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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Der PI3K/Akt-Signalweg als potentielle anti-leukimische Zielstruktur

Tumorerkrankungen sind haufig durch dysregulierte Signalwege gekennzeichnet, welche das
Wachstum der Tumorzellen fordern. Der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)/Akt-
Signalweg ist einer der am hdufigsten mutierten und aberrant aktivierten
Signaltransduktionswege bei verschiedensten Tumorentititen, inklusive den akuten
Leukémien. Er nimmt eine Schliisselrolle in der Steuerung unterschiedlicher physiologischer
Prozesse in der Zelle ein und reguliert u.a. Differenzierung, Wachstum, Proliferation,
Zellzyklusprogression, Uberleben, Proteinsynthese und Apoptose [1-4]. Eine aberrante
Aktivierung des PI3K/Akt-Signaltransduktionsweges ist mit der Pathogenese verschiedener
hidmatologischer Erkrankungen, Arzneimittelresistenzen und einer schlechten Prognose
assoziiert [2,5,6]. Bei an akuter B-lymphatischer Leukdmie (B-ALL) erkrankten Patienten
findet sich sehr oft ein dysregulierter PI3K/Akt-Signalweg (siche Abschnitt 1.1.2) [2,7-14].
Diese Dysregulation ist teilweise mit Resistenzen gegeniiber den bisher bei der ALL
eingesetzten Medikamenten assoziiert [2,6,12]. Zusitzlich geht die notwendige intensive
Kombinations-Chemotherapie oftmals mit schweren Nebenwirkungen einher [15]. Deshalb
wird an Therapien geforscht, um gezielt die Funktion von aberrant aktivierten Genen und
Proteinen im PI3K/Akt-Signalweg zu beeinflussen und so die Spezifitit und Effektivitit der
Behandlung zu erhéhen, Nebenwirkungen und Resistenzen zu minimieren sowie die
Lebensqualitit der Patienten zu verbessern [7,16]. Ein zentrales Effektorprotein dieses
Signalweges, welches fehlreguliert und konstitutiv aktiviert oder iiberexprimiert sein kann, ist
die Proteinkinase Akt [17-19]. Um zu evaluieren, ob die Hemmung der Akt-Kinase mit dem
spezifischen Inhibitor MK-2206 eine effiziente Therapie bei der B-ALL darstellen konnte,
wurden in dieser Arbeit die Effekte von MK-2206 auf B-ALL-Zelllinien und -Primérzellen

mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund untersucht.

1.1.1 Die Proteinkinase Akt und ihre Rolle im PI3K/Akt-Signalweg

Im physiologischen Zustand wird der PI3K/Akt-Signalweg durch Wachstumsfaktoren,
Hormone und Zytokine aktiviert. Diese binden an Rezeptor-Tyrosinkinasen oder G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren und aktivieren somit die PI3K, welche die Umsetzung von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3)
katalysiert (Abbildung 1) [2]. Beispiele fiir Komponenten, welche die PI3K stimulieren

konnen, sind das G-Protein Ras, die Tyrosinkinasen Fyn, Lyn und Syk sowie der
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Interleukin-7 Rezeptor alpha (IL-7Ra), der Cytokine receptor like factor 2 (CRLF2), die
Januskinase 1/2 (JAK1/2), der Platelet derived growth factor receptor beta (PDGFRB), der

Colony stimulating factor 1 receptor (CSF1R, auch FMS) sowie der Erythropoietin receptor
(EPOR) [2].

extrazellulir
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Abbildung 1: Ubersicht zur Aktivierung der Proteinkinase Akt durch PI3K-vermittelte
Phosphorylierung und ihr Einfluss auf verschiedene Downstream-Substrate.

P — phosphoryliert, PI3K - Phosphatidylinositol-3-Kinase, PIP2 — Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat, PIP3 — Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat, PTEN — Phosphatase and tensin homolog,
CK2 — Casein Kinase II, PDK1 — Phosphoinositide-dependent kinase-1, mTORC2 — Mechanistic
target of rapamycin complex 2, Akt — Proteinkinase Akt/ Proteinkinase B, ERK1/2 — Extracellular-
signal regulated kinasel/2, TSC1/TSC2 — Tuberose Sklerose Protein 1/2-Komplex, mTORC1 —
Mechanistic target of rapamycin complex 1, p70 S6K — p70 S6-Kinase, 4E-BP1 — Translations-
Initiationsfaktor 4E-bindendes-Protein-1, FoxO3A - Forkhead-Box-Protein O34, GSK3p -
Glykogensynthase-Kinase 3 beta

Die Serin/Threonin-Kinase Akt wird auch als Proteinkinase B bezeichnet und stellt durch
Regulierung zahlreicher Downstream-Substrate ein wichtiges Effektorprotein des PI3K/Akt-

Signalweges dar. Sie bindet mit ihrer Pleckstrin-Homologie (PH)-Domine an PIP3 und wird
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dann durch die Phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) am Threoninrest 308
phosphoryliert [2,20]. Der mechanistic target of rapamycin complex 2 (mTORC2)
phosphoryliert Akt an Serin 473, was zur vollen enzymatischen Aktivitit der Proteinkinase
fiihrt. Diese ist nun in der Lage, nachgeschaltete Substrate mit dem Sequenzmotiv RxRxxS/T-
B (R — Arginin, x — beliebige Aminosédure, S — Serin, T — Threonin, B — Aminosdure mit
hydrophoben Resten), welches etwa 400 Proteine aufweisen, zu phosphorylieren und somit zu
aktivieren oder zu hemmen [2,20,21]. Durch direkte oder (iiber den Tuberdse Sklerose
Protein 1/2 (TSC1/TSC2)-Komplex) indirekte Aktivierung von mTORCI, und somit
Phosphorylierung von dessen Downstream-Substraten p70 S6-Kinase (p70 S6K) und
Translations-Initiationsfaktor 4E-bindendes-Protein-1 (4E-BP1), kontrolliert Akt Prozesse
wie Proliferation, Uberleben und Proteinsynthese der Zelle [7,22-24]. Uber die
Glykogensynthase-Kinase 3 beta (GSK3p) reguliert die Akt-Kinase u.a. den Zellzyklus
[20,25]. Durch Phosphorylierung und somit Inhibition des Tumorsuppressors Forkhead-
Box O34 (FoxO3A) hemmt Akt zudem die Apoptose [26,27]. FoxO3A gelangt im
phosphorylierten Zustand vom Zellkern ins Zytoplasma und wird dort abgebaut. Dadurch
akkumuliert weniger FoxO3A im Zellkern und die Transkription von Zielgenen, welche an
der Apoptose beteiligt sind, beispielsweise Phosphatase and tensin homolog (PTEN) wird
reduziert [28,29]. Der Tumorsuppressor PTEN bildet den wichtigsten Negativregulator des
PI3K/Akt-Signalweges. Als Gegenspieler der PI3K fiihrt er zur Dephosphorylierung von PIP3
zu PIP2 und inhibiert somit Akt [30,31].

Der TSC1/TSC2-Komplex stellt einen Schnittpunkt zwischen dem PI3K/Akt-Signalweg und
dem Ras/Raf/Mek/Extracellular-signal regulated kinasel/2 (ERK1/2)-Signalweg dar. Neben
Akt kann der TSC2-Komplex auch durch ERK1/2 phosphoryliert und mTOR somit indirekt
stimuliert werden [24,32]. Die Aktivierung des Ras/Raf/Mek/ERK1/2-Signalweges erfolgt
durch Mitogene oder Wachstumsfaktoren. Bei 30 % aller Tumorentitéten ist dieser Signalweg
dysreguliert und fiihrt zu einer Steigerung von zellulirem Wachstum, Proliferation und

Differenzierung [33].

1.1.2 Fehlregulation des PI3K/Akt-Signalweges

Eine aberrante Aktivierung der Proteinkinase Akt findet sich bei zahlreichen Tumorentitéten,
wie beispielsweise dem Mamma-, Ovarial-, Pankreas-, Prostata- und Gallengangs- sowie
kolorektalen Karzinom und ist oftmals mit einer schlechten Prognose sowie Resistenzen

gegeniiber Chemo- und Radiotherapien assoziiert [34]. Auch bei hématologischen



Einleitung

Erkrankungen, wie dem Mantelzelllymphom, T-Zell-Lymphom, der akuten myeloischen
Leukémie, der T-ALL oder dem Diffus grof3zelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL), zeigte sich
ein iberexprimiertes Akt [17,18,35-37]. Aberrationen der Proteinkinase finden sich
unterschiedlich oft — in einer Studie von Liu ef al. beispielsweise bei 2 % der Patienten mit
einem Glioblastom und bei 30 % der Betroffenen mit einem Kopf-Hals-Tumor [4], in einer
Arbeit von Wang et al. bei 24 % mit einem DLBCL [36]. Auch bei der B-ALL konnte bereits
eine aberrante Aktivierung der Akt-Kinase nachgewiesen werden. Diese steht wahrscheinlich
im Zusammenhang mit Tumorentstehung, Therapieresistenzen und der schlechten Prognose
der Patienten [12,19]. Bisher wurde eine aktivierende Mutation der Proteinkinase
beschrieben: E17K (Austausch von Glutaminsdure (E) mit Lysin (K) an Aminoséure-
position 17). Dabei handelt es sich um eine Punktmutation in der PH-Doméne, wodurch Akt
unabhéngig von PIP3 an die Membran binden und aktiviert werden kann. Diese Mutation
wurde bei einigen Patienten mit Mamma-, Ovarial-, Lungen- oder kolorektalem Karzinom
sowie Melanom aufgezeigt. In Mausen konnte durch E17K teilweise eine Leukdmie induziert
werden [4,38].

In leukdmischen Zellen sind weitere Mutationen sowie chromosomale Translokationen
nachweisbar, durch welche es zu einer Uberexpression oder konstitutiven Aktivierung von
Rezeptoren oder Downstream-Kinasen und somit zur Uberaktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges kommt. Bei der B-ALL konnen beispielsweise Ras und die Tyrosinkinasen Fyn
und Lyn an einer Hochregulierung der PI3K beteiligt sein. Ebenso spielt die Inhibition von
PTEN, beispielsweise durch die Casein Kinase II (CK2), eine Rolle. Ein konstitutiv aktiver
Vorldufer-B-Zell-Rezeptor, die Tyrosinkinase Syk sowie ein mutierter IL-7Ra, welcher
gemeinsam mit CRLF2 einen funktionellen Rezeptor bildet, konnen zu einem dysregulierten
PI3K/Akt-Signalweg filhren. Auch genetische Aberrationen von JAK1/2, PDGFRB, CSFIR
(auch FMS) und EPOR resultieren moglicherweise in einer Dysregulation. Mutationen der
Rezeptor-Tyrosinkinasen KIT oder FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT-3) sind ebenfalls in der
Lage, zu der aberranten Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges beizutragen [2,30].
Chromosomale Translokationen konnen in der Ausbildung verschiedener Fusionsproteine
resultieren und somit auch an der Aktivierung des Signalweges beteiligt sein. Beispiele
hierfiir sind die BCR-ABL1-Tyrosinkinase, welche durch Translokation t(9;22) entsteht oder
die Translokation t(12;21), durch welche das ETV6-RUNX1-Fusionsprotein exprimiert wird
und bei ca. 25 % der Kinder mit B-Vorldufer-ALL nachweisbar ist. In einer in vitro-Studie
von Fuka et al. filhrte die Inhibition von ETV6-RUNXI1 bei der B-ALL zu einer Reduktion

der Akt-Aktivitit und somit zu einer Verringerung von Proliferation und Uberleben der Zellen
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[30,39,40]. Translokationen des Tyrosinkinase-Gens PDGFRB konnen ebenfalls zu einer
Uberaktivierung des Signalweges fiihren, so stellt beispielsweise das Fusionsprotein ETV6-
PDGFRB einen konstitutiv aktiven Rezeptor dar. PDGFRB ist in der Lage, die PI3K zu
aktivieren. Dadurch kommt es u.a. zur Stimulation von Zellwachstum und Inhibition der

Apoptose [41].

1.1.3 Modulationen des PI3K/Akt-Signalweges

Da der PI3K/Akt-Signalweg einer der am héufigsten mutierten und aberrant aktivierten
Signaltransduktionswege bei verschiedensten Tumorentitdten, inklusive den akuten
Leukdmien, ist, stellt dieser einen beliebten Angriffspunkt fiir zielgerichtete Therapien dar.
Eine Vielzahl von Inhibitoren, welche den Signalweg auf unterschiedlichen Ebenen hemmen,
befindet sich in priklinischen und klinischen Studien. Einige wenige Substanzen, wie z.B. der

PI3K-Inhibitor Idelalisib, sind bereits zugelassen [2,42].

1.1.3.1 Inhibition der Proteinkinase Akt

Die Serin/Threonin-Kinase Akt stellt einen zentralen Punkt des PI3K/Akt-Signalweges dar
und ist bei einer Vielzahl von soliden und hdmatologischen Tumoren, inklusive der B-ALL,
hiufig hochreguliert, weshalb die Proteinkinase ein vielversprechendes Ziel bei der Therapie
verschiedenster Tumorentitdten darstellt [12,19,50].

In unterschiedlichen Studien wurde gezeigt, dass die Verringerung der Akt-Phosphorylierung
durch Akt-Inhibitoren mit einer reduzierten Proliferation von Tumorzellen assoziiert ist [1]. In
einer experimentellen Arbeit von Richter et al. zeigte Perifosin, ein allosterischer Akt-
Inhibitor, in Kombination mit dem Casein Kinase II-Inhibitor CX-4945 anti-leukdmische
Effekte auf verschiedene B-ALL-Zelllinien [66]. Uprosertib (GSK2141795) und GSK690693
sind zwei Adenosintriphosphat (ATP)-kompetitive pan-Akt-Inhibitoren [43,45]. Uprosertib
fiihrte in priklinischen Studien zu vielversprechenden Ergebnissen. In vitro und in vivo
konnten anti-proliferative Effekte auf verschiedene Tumorentititen, wie dem Brustdriisen-,
Ovarial- und Prostatakarzinom, nachgewiesen werden. Auch der Einfluss auf T-ALL-Zellen
schien vielversprechend [43]. In klinischen Studien konnte dies jedoch nicht bestétigt werden.
Eine Studie mit an akuter myeloischer Leukdmie erkrankten Patienten wurde aufgrund nicht
nachweisbarer Effektivitit frithzeitig terminiert [44]. Auch der Akt-Inhibitor GSK690693
filhrte in préklinischen in vitro- und in vivo-Studien zu einer Wachstumshemmung

verschiedener solider Tumorzellen [45]. Neben einer Wachstumshemmung konnte bei ALL-
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Zelllinien eine Apoptoseinduktion nachgewiesen werden [46]. Eine klinische Studie, in
welcher der Inhibitor an Patienten mit hdmatologischen Malignitéten erprobt werden sollte,
musste jedoch vorzeitig terminiert werden. Auch weitere klinische Arbeiten wurden aufgrund

dosislimitierender Toxizitdt abgebrochen [2,47].

