon 4%
polyclo_nqlAntlbody CatNB 500- 1:1000 | -20°C rabbit Cat AP132P 1:5000 Ahciuotlert
to Survivin 201 IgG —20°C
BD Goat a- . 4°c
Anti-FADD Transduction | 1:250 | -20°C mouse | oo 0 DO 1120000 | Aliquotiert
Laboratories IgGla ) —20°C

Tabelle 3-1:Die

3.2.5 Antikorper fiir den ELISA

Tabelle zeigt die in dieser Arbeit benutzten Westernblotantikdrper, die verwendeten
Verdiinnungen, die gelabelten Zweitantikorper, die Hersteller und die Temperatur der Aufbewahrung.

Anti-human Survivin-AK (#840471)

R&D Systems

30




3.2.6 Antikorper fiir die Durchflusszytometrie:

IgG1 PE/FITC Isotypenkontrolle
CD3-PE/FITC
CD4-FITC
CDS8-PE
CDI10-PE/FITC
CDI14-FITC
CD-19-PE
CDS56-PE/FITC
CD66b-FITC
CD40-PE
CDA40L-PE
CDO95-FITC
CD95-PE
Anti-Bcl-2

3.2.7 Fertige Losungen und Reaktionssysteme

Apoptosis detection kit
(Annexin-FITC/Propidiumiodid)

BCA Protein Assay

DNase Kit (RNAse frei)

Duo Set IC, Humanes Survivin

ECL Western Blotting Analysis System
First strand cDNA synthesis Kit

IntraPrep Permeabilization Kit

LC FastStart DNA Master Hybridization Kit
MACS

Molekulargewicht Standard Magic Mark XP
QiaShredder Mini columns

RNeasy Mini Kit

RNA Blood Kit

Taq PCR Core Kit

Immunotech
Immunotech
Immunotech
Immunotech
Immunotech
Immunotech
Immunotech
Immunotech
Immunotech
Immunotech
Immunotech

Immunotech

Becton Dickinson

Dako

Immunotech
Pierce
Qiagen
R&D
Amersham
Amersham
Immunotech
Roche
Milteny Biotec
Invitrogen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
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3.2.8 Gerite

Durchflusszytometer FACS-Scan/ Calibur

Elektrophoresekammer
Flour-S Multiimager
Gefrierschrinke
Gelkammer/Blotkammer
Heizbad thermomix 1420
Light Cycler

Mikroskop axiovert 25
Photometer

Pipettboy

Pipetten

Platten Lesegerit
Rontgenfilmentwickler
Spannungsgerat
Sterilbank Lamin Air
Thermomixer
Brutschrank

Zentrifuge 5417R
Zentrifuge Multifuge

Neubauer Zahlkammer
3.2.9 Verbrauchsmaterial

Cryordohrchen

Filterpapier

Kiuvetten

96well Flachbodenplatten
Polypropylen Reaktionsgefasse
Rontgenfilme (Hyperfilm ECL)
Blot Membran

PCR Reaktionsgefdss (0,5ml)
Pipettenspitzen
Reaktionsgefdsse (1,5ml,2ml)
Zellkulturflaschen

Becton Dickinson
Bio-Rad
Bio-Rad
Heraeus, Revco
Bio-Rad

Braun

Roche

Zeiss

Biometra

Integra Boscience
Eppendorf
Magellan

Agfa

Biometra

Holten
Eppendorf
Forma Scientific
Eppendorf
Heraeus

Zeissglas

Nunc
Whatman
Eppendorf
Nunc
Falcon
Amersham
Amersham
Eppendorf
Star Lab
Eppendorf

Corning Costar TY75



3.2.10 Eukaryontische Zelllinien

Daudi

Raji

AD

RS

murine L-Fibroblasten

murine CD40L L- Zellen Fibroblasten

Jurkat
3.2.11 Kultur-, Einfriermedien und Zusiitze

Kulturmedium R-10:
RPMI 1640 (-L-Glutamin)
+10% FCS

+10U/ml Penicillin
+10U/ml Streptomycin
+2mM L-Glutamin

Einfriermedium fiir 10ml:
Sml RPMI 1640

4,5ml FCS

0,5ml DMSO

3.2.12 Oligonukleotide

humane Burkittlymphom-Linie (ACC78)
humane Burkittlymphom-Linie (ACC 319)
Vorldufer B-Zelllinie

Vorlaufer B-Zelllinie

ATCC Katalog Nr.56-X

Zur Verfiigung gestellt von M.Roskrow,
Miinchen

humane T-Zell-Leukidmie-Linie

Konventionelle PCR:

Bezeichnung Sequenz Richtung
GAPDH F TTGGTATCGTGGAAGGACTCA 5°-3°
GAPDH R TGTCATCATATTTGGCAGGTTT 5°-3
Survivin s GCATGGGTGCCCGCGACGTTG 5°-3°
Survivin as GCTGCCGGCCAGAGGCCTCAA 5-3°
Real-Time-PCR:

Bezeichnung Sequenz Richtung
GAPDH F TTGGTATCGTGGAAGGACTCA 5°-3°
GAPDH R TGTCATCATATTTGGCAGGTTT 5°-3
Survivin F GACCACCGCATCTCTACATTC 5°-3°
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Survivin R TGCTTTTTATGTTCCTCTATGGG 5-3°

Survivin 2B AAGTGCTGGTATTACAGGCGT 5-3

Survivin AEx3 ATTGTTGGTTTCCTTTGCATG 5-3

Sonden fiir Real-Time-PCR:

Bezeichnung Sequenz Richtung
GAPDH LC LC Red705-GGTGGACCTGACCTGCCGTCTAGA p 5-3°
GAPDH FL TGTCCCCACTGCCAACGTGTCAG X 5-3°
Survivin LC LC Red640-CCC AGTGTTTCTTCTGCTTCAAGG p 5°-3°
Survivin FL CCACTGAGAACGAGCCAGACTTG X 5-3°
RT-Primer

Bezeichnung Sequenz Richtung
GAPDH RT CTC CTGGAAGATGGTGATGG 5-3°
Survivin RT AGGAACCTGCAGCTCAGA 5°-3°

3.3 Methoden

3.3.1 Kultivierung von Zelllinien

Alle Arbeiten zur Kultivierung eukaryontischer Zellen erfolgten unter sterilen Bedingungen,
um eine Kontamination mit z.B. Bakterien oder Pilzen zu vermeiden. Die eingesetzten
Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen in 12ml R-10 Medium im Inkubator bei 37°C und
5%CO; kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde abhingig vom Proliferationsverhalten der
Zellen ein- bis zweimal pro Woche gewechselt. Um die Zellen zu splitten wurden die
adhdrenten Zellen bei einer Konfluenz von 80-90% im Mikroskop nach Abnahme des
Mediums durch Inkubation mit 5ml Trypsin/EDTA-Losung fiir 3min bei 37°C vom
Untergrund abgeldst. Die CD40L L-Zellen wurden mit 0,01% EDTA geldst, da Trypsin den
stabil transfizierten CD40-Liganden beschddigen kann. Die Suspensionszellen wurden nach
visueller Dichtekontrolle im Medium abgenommen. Alle Zellen wurden in 10ml Medium
resuspendiert und durch Zentrifugation bei 1600 rpm, 5 min bei Raumtemperatur pelletiert.
Das Pellet wurde in frisches Medium aufgenommen, und zellzahlabhidngig in einer 1:2 bis
1:10 Verdinnung in eine neue Zellkulturflasche tberfiihrt. Fiir den Stimulationsversuch
wurden die L-Zellen und CD40L-Zellen nach dem Abldsen pelletiert und in 2ml Medium
(+1%L-Glut,+1%Pen/Strep, ohne FCS) aufgenommen. Um eine Proliferation der ,,Feeder*-

Zellen zu verhindern, wurden die Zellen mit dem Spindelgift Mitomycin C (0,01mg/ml) fiir 2
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Stunden im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen zweimal mit
Medium (ohne FCS) gewaschen und in R-10-Medium aufgenommen. Die Zellen wurden
dann in einer Konzentration von 5x10* Zellen/ml in 24-well Platten ausplattiert und fiir
mindestens 2 Stunden bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank gelagert, um eine Adhérenz zu

erreichen.
3.3.2 Kryokonservierung und Revitalisieren von Zellen

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen aus der Kulturflasche entnommen, bei 1600rpm,
Smin, RT, pelletiert, in 1,5ml Einfriermedium aufgenommen und in 1,8ml fassende
Einfrierrdhrchen iiberfiihrt. Um eine schonende Temperatursenkung zu gewéhrleisten wurden
die Zellen in einer mit Isopropanol gefiillten Einfrierbox im Gefrierschrank auf -80°C
abgekiihlt, und nach 12 bis 24 Stunden in einen Stickstofftank (-196°C) {iberfiihrt.

Um die Zellen aufzutauen, wurden sie nach Entnahme aus dem fliissigen N, im
Einfrierrdhrchen in einem Wasserbad bei 37°C geschwenkt, danach in ein Falconréhrchen
iberfilhrt und in 10ml R-10-Medium gewaschen. Es erfolgte eine Zadhlung und
Vitalitdtsbestimmung der Zellen, wonach sie in ausreichender Dichte in eine neue

Zellkulturflasche gegeben wurden.
3.3.3 Isolation von mononukleiren Zellen

Die bei den Untersuchungen eingesetzten ALL-Zellen wurden entweder aus frischen oder aus
kryokonservierten Knochenmarkaspiraten, oder aus peripheren Blutproben gewonnen, bei
denen der Anteil der leukdmischen Zellklone am Gesamtzellbild mehr als 80% betrug. Als
Kontrolle dienten gesunde mononukledre Zellen, die durch Seperation aus ,,buffy coats®,
frisch abgenommenen peripheren Blutproben oder aus Knochenmarkaspiraten von gesunden
Spendern gewonnen wurden. Um die mononukledren Zellen zu isolieren, wurde eine
Dichtegradientenzentrifugation {iber das Fiqoll Hypaque System durchgefiihrt. Hierbei
werden die Lymphozyten und Monozyten von den Erythrozyten und Granulozyten getrennt.
Das Blut bzw. KM wurde 1:2 mit PBS verdiinnt und danach vorsichtig in ein 50ml Falcon
Gefal3, ohne dass sich die Phasen vermischen, im Verhiltnis 1:1 (Ficoll : Zellgemisch) auf
den Ficoll gegeben und bei 2000rpm , ohne Bremse, 20min bei RT zentrifugiert. Die MNC
bilden im Anschluss an die Zentrifugation zwischen der Ficollfliissigkeit und dem
verbliebenen Plasma eine Interphase. Die Erythrozyten und Granulozyten haben sich
aufgrund ihrer Grosse und Gewicht als Pellet abgesetzt. Der Uberstand wurde bis zur
Interphase vorsichtig abgesaugt und die Interphase mit Hilfe einer Pipette vorsichtig

abgenommen, in ein steriles, frisches Falconréhrchen tiberfiihrt, in 10ml PBS gewaschen.
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3.3.4 Erythrozytenlyse

Die mit den mononukledren Zellen in der Interphase verbliebenen Erythrozyten, wurden
durch Zugabe von 5ml Ammoniumchlorid und 3min Inkubation auf Eis lysiert und durch
anschliessendes zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die so gewonnenen Zellen wurden

in 12ml R-10-Medium resuspendiert.
3.3.5 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitit

Zur Bestimmung der Vitalitdt der Zellen wurde eine Farbung mit Trypanblau durchgefiihrt.
Der Farbstoff gelangt iiber geschéddigte Zellmembranen in das Zytoplasma und erlaubt so eine
Unterscheidung der nicht gefarbten ,,vitalen* Zellen von den angefirbten “avitalen* Zellen.
Die Zellen wurden anschliessend unter dem Mikroskop in einer Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt. Je nach Zelldichte wurde die Zellsuspension so mit Trypanblau verdiinnt, dass
eine Auszdhlung der Zellen gut moglich war und eine représentative Zellzahl in der
Zihlkammer vorlag. Ausgezédhlt wurden immer alle vier groBen Felder mit ihren sechzehn
Unterfeldern und nachtréglich die Gesamtsumme durch die vier Felder geteilt und mit dem

Verdiinnungsfaktor multipliziert.
3.3.6 Aufreinigung von Zellpopulationen mittels ,,magnetic activated cell sorting

Um eine reine Zellpopulation aus einem heterogenen Zellgemisch zu gewinnen, wurde die
Methode der magnetischen Zellseperation ,magnetic activated cell sorting“ (MACS)
angewandt. Um B-Zellen aus PB, KM, buffy coats oder Nabelschnurblut aufzureinigen,
wurden die mononukledren Zellen nach Dichtegradientenzentrifugation in MACS Puffer
aufgenommen (80p1 Puffer/10’Zellen). Danach wurden die Zellen und mit magnetischen anti-
CD19-Antikdrpern, den sogenannten ,,beads®, fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert (20ul MACS-
beads/10’Zellen). Die Zellsuspension wurde danach iiber eine MS-Séule gegeben, die in eine
magnetische Halterung eingespannt war. Die Zellen, die den Antikorper gebunden hatten,
wurden iiber die magnetischen beads an die Sdule gebunden, die ungekoppelten Zellen
bildeten den Durchfluss. Um die Zellen von der Sdule zu l6sen wurde diese aus der
magnetischen Halterung genommen, wodurch die bead-gekoppelten Zellen den Halt an der
Saule verlieren, und nach Zugabe von 500ul Macspuffer mit einem Stempel aus der Sdule
gedriickt. Anschlieend wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen und danach in R-10-

Medium zur Kultivierung bzw. in Lysepuffer zur weiteren Analyse aufgenommen. Um die
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Reinheit der isolierten Zellen zu bestimmen, wurden die Zellen vor und nach jeder Isolation
mittels Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Antikdrper auf CD3", CD4", CDS", CD10", CD14",
CD19", CD20", CD40", CD56", CD66b ", und CD95" gefirbt.

3.3.7 Stimulation durch CD40/CD40L-Interaktion

Die Stimulation der CD40-positiven Patientenzellen sowie auch der Zelllinien, erfolgte durch
Kokultivierung mit CD40L-transfizierten Mausfibroblasten (Abbildung 3-1) Als Kontrolle
wurden parallel in einem Ansatz die Zellen auf CD40-negativen L-Zellen kultiviert und in
einem dritten Ansatz nur in Medium, ohne Fibroblasten (Abbildung 3-2). Die Patientenzellen
wurden in einer Konzentration von 1x10° Zellen/well in 1,5ml R-10-Medium, die Zelllinien
mit O,SXIO6 Zellen/well in 1,5ml R-10-Medium auf die MMC-behandelten Fibroblasten
gegeben. Nun wurden die Zellen fiir drei Tage im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,
inkubiert und tdglich unter dem Mikroskop kontrolliert. Nach drei Tagen wurden die Zellen
durch vorsichtiges umspiilen in den wells resuspendiert, gewaschen und entweder fiir die
verschiedenen Analysen spezifisch weiterverarbeitet, oder fiir eine Apoptoseinduktion erneut
ausgesdt. Um einen Effekt der CD40-Stimulation auf die Oberflichenexpression von CD95
beurteilen zu kénnen, wurden die Zellen an Tag 0 und 3 im Durchflusszytometer analysiert

(CD19FITC/CD95PE).
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Abbildung 3-1: Kultivierung von Daudi-Zellen mit CD40L-transfizierten Fibroblasten.Gezeigt wird in
einem mikroskopischen Bild (x40) die Kokultivierung der Daudi-Zellen (X) auf den ,,Feederzellen*(O) L-Zellen
(Mausfibroblasten), die mit dem CD40Liganden stabil transfiziert wurden. Die Kokultivierung erfolgte fiir drei
Tage in R-10-Medium bei 37°C und 5%Co,.
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Bedingung 1
Kontrolle :
24well-Platte

ohne Fibroblasten

v

Zugabe :

1x10° Zellen /1,5ml

2h Inkubation Mitomycin C

Murine L-Zellen 0,01pg/ml Bedingung 2

Fibroblasten 24well-Platte 2 Adni pro well

(CD40L*-LZ, —> 0,05x10° / well arenz >

CD40L-LZ) Fibroblasten ohne 3Tage Inkubation
CD40Ligand

Bedingung 3
24well-Platte
0,05x10° /well

Fibroblasten mit

CD40Ligand

Abbildung 3-2: Schematische Ubersicht iiber den Versuchsaufbau zur Vorbereitung der Kokultivierung
der ALL-Blasten auf CD40L transfizierten Feederzellen.

