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1 Einleitung

1.1 Aggressive Lymphome

Aggressive Lymphome sind eine Gruppe lymphoider Neoplasien, die unter klinischen Aspek-
ten Gemeinsamkeiten aufweisen. HIDDEMANN ET AL. (1996) teilten die verschiedenen Entitdten
der Revised European-American Classification of Lymphoid (REAL) Neoplasms (HARRIS ET AL.
1994) in die Gruppen indolente, aggressive und sehr aggressive Lymphome sowie klassische
Hodgkin-Lymphome ein. Aggressive und sehr aggressive Lymphome (vgl. Tabelle 1) haben im
Gegensatz zu indolenten Lymphomen einen schnellen klinischen Verlauf mit plotzlichem
Symptombeginn und fiihren unbehandelt innerhalb von Monaten zum Tod. Bei gutem An-
sprechen auf die Chemotherapie sind sie aber potentiell heilbar (HIDDEMANN ET AL. 1996).

Tabelle 1: Ausgewdhlte aggressive und sehr aggressive Lymphome nach HIDDEMANN ET AL. (1996, S. 4088); Nomenklatur
entspricht HARRIS ET AL. (1994)

B-Zell-Neoplasien T-Zell-Neoplasien
Aggressive Diffuses groRzelliges B-Zell-Lymphom
Lymphome Mantelzell-Lymphom
Sehr aggressive Burkitt-Lymphom Precursor T-lymphoblastische-Lymphome

Lymphome

Die World Health Organisation (WHO) nimmt diese klinische Gruppierung allerdings in ihrer
aktuellen Klassifikation lymphatischer Neoplasien (SWERDLOW ET AL. 2008) nicht auf, sondern
gliedert die diversen Lymphomentitdten vornehmlich nach immunphanotypischen Eigen-
schaften und morphologischen Ahnlichkeiten der Lymphome mit den physiologischen Reife-
stadien der lymphatischen Differenzierung. Da beide Einteilungen auf der Nomenklatur der
Entitaten nach HARRIS ET AL. (1994) basieren, wird die Einteilung nach HIDDEMANN ET AL. (1996)
auch weiterhin weltweit benutzt und stellt eine Briicke dar zwischen der zunehmend spezifi-
scheren Phanotypisierung und der klinischen Handhabbarkeit wissenschaftlicher Erkenntnis-
se. Dies ist vor allem fir die Weiterentwicklung spezieller Therapien einzelner Entitaten von

groRer Bedeutung.

Diffuses groR3zelliges B-Zell-Lymphom

Das diffuse grofRzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) ist mit einem Anteil von 31 % an allen Lym-
phomen weltweit das haufigste Non-Hodgkin-Lymphom (NHL). Das mediane Patientenalter
betragt 64 Jahre, wobei Manner mit 55% etwas hadufiger betroffen sind (ANON. 1997; ARMITA-
GE und WEISENBURGER 1998). Die aktuelle Therapie basiert auf einer Polychemotherapie
(CHOP) mit dem anti-CD20-Antikérper Rituximab (R-CHOP), der die Prognose des DLBCL im
Vergleich zur Pra-Rituximab-Ara erheblich verbessert hat (ColFFier 2007). In Abhingigkeit von
diversen Risikofaktoren kénnen mit aktuellen Therapieregimen 4-Jahres-Uberlebensraten
von 55 % bis 94 % erzielt werden (SEHN ET AL. 2007).
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Mantelzell-Lymphom

Das Mantelzell-Lymphom (MCL) weist einen Anteil von 6 % an allen NHL auf, das mediane
Patientenalter betragt 63 Jahre, wobei Manner mit 73 % deutlich haufiger betroffen sind
(ANON. 1997). MCL sind genetisch durch die Translokation 4;11 und eine CyclinD1-
Uberexpression gekennzeichnet (CAMPO ET AL. 1999; BOSCH ET AL. 1994). Eine familidre Hiu-
fung von MCL und von MCL mit anderen B-Zell-Neoplasien ist von TORT ET AL. (2004) be-
schrieben worden. Bei der aktuellen Therapie stehen Chemotherapieregime wie R-CHOP im
Mittelpunkt, doch die Langzeitergebnisse erreichen beim MCL geringere Therapieerfolge als
beim DLBCL, weshalb die wissenschaftliche Diskussion und die Ansatze klinischer Studien
hier noch wesentlich vielfiltiger sind (SALAVERRIA ET AL. 2006). Die mittlere Uberlebenszeit
konnte zwar in den letzten Jahren verbessert werden, betragt aber dennoch nur drei bis vier
Jahre (CAMPO ET AL. 1999; SWERDLOW und WiLLIAMS 2002). Bei jlingeren Patienten konnte aktu-
ell mit aggressiver Chemotherapie bei zusatzlicher Gabe von Rituximab und autologer
Stammzelltransplantation ein progressionsfreies Intervall von sechs Jahren bei 66 % der Stu-
dienpatienten erzielt werden (GEISLER ET AL. 2008).

Burkitt-Lymphom

Das Burkitt-Lymphom (BL) ist mit einer Pravalenz von <1 % eine seltene Entitdat (ANON.
1997), die aber vor allem als endemische Form in Aquatorialafrika, Papua und Neuguinea die
haufigste maligne Erkrankung bei Kindern darstellt (BURKITT 1958). Der Altersmedian liegt bei
31 Jahren, wobei mannliche Patienten mit 89 % deutlich Uberreprasentiert sind (ANON.
1997). Mit intensiver kombinierter Hochdosischemotherapie kénnen bis zu 90 % der Patien-
ten mit niedrigem Krankheitsstadium bei Therapiebeginn geheilt werden (PATTE ET AL. 2007).
Patienten mit fortgeschrittenem Stadium kénnen zu 60-80 % geheilt werden (SOUSSAIN ET AL.
1995). Rituximab scheint bei dieser duRerst aggressiv verlaufenden Krankheit sowohl bei
jungen als auch bei alteren Patienten hilfreich zu sein (DE VRIES ET AL. 2004; THOMAS ET AL.
2006). Obwohl das BL heilbar ist, sterben vor allem in Afrika immer noch sehr viele Patienten
an dieser Krankheit (HARIF ET AL. 2005).

Precursor T-lymphoblastisches Lymphom

Precursor T-lymphoblastische Lymphome (T-NHL) sind mit einer Pravalenz von 1,7 % eine
kleine Entitdt aller NHL, die aber mit einem medianen Patientenalter von 25 Jahren, einem
Anteil von 74 % mannlichen Patienten und ihrem sehr aggressiven Verlauf doch eine beson-
dere Gruppe darstellt (ANON. 1997; ARMITAGE und WEISENBURGER 1998). Des Weiteren hat die-
se Patientengruppe ein erhéhtes Risiko fiir initiales Therapieversagen und friihzeitige Rezidi-
ve, hdufig auch mit Beteiligung des Zentralen Nervensystems (GOLDBERG ET AL. 2003). Die The-
rapie erfolgt auch bei den T-NHL in verschiedenen Studien mit CHOP-dhnlichen Chemothe-
rapieprotokollen mit dem Ziel, die fiinf-Jahres-Uberlebensrate der Patienten von derzeit
26 % zu verbessern (MOREL ET AL. 1992; ANON. 1997).
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1.2 Therapeutische Tyrosinkinaseinhibition

Die Aktivierung intrazellularer Tyrosin-vermittelter Signaltransduktionswege wurde in einer
Reihe von Tumorentitaten als kritisch fiir die Tumorprogression beschrieben (BisHop 1983;
ULLRICH und SCHLESSINGER 1990). Mit molekularer Identifikation der tumorassoziiert aktivierten
Tyrosinkinasen wurden dementsprechend Zielstrukturen charakterisiert, deren Inhibition zur
Hemmung des Tumorwachstums beitragen kann. So gilt paradigmatisch die therapeutische
Tyrosinkinaseinhibition mit Imatinib bei der chronischen myeloischen Leukamie (CML) als die
erste zielgerichtete Therapie (,targeted therapy”) einer monogenetischen Tumorerkran-
kung, die zur Standardtherapie geworden ist (DRUKER ET AL. 2006; HEHLMANN ET AL. 2007; KAN-
TARJIAN ET AL. 2007). Das durch die Translokation 9;22 entstehende BCR-ABL-Fusionsgen fiihrt
zu einer konstitutiven Uberexpression der wachstumsférdernden ABL-Tyrosinkinase und ist
somit ursdachlich an der Entstehung der chronischen myeloischen Leukamie beteiligt (DEININ-
GER ET AL. 2000). Imatinib verhindert als kompetitiver Inhibitor an der BCR-ABL1-Tyrosinkinase
die Phosphorylierung und hemmt somit die unkontrollierte Zellproliferation (DRUKER und
LypoN 2000). Die 5-Jahresiiberlebensrate liegt mit dieser zielgerichteten Therapie derzeit bei
89 % (DRUKER ET AL. 2006).

Fiir DLBCL konnte mit der spezifischen Inhibition der Spleen-Tyrosinkinase (SYK) ein ahnli-
cher Ansatz entwickelt werden, der sich moglicherweise auch auf weitere aggressive Lym-
phome Ubertragen ldsst, deren Proliferation vom B-Zell-Rezeptor (BCR) abhangig ist (CHEN ET
AL. 2008).

Der BCR ist ein Multiprotein, das aus einem extrazellular migh

. . ) CD19
membranstandigen Immunglobulin (mIgM) und einem

nicht-kovalent gebundenen intrazellularen Signaltrans- P|3K—->P|P3 Lyn)f ';

——
duktionselement Ig-o/p besteht (Kurosaki 1998). Anti- / Byl: W 1g-0/B
genbindung am migM fihrt zur Rezeptoraggregation und Akt S;k
nachfolgender Phosphorylierung bestimmter Bindungs- 4{ , i

42 T (eh2)s09)
stellen an Ig-a/pB, wodurch SYK aktiviert und letztlich TLC /Zl @P% l
ebenfalls phosphoryliert wird (vgl. Abbildung 1). Die SYK- bad) (1p, (Rad)
Aktivierung funktioniert hierbei als Signalverstarker fur T
die nachfolgenden Signalschritte (GAULD ET AL. 2002). SYK > =)= )=
. X . . Pro-B T Pre-B ImmalureTTransiliona!TMalure
hat eine entscheidende Bedeutung fir die B-Zell- = sy | | yn-
. . Syk™"” cD197"
Entwicklung, was an Mausmodellen gezeigt werden Ig-o/p™
PIB)K™™
konnte, bei denen ein SYK-Verlust zur Akkumulation un- BLNK ™~

reifer B-Zell-Vorstufen gefiihrt hatte (CHENG ET AL. 1995). Abbildung 1: BCR-Signalweg und B-Zell-

. . .. . Entwicklung. Oben: vereinfachte, antigen-
Neben der antigenvermittelten BCR-Aktivierung, die vor , 8 B . 8
vermittelte BCR-Aktivierung; unten: Signale,

allem die Weiterentwicklung zur Plasmazelle und die e die B-zell-Entwicklung beeinflussen.

Produktion von Antikérpern zur Folge hat, findet auBer- (mod. nach GAulDET AL 2002, S. 1641).
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dem eine tonische (,,tonic“) BCR-Aktivierung statt, deren Regulierung zwar noch genauer zu
untersuchen bleibt, bei der SYK jedoch nach aktueller Studienlage von zentraler Bedeutung
ist (MONROE 2006). CHEN ET AL. (2008) konnten zeigen, dass die spezifische SYK-Inhibition bei
mehreren DLBCL mit intaktem BCR-Signalweg zur Apoptoseinduktion flihrt. Die Tatsache,
dass diese Ergebnisse auch ohne antigenvermittelte BCR-Aktivierung erzielt werden konn-
ten, betont die Bedeutung der tonischen Komponente des BCR-Signals fiir das Uberleben
und die Differenzierung der B-Zellen.

CHEN ET AL. (2008) verwendeten den ATP-kompetitiven SYK-Inhibitor R406, dessen Wirkung
bereits bei anderen immunologisch vermittelten Krankheitsbildern in Phase-II-Studien kli-

nisch erwiesen ist (FRIEDBERG ET AL. 2010).

Die zielgerichtete Tyrosinkinaseinhibition des SYK-vermittelten tonischen BCR-Signals ist ein
rationaler und attraktiver Therapieansatz flir DLBCL und gegebenenfalls auch fiir andere B-
Zell-Lymphome mit intaktem BCR-Signalweg (CHEN ET AL. 2008; DAVIS ET AL. 2010; Lenz und
Staudt 2010).

1.3 Sorafenib

Sorafenib (BAY 43-9006) ist ein oraler Multikinaseinhibitor, der eine wissenschaftlich belegte
Wirkung auf verschiedene, vor allem solide, Tumorerkrankungen hat (WILHELM ET AL. 2008).
Der zunachst als src-Kinasen-spezifisch verstandenen Substanz konnte im Laufe der Zeit zu-
nehmend multikinaseinhibitorische Wirkung nachgewiesen werden, wodurch auch das

Spektrum der therapeutischen Anwendbarkeit erweitert werden konnte (WILHELM ET AL.
2006).

KasiD ET AL. konnten 1989 zeigen, dass durch Unterbrechung der Expression von c-raf-1 (C-
Raf) die Tumorgenese im Mausmodell moduliert werden kann. C-Raf gehort zur Familie der
Raf-Kinasen, die als zentraler Eintrittspunkt in den Signalweg der mitogen aktivierten Prote-
inkinase (MAPK) gelten und ein Signalmodul darstellen, welches die Verbindung zwischen
membranstandigen Rezeptoren und nukledren Transkriptionsfaktoren bildet (KoLcH ET AL
2002). Mit ihren protoonkogenen Eigenschaften sind die Raf-Kinasen, die in Gber 30 % der
humanen Tumore UbermaRig aktiv sind, zentral wichtige Signalmolekile (HOSHINO ET AL.
1999).

cF, = Sorafenib (vgl. Abbildung 2) ist das Ergebnis eines

el ‘ \‘ o /©/O AN groRangelegten Projektes zur Entwicklung eines spezi-
7 NJ\N UL fischen C-Raf-Inhibitors zur zielgerichteten Tumorthe-

t EQLE‘;}%?OG rapie. Hierzu wurden mit speziellen Methoden zwi-

Abbildung 2: Strukturformel von Sorafenib schen 1995 und 1999 (ber 200.000 chemische Ver-

(WILHELM ET AL. 2006, S. 837)
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bindungen auf einen putativen Raf-inhibitorischen Effekt hin untersucht und mit speziellen
Syntheseverfahren optimiert (WILHELM ET AL. 2006).