1.1.3.2  Akt-Inhibitor MK-2206

In einer Arbeit von Yan et al. wurden verschiedene Akt-Inhibitoren, welche sowohl die
Aktivierung als auch die Kinase-Aktivitit von Akt hemmen, analysiert. Es erfolgten
chemische Untersuchungen der Strukturen und Aktivititen der Inhibitoren. MK-2206
(Abbildung 2) stellte sich als eine selektive und wirksame Substanz heraus [50]. Wéhrend
sich die Entwicklung selektiver Akt-Inhibitoren aufgrund struktureller Gemeinsamkeiten mit
verwandten Kinasen als schwierig erwies [67], zeigte MK-2206 eine hochselektive Wirkung

gegen Akt sowie keine inhibitorischen Effekte auf iber 250 andere Proteinkinasen [50].

Abbildung 2: Strukturformel des Akt-Inhibitors MK-2206.

MK-2206 ist ein potenter oraler nicht-kompetitiver allosterischer pan-Akt-Inhibitor, welcher
die Akt-Isoenzyme 1, 2 und 3 hemmt [18,50]. Der Inhibitor bindet an die PH-Domine von
Akt [68], wodurch die Proteinkinase nicht an die Membran rekrutiert und somit nicht an
Threonin 308 und Serin 473 phosphoryliert/aktiviert werden kann [1,50].

In préklinischen Studien fithrte MK-2206 zu vielversprechenden Ergebnissen. So konnten in
vitro anti-leukdmische Effekte auf T-ALL-Zelllinien und -Primérzellen durch den Akt-
Inhibitor nachgewiesen werden, wiahrend ein Einfluss auf T-Zellen gesunder Spender ausblieb
[17,55-58]. Ebenso zeigten Tosello et al. den inhibitorischen Effekt von MK-2206 auf
primire T-ALL-Zellen. Die Kombination des Akt-Inhibitors mit einem Calcineurin-Inhibitor
fiihrte in dieser Studie zu einer erhohten Apoptoserate sowie einer verminderten Viabilitit der
Zellen [59]. In vivo-Studien zur Behandlung von Leukdmien mit MK-2206 sind noch sehr rar.

Piovan et al. analysierten jedoch die Effekte dieses Akt-Inhibitors in Kombination mit
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Dexamethason auf die glukokortikoid-resistente T-ALL-Zelllinie CCRF-CEM in einem
Xenograft-Mausmodell. Sie konnten signifikante anti-leukdmische Effekte nachweisen.
AuBerdem untersuchten Piovan et al. den Einfluss auf primére glukokortikoid-resistente
T-ALL-Zellen im Mausmodell. Auch hier zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Tumormasse nach Behandlung der Mause mit MK-2206 und Dexamethason. Zudem konnte
eine effektive Verringerung der Akt-Phosphorylierung, ein erhohtes Ansprechen auf
Glukokortikoide sowie eine gesteigerte Apoptoserate nachgewiesen werden [60].

Auch der Einfluss von MK-2206 auf CLL- und Lymphomzellen wurde bereits untersucht. So
bewirkte der Inhibitor in vitro eine Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion dieser
Zellen [48,69].

Der Akt-Inhibitor zeigte in vitro zudem zytotoxische Effekte auf verschiedenste Zelllinien
solider Tumoren [49-52]. In vivo-Studien bestdtigten den hemmenden Einfluss von MK-2206
[50,52-54]. So =zeigte sich in einer Arbeit von Zhao et al, in welcher eine
Nasopharynxkarzinom-Zelllinie subkutan in Maiuse injiziert wurde, eine Inhibition des
Tumorwachstums durch MK-2206 [52]. In einer weiteren Studie bewirkte die Substanz in
einem Xenograft-Mausmodell mit Ovarialkarzinom eine kontinuierliche Akt-Inhibition sowie
eine Hemmung des Tumorwachstums um 60 % [50].

MK-2206 befindet sich derzeit in klinischen Phase I/Il Studien. Laut ClinicalTrials.gov
existieren aktuell (Stand: September 2021) 50 klinische Studien mit dem Akt-Inhibitor
MK-2206. Eine Phase I Studie (NCT01231919) untersucht die Wirkung auf Patienten mit
akuter lymphatischer Leukdmie, befindet sich jedoch noch in der Auswertungsphase [64].
Larsen et al. konnten die Effektivitit von MK-2206 bereits bei der Therapie von Patienten mit
refraktdrer CLL oder einem Rezidiv nachweisen. In dieser klinischen Phase I/II Studie
erhielten die Patienten den Akt-Inhibitor in Kombination mit Bendamustin und Rituximab.
Die Patienten wiesen eine Ansprechrate von 92 % auf. Allgemein zeigte diese
Kombinationstherapie eine sehr gute Effektivitdit und Vertrdglichkeit [65]. In manchen
klinischen Arbeiten hingegen zeigte die Monoapplikation von MK-2206 nur eine limitierte
anti-tumorale Wirkung auf hidmatologische Erkrankungen, sodass in Zukunft Studien zur
Kombinationstherapie mit dem Akt-Inhibitor als sinnvoll erachtet werden konnten [70,71].
Die meisten klinischen Arbeiten befassen sich bisher mit der Therapie von Patienten mit
soliden Tumoren [61-64]. Erste Ergebnisse zeigten eine anti-tumorale Wirksamkeit mit
komplettem oder partiellem Ansprechen auf den Inhibitor allein oder in
Kombinationstherapie: In zwei Studien von Yap et al. erhielten Patienten mit

fortgeschrittenen soliden Tumoren den Akt-Inhibitor p.o.. MK-2206 zeigte eine gute
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Vertraglichkeit sowie eine signifikante Akt-Blockade in den Tumorbiopsien [61,63]. In einer
Phase Ib Studie von Gonzalez-Angulo et al. wurde MK-2206, in Kombination mit Paclitaxel,
von Patienten mit soliden Tumoren ebenfalls gut vertragen. Zudem wies der Akt-Inhibitor
eine anti-tumorale Wirkung auf [62].

Insgesamt sind die Untersuchungen zur Anwendung von MK-2206 bei Leukdmien, besonders

der B-ALL, jedoch noch sehr rar [5,13,18,48,49].

1.1.3.3  Weitere Inhibitoren des PI3K/Akt-Signalweges

Neben der Proteinkinase Akt konnen weitere Komponenten des PI3K/Akt-Signalweges
inhibiert werden. So zeigten verschiedene PI3K- und mTOR-Inhibitoren ebenfalls
zytotoxische Effekte auf B-ALL-Zellen [2]. Toosi et al. untersuchten den dualen
PI3K/mTOR-Inhibitor VS-5584. Sie wiesen nach, dass dieser bei B-Vorldufer-ALL-Zellen
eine Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion erzielt [72]. Die CK2, welche iiber die
Hemmung von PTEN zu einer Hochregulierung von Akt fiihrt, wurde in Studien von Richter
et al. mittels CX-4945 inhibiert. Die Kombination von CX-4945 mit unterschiedlichen
Substanzen, wie beispielsweise Decitabin, flihrte zu signifikanten anti-leukdmischen Effekten
auf verschiedene B-ALL-Zelllinien [66,73]. Der duale PI3K/mTOR-Inhibitor NVP-BEZ235
wurde in einer Arbeit von Schult ef a/. allein und in Kombination mit Cytarabin, Doxorubicin
oder Dexamethason analysiert. Es konnten auch hier zytotoxische Effekte auf B- und T-ALL-
Zellen gezeigt werden [74].
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1.2 Therapiekonzepte bei der akuten lymphatischen Leukimie (ALL)

Wihrend sich das Therapieergebnis von an ALL erkrankten Kindern deutlich verbessert hat,
ist die Prognose fiir dltere Patienten noch immer sehr schlecht [75]. Kinder weisen unter
Therapie ein Gesamtiiberleben von > 80 % auf, dltere Erwachsene lediglich 30-40 % [76],
weshalb insbesondere die Behandlung erwachsener Patienten eine Herausforderung darstellt.
Doch auch die Prognose von Kindern, welche auf die Chemotherapie nicht ansprechen oder
ein Rezidiv erleiden, ist weiterhin schlecht [77]. Insgesamt haben noch immer 15-20 % der
Kinder und 60 % der Erwachsenen mit B-ALL eine schlechte Prognose [2]. Deshalb ist es

wichtig, an neuartigen Therapiekonzepten zu forschen.

1.2.1 Pathogenese der B-ALL

Bei der B-ALL handelt es sich um eine maligne klonale Neoplasie hidmatopoetischer Zellen.
Es kommt zur Transformation und unkontrollierten Proliferation lymphatischer
Vorlduferzellen der B-Zellreihe. Die maligne entarteten, unreifen Zellen (Blasten)
akkumulieren im Knochenmark und breiten sich anschlieSend im Blut aus [78]. Somit kann es
auch zum Befall anderer lymphatischer (z.B. Lymphknoten, Milz) und nicht-lymphatischer
Organe (z.B. Leber, Knochen, Haut, Hoden, Zentralnervensystem (ZNS)) kommen [79]. Die
Symptome entwickeln sich meist innerhalb weniger Wochen [80]. Durch die leuk&mischen
Blasten kommt es zur Verdrangung der physiologischen Himatopoese, was klinisch zu einer
Panzytopenie fithren kann. Auch eine B-Symptomatik ist mdglich. Die Diagnosesicherung
erfolgt mittels Knochenmarkzytologie und -histologie [81,82].

Die Gesamtinzidenz der ALL betrégt in Deutschland 1/100.000/Jahr [81]. Es finden sich zwei
Haufigkeitsgipfel: im Kindesalter (< 5 Jahre) sowie im hohen Erwachsenenalter (> 80 Jahre)
[79]. Das Verhiltnis von B-ALL zu T-ALL betragt insgesamt ca. 3:1 [80].

Durch die maligne Entartung lymphatischer Vorlduferzellen der B-Zellrethe kommt es zu
einem Differenzierungsblock auf einer bestimmten Ebene der Zellreifung (siche
Abbildung 3). Anhand des Differenzierungsgrades und somit dem Immunphanotyp kann die
B-ALL in Anlehnung an die GMALL (German-Multicenter-ALL)-Studien in verschiedene
Subtypen eingeteilt werden: pro-B-ALL, common-B-ALL, prd-B-ALL und reifzellige B-ALL
(siehe Tabelle 1) [79,81].
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Normale B-Zellreifung >
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Pro-B-ALL common B-ALL Pri-B-ALL Reife B-ALL

Abbildung 3: Entstehung der B-ALL-Subgruppen aus lymphatischen Vorlauferzellen verschiedener
Reifungsebenen.

Tabelle 1: Immunologische Subklassifikation der ALL in den GMALL-Studien, Auszug [79]

Immunphiinotypisierung
Subgruppe
(charakteristische Marker)

B-Vorliaufer-ALL

e Pro-B-ALL CD10-

e common B-ALL CD10+

e Pri-B-ALL cylgM+
Reife B-ALL slg+

cy — intrazytoplasmatisch, s — surface

Mutationen und chromosomale Translokationen in den lymphatischen Vorlduferzellen sind
maligeblich an der Entstehung der ALL beteiligt [83]. Bei 40 % der Patienten mit
B-Vorldufer-ALL konnen Aberrationen in Genen, welche wesentliche Regulatoren der
B-Zellentwicklung und -differenzierung darstellen, beobachtet werden. Zu diesen Genen
gehoren beispielsweise Paired box 5 (PAXS), Transcription factor 3 (TCF3) und IKAROS
family zinc finger 1 (IKZF1) [84]. Mit den immunologischen Subtypen der B-ALL sind

weitere spezifische zytogenetische bzw. molekulargenetische Verdnderungen, die auch
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prognostische Relevanz aufweisen, assoziiert [79,83]. Zu diesen gehort beispielsweise die
Translokation t(12;21), welche ebenfalls an der Tumorentstehung beteiligt sein kann, jedoch
als prognostisch giinstig gilt. Sie fithrt zum ETV6-RUNXI-Fusionsprotein und stellt die
haufigste Translokation bei Kindern mit B-Vorldufer-ALL dar [85,86]. Auch das
Philadelphia-Chromosom (t(9;22)) kann durch Expression der dauerhaft aktivierten BCR-
ABLI-Tyrosinkinase an der Pathogenese der ALL beteiligt sein [39]. Diese Translokation
findet sich v.a. bei der common- und pra-B-ALL und tritt eher bei Erwachsenen auf [79].
Translokationen des Lysin Methyltransferase 2A (KMT2A)-Gens (ehemals Mixed lineage
leukemia (MLL)-Gen) zéhlen zu den meisten genetischen Aberrationen bei der B-Vorldufer-
ALL [87] und treten besonders oft bei der pro-B-ALL auf [88]. Es sind bereits iiber 80
Partnergene bekannt, mit denen das KMT72A4-Gen fusionieren kann [89]. Darunter ist
KMT2A-AF4, welches durch die Translokation t(4;11) entsteht, das hdufigste Fusionsprotein.
Die KMT2A-AF4-positive ALL gilt als Hochrisiko-Leukdmie und ist mit einem schlechten
klinischen Behandlungsergebnis assoziiert [83,90,91]. Rearrangements des KM72A-Gens
finden sich bei bis zu 80 % der Kleinkinder mit ALL (< 1 Jahr), aber auch bei élteren Kindern
und Erwachsenen [83,92]. Fusionen mit dem Tyrosinkinase-Gen PDGFRB konnen ebenfalls
bei der B-ALL beobachtet werden, wobei der héufigste Fusionspartner der
Transkriptionsfaktor ETV6 (t(5;12)) ist [93,94]. Neben den genetischen kdnnen jedoch auch
epigenetische Einfliisse an der Leukdmie-Entwicklung beteiligt sein [95,96]. Haufig fiihren
diese Verdnderungen zur Dysregulation von Signalwegen, welche an der Regulation von
Zellproliferation, Zellzyklus und Apoptose beteiligt sind, wie beispielsweise der PI3K/Akt-
Signalweg [83]. Die zielgerichtete Inhibition dieses Signalweges stellt deshalb einen

sinnvollen Therapieansatz dar.