3.3.8 Apoptoseinduktion

Zur Apoptoseinduktion wurden die Zellen mit CD95-Antikérper (clone CH-11) behandelt.
Durch Cycloheximid wird eine Proteinsynthesechemmung und ein Arrest im Zellzyklus
erreicht.
Zur Apoptoseinduktion wurden die stimulierten und unstimulierten B-Zellen nach drei Tagen
aus den verschiedenen Bedingungen abgenommen, gewaschen, in frisches Medium
aufgenommen und in frische 24-well Platten (1x10° Zellen/ml/well) ausgesit.
Der Versuchsaufbau bestand aus vier verschiedenen Bedingungen:

1. Zellen in Medium ohne Zusdtze

2. Zellen in Medium + anti-CD95 (CH-11) Antikorper[1ug/ml]

3. Zellen in Medium + anti-CD95 (CH-11)Ak[1ug/ml] + Cycloheximide [0,1ug/m]!

4. Zellen in Medium + Cycloheximide (CHX) [0,1ug/m]!
Die Zellen wurden fiir definierte Zeitrdume (4h oder 16h) bei 37°C und 5% CO; im
Brutschrank inkubiert, danach vorsichtig resuspendiert, abgenommen, gewaschen und fiir

Folgeanalysen ziigig weggefroren.
3.3.9 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, zellspezifische Strukture, Antigene auf und
in den Zellen nach zu weisen. Dazu werden die Antigene mit antigenspezifischen

Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten monoklonalen Antikdrpern angefdrbt. Es lassen sich
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Aussagen iiber das Expressionsmuster von Proteinen und Nukleinsduren bis hin zur Detektion
von Stoffwechselvorgidngen machen. Zur Messung werden die Zellen aus der Zellsuspension
durch eine Kapillare eingezogen, und in einer Messkammer von einem fokussierten
Argonlaser (A= 488nm) angeregt. Das von den gebundenen Fluoreszenzmolekiilen emittierte
Licht wird iiber Sammellinsen an drei Detektoren weitergeleitet. Der ,,forward scatter* (FSC)
macht eine Aussage iiber die GroBe der Zelle, der ,,side scatter (SSC) iiber die Granularitit.
Der Fluoreszenz Detektor (FL) kann bei dem hier zum Einsatz gekommenen BD Facs Scan
drei  verschiedene  Farbstoffe erfassen:  Fluoresceinthioisocyanat (FITC), ein
griinfluoreszierender Farbstoff, Phycoerithrin (PE, orange-rotfluoreszierend) und Peridinin-
Chlorophyll-Protein (PerCP), hellrot-fluoreszierend. Die Auswertung der erhobenen Daten
erfolgte mit dem Programm Cell Quest (Version 5.5 von Becton Dickinson). Die Zellen
werden mit bis zu drei fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern fiir 15min bei 4°C in Dunkelheit
inkubiert, danach zweimal mit PBS gewaschen, fiir die Messung in 200ul PBS (1%

Formaldehyd) aufgenommen und auf Eis gelagert.
3.3.10 Apoptosedetektion im Durchflusszytometer

Zur Apoptosemessung wurde der Annexin V Kit gemél herstellerangeben verwendet. Zellen,
die sich im Vorgang der Apoptose befinden, verdndern die Konformation verschiedener
Molekiile der Zellmembran. Das Protein Phosphatidylserin (PS), welches bei vitalen Zellen
innerhalb der Zytoplasmamembran lokalisiert ist, tritt als frithes Zeichen der Apoptose durch
Beschiddigung der Zellmembran an die Aussenseite. Das Protein Annexin-V bindet an das nun
extrazelluldr gelagerte PS und kann, da es fluoreszenzmarkiert ist, mit dem
Durchflusszytometer bestimmt werden. Bei Zellen deren Zellwand im Rahmen der Nekrose
durchldssig wird, kann Annexin-V auch in der Zelle an PS binden. Um die apoptotischen
Zellen von den nekrotischen Zellen unterscheiden zu koénnen, wurde parallel eine
Propidiumiodid (PI)-Féarbung durchgefiihrt. PI ist ein Farbstoff der ausschliesslich durch eine
defekte Zellmembran in die Zelle gelangt und dort in der fragmentierten DNA-Helix
interkaliert. Lebende Zellen sind also Annexin-V~ und PI’, apoptotische Zellen Annexin-V"

und PI” und nekrotische Zellen Annexin-V" und PI" dargestellt.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Praparation von RNA

Die Préparation der RNA erfolgte standardisiert aus Vollblut mit dem QIAamp RNA Blood
Mini Kit (Qiagen) und aus ficollisierten Zellen oder Zellkulturzellen mit dem RNeasy Mini
Kit (Qiagen), nach Angaben des Herstellers.

3.4.2 DNase Verdau

Um eine Kontamination der RNA durch genomische DNA auszuschliessen, die in der PCR
als falsch positive Vorlage (,,template) dienen kdnnte, wurde ein enzymatischer Verdau
verbliebener DNA mit dem RNase free DNase Set (Qiagen) durchgefiihrt (Tabelle 3-2).
Hierbei wurde die RNA fiir 10min bei 25°C im Heizblock inkubiert. Der Verdau wurde durch
eine elektrophoretische Auftrennung der RNA kontrolliert.

Menge Reagenz
10ul RDD Puffer
2,5ul DNase I
25ul RNA Eluat

62,5ul | H,O RNase frei

Tabelle 3-2: 1x Ansatz fiir Verdau

3.4.3 RNA-Aufreinigung

Nach dem Verdau wurde die RNA erneut mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (Qiagen) durch
mehrere Waschvorgdnge von den Abfallprodukten der enzymatischen Reaktion befreit.
Eluiert wurde die RNA in 30ul RNase freiem Wasser. Da RNA sehr anfillig fiir
Abbauvorginge ist, wurde darauf geachtet, dass Transporte auf Eis und die Verarbeitung
moglichst schnell erfolgten. Die RNA wurde entweder direkt in die cDNA Synthese
eingesetzt oder bei -80°C gelagert. Unndtiges Auftauen und erneutes Einfrieren wurde

vermieden.
3.4.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration der Nukleinsduren, in diesem Fall RNA, wurde quantitativ in einem
Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von 260nm bestimmt. Fiir die Messung wurden 3ul
RNA mit 47ul DEPC Wasser verdiinnt und in einer Einmalkiivette gemessen. Bei einem

Durchmesser der Kiivette von lcm entspricht eine Absorptionseinheit (10D) einer
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Konzentration von 40pg RNA pro ml. Die Reinheit der Nukleinsdure wird durch das
Verhiltnis der Absorptionen bei 260nm und 280nm angegeben, welches zwischen 1,8 und 2,1
liegen sollte. Die Qualitit der RNA wurde ebenfalls in der Minigelektrophorese mittels

Bioanalyzer iiberpriift.

3.4.5 Reverse Transkription

In diesem Schritt wird die RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase und spezifischen
Primern flir Survivin und GAPDH in cDNA umgeschrieben (Tabelle 3-3). Die cDNA
Synthese erfolgte mit dem Bulk First Strand cDNA Synthesis Kit nach Angaben des
Herstellers. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 1 Stunde bei 37°C in einem Thermomixgerat
(Eppendorf, Hamburg) inkubiert, danach zur Beendigung der Reaktion auf Eis gelagert und

entweder direkt in die PCR Reaktion eingesetzt oder bei -80°C eingefroren.

Menge Reagenz
lul DTT
1ul GAPDH RT Primer (5pmol)

Il Survivin RT Primer (5pmol)

I1ul Bulk First Strand Mix
2ug RNA
ad 33ul HO

Tabelle 3-3: 1x Ansatz fiir Reverse Transkription

3.4.6 Konventionelle Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

In der konventionellen PCR wurden mit Hilfe von spezifischen Primern und dem Enzym
Polymerase definierte Abschnitte der cDNA vervielfaltigt (Tabelle 3-4). Im ersten Schritt
werden die Proben auf 96°C erhitzt (denaturiert), die Doppelstrange der cDNA dadurch
getrennt. Im zweiten Schritt, dem sogenannten ,,annealing®, lagern sich die Primer bei einer
spezifischen Temperatur an die entstandenen Einzelstringe an und bilden einen
doppelstringigen Startpunkt fiir die DNA-Polymerase. Im dritten Schritt der Elongation oder
Extensionwird bei 72°C eine Temperatur erreicht, bei der eine thermostabile Tag-Polymerase
aktiviert wird, die einen komplementiren Strang der einzelstringigen Matrize synthetisiert.
Diese doppelstringige DNA wird nachfolgend wiederholt durch die hohe Temperatur in zwei
Einzelstrange aufgetrennt, die mit den Primern hybridisieren und durch die DNA-Polymerase

in einen komplementérer Tochterstrang abgeschrieben werden. Hierdurch kommt es zu einer
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exponentiellen Amplifikation der Teilstiicke. Die Reaktionen erfolgen auf Eis in 0,5ml Tubes.

Um eventuelle Kontaminationen der Reagenzien durch genomische oder versehentlich

zugefiihrte cDNA auszuschliessen, wird als Negativkontrolle eine Wasserkontrolle
mitgefiihrt.
Schritt Zyklenanzahl |Temperatur |Zeit
Denaturierung 1x 96°C 2 Min
Denaturierung 96°C 30 Sec
Annealing 35x 58°C 1 Min
Elongation 72°C 1 Min
Thermosynthese Ix 72°C 7 Min
Abkiihlung Ix 4°C 0
Tabelle 3-4: Reaktionsschritte bei der konventionellen PCR
Volumen Volumen
dNTP 1ul dNTP Tul
10x Puffer Spl 10x Puffer Sul
5x Puffer 10ul 5x Puffer 10pl
Survivivn sense 0,5ul GAPDH forward 0,25pl
Survivin antisense | 0,5ul GAPDH reverse 0,25ul
H,O 29,5ul H,O 30ul
Tag-Polymerase 0,5ul Tag-Polymerase 0,5ul
Template (cDNA) 3ul Template (cDNA) 3ul
Gesamtvolumen 50ul Gesamtvolumen 50ul

Tabelle 3-5 Survivin Mix fiir die konv. PCR

Tabelle 3-6 GAPDH Mix fiir die konv. PCR
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3.4.7 Quantitative “real time PCR”

Zur Quantifizierung spezifischer RNA-Mengen in den Leukdmiezellen, wurde die ,,real time*
PCR-Methode eingesetzt. Alle Reagenzien entstammten dem LC Fast Start DNA
Hybridization Probes-Kit der Fa. Roche. Das Light Cycler System arbeitet mit
fluoreszenzmarkierten DNA-Hybridisierungssonden. Die Technik basiert auf dem Prinzip des
Fluoreszenz-Resonanzenergie-Transfers. Das FRET-System nutzt die unmittelbare
Nachbarschaft (1-5 Bp) zweier fluoreszenzmarkierter Hybridisierungssonden, die spezifisch
an einen jeweiligen Vorwirts- und Riickwirtsprimer binden. Dabei wird durch die
Emmisionsenergie des Donormolekiils (3 Fluorescein) ein Akzeptormolekiil (5'LC RED 640)
angeregt, welches ein messbares Fluoreszenzsignal aussendet, das proportional zur
Amplifikation der synthetisierten PCR-Produkte zunimmt. Die Reaktion lauft in einer 20pl
fassenden Glaskapillare ab, die im Light Cycler in einem rotierenden Karussell positioniert
ist. Der Vorteil der Glaskapillare ist ein giinstiges Verhiltnis von Oberfliche zu Volumen; sie
gewdhrleistet so eine optimale und schnelle Temperaturregulation. Im Gegensatz zur
konventionellen PCR koénnen die Zyklen in wesentlich kiirzerer Zeit durchgefiihrt werden.
Die Fluoreszenz wird in einem Rotationsverfahren fiir jede Kapillare nach jedem Zyklus
gemessen, so dass eine Kinetik der amplifizierten Fragmente anhand der
Fluoreszenzentwicklung ermittelt werden kann. Zur Vorbereitung wurden vier
Stammlosungen der Reaktionsgemische jeweils mit den Primern fiir das Housekeeping-Gen
GAPDH, Survivin sowie den Splicevarianten Survivin 2B und Survivin-AExon3 angesetzt.
Alle Schritte wurden gekiihlt, im dazugehdrigen Aluminiumblock bzw. auf Eis durchgefiihrt.
Im letzten Schritt wurde die cDNA als Template bzw. Wasser als Negativkontrolle zu dem
Reaktionsgemisch hinzupipettiert. Als weiterer Schutz vor Kontaminationen wurde in diesem
System Uracil-N-Glykosylase (UNG) eingesetzt und dTTP durch dUTP ersetzt. Dies
ermoglicht einen selektiven enzymatischen Verdau potentiell kontaminierender dUTP-haltiger
Amplifikate. Vor dem PCR-Lauf wurden die Proben deshalb fiir 10 min bei RT (optimale
Reaktionstemperatur der Uracil-DNA-Glykosylase) inkubiert. Bei jedem PCR-Lauf wurden
GAPDH-Plasmide von 10" bis 10° Kopien mitamplifiziert und eine GAPDH-Standardkurve
erstellt. Die Standardkurve diente als Bezugspunkt zur Quantifizierung. Zum Ausschlufl

potentieller Kontaminationen wurde eine Wasserkontrolle mitgefiihrt.
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Volumen

dUTP Glykosylase Tl
10x fast start Mix 2ul

MgCI2 1,6ul
Survivivn F 2ul
Survivin R,2B,Ex3 2ul
H,O 4ul

Surv LC Sonde 2,7ul

Surv FL Sonde 2,7ul
cDNA 2ul
Gesamtvolumen 20ul

Tabelle 3-7: Survivin und Splice Varianten Mix

fiir die ,,real-time“ PCR

Volumen

dUTP Glykosylase | 1ul

10x fast start Mix 2ul
MgCI2 1,6pul
GAPDH F 2ul
GAPDH R 2ul
H,O 2,4ul
GAPDH LC Sonde |2,7ul
GAPDH FL Sonde |2,7ul
Standard Sul
cDNA (+3ulH20) | 2ul+3pul
Gesamtvolumen 20ul

Tabelle 3-8: GAPDH
fiir die ,,real-time“ PCR

Schritt Zyklenanzahl | Temperatur |Zeit
Denaturierung Ix 96°C 10 Min
Denaturierung 96°C 30 Sec
Annealing 58°C 1 Min
Elongation 20 72°C 1 Min
95°C I sec
Schmelzkurve Ix 45°C 60sec
85°C Isec
Abkiihlung 1x 4°C 30

Tabelle 3-9: Reaktionsschritte ,,real-time“ PCR

Standard und Proben Mix

44



3.4.8 Proteinchemische Methoden

3.4.8.1 Survivin ELISA

Die in Leukdmiezellen vorhandene Survivin Proteinmenge wurde in einem ELISA bestimmt.
Dazu wurden 1x10° Zellen gewaschen (gemiss 3.4.9.1) und in 100pl Lysepuffer (gemiss
3.2.3.2) resuspendiert. Die Proben wurden entweder direkt weiterverwendet oder aber bei —
20°C gelagert. Zunidchst wurde der ,,capture Antikorper gemiss den Herstellerangaben in
einem Volumen von 100ul/well (0,4 pg/ml) auf eine 96 well Platte pipettiert und bei 4°C tliber
Nacht beschichtet. Nachdem die Platte viermal gewaschen wurde erfolgte eine Inkubation mit
einem ,,Blocking“-Puffer (1% BSA und 1M Urea), um unspezifische Bindungsstellen zu
blockieren. Geméss Herstellerangaben wurden pro Well 16,6ul Proteinlysat mit dem ELISA-
Probenverdiinnungspuffer auf 100ul Volumen aufgefiillt und nach einem weiteren
Waschschritt ausgesét. Es folgte eine Inkubation fiir 2h bei 37°C im Inkubator. Im Anschluss
an drei weitere Waschvorgénge erfolgte die Zugabe von 100 ng/ml biotinyliertem Survivin
Detection Antikorper fiir 2h und nach einem erneuten Waschschritt die Zugabe einer
streptavidinkonjugierten Meerrettich-Peroxidase fiir 20 min. Die Reaktion wurde durch
100ul/well 3,3°, 5,5’-Tretramethylbenzidin/H,O, gestartet und nach 20 min mit 50ul einer
0,5M Schwefelsdure gestoppt. Die Proteinbestimmung erfolgte iiber Absorptionsmessung in
einen Plattenreader bei 450nm, die Auswertung mit der Magellan® Software. Die relative
Survivinkonzentration (pg/ml) wurde anhand einer Standardkurve bestimmt. Als
Standardkurve diente eine seriell verdiinnte Survivinstandard. Als Negativkontrolle wurde ein
Doppelansatz mit allen in den Proben enthaltenen Reagenzien ohne Zelllysat oder

Standardlosung auf die Platte pipettiert.
3.4.8.2 Lumineszenzassay Caspase-3/-7, Caspase-8

Zum Nachweis der Caspasen Aktivierung wurde der Caspase-Glo-Assay der Fa. Promega
verwandt. Die Zellen wurden fiir die Lumineszenzmessung in einer weillen 96-well Platte mit
1x10*Zellen/well fiir den Caspase-3/-7 und 2,5x10"* Zellen/well fiir den Caspase-8 Assay in je
100u]l Medium ausplattiert. Nach Zugabe von 100ul Reaktionssubstrat wurden die Zellen zur
Durchmischung 15 Sekunden geschiittelt und danach bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert.
Anschliessend wurde die enzymatische Aktivitit anhand der Lumineszenz gemessen. Die

Auswertung erfolgte mit der ,,Ascent Lumino Scan Software®.
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3.4.9 SDS Polyacrylamid Gelektrophorese

Aufgrund ihrer Ladung konnen Proteine im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Dabei
entscheiden Ladung, Masse und Konformation die jeweilige Richtung im Feld und damit die
Wanderungsstrecke. Polyacrylamid, ein verzweigtes Polymer, dient hier als eine Matrix, in
dem die Proteine proportional zu ihrer Masse abgebremst werden. Durch die Zugabe von SDS
werden die Proteine nach ihrer Grdsse, nicht aber nach ihrer Ladung aufgetrennt. SDS
verursacht ein hohe negative Nettoladung und veréndert die native Konformation der Proteine

durch Denaturierung, so dass alle Proteine eine &hnliche Konformation aufweisen.
3.4.9.1 Probenverarbeitung

Zur Isolierung des Gesamtproteins wurden ALL-Zellen nach ihrer Aufreinigung aus PB oder
KM mittels Ficoll isoliert. Die Zelllinienzellen wurden aus der aus der Zellkulturflasche
entnommen. Die Zellen wurden im ersten Schritt mit PBS gewaschen und bei 1600rpm fiir
Smin abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 20ul Lysepuffer unter Zugabe der
Proteinaseinhibitoren PMSF, Natrium Vanadat und SPI aufgenommen und 20 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde das Zelllysat in der vorgekiihlten Zentrifuge bei 14000
rpm/min bei 4°C fiir 15 min abzentrifugiert, der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefiB
iberfiihrt und eine Proteinbestimmung (s.u.) durchgefiihrt. Zeitnah wurde dem Lysat der 5-
fach Laufpuffer zugefiigt, danach fiir 3 min bei 100°C aufgekocht und auf Eis abgekiihlt. Die

Proben wurden entweder direkt in einen Gellauf eingesetzt oder bei -80°C gelagert.
3.4.9.2 Proteinbestimmung

Um vergleichbare Proteinmengen auf das Gel aufzutragen, wurde eine Proteinbestimmung der
Proben mit dem ,,BCA Assay“ der Fa. Pierce nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte photometrisch mit dem ,,ELISA reader” der Fa. Tecan bei 492 nm. Die

Auswertung erfolgte mit der Magellan Software.
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3.4.9.3 Polyacrylamid-Gel:

Zur Trennung von Proteingemischen im diskontinuierlichen SDS-Gel wurden die Proteine

erst liber ein 5%-iges Sammelgel (pH 8,8) fokussiert, anschlieend iiber ein 12% Trenngel

(pH 6,8) aufgetrennt.
Reagenz Menge
H,O 3,3 ml
30% Acrylamid 4,0 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml
10% APS 0,1 ml
TEMED 0,004 ml

Tabelle 3-10: Zusammensetzung Trenngel: 12% Tris-Glycin-SDS-Polyacrylamid Gel

Zur Herstellung des Trenngels wurden die einzelnen Reagenzien (Tabelle 3-10) in ein
Falconrdhrchen gegeben, zum Start der Polymerisation wurde TEMED zuletzt hinzupipettiert.
Das Gel wurde nun ziigig, in die vorbereitete Gelkammer gegossen und mit 1ml Isopropanol
iiberschichtet, um eine plane Oberflache zu erhalten. Nach ca. 30 min polymerisiert das Gel

und das Isopropanol konnte wieder entfernt werden.