Rontgenkristallographische Untersuchungen des Komplexes aus Sorafenib und den Raf-
Kinasen zeigten, dass der distale 4-Pyridyl-Ring die ATP-Bindungstasche der Kinasedomane
belegt, wahrend sich der lipophile Trifluor-methyl-phenyl-Ring am anderen Ende des Mole-
kils in eine hydrophobe katalytische Schleife einfligt, was beides letztlich zur Inaktivierung
der Raf-Kinase fuhrt (WAN ET AL. 2004). Weitere Untersuchungen ergaben, dass Sorafenib
aullerdem direkt die Autophosphorylierung verschiedener protoonkogener, membranstan-
diger Rezeptortyrosinkinasen in unterschiedlichen humanen Tumorzelllinien blockiert (vgl.
Abbildung 3), die fiir die Tumorentwicklung und die Tumorangiogenese von entscheidender
Bedeutung sind (WILHELM ET AL. 2004).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Sorafenib als ein Multikinaseinhibitor tber ver-
schiedene Mechanismen die Tumorangiogenese hemmt, Tumorzellapoptose induziert und
den MAPK-Signalweg inhibiert, was letztlich das Tumorwachstum sowie die Gefallversor-
gung des Tumors reduziert und somit antiproliferativ und proapoptotisch wirkt (WILHELM ET
AL. 2004).

Cell survival (anti-

. 1 1 .
Sorafenib == | Activation of Raf | =——3»> apoptotic effects)

!

Neovascularization| € | MEK/ERK | —> | Invasion
and metastasis

Tumour cell proliferation

Abbildung 3: Zelluldre Zielstrukturen von Sorafenib.
VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor; PDGFR: platelet-derived growth factor receptor; SCF: stem
cell factor; GDNF: glial-derived growth factor; MEK: mitogen-activated protein kinase kinase; ERK: extracellular
signal-regulated kinase; (WILHELM ET AL. 2006, S. 839)
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Phase-I-Studien an Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren zeigten, dass Sorafenib
als orale Monotherapie im Allgemeinen gut vertragen wird und zur klinischen Stabilisierung
von zuvor progressiven Erkrankungen flihrt (STRUMBERG ET AL. 2006). Hierbei wurden Plasma-
spiegelkonzentrationen von 10,7 bis 15 uM gemessen (STRUMBERG ET AL. 2005). Bei der fir
Phase-ll/Ill-Studien empfohlenen Sorafenibdosis von 400 mg per os zeigten 15 % der Patien-
ten als Nebenwirkung erythematose Hautverdanderungen mit Schwellungen an Handflachen
und Fuflsohlen (Hand-FuRR-Syndrom) und 24 % der Patienten gaben Durchfille wahrend der
Therapie an (STRUMBERG ET AL. 2006).

Phase-ll/IlI-Studien wurden zunachst bei Patienten mit fortgeschrittenem Nierenzellkarzi-
nom durchgefiihrt, da hier eine Uberregulation der Sorafenib-Zielstruktur C-Raf und eine
hohe Autophosphorylierungsrate von Rezeptortyrosinkinasen (VEGFR und EGFR) bekannt
und mit einer schlechten Prognose verknipft sind (WILHELM ET AL. 2006). Die Ergebnisse der
ersten randomisierten Phase-llI-Studie zu Sorafenib an 903 Patienten mit fortgeschrittenem
Nierenzellkarzinom (Treatment Approaches in Renal cancer Global Evaluation Trial, TARGET)
zeigten im Vergleich zur Placebogabe ein mit 24 Wochen doppelt so lange progressionsfreies
Intervall und bestéatigten die Vertraglichkeit von Sorafenib mit den Hauptnebenwirkungen
wie Durchfall, Hautreaktionen, Schwéache, Hand-FuBR-Syndrom und Bluthochdruck (EsCUDIER
ET AL. 2007). Diese Ergebnisse fiihrten in den Vereinigten Staaten von Amerika zur weltweit
ersten klinischen Zulassung von Sorafenib fiir die Behandlung des fortgeschrittenen Nieren-

zellkarzinoms.

In weiteren praklinischen und klinischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Sora-
fenib auch bei anderen soliden Tumoren eine wachstumshemmende und apoptoseinduzie-
rende Wirkung hat. Hierzu zahlen neben dem Nierenzellkarzinom auch hepatozellulare Kar-
zinome, Mammakarzinome, Kolonkarzinome, nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome, Mela-
nome, Pankreaskarzinome, Schilddriisenkarzinome und Ovarialkarzinome (WILHELM ET AL.
2008). Bei nicht-soliden Tumoren konnte fiir die akute myeloische Leukdamie (AML) die Wirk-
samkeit von Sorafenib gezeigt werden (ZHANG ET AL. 2008).

Die Zulassung von Sorafenib zur Tumortherapie beschrankt sich in Deutschland derzeit auf
hepatozelluldare Karzinome und Patienten mit einem Nierenzellkarzinom im fortgeschritte-
nen Stadium, bei denen eine vorherige Interferon-o- oder Interleukin-2-basierte Therapie
erfolglos oder ungeeignet scheint. Die tagliche Dosierungsempfehlung ist zwei Mal 400 mg

oral, solange der klinische Nutzen iberwiegt.
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1.4 Zielsetzung und Fragestellung

Auch wenn der GroBteil der Patienten mit aggressiven Lymphomen durch gegenwartige
Formen der Immunpolychemotherapie geheilt werden kann, so ist die Prognose bei Patien-
ten mit primar therapieresistentem oder rezidivierendem aggressiven Lymphom weiterhin
infaust (vgl. Kapitel 1.1). Flr diese Patienten werden innovative Therapieprinzipien gesucht.

Mit den Versuchen dieser Arbeit sollte praklinisch untersucht werden, inwiefern eine Tyro-
sinkinaseinhibition mittels Sorafenib zur Therapie von aggressiven Lymphomen geeignet ist.

Dazu sollten folgende Fragen experimentell adressiert werden:

1) Sind die molekularen Zielstrukturen von Sorafenib in den Entitaiten humaner Lym-
phome ausgepragt?

2) Besitzt Sorafenib eine zytostatische Effektivitat gegen humane Lymphome in vitro?

3) Konnen aus der molekularen Wirkungsweise von Sorafenib Hypothesen fiir die Form

einer moglichen klinischen Anwendung generiert werden?
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2 Material, Methoden und Patientenproben

2.1 Material

2.1.1 Gerate
Absaugsystem EcoVac

Analysewaage

Blotmodul XCell II™ CE Mark
CASY® DT

CCD-Kamera FujiFilm LAS-4000mini
CO;-Inkubator HERA cell
Dampfsterilisator Varioklav®

Eismaschine

Elektrophorese-Apparatur XCell Surelock™

ELISA-Reader, Modell 680
FACSCalibur™

Gefrierschranke:
--80°C, -150 °C
--20°C

Heizblock

Heizofen

Magnetriihrer IKA-COMBIMAG RCT
Mikroliterspritze

Mikroskope:
- Axiovert 100

-Labovert FS
- Standard 25
Neubauer-Zdhlkammer 0,0025 mm?

Pipetten:

- Einfach-Pipetten, 10 pl, 200 pul, 1000 pl

Schitt Labortechnik, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Invitrogen, Karlsruhe

Scharfe System, Reutlingen
FujiFilm, Tokyo (Japan)
Heraeus, Osterode

Thermo Scientific, Karlsruhe
ZIEGRA, Isernhagen

Invitrogen, Karlsruhe

BioRad, Miinchen

Becton Dickinson, Heidelberg

SANYO, Wiesloch
Liebherr, Biberach

Liebisch, Bielefeld
Heraeus, Osterode
Heidolph, Bremen

Hamilton, Schweiz

Zeiss, Oberkochen
Leitz, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

Brand Glaser, Wertheim

Eppendorf, Hamburg
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- Mehrkanal-Pipette, 50 pl

- Multipette, Combitips

- Multipette Accu-jet® pro
pH-Meter, pH 211
Rontgenfilm-Prozessor SRX-101 A
Rontgenfilm-Kassette
Schittler Rotamax 120
Skalpell

Sterilbank HERA safe
Trockenschrank
Vortex-Genie® 2

Wasserbad (250 V; 0,5 AMP-T)
Wipptisch, SSL4 (Stuart)

Zentrifugen:
- Biofuge pico

- Multifuge 3, Ausschwingmotor

- Tischzentrifuge

2.1.2 EDV
Adobe Photoshop 7.0.1

Axio Vision 3.1

Cell Quest Pro 5.2

FlowJo 5.7.2

GraphPad Prism® 5.03 fir Windows
Imagel 1.410

Image Reader LAS 4000 mini V2.0

Microplate Manager 2.6

Thermo Labsystems, Egelsbach
Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

HANNA Instruments, Kehl

Konica Minolta, Miinchen

Kodak GmbH, Stuttgart

Heidolph Instruments, Schwabach
Aesculap, Tuttlingen

Heraeus, Osterode

Memmert, Schwabach

Scientific Industries, Bohemia (USA)
Kottermann, Hanningse

Barloworld Scientific, Staffordshire (GB)

Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode

Eppendorf, Hamburg

Adobe Systems, San Jose (USA)

Zeiss, Oberkochen

Becton Dickinson, Heidelberg

Tree Star Inc., Ashland (USA)

GraphPad Software, San Diego California (USA)
W. Rasband, National Institutes of Health (USA)
FujiFilm, Disseldorf

BioRad, Miinchen
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Office XP Version 2002 SP3

WinMDI 2.9

2.1.3 Verbrauchsmaterialen
Amersham Hyperfilm™ ECL

Ampuwa®
Deckglaschen
Eindriickstopfen
Einfrierboxen

Einmalkanilen:
- BD Microlance 0,45 x 13 mm; 26G1/2

- mit Lanzettenschliff 2 x 70 mm

Einmalspritzen:
- Omnifix® 10 ml / 40 I. U. Insulinspritze

Filtermaterial

Gewebekulturflaschen
-25cm?,75¢cm?, 175 cm?

Gewebekulturschalen:
-100x 20 mm

-35x10 mm
-15cm

Multiwell-Platten:
- 6-Well-Platte

- 96-Well-Platte (Rund- und Flachboden)
Neubauer-Zdhlkammer 0,0025 mm?
Nitrozellulosemembran, Hybond™, 0,2 uM
Objekttrager, 76 x 26 mm, Mattrand

Parafilm

Microsoft, Redmond (USA)

Joe Trotter, Freeware

Amersham-Buchler, Braunschweig
Fresenius Kabi, Bad Homburg
Menzel Glaser, Braunschweig
Sarstedt, Braunschweig

Nalgene Labware, Rochester (USA)

Becton Dickinson, Heidelberg

Erhardt-Sohne GmbH, Geislingen

Braun, Melsungen
PerkinElmer, Rodgau-Jigesheim

Sarstedt, Braunschweig

Sarstedt, Braunschweig
greiner bio-one, Niirtingen

greiner bio-one, Niirtingen

greiner bio-one, Niirtingen
Sartstedt, Braunschweig

Brand GmbH, Wertheim
Amersham-Buchler, Braunschweig
Knittel Glaser, Braunschweig

American National Can™, Chicago (USA)
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Pipetten:
- Pasteuerpipetten, 230 mm

- Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Pipettenspitzen, 10 ul, 200 pl, 1000 pl

Reaktionsgefalie, 0,5 ml, 1,5 ml

Roéhrchen:
- CASY® R6hrchen 18 mli

- FACS-Analyse Réhrchen 5 ml
- Kryoréhrchen 1,8 ml
Sterilfilter

Zellsieb 70 um

2.1.4 Chemikalien
Bromphenolblau

CellLytic™ M Cell Lysis Reagent
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT, 0,1 M)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
FACSFlow™

Fotales Kalberserum (FKS)
Hepes

IMDM

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magermilchpulver

Methanol

Brand, Wertheim
Sarstedt, Braunschweig
Sarstedt, Braunschweig

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Braunschweig

Becton Dickinson, Heidelberg
Nalgene Labware, Rochester (USA)
Sarstedt, Braunschweig

Becton Dickinson, Heidelberg

BioRad, Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Becton Dickinson, Heidelberg
Biochrom AG, Berlin
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
J. T. Baker, Griesheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
BioRad, Miinchen

J. T. Baker, Griesheim
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Natriumchlorid

Natriumfluorid

Natriummolybdat
Natriumorthovanadat

NuPAGE® Antioxidant

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4 x)
NuPAGE® SDS Running Buffer (20 x)
NuPAGE® Transferbuffer (20 x)
NuPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml)
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Propidium lodid (PI)
Rontgenentwickler Visopan Multiplex
Rontgenfixierer Visopan Multiplex
Thiazolyl Blue Tetrazolin Bromid (98 %)
Triton X-100

Trypan-Blau (0,4 %)

Trypsin/EDTA 0,05 %

Tween 20, Sigma Ultra

2.1.5 Kits
DC Protein Assay

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Fischer-Sehner Medical Imaging, Berlin
Fischer-Sehner Medical Imaging, Berlin
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

BioRad, Miinchen

ECL™ Western Blotting Detection Reagents Amersham-Buchler, Braunschweig

Human Phospho-Kinase Antibody Array

Raf Family Antibody Sampler Kit #2330

R&D Systems, Minneapolis (USA)

Cell Signaling, Danvers (USA)
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2.1.6 Proteine, Proteinaseinhibitoren und Proteinstandards

Annexin-V-FLUOS (# 11 828 681 001)

Proteinaseinhibitorcocktail

Proteinstandard (prestained),
Precision Plus (# 161-0373)

Rinderserumalbumin (BSA, 100 x)

2.1.7 Antikorper

2.1.7.1 Primdrantikérper

Tabelle 2: Verwendete Primarantikérper

BioRad, Miinchen

Roche Diagnostic GmbH, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, Ipswich (USA)

Antigen Spezies Verdinnung Katalogname Herkunft / Referenz
Western-Blot  FACS
Aktin Maus 1:2000 A 3853 Sigma, Saint Louis (USA)
AKT Kaninchen | 1:1000 9272 Cell Signaling, Danvers (USA)
P-AKT Kaninchen | 1:1000 9271 Cell Signaling, Danvers (USA)
c-kit Maus 1:50 IM2732 Beckman Coulter, Krefeld
CyclinD1 Maus 1:1000 sc-70900 Santa Cruz, Santa Cruz (USA)
ERK Kaninchen | 1:1000 sc-93 Santa Cruz, Santa Cruz (USA)
P-ERK Maus 1:1000 sc-81492 Santa Cruz, Santa Cruz (USA)
Fit3 Maus 1:50 IM2234U Immunotech, Marseille (F)
P38 Kaninchen | 1:3000 M 0800 Sigma, Saint Louis (USA)
P-P38 Kaninchen | 1:1000 P 1491 Sigma, Saint Louis (USA)
PDGFRo Kaninchen 1:50 RB-9027 Thermo Scientific, Karlsruhe
A-Raf Kaninchen | 1:1000 4432 Cell Signaling, Danvers (USA)
P-A-Raf Kaninchen | 1:1000 4431 Cell Signaling, Danvers (USA)
B-Raf Maus 1:1000 9434 Cell Signaling, Danvers (USA)
P-B-Raf Kaninchen | 1:1000 2696 Cell Signaling, Danvers (USA)
C-Raf Kaninchen | 1:1000 9422 Cell Signaling, Danvers (USA)
P-C-Raf Kaninchen | 1:1000 9421 Cell Signaling, Danvers (USA)
VEGF-R1 Maus 1:50 FAB321 P R&D Systems, Minneapolis (USA)
VEGF-R2 Maus 1:50 FAB357 P R&D Systems, Minneapolis (USA)

2.1.7.2 Sekunddrantikérper

Folgende Sekundarantikdrper wurden im Western-Blot 1:2000 in TBS-Tween verdiinnt ein-

gesetzt:

Ziege anti-Maus, HRP-Konjugat

Esel anti-Kaninchen, HRP-Konjugat

Santa Cruz, Santa Cruz (USA)

Santa Cruz, Santa Cruz (USA)
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Folgender Sekundarantikérper wurde in der Durchflusszytophotometrie 1:50 in PBS ver-

dinnt eingesetzt:
Esel anti-Kaninchen, FITC-Konjugat Jackson ImmunoResearch, West Grove (USA)

2.1.8 Versuchssubstanz Sorafenib
Tabelle 3: Sorafenib

Substanz Stocklésung Herkunft

Sorafenibtosylat

14,6 mM (in DMSO
(637 g/mol) ( )

Bayer HealthCare Pharmaceuticals, Montville (USA)

2.1.9 Maedien fiir die Zellkultur
Fiir die Kultur der Zelllinien wurde RPMI 1640 mit 25 mM Hepes und GlutaMAX als Grund-
medium verwendet, welches mit 1% Penicillin/Streptomycin und 10 % hitzeinaktiviertem

FKS supplementiert wurde.