1.2.2 Aktuelle Therapiekonzepte

Laut aktueller Onkopedia-Leitlinie (Stand: Juli 2020) gliedert sich die Therapie der ALL
typischerweise in eine Induktionstherapie mit dem Ziel einer kompletten Remission sowie
eine Postremissionstherapie, welche sich wiederum aus einer Konsolidierungs- und
Erhaltungstherapie zusammensetzt [79]. Die Standardtherapie basiert auf einer intensiven
Kombinations-Chemotherapie. Zu den eingesetzten Medikamenten gehdren Dexamethason,
Cyclophosphamid, Vincristin, Daunorubicin, Asparaginase, Cytarabin, 6-Mercaptopurin
sowie Methotrexat. Parallel erfolgt zudem eine ZNS-Prophylaxe, beispielsweise mit

Methotrexat ~und  gegebenenfalls  einer  Schidelbestrahlung.  Eine  allogene
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Stammzelltransplantation  ist eine zusdtzliche Therapieoption fiir ausgewdhlte

Patientengruppen, beispielsweise fiir Hochrisikopatienten [76,79,81,97].

1.2.3 Neuartige Therapiekonzepte

Um das Uberleben der Patienten weiter zu verbessern und die oftmals mit der aktuellen
Therapie einhergehenden schweren Nebenwirkungen zu reduzieren, wird an weiteren
neuartigen Therapiekonzepten zur Behandlung der B-ALL geforscht [15,98].
Immuntherapien, beispielsweise mit Blinatumomab, einem monoklonalen Antikorper gegen
das B-Lymphozytenantigen CD19, werden bei der Krebstherapie immer erfolgreicher. Diese
Ergebnisse beziehen sich jedoch erst auf eine Minderheit der Patienten und Histologien [98].
Beispiele fiir weitere neuartige Therapien bei der B-ALL sind der monoklonale Antikorper
Inotuzumab, welcher gegen das B-Lymphozytenantigen CD22 gerichtet ist oder auch
Tyrosinkinase-Inhibitoren, wie Ponatinib, Dasatinib oder Nilotinib, die die BCR-ABLI1-
Tyrosinkinase bei der Philadelphia-positiven-ALL hemmen. Auch die Chimeric antigen
receptor (CAR)-T-Zell-Therapie stellt ein neues Behandlungskonzept dar [98,99]. Hierbei
werden T-Lymphozyten des Patienten gentechnisch so verdndert, dass diese einen CAR auf
ithrer Oberflache bilden, welcher beispielsweise gegen das CD19 oder den B-cell activating
factor receptor (BAFF-R) der B-Lymphozyten gerichtet ist. Nachdem die CAR-T-Zellen dem
Patienten zuriick infundiert wurden, flihren diese idealerweise zu einer Immunreaktion gegen
die maligne entarteten B-Zellen des Patienten. Diese Therapieoption ist jedoch mit teils
schwersten Nebenwirkungen assoziiert, weshalb eine regelmdfige Nachbeobachtung der
Patienten erforderlich ist [100-102]. Einen weiteren Therapieansatz stellt die zielgerichtete
Inhibition einzelner, an der Dysregulation von Signalwegen beteiligter, Proteine dar.
Beispielsweise konnten Spezifitdt und Effektivitdt der Therapie durch die zielgerichtete

Hemmung einer aberrant aktivierten oder iiberexprimierten Akt-Kinase erhoht werden.
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2 Zielstellung

Besonders erwachsene Patienten mit B-ALL haben unter den aktuell vorhandenen Therapien
noch immer eine schlechte Prognose. Die Erkrankten weisen oftmals Resistenzen gegeniiber
den bisher eingesetzten klassischen Chemotherapeutika auf und leiden unter zahlreichen
Nebenwirkungen. Es ist dringend notwendig, nach neuartigen Therapiemdglichkeiten zu
forschen, um das Behandlungsergebnis der Patienten zu verbessern, um Nebenwirkungen und
Resistenzen zu minimieren und um den Patienten letztendlich ein ldngeres Leben mit
verbesserter Lebensqualitdt zu ermdglichen.

An B-ALL erkrankte Patienten weisen hdufig einen dysregulierten PI3K/Akt-Signalweg mit
aberrant aktivierter oder tiberexprimierter Akt-Kinase auf, was mit Therapieresistenzen und
einer schlechten Prognose assoziiert zu sein scheint. Akt reguliert eine Vielzahl von
Substraten des PI3K/Akt-Signalweges und nimmt dabei als zentrales Effektorprotein eine
entscheidende Rolle bei der Stimulation des Zellwachstums und Verhinderung der Apoptose
ein. Die zielgerichtete Inhibition der Akt-Kinase konnte deshalb einen vielversprechenden
therapeutischen Ansatz bei der B-ALL darstellen.

Vorangegangene in vitro- und in vivo-Studien zur préklinischen Anwendung des Akt-
Inhibitors MK-2206 bei soliden Tumoren und T-ALL-Zellen zeigten vielversprechende
Ergebnisse, wihrend zur Anwendung bei der B-ALL bisher nur sehr wenig bekannt ist. In der
hier vorliegenden Arbeit soll deshalb der Einfluss der Akt-Inhibition mittels MK-2206 auf
B-ALL-Zelllinien mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund sowie auf Primérzellen von

an B-ALL erkrankten Patienten auf zellularer und molekularer Ebene untersucht werden.

Folgende Ziele wurden definiert:

- Analyse des Einflusses von MK-2206 auf die Vitalitdt und Morphologie von
B-ALL-Zelllinien

- Analyse des Einflusses von MK-2206 auf die Expression und Aktivitédt von
Schliisselproteinen des PI3K/Akt-Signalweges und der Caspase-3 in B-ALL-Zelllinien

- Analyse des Einflusses von MK-2206 auf die Viabilitdt und Apoptose von
B-ALL-Primérzellen in einer protektiven Kokultur-Umgebung

- Probenvorbereitung fiir nachfolgende Proteom- und Phosphoproteom-Analyse von mit

MK-2206 inkubierten B-ALL-Zelllinien
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3 Materialien und Methoden
3.1 Materialien

Alle verwendeten Verbrauchsmaterialien, Gerdte, Chemikalien, Zelllinien, Primérzellen,

Antikorper und Puffer sind im Abschnitt 8.1 im Anhang aufgelistet.

3.2 Methoden

3.2.1 Analyse von B-ALL-Zelllinien

3.2.1.1 Kultivierung der Zelllinien

Bei den in dieser Arbeit verwendeten humanen B-ALL-Zelllinien SEM, RS4;11, NALM-6
und REH handelt es sich um Suspensionszellen. Sie wurden von der Deutschen Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) erworben. Die Zellkulturarbeiten wurden nach
den Vorgaben der DSMZ durchgefiihrt und erfolgten stets steril unter der Laminarflow-
Werkbank.

Charakteristik der verwendeten Zelllinien

In Tabelle 2 sind Informationen {iber Morphologie, molekularbiologische Eigenschaften und
Verdopplungszeiten der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien aufgefiihrt.

Die vier B-ALL-Zelllinien tragen verschiedene der in Abschnitt 1.1.2 erwidhnten Mutationen
und Translokationen. Die Zelllinie SEM weist beispielsweise eine KI7-Mutation auf, wiahrend
die NALM-6-Zellen NRAS- und KIT-mutiert sind sowie das Fusionsprotein ETV6-PDGFRB
exprimieren. Die Zelllinte REH ist Tridger der Translokation t(12;21). SEM und RS4;11

tragen aullerdem ein rearrangiertes KM72A-Gen.
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Tabelle 2: Charakteristik der Zelllinien SEM, RS4;11, NALM-6 und REH

Zelllinie SEM RS4;11 NALM-6 REH
Zellt humane humane humane humane
P pro-B-ALL pro-B-ALL pra-B-ALL common-B-ALL
(T -
Morpho- < E Y £ g ‘ . © o,
. . ' - '
we V79 G0 g230p%s T g W
»® % & B _ L
PB eines PB eines
Madchens (5 J.) KM einer Frau PB eines Mannes Midchens (15 ].)
Herkunft mit ALL bei (32 J.) mit ALL bei (19 J.) mit ALL bei mit ALL bei
einem Rezidiv, einem Rezidiv einem Rezidiv, 1976 einem Rezidiv,
1990 1973
pAkt-
. g it —t +
Expression
Hypodiploid Hyperdiploid S Pseudodiploid
Diploid
Zyto- komplex aberrant komplex aberrant ((5:12)(q33:p13) komplex aberrant
genetik  t(4:11)(q21;923)  t(4;11)(q21;923) Erve P‘L G’FPRB #(12;21)
KMT2A-AF4 KMT2A-AF4 ETV6-RUNX1
Verdopl.)- ca.30h ca.50 h ca.36 h ca.50-70h
lungszeit

Grafiken adaptiert aus www.dsmz.de.
PB — Peripheres Blut, J. — Jahre, ALL — Akute lymphatische Leuk&mie, KM — Knochenmark

Die Kultivierung der vier Zelllinien erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % COz in T75-
Flaschen mit den entsprechenden Medien, versetzt mit 10 % fetalem Kélberserum (FKS)
sowie 1 % Penicillin/Streptomycin. Fiir SEM wurde das Iscove Basal-Medium, fiir RS4;11
das Alpha-Medium (mit Ribo- und Desoxyribonukleosiden), fiir NALM-6 und REH das
RPMI 1640-Medium verwendet. Das Passagieren der Zellen erfolgte alle drei bis vier Tage.
Hierfiir wurde die Zellsuspension aus den T75-Flaschen in ein 50 ml-Zentrifugenr6hrchen
tiberfiihrt und anschlieBend zentrifugiert: SEM, RS4;11 und NALM-6 fiir 10 min, REH fiir 8
min, bei 8 °C und 200 x g. AnschlieBend wurde der Uberstand ab- und die Zellen in 4 — 6 ml
frischem Medium aufgenommen. Fiir die darauffolgende Zellzdhlung wurden von dieser
Zellsuspension 10 pl in ein 0,5 ml-Reaktionsgefal tiberfiihrt.

Von den Zelllinien SEM, RS4;11 und NALM-6 wurden jeweils 9 x 10° Zellen in eine T75-
Flasche in 20 ml frischem Medium eingesit. Von REH waren es stets 10 x 10° Zellen.

Die Zellen wurden regelmifig auf Kontamination und Authentizitit getestet sowie bis

maximal Passage 40 verwendet.
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Zellzahlbestimmung

Es werden nur die lebenden Zellen gezéhlt. Hierfiir wird die Zellsuspension mit Trypanblau
vermischt. Dieser Farbstoff diffundiert durch die perforierte Zellmembran der toten Zellen,
kann die vitalen Zellen jedoch nicht (oder nur kaum) durchdringen [103]. Die lebenden Zellen
bleiben somit ungefarbt und erscheinen unter dem Lichtmikroskop hell, wohingegen sich die
toten Zellen blau darstellen.

Die Zellzahlbestimmung erfolgte m.H. einer Neubauer-Zéhlkammer. Dazu wurden 10 pl der
Zellsuspension (s. 0.) mit Trypanblau verdiinnt (bei 90 pl Trypanblau ergibt sich ein
Verdiinnungsfaktor von 10). Von dieser Losung wurden 10 pl unter das Deckgldschen auf der
Zahlkammer pipettiert und im Anschluss die vitalen Zellen in allen vier Eckquadraten

gezahlt. Die Gesamtzellzahl berechnete sich nach folgender Formel:

Anzahl der Zellen in allen
vier Eckquadraten

4

Volumen der Zell-

x 10% x Verdiinnungsfaktor x L
suspension in ml

Gesamtzellzahl =

3.2.1.2 Inkubation der Zelllinien mit MK-2206

Die vier B-Vorliufer-ALL-Zelllinien wurden stets in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen
pro 3 ml ihres Komplettmediums ausgesit. Fiir die Zellzahlbestimmungen und Analysen der
Zellmorphologie waren dies 5 x 10° Zellen in 1,5 ml Medium pro Well einer 24-Well-Platte.
Um Bestimmungen der metabolischen Aktivitit mittels WST-1-Assay durchzufiihren,
erfolgte die Aussaat von 5 x 10* Zellen in 150 pl Medium pro Well einer 96-Well-Platte. Die
Well-Platte wurde in drei technischen Replikaten belegt. Fiir die Herstellung von
Proteinlysaten, um nachfolgend Western Blots durchzufiihren, erfolgte die Aussaat von je
5x 10°® Zellen in 15 ml Medium in T25-Flaschen.

Die Zellen wurden fiir 0,5 h — 72 h mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,01 uM —
10 uM) des Akt-Inhibitors MK-2206 inkubiert und bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Als
Kontrolle diente die Zugabe von DMSO zum Medium in separaten Wells bzw. T25-Flaschen.
Die hinzugegebene Menge an DMSO entsprach bei den Versuchen jeweils der Menge, die
notwendig war, um die hochste Konzentration von MK-2206 zu erreichen. Die Experimente
zur Zellzahlbestimmung und Messung der metabolischen Aktivitdt erfolgten in mind. drei

unabhéngigen biologischen Replikaten.
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3.2.1.3 Analyse der Proliferation

Fiir die Zellzahlbestimmung wurden die Zellen nach 48- bzw. 72-stiindiger Inkubation aus
den Wells der 24-Well-Platte in Fluorescence activated cell sorting (FACS)-Rohrchen
tiberfiihrt und darauthin jedes Well mit 1,6 ml Phosphate-buffered saline (PBS) gespiilt.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 8 min bei 20 °C und 200 x g zentrifugiert, danach der
Uberstand dekantiert und das Zellpellet in 400 pl — 500 pl PBS aufgenommen. Von dieser
Zellsuspension wurden dann 10 pl in ein 0,5 ml-Reaktionsgefdll pipettiert, mit Trypanblau
verdiinnt und im Anschluss m.H. einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt (siche Abschnitt

3.2.1.1).