Reagenz Menge
H,O 2,1 ml
30% Acrylamid 0,5ml

1 M Tris (pH 6,8) 0,38ml
10% SDS 0,03ml
10% APS 0,03ml
TEMED 0,003ml

Tabelle 3-11: Zusammensetzung 4% Sammelgel (3ml):

Anschliessend wurde das Trenngel mit dem Sammelgel (Reagenzien siehe Tabelle 3-11)

iiberschichtet und ein Kamm eingesetzt.
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3.49.4 Gellauf

Die Gelkammer wurde mit ca. 900ml Laufpuffer aufgefiillt und das Gel vorsichtig eingesetzt.
Zur gelelektrophoretischen Auftrennung wurden je nach Ausgangsmaterial (Zelllinie,
Patientenzellen) zwischen 10 und 20 pg Protein pro Tasche auf das Gel aufgetragen. Zur
Bestimmung der Grofe der aufgetrennten Proteine, wurde auf jedem Gel ein
Molekulargewichtstandard mitgefiihrt. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanten 35mA {iber
1h.

3.4.10 Western Blot

Zum Proteintransfer aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran, wurde die Methode des
Nassblotting verwendet. In einer mit 900ml Transfer-Puffer gefiillten Blotting Kammer
wurden bei 100mA iiber 1h die Proteine auf die Membran iiberfiihrt. Die Membran wurde
anschlieend vorsichtig vom Gel befreit, mit PBST gewaschen und um unspezifische
Proteinbindungstellen auf der Membran zu blockieren, fiir mindestens eine Stunde mit 5%
Magermilch bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Waschschritten mit PBST fiir je 10
Minuten, folgte die Zugabe des Primérantikorpers (Konzentration nach Angaben des
Herstellers) hinzu zugegeben. Die Inkubation mit dem spezifischen Primédrantikorper erfolgte
iber Nacht bei 4°C, danach wurde der Blot erneut dreimal 10 Minuten mit PBST gewaschen,
und fiir mindestens eine Stunde mit dem HRP-gekoppelten Sekundirantikorper bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach weiterem dreimaligen Waschvorgang wurde der Blot zur
Detektion fiir 1 Minute in ECL Reagenz bei Dunkelheit inkubiert. Die Luineszenz wurde
mittels eines Rontgenfilmes detektiert. Und in einem konventionellen Entwicklergerétes

sichtbar gemacht.
3.4.11 Statistische Analyse

Die Unterscheidung der Expressionslevel und spezifischen Ergebnisse in den verschiedenen
Zellen und Zelllinien wurden mit dem Mann-Whitney Test erstellt und nach Bonferoni
adjustiert. Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe des SPSS Programm (Version 12.0)
ausgewertet. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant definiert. Die Cox-Analyse ist
ein Regressionsmodell, welches zur Modellierung von Uberlebenzeiten in  der
Uberlebensanalyse genutzt wird. Mittels Kaplan Meyer Analyse erfolgte die statistische

Analyse zur Dokumentation von Uberlebensraten der untersuchten Patienten.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der CD95-vermittelten Apoptose in den wunreifen

Lymphom-Zelllinien Daudi und Raji

4.1.1 Untersuchung der CD95-Expression in CD40-stimulierten Daudi- und Raji-
Zellen

In einem ersten Schritt erfolgte die Untersuchung des todesrezeptorvermittelten
Apoptosepathways und einer Modulation der CD95-vermittelten Apoptose nach
Reifungsstimulus durch CD40-Ligand in den unreifen Lymphomzelllinien Daudi und Raji.
Diese beiden Zelllinien wurden zur Methodenetablierung fiir die spiteren Experimente mit
primidren Vorldufer-B-ALL-Blasten ausgewihlt, da sie aufgrund ihrer Oberfldchen-
markerexpression dem unreifen Phianotyp (CD10/19) von Leukdmiezellen dhneln. Zunéchst
wurde die CD95-Expression auf den unreifen B-Zellen untersucht. Die
durchflusszytometrische Analyse (s. 3.3.9) der beiden Zellinien ergab bei den Daudi-Zellen
nur eine geringe Oberflachenexpression von CD95 (~25%), auf Raji-Zellen wurde hingegen
eine hohe CD95-Expression nachgewiesen (>80%) (Abbildung 4-1). Beide Zelllinien wurden
fiir drei Tage auf CD40L-positiven L-Zellen, auf CD40L-negativen L-Zellen und als weitere
Kontrolle ohne L-Zellen ausgesit. Die Kontrollen mit CD40-negativen L-Zellen und ohne
Feederzellen wurden durchgefiihrt um eine Beeinflussung durch die Feederzellen
auszuschliessen (s. 3.3.7). Nach CD40-Stimulation zeigte sich bei den Daudi-Zellen eine
deutliche Hochregulation von CD95 (>80%). Demgegeniiber war eine initial schon hohe
CD95-Expression (>80%) auf den Raji-Zellen durch die CD40- Stimulation nicht weiter zu
steigern (Abbildung 4-1).
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Abbildung 4-1: Durchflusszytometrische Analyse unstimulierter und CD40-stimulierter Daudi und Raji-
Zellen Die Daudi und Raji-Zellen wurden nach 3-tagiger Kultivierung auf L-Zellen bzw. CD40L-L-Zellen mit
einem monoklonalen anti-CD95-Ak angefarbt und die CD95-Expression durchflusszytometrisch bestimmt.
Gezeigt ist die CD95-Expression im Balkendiagramm. Bei den Daudi-Zellen zeigt sich eine initial niedrige
CD95-Expression die nach CD40-Stimulation deutlich zunimmt, bei den Raji Zellen zeigt sich ein Effekt der
initial schon hohen CD95-Expression nach CD40-Stimulation. Gezeigt werden die Ergebnisse aus jeweils fiinf
Versuchen (n=5).

Nach Apoptoseinduktion (s. 3.3.8) der beiden Zelllinien durch ,,Crosslinking® mit
monoklonalem CD95-Antikorper zeigte sich nach durchflusszytometrischer Analyse (s.
3.3.10) bei den CD40-stimulierten Daudi-Zellen ein Anstieg der Apoptoserate im Vergleich
zu den unstimulierten Zellen um ca. 20%. In den CD40-stimulierten Raji-Zellen war nach
Apoptoseinduktion der Prozentsatz apoptotischer Zellen ebenfalls nur geringfiigig hoher (30%
vs. 20%) als im unstimulierten Ansatz. In den CD40-stimulierten Daudi Zellen liess sich der
Anteil apoptotischer Zellen durch die Kombination von CD95-Antikérper und CHX um 10%
nur leicht steigern. Bei den CDA40-stimulierten Raji-Zellen konnte die Zugabe von
Cycloheximid die Apoptoserate der Zellen um 30% auf 60% jedoch deutlich steigern (Daten
nicht gezeigt).

4.1.2 Untersuchung der Expression von Molekiilen die an der ,,death-inducing-
signaling-complex“-(DISC)-Bildung und dem Ablauf der Apoptosekaskade in
Daudi- und Raji-Zellen beteiligt sind

Nun wurde untersucht, wie die rezeptornahen, an der ,,death-inducing-signaling-complex*
(DISC)-Bildung beteiligten Molekiile in der CD95-vermittelten Apoptosekaskade nach
CDA40-Stimulation in Daudi und Raji moduliert werden. Von besonderem Interesse waren die
Modulationen der am DISC-beteiligten Molekiile FADD, Procaspase-8 und c-FLIP sowie die
an der Endstrecke des intrinsischen und extrinsischen ,pathways® lokalisierte
Effektorcaspase-3. AuBBerdem wurden die am Ablauf des mitochondrialen Apoptosepathway

beteiligten Molekiile bcl-2, bel-x sowie Bax iiberpriift. Die Versuche erfolgten wie in 3.3.7
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beschrieben in drei Ansédtzen Nach CD40-Stimulation wurden die Zellen aus den drei
Ansidtzen fir die nachfolgende Western-Blot-Analyse (s. 3.4.9.1) aufgearbeitet. Die
hergestellten Zelllysate wurden (s. 3.4.9.4) in einer SDS-PAGE aufgetrennt und eine Western-
Blot-Analyse (s. 3.4.10) durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die beiden DISC-nahen Molekiile

FADD und Procaspase-8, sowie die distale zymogene Proform der Caspase-3 in

unstimulierten als auch in CD40-stimulierten Daudi-Zellen konstitutiv exprimiert wurden. In

einer parallel durchgefiihrten Aktivitdtsmessung der Caspase-8 und der Caspasen-3/-7 mittels
Lumineszenzassay wurde ebenfalls keine Aktivierung detektiert. In den unstimulierten Daudi-
Zellen war nur eine sehr schwache FLIP short und eine nur marginale Expression von FLIP

long nachweisbar. In den CD40-stimulierten Daudi-Zellen erfolgte allerdings eine deutliche

Hochregulation von FLIP long und FLIP short (Abbildung 4-2). Die Hochregulation war

hierbei fiir die Isoform short deutlich stirker als die fiir c-FLIP /ong. Eine Expression des im
mitochondrialen Apoptosepathway lokalisierten antiapoptotischen Molekiils bcl-2 wurde
weder in stimulierten noch unstimulierten Daudi-Zellen nachgewiesen (Abbildung 4-2). Die
konsitutive Expression von bcl-XL und bax wurde nach CD40-Stimulation der Daudi-Zellen

nicht moduliert (Daten nicht gezeigt).
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Ko LZ CD40 Ko LZ CD40
30kDa — e oy "FADD
ke . " — — | -FLIPiong
") -p43 Ko LZ CcD

43kDa o
CD95 Expression + + 4+

20kba e - o | -FLiP short
Sensitivitat CD95 - - +

55kDa q‘ i -Procaspase-8
- - = P
— e
32kDa m -Procaspase-3

26kDa -bel-2

Abbildung 4-2: Western-Blot-Analysen unstimulierter und CD40-stimulierter Daudi-Zellen. Die Western-
Blot-Analysen mit Proteinlysat aus unstimulierten und CD40-stimulierten Daudi-Zellen zeigen die Expression
der Caspasen 8 und —3 und FADD sowie der beiden Isoformen FLIP long und short. Das anti-apoptotische
Protein bcl-2 wurde nicht exprimiert. Als Kontrolle diente Proteinlysat aus Daudi-Zellen, die ohne Fibroblasten
kultiviert worden waren. (Ko= Kontrolle ohne Fibroblasten, LZ=Kokultivierung mit CD40L negativen
Fibroblasten, CD40L= Kokultivierung mit CD40L postiven Fibroblasten). Gezeigt sind exemplarisch zwei
Western-Blot-Analysen.
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In den Raji-Zellen zeigte sich in den Western-Blot-Analysen, im Unterschied zu den Daudi-
Zellen, fiir keines der zuvor beschriebenen Molekiile (FADD, Procaspase-8, Procaspase-3,
FLIP, bcl-2, bel-x1, bax) eine Modulation durch die CD40-Stimulation (Abbildung 4-3). Die
Molekiile wurden bereits in unstimulierten Raji-Zellen exprimiert. Die Expression von FLIP
long und —short war stabil und in einem ausgeglichenen Verhéltnis. Interessant war eine
diskrepante Expression der kurzen Isofrom von c-FLIP in den Daudi und Raji Zellen. In den
Daudi Zellen wurde die klassische FLIP short und in den Raji-Zellen die FLIP-R Form
nachgewiesen. Es lag jeweils nur eine antiapoptotisch wirksame ,,kurze* Form von c-FLIP

vor, keine der beiden Zelllinien exprimierte ,,short* und ,,—R*.
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Abbildung 4-3: Western-Blot-Anaylsen unstimulierter und CD40-stimulierter Raji-Zellen. Die Western-
Blot-Analysen mit Proteinlysat aus unstimulierten und CD40-stimulierten Raji-Zellen zeigen die Expression der
Caspasen 8 und —3 und FADD sowie der beiden Isoformen FLIP long und R. Im Gegensatz zu Daudi-Zellen
zeigte sich eine deutliche Expression des anti-apoptotischen Proteins bcl-2. Als Kontrolle diente Proteinlysat aus
Raji-Zellen, die ohne Fibroblasten kultiviert worden waren. (Ko=Kontrolle ohne Fibroblasten,
LZ=Kokultivierung mit CD40L negativen Fibroblasten, CD40=Kokultivierung mit CD40L-positiven
Fibroblasten). Gezeigt sind exemplarisch zwei Western-Blot-Analysen.
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4.1.3 Untersuchung der CD95-vermittelten Apotose in CD40-stimulierten Daudi und
Raji Zellen

In den folgenden Experimenten wurde die Expression der beschriebenen Apoptose-
modulierenden Molekiile in den beiden Zelllinien Daudi und Raji nach Induktion CD95-
vermittelter Apotose untersucht. Dazu wurden die beiden Zellinien Daudi und Raji nach einer
dreitdgigen CD40-Stimulation fiir 16 Stunden mit dem monoklonalen anti-CD95 Antikorper
inkubiert (s. 3.3.8). Als Kontrolle wurden unstimulierte Zellen und Zellen ohne
Kokultivierung auf L-Zellen eingesetzt. Anschliessend erfolgte eine Proteinextraktion (s.
3.4.9.1) aus den Zellen der verschiedenen Ansdtze. Die Western-Blot-Analyse der
verschiedenen Proteinlysate zeigte, dass nach CD95-induzierter Apoptose in unstimulierten,
als auch in CD40-stimulierten Daudi-Zellen eine partielle Spaltung von FLIP /long in das
Spaltprodukt p43 nachweisbar war. FLIP short wurde durch die Einleitung der CD95-
vermittelten Apoptose nicht reguliert. Eine Spaltung der DISC-nahen zymogenen Caspase-8
und der distalen Procaspase-3 in die aktiven Untereinheiten wurde in der Western-Blot-
Analyse ebenfalls nicht detektiert (Abbildung 4-5), was sich durch eine unverdnderte
Caspasenaktivitit im begleitend durchgefiihrten Lumineszenzassay bestitigte (Daten nicht
gezeigt).

In den Raji-Zellen wurde analog zu den Daudi-Zellen in allen Kultivierungsbedingungen eine
Spaltung von FLIP long in die p43-Form nachgewiesen. Die FLIP-R Expression wurde durch
die CD40-Stimulation nicht reguliert. Im Gegensatz zu Daudi-Zellen zeigte sich nach CD95-
induzierter Apoptose in unstimulierten und CD40-stimulierten Raji-Zellen eine Spaltung der
inaktiven Proformen von Caspase-8 und -3. Caspase-8, als Proform mit einem apparenten
Gewicht von 55kDa vorliegend, wurde in den Raji-Zellen nach CD95-induzierter Apoptose in
allen Versuchsbedingungen in die aktive Form (p18+p10) gespalten. Bei der Caspase-3 wurde
die zymogene 32kDa grosse Proform nach Zugabe des CD95-Antikorpers in die 17 kDa
schwere, aktive Form der Caspase-3 gespalten. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in
Abbildung 4-6 dargestellt. Die Aktivierung der Caspase-8 und der Caspasen-3/-7 bestitigte

sich in der Lumineszenzbestimmung durch eine Aktivitdtszunahme (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4-4: Expression von c-FLIP, Caspase-8 und -3 nach Abbildung 4-5: Expression von c-FLIP, Caspase-8 und -3 nach

dreitigiger CD40-Stimulation und 16 stiindiger Inkubation mit
anti-CD95-AKk in Daudi-Zellen. Die Western-Blot-Analyse zeigt die
Spaltung von FLIP long in die p43 Form nach CD95-induzierter
Apoptose in CDA40-stimulierten Zellen (CD40). Weder Caspase-8
noch Caspase-3 wurden nach Apoptoseinduktion gespalten. Die
Zugabe des anti-CD95-Ak ist mit einem + , die Kontrollansétze sind
mit einem — gekennzeichnet. Als weitere Kontrolle wurden Zellen
nach Kultivierung mit L-Zellen (LZ) und Zellen ohne L-Zell-
Kokultivierung (Kontrolle) iiberpriift. Dargestellt sind exemplarisch
die Western-Blot-Anaylsen aus zwei voneinander unabhéngigen
Experimenten.

dreitigiger CD40-Stimulation und 16 stiindiger Inkubation mit
anti-CD95-Ak in Raji-Zellen Die Western-Blot-Analyse zeigt die
Spaltung von FLIP long in die p43 Form nach CD95-induzierter
Apoptose sowohl in CD40-stimulierten als auch in unstimulierten
Zellen. Die Spaltung war zudem auch in Raji-Zellen, die nicht auf L-
Zellen kultiviert worden waren, nachweisbar. Eine Regulation von
FLIP-R war nicht zu detektieren. Eine Spaltung der Caspasen-8 und —3
wurde nach Zugabe von anti-CD95-Ak in allen drei
Versuchsbedingungen nachgewiesen. In Blot 2 liess sich die aktive
gespaltene Form der Caspasen nachweisen, die in Blot 1 nicht sichtbar
wurde, da in diesem Experiment ein anderer Antikorperklon zur
Detektion der Spaltform verwendet worden war. Die Zugabe des anti-
CD95-Ak ist mit einem + , die Kontrollansitze sind mit einem —
gekennzeichnet. Als weitere Kontrolle wurden Zellen nach Kultivierung
mit L-Zellen (LZ) und Zellen ohne L-Zell-Kokultivierung (Kontrolle)
iberpriift.
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4.14 Effekt von Cycloheximid auf die CD95-vermittelte Apoptose in CD40-

stimulierten Daudi und Raji Zellen

Durch die Zugabe des Proteinsynthesehemmers Cycloheximid (0,1mg/ml) zu den in 4.1.3
beschriebenen Versuchsansétzen kam es in den beiden CD40-stimulierten Zellinien Daudi
und Raji zu einer Abnahme der Expression von c-FLIP. In den CD40-stimulierten Daudi-
Zellen scheint nach Zugabe von CHX die kurze antiapoptotische Isoform Flip short weiterhin
zu iberwiegen. In den CD40-stimulierten Raji-Zellen hingegen, kommt es zu einem

Uberwiegen der proapoptotischen Flip long Isoform (Abbildung 4-6).