Die Hitzeinaktivierung des FKS erfolgte zuvor im Wasserbad bei 56 °C fiir 30 min und an-
schlieBender Sterilfiltration.

2.1.10 Zelllinien

Tabelle 4: Verwendete humane Zelllinien

Zelllinie Entitat Herkunft Referenz

Balm3 DLBCL B. Glass LOKET AL. 1979
CCRF-CEM T-NHL DSMZ, Braunschweig FOLEY ET AL. 1965
Granta 519 MCL DSMZ, Braunschweig JADAYEL ET AL. 1997
Jeko MCL ATCC, Wesel JEON ET AL. 1998
Jurkat T-NHL DSMZ, Braunschweig SCHNEIDER ET AL. 1977
Karpas 422 DLBCL DSMZ, Braunschweig DYERET AL. 1990
MDA-MB-231  Brustdrisenkarzinom  ATCC, Wesel CAILLEAU ET AL. 1974
Mino MCL ATCC, Wesel LAIET AL. 2002
Molt-4 T-NHL DSMZ, Braunschweig MINOWADA ET AL. 1972
Raji Burkitt-Lymphom DSMZ, Braunschweig PULVERTAFT 1964
Ramos Burkitt-Lymphom DSMZ, Braunschweig KLEIN ET AL. 1975
SU-DHL-4 DLBCL DSMZ, Braunschweig EPSTEIN ET AL. 1976
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2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Zellzahlbestimmung mit Neubauer-Zahlkammer

Zur Zellzahlbestimmung mit einer Neubauer-Zahlkammer wurde aus einem Aliquot der Zell-
suspension eine Verdinnung von 1:5 bis 1:20 mit Trypan-Blau hergestellt. Trypan-Blau er-
moglicht es, vitale von letalen Zellen zu unterscheiden, da es die Membranen letaler Zellen
blau farbt. Zur Ermittlung der vitalen Zellen wurden die ungefarbten Zellen in vier GroBquad-
ranten einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Aus dieser Zahl wurde nach folgender Formel

die Zellzahl berechnet:

Zellzahl [mI™] = (Mittelwert der vier GroBquadranten) x 10* x Verdiinnungsfaktor x Ausgangsvolumen

2.2.2 Zellzahlbestimmung mit CASY
CASY-Puffer 135 mM NaCl

1 mM EDTA

5 mM KCI
45 mM KH;,PO4
11 mM Na;HPO,
7 mM NaF

Zur Zellzahlbestimmung mit CASY® DT wurde aus einem Aliquot der Zellsuspension eine Ver-
diinnung von 1:1000 mit CASY-Puffer hergestellt. CASY® DT ermittelt Anzahl und GréRe von
korpuskularen Messereignissen mehrerer Stichproben dieser Verdinnung und bestimmt
anhand von Eichkurven die Zellkonzentration der Zellsuspension. Diese Konzentration wurde

mit dem Ausgangsvolumen multipliziert, um die gesuchte Zellzahl zu erhalten.

Die Eichkurven wurden zuvor fir jede Zelllinie, der Bedienungsanleitung folgend, erstellt
(Innovatis AG, Reutlingen April 2002; Version 2.3D).

2.2.3 Kultivieren von Zellen

Alle Zellen wurden in wassergesattigter Atmosphdre und 5% CO, bei 37 °C kultiviert und
jeden zweiten Tag mit frischem, vorgewarmtem Medium versorgt. Die Zellen wurden zwei
Mal pro Woche in einem Verhaltnis von 1:3 bis 1:5 ausgediinnt. Bei adhadrenten Zelllinien
wurde zunachst samtliches Medium abgesaugt, die Kulturflasche vorsichtig mit PBS gewa-
schen und anschliefend vorgewarmtes Trypsin-EDTA hineingegeben. Unter gleichmalligem
Schwenken der Kulturflasche wurden die Zellen vereinzelt und konnten dann ausgediinnt

werden. Die nachfolgende Zugabe von frischem Kulturmedium stoppte die Trypsinreaktion.
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2.2.4 Kryokonservierung von Zellen
Einfriermedium 90 % FKS

10 % DMSO

Zur Kryokonservierung wurde, nach vorheriger Konzentrationsbestimmung, die Zellsuspen-
sion in der Zentrifuge mit 1200 rpm fiir 5 min bei RT pelletiert. Der Uberstand wurde vorsich-
tig abgesaugt und das Pellet in eiskaltem Einfriermedium aufgenommen. Das Volumen hier-
flir wurde so gewahlt, dass eine Zellkonzentration von 5 x 10%/ml entstand. In zuvor beschrif-
tete Kryorohrchen wurde je 1 ml dieser Zellsuspension (iberfiihrt und in einer mit Isopropa-
nol geflillten Kryobox zunachst tber Nacht bei -80 °C eingefroren und anschliefend bei -
150 °C gelagert.

2.2.,5 Revitalisieren von Zellen

Zum Revitalisieren von Zellen wurde das entsprechende Kryorohrchen kurz im Wasserbad
bei 37 °C angetaut. Die Zellsuspension wurde dann in ein Plastikrohrchen mit 12 ml PBS
Uberfuhrt und in der Zentrifuge mit 1200 rpm fiir 5 min bei RT pelletiert. Dieser Waschschritt
diente dem Entfernen von DMSO. Das Zellpellet wurde in frischem Kulturmedium resuspen-

diert und in eine 25 cm? groRBe Zellkulturflasche Gberfihrt.

2.2.6 Durchflusszytophotometrie (FACS)
Die Durchflusszytophotometrie ermoglicht es, simultan GréRe, Granularitdt sowie unter-

schiedliche Fluoreszenzsignale zu quantifizieren. Mit Hilfe der Durchflusszytophotometrie
wurde die Expression membranstindiger Rezeptoren untersucht. Hierzu wurden je 1 x 10°
Zellen einer Zelllinie in FACS-Rohrchen uUberfiihrt und nach flinfmindGtiger Zentrifugation
einmal mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die gewaschenen Pellets in je 100 ul PBS
resuspendiert und entweder der Primadrantikérper oder eine Isotypkontrolle mit einer Ver-
diinnung von 1:50 dazu pipettiert. Hiernach wurde die Zellsuspension im Dunkeln fiir 30 min
bei RT inkubiert. Primarantikdrper mit direkt konjugierten Fluorochromen wurden nach der
Farbung einmal mit PBS gewaschen und konnten dann direkt im FACS gemessen werden.
Der unkonjugierte PDGFRa-Primarantikdrper wurde nach dem Waschschritt in PBS mit ei-
nem FITC-konjugierten Sekundarantikérper detektiert, dann erneut einmal mit PBS gewa-

schen und anschlieBend im FACS gemessen.

Die FITC-Signale wurden im griinen Wellenlangenbereich und die PE-Signale im roten Wel-
lenlangenbereich auf einem FACSCalibur gemessen, mit CellQuest detektiert und mit FlowJo

analysiert.
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2.2.7 Zytotoxizitats-Assays

2.2.7.1 MTT-Test
MTT-Reagenz 1 0,05 g MTT ad 10 ml PBS

MTT-Reagenz 2 33 % (v/v) DMSO
5% (v/v) Ameisensaure
62 % (v/v) Isopropanol

Mit dem MTT-Test wurde die zytotoxische Wirkung ansteigender Konzentrationen des
Multikinaseinhibitors Sorafenib untersucht. Als Kontrollen dienten Medium sowie eine
DMSO-Konzentrationsreihe, die den Sorafenib-Konzentrationen entsprechende Mengen
DMSO enthielt. Die verwendeten doppelt konzentrierten Arbeitslosungen wurden fir die

verschiedenen Konzentrationen wie folgt hergestellt (Tabelle 5):

Tabelle 5: Verdliinnungsreihe flir MTT-Test. * Stocklésung bedeutet Stocklésung Sorafenib oder entsprechend DMSO

Kiirzel Zielkonzentration Arbeitslésung Ansatz
A 14,6 uM 29,2 uM 10 pl Stocklosung* + 4,990 ml Medium
B 7,30 uM 14,6 uM 2,5mlA+ 2,5 ml Medium
C 3,65 uM 7,30 uM 2,5mlB+ 2,5 ml Medium
D 1,83 uM 3,65 uM 2,5mlC+ 2,5 ml Medium
E 0,73 uM 1,46 uM 2,0mID+ 3,0 ml Medium
F 0,37 uM 0,73 uM 2,5mlE+ 2,5 ml Medium
G 0,00 uM 0,00 uM 5 ml Medium

Die in dem MTT-Reagenz 1 enthaltenen Tertrazoliumringe werden durch Dehydrogenasen
der Zellen gespalten, wodurch violettes Formazan entsteht (DENIzOT und LANG 1986). Durch
die Zugabe des MTT-Reagenz 2 wird dieses gelost. AbschlieRend wird die Absorption des
umgesetzten Farbstoffes bei einer Wellenlange von 540 nm und einem Referenzfilter von
655 nm mit dem ELISA-Reader bestimmt.

Der MTT-Test wurde fiir die Suspensionszelllinien auf 96-Well-Rundbodenplatten durchge-
fuhrt. In jedes Well wurden 100 pl mit je 1 x 10° Zellen sowie 100 pl der vorbereiteten dop-
pelt konzentrierten Arbeitslésung gegeben. Dabei wurde jede Probe als Triplikat angesetzt.
Nach einer 24-stiindigen Inkubation, wurden jeder Probe 10 ul MTT-Reagenz 1 zugegeben
und der Ansatz wurde fir weitere 4 h unter den gewd6hnlichen Zellkulturbedingungen inku-
biert. Nachfolgend wurden bei Suspensionszelllinien die Zellen mit 1200 rpm fiir 15 min in
der Multifuge 3 bei RT pelletiert, der Uberstand mit der Mehrkanalpipette vorsichtig abge-
nommen und anschlieend 100 ul MTT-Reagenz 2 hinzugegeben. Bis zum Erreichen einer
homogenen Losung in den Wells, wurden die 96-Well-Platten auf dem Wipptisch ge-

schwenkt.

Zur Auswertung wurde nach Leerwertbereinigung die spezifische Viabilitat als Quotient aus

dem mittleren Absorptionswert der behandelten Proben und dem mittleren Absorptions-
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wert der unbehandelten Proben gebildet. Die ECsq stellt die mittlere effektive Dosis einer
Substanz dar und wurde mit Hilfe der curve fitting function (sigmoidal dose-response, variab-
le slope) der Software GraphPad Prism® fiir Windows, Version 5.03 (GraphPad Software, San
Diego California USA, www.graphpad.com) bestimmt.

2.2.7.2 Annexin-V-Fluos / PI-Fdrbung

Hepes-Puffer 10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4
140 mM NacCl
5 mM CaCl,
Annexin-V-Fluos-Farbeldsung 30 ul Annexin-V-Fluos + 1470 ul Hepes-Puffer
PI-Stammldsung 50 pg / ml RPMI

Tabelle 6: Pipettierschema fiir Sorafenibinkubationen

Zielkonzentration Sorafenib  Pipettierschema

Vorverdiinnung 1,46 mM 20 pl Stocklosung Sorafenib + 180 pl Medium
Inkubationsansatz 14,6 uM 20 ul Vorverdiinnung in 2 ml Zellansatz

7,30 uM 10 pl Vorverdiinnung in 2 ml Zellansatz

3,65 uM 5 ul Vorverdiinnung in 2 ml Zellansatz

1,83 uM 2,5 pl Vorverdiinnung in 2 ml Zellansatz

0,00 uM 20 pl DMSO in 2 ml Zellansatz

Annexin-V-Fluos hat eine starke Affinitat zu Phosphatidylserin, welches in der Friihphase der
Apoptose von der inneren noch intakten Doppelmembranschicht eukaryotischer Zellen in
die duBere Schicht wechselt (VERMES ET AL. 1995). Mit Hilfe der im FACS detektierbaren Anne-
xin-V-Fluos / PI-Doppelfarbung konnte der Anteil von viablen, friih- und spatapoptotischen
Zellen nach 24 h, 48 h und 72 h Sorafenibinkubation bestimmt werden. Hierzu wurden
1x 10° Zellen in je 2 ml Kulturmedium als Triplikat fir Konzentrationen von 0 pM Sorafenib
bis 14,6 uM Sorafenib auf 6-Well-Platten ausgesat. Nachfolgend wurden gemalR Tabelle 6
entsprechende Mengen einer Vorverdinnung der Sorafenib Stocklésung hinzugegeben.
Nach jeweils 24 h Inkubation unter Standardbedingungen wurden aus jedem Well 500 pl
Zellsuspension in zuvor beschriftete FACS-Réhrchen Gberfihrt und zweimal mit 1200 rpm fir
5 min bei RT pelletiert und in PBS resuspendiert. Nach dem Waschen wurden die Zellen in
100 ul Annexin-V-Fluos-Farbel6sung resuspendiert und nach der anschlieBenden Zugabe von

100 pl PI-Stammlosung fiir 10 min im Dunkeln inkubiert.

Die Annexin-V-Fluos-Signale wurden im griinen Wellenlangenbereich und die PE-Signale im
roten Wellenlangenbereich auf einem FACSCalibur gemessen, mit CellQuest detektiert und

mit WinMDI analysiert.
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2.2.7.3 Langzeitkulturen

Mit Hilfe von Langzeitkulturen wurde die zytotoxische Wirkung von Sorafenib bei Langzeit-
exposition untersucht. Hierzu wurden 2 x 10° Zellen in 2 ml Zellkulturmedium in 25 cm? Zell-
kulturflaschen mit verschiedenen Sorafenibkonzentrationen gemall Tabelle 6 als Triplikat
unter Standardbedingungen inkubiert. Jeden zweiten Tag wurde die Zellzahl mit CASY® DT
bestimmt (vgl. Kapitel 2.2.2) und frisches Medium mit entsprechender Sorafenibkonzentra-
tion hinzugegeben (vgl. Tabelle 6). Nach zehn Tagen wurde zuséatzlich eine Annexin V / PI-
Farbung gemal Kapitel 2.2.7.2 durchgefiihrt. Zur Testung der Klonogenitdt der alternden
Zellen in der Sorafenibgruppe wurde zudem die Colony Formation Unit (CFU) gemal nach-

folgendem Kapitel 2.2.8 ohne Sorafenib angefertigt.