3.2.1.4 Bestimmung der metabolischen Aktivitiat mittels WST-1-Assay

Der WST-1-Assay dient zur Analyse der metabolischen Aktivitit der Zellen.  Bei  einer
intakten Atmungskette der Zellen wird das Water soluble tetrazolium (WST-1), ein schwach
rot gefarbtes Tetrazoliumsalz, enzymatisch durch das mitochondriale Succinat-Tetrazolium-
Dehydrogenase-System in das dunkelrote Formazan umgesetzt. Dieser Farbumschlag ist ein
Maf fir den Anteil metabolisch aktiver Mitochondrien, korreliert mit der Zahl metabolisch
aktiver Zellen und kann m.H. eines Spektralphotometers gemessen werden [104-106].

Nach 48 h bzw. 72 h Inkubation der B-ALL-Zellen mit MK-2206 (sieche Abschnitt 3.2.1.2)
wurden zu jedem Ansatz in der 96-Well-Platte 15 pl WST-1-Reagenz pipettiert. Nach einer
Inkubationszeit von 3 h im Brutschrank bei 37 °C erfolgte die Absorptionsmessung am
Photometer (GloMax®-Multi Detection System) bei einer Wellenléinge von 420 nm und einer
Referenzwellenldnge von 750 nm. Als Blindwert diente ein Dreifachansatz aus reinem
Medium mit WST-1, dessen Mittelwert dann vom Mittelwert der Absorptionswerte der zu

untersuchenden Proben (je Probe drei technische Replikate) abgezogen wurde.

3.2.1.5 Analyse der Zellmorphologie

Die Inkubation von SEM, RS4;11, NALM-6 und REH erfolgte iiber 72 h mit MK-2206 (siche
Abschnitt 3.2.1.2). Nach dem Ernten der Zellen aus der 24-Well-Platte erfolgte eine
Zellzahlbestimmung (siehe Abschnitt 3.2.1.1).
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Anfertigung von Zytospins

Von den pro Ansatz in 400 ul — 500 pl PBS aufgenommenen Zellen wurden je 2 x 10° in ein
neues FACS-Rohrchen iiberfiihrt und mit PBS auf ein Volumen von 800 pl aufgefiillt.
AnschlieBend wurden m.H. einer Zytospin-Zentrifuge je Ansatz dreimal 200 pl
Zellsuspension (entspricht dreimal 5 x 10* Zellen) auf die Objekttriger iibertragen. Die
Zentrifugation erfolgte fiir 10 min bei 100 x g. Im Anschluss wurden die Objekttrager
luftgetrocknet und bis zur Anfarbung lichtgeschiitzt aufbewahrt.

Pappenheim-Féirbung

Zur Beurteilung der Zellmorphologie erfolgte die Farbung der Zellen nach Pappenheim, bei
der die May-Griinwald Eosin-Methylenblaulosung sowie die Giemsa Azur-Eosin-
Methylenblaulosung verwendet wurden. Das Methylenblau farbt saure Zellbestandteile, wie
z.B. Desoxyribonukleinsdure (DNA), blau. Basische Zellkomponenten, wie z.B. basische
Proteine, werden vom Eosin rot-orange und vom Azur rot-violett gefirbt. Das Zytoplasma
erscheint nach der Farbung grau-bldulich und die Zellkerne rot-violett.

Es erfolgte die Inkubation der Objekttrager fiir 6 min in der May-Griinwald-Losung, sowie
nach dreimaligem Spiilen in einer Pufferlésung (pH 7,2), eine 20-miniitige Inkubation in der
Giemsa-Losung, welche zuvor 1:10 mit der Pufferlosung verdiinnt wurde. Die Priparate
wurden abschlieBend nochmals wie zuvor beschrieben sowie zusdtzlich einmal mit Aqua
destillata (dest.) gespiilt und dann luftgetrocknet. Die Analyse der Zellmorphologie erfolgte
am Lichtmikroskop (EVOS™ XL Core Cell Imaging System) bei 100x VergroBerung.

3.2.1.6  Proteinlysatherstellung und Bestimmung der Proteinkonzentration mittels

Bradford-Assay

Der Bradford-Assay beruht auf der Komplexbildung des Coomassie-Brillant-Blau G-250
Farbstoffes (enthalten im Bradford-Reagenz) mit Proteinen. Der negativ geladene Farbstoff
bindet an Argininyl- und Lysinylreste, welche positiv geladen sind. Durch die Proteinbindung
schldgt der Farbstoff von rotbraun nach blau um und das Absorptionsmaximum verschiebt
sich von 470 nm auf 595 nm [107]. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm kann
photometrisch gemessen und die Proteinkonzentration jeder Probe durch Vergleich mit einer
Standardkurve berechnet werden.

Fiir die Herstellung von Proteinlysaten wurden die Zellen verschieden lang (0,5 h, 2 h, 4 h,

24 h, 48 h bzw. 72 h) mit MK-2206 inkubiert (siche Abschnitt 3.2.1.2), anschlieend aus den
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T25-Flaschen in 50 ml-Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und fiir 10 min bei 20 °C und 200 x g
zentrifugiert. Nach dem Dekantieren folgte ein Waschschritt mit 10 ml kaltem PBS, ebenfalls
fiir 10 min, 20 °C und 200 x g. Nach erneutem Dekantieren wurde das Zellpellet in 1 ml
kaltem PBS aufgenommen, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal iiberfiihrt und nochmals fiir 3,5 min
bei 4 °C und 1.400 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und
das Zellpellet je nach GroBe in 60 pl — 80 ul Radioimmunoprecipitation (RIPA)-Puffer gelost.
Zuvor erfolgte die Hinzugabe von Protease- und Phosphatase-Inhibitoren zu diesem
Lysepuffer, um Abbau bzw. Dephosphorylierung der Proteine zu verhindern. Anschliefend
wurden die Lysate bei -20 °C eingefroren.

Zur Weiterverarbeitung erfolgte das Auftauen der Proben auf Eis und das je zweimalige
Lysieren fiir ca. 8 sek mittels Ultraschall. AnschlieBend wurden die Proteinlysate durch
Zentrifugieren fiir 10 min bei 4 °C und 12.000 x g von den Zelltrimmern abgetrennt und
danach in neue 1,5 ml-Reaktionsgefd3e pipettiert. Vom Proteiniiberstand fanden jeweils 8 pl
Verwendung, um den Proteingehalt m.H. des Bradford-Assays zu bestimmen [108]. Dafiir
wurden von jeder Probe drei Verdiinnungen (1:100, 1:400 und 1:600) mit Aqua dest. mit
einem Gesamtvolumen von 800 pl (bzw. 800 pul Standard) hergestellt und anschlieBend mit je
200 pl Bradford-Reagenz vermischt. Danach wurden aus jedem Ansatz je dreimal 200 pl
Bradford-Proteinldsung in eine 96-Well-Platte mit flachem Boden pipettiert und fiir 5 min
inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Absorptionsmessung am Photometer (GloMax®-Multi
Detection System) bei einer Wellenlinge von 600 nm. Die Berechnung der Protein-
konzentration erfolgte durch Vergleich mit einer Standardkurve. Diese wurde m.H. von
Proteinstandards, hergestellt aus einer Bovine serum albumine (BSA)-Stammldsung mit
bekannter Konzentration, erstellt. Am Ende wurde das restliche Proteinlysat mit dem gleichen
Volumen von 2x Probenpuffer und 5 % p-Mercaptoethanol vermischt und fiir 10 min bei
96 °C denaturiert. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte das Einfrieren der Proteine bei

-20 °C.

3.2.1.7 SDS-Polvacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zur Identifizierung und Quantifizierung verschiedener
Proteine in einer Probe. Hierfiir werden die Proteine zunéchst in einem Sodiumdodecylsulfat
(SDS)-Polyacrylamidgel mittels Elektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Das Gel wird dann auf eine Membran geblottet. Diese wird anschlieBend mit Primér-

Antikorpern, welche spezifisch gegen das entsprechende Zielprotein gerichtet sind, inkubiert.
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Am Ende erfolgt die Detektion der Proteine iiber spezifische fluoreszenz-gekoppelte
Sekundér-Antikorper.

Die Arbeiten bis zum Ende der SDS-PAGE erfolgten unter dem Abzug. Zuerst wurden die am
Ende des Bradford-Assays (siche Abschnitt 3.2.1.6) eingefrorenen, denaturierten Proteine auf
Eis aufgetaut. AnschlieBend erfolgte das Pipettieren von 40 ug Proteinlysat pro Probe pro Gel
in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdll. Alle Proben wurden dann mit 1x Probenpuffer auf das gleiche
Volumen eingestellt. Darauthin erfolgte das Einsetzen der Midi-Fertiggele in eine mit 1x
Elektrophoresepuffer befiillte Elektrophoresekammer. In die erste und letzte Tasche jedes
Gels wurde ein Proteinstandard pipettiert. Es folgte das Beladen jeder Geltasche mit 40 pg
Proteinlysat sowie leerer Taschen mit 1x Probenpuffer. Nach dem Verschlieen der Kammer
startete die Elektrophorese fiir initial ca. 15 min bei 120 V, bis die Proteine das Sammelgel
passiert hatten. Im Anschluss erfolgte die Auftrennung der Proteine im Trenngel fiir zunéchst
30 min bei 160 V, dann 10 min bei 180 V und am Ende fiir ca. 10 min bei nochmals 120 V.
Nach vollendeter Elektrophorese wurde das Gel mit den Proteinen unter Verwendung des
Bio-Rad Transfer-Kits auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran iibertragen. Mit dem
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System erfolgte das Blotting der Proteine fiir 10 min bei 2,5 A
und 25 V auf die Membran, welche anschlieBend 5 min mit Ponceau S-Losung angeféarbt
wurde. Dieser rote Azofarbstoff dient dem Nachweis des Proteinauftrags auf die Membran,
indem er reversibel an positiv-geladene Aminogruppen bindet. Durch die nun sichtbaren
Proteinbanden wird nach der Spililung mit Aqua dest. aullerdem ein Schneiden der Membran
moglich. AnschlieBend wurde jedes Membranstiick in einer separaten Schale durch
dreimaliges Waschen fiir je 5 min in Anode II-Puffer entfarbt und im Anschluss dreimal fiir je
5 min in 1x Phosphate-buffered saline with Tween® (PBST) gewaschen. Danach erfolgte das
Blocken der Membranen in 1:3 Odyssey® Blocking Buffer/1x PBST auf dem Schiittler fiir 1 h
bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C. Der Blocking Buffer wurde dekantiert und die
verdlinnten Primir-Antikdrper (Tabelle 3) auf die jeweiligen Membranen gegeben. Zuerst
fanden stets die primdren Antikorper, welche die Phospho (p)-Formen der Proteine binden,
Verwendung. Die Inkubation erfolgte schiittelnd fiir 1,5 h bei Raumtemperatur oder {iber

Nacht bei 4 °C.
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Tabelle 3: Fiir den Western Blot verwendete Primér-Antikorper

Antikorper Klon Grofie [kDa] Wirt Verdiinnung
p-Akt (Serd473) polyklonal 60 Kaninchen 1:500

Akt polyklonal 60 Kaninchen 1:500
p-GSK3p (Ser9) D2Y9Y 46 Maus 1:500

GSK3p 3D10 46 Maus 1:500

p-p70 S6K (Thr389) 108D2 70 Kaninchen 1:1.000

p70 S6K 49D7 70 Kaninchen 1:1.000
p-4E-BP1 (Ser65) 174A9 15-20 Kaninchen 1:1.000
4E-BP1 polyklonal 15-20 Kaninchen 1:1.000
p-FoxO3A (Ser253) polyklonal 90 Kaninchen 1:500; 1:1.000
FoxO3A 75D8 90 Kaninchen 1:500

Cleaved Caspase-3 _

(Asp175) D175 17,19 Kaninchen 1:500; 1:1.000
Caspase-3 polyklonal 17, 19, 35 Kaninchen 1:500
p-ERKL/2 polyklonal 42,44 Kaninchen 1:500
(Thr202/Tyr204)

ERK1/2 137F5 42,44 Kaninchen 1:500
GAPDH 7G003 33-37 Maus 1:20.000

Nach der Primér-Antikorper-Inkubation wurden die Membranen viermal fiir jeweils 4 min in
Ix PBST gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden

Sekundir-Antikorpern (Tabelle 4) fiir 1,5 h bei Raumtemperatur auf dem Schiittler.

Tabelle 4: Fiir den Western Blot verwendete Sekundiir-Antikérper

Antikorper Klon Wirt Verdiinnung
Anti-Maus (IRDye® 680/800) polyklonal Ziege 1:5.000
Anti-Kaninchen (IRDye® 680/800) polyklonal Ziege 1:5.000
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Nach der Inkubation der Membranen mit den entsprechenden sekundiren Antikorpern wurden
die Membranen viermalig fiir je 4 min in 1x PBST und anschlieBend noch einmal fiir 4 min in
PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Detektion der Proteine mit dem Odyssey® CLx
Imaging System.

Um nun die Gesamtformen der Proteine nachzuweisen, wurden die Membranen erneut
viermal fiir je 4 min in 1x PBST gewaschen und mit den entsprechenden Primér-Antikorpern,
welche sich nun gegen die Gesamtformen der Proteine richteten (Tabelle 3), inkubiert. Die
Inkubation sowie das weitere Vorgehen bis zur Detektion erfolgten wie oben bereits
beschrieben.

Zum Nachweis neuer Proteine auf denselben Membranen erfolgte ein erneuter Waschschritt
fiir 5 min in 1x PBST. Danach wurden die Membranen 45 min lang in einem Stripping-Puffer
inkubiert — zunéchst fiir 30 min bei 56 °C und anschlieBend fiir 15 min bei Raumtemperatur
auf dem Schiittler. Im Anschluss wurden die Membranen viermal fiir jeweils 4 min in 1x
PBST gewaschen und in 1:3 Odyssey® Blocking Buffer/1x PBST auf dem Schiittler fiir 1 h bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C geblockt. Nun konnten die Membranen mit einem
weiteren Primér-Antikdrper inkubiert und somit noch andere Proteine detektiert werden.