Raji Daudi
- + - + CHX
_— -Flip long
— -p43
FLIP R- gy e -Flip short

Abbildung 4-6 Expression von c-FLIP nach Zugabe von Cycloheximid zu den CD40-stimulierten Daudi-
und Raji-Zellen Dargestellt ist in zwei exemplarischen Westernblots die Expression von Flip long und short
nach Zugabe vom CHX in CD40-stimulierten Daudi- und Raji-Zellen. Es zeigt sich nach Zugabe von CHX eine
Abnahme der Expression beider Flip-Isoformen in beiden Zelllinien.



4.2 Untersuchung zur CD95-vermittelten Apoptose in CD40-stimulierten

primiren Vorlaufer-B-Zell-Leukimieblasten von Kindern

4.2.1 Untersuchung der DISC (,,Death-inducing-signaling-complex*)-assoziierten

Molekiile in Vorliaufer-B-ALL-Blasten

Analog zu den an den beiden Lymphomzellinien durchgefiihrten Experimenten wurden in den
folgenden Versuchen Vorldaufer-B-ALL-Blasten von Kindern untersucht. Troger at al. (2007)
aus unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass CD95 auf ALL-Blasten nicht exprimiert wird,
sich jedoch nach CD40-Stimulation deutlich hochregulieren ldsst [48]. Dieser Befund ist
analog zu normalen B-Zellen bei denen CD95 ebenfalls erst nach CD40-Stimulation
exprimiert wird. Im Gegensatz zu normalen B-Zellen liess sich jedoch die Apoptose in CD40-
stimulierten Vorldufer-B-ALL-Blasten nach Zugabe von anti-CD95-Ak nur in geringem
Ausmass induzieren. Dieser Befund veranlasste in der vorliegenden Arbeit dazu die
Regulation verschiedener an der Apoptose-beteiligten Molekiile in ALL-Blasten zu
untersuchen. Vorldufer-B-ALL-Blasten sowie normale B-Zellen wurden hierzu fiir 3 Tage auf
CDA40L-positiven bzw. —negativen L-Zellen kultiviert (s. 3.3.7) und aus diesen so kultivierten
Zellen Proteinextrakte hergestellt. Die Kultivierung auf den Feeder-Zellen erfolgte um einen
Proliferationsstimulus auszulosen, da die nativen Vorldufer-B-ALL-Blasten ohne Zugabe von
Wachstumsfaktoren nur wenige Tage in Kultur gehalten werden konnen. Die als Kontrolle
verwendeten B-Zellen wurden aus Buffy Coat gesunder Spender durch Positivselektion
isoliert (s. 3.3.3 und 3.3.6). Es wurden reife B-Zellen verwendet, da die unreifen B-Zell-
Vorstufen die den Vorldufer-B-ALL-Blasten vom Reifungsstadium &hnlicher sind, nur in
dusserst geringen Mengen im Knochenmark vorkommen und deshalb nicht in ausreichender
Anzahl zur Verfiigung standen. Nach einer SDS-PAGE (s. 3.4.9.4) wurde eine Western-Blot-
Analyse (s. 3.4.10) durchgefiihrt. Es zeigte sich sowohl fiir unstimulierte als auch fiir CD40-
stimulierte ALL-Blasten eine Expression der zymogenen Proform der Caspase-8 sowie von
FADD (Abbildung 4-7). Die konstitutive Expression der Molekiile war ebenfalls in normalen
B-Zellen nachweisbar. Abbildung 4-7 und Abbildung 4-8 zeigen die Western-Blot-Analyse

exemplarisch fiir insgesamt fiinf untersuchte ALL-Patienten und vier Normalpersonen.
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Abbildung 4-7: Western-Blot-Analyse unstimulierter und CD40-stimulierter ALL-Blasten und normaler
B-Zellen mit Ak zur Detektion der Procaspase 8 und FADD. Proteinlysate von unstimulierten (-) und CD40-
stimulierten (+) ALL-Blasten und normalen B-Zellen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit
monklonalen Ak gegen die Procaspase-8 und FADD detektiert. Gezeigt sind exemplarisch die Ergebnisse aus
insgesamt fiinf getesteten ALL-Patienten und vier Gesundkontrollen.

Nach Untersuchung der Apoptose-induzierenden Molekiile wurde anschliessend die
Expression von c-FLIP als Apoptose-inhibierender Faktor in unstimulierten sowie CD40-
stimulierten ALL-Blasten (n=8) in Western-Blot-Analysen iiberpriift. Im Vergleich dazu
wurde die c-FLIP Expression in normalen B-Zellen untersucht. Die durchgefiihrten Western-
Blot-Analysen ergaben, dass c-FLIP long in malignen als auch in normalen B-Zellen sowohl
in unstimuliertem wie stimuliertem Zustand in gleicher Weise exprimiert wurde. FLIP short
und FLIP-R waren in unstimulierten ALL-Blasten als auch in unstimulierten normalen B-
Zellen kaum exprimiert. Nach CD40-Stimulation zeigte sich fiir ALL-Blasten eine deutliche
Hochregulation von FLIP short und FLIP-R. Im Gegensatz dazu liess im Falle von FLIP short
nur eine schwache Hochregulation in CD40-stimulierten normalen B-Zellen nachweisen.

FLIP-R wurde in keinem der Versuche in den gesunden B-Zellen detektiert (Abbildung 4-8).
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Abbildung 4-8: Western-Blot-Analyse unstimulierter und CD40-stimulierter ALL_Blasten und normaler
B-Zellen mit Ak gegen die FLIP Isoformen. Proteinlysate von unstimulierten (-) und CD40-stimulierten (+)
ALL-Blasten und normalen B-Zellen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit monklonalen Ak gegen
die Isoformen c-FLIP long, FLIP short und FLIP-R detektiert. Gezeigt sind exemplarisch die Ergebnisse aus
insgesamt fiinf getesteten ALL-Patienten und vier Gesundkontrollen.

In einem weiteren Experiment wurde die Modulation von c-FLIP long und FLIP short sowie
der Procaspase-8 in normalen CD40-stimulierten und unstimulierten B-Zellen nach CD95-
induzierter Apoptose iberpriift. Normale B-Zellen wurden hierfiir zur Apoptoseinduktion
nach 3-tdgiger Kokultivierung mit CD40-L- bzw. L-Zellen (geméss 3.3.7) fiir 16h mit einem
anti-CD95-Ak inkubiert (gemiss 3.3.8) und danach Proteinlysat hergestellt (gemiss 3.4.9.1).
Die anschliessend durchgefiihrte Western-Blot-Analyse zeigte, dass in unstimulierten
normalen B-Zellen auch nach Zugabe von anti-CD95Ak weder eine Spaltung von c-FLIP
long noch der Procaspase-8 nachweisbar war. Die schwache FLIP short-Expression blieb in
unstimulierten B-Zellen auch nach Apoptoseinduktion bestehen. Im Gegensatz dazu zeigten
CD40-stimulierte B-Zellen nach Induktion der CD95-vermittelten Apoptose eine Spaltung
von FLIP long in das Spaltprodukt p43 und eine Spaltung der Procaspase-8 in aktive Caspase-
8. Die Spaltprodukte waren nicht nachweisbar, wenn keine Zugabe von anti-CD95Ak
erfolgte. Abbildung 4-9 zeigt exemplarisch eine Western-Blot-Analyse fiir insgesamt vier

voneinander unabhéngig durchgefiihrte Analysen in B-Zellen von gesunden Spendern.
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Abbildung 4-9: Western-Blot-Analyse unstimulierter und CD40-stimulierter normaler B-Zellen nach
Apoptoseinduktion mit anti-CD95-Ak. Normale unstimulierte und CD40-stimulierte normale B-Zellen wurden
entweder mit (+) oder ohne (-) Zugabe von anti-CD95-Ak fiir 16h inkubiert und Proteinlysate hergestellt. In der
nachfolgend durchgefiihrten Western-Blot-Analyse wurden Ak gegen c-FLIP long, FLIP short, die Procaspase-8
und die aktive Form der Caspase-8 wurden zur Detektion verwendet. Gezeigt sind exemplarisch die Ergebnisse
aus insgesamt vier getesteten Gesundkontrollen.

Analog zu den getesteten normalen B-Zellen wurde die Modulation von c-FLIP long, FLIP
short und FLIP-R in unstimulierten und CD40-stimulierten ALL-Blasten nach
Apoptoseinduktion mit anti-CD95-Ak untersucht. Im Gegensatz zu den normalen B-Zellen
wurde FLIP long weder in den unstimulierten noch in den CD40-stimulierten Vorldufer-B-
ALL-Blasten nach Zugabe von anti-CD95-Ak in die p43-Form gespalten. Die FLIP short und
—R-Expression blieb in den CD40-stimulierten Vorldufer-B-ALL-Blasten auch nach
Apoptoseinduktion unverdndert bestehen. Abbildung 4-10 zeigt exemplarisch eine Western-
Blot-Analyse fiir insgesamt flinf voneinander unabhéngig durchgefiihrte Analysen.

Gemadss dem in 3.3.8 beschriebenen Versuchsaufbau wurden die unstimulierten und CD40-
stimulierten Vorldufer-B-ALL-Blasten in insgesamt vier Ansdtzen inkubiert. Als Kontrolle
wurden die Zellen nach CD40 Stimulation im ersten Ansatz nur mit Medium, im zweiten
Ansatz mit anti-CD95-Ak, im dritten Ansatz in Kombinbation von anti-CD95-Ak mit
Cycloheximid (o,1pug/ml) und in einem vierten Ansatz nur mit CHX kultiviert. Die Zugabe
von CHX bewirkte eine Abschwéchung der Banden fiir die kurzen Formen von FLIP. FLIP
short zeigt eine leichte Abnahme, wohingegen FLIP-R nach Zugabe von CHX nahezu nicht
mehr nachweisbar ist (Abbildung 4-10).

59



B-ALL B-ALL

+CD40L +CD40L
- + - + CHX
——E  — - O a— e
S caitih FLIP 4.
e I R-Tubulin

Abbildung 4-10: Expression von c-FLIP in CD40-stimulierten Vorliufer-B-ALL-Blasten nach
werosslinking® mit CD95 und Zugabe von Cycloheximid (CHX). CD40 aktivierte ALL-Zellen wurden mit
CD95 Antikorper inkubiert, zusétzlich unter An- oder Abwesenheit von 0,1ug/ml des Proteinsynthesehemmers
CHX. Die Expression der long und short Isoformen von c-FLIP wurden in der Westernblot-Analyse untersucht.
Es zeigte sich die Abschwéchung der kurzen FLIP Isoformen, insbesondere von FLIP-R

Die Aktivitidt der Procaspase-8 und der Procaspase-3 wurde in unstimulierten und CD40-
stimulierten normalen B-Zellen und ALL-Blasten mit und ohne anti-CD95-Ak-Zugabe in
einem Lumineszenzassay (s. 3.4.8.2) untersucht. Es wurden unstimulierte und CD40-
stimulierte normale B-Zellen mit B-ALL Blasten verglichen. Abbildung 4-11 zeigt den
Aktivitatsanstieg nach Apoptoseinduktion durch anti-CD95-Ak in CD40-stimulierten ALL-
Blasten bzw. normalen B-Zellen im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Es zeigte sich fiir
beide Caspasen eine deutlich hohere Aktivitit in normalen CD40-stimulierten B-Zellen im
Vergleich zu CD40-stimulierten ALL-Blasten. Die Spaltung der Caspasen-8 und —3 konnte
im Westernblot weder fiir die normalen B-Zellen, noch fiir die ALL-Blasten nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4-11: Lumineszenzaktivitit der Caspase-8 und -3 in unstimulierten und CD40-stimulierten
normalen B-Zellen und Vorliufer-B-ALL-Blasten nach Apoptoseinduktion mit monoklonalem anti-CD95-
AKk. Bei den ALL-Blasten zeigt sich ein deutlich stirkerer Anstieg der Lumineszenzaktivitdt nach Zugabe von
anti-CD95-Antikorper in den CD40-stimulierten normalen B-Zellen, verglichen mit den CD40-stimulierten
Vorlaufer-B-ALL-Blasten.

Um die unterschiedlich starke Hochregulation der beiden kurzen c-FLIP Isoformen in den
ALL-Blasten semiquantitativ zu bestimmen, wurden die Banden densitometrisch mit dem
Programm ,J Image©*“ ausgewertet. Die relative Stiarke der FLIP short und -R-
Westernblotbanden wurden in bezug zur FLIP long Expression in CD40-stimulierten
gesunden B-Zellen und ALL-Blasten gesetzt. Die Ergebnisse von fiinf unabhéngig erstellten
Westernblots sind dargestellt als die Mittelwerte +/- Stabw der FLIP short+-R/ FLIP long
peak area Ratio. In ALL-Blasten liess sich nach CDA40-Stimulation im Gegensatz zu
gesunden B-Zellen eine deutliche Hochregulation der kurzen Isoformen von c-FLIP (short/-

R), mit einer Ratio c-FLIP short +-R /c-FLIP long von >1 nachweisen (Abbildung 4-12).
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Abbildung 4-12: Ratio zwischen der Expression von FLIP long und FLIP short/-R in gesunden B-Zellen
und ALL-Blasten nach CD40-Stimulation. Gezeigt wird die densitometrisch gemessene ,,Peak area“ der
Banden von FLIP short und —R als Ratio bezogen auf die FLIP long Expression. Es zeigt sich eine deutliche
Hochregulation der Kurzen Isoformen von c-FLIP mit einer Ratio >1 in den ALL-Blasten nach CD40-
Stimulation. Dargestellt ist der Mittelwert aus insgesamt fiinf verschiedenen ALL-Blasten + SD.
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4.3 Untersuchung des antiapoptotischen Molekiils Survivin in Vorliufer-

B-ALL-Blasten und gesunden reifen B-Zellen

Nach den Untersuchungen zur Expression von rezeptornahen, an der Apoptosekaskade
beteiligten Molekiilen wurde im Folgenden die Expression des an der Endstrecke des
Todesrezeptor-vermittelten, sowie des mitochondrialen Apoptosepathway wirkenden anti-
apoptotischen Molekiils Survivin untersucht. Die Survivin-Proteinexpression wurde anhand
ELISA-Technik und die Survivin mRNA-Expression quantitativ mittels einer ,,real-time-

PCR*-Methode gemessen.

4.3.1 Untersuchung der Expression von Survivin-Gesamtprotein in Vorlaufer-B-ALL-

Blasten von Kindern

Zur Bestimmung der Survivin-Proteinexpression wurden immer 1x10° mononukleére Zellen
aus Blut oder Knochenmark lysiert (s. 3.4.9.1) und die Survivin-Gesamtproteinkonzentration
in einem Survivin-ELISA (R&D) gemessen (s. 3.4.8.1). Hierzu wurden frische und
kryokonservierte Vorldaufer-B-ALL-Blasten untersucht. Eine Beeinflussung der Mefmethodik
zur Bestimmung der Gesamtproteinexpression durch die Kryokonservierung wurde anhand
mehrerer vergleichender Experimente in den gleichen Blasten ausgeschlossen. Es wurden
frische Proben sowohl direkt in Lysepuffer aufgenommen als auch voriibergehend
kryokonserviert und danach erst lysiert. Die anschliessende Proteinbestimmung beider Proben
ergab nahezu identische Werte. Insgesamt wurden 66 Proben von Kindern mit einer
Vorldufer-B-ALL untersucht, Eingang in die Untersuchungen erhielten nur Proben mit einem
Anteil von mehr als 80% Blasten. Zur Kontrolle dienten mononukledre Zellen aus peripherem
Blut (n=5) und Knochenmark (n=5) von gesunden Probanden, da diese Zellen keine bzw. nur
eine marginale Survivin-Expression aufweisen. Das untersuchte Patientenkollektiv hatte ein
mittleres Alter bei Erstdiagnose von 4,5 Jahren (range: 1-17 Jahre) und eine initiale
Leukozytenzahl von 12.500/ul (range 1.000-273.000/ul). Gesunde periphere Blutzellen
enthielten im Median 0 pg/ml (range: 0-77 pg/ml) und gesundes Knochenmark 71 pg/ml
(range: 45-305 pg/ml) (Abbildung 4-13). In den untersuchten Vorldufer-B-ALL-Blasten
(n=66) zeigte sich im Vergleich zu den Proben gesunder Probanden eine signifikant erhdhte
Survivin-Proteinkonzentration mit einem Median von 407 pg/ml (range: 0-2765 pg/ml;
p=0,0001). Die Patienten wurden aufgrund der Ausreifungstadien der Blasten anhand von
immunphénotypischen Markern in die verschiedenen B-ALL-Subtypen: pro B-ALL (n=5;
7%), prd B-ALL (n=17; 26%) und c-ALL (n=44; 67%) eingeteilt. Dabei war die Survivin-
Expression zwischen den verschiedenen Reifungstadien der Vorldufer-B-ALL vergleichbar
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hoch und betrug bei den Patienten mit einer c-ALL 379 pg/ml (range: 0-2157 pg/ml), bei der
pra-B-ALL 356 pg/ml (range: 47-2765 pg/ml) und bei der pro-B-ALL 511 pg/ml (range: 0-
1472 pg/ml) (Abbildung 4-13).
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Abbildung 4-13: Die Survivin-Expression in Vorliufer-B-Zellleukiimien und Normalgewebe. Darstellung
der Survivin-Expression in den verschiedenen Subtypen der kindlichen B-ALL, im Vergleich zu gesunden
peripheren Blut- und Knochenmarkproben, untersucht mit dem Duo-Set Survivin ELISA-Kit (R&D). Die
Expressionslevel von Survivin zwischen den Subtypen sind vergleichbar hoch (p=<0.05) Als Kontrolle wurden
PB und KM-Proben (n=5) von gesunden Spendern gemessen.