2.2.8 Klonogenitétstest - Colony Formation Unit (CFU)
Methylzelluloseansatz Methylzellulose Methocult™H4230

10 % (v/v) IMDM

Nach dem Waschen der Zellen aus den Langzeitkulturen (vgl. Kapitel 2.2.7.3) mit PBS wurden
je 1x 10° Zellen mit 1200 rpm fir 5 min bei RT pelletiert, in 100 pl Zellkulturmedium aufge-
nommen und mit 1 ml Methylzelluloseansatz versetzt in Gewebekulturschalen (35 x 10 mm)
Uberfuhrt. Es folgte eine erneute Inkubation unter Standardbedingungen im Inkubator, wo-
bei eine weitere Gewebekulturschale mit sterilem Wasser in unmittelbarer Nahe zu den Ver-
suchsansatzen eine wassergesattigte Atmosphare sicherstellte. Nach zehn Tagen wurden die
Anzahl der entstandenen Kolonien mit Hilfe eines Mikroskops bestimmt und reprasentative

Kolonien mit einem inversen Mikroskop und dem Programm Axio Vision dokumentiert.

2.2.9 Zellzyklusanalyse
Analyse-Puffer 0,1 % (w/v) Natriumcitrat
0,1 % (v/v) Triton X-100
50 pg/ml PI

Mit der Zellzyklusanalyse wurde die Wirkung von unterschiedlichen Sorafenibkonzentratio-
nen auf den Zellzyklus nach 24 h und 48 h untersucht. Hierzu wurde ein hypotoner, triton-
haltiger Analyse-Puffer verwendet, der die Zell- und Kernmembranen aufbricht und mit dem
ebenfalls enthaltenen Pl die DNA der Zellen anfarbt (NICOLETTIET AL. 1991). Die Menge an Pl in
der Zelle korreliert mit ihrem DNA-Gehalt und lasst somit Riickschllisse auf den Zellzyklus zu,
der sich bei viabler Zellsuspension in einem meist zweigipfligen Histogramm darstellt und
dessen beide Hochpunkte die G1- und G2-Phase markieren. Zwischen den Hochpunkten lie-
gen die Zellen der S-Phase (FRIED ET AL. 1978).
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Es wurden je 1 x 10° Zellen in 2 ml Kulturmedium auf 6-Well-Platten ausgesat und mit unter-
schiedlichen Sorafenibkonzentrationen entsprechend Tabelle 6 als Triplikat inkubiert. Nach
der Inkubation wurden je 500 ul in zuvor beschriftete FACS-Rohrchen (iberfiihrt, in PBS ge-
waschen und mit 800 rpm fiir 5 min bei 4 °C pelletiert. Die Zellen wurden in 500 pl Analyse-

Puffer aufgenommen und fiir 15 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert.

Die PI-Signale wurden im roten Wellenlangenbereich auf einem FACSCalibur gemessen und
mit CellQuest detektiert. Die Zellzyklusphasen der Proben wurden mit der automatischen
Zellzyklusanalysefunktion von FlowJo auf Grundlage der Methode von Watson (Pragmatic)
berechnet (WATSON ET AL. 1987).

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Herstellung der Western-Blot-Lysate
Lysis-Cocktail 1 mM Na3VOq,
10 mM Na;MoO,

1 % (v/v) Proteininaseinhibitorcocktail
ad 2 ml CelLytic™ M

Zur Herstellung der Zelllysate fur Western-Blot wurden jeweils 1 x 10’ Zellen mit 1200 rpm
fiir 10 min bei RT pelletiert und in 6 ml frischem Zellkulturmedium resuspendiert. War eine
Inkubation mit Sorafenib vorgesehen, so wurden diese 6 ml Zellsuspension in 2 ml Fraktio-
nen auf 6-Well-Platten ausgesat, fiir 2 h mit Sorafenibkonzentrationen von 0 uM bis 14,6 uM
(vgl. Tabelle 6) im Brutschrank inkubiert und anschlieBend wieder zu 6 ml Zellsuspension
zusammengefihrt. War keine Inkubation mit Sorafenib vorgesehen, so konnte dieser Schritt
Ubersprungen werden. Die Zellen wurden hiernach mit 1200 rpm fiir 10 min bei RT pelletiert,
in 125 pl Lysis-Cocktail aufgenommen und in vorbereitete 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdle
Uberfihrt, die umgehend auf Eis gestellt wurden. Es folgte eine Inkubationszeit von 30 min
bei 4 °C auf dem Schittler und anschlieRender Zentrifugation mit 13.000 rpm fir 25 min bei
ebenfalls 4 °C. Der Uberstand wurde in neue, vorgekiihlte Eppendorf-ReaktionsgefiRe iiber-

flhrt und bei -80 °C gelagert oder auf Eis gekiihlt direkt weiterverwendet.
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2.3.2 Proteinbestimmung nach BioRad DC Protein Assay
(LOWRY ET AL. 1951; PETERSON 1979)

Reagenz A alkalische Kupfer-Tartrat-Losung
Reagenz B verdiinntes Folin-Reagenz

Reagenz S Natriumdodecylsulfat

Reagenz A’ 20 ul Reagenz S + 980 ul Reagenz A

Der Proteingehalt der Lysate wurde mit dem DC Protein Assay der Firma BioRad bestimmt.
Hierzu wurden auf einer unbeschichteten 96-Well-Platte sowohl eine Eichgerade als auch die
zu bestimmenden Lysate als Duplikate aufgetragen. Zunachst wurde eine BSA-LOsung von
2 mg/ml mit Aqua bidest. hergestellt, aus der dann gemaR Tabelle 7 die Eichgerade pipet-

tiert wurde.

Tabelle 7: Pipettierschema fiir die Eichgerade zur Proteinbestimmung

Eichgerade [mg/ml] 0 0,2 0,4 0,8 1,6
H,0 [pl] 5 4,5 4 3 1
BSA-Lsg. [l] 0 0,5 1 2 4

Fiir die Lysate wurden jeweils 1 pl Lysat zusammen mit 4 pul Aqua bidest. aufgetragen, was
einer Verdinnung um den Faktor 5 entsprach. Nach der Zugabe von 25 pl Reagenz A’ und
200 pl Reagenz B in jedes verwendete Well wurden die Proben fiir 15 min bei RT inkubiert
und anschlieend die Absorption bei einer Wellenlange 750 nm im ELISA-Reader bestimmt.
Anhand der Eichgerade und der gemessenen Absorption der Proben konnte die jeweilige
Proteinkonzentration berechnet werden (DC Protein Assay Manual LIT448, BioRad 1997).
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2.3.3 LDS-Gelelektrophorese
Laufpuffer (4 °C) 50 ml NuPAGE® LDS Running Buffer (20 x)

950 ml Aqua bidest.
Probenpuffer NuPAGE® LDS Sample Buffer (4 x)
Reduktionsmittel 0,1 M DTT
Proteinstandard (prestained)Precision Plus (# 161-0373), BioRad, Miinchen
Antioxidans NuPAGE® Antioxidant

Fir die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroRe wurden vorgekiihlte 4 — 12 % Bis-Tris-
LDS-Gele verwendet. Die Lysate wurden auf Eis aufgetaut und die bendtigte Menge Protein
in neue 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaflen lGberfiihrt. Es wurde fiir jede geplante Spur ei-
ner Probe eine Proteinmenge von 25 ug, 5 pl Probenpuffer, 1 ul 0,1 M DTT sowie Aqua bi-
dest. ad 20 ul Gesamtvolumen vorbereitet. Diese Ansdtze wurden mit dem Vortexer ge-
mischt, mit 13.000 rpm fir 1 min bei RT zentrifugiert und im Heizblock fiir 10 min bei 70 °C
denaturiert. Wahrenddessen wurde die Elektrophorese-Apparatur nach Herstellerangaben
(NUPAGE® Technical Guide Version E, Invitrogen, 10/2003) mit zwei Gelen zusammengesetzt
und mit Laufpuffer gefillt. Nach erneuter Zentrifugation der Ansatze mit 13.000 rpm fiir
1 min bei RT wurden die Gele mit Hilfe einer Mikroliterspritze beladen. In jedem Gel wurde
mindestens eine Tasche mit 6 ul Proteinstandard beladen. In die zwischen den beiden Gelen
befindliche Kammer wurde abschlieRend 500 pl Antioxidans gegeben. Die Auftrennung der

Proteine erfolgte zunachst bei 80 V fiir 5 min und anschlieRenden bei 185 V fiir 1 h.

2.3.4 Nassblot auf Nitrozellulosemembranen
Transferpuffer (4 °C) 50 ml NuPAGE® Transfer Buffer
200 ml Methanol
750 ml Aqua bidest.

Die der GroRe nach aufgetrennten Proteine wurden mit einem Nassblot auf eine Nitrozellu-
losemembran Ubertragen (, Transfer”) (TOWBIN ET AL. 1979). Hierzu wurden fir jedes Gel eine
Nitrozellulosemembran sowie zwei Whatman-Filterpapiere zugeschnitten und zusammen
mit mehreren Blot-Schwammen (,Blotting Pads“) in Transferpuffer aquilibriert. Die Gele
wurden nach der Elektrophorese aus ihren Plastikhillen entfernt und zusammen mit den
aquilibrierten Bestandteilen im Blotmodul nach Herstellerangaben luftblasenfrei geschichtet
(NUPAGE® Technical Guide Version E, Invitrogen, 10/2003). Das mit Transferpuffer gefiillte
Blotmodul wurde in die Elektrophorese-Apparatur eingesetzt und mit vorgekihltem deioni-
sierten Wasser umgeben. Zusatzlich wurde die gesamte Apparatur in ein Eisbad gestellt, um
eine zu hohe Temperaturentwicklung zu vermeiden. Der Transfer erfolgte bei 30V fir

70 min.
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2.3.5 Immundetektion
TBS (10 x) 24,2 g Tris
80 g NaCl
ad 1 | Aqua bidest.; pH 7,6 (HCI)

TBS-Tween 100 mI TBS (10 x)
1 ml Tween 20
900 ml Agua bidest.

Blotto 5 g Magermilchpulver
100 ml TBS-Tween

ECL-System 5 ml Reagenz A (Chemolumineszenzkit, Amersham-
Buchler)
5 ml Reagenz B (Chemolumineszenzkit, Amersham-
Buchler)

Zur Detektion der Proteine auf der Nitrozellulosemembran wurde die Membran nach dem
Transfer kurz in TBS-Tween gewaschen, um Rickstdnde von Methanol zu entfernen, und
anschlieRend auf dem Wipptisch fir 2 h bei RT mit Blotto geblockt. Generell wurden alle
nachfolgenden Waschschritte in diesem Versuch auf dem Wipptisch bei RT in Plastikschalen
durchgefihrt. Nach 3 x 10 min Waschen mit TBS-Tween wurde die Membran tiber Nacht bei
4 °C auf dem Schittler mit in TBS-Tween verdinntem Priméarantikorper (vgl. Kapitel 2.1.7.1)
inkubiert. Hierbei wurde die Plastikschale luftdicht verschlossen, um ein Austrocknen der
Membran zu verhindern. Am Folgetag wurde die Membran erneut fir 3 x 10 min in TBS-
Tween gewaschen, um ungebundenen Primarantikorper zu entfernen. Die Sekundarantikor-
perinkubation mit ebenfalls in TBS-Tween geldstem, HRP-konjugiertem Antikorper (vgl. Kapi-
tel 2.1.7.2) erfolgte auf dem Wipptisch fir 1 h bei RT. Ungebundener Sekundarantikérper
wurde mit drei Waschschritten a 10 min in TBS-Tween entfernt. Fir die Detektion des Che-
molumineszenzsignals wurde die Membran zunéachst fir 1 min in dem ECL-System inkubiert
und anschliefend in transparente Plastikfolie gelegt.

Die Dokumentation des Signals erfolgte sowohl mittels spezieller Rontgenfilme und einer
Rontgenfilm-Kassette als auch digital mit einer CCD-Kamera und dem Programm Image Rea-
der LAS 4000 bei Belichtungszeiten von 1 sek bis ggf. 25 min.
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2.3.6 Kinase Screen Array mit R&D Proteom Profiler™ Array
(R&D Systems Inc., Product Insert ARY003, 05/2008)

Waschpuffer 40 ml 25 x Wash Buffer Conc. (Bestandteil des Kits)
ad 960 ml Aqua bidest.

Detektionsantikorper A Detection Antibody Cocktail A (Bestandteil des Kits)
Detektionsantikorper B Detection Antibody Cocktail B (Bestandteil des Kits)
Streptavidin-HRP Streptavidin-HRP (Bestandteil des Kits)

Der Kinase Screen Array wurde nach Vorschrift des Herstellers unter Verwendung der mitge-
lieferten Materialien und Reagenzien durchgefiihrt. Auf den zwei zusammengehorenden
Nitrozellulosemembranen A und B befanden sich insgesamt 45 verschiedene Antikorperdup-
likate sowie mehrere Kontrollen. Die Lysate fiir diesen Array wurden nach zweistiindiger
Inkubation mit O uM und 7,3 uM Sorafenib gemalR Tabelle 6 (s. a. Kapitel 2.3.1) entspre-
chend den Herstellerangaben hergestellt und ihr Proteingehalt wurde wie in Kapitel 2.3.2
beschrieben bestimmt. Die Nitrozellulosemembranen wurden anschliefend liber Nacht mit
diesen Proteinlysaten bei 4 °C auf dem Schittler inkubiert. Fiir die Nitrozellulosemembran A
und B wurden zusammen 300 pg Proteinlysat eingesetzt. Am Folgetag wurden die Membra-
nen dreimal fir 10 min im mitgelieferten Waschpuffer auf dem Wipptisch bei RT gewaschen.
Alle weiteren Wasch- und Inkubationsschritte erfolgten ebenfalls bei RT auf dem Wipptisch.
Membran A wurde nachfolgend mit dem Detektionsantikérper A fiir 2 h inkubiert. Memb-
ran B wurde entsprechend mit dem Detektionsantikdrper B inkubiert. Nach drei weiteren
Waschschritten a 10 min wurden die Membranen A und B fiir 30 min mit verdiinntem Strep-
tavidin-HRP inkubiert. Ungebundenes Streptavidin-HRP wurde mit drei abschlieBenden
Waschschritten a 10 min entfernt. Die Membranen wurden - wie in Kapitel 2.3.5 erldutert -
mit einem ECL-System behandelt und mit Rontgenfilmen detektiert. Die Signalintensitat ei-

nes jeden Punktes entsprach dem Phosphorylierungsgrad des jeweils gebundenen Proteins.

Die Auswertung der Bilder erfolgte mit dem Programm Imagel zur Quantifizierung der Signa-

le und Excel zur Darstellung als Balkendiagramm.
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2.4 Statistische Analysen

Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism® 5.03 fiir Windows (GraphPad Soft-
ware, San Diego California USA, www.graphpad.com) durchgefiihrt. Unterschiede von
p < 0,05 wurden als signifikant gewertet.