Die Verdiinnung jedes Antikdrpers erfolgte in 10 ml 1:5 Odyssey® Blocking Buffer/1x PBST.
Die Primir-Antikorper wurden bei -20 °C gelagert und konnten durch Zugabe von je 10 pl
10 %-igem Natriumazid konserviert und somit wiederverwendet werden. Die Sekundar-
Antikorper hingegen fanden nur einmalig Verwendung. Als endogene Kontrolle diente das
Protein Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Die Auswertung der
detektierten Proteine erfolgte m.H. der Image Studio™ Lite 5.2 Software.

3.2.2 Analyse von B-ALL-Primiirzellen in Kokultur

3.2.2.1 Kultivierung der Primérzellen in Kokultur auf Feederlayer-Zellen (OP-9)

In dieser Arbeit wurden Primirzellen zweier an B-ALL erkrankter erwachsener Patienten in
direktem Zell-Zell-Kontakt auf einem Feederlayer, den OP-9-Zellen (Stromazellen aus
murinem Knochenmark), kultiviert. Die Zelllinie OP-9 wurde von der American Type Culture
Collection (ATCC) erworben. Die Zellkulturarbeiten erfolgten stets steril unter der
Laminarflow-Werkbank, die Kultivierung der OP-9-Zellen nach den Vorgaben der ATCC.

Die Zellen wurden regelmafBig auf Kontamination und Authentizitét getestet.
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Charakteristik der Zelllinie OP-9
In Tabelle 5 sind Informationen zur Zelllinie OP-9, welche als Feederlayer fiir die

Primirzellen verwendet wurde, aufgefiihrt.

Tabelle 5: Charakteristik der Zelllinie OP-9

Organismus Mus musculus, Maus
Stamm (C57BL/6 x C3H)F2 -op/op
Gewebe Knochenmark/Stroma
Zelltyp Embryonale Stammzellen

Fibroblasten-dhnlich

Morphologie
Eigenschaften in Kultur Adhérent
Verdopplungszeit 26 h

Grafik adaptiert aus www.lgcstandards-atcc.org.

Kultivierung der OP-9-Zellen

Die OP-9-Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO» in T75-Flaschen mit Alpha-
Medium (ohne Ribo- und Desoxyribonukleoside), versetzt mit 20 % FKS und 1 %
Penicillin/Streptomycin, kultiviert. Die Zellen wurden ein- bis zweimal pro Woche m.H. von
Trypsin-Ethylendiamintetraacetat (EDTA) vom Flaschenboden gelost und ggf. gesplittet.
Hierfiir wurde das Medium aus der T75-Flasche abgesaugt und 7 ml — 8 ml PBS zu den
Zellen hinzupipettiert. Durch Schwenken der Flasche erfolgte das Spiilen des Zellrasens.
Nach Absaugen des PBS erfolgte die Zugabe von 0,8 ml — 1 ml warmem Trypsin-EDTA.
Nach 6 min — 8 min Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; wurde das
vollstindige Abldsen der Zellen unter dem Lichtmikroskop (EVOS™ XL Core Cell Imaging
System) bei 40x VergroBerung kontrolliert. Danach erfolgte die Aufnahme der Zellen in
7 ml — 10 ml frischem Medium (das FKS stoppt die Reaktion des Trypsins), das Uberfiihren

der Zellsuspension in ein 50 ml-Zentrifugenrohrchen sowie das Zentrifugieren fiir 8§ min bei
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20 °C und 125 x g. Der Uberstand wurde ab- und die Zellen in 1 ml — 2 ml frischem Medium
aufgenommen. Die Zellzdhlung erfolgte wie im Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben. AnschlieBend

wurden 4,5 x 10° OP-9-Zellen in eine T75-Flasche in 20 ml frischem Medium eingesit.

Charakteristik der Patientenzellen

In Tabelle 6 sind Informationen zu den B-ALL-Primérzellen aufgefiihrt.

Tabelle 6: Informationen zu den Patienten, deren B-ALL-Zellen in Kokultur kultiviert wurden

Patienten-ID Alter Geschlecht Diagnose KMT2A4-Status pAkt-Expression

0159 74 Jahre Weiblich Initial + +++

0122 47 Jahre Mannlich Initial + 4=F

Die untersuchten Primirzellen von Patient 0159 weisen u.a. eine PIK3CA- und NRAS-
Mutation auf, wihrend Patient 0122 u.a. ein mutiertes KRAS sowie FLT-3 trigt. Beide
Patienten sind auBBerdem Triger eines rearrangierten KM7T2A4-Gens (t(4;11)) und exprimieren

basal eine moderat (0122) bis stark (0159) phosphorylierte Akt-Kinase (pAkt) [73].

Gewinnung der Patientenzellen

Die primdren B-ALL-Zellen wurden zuvor m.H. des von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr.
Junghanf3 etablierten Patienten-abgeleiteten Xenograft (PDX)-Mausmodells amplifiziert.
Hierfiir erfolgte die Isolierung der humanen B-ALL-Zellen aus dem Knochenmark der
Patienten und anschliefend die Injektion in die Schwanzvene immuninkompetenter Méuse
(NOD scid gamma (NSG)-Miuse (NOD.Cg-Prkdc*“ I12rg™!"/SzJ, NSG, Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Deutschland)), woraufhin es zu einer Amplifikation der Zellen kam.
Die Méuse wurden euthanasiert, sobald der Blasten-Anteil in deren Blutzirkulation > 30 %
betrug. Darauthin wurden die amplifizierten Tumor-Zellen aus Knochenmark und Milz
isoliert sowie anschlieBend in Fliissigstickstoff kryokonserviert. Danach konnten die B-ALL-
Zellen in neue NSG-Maéuse injiziert und somit weiter amplifiziert werden.

Die hier verwendeten, aus dem PDX-Modell gewonnenen, Zellen wurden von der
Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich um viable Milzzellen aus der dritten
Xenograft-Generation. Die Zellen von Patient 0159 stammen aus der Maus ,,PDX-26 und die

von Patient 0122 aus Maus ,,PDX-29%
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Ablauf der Kokultivierung
Die Abbildung 4 dient der Veranschaulichung des Ablaufs der Kokultivierung.

Aussaat & 2-5x 106 . .
OP-9 15 Gy Primarzellen/Well Partieller Mediumwechsel
> Tag-3 > Tag 0 > Tag2 » Tag4 >
Umsetzen der
Aussaat & Primarzellen auf Partieller Mediumwechsel
frischer OP-9 15 Gy frische OP-9
> Tagd > Tag 7 > Tag9 > Tag1l >

Abbildung 4: Aussaat von OP-9-Zellen als Feederlayer fiir den Start einer Kokultur mit humanen
B-ALL-Primérzellen sowie Umsetzen der Primérzellen auf frische OP-9-Zellen zum Aufrechterhalten
der Kokultur.

Um an Tag 0 die Kokultur zu starten, erfolgte 72 h zuvor (Tag -3) die Aussaat der OP-9-
Feederzellen in eine 6-Well-Platte. Hierfiir wurden die Zellen zunichst aus den T75-Flaschen
geerntet und gezéhlt (siehe ,,Kultivierung der OP-9-Zellen*) sowie anschlieBend pro Well je
2 x 10° Zellen in 4 ml frischem Medium ausgesit. An Tag 0 erfolgte die Bestrahlung der
6-Well-Platte. Hierfiir wurde die Gamma-Bestrahlungsanlage im Rudolf-Zenker-Institut fiir
Experimentelle Chirurgie der Universitdtsmedizin Rostock genutzt. Die Bestrahlung der
Platte erfolgte fiir 382 sek mit insgesamt 15 Gy (2,36 Gy/min), um die Proliferation der OP-9-
Zellen zu inhibieren. Danach wurde die 6-Well-Platte zunichst zuriick in den Brutschrank
gestellt.

Wihrenddessen erfolgte das Auftauen der PDX-abgeleiteten Primérzellen. Diese wurden vom
Kryorohrchen in ein 50 ml-Zentrifugenrdhrchen {iberfiihrt und anschliefend fiir 10 min bei
7 °C und 200 x g zentrifugiert, um so das DMSO vollstidndig zu entfernen. Danach wurde der
Uberstand abgenommen und die Primirzellen in 500 pl — 700 pl RPMI 1640-Medium,

versetzt mit 20 % FKS sowie 1 % Penicillin/Streptomycin, aufgenommen. Von dieser
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Zellsuspension wurden 5 pl in ein 0,5 ml-Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und nach dem Mischen
mit Trypanblau gezihlt (sieche Abschnitt 3.2.1.1).

Nun erfolgte das Absaugen des Mediums von den zuvor bestrahlten OP-9-Zellen und je nach
Zellzahl die Hinzugabe von 2,2 — 4,7 x 10° priméren B-ALL-Zellen pro Well in 4 ml frischem
RPMI 1640-Medium auf die Feederlayer-Zellen. An Tag 2 sowie an Tag 4 erfolgte jeweils
ein partieller Mediumwechsel. Hierfiir wurde aus jedem Well die Hilfte des Volumens
abgenommen und durch frisches RPMI 1640-Medium ersetzt. AuBBerdem wurden die Zellen
an beiden Tagen unter dem Lichtmikroskop (EVOS™ XL Core Cell Imaging System) bei 40x
VergroBerung beurteilt.

Wie bereits beschrieben, wurden die OP-9-Zellen zunichst in eine neue 6-Well-Platte
ausgesit, um diese 72 h spéiter zu bestrahlen. Der Beginn einer neuen Woche in Kokultur
erfolgte stets sieben Tage nach dem Start durch das Umsetzen der Patientenzellen auf die
frischen, bestrahlten OP-9-Feederzellen. Hierfiir wurden die humanen Primérzellen durch
kréftiges Spililen vom Boden der 6-Well-Platte geldst, anschlieBend in ein 50 ml-
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und fiir 8 min bei 20 °C und 140 x g zentrifugiert. Danach
wurde der Uberstand ab- und die Zellen in 0,5 ml — 2 ml frischem Medium aufgenommen. Es
erfolgte das Uberfithren von 5 pl der Zellsuspension in ein 0,5 ml-Reaktionsgefd und — nach

dem Mischen mit Trypanblau — die Zellzdhlung (siehe Abschnitt 3.2.1.1).

3.2.2.2 Inkubation der Primérzellen in Kokultur mit MK-2206

Der Ablauf ist in Abbildung 5 zusammentfassend dargestellt.

5x10% ALL-Zellen/Well ~ Analyse
Aussaat & + (Viabilitat und
OP-9 15 Gy MK-2206 fur 72 h Apoptose)

N By N | St | Ml

> Tag -3 > Tag 0 > Tag 3 >

Abbildung 5: Aussaat von OP-9-Feederzellen, Hinzugabe humaner B-ALL-Primérzellen und
Inkubation der Primérzellen in Kokultur mit dem Akt-Inhibitor MK-2206.
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Um die Viabilitdt der Primérzellen (auf den OP-9-Zellen) nach Inkubation mittels CellTiter-
Blue® Viabilitits-Assay zu analysieren, wurden an Tag -3 7 x 10° OP-9-Zellen in 150 pl
Medium pro Well einer 96-Well-Platte ausgesit und iiber 72 h im Brutschrank bei 37 °C und
5 % COz inkubiert. An Tag 0 erfolgte, nach dem Absaugen des Mediums von den zuvor mit
15 Gy bestrahlten Feederzellen, die Hinzugabe von 5 x 10* priméren B-ALL-Zellen in 100 pl
RPMI 1640-Medium pro Well. Die Well-Platte wurde fiir die Viabilitdtsmessungen im
Dreifachansatz belegt. Inkubation und Kultivierung der Zellen erfolgten iiber 72 h mit
0,05 uM — 5 uM des Akt-Inhibitors MK-2206 bei 37 °C und 5 % COs. Als Kontrolle diente
die Zugabe von DMSO zum Medium in separaten Wells. Die hinzugegebene Menge an
DMSO entsprach bei den Versuchen jeweils der Menge, die notwendig war, um die hochste
Konzentration von MK-2206 zu erreichen. Die Experimente zur Viabilititsmessung erfolgten
in drei unabhéngigen biologischen Replikaten.

Um nach Exposition der Primérzellen mit MK-2206 mittels Durchflusszytometrie eine
Messung der frith-apoptotischen und spét-apoptotischen/nekrotischen Zellen durchzufiihren,
wurden ebenfalls an Tag -3 4 x 10* OP-9-Zellen in 1 ml Medium pro Well einer 24-Well-
Platte ausgesit und tiber 72 h bei 37 °C und 5 % CO> im Brutschrank inkubiert. An Tag 0
erfolgte die Bestrahlung der Feederzellen mit 15 Gy sowie anschlieBend das Absaugen des
Mediums und die Hinzugabe von 5 x 10° Patientenzellen in 1,5 ml RPMI 1640-Medium pro
Well. Die Zellen wurden ebenso fiir 72 h mit 0,05 uM — 5 uM MK-2206 inkubiert und bei
37 °C sowie 5 % COz kultiviert. Die Zugabe von DMSO zum Medium in separaten Wells
diente auch hier als Kontrolle und die Menge entsprach der, die notwendig war, um die

hochste Konzentration von MK-2206 zu erreichen.