4.3.2 Untersuchung einer Korrelation zwischen den klassischen Risikofaktoren und

der Survivin-Protein-Expression

Die Hohe der gemessenen Survivin-Proteinexpression der Patienten mit Vorldufer-B-ALL
wurde im Folgenden auf eine Korrelation mit den klassischen Risikofaktoren (Alter, initiale
Leukozytenzahl, PVA-Score und Translokationen) untersucht. Im Vergleich der
Altersgruppen < und > zehn Jahren zeigte sich fiir die prognostisch ungiinstigere Gruppe >
zehn Jahre eine mediane Survivinkonzentration von 582 pg/ml (256-1589 pg/ml) und in der
prognostisch giinstigeren Gruppe < zehn Jahre ein Wert von 398 pg/ml (0-2765 pg/ml
p=0,151). Bei den Patienten mit einer niedrigen initialen Leukozytenzahl lag das mediane
Expressionsniveau bei 333 pg/ml (range: 0-1589 pg/ml) gegeniiber 644 pg/ml (range 0-2765
pg/ml, p=0,079) bei den Patienten mit hoher initialer Leukozytenzahl. Bei 38 Patienten
erfolgte protokollgemil3 eine in vitro Chemoresistenztestung der Leukdmieblasten (PVA-
Score). Von diesen zeigten Patienten mit einem PVA-Score <7, welcher fiir eine gute
Chemosensibilitit spricht, (n=28; 42%) eine mediane Survivin-Konzentration von 328 pg/ml
(range: 0-2765 pg/ml), bei den Patienten mit einem Score >7, der eine verstdrkte in vitro
Chemoresistenz anzeigt (n=10; 15%), zeigte sich eine mediane Survivin-Konzentration von

398 pg/ml (range: 216-630 pg/ml) (p=0,589). Bei 28 Patienten konnte kein PVA-Score
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bestimmt werden. Bei insgesamt 41 Patienten wurde ein zytogenetische Untersuchung
durchgefiihrt. Die Patienten mit 7EL-AML Translokation (n=10; 15%) hatten eine mediane
Survivin-Proteinkonzentration von 346 pg/ml (range: 0-630 pg/ml) verglichen mit 333 pg/ml
(Range: 0-1602 pg/ml) (p=0,272) bei den Patienten ohne Aberration (n=29; 44%). Lediglich
bei den Patienten mit einer BCR-ABL Translokation (n=2; 3%) wurden erhéhte Survivinlevel
nachgewiesen. Bei 25 Patienten war keine genetische Untersuchung erfolgt. Gemif3 den in der
Einleitung beschriebenen Risikofaktoren erfolgte eine Einteilung der untersuchten Patienten
in eine Hochrisiko- (n=32; 48%) und eine Niedrigrisikogruppe (n=34; 52%). Es wurde nun
untersucht, ob eine Korrelation zwischen der klinischen Einteilung zur jeweiligen
Risikogruppe und der Survivin-Proteinexpression besteht. Fiir die Hochrisikogruppe zeigte
sich eine deutlich erhdhte Survivin-Expression mit einem mittleren Proteinlevel von 575
pg/ml (0-2765 pg/ml) verglichen mit der Niedrigrisikogruppe mit einer medianen Survivin-

Konzentration von 345 pg/ml (0-1589 pg/ml) (p=0,08).

4.3.3 Untersuchung einer Korrelation zwischen dem klinischen Therapieansprechen

und der Survivin-Protein-Expression

Als nidchstes wurde iiberpriift ob eine Korrelation zwischen der gemessenen Hohe der
Survivin-Proteinkonzentration und dem klinischen Therapieansprechen der Kinder besteht.
Verglichen wurde hierzu die Kinder, die wihrend der Beobachtungszeit eine anhaltende
Remission erreichten (n=26), die ein Rezidiv erlitten (n=22) und die Kinder die nach einem
Rezidiv verstarben. Es zeigte sich, dass Patienten, die eine Vollremission erreichten (n=26),
mit einer medianen Survivin-Konzentration von 346 pg/ml (range 0-1515 pg/ml) signifikant
niedrigere Proteinkonzentrationen aufwiesen als die Patienten (n=22), die ein Rezidiv ihrer

Erkrankung erlitten (636 pg/ml, range: 0-2765 pg/ml, p=0.029) (Abbildung 4-14).
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Abbildung 4-14: Die Uberexpression von Survivin-Protein in B-ALL Blasten bezogen auf das rezidivfreie
Uberleben. Die Grafik zeigt eine signifikant hohere Survivin-Expression bei den Rezidivpatienten (n=22)
verglichen mit Patienten, bei denen eine anhaltende Vollremission (n=26) erreicht werden konnte (p=0.029).

Deutlich erhohte Survivinkonzentrationen zeigten sich mit einem Median von 777 pg/ml
(range 71-2765 pg/ml) bei den Patienten, die wihrend der Beobachtungszeit verstarben, im
Vergleich zu einer medianen Survivin-Konzentration von 346 pg/ml (0-1573 pg/ml p= 0,012)

bei den iiberlebenden Patienten (Daten nicht gezeigt).

4.3.4 Untersuchung einer Korrelation zwischen dem klinischen 3-Jahre EFS, RFS und

OS und der Survivin-Protein-Expression

Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, inwieweit die Hohe der Expression des
antiapoptotischen Molekiils Survivin mit den Uberlebenskurven der Patienten korreliert.
Hierzu wurde retrospektiv das 3-Jahre-ereignisfreie Uberleben, das -rezidivfreie Uberleben
und das Gesamtiiberleben untersucht. Die Korrelation zwischen dem Survivin-
Expressionslevel und dem Uberleben der Patienten wurde mittels Kaplan-Meier-Analyse
analysiert. Bei der Auswertung wurde eine ,,cut-off*-Linie bei 305pg/ml gesetzt, die der
maximalen gemessenen Survivin-Konzentration in gesunden Patientenzellen entsprach. Von
den 66 untersuchten ALL-Patienten hatten 43 Patienten (65%) eine Survivin-Konzentration
oberhalb dieser ,,cut-off“-Linie und wurden definiert als Patienten bei denen eine
Uberexpression vorlag. Bei dieser Patientenkohorte lag die mediane Proteinkonzentration bei
600 pg/ml (range 311-2765pg/ml). Anhand dieser medianen Survivinkonzentration wurde die
gesamte Patientenkohorte (n=66) in zwei Gruppen unterteilt. Eine Gruppe mit
Expressionsleveln, die {iber dem Median der iiberexprimierten Proben lagen (>600pg/ml;

n=22) und einer zweiten Gruppe die unter dem Median lagen (<600pg/ml; n=44). Diese
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beiden Gruppen wurden nun in Bezug auf das 3-Jahre-ereignisfreie-Uberleben (,, eventfiee
survival “ EFS), das 3-Jahre-rezidivfreie Uberleben (,, relapsefiee survival“ RFS) und das 3-
Jahre-Gesamtiiberleben (,,overall survival“ OS) analysiert. Es zeigte sich ein signifikant
besseres EFS (Abb. 14-15), RFS (Abb. 14-16) und OS (Abb.14-17) liber einen Zeitraum von
36 Monaten fiir die Gruppe der Patienten mit niedrigeren Survivinkonzentrationen
(<600pg/ml). Eine niedrige Expression von Survivinprotein ist mit einer besseren EFS, RFS
und OS korreliert (EFS 0.81 +0,07 vs 0.41+0.12; p=0,01; RFS 0.82+0.06 vs 0.46+0.13,
p=0.02; OS 0.98+0.002 vs 0.70+0.11; p=0,005) (Abbildung 4-15:Abbildung 4-16; Abbildung
4-17)).
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Abbildung 4-15: Hohe Survivinexpressionslevel in B-ALL Blasten sind assoziiert mit einer schlechteren 3-
Jahre-ereignisfreies Uberleben (EFS). In der Grafik wird das 3-Jahre-ereignisfreie Uberleben bei Patienten mit
hohem Survivinexpressionslevel (>600 pg/ml), verglichen mit Patienten mit niedrigen oder negativen
Survivinwerten (<600pg/ml) nach einer Kaplan-Meier-Analyse dargestellt. Es zeigte sich, dass die Patienten mit
einem hohem Survivinlevel ein deutlich schlechteres 3-Jahre-ereignisfreies Uberleben zeigen, als die Patienten
mit niedrigen Spiegeln (p=0.01).
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Abbildung 4-16: Hohe Survivinexpressionslevel in B-ALL Blasten sind assoziiert mit einem schlechten
rezidivfreien 3-Jahresiiberleben (RFS) bei Patienten mit initial sehr hoher Survivin-Expression.
Dargestellt ist das rezidivfreie Uberleben bei Patienten mit einem hohen Survivinexpressionslevel (>600 pg/ml),
verglichen mit Patienten mit niedrigen oder negativen Survivinwerten (<600pg/ml) nach einer Kaplan-Meier-
Analyse (p=0.02).
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Abbildung 4-17: Die Uberexpression von Survivin-Protein in B-ALL Blasten ist assoziiert mit einem
schlechten Gesamtiiberleben (OS) bei Patienten mit initial sehr hoher Survivin-Expression. Dargestellt ist
das Gesamtiiberleben (3 Jahre) bei Patienten mit sehr hohen Expressionsleveln von Survivin-Protein (>600
pg/ml), verglichen mit Patienten mit niedrigen oder negativen Survivinwerten (<600pg/ml), untersucht mit der
Kaplan-Meier-Analyse (p=0.005).
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Die Daten zeigen, dass die Hohe der Survivinexpression in den Vorldufer-B-ALL-Blasten
unserer padiatrischen Patientenkohorte einen unabhédngigen Risikofaktor fiir das 3-Jahre-EFS
(p=0.02), das 3-Jahre-RFS (p=0.04) und -OS (p=0.005) darstellt.

4.4 Untersuchung der mRNA-Expression von Survivin und seinen Splice-

Varianten in Vorliaufer-B-ALL-Blasten von Kindern

Nachdem die Survivinexpression im Gesamtprotein mittels ELISA untersucht worden war,
sollten in den folgenden Experimenten die m-RNA-Expression in den Vorldufer-B-ALL-
Blasten qualitativ in einer konventionellen PCR und quantitativ in einer ,real-time PCR*
untersucht werden. Dies erfolgte um die auf Proteinebene gezeigten Ergebnisse auch auf
translationaler Ebene zu untersuchen. Die aus den Blasten von pidiatrischen Patienten mit
Vorlaufer-B-ALL gewonnene Gesamt-RNA (s. 3.4.1-3.4.4) wurde mit Survivin-spezifischen
Primern anhand der Reversen Transkription (RT) in cDNA umgeschrieben und durch
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert (s. 3.4.5 und 3.4.6). Die PCR-Produkte wurden
in der Agarose-Gelelektrophorese augetrennt. In der konventionellen PCR Analyse zeigte sich
in den untersuchten mononukledren Blutzellen gesunder Probanden keine Expression von
Survivin  (Daten nicht gezeigt). In den Vorldufer-B-ALL-Blasten wurde die
Survivinexpression mit der erwarteten Bandenldnge von 426bp nachgewiesen. Auch die
entsprechenden Banden der Splicevarianten Survivin-2B (495bp), Survivin3B (595bp) und
Survivin-AExon3 (411bp) lieBen sich in geringerer Intensitit im Vergleich zur Hauptform
(426bp) nachweisen (Abbildung 4-18).
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Abbildung 4-18: Survivin mRNA Expression in pédiatrischen B-ALL Blasten. Dargestellt wird die
Gelelektrophorese einer qualitativen RT-PCR von Survivin und dem ,,Housekeeping-Gen*“ GAPDH nach einer
Féarbung mit Etidium Bromid. Survivin (431bp) als stidrkste Bande, aber auch die Splicavarianten Survivin3B
(591bp), Survivin-2B (500bp) und SurvivinAExon3 konnen teilweise als schwache Banden detektiert werden.
Als Negativkontrolle wurde in jedem Lauf eine Wasserkontrolle mitgefiihrt (NTC = none template control, bp=
Basenpaare, 1-12 Vorldufer-B-ALL-Patientenproben)
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Um diese qualitativen Aussagen zu ergidnzen, wurde zusétzlich eine spezifische quantitative
Analyse mittels ,,real-time “-PCR fiir die funktionell bedeutsamen Splicevarianten Survivin-
2B und Survivin-AExon3 durchgefiihrt (s. 3.4.6). Die Expressionshohe der jeweiligen
Splicevariante wurde auf einen internen GAPDH-Standard normiert. Die Ergebnisse der
ALL-Blasten (n=20) verglichen mit Kontrollblut von gesunden Personen (PB n=6, KM n=3)
sind in Abbildung 4-19 dargestellt. Bei den B-ALL Blasten zeigte sich eine erhohte
Expression von Survivin und Survivin-2B verglichen mit den untersuchten gesunden
Kontrollproben, bei denen nur minimale Expressionslevel von Survivin und Survivin-2B
nachgewiesen wurden (p=0.02 und p=0.001). Die Expression von Survivin AExon3 in den
Vorldufer-B-ALL-Blasten und den gesunden Kontrollproben unterschied sich hingegen nicht
signifikant (p=0.64) (Abbildung 4-19c). Aufgrund einer grossen Schwankungsbreite zwischen
den Patienten unterschieden sich die Expressionslevel zwischen den einzelnen Survivin-

Splicevarianten (Survivin, Survivin-2B, Survivin-AExon3) ebenfalls nicht signifikant.
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Abbildung 4-19: mRNA-Expression der Survivin Splicevarianten in Vorldufer B-ALL Blasten. Dargestellt
ist der in der Lightcycler Analyse ermittelte relative mRNA-Expressionslevel der jeweiligen Survivin-Isoformen
normiert auf das ,,Housekeeping-Gen“ GAPDH. Als Kontrolle wurde mRNA aus dem Blut gesunder Spender
analysiert.

Wie bereits fiir die Survivin-Proteindaten beschrieben, wurden die untersuchten Patienten
anhand der in 1.1 beschriebenen klinischen Risikoparametern in eine Hoch- und eine
Niedrigrisikogruppe eingeteilt und untersucht ob eine Korrelation zwischen den beiden
Risikogruppen und der Hohe der Survivin-mRNA-Expression besteht. Dabei zeigte sich eine
signifikant hohere Expression der pro-apoptotischen Splicevariante Survivin-2B in den
Niedrigrisikopatienten (p=0.02) (Abbildung 4-20b) im Vergleich zu den Hochrisikopatienten.
Im Gegensatz dazu unterschied sich die Expression von Survivin und SurvivinAExon3

zwischen Niedrig- und Hochrisikopatienten nicht signifikant (p=0.49 und p=0.97) (Abbildung
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4-20 a+c). Betrachtet man die Risikofaktoren im Einzelnen, so gilt fiir die Patienten >10
Jahren mit einem prognostisch ungiinstigeren Verlauf, daf sie eine hohere Expression aller 3
Isoformen aufweisen verglichen mit den Patienten < 10 Jahre die einen klinisch giinstigeren
Verlauf haben, wobei auch hier die proapoptotische Splicevariante Survivin-2B dominierte
(p=0,02). Hinsichtlich der Patienten mit niedrigen und hohen initialen Leukozytenzahlen
lieBen sich keinerlei signifikante Unterschiede in der Expressionshdhe der verschiedenen
Isoformen feststellen. Auch zwischen den Patienten mit einer anhaltenden Remission und
denen, die ein Rezidiv ihrer Erkrankung erlitten oder zwischen den Patienten die an der
Grunderkrankung verstarben und denen Uberlebenden zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen der Hohe der Survivin-Expressionslevel.
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Abbildung 4-20: Vergleich der Expressionsmuster von Survivin Splicevarianten in Vorlidufer B-ALL
Blasten von Hoch- und Niedrigrisikopatienten. Dargestellt ist der in der Light Cycler Analyse ermittelte
relative mRNA-Expressionslevel der jeweiligen Survivin-Isoform normiert auf das ,,Housekeeping-Gen*
GAPDH.

Fir die verschiedenen Survivin-Splicevarianten wurde ein unterschiedliches anti-
apoptotisches Potential an der intrinsischen Regulation beschrieben. Survivin und
SurvivinAExon3 haben ein hohes anti-apoptotisches Potenzial, wohingegen Survivin-2B sein
anti-apoptotisches Potential verloren zu haben scheint [100]. Aus diesem Grund wurde die
attenuierende Splicevariante Survivin-2B im Sinne eines ,,apoptotischen Index* (PI) ins
Verhiltnis zur Summe der anti-apoptotischen Splice-Formen (Survivin und SurvivinAExon3)
gesetzt: [PI = Survivin-2B / (Survivin + SurvivinAExon3)]. Zwischen den Hoch- und
Niedrigrisikopatienten zeigte sich in der Auswertung des funktionell bedeutsamen ,,pro-
apoptotischen Index* bei den Niedrigrisikopatienten ein deutlich erhéhter Index, der jedoch

nicht statistisch signifikant war (p=0.06) (Abbildung 4-21).
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Abbildung 4-21: Expressionsmuster der Survivin Splicevarianten in Vorlidufer B-ALL Blasten von Hoch-
und Niedrigrisikopatienten im Vergleich. Der in der Light Cycler Analyse ermittelte relative mRNA-
Expressionslevel der verschiedenen Survivin-Isoform normiert auf das ,,Houskeeping-Gen“ GAPDH wurden im
Sinne des oben beschriebenen ,,pro-aoptotischen Index* gemif ihrer Funktion ins Verhiltnis zueinander gesetzt
und anschlieBend in beiden Patientengruppen verglichen.

71



5 Diskussion

Der programmierte Zelltod, die Apoptose, ist ein physiologischer Vorgang, der das
kontrollierte Entfernen von Zellen im Organismus gewéhrleistet. Maligne transformierte
Zellen haben Resistenzmechanismen entwickelt, um sich der physiologischen Apoptose und
damit ihrer immunologischen Elimination zu entziehen. Auch in den unreifen B-Zell-Blasten
der akuten lymphatischen Leukdmie scheint eine Apoptoseresistenz entscheidend zur
Entwicklung einer hochmalignen und aggressiv schnell wachsenden Erkrankung beizutragen
[101-103].