2.4.1 Two-way ANOVA mit Bonferroni-Posttest
Die Two-way ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni-Posttest testet den Einfluss zweier

variabler Faktoren auf die Messwerte eines Experimentes sowie deren Interaktion. Sie fand
bei der statistischen Auswertung des MTT-Tests unter verschiedenen Konzentrationen im

Vergleich zur Kontrolle mit Losungsmittel Verwendung (Kapitel 3.2.1, S. 29).

2.4.2 Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Posttest
Der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieRendem Dunn-Posttest priift, ob sich die Messwerte ei-

nes Experiments in Abhadngigkeit von einer unabhdngigen, nicht-parametrischen Variable
unterscheiden. Dieser Test wurde fiir die Auswertung des MTT-Tests bei Patientenproben
nach 24h Inkubation mit verschiedenen Sorafenibkonzentrationen verwendet (Kapitel 3.5.1,
S. 45).

2.5 Patientenproben

Die Patientenproben stellten zu diagnostischen Zwecken entnommenes, archiviertes Mate-
rial dar, welches andernfalls verworfen worden ware. Die Handhabung der Patientendaten
erfolgte anonymisiert nach den Grundsatzen der guten klinischen Praxis (GCP). In einem Vo-
tum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat (9/9/09) waren keine grundsatzlichen

ethischen oder rechtlichen Bedenken erhoben worden.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung von Sorafenib-Zielstrukturen in einem Panel von aggressiven
Lymphomen

Mittels Western-Blot und Durchflusszytophotometrie wurde zunachst die Expression der

klassischen Sorafenib-Zielstrukturen in einer Auswahl von aggressiven Lymphomen unter-

sucht (vgl. Kapitel 1.3, S. 4 sowie WILHELM ET AL. 2004).

Hierzu erfolgte nach Lyse und Proteinnormierung der Zellen eine gelelektrophoretische Auf-
trennung der Proteine mit anschlieRender Immundetektion der Raf-Proteine A, B und C so-
wie deren Phosphorylierung (vgl. Kapitel 2.3, S. 20). Die Brustkrebszelllinie MDA-MB-231

wurde als bekannte Positivkontrolle verwendet. Abbildung 4 zeigt die Ergebnisse dieser Un-

tersuchung.
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Abbildung 4: Raf-Expression in Lymphomzelllinien
Western-Blot-Analyse der Raf-Kinasen A, B und C sowie deren Phosphorylierung bei aggressiven Lymphomzelllinien und der
Kontrollzelllinie MDA-MB-231.

Mit Hilfe der Durchflusszytophotometrie (vgl. Kapitel 2.2.6, S. 16) wurden die Expressionsge-
rade der membranstandigen Rezeptortyrosinkinase-Proteine VEGF-R, PDGF-R, FIt3 und c-kit
bei ausgewdhlten Lymphomzelllinien untersucht. Die gemessenen Signalstarken wurden in
Histogrammen aufgetragen und mit den Signalstarken der ungefarbt gemessenen Kontrollen
verglichen (Abbildung 5 und Abbildung 6). Die ausfihrlichen Ergebnisse wurden als Tabelle 8

zusammengefasst.
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Abbildung 5: Expression von Rezeptortyrosinkinasen bei DLBCL und MCL
Die Expressionsgrade der Rezeptortyrosinkinaseproteine VEGF-R1, VEGF-R2, PDGF-R, FIt-3 und c-kit wurden mittels Durch-
flusszytophotometrie bestimmt und mit Kontrollen ohne Inkubation mit jeweiligen Antikdrpern verglichen. In den abgebil-

deten Histogrammen entsprechen die grauen Kurven den Rezeptortyrosinkinasefarbungen und die ungefarbten Kurven den
Kontrollen.
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Abbildung 6: Expression von Rezeptortyrosinkinasen bei BL und T-NHL
Die Expressionsgrade der Rezeptortyrosinkinaseproteine VEGF-R1, VEGF-R2, PDGF-R, Flt-3 und c-kit wurden mittels Durch-

flusszytophotometrie bestimmt und mit Kontrollen ohne Inkubation mit jeweiligen Antikdrpern verglichen. In den abgebil-
deten Histogrammen entsprechen die grauen Kurven den Rezeptortyrosinkinasefarbungen und die ungefarbten Kurven den

Kontrollen.
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Tabelle 8: Expression von Rezeptortyrosinkinasen bei Lymphomzelllinien
Zusammenstellung der durchflusszytophotometrischen Untersuchungen aus Abbildung 5 und Abbildung 6. Deutliches Signal

(++), moderates Signal (+), kein starkeres Signal (-).

DLBCL MCL BL T-NHL
Balm3 Karpas 422  SU-DHL-4 Mino  Jeko Granta 519 Raji Ramos CCRF-CEM Molt-4 Jurkat
VEGF-R1 + + - + + ++ - - ++ + ++
VEGF-R2 + + - - + + + - - - +
PDGF-R + ++ + ++ + + + - + - +
Fit3 ++ - + - - + + - - - -
c-kit - - - - - - - - - + +

Die Expressionsanalyse der klassischen Sorafenib-Zielstrukturen ergab, dass die Raf-Kinasen
A, B und C Uibereinstimmend in allen untersuchten aggressiven Lymphomen exprimiert und
phosphoryliert vorliegen. Bei den Rezeptortyrosinkinasen zeigte sich ein heterogenes Bild.
VEGF-R1 wird besonders stark in den T-NHL-Zelllinien CCRF-CEM und Jurkat sowie der MCL-
Zelllinie Granta 519 exprimiert, wahrend VEGF-R2 hingegen bei keiner der untersuchten En-
titdten vermehrt exprimiert wird. PDGF-R zeigt verstarkte Aktivitdt bei der DLBCL-Zelllinie
Karpas 422 und bei der MCL-Zelllinie Mino. Des Weiteren zeigte sich, dass c-kit bei keiner der
untersuchten Zelllinien vermehrt exprimiert wird und dass Flt3 nur bei dem DLBCL Balm3

vorhanden ist.

Zusammenfassend lieRB sich feststellen, dass Zielstrukturen in aggressiven Lymphomen in
heterogener Auspragung, in der Regel mit mehreren Tyrosinkinasen simultan pro Zelllinie,

exprimiert werden.

3.2 Analyse der zytotoxischen Wirkung von Sorafenib nach Kurzzeitexposition

3.2.1 MTT-Test
Die Ergebnisse der Expressionsanalysen (Kapitel 3.1) legten eine Untersuchung der Zellviabi-

litdt unter Sorafenibexposition nahe.

Hierzu wurde mit dem MTT-Test (vgl. Kapitel 2.2.7.1, S. 17) die Stoffwechselaktivitat der ver-
schiedenen Lymphomentitaten nach 24-stiindiger Behandlung mit Sorafenib gemessen (vgl.
Tabelle 5). Als Kontrollen dienten Inkubationen mit reinem Zellkulturmedium (Mediumkont-
rolle) sowie mit dquivalenten DMSO-Volumina (DMSO-Kontrolle), da Sorafenib in DMSO ge-

[6st wird.

In Abbildung 7 sind die Mittelwerte der gemessenen Triplikate als Prozentwert der un-
behandelten Mediumkontrolle angegeben. Sie stellen reprasentative, typische Ergebnisse
von mindestens drei unabhangigen Versuchen mit jeder Zelllinie dar. Die Differenzen zwi-
schen den Werten der Sorafenibproben und den DMSO-Kontrollen wurden mittels Two-way
ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni-Posttest verifiziert (vgl. Kapitel 2.4.1, S. 25).
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Abbildung 7: Viabilitdt von aggressiven Lymphomen nach Inkubation mit Sorafenib

Dargestellt sind die Ergebnisse von MTT-Tests nach 24-stindiger Inkubation mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen
bei mehreren Zelllinien verschiedener Lymphomentitdten. Als Vergleich diente eine jeweils entsprechende Inkubation mit
DMSO. Signifikante Unterschiede mit p < 0,05 sind mit Sternchen markiert (*).

Es zeigte sich, dass Sorafenib die Viabilitat in allen untersuchten Zelllinien dosisabhangig re-
duzierte. Eine ECso, also diejenige Konzentration, durch die eine Viabilitatsminderung um
50 % in vitro erzielt wird, konnte bestimmt werden. Die ECsp lag mit Werten zwischen 4,3 uM
und 8 uM (vgl. Tabelle 9) fiir alle Zelllinien in Bereichen, die klinisch erreichbar sind (WILHELM
ET AL. 2004; STRUMBERG ET AL. 2005).
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Tabelle 9: EC5y nach 24-stiindiger Inkubation mit Sorafenib
Die ECsp wurde mit einer sigmoiden Ausgleichskurve aus den MTT-Tests der Abbildung 7 berechnet. Die ECs, lag fir alle

untersuchten Zelllinien in einem klinisch relevanten Bereich.

Entitat Zelllinie ECso [uM] 95% Konfidenzintervall [uM]
BL Raji 43 3,3-5,6
Ramos 8,0 4,5-14,2
DLBCL Karpas 422 6,9 6,3-7,5
SU-DHL-4 7,0 43-11,5
Balm3 6,7 6,0-74
MCL Mino 7,5 6,6 — 8,6
Jeko 49 40-6,1
Granta 519 6,5 56-7,5
T-NHL Molt-4 5,7 48-6,7
CCRF-CEM 6,2 52-73
Jurkat 5,9 51-6,9

3.2.2 Apoptose

Die Viabilitatsminderung durch Sorafenib bei den Lymphomzelllinien fihrte zu der Frage
nach einer putativen Apoptoseinduktion. Hierzu wurde die Annexin-V-Fluos / PI -
Doppelfarbung verwendet (vgl. Kapitel 2.2.7.2, S. 18), in der frihapoptotische Zellen von

spatapoptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden werden kénnen.

Zunachst wurde beispielhaft fiir die DLBCL-Zelllinie SU-DHL-4 und die T-NHL-Zelllinie Jurkat
ein orientierender Vorversuch mit den Variablen Sorafenibdosis und Zeit durchgefiihrt. Die
Dotplots der durchflusszytophotometrischen Messungen sind in Abbildung 8 zusammenge-
stellt.
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Abbildung 8: Apoptoseinduktion durch Sorafenib — Dotplots

Die DLBCL-Zelllinie SU-DHL-4 und die T-NHL-Zelllinie Jurkat wurden fir 24 h und 48 h mit ansteigender Sorafenibdosis inku-
biert und anschlieBend mit einer Annexin-V-Fluos / Pl — Doppelfarbung auf Apoptose untersucht. Die blau dargestellte
Zellgruppe entspricht den ungefarbten, vitalen Zellen, die griine den friih-apoptotischen und die rote den spat-
apoptotischen Zellen. In den jeweiligen Quadraten des Dotplots ist der prozentuale Anteil der gefarbten Population an allen

gemessenen Events angegeben.

Die Ergebnisse der Abbildung 8 zeigen eine dosis- und zeitabhangige apoptoseinduzierende
Wirkung von Sorafenib bei SU-DHL-4 und Jurkat. Ob Sorafenib auch bei den Ubrigen ausge-
wahlten Lymphomzelllinien Apoptose induziert, sollte im Folgenden untersucht werden. Die
Zellen wurden flr 24, 48 und 72 Stunden mit 7,3 uM Sorafenib inkubiert und anschlieSend,
wie im Vorversuch, mit Annexin-V-Fluos sowie Pl gefarbt und im FACS gemessen. Als Kon-
trolle diente eine Inkubation mit dem entsprechenden Volumen des Lésungsmittels DMSO,
in dem Sorafenib gelost wurde. In Abbildung 9 sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe als

Balkendiagramm zur besseren Ubersicht zusammengefasst.
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Abbildung 9: Apoptoseinduktion durch Sorafenib — Balkendiagramm

Dargestellt ist der Anteil der Annexin-V-Fluos-positiven, apoptotischen Zellen an allen gemessenen Events mit der entspre-
chenden Standardabweichung des Triplikats. Die Zellen sind vor der Farbung fir 24, 48 und 72 h mit 7,3 uM Sorafenib inku-
biert worden. Mit DMSO behandelte Zellen dienten als Kontrolle.

Die Ergebnisse der in Abbildung 9 dargestellten Versuche bestéatigten die Ergebnisse des ori-
entierenden Vorversuchs (Abbildung 8) und zeigten, dass Sorafenib in allen untersuchten

Lymphomzelllinien zeitabhangig Apoptose induzierte.

3.2.3 Zellzyklus
Die viabilitatsmindernde und apoptoseinduzierende Wirkung von Sorafenib bei Lymphom-

zelllinien legte eine Zellzyklusanalyse unter Sorafenibexposition nahe (vgl. Kapitel 2.2.9, S.
19). Es wurden auch hier zunachst ausgewahlte Zelllinien fiir 24 und 48 Stunden mit anstei-
genden Sorafenibkonzentrationen inkubiert und analysiert. Anschlieend wurden von jeder
untersuchten Entitat weitere Lymphomzelllinien fir 48 Stunden mit 7,3 uM Sorafenib inku-
biert und die Effekte auf den Zellzyklus untersucht. Als Kontrolle diente erneut eine entspre-
chende Inkubation mit DMSO. Abbildung 10 zeigt exemplarisch die mittels Durchflusszyto-

photometrie gewonnenen Histogramme der Zellzyklusanalyse.
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Abbildung 10: Histogramme der Zellzyklusanalyse

Die untersuchten Zelllinien SU-DHL-4 und CCRF-CEM wurden fiir 48 h mit ansteigenden Konzentrationen Sorafenib inku-
biert und anschliefend mit Pl-haltigem Zellzyklusanalysepuffer behandelt. Die durchflusszytophotometrisch ermittelten
Histogramme ermoglichten die Analyse des Zellzyklus (griin: G1-Phase; braun: S-Phase; blau: G2-Phase).

Wahrend bei SU-DHL-4 dosis- und zeitabhangig der Anteil der Sub GO-Fraktion zunahm und
die typische Zellzykluskonfiguration immer weiter verloren ging, nahm bei CCRF-CEM hinge-
gen zwar der Anteil der Sub GO-Fraktion und somit die Menge an fragmentierter DNA zu und
die Synthese-Phase (S-Phase) brach ein, jedoch blieben die unterschiedlichen Zellzykluspha-

sen weiterhin erhalten (siehe Abbildung 10).

Es folgte die ausfiihrliche Analyse des Zellzyklus von SU-DHL-4, Karpas 422 und CCRF-CEM
unter zunehmender Sorafenibexposition. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 11 zusammen-

fassend dargestellt.
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Abbildung 11: Zellzyklusanalyse in Abhangigkeit von Dosis und Inkubationszeit

Die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse von SU-DHL-4, Karpas 422 und CCRF-CEM sind als Balkendiagramme dargestellt. Ange-
geben sind die prozentualen Mittelwerte aller gemessenen Zellen geordnet nach den Zellzyklusphasen G1, S und G2 sowie
dem apoptotischen Anteil (Sub GO).