3.2.2.3 Bestimmung der Viabilitit mittels CellTiter-Blue®-Assay

Die Viabilitit der humanen Primirzellen in Kokultur wurde mittels CellTiter-Blue®
Viabilitits-Assay bestimmt. Dieser Assay dient zur Analyse viabler Zellen. Diese konnen das
im CellTiter-Blue®-Reagenz enthaltene Resazurin zu Resorufin reduzieren. Resazurin ist ein
dunkelblauer Farbstoff mit nur geringer Fluoreszenz. Durch die Reduktion entsteht das pinke
Resazurin, welches stark fluoresziert und somit m.H. eines Photometers gemessen werden
kann. Das Fluoreszenz-Signal ist proportional zur Anzahl viabler Zellen. Nicht-viable Zellen
ohne metabolische Aktivitit konnen das Resazurin hingegen nicht reduzieren und generieren

somit kein Fluoreszenz-Signal [109].
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Nachdem die Primérzellen in Kokultur auf den OP-9-Feederzellen fiir 72 h mit dem Akt-
Inhibitor MK-2206 inkubiert wurden (siche Abschnitt 3.2.2.2) erfolgte die Zugabe von 20 pl
CellTiter-Blue®-Reagenz zu jedem Ansatz in der 96-Well-Platte. Nach einer Inkubationszeit
von 3 h im Brutschrank bei 37 °C erfolgte die Fluoreszenz-Messung am Photometer
(GloMax®-Multi Detection System) bei 560/590 nm. Als Blindwerte dienten ein
Dreifachansatz aus reinem Medium mit OP-9-Zellen sowie ein Dreifachansatz mit Medium
allein, zu denen ebenfalls das CellTiter-Blue®-Reagenz hinzupipettiert wurde. Somit konnten
im Anschluss mit den Mittelwerten der Fluoreszenzwerte (je Probe drei technische Replikate)

folgende Subtraktionen durchgefiihrt werden:

1. ) X proven = X Medium — X Proben ohne Medium
2. ) X 0pP-9 in Medium = X Medium — X OP-9 ohne Medium

3. ) X' Proben ohne Medium = X OP-9 ohne Medium

X = Mittelwert der jeweiligen Fluoreszenzwerte,
Proben = OP-9 + Primérzellen + MK-2206 + Medium

3.2.2.4 Durchflusszytometrischer Apoptose-Nachweis

Mittels Durchflusszytometrie konnen Zellsuspensionen analysiert werden. Fluoreszierende
Antikorper dienen hierbei der quantitativen Bestimmung von Oberflédchen- und intrazelluldren
Molekiilen. Diese Methode wurde in der vorliegenden Arbeit zur Messung von Friih-
Apoptose und Spit-Apoptose/Nekrose der Primidrzellen (und OP-9-Zellen) genutzt. Die
durchflusszytometrischen Messungen erfolgten an einem FACSVerse™ von BD Biosciences.
Die Steuerung und Auswertung der Messung erfolgte mit der Software BD FACSuite 1.0.6.
Der Nachweis frith-apoptotischer und spét-apoptotischer/nekrotischer Zellen erfolgte m.H.
von Annexin V und Propidiumiodid (PI). Annexin V ist ein Kalzium-abhéngiges,
Phospholipid-bindendes Protein mit einer hohen Affinitit zu Phosphatidylserin, welches
vitale Zellen auf der Innenseite ihrer Zellmembran tragen. Bei Beginn der Apoptose werden
die Phosphatidylserine zur dufleren Seite der Lipidschicht transloziert. Annexin V ist deshalb
ein Indikator fiir den Nachweis frith-apoptotischer Zellen. Spét-apoptotische und nekrotische
Zellen weisen eine permeable Zellmembran auf, sodass Annexin V in die Zellen eindringen

und ebenfalls an die Phosphatidylserine binden kann. Die Unterscheidung zwischen friih-
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apoptotischen und spit-apoptotischen/nekrotischen Zellen gelang durch ein zusétzliches
Anfarben der Zellen mit PI. P ist ein fluoreszierender DNA-Farbstoff, welcher nur durch eine
defekte Zellmembran diffundieren und die Zelle durch Einlagerung in die DNA anfiarben
kann. Da die Zellmembran frith-apoptotischer Zellen noch intakt ist, konnen diese nur mit
Annexin V angefdrbt werden. Spét-apoptotische und nekrotische Zellen hingegen konnen
sowohl Annexin V als auch PI aufnehmen [111]. Als Marker fiir die humanen B-ALL-Zellen
fand ein gegen das humane Antigen CD19 gerichteter Antikorper Verwendung.

Fiir die Analyse wurden die liber 72 h mit MK-2206 inkubierten Primérzellen (in Kokultur
auf OP-9-Zellen) (sieche Abschnitt 3.2.2.2) zundchst aus der 24-Well-Platte in FACS-
Rohrchen iiberfiihrt. Nachdem jedes Well mit 1 ml PBS ausgewaschen und die Suspension
zum entsprechenden FACS-Rohrchen hinzugegeben wurde, erfolgte der erste Waschschritt
fiir 10 min bei 20 °C und 180 x g in der Zentrifuge sowie danach das Dekantieren des
Uberstands und die Aufnahme des Pellets in 100 ul PBS. Im Anschluss erfolgte die Zugabe
von 10 pl CD19-Antikérper je Ansatz (nicht zu den alleinigen OP-9-Zellen sowie zu den
Autofluoreszenz-Kontrollen und zum Ansatz mit DMSO), mit welchem die Zellsuspensionen
fiir 10 min bei 4 °C inkubiert wurden. Anschlieend wurden die Zellen nochmals mit 2 ml
und dann mit 1,5 ml PBS, wie oben beschrieben, gewaschen. Nach erneutem Dekantieren des
Uberstands erfolgte die Aufnahme des Zellpellets in 100 ul Bindungspuffer (1x). Dieser
Puffer enthdlt Kalziumionen in ausreichender Konzentration, wodurch die Bindung von
Annexin V an Phosphatidylserine stabilisiert wird. Nun wurden je 5 pl Annexin V-
Fluorescein isothiocyanate (FITC) hinzugegeben (nicht zu den alleinigen OP-9-Zellen, nicht
zu den alleinigen Primérzellen und nicht zu den Autofluoreszenz-Kontrollen). Die Inkubation
erfolgte fiir 15 min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Danach wurden je 400 pl
Bindungspuffer (1x) zu jedem Ansatz pipettiert. Nachdem die Bestimmung der
Autofluoreszenz erfolgt war, wurden unmittelbar vor der Messung 0,6 pg/ml PI zu den mit
Annexin V-FITC gefirbten Zellen hinzugegeben. Die Analysen der Zellen erfolgten anhand
von Dotplots und sind beispielhaft in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6A, B: Durchflusszytometrische Analyse von apoptotischen und nekrotischen Zellen.
Die Analyse der apoptotischen und nekrotischen Zellen (OP-9- und Primérzellen) erfolgte durch
Hinzugabe eines CD19-Antikorpers bzw. Anfarbung mittels Annexin V-Fluorescein isothiocyanate
(FITC) und Propidiumiodid (PI). Frith-apoptotische Zellen sind Annexin V-FITC* und PI". Spit-
apoptotische und nekrotische Zellen hingegen sind Annexin V-FITC" und PI'. Die humanen
Primérzellen sind CD19-Phycoerythrin (PE)*. A: Dargestellt sind OP-9- und Primérzellen gemeinsam.
B: Dargestellt sind vitale bzw. apoptotische/nekrotische OP-9-Zellen (CD19-PE") sowie vitale bzw.
apoptotische/nekrotische Primérzellen (CD19-PE").

3.2.3 Aufarbeitung von Proteinen humaner B-ALL-Zelllinien fiir Proteom- und
Phosphoproteom-Analyse
Um spiter eine Proteom- und Phosphoproteom-Analyse zweier in dieser Arbeit analysierter
humaner pro-B-ALL-Zelllinien (SEM und RS4;11) durchfiihren zu kénnen, wurde eine
Kooperation mit dem Leibniz-Institut fiir Analytische Wissenschaften (ISAS) Dortmund unter
der Leitung von Prof. Dr. Sickmann etabliert.
In Rostock erfolgte zunichst die Inkubation der Zelllinien SEM und RS4;11 mit dem Akt-
Inhibitor MK-2206 und anschlieBend die Herstellung der Proteinlysate. In Dortmund wurde
unter Anleitung der ISAS-Arbeitsgruppe die Proteinkonzentration der Proben bestimmt. Es
folgten weitere Aufarbeitungsschritte sowie ein Verdau der Proteine zu Peptiden. Der vorerst
letzte Schritt, die Auftrennung der Peptide m.H. einer Ultra-Hochleistungsfliissig-
chromatographie (UHPLC), wurde durch das Leibniz-Institut fiir Analytische Wissenschaften
durchgefiihrt.
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3.2.3.1 Proteinlysatherstellung und Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-

Assay
Proteinlysatherstellung
Da pro Zelllinie 2 x 10® Zellen notwendig waren, mussten die Zelllinien SEM und RS4;11
zunichst ausreichend lang kultiviert werden. Dies erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 %
CO», zunichst in T75-Flaschen. In diese wurden jeweils 9 x 10° Zellen in 20 ml frischem
Medium eingesit. Spiter erfolgte die Kultivierung in T175-Flaschen, in welche bis zu 6 x 107
Zellen in 90 ml frischem Medium eingesét wurden. Es erfolgte eine regelmifBige Testung der
Zellen auf Kontamination und Authentizitit sowie eine Verwendung bis maximal Passage 32.
Als ausreichend SEM- und RS4;11-Zellen vorhanden waren, erfolgte die Aussaat von je
5 x 10° Zellen in 15 ml Medium in T25-Flaschen. Die Inkubation erfolgte mit 0,5 uM
MK-2206, die Kultivierung im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO>. Als Kontrolle diente die
Zugabe von DMSO (gleiche Menge wie MK-2206) zum Medium in separaten T25-Flaschen.
Die Ernte der B-ALL-Zellen erfolgte zu fiinf verschiedenen Zeitpunkten: nach 30 min sowie
nach 1 h, 2 h, 4 h und 12 h Inkubationszeit. Bei vier Replikaten pro Ansatz waren dies 40
Proben pro Zelllinie. Die Zellen wurden durch Uberfiihren in 50 ml-Zentrifugenréhrchen
geerntet und anschlieBend fiir 8 min bei 4 °C und 180 x g zentrifugiert. Nach dem
Dekantieren folgten drei Waschschritte mit jeweils 10 ml PBS in der Zentrifuge fiir ebenfalls
8 min bei 4 °C und 180 x g. Nach erneutem Dekantieren wurde das Zellpellet in 1 ml PBS
aufgenommen, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdl tiberfiihrt und nochmals fiir 3,5 min bei 4 °C und
1.400 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und die Zellpellets
bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingefroren.
Nach dem Auftauen erfolgte die Aufnahme des Zellpellets in einem Lysepuffer, bestehend
aus Trishydroxymethylaminomethan (Tris), Natriumchlorid (NaCl) und SDS. Der Puffer
wurde zuvor mit Protease- und Phosphatase-Inhibitor-Tabletten versetzt, um Abbau bzw.
Dephosphorylierung der Proteine zu verhindern. Das SDS fiihrt zu einer Denaturierung der
Proteine. Pro 1 x 10° Zellen erfolgte die Verwendung von 100 pl des Lysepuffers. Die Lysate
wurden anschlieend erneut bei -20 °C eingefroren.
Zur weiteren Verarbeitung der Proben wurden diese auf Eis aufgetaut und jeweils zweimal fiir
ca. 8 sek mittels Ultraschall lysiert. Danach erfolgte das Abtrennen der Proteine von den
Zelltrimmern durch Zentrifugieren fiir 10 min bei 4 °C und 20.000 x g, anschlieend das
Uberfiihren der Proteinlysate in neue 1,5 ml-ReaktionsgefiBe sowie das Einfrieren bei -20 °C

bis zum Transport nach Dortmund.
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Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsdure (BCA)-Assay

Der BCA-Assay beruht auf der Komplexbildung der Bicinchoninsdure mit einwertigen
Kupferionen (Cu'). Das BCA-Reagenz enthdlt u.a. Kupfersulfat (CuSOs4). Nach Zugabe
dieses Reagenz zu den Proteinen binden zweiwertige Kupferionen (Cu®*) an die
Peptidbindungen und werden zu Cu” reduziert. Nun binden zwei BCA-Molekiile an das Cu”,
wodurch ein blau-violetter Farbkomplex entsteht. Der Farbumschlag kann durch
Absorptionsmessung an einem Photometer bei einer Wellenlédnge von 562 nm quantifiziert
werden und korreliert mit der Proteinmenge [112]. Durch den Vergleich mit Proteinstandards
kann anschlieBend die Proteinkonzentration der Proben berechnet werden.

Die Proteinlysate wurden nach dem Auftauen zunichst 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt, wofiir je
90 pul Aqua dest. in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefdl} iiberfithrt und anschlieBend je 10 ul jeder
Probe hinzupipettiert wurden. Von den verdiinnten Proben wurden je 25 pl pro Well in je drei
96-Well-Platten mit flachem Boden pipettiert. In je zwei Wells aller drei Platten erfolgte die
Hinzugabe von je 25 pl eines Proteinstandards, hergestellt aus einer BSA-Stammldsung mit
bekannter Konzentration (insgesamt fiinf verschiedene Konzentrationen) sowie von je 25 ul
Aqua dest.. AnschlieBend wurden 200 pl BCA-Reagenz in jedes bereits befiillte Well
hinzugegeben und die Platten fiir 30 min im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Danach wurde
pro Platte eine Absorptionsmessung am Multiskan™ FC Mikrotiterplatten-Photometer bei
einer Wellenlinge von 562 nm durchgefiihrt. Im Anschluss konnte pro Probe bzw.
Proteinstandard ein Mittelwert aus den drei Messungen gebildet werden. Die Berechnung der
Proteinkonzentrationen der Proben erfolgte durch Vergleich mit den Proteinstandards. Das
restliche Proteinlysat aus den SEM- und RS4;11-Zellen wurde bis zur weiteren Verarbeitung

bei -80 °C eingefroren.

3.2.3.2 Aufarbeitung der Proteine fiir nachfolgende Proteom- und Phosphoproteom-

Analyse
Aufarbeitung der Proteine aus SEM- und RS4;11-Zellen fiir eine Aufirennung der Peptide
mittels Ultra-Hochleistungsfliissigchromatographie (UHPLC)
Die Proteinlysate wurden auf Eis aufgetaut. AnschlieBend mussten 100 pg Protein jeder Probe
auf ein gleiches Volumen eingestellt werden (Proteine aus den SEM-Zellen auf 287 pl, aus
den RS4;11-Zellen auf 160 pl). Hierfiir wurden die Proteine zunichst in eine 96-Deepwell-
Platte transferiert und m.H. des Lysepuffers (aus Tris, NaCl und SDS, jedoch ohne Protease-

und Phosphatase-Inhibitoren) auf das gleiche Volumen eingestellt. Im Anschluss wurde in
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jedes befiillte Well Dithiothreitol (DTT) hinzupipettiert (5,7 ul zu den SEM-, 3,2 ul zu den
RS4;11-Proteinen) und die Platte fiir 35 min im Brutschrank bei 56 °C inkubiert. Das DTT
fiihrt zur Reduktion der Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen zu Thiolgruppen [113].
Danach erfolgte die Zugabe von Iodacetamid (IAA). Zu den Proteinen aus den SEM-Zellen
waren dies 17,2 ul und zu denen aus den RS4;11-Zellen 9,6 ul IAA. Durch das Iodacetamid
kommt es zu einer irreversiblen Alkylierung der Proben. Cystein wird hierbei in das stabile
S-Carboxyamidomethylcystein iiberfiihrt, wodurch die Riickbildung der Disulfidbriicken
verhindert wird [113].