Schwerpunkt dieser Arbeit war es, einzelne Molekiile zu untersuchen, die zur pathologischen
Regulation der physiologischen Apoptose bei den akuten lymphatischen Leukdmien im
Kindesalter fithren und dadurch zu einer ungehinderten Proliferation der Blasten beitragen.
Da die Apoptose einen komplexen Mechanismus mit manigfaltigen Reaktionskaskaden
darstellt, konnen Storungen der Abldufe auf verschiedenen Ebenen auftreten. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, in unreifen Lymphomzelllinien und Vorldufer-B-ALL-Blasten
von Kindern die Expression und Regulation der Molekiile zu untersuchen, die an der
Todesrezeptor-CD95-vermittelten Apoptoseinduktion beteiligt sind und die Unterschiede zu
normalen B-Zellen zu beschreiben. Zu den untersuchten Molekiilen gehdren insbesondere die
CD95-rezeptornahen Vertreter die an der Bildung des Todesrezeptorkomplex (DISC, ,,death-
inducing-signaling-complex‘‘) beteiligt sind. Der sogenannte DISC wird nach Aktivierung des
CD95-Rezeptor und seiner Trimerisierung, durch Anlagerung des Adaptormolekiils
FADD/Mort-1 und der Procaspase-8 gebildet [104]. Das schwerpunktméssig untersuchte
Molekiil c-FLIP, verhindert die Aktivierung der Procaspase-8 am DISC und blockiert dadurch
die Fortleitung der Apoptosekaskade in den frithen Schritten [61, 71]. C-FLIP wurde bereits
in verschiedenen maligne entarteten, schnell proliferierenden Geweben hochexprimiert
nachgewiesen [105, 106].

Ein zweiter Schwerpunkt wurde auf die Untersuchung des antiapoptotischen Molekiils
Survivin gelegt. Survivin wirkt als Inhibitor der gemeinsamen Endstrecke der Todesrezeptor-
vermittelten und der {iber die Mitochondrien ablaufenden Apoptosekaskade [107]. Die
Untersuchungen zur Expression und Regulation von Survivin in Vorldufer-B-ALL-Blasten
waren von besonderem Interesse, da Survivin bereits von anderen Arbeitsgruppen in akuten
und chronischen lymphatischen Leukdmien bei Erwachsenen und akuten myeloischen
Leukidmien von Kindern und Erwachsenen als prognoserelevanter Tumormarker identifiziert

wurde [92-95]. Fiir padiatrische Vorldufer-B-Zellleukdmien lagen zu Beginn der Arbeit kaum
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Untersuchungen zu Survivin vor. Erstmals wurden in der vorliegenden Arbeit qualitative und
quantitative Analysen zur Survivin-Expression auf Transkript- bzw. Proteinebene in
kindlichen Vorldufer-B-ALL-Blasten durchgefiihrt. Die erzielten Ergebnisse wurden
abschliessend beziiglich einer mdglichen Korrelation zu klinischen Risikomarkern und dem

klinischen Verlauf der Patienten untersucht.

5.1 CD9S5-vermittelte Apoptose in CD40-stimulierten Lymphomzelllinien
Daudi und Raji

Als Modell unreifer maligner B-Zellen wurden die prad-B-Lymphom-Zelllinien Daudi und
Raji ausgewdhlt, die analog zu den ALL-Blasten einen unreifen Phénotyp aufweisen
(Expression CD19/CD10). Beide Zelllinien exprimieren CD40 [108], welches Vorraussetzung
fiir die Stimulationsversuche durch Interaktion mit CD40L war. Der CD40-Ligand wird auf
aktivierten T-Zellen exprimiert und interagiert mit antigenpridsentierenden Zellen wie B-
Zellen, dendritischen Zellen und Monozyten. Die CD40-CD40L-Interaktion fiihrt in den
reifen B-Zellen zundchst zur Proliferation, dann zur Ausreifung mit Immunglobulin-
Subklassenswitch und Hochregulation costimulatorischer Molekiile [36, 37, 39]. Die CD40-
Aktivierung stellt somit sowohl ein Uberlebens-, als auch Ausreifungssignal fiir die reife B-
Zelle dar [35, 109]. In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurde zunichst die
CD95-Expression auf den beiden Lymphom-Zelllinien Daudi und Raji untersucht, da das
Auslosen  der CD95-vermittelten Apoptose Voraussetzung zur Untersuchung der
intrazelluldren Vorgénge der Apoptose war. In den Daudi Zellen wurde die initial niedrige
CD95-Expression nach CD40-Stimulation deutlich hochreguliert, bei den Raji Zellen wurde
die schon initial sehr hohe CD95-Expression durch die CD40-Stimulation nicht weiter
moduliert. Nach CD40-Stimulation waren die Zelllinien also hinsichtlich ihrer CD95-
Expression vergleichbar. Garrone et al. (1995) konnten den gleichen Effekt wie bei den Daudi
Zellen, auch fiir ruhende reife B-Zellen aus Tonsillen zeigen. Durch die CD40-Stimulation
wurde die CD95-Expression auf der Zelloberflache hochreguliert und zusétzlich erfolgte eine
Sensitivierung fiir CD95-vermittelte Apoptose [110]. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen
wurde die Sensitivitit fiir CD95-vermittelte Apoptose in den Raji- und Daudi-Zellen durch
die CD40-Stimulation nur geringfiigig gesteigert. Es scheint also in den beiden Zellinien nach
CD95-vermittelter Apoptoseinduktion eine Blockierung auf dem Weg zur Aktivierung der

Procaspasen am Todesrezeptorkomplex (DISC) vorzuliegen. Diese Ergebnisse waren
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Ausgangspunkt zur Untersuchung der Modulation von Molekiilen die an der DISC-Bildung,
nach CD95-vermittelter Apoptoseinduktion beteiligt sind.

Durch CD40-Stimulation erfolgte weder in den Daudi-Zellen noch in den Raji-Zellen eine
Regulation der am normalen Ablauf der CD95-vermittelten Apoptosekaskade beteiligten
untersuchten Molekiile FADD, Procaspase-8, Procaspase-3. Entsprechend war auch die nur
méssige Sensitivitdt fiir CD95-induzierte Apoptose in den unstimulierten wie auch in den
CDA40-stimulierten Zellen anndhernd gleich. Dieser Eindruck widerspricht den Ergebnissen
von Wang et al. (2008) die zumindest in Raji-Zellen eine gesteigerte Apoptose nach
Inhibition von NF-kappa-B durch CD40-CD40L-Interaktion zeigten [111]. Voorzwanger et
al. (2006) zeigten fiir Daudi und Raji Zellen, dass Chemotherapie-induzierte Apoptose nach
CD40-Stimulation durch Abnahme der Caspase-3/-7-Aktivitit deutlich gechemmt wird [112].
Diese Ergebnisse konnten fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche mit den Daudi
und Raji Zellen ebenfalls ausgeschlossen werden. Die basale Expression der Caspase-3 wurde
sowohl in der Western-Blot-Analyse sowie in den Aktivitdtsassays durch die CD40-
Stimulation nicht reguliert. CD40 scheint also nach den hier durchgefiihrten Versuchen
keinen relevanten regulativen Einfluf} auf die Daudi- und Raji-Zellen zu haben. Im Gegensatz
zu den Daudi-Zellen wurde in den Raji-Zellen, unabhingig von der CD40-Stimulation eine
Spaltung der Proformen der Initiator-Caspase-8 und der Effektor-Caspase-3 in ihre aktiven
Spaltprodukte nachgewiesen. Dies zeigt, dass der Ablauf und die Fortleitung der Aktivierung
der Caspasen funktioniert, jedoch keine adidquate Apoptose ausgelost wird. Um diese
divergenten Verhaltensweisen und die trotz hoher CD95-Expression nur schwache
Sensitivitdt fir CD95-vermittelte Apoptose zu untersuchen, wurde das rezeptornah wirkende
Molekiil c-FLIP genauer betrachtet. Sowohl c-Flip long als auch c-Flip short kénnen die
Induktion der Apoptose durch die klassischen Todesrezeptor-Signalwege blockieren [56, 59].
Die Inhibition erfolgt durch die Blockierung der Spaltung von Procaspase-8 zum aktiven
Enzym im DISC [72]. Wiahrend c-FLIP short als auch das in Raji—Zellen erstmalig
beschriebene c-FLIP-R, bisher als rein anti-apoptotische Molekiile beschrieben wurden, kann
c-FLIP long bei geringem Expressionsniveau auch eine pro-apoptotische Funktion ausiiben.
[74-76]. In den in dieser Arbeit untersuchten Daudi- und Raji-Zellen zeigte sich ein ginzlich
unterschiedliches Expressionsmuster der c-FLIP-Isoformen nach CD40-Stimulation. In den
unstimulierten Zellen Daudi-Zellen zeigte sich nur eine marginale Expression von FLIP long
und —short, durch die CD40-Stimulation erfolgte jedoch eine massive Hochregulation der
beiden exprimierten Flip-Isoformen (long und short) wobei die antiapoptotische FLIP short-

Isoform {iberproportional stirker hochreguliert wurde. Entsprechend verblieben nach CD95-
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vermittelter Apoptose in den CD40-stimulierten und unstimulierten Daudi-Zellen die
Caspasen in ihrer ungespaltenen zymogenen Form und damit in einem inaktiven Zustand.
Parallel durchgefiihrte Aktivitétstests der Caspasen bestitigten diesen Befund. Es scheint so,
dass in den CD40-stimulierten Daudi-Zellen die gesteigerte CD95-Expression zwar zu einer
moderaten Sensitivierung fiir CD95-vermittelte Apoptose flihrt, dabei verhindert aber die
tiberproportional stiarkere Hochregulation von FLIP short eine deutlichere Sensitivierung und
damit auch die Fortleitung zur Aktivierung der Caspasen. In den Raji Zellen wurden c-Flip
long und short unabhéngig von der CD40-Stimulation stabil und und in einem ausgeglichenen
Verhiltnis exprimiert. Durch die Kombination von CD95 mit dem Proteinsynthesehemmer
Cycloheximid (CHX) wurde eine deutliche Sensitivierung der Raji-Zellen gegeniiber CD95-
vermittelter Apoptose erreicht. Es zeigte sich durch die Zugabe von CHX eine deutliche
Abnahme der antiapoptotischen FLIP-R-Isoform. Die Sensitivierung scheint also durch eine
Inhibition der FLIP-R-Neusynthese verursacht zu sein, wodurch das Verhéltnis zugunsten der
proapoptotisch wirksamen long-Form verschoben wird und die Zellen sensitiver fiir CD95-
vermittelte Apoptose wurden. In den Daudi-Zellen konnte durch die Hemmung der
Proteinneusynthese durch CHX keine relevante Sensitivierung erreicht werden, da auch nach
Abnahme der FLIP short-Expression nach Zugabe von CHX, dasVerhéltnis zwischen FLIP
long und short, zugunsten der antiapoptotischen short-Form dennoch weiterhin deutlich
tiberwog. Jeon et al. (2005) konnten in EBV-positiven Lymphomen der NK/T-Zellreihe, trotz
hoher CDO95-Expression, eine Apoptoseresistenz gegeniiber dem agonistischen CD95-
Antikdrper nachweisen, die sich nach Zugabe von CHX in eine Apoptosesensitivierung
umkehren liess. In dieser Studie zeigte sich eine deutliche Herunterregulierung von FLIP long
durch CHX bei gleichzeitig unbeeinflusster Expression anderer anti- und pro-apoptotisch
wirkender Proteine [113]. Krueger et al. (2001) beschrieben in der B-lymphoblastischen
Zelllinie BJAB, dass die Hochregulation von FLIP short eine komplette Blockierung der
physiologischen Abldufe der CD95-vermittelten Apoptose durch Rekrutierung an den DISC
und Blockade der Caspase-8 Aktivierung bewirkt [73]. Obwohl FLIP long als Aktivator der
Caspase-8 beschrieben wird, scheint der Apoptose-auslosende Effekt durch eine
tiberproportional stirkere Hochregulation von FLIP short unterdriickt zu werden, so dass
letztlich die Apoptose-inhibierende Wirkung iiberwiegt [76]. Diese Befunde lassen vermuten,
dass nicht die ausschliessliche Expression einer der beiden FLIP-Isoformen, long oder short
und -R, entscheidend fiir das Auslosen oder die Resistenz der Apoptose ist, sondern vielmehr
das Verhiltnis der exprimierten Molekiile zueinander. Dies konnte auch durch Eeva et al.

(2006) an der Lymphom-Zelllinie HF1A3 gezeigt werden, bei der nach CD40-Stimulation
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durch Hochregulation von FLIP long und short (short>long) eine Apotposeresistenz
nachgewiesen wurde [114]. Diese Resistenz war nach Herrunterregulation von FLIP long und
short durch selektive Inhibition von ,nuclear factor (NF)-kB*“ reversibel. Dies zeigt
tibereinstimmend mit den hier erhobenen Daten, dass das Verhiltnis der FLIP-Isoformen long
< short zu einer Apoptoseresistenz und long > short zu einer Apoptosesensitivierung fiihrt.

Zusammenfassend zeigte sich zwischen den immunphinotypisch sehr homogenen Zelllinien
Daudi und Raji ein divergentes Reaktionsverhalten auf die CD40-Stimulation, so wie auf die
CD95-vermittelte Apoptoseinduktion. Die iiberproportional stirkere Hochregulation des
antiapoptotischen Protein FLIP short scheint in den Daudi-Zellen ursidchlich fiir die
Apoptoseresistenz zu sein. In den Raji-Zellen konnte durch die Zugabe von CHX ein
Uberwiegen der proapoptotischen FLIP long Form und dadurch eine relevante Sensitivierung
fiir CD95-vermittelte Apoptose erreicht werden. Diese Unterschiede zwischen den Zelllinien
beziiglich der Modulation von DISC-assoziierten Molekiilen und Aktivierung der
Caspasenkaskade nach CD95-vermittelter Apoptoseinduktion in CD40-stimulierten Zellen,
war Anlass zur Untersuchung der entsprechenden Regulation in primdren Vorldufer-B-ALL-

Blasten von Kinder.
5.2 CD95-vermittelte Apoptose in Vorlidufer-B-ALL-Blasten von Kindern

Nach der Etablierung eines Modellsystems mit den beiden Lymphomzelllinien Daudi und
Raji zur Untersuchung CD95-vermittelter Apoptoseinduktion in CD40-stimulierten B-Zellen,
wurde im ndchsten Teil der vorliegenden Arbeit die Expression und Regulation der
beschriebenen Molekiile in kindlichen Vorldufer-B-ALL-Blasten untersucht und mit
normalen gesunden B-Zellen verglichen. Ruhende unstimulierte Vorldufer-B-ALL-Blasten
zeigen nur eine sehr schwache bis fehlende Expression von CD95 auf ihrer Oberfliche und
sind dadurch nicht sensitiv fiir CD95-vermittelte Apoptose. Dies scheint ein wichtiger
Mechanismus der malignen Zelle zu sein, um sich der physiologischen Elimination zu
entziehen. Vergleichbar mit den zuvor untersuchten Daudi-Zellen, fiihrt die CD40-
Stimulation zu einer signifikanten CD95-Hochregulation auf Vorldufer-B-ALL-Blasten und
gesunden B-Zellen. Trotz deutlich gesteigerter CD95-Expression nach CD40-Stimulation,
war die Sensitivitit fiir CD95-vermittelte Apoptose in den ALL-Blasten signifikant niedriger
als in den zum Vergleich herangezogenen normalen reifen B-Zellen [48]. Die
Aktivitatsbestimmung der rezeptornahen Initiator-Caspase-8 und der distalen Effektor-
Caspase-3/-7 zeigte eine gleichbleibend niedrige Aktivitdit der Caspasen nach CD95-
vermittelter Apoptoseinduktion in CD40-stimulierten Vorldufer-B-ALL-Blasten, wohingegen
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in den CDA40-stimulierten normalen B-Zellen eine deutliche Aktivitdtszunahme nach CD95-
Ligation nachgewiesen werden konnte. Dieser Unterschied und die Tatsache, dass eine
Behandlung der Zellen mit dem Proteinsynthesehemmer Cycloheximid (CHX) zu einer
Steigerung der Sensitivitdt fiir CD95-vermittelte Apoptose flihrt zeigt, dass die Ursache der
Resistenz wahrscheinlich durch eine de novo Synthese anti-apoptotischer oder die Inhibition
proapoptotischer Molekiile verursacht wird. Da in den Vorldufer-B-ALL-Blasten eine
Blockierung der Initiator-Caspase-8 besteht und somit ein frither proximaler Block der CD95-
vermittelten Apoptoseinduktion vorliegt, wurden die an der DISC-Bildung beteiligten
Molekiile vorrangig untersucht. Diese Proteine FADD, Procaspase-8 und FLIP long wurden
in den Vorlaufer-B-ALL-Blasten und gesunden B-Zellen konstitutiv exprimiert und durch die
CD40-Stimulation nicht reguliert. Im Gegensatz dazu, waren die kurzen Isoformen FLIP short
und FLIP-R in den unstimulierten gesunden B-Zellen und B-ALL Blasten nur marginal
nachweisbar. Nach CD40-Stimulation erfolgte in den Vorldufer-B-ALL-Blasten eine
deutliche Hochregulation von FLIP short und —R. Der entscheidende Unterschied zeigte sich
in der nur schwachen Expression von FLIP short und einer fehlenden Expression von FLIP-R
in den normalen B-Zellen nach CD40-Stimulation. Um die Rolle der Expression der beiden
kurzen FLIP-Isoformen weiter zu untersuchen, wurde die Proteinsynthese durch CHX
gehemmt. In den CD40-stimulierten Vorlaufer-B-ALL-Blasten zeigte sich nach Zugabe von
CHX eine deutliche Abschwichung der Expression von FLIP short und die Expression von
FLIP-R wurde in den Blasten fast vollstindig unterdriickt. Gleichzeitig zeigte sich
dementsprechend eine Sensitivierung der Blasten gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose.
Dies zeigt die Abhdngigkeit der Apoptoseresistenz der Vorldufer-B-ALL-Blasten von der
Hohe der Expression der kurzen Isofromen von c-FLIP, insbesondere von FLIP-R. Diese
Ergebnisse wurden in dieser Arbeit fiir die kindliche B-ALL erstmalig beobachtet. Die
Vorldufer-B-ALL-Blasten haben somit zwei Wege entwickelt sich der CD95-vermittelten
Elimination zu entziechen. 1. Die ruhenden B-Zellen sind durch die fehlende
Oberfliachenexpression von CD95 vor Todesrezeptor-vermittelter Apoptose geschiitzt. 2.
Nach CD40-Stimulation halten sie diese Resistenz durch Hochregulation von FLIP short und
—R aufrecht. c-FLIP wurde in seiner Rolle als Apoptoseinhibitor bereits vielfach in malignen
Erkrankungen untersucht. Ein Schwerpunkt ist die Untersuchung von c-FLIP, als
Uberlebenspromotor in B-Zell-Lymphomen [115, 116]. Es zeigte sich, dass eine hohe
Expression von c-FLIP durch Blockierung der Caspase-8 zu einer erhdhten Resistenz
gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose fithrt [106, 117]. Bei verschiedenen malignen
Erkrankungen der B-Zellreihe (Hodgkin Lymphom, B-Non-Hodgkin-Lymphom) wurde
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gezeigt, dass die Hochregulation von c-FLIP mit einer erhohten Resistenz gegeniiber
Chemotherapeutika, dem Entzug zytotoxischer Eliminationsmechanismen und einem
schlechteren klinischen ,,Outcome* einher geht [106, 117]. Irisarri et al. (2000) zeigten mit
den in dieser Arbeit erhobenen Ergebnissen vergleichbare Daten in der Non-Hodgkin-
Lymphom-Zelllinie BR97: Die Apoptoseresistenz gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose,
durch Inhibition der Caspase-8-Aktivierung, wird durch eine hohe Expression von c-FLIP
verursacht. Nach Abnahme der c-FLIP-Expression durch Hemmung der Proteinneusynthese
durch CHX, wurden die BR97-Zellen vergleichbar mit den VorlduferB-ALL-Blasten wieder
fiir CD95-vermittelte Apoptose sensitiviert [118]. Henino et al. (1999) zeigten, dass die
CDA40-Stimulation auch in gesunden B-Zellen eine Hochregulation von CD95 bewirkt und die
Zellen zur Apoptose sensitiviert wurden. Dabei wurde der mitochondriale Signalwege
umgangen und es erfolgte eine Rekrutierung der Procaspase-8 an den DISC-Komplex. Bei
konstitutiver Expression von Caspase-8 und FADD erfolgte eine Modulation der c-FLIP-
Expression nach CD40-Stimulation [77]. Die Arbeitsgruppe zeigte, dass eine transiente
Expression von c-FLIP einen temporiren Schutz CD40-aktivierter B-Zellen gegeniiber der
CD95-vermittelten Apoptose darstellen kann. In den frithen Untersuchungen zu c-FLIP wurde
keine Unterscheidung der Isoformen vorgenommen, seit bekannt werden der beiden kurzen
Isoformen short und —R werden die unterschiedlichen Funktionen der einzelnen Isoformen
und ihr Verhéltnis zueinander untersucht. Der entscheidende Unterschied zu den bisher
erhobenen Daten zu c-FLIP in malignen Erkrankungen der B-Zellreihe, ist die Untersuchung
der kurzen Isoformen von c-FLIP (short und —R) im Verhiltnis zur Expression von FLIP
long. In EBV-transformierten B-Zellen wurde eine Abhdngigkeit der Apoptosesensitivitit
vom Verhiltnis der Expression zwischen Caspase-8 und FLIP long nachgewiesen [113]. In
den in dieser Arbeit untersuchten normalen B-Zellen zeigte sich eine deutliche
Hochregulation von FLIP long und short, mit Uberwiegen der proapoptotischen long Form,
vor und nach CD40-Stimulation. Dies konnte der Grund sein, weshalb die normalen B-Zellen
durch die CD40-Stimulation keine relevante Verdnderung in Bezug auf ihre
Apoptosesensitivierung, verglichen mit den B-ALL-Zellen zeigen. Fiir die Vorlaufer-B-ALL-
Blasten konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass nach CD40-Stimulation FLIP
long und short, im Speziellen aber auch die FLIP-R Form hochreguliert werden und das
Verhéltnis zwischen der proapoptotischen long und den antiapoptotisch wirksamen, kurzen
Isoformen ausgeglichen bzw. sogar zugunsten der kurzen Formen vorliegt. Aulerdem konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Hochregulation von FLIP short und —R nach CD40-