In Abbildung 11 ist deutlich zu sehen, wie bei allen drei Zelllinien der Anteil an apoptotischen
Zellen mit fragmentierter DNA (Sub GO) dosis- und zeitabhangig zunimmt, wahrend die Gbri-
gen Zellzyklusphasen G1, S und G2 anteilig abnehmen. Untersuchungen an weiteren Zellli-
nien nach 48 Stunden Inkubation mit 7,3 uM Sorafenib konnten diese Ergebnisse durchgan-
gig bestdtigen und sind in Abbildung 12 nach Entitdten geordnet ebenfalls als Balkendia-
gramm zusammengefasst.
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Abbildung 12: Wirkung von Sorafenib auf den Zellzyklus ausgewdhlter Lymphomzelllinien
Dargestellt sind die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse verschiedener Lymphomzelllinien nach 48-stiindiger Inkubation mit
7,3 UM Sorafenib im Vergleich zu den mit DMSO behandelten Kontrollen.
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3.3 Untersuchung nach Langzeitexposition von Sorafenib

3.3.1 Wachstum unter Langzeitexposition
Die Erkenntnisse Uber die zytotoxische Wirkung von Sorafenib auf Lymphomzelllinien unter
Kurzzeitexposition flihrten zur Untersuchung des Effektes von Sorafenib nach Langzeitexpo-

sition.

In einem ersten Versuchsabschnitt wurden die Zelllinien fir zehn Tage mit Sorafenib oder
DMSO als Kontrolle unter ansonsten unveranderten Zellkulturbedingungen exponiert (vgl.
Kapitel 2.2.3, S. 20 und Kapitel 2.2.7.3, S. 19). Jeden zweiten Tag wurde die Zellzahl der Kul-
tur bestimmt und frisches Zellkulturmedium sowie Sorafenib oder DMSO hinzugegeben. In
einem zweiten Versuchsabschnitt wurden die Zellen nach zehntéatiger Sorafenibexposition
flir weitere Untersuchungen verwendet (Kapitel 3.3.2 und Kapitel 3.3.3). Die Ergebnisse des
Zellwachstums unter kontinuierlicher Sorafenibexposition liber zehn Tage sind in Abbil-

dung 13 und in Abbildung 14 als Wachstumskurven dargestellt.

Su-DHL-4 CEM
1.3x107+ 1.3x107+
-0~ 0 puM Sora —o— 0 uM Sora
1.0%107 ——0.7 uM Sora 1.0%x1074 —o—0.7 UM Sora
C =37 UM Sora € —%—3.7 UM Sora
QD 7541054 ——73uMSora L 7.5x105 ——7.3 UM Sora
ﬂ 5.0%105+ |&|) 5.0%106
2.5x105+4 2.5%105
0 T T T 4 ) 04 7 " )
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 0.0 25 5.0 75 10.0 125
Zeit [d] Zeit [d]

Abbildung 13: Zellwachstum unter kontinuierlicher Sorafenibexposition tGber zehn Tage

Die Lymphomzelllinien SU-DHL-4 und CCRF-CEM wurden fiir zehn Tage mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen behan-
delt. Die Zellzahl wurde jeden zweiten Tag bestimmt und hier als Wachstumskurve dargestellt. Als Vergleich dienten ent-
sprechend mit DMSO behandelte Kontrollansatze.
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Abbildung 14: Zellwachstum unter kontinuierlicher Sorafenibexposition tGber zehn Tage

Die verschiedenen Lymphomzelllinien wurden fiir zehn Tage mit 7,3 uM Sorafenib oder DMSO behandelt. Die Zellzahl wur-

de jeden zweiten Tag bestimmt und hier als Wachstumskurve dargestellt.

Sorafenib hemmte in allen untersuchten Lymphomzelllinien das Zellwachstum wahrend die-

ser zehn Tage, wahrend die mit DMSO behandelten Kontrollen exponentiell wuchsen. Diese

Wachstumsinhibition durch Sorafenib war dosisabhdngig und zeigte bereits unterhalb der

direkt zytotoxischen Wirkung von 7,3 uM einen starken Effekt (vgl. Abbildung 13).
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3.3.2 Apoptose

AnschlieBend an die in Kapitel 3.3.1 beschriebene Langzeitexposition wurde mittels Annexin-
V-Fluos / PI-Doppelfarbung und Durchflusszytophotometrie (vgl. Kapitel 2.2.7.2, S. 18 und
Kapitel 3.2.2) der Anteil der apoptotischen Zellen in der Kultur an Tag zehn bestimmt.

In Tabelle 10 sind die Ergebnisse der Messungen zusammengefasst. Bei den mit 7,3 uM Sora-
fenib behandelten Zellen fanden sich je nach Entitdt zwischen 93,5 % (Karpas 422 und SU-
DHL-4) und 39,7 % (Jeko) apoptotische Zellen.

Tabelle 10: Bestimmung der apoptotischen Zellen nach zehntagiger Sorafenibexposition

Nach zehntégiger Behandlung mit 7,3 uM Sorafenib wurde der Anteil der apoptotischen Zellen unter den verbleibenden
Zellen bestimmt. Angegeben ist der Mittelwert der gemessenen Triplikate mit entsprechender Standardabweichung.

Anteil apoptotischer Zellen an Tag 10[%]

Balm3 89,9+0,2
Karpas 422 93,5+0,9
SU-DHL-4 93,5+0,3
Granta 519 75,8 +1,2
Jeko 39,7+3,9
Jurkat 78,3+0,1
CCRF-CEM 751+04
Raji 84,8+1,1
Ramos 89,2+1,7

Ergdnzend hierzu bestatigten die Messungen nach der zehntdgigen Behandlung mit anstei-
genden Sorafenibkonzentrationen auch unter Langzeitexposition eine dosis- und zeitabhan-
gige Wirkung von Sorafenib (Tabelle 11).

Tabelle 11: Bestimmung der apoptotischen Zellen nach zehntagiger Sorafenibexposition ansteigender Konzentrationen
Die Zelllinie CCRF-CEM wurde fiir zehn Tage mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen oder DMSO (0) inkubiert. An-
schlieBend wurde der Anteil der apoptotischen Zellen unter den verbliebenen Zellen an Tag zehn bestimmt.

Anteil apoptotischer Zellen
Sorafenibkonzentration [uM] 0 0,7 3,7 7,3

CCRF-CEM [%] 6,4+0,4 7,3+0,9 11,8 +3,9 75,1+6,3

3.3.3 Klonogenitat
Neben der Wirkung auf die Viabilitdt und das Wachstumsverhalten von Lymphomzelllinien

unter kontinuierlicher Gabe von Sorafenib galt es im Weiteren zu untersuchen, ob der Ein-
fluss von Sorafenib reversibel ist. Hierzu wurde, aufbauend auf dem in Kapitel 3.3.1 be-
schriebenen Langzeitversuch, die Klonogenitdt der nach zehntdgiger Sorafenibexposition
verbliebenen Zellen bestimmt. Die mit Sorafenib oder DMSO behandelten Zellen wurden
gewaschen und in Sorafenib-freier Methylzellulose fiir weitere zehn Tage inkubiert (vgl. Ka-
pitel 2.2.8, S. 19). AnschlieRend wurde ausgezahlt, wie viele Kolonien sich gebildet hatten
und die CFU bestimmt. Die CFU gibt an, wie viele Kolonien sich aus 1000 ausgesaten Zellen

innerhalb einer bestimmten Zeiteinheit bilden.
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Abbildung 15 zeigt exemplarisch Fotos eines solchen Versuchs nach zehn Tagen. Die ausfiihr-
lichen Ergebnisse sind in Tabelle 12 zusammengefasst. Wahrend sich bei den mit DMSO vor-
behandelten Ansatzen im Mittel bis zu 921 Kolonien gebildet haben (Balm3), hat sich bei den
mit 7,3 uM Sorafenib vorbehandelten Zellen keine einzige Kolonie gebildet. Auch in diesem
Versuchsabschnitt konnte die dosisabhdangige Wirkung bestatigt werden (vgl. Tabelle 13).

Sorafenib [uM]
Suspension/CFU

0/0

Abbildung 15: Klonogenitat nach vorausgegangener Sorafenibbehandlung

Zellen der Zelllinie Ramos wurden zunachst fur zehn Tage mit 7,3 uM Sorafenib behandelt (Suspension) und anschlieRend
fur weitere zehn Tage ohne Sorafenib in Methylzellulose ausgesat (CFU). Das Foto und die beiden VergroRerungen sind an
Tag 10 + 10 aufgenommen worden.

Tabelle 12: Colony Formation Unit (CFU) nach vorausgegangener Sorafenibexposition

Die unterschiedlichen Zelllinien wurden zunachst fur zehn Tage mit 7,3 uM Sorafenib oder DMSO (0) behandelt und an-
schlieBend fiir weitere zehn Tage in Sorafenib-freier Methylzellulose inkubiert. Angegeben ist die Anzahl der entstandenen
Kolonien (CFU) mit Standardabweichung.

Anzahl der Kolonien an Tag 10 + 10 (CFU)

Sorafenibkonzentration [uM] 0 7,3
Balm3 921 +47 0
Karpas 422 37+9 0
SU-DHL-4 336 + 123 0
Grant 519 252 +70 0
Mino 50+5 0
Jeko 125 + 17 0
Jurkat 32+0 0
CCRF-CEM 485 + 13 0
Molt-4 309 +41 0
Raji 360 + 113 0
Ramos 819+91 0

Tabelle 13: CFU nach vorausgegangener Behandlung mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen

Die Zelllinien CCRF-CEM und SU-DHL-4 wurden zundchst fiir zehn Tage mit ansteigenden Konzentrationen Sorafenib oder
DMSO (0) behandelt und anschlieBend fiir weitere zehn Tage in Sorafenib-freier Methylzellulose inkubiert. Angegeben ist
die Anzahl der entstandenen Kolonien (CFU) mit Standardabweichung.

Anzahl der Kolonien an Tag 10 + 10 (CFU)

Sorafenibkonzentration [uM] 0 0,7 3,7 7,3

CCRF-CEM 485 +13 455 + 67 225+47 0
SU-DHL-4 336 + 123 235+ 32 75 + 34 0
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3.4 Identifizierung des Mechanismus

3.4.1 Western-Blot unter Sorafenibexposition fiir klassische Targets

Der zytostatische Effekt von Sorafenib auf Lymphomzelllinien flihrte zu der Frage nach dem
molekularen Mechanismus. Hierzu wurden die ausgewahlten Lymphomzelllinien mit anstei-
genden Konzentrationen Sorafenib inkubiert, lysiert und nach Proteinnormierung gel-
elektrophoretisch aufgetrennt (vgl. Kapitel 2.3, S. 20). Es folgte ein Western-Blot mit an-
schlieBender Immundetektion der klassischen Sorafenib-Zielstrukturen A-, B- und C-Raf und
ihrer phosphorylierten Formen (vgl. Kapitel 1.3, S. 4 und Kapitel 3.1) sowie von Actin als Pro-

teinkontrolle. Das Ergebnis ist in Abbildung 16 dargestellt.

Karpas422 Balm 3 SuDHL4

Sorafeninb [uM] 0 07 36 7314 0 07 36 7314 0 07 3.6 7.3 14

s - — o
i - -
P-A-raf - o s s e — -

A-raf - e e W - ——
P-B-raf d b ot bt

B-raf - ---------------

P-Crraf - RN T S e e e e

Coral - W s e W
Actin -.-.--------v.—w

Abbildung 16: Wirkung von Sorafenib auf die Phosphorylierung von Raf-Kinasen in Lymphomzelllinien
Die Immundetektion von Raf-Kinase-Proteinen und deren Phosphorylierung an proteinnormierten Western-Blots zeigte bei
den DLBCL-Zelllinien keinen einheitlichen Effekt von Sorafenib auf den Phosphorylierungsgrad der Raf-Kinasen.

Die Analyse der mit Sorafenib behandelten DLBCL-Zelllinien konnte keinen einheitlichen Ef-
fekt auf den Phosphorylierungsgrad der bekannten Sorafenib-Zielstrukturen der Raf-Kinase-
Familie zeigen.
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3.4.2 Array zur Ildentifizierung neuer Targets
Zur weiteren Untersuchung des molekularen Wirkmechanismus von Sorafenib wurden mit

einem Kinase Screen Array 45 intrazelluldre Kinasen zeitgleich untersucht (vgl. Kapitel 2.3.6,
S. 24). Dies sollte helfen, die Frage nach gemeinsamen Zielstrukturen von Sorafenib bei den
ausgewdhlten Lymphomentitaten zu finden, nachdem dies fiir die klassischen Zielstrukturen
ausgeschlossen worden war (Kapitel 3.4.1). Es wurden je zwei Zelllinien der Entitdten DLBCL,
MCL und T-NHL ausgewahlt, fir zwei Stunden mit 7,3 uM Sorafenib oder DMSO inkubiert
und anschlieBend fiir den Array aufbereitet und eingesetzt (vgl. Kapitel 2.3.6, S. 24).

Abbildung 17 zeigt zundchst exemplarisch das Rontgenbild einer Immundetektion eines sol-
chen Kinase Screen Arrays. Abbildung 18, Abbildung 19 und Abbildung 20 zeigen anschlie-

Rend die ausfiihrliche Auswertung der Arrays fiir insgesamt sechs Lymphomzelllinien.
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Abbildung 17: Kinase Screen Array der Lymphomzelllinie CCRF-CEM

Zellen der Lymphomzelllinie CCRF-CEM wurden zunachst mit 7,3 uM Sorafenib oder DMSO (0) inkubiert und dann mit ei-
nem zweiteiligen Kinase Screen Array analysiert. Zu sehen ist die Rontgenaufnahme der Immundetektion. Die untersuchten
Kinasen und Kontrollen sind jeweils als Duplikat auf speziellen Membranen aufgetragen. Die roten Pfeile markieren das

Signal der Kinase p38, die blauen Pfeile markieren das Signal der Kinase AKT.
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Abbildung 18: Auswertung des Kinase Screen Array der T-NHL-Zelllinien Jurkat und CCRF-CEM

Die Lymphomzelllinien Jurkat und CCRF-CEM sind jeweils mit 7,3 uM Sorafenib und DMSO (0) inkubiert und anschlieBend
mit dem Kinase Screen Array analysiert worden. Dargestellt ist die Differenz der Signalintensitdt zwischen der DMSO-
Kontrolle und der Sorafenibinkubation. Blaue Balken zeigen eine Abnahme der Phosphorylierung an, rote Balken eine Zu-

nahme der Signalintensitat im Vergleich zur Kontrolle auf logarithmisch skalierter x-Achse. Auf der y-Achse sind die 45
Kinasen entsprechend den Signalunterschieden geordnet.
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Abbildung 19: Auswertung des Kinase Screen Array der DLBCL-Zelllinien SU-DHL-4 und Karpas 422

Die Lymphomzelllinien SU-DHL-4 und Karpas 422 sind jeweils mit 7,3 uM Sorafenib und DMSO (0) inkubiert und anschlie-
Bend mit dem Kinase Screen Array analysiert worden. Dargestellt ist die Differenz der Signalintensitat zwischen der DMSO-
Kontrolle und der Sorafenibinkubation. Blaue Balken zeigen eine Abnahme der Phosphorylierung an, rote Balken eine Zu-

nahme der Signalintensitat im Vergleich zur Kontrolle auf logarithmisch skalierter x-Achse. Auf der y-Achse sind die 45
Kinasen entsprechend den Signalunterschieden geordnet.
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Mino Jeko
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Abbildung 20: Auswertung des Kinase Screen Array der MCL-Zelllinien Mino und Jeko

Die Lymphomzelllinien Mino und Jeko sind jeweils mit 7,3 uM Sorafenib und DMSO (0) inkubiert und anschliefend mit dem
Kinase Screen Array analysiert worden. Dargestellt ist die Differenz der Signalintensitdt zwischen der DMSO-Kontrolle und
der Sorafenibinkubation. Blaue Balken zeigen eine Abnahme der Phosphorylierung an, rote Balken eine Zunahme der Sig-

nalintensitdt im Vergleich zur Kontrolle auf logarithmisch skalierter x-Achse. Auf der y-Achse sind die 45 Kinasen entspre-
chend den Signalunterschieden geordnet.