AnschlieBend erfolgte die lichtgeschiitzte Inkubation der Proben fiir 30 min bei
Raumtemperatur. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurde die 96-Deepwell-Platte mit den
reduzierten und alkylierten Proben bei -80 °C aufbewahrt.

Die Platte mit den Proteinen wurde im Wasserbad bei Raumtemperatur aufgetaut und es
folgte die Zugabe von 8 M Harnstoff in jedes Well, wodurch jede Probe auf ein
Gesamtvolumen von 900 pl eingestellt wurde. Durch den Harnstoff kommt es zu einer
Umpufferung (Puffertausch SDS gegen Harnstoff) unter denaturierenden Bedingungen.
Danach erfolgte der Transfer des Harnstoff-Proben-Gemischs in eine 96-Deepwell-
Filterplatte, unter welcher sich eine normale 96-Deepwell-Platte befand. AnschlieSend
wurden beide Platten unter ein automatisiertes Festphasenextraktionsgerit (Resolvex™ A200
der Tecan Trading AG) gestellt. Dieses Gerit bewirkt m.H. eines Uberdrucks die
Aufreinigung der Proteine: Der Puffer wird durch den Filter der oberen Platte in die untere
Platte gedriickt, wohingegen die Proteine auf dem Filter zuriickbleiben. Dieses Prinzip wird
auch als Filter Aided Sample Preparation (FASP) bezeichnet. AnschlieBend erfolgte —
ebenfalls automatisiert und m.H. des Uberdrucks — ein fiinfmaliges Waschen der Proteine an
dem Gerit der Tecan Trading AG: zweimal mit je 200 ul Harnstoff und dreimal mit je 200 pl
Ammoniumbicarbonat (NHsHCOs). Beide Platten wurden dann vom Resolvex™ A200
entfernt. Es folgte die Zugabe von je 100 pl Verdaupuffer in jedes Well mit Proteinen. Die im
Verdaupuffer enthaltene Serinprotease Trypsin spaltet Peptidbindungen spezifisch am
Carboxyende der basischen Aminosduren Arginin und Lysin [114].

Die beiden Platten wurden dann fiir 11 h im Brutschrank bei 37 °C inkubiert und die Proteine
auf der 96-Deepwell-Filterplatte zu Peptiden verdaut. Im Anschluss erfolgte die Elution des
Verdaus: Durch Zentrifugation fiir 75 min bei 20 °C und 3.500 x g wurden die Peptide durch
die Filterplatte in die 96-Deepwell-Platte darunter gedriickt. Es folgten zwei Waschschritte fiir
je 45 min bei 20 °C und 3.500 x g. Im ersten Schritt wurde die obere Filterplatte mit je 100 pl
NH4HCO3 pro Well und im zweiten Schritt mit je 100 ul Aqua dest. pro Well gewaschen.
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Durch Ansduern der nun in der 96-Deepwell-Platte befindlichen Peptide kommt es zu einem
Abstoppen der Trypsinierung. Hierfiir wurden pro Well 30 pl 10 %-ige Ameisenséure zu den
Peptiden pipettiert. Bis zur Auftrennung der Peptide mittels UHPLC erfolgte das Einfrieren
der Platte bei -80 °C.

Auftrennung der Peptide aus SEM- und RS4;11-Zellen mittels Ultra-Hochleistungs-
Sliissigchromatographie (UHPLC)

Zunichst wurden die Proben aufgetaut. Im Anschluss erfolgte die Auftrennung der Peptide
m.H. eines Ultra-Hochleistungsfliissigchromatographie-Gerites (UltiMate 3000 UHPLC-
System mit Monolithen-Technologie). Dies stellt eine Qualitdtskontrolle dar [115]. Allgemein
dient die Fliissigchromatographie zur Auftrennung von Stoffgemischen durch die
unterschiedliche Verteilung der Analyten in einer fliissigen mobilen und einer stationdren
Phase (Sédule). Die verschiedenen Einzelbestandteile der Probe zeigen eine unterschiedlich
starke Wechselwirkung mit der unbeweglichen stationdren Phase. Dadurch werden sie
verschieden schnell in der fliissigen mobilen Phase — m.H. einer Pumpe — durch das
Chromatographie-Gerdt transportiert. So ergeben sich fiir die einzelnen Analyten
unterschiedliche Retentionszeiten. Die am héufigsten angewandte Fliissigchromatographie-
Methode ist heutzutage die Hochleistungsfliissigchromatographie, bei welcher die mobile
Phase mit sehr hohem Druck durch die Sédule gepumpt wird. Vorteile hierbei sind die
Schnelligkeit, das Auflésungsvermogen sowie die Automatisierbarkeit [116]. Die
aufgetrennten Peptide konnen dann am Ende der Séule detektiert werden. Als
Detektionsmethode wurde hier die UV-Absorption verwendet, wodurch ein Chromatogramm
entsteht, in dem die verschiedenen Peptide (Peaks) in Abhéngigkeit ihrer Retentionszeit
aufgetragen werden.

Im Anschluss an die Auftrennung der Peptide erfolgen die Proteom-Analysen via
Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS). Danach erfolgen
Phosphopeptid-Anreicherungen, um abschlieBend Phosphoproteom-Analysen (ebenfalls
mittels LC-MS) anzufertigen.
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3.2.4 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten sowie die Erstellung der Diagramme erfolgte mit dem
Programm Microsoft Office Excel 2010. Alle Werte sind als Mittelwerte mit
Standardabweichung angegeben. Die Berechnung der Signifikanz wurde mittels
zweiparametrigem t-Test durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde bei < 0,05 festgelegt.
Der p-Wert wurde durch < 0,05 = *, < 0,01 = ** und < 0,001 = *** dargestellt. Die
Kalkulation der IC50-Werte erfolgte m.H. des Online-Tools Quest Graph™ IC50 Calculator
(AAT Bioquest, Inc., Sunnyvale, CA, USA) [117].
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss des Akt-Inhibitors MK-2206 auf humane B-ALL-Zelllinien

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des Akt-Inhibitors MK-2206 auf die B-ALL-Zelllinien
SEM, RS4;11, NALM-6 und REH erforscht. Die Zellen wurden mit Konzentrationen
zwischen 0,01 uM und 10 pM MK-2206 inkubiert und in einem Zeitintervall bis 72 h

untersucht.

4.1.1 Effekte von MK-2206 auf die Vitalitit

Vergleich der Vitalitiit der Zelllinien nach 48 h Inkubation:

Nach einer Inkubationszeit von 48 h mit dem Akt-Inhibitor konnte in allen vier Zelllinien eine
konzentrationsabhingige Proliferationshemmung nachgewiesen werden. Die nicht-
exponierten Zellen proliferierten innerhalb dieses Zeitraums, wohingegen es zu einem
verringerten Wachstum der exponierten Zellen kam. Auflerdem wurde in den mit MK-2206
inkubierten Zellen mit steigender Konzentration eine Abnahme der metabolischen Aktivitét
beobachtet.

Bei den SEM-Zellen kam es ab einer Konzentration von 1 pM zu einer signifikanten
Reduktion des Zellwachstums. Die maximale Konzentration des Akt-Inhibitors fithrte im
Vergleich zur Kontrolle zu einer durchschnittlichen Verminderung der Zellzahl um 72 %. Die
metabolische Aktivitdt der SEM-Zellen verringerte sich bereits ab 0,01 pM signifikant und
reduzierte sich bei 10 uM um 80 %.

Bei der Zelllinie RS4;11 verminderte sich die Zellzahl ab einer Konzentration von 0,5 uM
mit Signifikanz. Im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich nach Exposition mit 10 pM MK-2206
ein Riickgang der Anzahl an Zellen um durchschnittlich 59 %. Die metabolische Aktivitdt
reduzierte sich ab 0,01 puM signifikant und die hochste Konzentration des Akt-Inhibitors
bewirkte im Vergleich zu den Kontrollzellen eine Reduktion der metabolischen Aktivitdt um
72 %.

NALM-6 zeigte ab der Inkubation mit 0,5 pM eine signifikante Verminderung der Zellzahl.
Verglichen mit der Kontrolle reduzierte sich die Zellzahl bei der maximalen Konzentration
um 96 %, die metabolische Aktivitdt sank auf 0,2 % und zeigte ab 0,1 uM Signifikanz.

Die Proliferation der REH-Zellen verringerte sich bei Exposition mit 10 pM des Akt-
Inhibitors signifikant um 90 %. Die metabolische Aktivitét dieser Zelllinie reduzierte sich ab
0,1 uM signifikant und fiel bei Inkubation mit der hochsten Konzentration im Vergleich zur
Kontrolle um durchschnittlich 99 %.

In Abbildung 7 sind die Ergebnisse zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 7: Proliferation und metabolische Aktivitit nach 48 h Inkubation mit MK-2206.

Die B-ALL-Zelllinien SEM, RS4;11, NALM-6 und REH wurden fiir 48 h mit den angegebenen
Konzentrationen des Akt-Inhibitors MK-2206 inkubiert. In den Diagrammen sind die Mittelwerte der
Zellzahl bzw. der metabolischen Aktivitit mit Standardabweichung aus mind. drei unabhéngigen
Experimenten dargestellt. Die Strichlinie in den Diagrammen auf der linken Seite kennzeichnet die an
Tag 0 ausgesite Zellzahl. Dies waren stets 5 x 10° Zellen. In den Abbildungen auf der rechten Seite
markiert die gestrichelte Linie eine metabolische Aktivitit von 50 %. Die Zellzahl wurde mittels
Trypanblau-Farbung, die metabolische Aktivitit mittels WST-1-Assay bestimmt. Die Signifikanzen
sind wie folgt dargestellt: * p < 0,05, ** p<0,01 und *** p <0,001.

IC50-Werte der Zelllinien nach 48 h:

Nach den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten zur Bestimmung der metabolischen
Aktivitit ergeben sich hier fiir die vier B-ALL-Zelllinien nach 48 h Inkubation mit MK-2206
folgende IC50-Werte:

Tabelle 7: Errechnete IC50-Werte
nach 48 h Inkubation mit MK-2206

120 -
= Zelllinie IC50-Wert
= 100
£ 80 SEM 1,36 uM
; 60 ——SEM
2 0 RS4;11 RS4;11 1,78 uM
_§ ——NALM-6
5 2 NALM-6 0,48 uM
2 0 ——REH

&0 Q‘Q\' Q‘Qo) Q’\\’ (;? R '\,0 REH 0,39 MM

Q

Konzentration MK-2206 [pM]

Abbildung 8: Metabolische Aktivitiit der vier B-ALL-
Zelllinien nach 48 h Inkubation mit MK-2206.

Die Strichlinie markiert eine metabolische Aktivitit von
50 %. Die metabolische Aktivitdt wurde mittels WST-1-
Assay bestimmt. N > 3 biologische Replikate.

Vergleich der Vitalitiit der Zelllinien nach 72 h Inkubation:

Auch nach 72 h Inkubation mit dem Inhibitor MK-2206 konnte in allen vier B-ALL-
Zelllinien eine konzentrationsabhingige Hemmung des Zellwachstums gezeigt werden. Die
nicht-exponierten Zellen proliferierten innerhalb dieser Zeit, wohingegen es zu einem
verringerten Wachstum der mit dem Akt-Inhibitor inkubierten Zellen kam. Auch eine
Abnahme der metabolischen Aktivitit konnte bei den inkubierten Zelllinien beobachtet

werden.
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Bei den SEM-Zellen bewirkte die Exposition ab einer Konzentration von 0,5 pM eine
signifikante Reduktion des Zellwachstums. Die Inkubation mit 10 uM MK-2206 verringerte
die Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle um durchschnittlich 83 % und die metabolische
Aktivitit um 92 %. Ab 0,1 uM zeigte die Verminderung der metabolischen Aktivitdt
Signifikanz.

Proliferation und metabolische Aktivitidt der RS4;11-Zellen verringerten sich bei Inkubation
mit der hochsten Konzentration des Akt-Inhibitors um 69 % bzw. um 83 %. Das Wachstum
wurde, verglichen zur Kontrolle, ab 5 uM und die metabolische Aktivitdt ab 0,5 pM
signifikant reduziert.

Die Exposition mit 10 uM MK-2206 fiihrte bei NALM-6 im Vergleich zu den Kontrollzellen
zu einer Reduktion der Zellzahl um 95 %. AuBlerdem zeigten die Zellen hier keine
metabolische Aktivitit mehr. Ab einer Konzentration von 0,5 puM kam es zu einer
signifikanten Abnahme von Zellwachstum und metabolischer Aktivitit.

Bei der Zelllinie REH bewirkte die maximale Konzentration einen Abfall der Zellzahl,
verglichen mit der Kontrolle, um durchschnittlich 93 %. Ab 5 puM waren die Werte
signifikant. Die metabolische Aktivitit verringerte sich bereits ab 0,05 uM signifikant und fiel
bei hochster Konzentration auf nahezu 0 %.

In Abbildung 9 sind die Ergebnisse veranschaulicht.
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Abbildung 9: Proliferation und metabolische Aktivitit nach 72 h Inkubation mit MK-2206.

Die B-ALL-Zelllinien SEM, RS4;11, NALM-6 und REH wurden fiir 72 h mit den angegebenen
Konzentrationen des Akt-Inhibitors MK-2206 inkubiert. In den Diagrammen sind die Mittelwerte der
Zellzahl bzw. der metabolischen Aktivitdit mit Standardabweichung aus mind. drei unabhéngigen
Experimenten dargestellt. Die Strichlinie in den Diagrammen auf der linken Seite kennzeichnet die an
Tag 0 ausgesite Zellzahl. Dies waren stets 5 x 105 Zellen. In den Abbildungen auf der rechten Seite
markiert die gestrichelte Linie eine metabolische Aktivitit von 50 %. Die Zellzahl wurde mittels
Trypanblau-Féarbung, die metabolische Aktivitdt mittels WST-1-Assay bestimmt. Die Signifikanzen
sind wie folgt dargestellt: * p < 0,05, ** p <0,01 und *** p <0,001.