Stimulation stabil (mind. 6 Tage) erfolgt, welches einen Unterschied zur transienten
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Expression bei normalen B-Zellen und kurzzeitaktivierten normalen T-Zellen darstellt [77,
119].

Zusammenfassend konnen die B-ALL Blasten ihre Resistenz gegeniiber der CD95-
vermittelten Apoptose nach CD40-Stimulation trotz einer Hochregulation von CD95 durch
eine Uberexpression der kurzen FLIP Isoformen erhalten. Entscheidend ist das Verhiltnis

zwischen der Isoform long und den Isoformen short und/oder —R von c-FLIP.

5.3 Survivin-Expression als Prognosemarker bei padiatrischen Patienten

mit Vorliaufer-B-ALL

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die Molekiile untersucht, die an der Endstrecke des
Todesrezeptor-vermittelten Apotosepathways beteiligt sind. Insbesondere die Expression von
Survivin, einem Mitglied der [AP-Familie (,,inhibitor of apoptosis protein family*) war
Gegenstand der Untersuchung. Survivin inhibiert die Apoptosekaskade, indem es sowohl die
Aktivierung der Caspase-9 als auch der Caspase-3 blockiert [120]. Survivin wurde in
malignen Geweben als tumorspezifisches Protein beschrieben und ist neben seiner Apoptose-
inhibierenden Wirkung an der Zellzykluskontrolle beteiligt [121]. In der vorliegenden Arbeit
wurde Survivin auf Proteinebene und auf mRNA-Ebene untersucht. Es wurde erstmalig
anhand einer quantitativen Messung die Gesamtproteinexpression von Survivin auf
Proteinebene, sowie auf mRNA-Ebene die Expression von Survivin und seinen
Splicevarianten Survivin-2B und Survivin-AExon3 in pédiatrischen Patienten mit Vorlaufer-
B-ALL untersucht.

In einer Patientenkohorte von 66 pédiatrischen Patienten wurde die Gesamt-
Survivinproteinkonzentration in Vorldufer B-ALL-Blasten untersucht und es konnte aufgrund
der erhobenen Daten eine wichtige prognostische Aussagekraft der Survivin-
Proteinexpression gezeigt werden. Bisher existieren kaum Daten zur klinischen Relevanz der
Survivin-Expression in akuten lymphatischen Leukdmien von Kindern. In der
Zusammenschau der existierenden Daten, die fast ausschliefllich bei Erwachsenen Patienten
mit ALL erhoben wurden, zeigte sich in der Durchfiihrung einer Meta-Analyse von sechs
Studien, dass in den bisher verdffentlichten Studien insgesamt nur ca. 80 erwachsene
Patienten mit einer akuten lymphatischen Leukdmie untersucht wurden [90, 122-126]. In
verschiedenen Studien bei Erwachsenen ALL- und kleinen Kohorten mit pidiatrischen
Patienten mit AML wurde gezeigt, dass es Hinweise auf eine negative prognostische
Bedeutung einer erhohten Survivinprotein-Expression gibt [91, 95, 127]. Bei einer
Untersuchung von 45 Kindern mit akuter myeloischer Leukdmie (AML) zeigte sich in der
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Western Blotanalyse ein Zusammenhang zwischen einer hohen Expression von Survivin-
Protein und einem schlechteren Gesamtiiberleben [92]. Im Gegensatz dazu wurde von Tamm
et al. (2004) Survivin mittels immunhistochemischer Analyse in AML-Blasten von Kindern
untersucht, wobei sich in dieser Studie kein Zusammenhang zwischen der Survivin-
Expression der AML-Zellen und einer schlechteren Prognose zeigte. Methodenbedingt
erfolgte allerdings nur eine isolierte Detektion der zytosolischen Survivin-
Proteinkonzentration [91, 95]. Der Anteil der zytosolisch lokalisierten Form von Survivin
beeinflusst das relative Verhiltnis zwischen Survivin, den nachgeschalteten Caspasen und den
stabilisierenden ~ Proteinen. =~ Verschiedene = Experimente  zeigen, dass  hohe
Survivinkonzentrationen die Endstrecke der Apoptose durch eine indirekte Hemmung der
Effektorcaspase-3 blockiert [107, 128]. Dadurch liegt die aktive Caspase-3 in der Zelle
unterhalb des Schwellenwerts zur Initiierung der Apoptosekaskade vor [129]. Dieses Modell
zeigt, dass die Apoptoseinduktion abhéngig von der Konzentration und insbesondere von der
Ratio zwischen Survivin und Caspase-3 zu sein scheint. Da Survivinprotein in den
verschiedenen Zellkompartimenten in unterschiedlichen Konzentrationen vorliegt [130],
wurde in dieser Arbeit eine quantitative Messung des Gesamt-Survivinproteins in den
Vorldufer-B-ALL-Blasten durchgefiihrt. Es sollte eine reproduzierbare, quantitative
Untersuchungsmethode zur Bestimmung des anti-apoptotischen Proteins Survivin angewandt
werden, um eine Aussage iiber die klinische Relevanz der Survivin-Expression machen zu
konnen. Deshalb war ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit, die Survivin-
Proteinnachweismethode  mittels Survivin-ELISA als eine gut standardisierbare,
kostengiinstige, an groflen Fallzahlen umsetzbare Methode zu belegen. Die Survivin-
Gesamtproteinexpression wurde in dieser Arbeit nur fiir die Hauptform von Survivin
gemessen, da zum Zeitpunkt der Untersuchungen keine ELISA-Antikorper zum Nachweis der
funktionell bedeutenden Splicevarianten auf Proteinebene verfiigbar waren. Eine
Untersuchung der Survivinsplicevarianten auf Proteinebene konnte Inhalt weiterer
zukiinftiger Versuche sein. Auch wenn die Proteinbestimmung derzeit keine sichere
Differenzierung der Splicevarianten von Survivin erlaubt, ist die Bestimmung der
Gesamtproteinmenge dennoch aus funktionellen Griinden sinnvoll. Die bislang vorliegenden
Veroftentlichungen zur Proteinexpression in verschiedenen Geweben bedienen sich in der
Regel qualitativer oder semiquantitativer Nachweisverfahren wie der Westernblotanalyse oder
immunhistochemischer Methoden, wohingegen kaum quantitative Daten zur Survivin-
Expression in Leukdmiezellen der Vorldufer-B-Zellreihe existieren. In der vorliegenden

Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass in den Vorldufer-B-Zellleukdmien von Kindern, eine
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hohe Survivin-Expression in den Blasten mit einem schlechten 3-Jahres-ereignisfreien
Uberleben, einem schlechteren 3-Jahres rezidivfreien Uberleben und einem schlechteren
Gesamtiiberleben einhergeht. Aufbauend auf diesen Ergebnissen ist es zukiinftig moglich, die
Untersuchung der Survivin-Proteinexpression in kindlichen Vorldufer-B-ALL-Blasten als
neuen prognostischer Marker einzusetzen, um Patienten mit besonders aggressiven
Erkrankungen zu identifizieren. Eine signifikante Korrelation mit den klassischen
Risikomarkern wie Alter des Patienten, Leukozytenzahl bei Diagnosesicherung, PVA-Score
oder zytogenetischen Aberrationen wurde nicht nachgewiesen. Die nach dem Phénotyp
eingeteilten Reifestadien der Vorldufer-B-Zellleukdmien (pro-B-ALL, prad- und c-ALL), die
auch als Risikofaktor protokollgemédl3 berticksichtigt werden unterschieden sich, bezogen auf
thre Survivinprotein-Expression nicht. Adida et al. (2000) konnten {iibereinstimmend in
diffusen grofzelligen Lymphomen der B-Zellreihe ebenfalls keine Korrelation zwischen der
Survivin-Expression und dem Reifegrad der untersuchten Zellen nachweisen [131]. Bei den
hier untersuchten Vorldufer-B-ALL-Blasten zeigte sich ein Trend zu hoheren
Survivinkonzentrationen bei den Patienten die initial eine erhdhte Leukozytenzellzahl hatten,
was flir das hohes proliferative Potential und eine gute Fihigkeit zur Selbsterneuerung der
Leukémieblasten ursdchlich sein kann. Diese hohe Leukozytenzahl verbunden mit einer
hohen Survivinprotein-Expression wurde auch von Paydas et al. (2003) bei 28 erwachsenen
Patienten mit ALL gezeigt [125]. Survivin scheint ein sehr wichtiges Molekiil mit Einfluss
auf die schnelle klonale Proliferation und eine verlingerte Uberlebensfihigkeit der Blasten zu
sein. Man kann sicher sagen, dass die Uberexpression von Survivin aufgrund seiner
Beteiligung an der Zellzykluskontrolle eine pathogenetisch wichtige Rolle bei der Entstehung
von Leukdmien hat, und wie von mehreren Gruppen fiir andere maligne Erkrankungen
beschrieben, mit einem schlechteren Therapieansprechen korreliert. [100, 132-134]. Die
erhohte Survivin-Expression bei den untersuchten B-ALL Patienten mit einem Rezidiv ihrer
Erkrankung l4sst vermuten, dass die hohen Survivinlevel einen Uberlebensvorteil der Blasten
durch Inhibition der Apoptose darstellen. Deshalb kann die Detektion von Survivin genutzt
werden, Patienten mit einem schlechteren Outcome zu identifizieren. Bezogen auf das EFS,
RFS und OS zeigten sich bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten der Hochrisiko- und
Niedrigrisiko-Gruppen keine signifikanten Unterschiede der Survivin-Expression. Dies
konnte dadurch bedingt sein, dass die Patienten der Hochrisikogruppe eine protokollgemif
intensivere Chemotherapie erhalten und dadurch der negative Effekt einer erhdhten Survivin-
Expression maskiert wird. Die verschiedenen zur kurativen Therapie eingesetzten

Chemotherapeutika induzieren den Zelltod sowohl iiber Todesrezeptoren sowie mitochondrial
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lokalisierte Molekiile die in einer gemeinsamen Endstrecke miinden. Die Tatsache, dass
Survivin als Inhibitor der Effektorcaspasen wirkt und dadurch die gemeinsamen Endstrecke
des intrinsischen und extrinsischen ,,Apoptosepathways* blockiert ldsst vermuten, dass
Survivin auch eine Schliisselfunktion bezogen auf die Wirkmechanismen von
Chemotherapeutika besitzt [107]. Zhou et al. (2002) zeigte eine Modulation der Survivin-
Expression durch verschiedene Chemotherapeutika, z.B. Daunorubicin. Daunorubicin fiihrt
durch Interaktion zwischen dem Tumorsuppressorgen p53 und Survivin zu einer
,2Downregulation® von Survivin und dadurch zur Sensitivierung fiir Apoptose in ALL-Zellen
[135, 136]. AuBerdem konnte von Ceballos-Cancino et al. (2007), gezeigt werden, dass
Survivin das pro-apoptotische SMAC-Molekiil inhibiert. SMAC wird aus den Mitochondrien
freigesetzt und bindet direkt an Mitglieder der IAP Familie, wodurch diese neutralisiert
werden und die Inhibition der Effektorcaspasen 3, -6 und -9 aufgehoben wird [137]. Survivin
und Survivin-AEx3 konnen durch intramitochondriale Bindung die Freisetzung von SMAC
verhindern und gleichzeitig auch das zytosolisch vorliegende SMAC blockieren [138]. Die
verschiedenen Funktionen, die Survivin sowohl in der Zellzykluskontrolle als auch bei der
Inhibition der physiologischen Apoptose ausiibt, zeigen die komplexe Rolle die Survivin bei
der Entstehung maligner himatologischer Erkrankungen zu spielen scheint.
Zusammenfassend konnte durch die Ergebnisse dieser Arbeit, die hohe Survivinprotein-
Expression als neuer, von den klassischen klinischen Risikofaktoren unabhingiger
Risikofaktor fiir das EFS, RFS und OS bei kindlichen Vorldufer B-Zellleukdmien belegt
werden.

Aufbauend auf den auf Proteinebene erhobenen Daten, wurde in einem zweiten Teil die
Survivin-Expression auf mRNA-Ebene untersucht. Durch alternatives Splicing liegen vier
mRNA-Splicevarianten von Survivin vor. Bisher beschrieben wurden Survivin-2B, Survivin-
AExon3, Survivin-2a und Survivin-3B, welche ein unterschiedliches pro- oder anti-
apoptotisches Potential aufweisen [85, 139]. Survivin und seine pro-apoptotische
Splicevariante Survivin-2B sind bevorzugt im Zytoplasma lokalisiert, die anti-apoptotische
Splicevariante Survivin-AEx3 vermehrt im Nukleolus [85, 140]. Fiir die beiden
Splicevarianten Survivin-3D und Survivin-2a lagen zum Zeitpunkt der Untersuchungen noch
keine Daten iiber die klinische Relevanz vor und es waren keine Primer-gekoppelten Sonden
zur Detektion mittels ,,real-time-PCR* verfiigbar. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen zeigen erstmalig eine quantitative Messung der mRNA-Expression der
funktionell bedeutenden  Survivinsplicevarianten Survivin, Survivin-2B und Survivin-