Die Analysen der Kinase Screen Arrays konnten zeigen, dass Sorafenib die Phosphorylierung
mehrerer Kinasen beeinflusste. Im Hinblick auf einen putativen gleichartigen Wirkmecha-
nismus fir die verschiedenen Lymphomentitaten zeigte sich, dass vor allem die Phosphory-
lierung von p38 und AKT unter Sorafenibexposition bei Lymphomzelllinien abnahm. So war
bei flinf von sechs untersuchten Zelllinien p38 die am stadrksten inhibierte Kinase in der Ar-
rayanalyse. Lediglich bei Karpas 422 ist AKT starker inhibiert als p38.
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3.4.3 Bestdtigungs-Blots

Die Ergebnisse des Kinase Screen Array wurden nachfolgend mit einem Western-Blot und
anschlieRender Immundetektion der Kinasen p38 und AKT Uberpriift. Hierzu wurden erneut
Zellen fiir zwei Stunden mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen inkubiert, lysiert und

proteinnormiert (Kapitel 2.3, S. 20). Die Bilder der Immundetektion sind in Abbildung 21 dar-

gestellt.
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Abbildung 21: Western-Blot-Analysen der Proteinkinasen p38 und AKT nach zweistliindiger Sorafenibexposition

Die sechs Lymphomzelllinien SU-DHL-4, Karpas 422, Mino, Jeko, Jurkat und CCRF-CEM wurden fiir zwei Stunden mit anstei-
genden Konzentrationen Sorafenib inkubiert und anschlieBend mittels Western-Blot analysiert. Zu sehen sind reprasentati-
ve Bilder der Immundetektion der Kinasen p38 und AKT sowie ihrer Phosphorylierung unter Sorafenib.

Die Western-Blot-Analysen bestédtigten die Ergebnisse des Kinase Screen Arrays (Kapitel
3.4.2) und zeigten, dass schon geringe Konzentrationen an Sorafenib bei allen untersuchten
Lymphomzelllinien zur Dephosphorylierung von p38 und AKT fihrten. Interessanterweise
fand sich in der Western-Blot-Analyse fiir Karpas 422 ein groRerer Effekt von Sorafenib auf

die Dephosphorylierung von p38 als im Kinase Screen Array zu erkennen war.

3.5 Patientenproben

3.5.1 Zytotoxische Wirkung von Sorafenib auf Patientenproben

Nach den Erkenntnissen der vorangegangenen in-vitro-Untersuchungen sollte abschlieRend
ein Bezug zur klinischen Relevanz der Ergebnisse Uberprift werden. Hierflir standen viable
Tumorzellsuspensionen von Patienten mit DLBCL, MCL und T-NHL zur Verfligung, die zu di-

agnostischen Zwecken gewonnen worden waren (vgl. Kapitel 2.5, S. 25).

Die Patientenproben wurden fir 24 Stunden mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen
inkubiert und anschliefend mit einem MTT-Test auf Viabilitatsminderung untersucht (vgl.
Kapitel 2.2.7.1, S. 17). Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellt. Die Messwerte wur-
den mit dem Kruskal-Wallis-Test und anschlieBendem Dunn-Posttest auf Signifikanz Gber-
pruft (vgl. Kapitel 2.4.2, S. 25).
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Abbildung 22: Zytotoxischer Effekt von Sorafenib auf Patientenproben unterschiedlicher Lymphomentitaten
Viable Tumorzellsuspensionen von elf verschiedenen Lymphompatienten wurden fiir 24 Stunden mit Sorafenib inkubiert.

Dargestellt sind die Ergebnisse der anschlieBenden Viabilitdtsuntersuchungen geordnet nach Lymphomentitaten. Signifi-
kanzunterschiede von p < 0,05 sind mit * markiert.

Die Ergebnisse der Untersuchung zeigten bei neun von elf Patienten eine signifikant geringe-
re Viabilitat der Tumorzellsuspensionen nach der Behandlung mit Sorafenib im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Fiir alle untersuchten Lymphomentitidten konnte dieses Ergebnis

mit klinisch erreichbaren Konzentrationen erzielt werden.

3.5.2 Uberpriifung der Sorafenib-Zielstrukturen in Patientenproben

Die Versuche aus Kapitel 3.5.1 konnten zeigen, dass Sorafenib bei Primarmaterial einen
durchaus vergleichbaren Effekt erzielt wie die in-vitro-Versuche zuvor. Es galt nun zu lber-
prifen, ob auch die gleichen Zielstrukturen von Sorafenib beeinflusst werden. Es wurden
zunachst Patientenproben fir zwei Stunden mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen
inkubiert und anschlieBend mittels Western-Blot und Immundetektion der Phosphorylie-
rungsgrad der Kinasen p38 und AKT untersucht (vgl. Kapitel 2.3, S. 20). Es handelte sich dabei

um Proben derselben Patienten, die in Kapitel 3.5.1 untersucht worden waren. Die Ergebnis-
se sind in Abbildung 23 zusammengestellt.
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Abbildung 23: Western-Blot von Sorafenib-Zielstrukturen bei Primarmaterial

Primdrmaterial von Lymphompatienten wurde zunachst mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen inkubiert und an-
schlieBende mittels Western-Blot und Immundetektion untersucht. Dargestellt sind die Bilder der Immundetektion geord-
net nach Lymphomentitdten. Die Probenbezeichnung entspricht der Beschriftung aus Abbildung 22.
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Die proteinbiochemische Untersuchung der Phosphorylierung von p38 und AKT bei Patien-
tenproben nach vorheriger Sorafenibbehandlung zeigte, dass Sorafenib auch bei Primarma-

terial vor allem die Phosphorylierung der zytosolischen Kinase p38 inhibierte.
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4 Diskussion

4.1 Auspragung molekularer Sorafenib-Zielstrukturen ausgewdhlter Lymphomen-
titaten

Als grundlegende und erste Frage dieser Arbeit galt es zu Gberpriifen, ob die fir Sorafenib
beschriebenen Zielstrukturen in humanen Lymphomen exprimiert werden (vgl. Kapitel 1.3, S.
4). WILHELM ET AL. (2004) hatten an der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 sowie an diversen
Darm- und Lungenkrebszelllinien gezeigt, dass die wesentlichen Zielstrukturen fiir die Wir-
kung von Sorafenib bei diesen Tumorentitdten die Kinasen der Raf-Familie und die Rezeptor-
tyrosinkinasen VEGF, PDGF, FIt3 und c-kit sind.

Mittels Western-Blot-Analysen und Durchflusszytophotometrie konnte in dieser Arbeit ge-
zeigt werden, dass bei allen untersuchten Lymphomentitaten mehrere der genannten Ziel-
strukturen exprimiert und aktiviert vorliegen (vgl. Kapitel 3.1, S. 26, Abbildung 4 bis Abbil-
dung 6 sowie Tabelle 8). Vor allem fiir die Raf-Kinasen findet sich dabei eine groRe Uberein-
stimmung in ihrem Expressionsmuster. Den Raf-Kinasen wird eine zentrale Bedeutung in der
Tumorentwicklung zugeschrieben, da sie in 30 % aller humanen Tumore Uberreguliert sind
und somit zu den héaufigsten tumorassoziierten Fehlregulationen gehoren (HOSHINO ET AL
1999; KOLCH ET AL. 2002).

Die Erkenntnisse der hier durchgefiihrten Untersuchungen legten daher eine Analyse der

Sorafenibwirkung auf humane Non-Hodgkin-Lymphome nahe.

4.2 Zytostatische Effektivitat von Sorafenib gegen humane Lymphome in vitro

Das nachste Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von Sorafenib auf humane Lymphome in
vitro zu untersuchen. Hierzu sollten unterschiedliche Aspekte einer putativen zytostatischen
Wirkung von Sorafenib beriicksichtigt werden.

Zunachst wurde mit einer Analyse der Stoffwechselaktivitat unter Sorafenibexposition der
Effekt auf die Viabilitat der Lymphomzelllinien untersucht (vgl. Kapitel 3.2.1, S. 29). Es zeigte
sich, dass bei allen Zelllinien der verschiedenen Lymphomentitaten eine signifikante Viabili-
tatsminderung durch Sorafenib in 24 Stunden erreicht werden konnte (vgl. Abbildung 7). Die
daraus berechnete ECso lag dabei mit Werten zwischen 4,3 uM und 8,0 uM fiir die unter-

schiedlichen Zelllinien in einem dhnlichen Bereich (vgl. Tabelle 9).

Es folgte eine weitere Analyse zur Klarung der Frage, ob die beobachtete Viabilitdtsminde-
rung durch Apoptose bedingt ist. Die in Kapitel 3.2.2 (S. 31) und 3.3.2 (S. 38) dargestellten
Ergebnisse konnten deutlich zeigen, dass die Behandlung mit Sorafenib bei Non-Hodgkin-
Lymphomen Apoptose induziert (vgl. Abbildung 8 und Abbildung 9 sowie Tabelle 10 und Ta-

belle 11). Des Weiteren zeigten diese Daten, dass die Wirkung von Sorafenib nicht nur dosis-,
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sondern auch zeitabhdngig ist. Dabei wurden mit 7,3 uM Sorafenib bei den DLBCL und den
Zelllinien Jurkat und Mino nach 48 und 72 Stunden Apoptoseraten von tber 80 % erreicht.
Dies war bei den BL nach zehn Tagen der Fall. Die Zelllinie Jeko wies zu diesem Zeitpunkt
eine Apoptoserate von 39,7 % auf.

Der dritte Aspekt zur Analyse der zytostatischen Wirkung von Sorafenib auf humane Lym-
phome war die Untersuchung des Zellzyklus unter Sorafenibexposition (vgl. Kapitel 3.2.3, S.
33). Die Auswertung der Messdaten bestatigte sowohl die Dosis- und Zeitabhangigkeit der
Sorafenibwirkung als auch die Erkenntnis, dass diese fiir alle untersuchten Lymphomentita-
ten Giiltigkeit besitzt (vgl. Abbildung 10 bis Abbildung 12). Der Anteil an Zellen mit fragmen-
tierter DNA (Sub GO) nahm bei allen Lymphomzelllinien auBer CCRF-CEM deutlich zu und
erreichte bei einer Sorafenibkonzentration von 7,3 uM nach 48 Stunden einen Anteil von
Uber 40 % an allen gemessenen Zellen. Die Synthesephase sowie der Anteil der Zellen, die
ihren DNA-Gehalt gerade verdoppelt hatten, waren hingegen deutlich reduziert. Bei CCRF-
CEM zeigte sich ebenfalls eine Zunahme der Sub GO-Fraktion. Sie betrug nach 48-stiindiger
Inkubation mit 7,3 uM Sorafenib 15 %. Im Gegensatz zu den Ubrigen Zelllinien, bei denen der
Zellzyklus mit zunehmender Zeit und ansteigender Dosis fast vollstandig aufgehoben war,
war bei CCRF-CEM - trotz Zunahme der Sub GO-Fraktion - der Zellzyklus in seiner typischen
Form erhalten geblieben (vgl. Abbildung 10).

Diese Beobachtungen fiihrten zu der Frage nach dem Wachstumsverhalten von Lymphom-
zelllinien unter kontinuierlicher Sorafenibexposition sowie weiterfiihrend nach der Reversibi-
litat der Sorafenibwirkung. Die Ergebnisse aus Kapitel 3.3.1 (S. 36) konnten zeigen, dass die
kontinuierliche Exposition mit Sorafenib iber einen Zeitraum von zehn Tagen auch schon bei
geringeren Konzentrationen von nur 3,7 uM Sorafenib das Zellwachstum hemmte und somit
antiproliferative Wirkung erzielte (vgl. Abbildung 13 und Abbildung 14). AulRerdem konnte
gezeigt werden, dass nach vorrausgegangener Behandlung mit 7,3 uM Sorafenib auch unter
anschlieRend Sorafenib-freien Bedingungen kein Wiedereintritt in die Wachstumsphase
moglich war (vgl. Kapitel 3.3.3, S. 38 und Abbildung 15). Wie Tabelle 12 zu entnehmen ist,
lieB sich dieses Ergebnis bei allen untersuchten Zelllinien beobachten. Auch hierbei konnte
der Aspekt der Dosisabhangigkeit bestatigt werden. Bereits eine Inkubation mit 0,7 uM Sora-
fenib Uber zehn Tage bewirkte eine deutliche, wachstumshemmende Wirkung und einen
Rickgang der Klonogenitat im nachfolgenden Auslassversuch (vgl. Tabelle 13).

Zusammenfassend lasst sich an dieser Stelle festhalten, dass die viabilititsmindernde und
antiproliferative Wirkung von Sorafenib auf Lymphomzelllinien mit klinisch darstellbaren
Konzentrationen und kontinuierlicher Exposition erzielt werden konnte und dass Konzentra-
tionen von 7,3 uM Sorafenib nach 24 Stunden Apoptoseinduktion bewirkten. Die antiprolife-
rative und proapoptotische Wirkung von Sorafenib war hierbei irreversibel dosis- und zeit-
abhangig.
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Die vorliegende Arbeit kommt damit zu dem Ergebnis, dass Sorafenib eine zytostatische Wir-
kung auf humane Non-Hodgkin-Lymphome hat.

Die Erkenntnisse zur zytostatischen Effektivitat von Sorafenib befinden sich in Ubereinstim-
mung sowohl mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen zu soliden Tumoren (WILHELM ET AL.
2004; WILHELM ET AL. 2008) als auch mit Ergebnissen zu nicht-soliden Tumoren (ZHANG ET AL.
2008; NGUYEN ET AL. 2010). ZHANG ET AL. (2008) beobachteten bei in-vitro-Untersuchungen zur
AML einen apoptoseinduzierenden Effekt bei 72-stiindiger Inkubation mit 5 uM Sorafenib.
Jungste Ergebnisse von NGUYEN ET AL. (2010) bestdtigen die Apoptoseinduktion sogar bei
DLBCL, Burkitt- und Hodgkin-Lymphomen. Hierbei verwendeten sie Sorafenibkonzentratio-
nen zwischen 3 und 10 uM und erreichten bei einer Inkubationszeit von 48 Stunden eben-
falls Apoptoseraten von tiber 50 % (NGUYEN ET AL. 2010).