AExon3 bei 20 pédiatrischen Patienten mit Vorldufer-B-ALL. In der Literatur existieren
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derzeit nur sporadische Arbeiten zur quantitativen Untersuchung der Survivin-mRNA-
Expression in Vorldufer-B-ALL-Blasten, insbesondere keine Untersuchungen bei Kindern.
Anhand der hier erhobenen Daten wurde gezeigt, dass alle drei Isoformen Survivin, Survivin-
2B und Survivin-AExon3 in den pédiatrischen ALL-Blasten exprimiert werden. Besonderes
Interesse galt der Untersuchung, inwiefern die Hohe der gemessenen Survivinexpression der
einzelnen Isoformen mit den klinischen Parametern der untersuchten Patienten korreliert. Die
Patienten wurden anhand der oben genannten klinischen Risikoparameter in eine Hoch- und
Niedrigrisiko-Gruppe aufgeteilt. Die Hohe der Expression von Survivin und Survivin-AExon3
zwischen den Patienten der Hoch- und Niedrigrisiko-Gruppe war vergleichbar. Es zeigte sich
jedoch eine deutlich hohere Expression der pro-apoptotisch wirksamen Survivin-2B-Isoform
bei den Patienten der Niedrigrisiko-Gruppe. Diese Patienten prasentieren sich hdufig mit einer
niedrigeren initialen Leukozytenzahl, was durch die hemmende Wirkung von Survivin-2B auf
das anti-apoptotische und somit stark proliferative Potential der anderen Splicevarianten
verursacht sein konnte. Survivin-AExon3 scheint ein hohes anti-apoptotisches Potential zu
besitzen und eine Uberexpression wurde in verschiedenen aggressiv wachsenden Tumoren
beschrieben und scheint mit einer schlechten Prognose korreliert zu sein. Bei erwachsenen
Patienten mit einer prognostisch ungiinstigen und aggressiv verlaufenden akuten
lymphatischen Leukdmie zeigten sich im Vergleich zu Patienten mit einer chronisch
lymphatischen Leukdmie eine deutlich hohere Expression von Survivin-AExon3. Survivin-2B
wurde kaum exprimiert [123]. Die Uberexpression von Survivin-AExon3 konnte in den
ebenfalls schnell proliferierenden Vorldufer-B-ALL-Blasten der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten padiatrischen Patienten nicht bestétigt werden, die Expression von Survivin-
AExon3 war erstaunlicherweise niedriger als in den gesunden Kontrollproben. Survivin und
die Splicevariante-2B waren in den kindlichen Vorldufer-B-ALL-Blasten im Vergleich zu den
gesunden reifen B-Zellen jedoch deutlich erhdht. Survivin-2B wurde als pro-apoptotisches
Molekiil beschrieben, welches als Antagonist der beiden anti-apoptotischen Formen Survivin
und Survivin-AExon3 wirkt [139]. In Magenkarzinomen und Nierenkarzinomen wurde
gezeigt, dass ein hhohes Tumorstadium und ein Tumorprogress mit einer Verschiebung des
Splicevarianten-Verhiltnisses zugunsten der anti-apoptotischen Formen und gleichzeitig mit
einer Abnahme der Survivin-2B-Expression einhergeht [85, 100]. Das hohe
Proliferationspotential im Sinne eines Tumorprogress konnte also durch die fehlende
Hemmung der anti-apoptotischen Isoformen durch Survivin-2B verursacht sein.
Ubereinstimmend mit diesen Daten konnte auch in benignen ZNS-Tumoren eine deutlich

hohere Expression der Survivin-2B-Isoform, im Gegensatz zu einer niedrigen Expression in
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malignen schnell wachsenden Hirntumoren gezeigt werden [134]. Survivin-2B scheint durch
seine hemmende Wirkung auf die beiden anti-apoptotisch wirksamen Survivin-Isoformen
prognostisch giinstig zu sein. Durch eine Heterodimerisierung von Survivin-2B mit Survivin
erfolgt eine Verminderung der anti-apoptotischen Potenz von Survivin, so dass Survivin-2B
als interner Regulationsschalter der anti-apoptotischen Wirkung fungiert. Aus diesem Grund
lasst sich die apoptotische Potenz im Sinne eines ,,apoptotischen Indexes* (PI) bestimmen,
indem man die attenuierende Splicevariante Survivin-2B ins Verhéltnis zur Summe der anti-
apoptotischen Splice-Formen von Survivin setzt. In der Auswertung der erhobenen Daten bei
den Vorldufer-B-ALL-Blasten zeigte sich keine signifikante Korrelation, aber ein scheinbar
hoherer proapoptotischer Index (Survivin-2B/Survivint+Survivin-AExon3) bei den Patienten
der Niedrigrisiko-Gruppe. Bei den untersuchten Patienten in der prognostisch giinstigeren
Gruppe unter 10 Jahren zeigte sich ebenfalls eine erhohte Expression der Splicevariante
Survivin-2B im Vergleich zu den prognostisch ungiinstigeren Patienten mit einem Alter bei
Erkrankungsbeginn von tiber 10 Jahren. Bei 13 Patienten wurde parallel sowohl auf mRNA-
Ebene, wie auch auf Proteinebene die Surivin-Expression untersucht. Vermutlich aufgrund
der sehr kleinen Fallzahl zeigten sich hier keine signifikanten Ubereinstimmungen zwischen
den Ergebnissen der beiden Methoden.

Der Verlauf und die Prognose der B-Zellleukdmien des Kindesalters unterscheiden sich mit
einem ereignisfreiem Uberleben von 80-90% der Patienten nach Therapie mit den etablierten
Studienprotokollen, deutlich von dem der Erwachsenenleukdmien. Dies kann zum einen in
der Anwendung unterschiedlicher Therapieprotokolle begriindet liegen, zum anderen sind
jedoch auch die Phéno- und Genotypen der Leukdmieblasten in beiden Patientenkollektiven
unterschiedlich. Die Erkenntnis, dass Survivin-2B als natiirlicher Antagonist gegeniiber den
antiapoptotischen Isoformen wirkt und sich eine hohe Expression von Survivin-2B als
prognostisch glinstig darstellt, lieBe sich in Zukunft zur Entwicklung alternativer
Therapieansdtze in der Leukdmiebehandlung nutzen, indem man versucht das
Expressionsverhéltnis der verschiedenen Isoformen zu beeinflussen. Neben dem Einfluss der
Chemosensitivitdit der Blasten auf das Therapieansprechen, spielen bei den
Leukdmiepatienten immunologische Kontrollmechanismen eine wichtige Rolle fiir die
langfristige Erhaltung der Remission. Im Rahmen der immunologischen Kontrolle spielt die
Erkennung der malignen Zellen und deren Unterscheidung von normalem gesunden Geweben
eine entscheidende Rolle. Neben den klassischen leukdmiespezifischen Antigenen, die
physiologisch auch im Rahmen von Reifungsstadien exprimiert werden, gibt es verschiedene

Antigene, die nur in spezifischen Tumorgeweben und nicht in gesunden reifen Geweben
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exprimiert werden [141]. Sie konnen als spezifische Zielobjekte fiir immuntherapeutische
Therapieverfahren genutzt werden [142]. Survivin bietet sich durch seine fehlende Expression
in reifen gesunden Geweben als tumorspezifisches Antigen in der immunologischen
Tumortherapie an [87]. In einer Arbeit von Schaft et al.(2005) konnte gezeigt werden, dass
zytotoxische T-Zellen durch Survivin-RNA transfizierte dendritischen Zellen stimuliert
wurden und eine tumorspezifische Immunantwort auslosen konnen [143, 144]. Coughlin ef al
(2004). transfizierte Neuroblastom-RNA in CD40 aktivierte B-Zellen, kultivierte sie mit
Survivinantigen beladenen Zellen und konnte hierdurch eine tumorspezifische T-Zellantwort
auslosen [145]. Aufgrund dieser Ergebnisse, die durch andere Gruppen auch fiir weitere
Tumorentitidten bestdtigt werden konnte, scheint Survivin ein ideales Target fiir die
Tumorimmuntherapie darzustellen, da es insbesondere in den Blasten hochexprimiert wird.
Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse zu nutzen, um neue Therapieformen wie die
Beeinflussung des Expressionverhiltnis der verschiedenen Survivin-Isoformen oder Survivin
als tumorspezifisches Antigen in der Immuntherapie zu entwickeln, konnten Ausgangspunkt

fiir weitere Untersuchungen sein.
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6 Zusammenfassung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die rezeptornahen Schritte nach CD95-vermittelter
Apoptoseinduktion, in unstimulierten und CD40-stimulierten Lymphomzelllinien und
Vorlaufer-B-ALL-Blasten von Kinder untersucht und mit normalen B-Zellen verglichen. Die
beiden unreifen Lymphomzelllinien Daudi und Raji, die zur Etablierung der Versuche in
primidren Leukdmiezellen als Modellsystem dienten, zeigen ein divergentes basales
Expressionsmuster von CD95 und eine unterschiedliche Sensitivitidt fir CD95-vermittelte
Apoptose. Die untersuchten Daudi-Zellen hatten eine initial niedrige Expression von CD95
auf ihrer Oberfliche, welche durch CD40-Stimulation deutlich hochreguliert wurde, jedoch
trotzdem nicht zu einer signifikanten Sensitivierung fiir CD95-vermittelte Apoptose fiihrte.
Die Raji Zellen zeigten schon initial eine hohe Expression von CD95 die sich durch CD40-
Stimulation nicht relevant steigern lies und auch die Sensitivitdt gegeniiber CD95-vermittelter
Apoptose nicht verstdrkte. Ursdchlich fiir dieses unterschiedliche Verhaltensmuster scheint
eine Blockade in der Fortleitung der CDO95-vermittelten Apoptose am ,,death-inducing-
signaling-complex* (DISC) durch c-FLIP zu sein. Das Molekiil c-FLIP blockiert nach CD95-
vermittelter Apoptoseinduktion die Rekrutierung der Procaspase-8 am DISC und verhindert
somit die Aktivierung der proximalen Initiator- und distalen Effektorcaspasen die zum Ablauf
der Apoptose fithren. Der entscheidende Unterschied zeigte sich bei den CD40-stimulierten
Daudi-Zellen in einer iiberproportional stirkeren Hochregulation der antiapoptotischen FLIP
short-Form im Vergleich zur Expression des proapoptotischen FLIP long. Bei den Raji-Zellen
wurden FLIP long und die kurze, der short-Form vergleichbare R-Form in einem
ausgeglichenen Verhéltnis, unabhéngig von der CD40-Stimualtion, stabil exprimiert. Nach
CD95-vermittelter Apoptoseinduktion in den Raji-Zellen, wurde durch Zugabe des
Proteinsynthesehemmer Cycloheximid das Verhéltnis zwischen FLIP long und —R zugunsten
der proapoptotischen FLIP long Form verschoben und dadurch eine deutliche Sensitivierung
fiir CD95-vermittelte Apoptose erreicht.

Vergleichbar mit den Daudi-Zellen zeigte sich auch in den primdren Vorldufer-B-
Zellleukdmieblasten nach CD40-Stimulation eine Hochregulation der beiden kurzen
Isoformen FLIP short und —R. Die Expression von FLIP-R konnte erstmalig in kindlichen
Vorldufer-B-ALL-Blasten nachgewiesen werden. In den gesunden reifen B-Zellen wurde nur
die antiapoptotische FLIP short-Isoform exprimiert, die im Verhéltnis zur proapoptotischen
long-Form jedoch deutlich schwécher exprimiert wurde. In dieser Arbeit konnte erstmalig ein

Uberwiegen der Expression der kurzen FLIP-Isoformen (short und —R) im Verhiltnis zu FLIP
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long, als eine Ursache filir die gesteigerte Apoptoseresistenz der Vorldufer-B-ALL-Blasten
von Kindern gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose, im Vergleich zu gesunden B-Zellen,
belegt werden. Insbesondere die Ratio zwischen der proapoptotischen long-Isoform zu den
antiapoptotischen kurzen Isoformen short und —R scheint entscheidend fiir die Ausprigung
der Apoptoseresistenz zu sein.

In einem zweiten Teil der Arbeit wurde Survivin, ein Mitglied der ,,Inhibitor of apoptosis
family* (IAP) mittels ELISA und PCR, auf Protein- sowie mRNA-Ebene in Vorldufer-B-
ALL-Blasten von Kindern untersucht. Das tumorspezifische Molekiil Survivin hemmt die
gemeinsame Endstrecke des todesrezeptor-vermittelten und des iiber die Mitochondrien
fortgeleiteten Apoptosepathways, durch Inhibition der Effektorcaspasen-3 und —-9. Die
Messung der Survivin Gesamt-Proteinkonzentration erfolgte mittels ELISA-Technik in
Vorldufer-B-ALL-Blasten von 66 Kindern. In retrospektiven multivariaten Analyse stellt sich
Survivin als ein neuer unabhidngiger Risikoparameter von den klassischen klinischen
Risikofaktoren (Alter, Leukozytenzahl, Immunphénotyp, PVA-Score, Translokationen) dar.
Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass die Hohe der Survivinexpression in den
Vorldufer-B-ALL-Blasten der untersuchten pédiatrischen Patientenkohorte einen
unabhiingigen Risikofaktor fiir das 3-Jahre-ereignisfreie-Uberleben, das 3-Jahre-rezidivfreie-
Uberleben und das Gesamtiiberleben darstellt.

Dariiberhinaus wurde die prognostische Bedeutung des IAP Survivin in Vorldufer-B-ALL—
Blasten von 20 Kindern auf mRNA-Ebene untersucht. Dabei erfolgte die Analyse der
Expression von Survivin und seinen funktionell bedeutsamen Splicevarianten Survivin-2B
und Survivin-AExon3 in einer qualitativen und quantitativen PCR. Survivin wurde in den
Vorldufer-B-ALL-Blasten der untersuchten Kinder deutlich iiberexprimiert und wurde in
peripheren Blutzellen und Knochenmark von gesunden Probanden nicht nachgewiesen. Nach
Etablierung einer quantitativen ,,real-time*“-PCR wurde die Survivin-Expression der einzelnen
Splicevarianten Survivin, Survivin-2B und Survivin A-Exon3 in den Vorldufer-B-ALL-
Blastenquantitativ bestimmt. Die Hohe der relativen mRNA-Expression von Survivin und
seinen Splicevarianten wurde anschliessend mit den klassischen klinischen Risikofaktoren
korreliert. Es konnte eine signifikant hohere Expression der pro-apoptotischen Splicevariante
Survivin-2B bei den Niedrigrisikopatienten im Vergleich zu den Hochrisikopatienten
nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnte in den Vorldufer-B-Zell-Blasten der untersuchten pédiatrischen

Patienten erstmalig die Uberexpression der kurzen antiapoptotischen Isoformen von c-FLIP
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als eine Ursache fiir die erhohte Apoptoseresistenz der Leukdmieblasten bestitigt werden,

sowie eine prognostische Relevanz der Survivinexpression neu belegt werden.
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Untersuchungen verschiedener Stufen der CD95-vermittelten Apoptose und

des IAP Survivin in Vorliufer-B-Zell-Leukimieblasten von Kindern

Maligne transformierte Zellen haben Resistenzmechanismen entwickelt, um sich der
physiologischen Apoptose und damit ihrer immunologischen Elimination zu entziehen. Auch
in den unreifen B-Zell-Blasten der akuten lymphatischen Leukdmie von Kindern scheint eine
Apoptoseresistenz entscheidend zur Entwicklung einer hochmalignen und aggressiv schnell
proliferierenden Erkrankung beizutragen.

Schwerpunkt dieser Arbeit war es, einzelne rezeptornahe und an der Endstrecke der
Apoptosekaskade beteiligte Molekiile, die zur pathologischen Regulation der Todesrezeptor-
CD95-vermittelten Apoptose fithren zu untersuchen und die Unterschiede zu normalen B-
Zellen zu beschreiben. Zu den im Western Blot untersuchten Molekiilen gehorten
insbesondere die an der Bildung des Todesrezeptorkomplex (DISC, ,death-inducing-
signaling-complex*) beteiligten Vertreter. Das Molekiil c-FLIP, welches die Aktivierung der
Procaspase-8 am DISC blockiert und dadurch die Fortleitung der durch CD95 eingeleiteten
Apoptosekaskade in den frithen Schritten verhindert, war Schwerpunkt der Untersuchung. In
den beiden unreifen Lymphomzelllinien Daudi und Raji zeigte sich nach CD40-Stimulation
eine hohe CD95-Expression, dennoch lag in beiden Zelllinien eine Resistenz fiir CD95-
vermittelte Apoptose vor. Ursdchlich scheint bei CD40-stimulierten Daudi-Zellen eine
tiberproportional stirkere Hochregulation des antiapoptotischen Proteins c-FLIP short zu sein.
In den Raji-Zellen wurde durch Zugabe des Proteinsynthesehemmer Cycloheximid, das zuvor
ausgeglichene Verhéltnis zwischen FLIP long und —R, zugunsten der proapoptotischen FLIP
long Form verschoben, und eine deutliche Sensitivierung fiir CD95-vermittelte Apoptose
erreicht. In den primiren Vorldufer-B-ALL-Blasten zeigte sich nach CD40-Stimulation eine
Hochregulation der beiden antiapoptotischen kurzen Isoformen FLIP short und —R, wobei die
Expression von FLIP-R erstmalig in kindlichen Vorldufer-B-ALL-Blasten nachgewiesen
wurde. In den gesunden reifen B-Zellen die eine signifikant hohere Sensitivitit fiir CD95-
vermittelte Apoptose zeigten, wurde die proapoptotisch wirksame long-Form deutlich starker
als die antiapoptotische FLIP short-Isoform exprimiert. Die kurze Isoform FLIP-R war in den
normalen B-Zellen, nicht nachweisbar. Es konnte erstmalig eine Uberexpression der kurzen
FLIP-Isoformen (short und —R) als eine Ursache fiir die gesteigerte Apoptoseresistenz der
Vorldufer-B-ALL-Blasten von Kindern, gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose, im
Vergleich zu gesunden B-Zellen belegt werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das antiapoptotische Molekiil Survivin, ein Mitglied der
,Inhibitor of apoptosis family* (IAP) auf Protein- sowie mRNA-Ebene in Vorldufer-B-ALL-
Blasten von Kindern quantifiziert und seine prognostische Bedeutung gepriift. Das
tumorspezifische Molekiil Survivin hemmt die gemeinsame Endstrecke des todesrezeptor-
vermittelten und des iiber die Mitochondrien fortgeleiteten Apoptosepathways, durch
Inhibition der Effektorcaspasen-3 und -9. Die Messung der Survivin Gesamt-
Proteinkonzentration erfolgte mittels ELISA-Technik in Vorldufer-B-ALL-Blasten von 66
Kindern. In einer retrospektiven multivariaten Analyse stellt sich Survivin als ein neuer
unabhéngiger Risikoparameter von den klassischen klinischen Risikofaktoren (Alter,
Leukozytenzahl, Immunphinotyp, PVA-Score, Translokationen) dar. Die erhohte Survivin-
Expression konnte als unabhingiger Risikofaktor fiir das 3-Jahre-ereignisfreie-Uberleben, das
3-Jahre-rezidivfreie-Uberleben und das Gesamtiiberleben identifiziert werden.
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Auf mRNA-Ebene erfolgte die Analyse der Expression von Survivin und seinen funktionell
bedeutsamen Splicevarianten Survivin-2B und Survivin-AExon3 in einer qualitativen und
quantitativen PCR. Survivin wurde in den Vorldufer-B-ALL-Blasten der untersuchten Kinder
deutlich iiberexprimiert und die Hohe der relativen mRNA-Expression von Survivin und
seinen Splicevarianten anschlieBend mit den klassischen klinischen Risikofaktoren korreliert.
Es konnte eine signifikant hohere Expression der pro-apoptotischen Splicevariante Survivin-
2B bei den Niedrigrisikopatienten im Vergleich zu den Hochrisikopatienten nachgewiesen
werden und somit die prognostisch und eventuell therapeutische Relevanz gezeigt werden.

gez. Univ.-Prof. Dr. D.Dilloo
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