4.3 Molekulare Wirkung von Sorafenib bei humanen Non-Hodgkin-Lymphomen

Eine weitere Frage dieser Arbeit war die Uberpriifung der molekularen Wirkung von Sorafe-
nib bei humanen Non-Hodgkin-Lymphomen. Die groRe Ubereinstimmung im Expressions-
muster der Raf-Kinasen bei den untersuchten Lymphomentitaten (vgl. Abbildung 4 und Kapi-
tel 4.1) und die von anderen Arbeitsgruppen bereits belegte zentrale Bedeutung der Raf-
Kinasen in der Signaltransduktion und Tumorentstehung (KASID ET AL. 1989; HOSHINO ET AL.
1999; KOLCH ET AL. 2002; WILHELM ET AL. 2004) legten es nahe, zunachst die Phosphorylierung

der Raf-Kinasen unter Sorafenibexposition zu tUberprifen.

Es zeigte sich hierbei, dass der beschriebene zytostatische Effekt von Sorafenib bei humanen
Non-Hodgkin-Lymphomen nicht Uber eine Inhibierung der Raf-Kinasen vermittelt wird (vgl.
Abbildung 4). Mithilfe eines orientierenden Kinase Screen Arrays konnten anschliefend je-
doch die intrazellularen Kinasen Akt und p38 identifiziert werden, die einheitlich bei allen
hiermit untersuchten Lymphomzelllinien eine besonders starke Dephosphorylierung unter
Sorafenibexposition aufwiesen (vgl. Abbildung 17 bis Abbildung 20). Western-Blot-Analysen
konnten diese Ergebnisse bestatigen und eine Dosisabhangigkeit des Effekts zeigen (vgl. Ab-
bildung 21).

Die ausschlaggebende Rolle des Akt-Signalweges liegt in dessen vielfdltiger antiapoptoti-
schen Funktion, die bereits zuvor fir eine Vielzahl lymphoider Malignitdaten beschrieben
worden ist (DATTA ET AL. 1999; FILLMORE ET AL. 2005). WENDEL ET AL. konnten 2004 in einem mu-
rinen Lymphommodell zeigen, dass die Aktivierung von Akt die Tumorentstehung und die
Entwicklung von Medikamentenresistenz durch Unterbrechung der zelleigenen Apoptose-
mechanismen fordert. Wie auch bei anderen Malignitdten konnte fir DLBCL-Zelllinien und
52 % eines Kollektivs aus primdaren DLBCL-Proben gezeigt werden, dass der Phosphatidylino-

sitol 3-Kinase (PI3K) / Akt-Signalweg konstitutiv aktiviert ist (UbDIN ET AL. 2005; UDDIN ET AL.
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2006; BAOHUA ET AL. 2008). Hinzu kommen die Erkenntnisse, dass die Inhibierung von Kinasen,
die PI3K / Akt vorgeschaltet sind, ausreicht, um bei Akt-abhdngigen Zelllinien Apoptose zu
induzieren und dass dementsprechend die Aktivierung von Akt - vermittelt durch das Hitze-
schockprotein HSP90 - entscheidend fiir das Uberleben dieser Zelllinien ist (UDDIN ET AL. 2006;
GEORGAKIS ET AL. 2006; ABRAMSON ET AL. 2009). Jedoch sind bei Lymphomen, im Gegensatz zu
anderen Malignitaten, bisher keine aktivierenden Mutationen der PI3K beschrieben worden,
sodass der Mechanismus der beobachteten Aktivierung des Akt-Signalweges zunachst unge-
klart bleibt (BAOHUA ET AL. 2008). SRINIVASAN ET AL. betonten 2009 die Bedeutung von PI3K bei
B-Zellen indem sie zeigten, dass bei reifen B-Zellen mit einem BCR-Defekt die alleinige Sig-
nalkompensation tber PI3K / Akt zum Uberleben der Zellen ausreicht. Bei nicht-lymphoiden
Malignitaten, bei denen eine Inhibition des Akt-Signalweges in Abhangigkeit von Sorafenib
gezeigt werden konnte, wird diesbezliglich eine Interaktion zwischen dem Ras- und dem Akt-
Signalweg diskutiert (YANG ET AL. 2008; ZHANG ET AL. 2008).

Die ausschlaggebende Rolle der Kinase p38, die zu den mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK) gehort, liegt in der Hemmung der Zellproliferation und der Induktion von Apoptose
bei verschiedenen Stresssignalen der Zelle (Hul €T AL. 2007). Fehlregulation des p38 MAPK-
Signalweges aufgrund von Fehlfunktion oder Uberexpression von zugehérigen Regulatoren
fordert durch den Verlust der Apoptoseinduktion die Tumorentstehung. Dies konnte bei
mehreren humanen Tumoren und Tumorzelllinien beobachtet werden (WAGNER und NEBRADA
2009). ELENITOBA-JOHNSON ET AL. (2003) haben gezeigt, dass die Transformation von indolenten
follikularen B-Zell-Lymphomen zu aggressiven Lymphomen mit einer Aktivierung von p38
MAPK assoziiert ist. Wahrend bei follikuldaren Lymphomen in niedrigen Stadien und nicht-
transformierten Zellen keine oder nur eine geringe Aktivitat von p38 MAPK festgestellt wer-
den konnte, war die Phosphorylierung bei DLBCL und transformierten Zellen sehr stark. Eine
spezifische Inhibierung von p38 MAPK durch SB203580 induzierte bei der DLBCL-Zelllinie SU-
DHL-4 Apoptose und hatte bei einem Xenotransplantatmodell zytostatische Wirkung (ELENI-
TOBA-JOHNSON ET AL. 2003; LIN ET AL. 2004). Weiterfiihrende Versuche von KUROsU ET AL. (2005)
an B-Zell-Lymphomen konnten zeigen, dass das Zytostatikum Etoposid als Stressstimulator
zur Phosphorylierung von p38 MAPK fiihrt und dass die zusatzliche pharmakologische oder
genetische Inhibierung des p38 MAPK-Signalweges den apoptotischen Effekt von Etoposid
verstarkt. Auch der zytostatische Effekt von Doxorubicin und Cisplatin konnte bei p53-
abhangigen Tumorenmodellen durch die spezifische Inhibierung von MK2, einem der Haupt-
substrate des p38 MAPK-Signalweges, verstarkt werden (REINHARDT ET AL. 2007). Fur EBV-
assoziierte Lymphome lieR sich an der Zelllinie Raji zeigen, dass die p38 MAPK-Inhibierung
nicht nur Apoptose induziert, sondern auch die Virusreplikation hemmt (MATUSALI ET AL.
2009).

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen im Zusammenhang mit den Erkenntnissen zur Funktion

und Bedeutung des Akt- und p38 MAPK-Signalweges den Schluss zu, dass die hier gezeigte
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zytostatische Wirkung von Sorafenib auf Lymphomzelllinien maRgeblich durch die Inhibie-
rung von p38 und Akt vermittelt wird. Im Weiteren fiihrt die in allen untersuchten Zelllinien
beobachtete deutliche Dephosphorylierung der Kinase p38 unter Sorafenibexposition zu der
Annahme, dass es einen einheitlichen Wirkmechanismus von Sorafenib auf Non-Hodgkin-
Lymphome gibt und dass im Umkehrschluss der Phosphorylierungsstatus von p38 eine Aus-
sage auf die Wirksamkeit von Sorafenib bei Lymphomen zulasst.

4.4 Ausblick auf die Moglichkeiten der klinischen Anwendung

Die abschlieRende Frage dieser Arbeit galt dem Ausblick auf die Moglichkeiten der klinischen
Anwendung von Sorafenib bei humanen Non-Hodgkin-Lymphomen. Anhand von primdrem
Lymphommaterial aus Patientenproben (vgl. Kapitel 2.5, S. 25) sollte untersucht werden, ob
die in vitro beobachteten Ergebnisse zum zytostatischen Effekt von Sorafenib auf Lymphom-

zelllinien auch bei Primarmaterial Glltigkeit haben.

Es zeigte sich hierbei sowohl in den Viabilitatsuntersuchungen (vgl. Kapitel 3.5.1, S. 45) als
auch in den Western-Blot-Analysen (vgl. Kapitel 3.5.2, S. 46), dass Sorafenib auch bei den
Patientenproben bereits nach 24 Stunden signifikant zytostatisch wirkt und dass p38 und Akt
inhibiert werden. Mit 7,3 uM Sorafenib wurde bei Patientenproben aller Entitdten eine Via-
bilitdtsminderung von (iber 50 % erreicht (vgl. Abbildung 22). Die Inhibierung von p38 und
Akt konnte fiir alle Entitdten, bei denen der jeweilige Signalweg aktiviert war, bestatigt wer-
den (vgl. Abbildung 23). Bei einer DLBCL-Patientenprobe war keine p-Akt-Aktivitat festzustel-
len. Diese Beobachtung lasst sich aber vor dem Hintergrund der Untersuchungen von UDDIN
ET AL. (2006) verstehen, die lediglich fir 52 % der getesteten DLBCL-Tumoren eine Aktivie-

rung von p-Akt beschreiben.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eindeutig, dass Sorafenib in vitro eine signifikant zytosta-
tische Wirkung auf aggressive Non-Hodgkin-Lymphome der B- und T-Zellreihe besitzt. So-
wohl die Wirkung an sich als auch der Wirkmechanismus tber die Inhibierung entscheiden-
der Tyrosinkinase-vermittelter Zellsignalwege konnten einheitlich fir alle untersuchten Lym-
phomentitdaten bei primdarem Lymphommaterial bestatigt werden. Die hierfir notwendige
Sorafenibdosis liegt dabei deutlich unter der klinisch erreichbaren und verhaltnismaRig gut
vertraglichen Plasmakonzentration von 15 uM (STRUMBERG ET AL. 2005). Die zielgerichtete
Tyrosinkinaseinhibition ist ein rationaler Therapieansatz zur Lymphomtherapie, der fiir B-
Zell-Lymphome mit intaktem BCR-Signalweg bereits klinisch erprobt wird (CHEN ET AL. 2008;
FRIEDBERG ET AL. 2009; DAVIS ET AL. 2010).

Sorafenib als oral zu applizierender Multikinaseinhibitor stellt vor allem fiir die Kombinati-
onstherapie einen attraktiven Partner in der Lymphombehandlung dar. Mit der Inhibierung

des p38 MAPK-Signalweges und des Akt-Signalweges wird zusatzlich zur eigenen zytostati-
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schen und antiproliferativen Wirkung eine Verstarkung des apoptotischen Effektes anderer
Zytostatika vermittelt. Dies konnte bereits fir Lymphome und andere Malignitdten in der
Kombination von Sorafenib mit Etoposid, Doxorubicin, Cisplatin, Cytarabin und Bortezumib
gezeigt werden (KUROSU ET AL. 2005; REINHARDT ET AL. 2007; YU ET AL. 2006; ZHANG ET AL. 2008).
Besonders interessant ist auch die Kombination mit dem anti-CD20 Antikorper Rituximab,
dem zentralen Bestandteil der aktuellen Standardtherapie bei B-Zell-Malignitaten, flir den
bereits eine apoptoseinduzierende Wirkung bei der chronischen lymphatischen Leukdmie
der B-Zellreihe (B-CLL) Giber den p38 MAPK-Signalweg beschrieben worden ist (PEDERSEN ET AL.
2002).

Ein weiterer Aspekt sind die extrazelluldren Effekte von Sorafenib in der klinischen Anwen-
dung. Wahrend die Ergebnisse dieser Arbeit die intrazellulare Wirkung von Sorafenib auf die
Lymphomviabilitdt und Zellsignalwege beleuchten, kann in vivo ein weiterer tumorinhibie-
render Effekt durch die beschriebene anti-angioproliferative Wirkung von Sorafenib auf das
den Tumor umgebende Mikromilieu erreicht werden (WILHELM ET AL. 2004). Die simultane
Inhibierung von intrazelluldren Signalkaskaden und extrazellularer Angiogenese kann sich als
effektive Strategie in der Behandlung von aggressiven Lymphomen herausstellen. Sorafenib
sollte vor diesem Hintergrund und bei der in dieser Arbeit in vitro dargestellten signifikanten
Wirksamkeit gegen aggressive B- und T-Zell-Lymphome als sinnvolle Erganzung der aktuellen

Lymphomtherapie in vivo getestet werden.
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5 Zusammenfassung

Ein GroRteil der Patienten mit aggressiven Lymphomen kann heute durch den Einsatz einer
zytostatischen Therapie von der Erkrankung geheilt werden. Fiir Patienten mit peripheren T-
Zell-Lymphomen oder Patienten mit rezidivierten Lymphomen stehen allerdings meist keine
Therapieoptionen mit kurativem Potential zur Verfligung. Kinase-vermittelte intrazellulare
Signaliibermittlung ist entscheidend fiir das Uberleben von Lymphomzellen, wobei bisher in
der Pathogenese der malignen Lymphome in der Regel mehrere, z.T. lberlappende Signalt-
ransduktionswege als aktiviert beschrieben wurden. In dieser Arbeit wurde daher die zytos-
tatische Wirkung eines mehrere Kinasen inhibierenden Molekiils, Sorafenib, bei verschiede-
nen aggressiven Lymphomen umfassend in vitro analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass
Sorafenib die Viabilitat bereits bei geringen Konzentrationen in Abhangigkeit von Dosis und
Zeit signifikant reduzierte. Kurzzeitexposition bewirkte eine Apoptoseinduktion, wahrend
Langzeitexposition in geringen Konzentrationen vornehmlich einen proliferativen Arrest in-
duzierte. Diese antiproliferative Wirkung war irreversibel, wie anschlieBende Klonogenitats-
versuche zeigen konnten. Die klassischen Zielstrukturen von Sorafenib, insbesondere die Raf-
Kinasen, waren bei den untersuchten Lymphomentitdaten zwar konstitutiv aktiviert, wurden
aber uneinheitlich durch Sorafenibexposition inhibiert. Mit Hilfe eines globalen Kinase-
Arrays wurden die MAP-Kinase p38 und Akt als Zielstrukturen von Sorafenib bei Lymphomen
identifiziert. Diese Erkenntnisse zur Wirkung von Sorafenib auf Lymphomzelllinien besaRen
auch Giltigkeit fur primares Lymphommaterial, wie anhand von Patientenproben gezeigt
werden konnte. Die fiir diese Effekte notwendigen Sorafenibkonzentrationen lagen dabei
deutlich unterhalb der im Plasma von Patienten in bisherigen Studien erreichten, klinisch
tolerablen Plasmakonzentrationen. Die zentrale Bedeutung von MAPK p38 und Akt sowie die
umfangreichen Erfahrungen mit dem Multi-Kinase-Inhibitor Sorafenib bei anderen Entitaten
maligner Erkrankungen machen Sorafenib mit den Ergebnissen dieser Arbeit zu einer ratio-
nalen Erganzung der aktuellen Therapie aggressiver Lymphome, die es in weiteren klinischen

Untersuchungen zu Uberpriifen gilt.
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