IC50-Werte der Zelllinien nach 72 h:

Nach einer Inkubationszeit von 72 h mit dem Inhibitor MK-2206 ergeben sich aus den hier
durchgefiihrten Experimenten zur Ermittlung der metabolischen Aktivitdt folgende IC50-
Werte fiir die vier B-ALL-Zelllinien:

Tabelle 8: Errechnete IC50-Werte
nach 72 h Inkubation mit MK-2206

120 -
) Zelllinie IC50-Wert
= 100
£ 80 SEM 0,65 uM
3 60 —SEM
£ . | RS4:11 RS4;11 0,94 uM
-.3. ——NALM-6
g 20 NALM-6 0,79 uM
b= 0 ——REH

@g)o 0‘0\, 0963 PP L I REH 0,25 uM

9

Konzentration MK-2206 [pM]

Abbildung 10: Metabolische Aktivitiit der vier B-ALL-

Zelllinien nach 72 h Inkubation mit MK-2206.

Die Strichlinie markiert eine metabolische Aktivitdt von

50 %. Die metabolische Aktivitit wurde mittels WST-1-

Assay bestimmt. N > 3 biologische Replikate.

4.1.2 Effekte von MK-2206 auf die Zellmorphologie

SEM, RS4;11, NALM-6 und REH wurden mit 0,1 uM — 5 uM des Akt-Inhibitors MK-2206
inkubiert. Dies erfolgte iiber einen Zeitraum von 72 h, da sich im Vergleich zur 48-stiindigen
Exposition eine stirkere Reduktion der Zellvitalitit sowie durchschnittlich hdhere
Signifikanzen zeigten. AnschlieBend wurde die Morphologie aller vier B-ALL-Zelllinien
beurteilt.

Die folgende Abbildung zeigt Bilder der Kontrolle sowie der exponierten Zellen, welche nach
Pappenheim-Farbung bei 100-facher VergroBerung am Lichtmikroskop betrachtet wurden. Im
Anhang sind zusitzlich Bilder von SEM und RS4;11 nach 72 h Inkubation mit 1 uM
MK-2206 sowie Ubersichtsaufnahmen (40-fache VergroBerung) aller Zelllinien zu finden
(Abbildungen 20 und 21).
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Abbildung 11: Zellmorphologie nach 72 h Inkubation mit MK-2206.

Die Abbildung zeigt reprasentative Lichtmikroskopie-Bilder der Pappenheim-Préparate der B-ALL-
Zelllinien SEM, RS4;11, NALM-6 und REH nach 72 h Inkubation mit den angegebenen
Konzentrationen des Akt-Inhibitors MK-2206. Betrachtung bei 100-facher VergrofSerung am
Lichtmikroskop EVOS™ XL Core Cell Imaging System. N > 2 biologische Replikate.

Tabelle 9: Legende der in Abbildung 11 verwendeten Pfeile

Pfeil  Dargestellte Struktur

Zelle mit Zytoplasmaausldufern

e—>»  Vakuolisiertes Zytoplasma

—>  Zelle in Auflosung

Zelle mit kondensiertem Zellkern

—> Zelle mit zwei Kernelementen

Die 72-stiindige Inkubation mit MK-2206 bewirkte in jeder der vier B-ALL-Zelllinien eine im
Vergleich zu den nicht-exponierten Zellen konzentrationsabhingige Verdnderung der
Morphologie.

Bei der Zelllinie SEM zeigten sich in der Kontrolle sowie bei den mit 0,1 uM und 0,5 uM
MK-2206 inkubierten Zellen morphologisch keine Unterschiede. Einige der mit 5 pM
inkubierten Zellen hingegen wiesen eine aufgetriecbene Gestalt mit Zytoplasma-
ausstiilpungen ( ) auf. AuBBerdem war in manchen Zellen ein unregelméafBiger Zellkern
und eine vermehrte Vakuolisierung des Zytoplasmas (e——» ) nachweisbar.

Bereits die Inkubation mit der geringsten Konzentration MK-2206 fiihrte bei den RS4;11-
Zellen zu einer Zunahme der Vakuolen im Zytoplasma ( e ). Die mit 0,5 uM inkubierten
Zellen wiesen zusdtzlich z.T. eine groBere Gestalt mit Zytoplasmaausldufern ( ) auf. Bei
5 uM waren viele Zellen in Auflésung und zeigten teilweise einen fragmentierten Zellkern
(—>).

Viele der nicht-exponierten sowie der mit 0,1 uM inkubierten NALM-6-Zellen befanden sich
in Mitose. Es konnten zwei Kernelemente nachgewiesen werden (— ). Bei den beiden
hoheren Konzentrationen des Akt-Inhibitors kam es insgesamt zu einer Schrumpfung der
Zellen sowie zur Kondensation einiger Zellkerne ( ). In einer der NALM-6-Zellen zeigten

sich auBBerdem Einschlusskdrperchen im Zytoplasma.
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Bei der Zelllinie REH war nach Inkubation mit MK-2206 das Hauptmerkmal die starke
Verkleinerung der Zellen. Manche befanden sich in Auflosung (—>) oder zeigten ein
ausgestiilptes Zytoplasma ( ).

4.1.3 Effekte von MK-2206 auf die Expression von Schliisselproteinen des PI3K/Akt-
Signalweges und der Caspase-3

Die Inhibition der Proteinkinase Akt wurde mittels Western Blot untersucht. Dafiir wurden
verschiedene Proteine hinsichtlich ihrer Phosphorylierungsformen in den B-ALL-Zellen
SEM, RS4;11, NALM-6 und REH nach 0,5- bis 72-stiindiger Inkubation mit dem Akt-
Inhibitor MK-2206 analysiert. Bei den Proteinen handelt es sich um Akt selbst sowie um
einige Downstream-Substrate der Akt-Kinase, welche Schliisselproteine des PI3K/Akt-
Signalweges darstellen. Auflerdem wurde das Protein ERK1/2 analysiert, um den Einfluss der
Akt-Inhibition auch auf einen anderen Signalweg, neben dem PI3K/Akt-Signalweg, zu
betrachten. Um zusitzlich den Apoptosemechanismus zu untersuchen, erfolgte die Analyse
der Cleaved Caspase-3, dem Spaltprodukt der Apoptose-spezifischen Caspase-3. Die

Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen zusammengestellt.

4.1.3.1 Proteinexpression nach MK-2206-Inkubation in SEM

Die Effekte des Akt-Inhibitors MK-2206 auf Schliisselproteine des PI3K/Akt-Signalweges,
auf die Proteinexpression von ERK1/2 sowie der Einfluss auf die Apoptose sind in der

Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Untersuchungen zur Inhibition der Proteinkinase Akt sowie von deren
Downstream-Substraten, zusitzlich Analyse von ERK1/2 und des Apoptosemechanismus nach
MK-2206-Inkubation von SEM.

Dargestellt sind reprisentative Western Blot-Banden nach Inkubation der Zelllinie SEM mit
MK-2206. Es wurde die Proteinexpression von p-Akt (Serd473), Gesamt-Akt, p-GSK3p (Ser9),
Gesamt-GSK3B, p-FoxO3A (Ser253), Gesamt-FoxO3A, p-p70 S6K (Thr389), Gesamt-p70 S6K,
p-4E-BP1 (Ser65), Gesamt-4E-BP1, p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) und Gesamt-ERK1/2 untersucht.
AuBlerdem wurde die Expression der Cleaved Caspase-3 (Cl. Caspase-3), dem Spaltprodukt der
Apoptose-spezifischen Caspase-3 analysiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle mitgefiihrt. N > 2
biologische Replikate.

Eine konzentrationsabhdngige Hemmung der Proteinkinase Akt konnte durch die Abnahme

der Phosphorylierung bereits nach 0,5 h Inkubation ab 0,5 uM MK-2206 nachgewiesen
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werden. Diese Inhibition zeigte sich auch noch nach 72 h. Eine Konzentration von 0,1 uM,
mit welcher die Zellen ausschlieSlich tiber 72 h inkubiert wurden, hatte keinen Effekt auf
p-Akt. Die Expression von Gesamt-Akt blieb liber den gesamten Zeitraum konstant. Eine
verminderte Phosphorylierung von GSK3f zeigte sich ebenfalls ab einer Inkubationszeit von
0,5 h mit steigender Konzentration von MK-2206. Die MK-2206-Inkubation fiihrte zudem zu
einer konzentrationsabhidngigen Abnahme von Gesamt-GSK3p. Eine verénderte Expression
von p-FoxO3A konnte zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden. Nach 4 und 24 h stellte
sich eine Verringerung von p-p70 S6K dar. Die Phosphorylierung von 4E-BP1 nahm ab einer
Inkubationsdauer von 24 h mit zunehmender Konzentration von MK-2206 ab. Die Expression
von p-ERK1/2 war nicht konstant. Wahrend ERK1/2 in den exponierten Zellen nach 0,5 h im
Vergleich zu den Kontrollzellen stirker phosphoryliert war, fiihrte die Inkubation {iber 4 h
und 72 h mit steigender Konzentration von MK-2206 zu einer Abnahme der
Phosphorylierung von ERK1/2. Die Expression von Gesamt-p70 S6K, -4E-BP1 und -ERK1/2
anderte sich nicht.

Eine im Vergleich zu den Kontrollzellen erhdhte Expression der Cleaved Caspase-3 konnte in
den exponierten Zellen zu keinem der Zeitpunkte detektiert werden. Die Caspase-3 war in
allen Zellen exprimiert. In den inkubierten Zellen konnte entsprechend jedoch keine Abnahme

dieser Effektorcaspase verzeichnet werden.

4.1.3.2 Proteinexpression nach MK-2206-Inkubation in RS4:11

Die Effekte des Akt-Inhibitors MK-2206 auf Schliisselproteine des PI3K/Akt-Signalweges,
auf die Proteinexpression von ERK1/2 sowie der Einfluss auf die Apoptose sind in der

Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Untersuchungen zur Inhibition der Proteinkinase Akt sowie von deren
Downstream-Substraten, zusitzlich Analyse von ERK1/2 und des Apoptosemechanismus nach
MK-2206-Inkubation von RS4;11.

Dargestellt sind reprisentative Western Blot-Banden nach Inkubation der Zelllinie RS4;11 mit
MK-2206. Es wurde die Proteinexpression von p-Akt (Serd73), Gesamt-Akt, p-GSK3p (Ser9),
Gesamt-GSK3p, p-FoxO3A (Ser253), Gesamt-FoxO3A, p-p70 S6K (Thr389), Gesamt-p70 SOK,
p-4E-BP1 (Ser65), Gesamt-4E-BP1, p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) und Gesamt-ERK1/2 untersucht.
AuBerdem wurde die Expression der Cleaved Caspase-3 (Cl. Caspase-3), dem Spaltprodukt der
Apoptose-spezifischen Caspase-3 analysiert. P-Akt (Ser473) und Gesamt-Akt wurden nach 72 h nicht
mit 0,1 uM MK-2206 untersucht. GAPDH wurde als Ladekontrolle mitgefithrt. N > 2 biologische
Replikate.
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Wie bei SEM konnte in der Zelllinie RS4;11 ebenfalls eine konzentrationsabhingige
Inhibition von Akt nachgewiesen werden. Auch hier zeigte sich bereits nach 0,5 h ab 0,5 uM
MK-2206 eine verminderte Aktivitit von Akt. Je hoher die Konzentration des Akt-Inhibitors
war, desto stirker verringerte sich die Expression von p-Akt. Auch noch nach 72 h war Akt in
den exponierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen weniger aktiv. Die Expression von
Gesamt-Akt blieb {liber den gesamten Zeitraum konstant. Das Protein GSK3f war in den mit
MK-2206 inkubierten Zellen nach 24 h und 48 h im Vergleich zu den Kontrollzellen weniger
phosphoryliert. Zudem zeigte sich eine konzentrationsabhidngige Abnahme von Gesamt-
GSK3p. Eine verdnderte Expression von p-FoxO3A konnte nicht nachgewiesen werden. Nach
24 h und 48 h zeigte sich in den inkubierten RS4;11-Zellen, verglichen zur Kontrolle, eine
verminderte Expression von p-p70 S6K und p-4E-BP1. Eine verdnderte Phosphorylierung
dieser beiden Proteine konnte zu den anderen Zeitpunkten nicht gezeigt werden. Wahrend
Gesamt-p70 S6K konstant exprimiert war, zeigte sich ab 24 h eine verringerte Expression von
Gesamt-4E-BP1. P-ERK1/2 war mit steigender Konzentration von MK-2206 nach 24 h und
48 h schwicher, Gesamt-ERK 1/2 {iber die gesamte Zeit konstant, exprimiert.

Wie bei SEM konnte auch in den inkubierten RS4;11-Zellen im Vergleich zur Kontrolle keine
verstirkte Expression der Cleaved Caspase-3 nachgewiesen werden. Die Caspase-3 war in
allen Zellen exprimiert. In den mit MK-2206 inkubierten Zellen zeigte sich entsprechend

jedoch keine Abnahme dieser Effektorcaspase.

4.1.3.3 Proteinexpression nach MK-2206-Inkubation in NALM-6

Die Effekte des Akt-Inhibitors MK-2206 auf Schliisselproteine des PI3K/Akt-Signalweges,
auf die Proteinexpression von ERK1/2 sowie der Einfluss auf die Apoptose sind in der

Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Untersuchungen zur Inhibition der Proteinkinase Akt sowie von deren
Downstream-Substraten, zusitzlich Analyse von ERK1/2 und des Apoptosemechanismus nach
MK-2206-Inkubation von NALM-6.

Dargestellt sind reprdsentative Western Blot-Banden nach Inkubation der Zelllinie NALM-6 mit
MK-2206. Es wurde die Proteinexpression von p-Akt (Serd73), Gesamt-Akt, p-GSK3p (Ser9),
Gesamt-GSK3p, p-FoxO3A (Ser253), Gesamt-FoxO3A, p-4E-BP1 (Ser65), Gesamt-4E-BP1,
p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) und Gesamt-ERK1/2 untersucht. AuBlerdem wurde die Expression der
Cleaved Caspase-3 (Cl. Caspase-3), dem Spaltprodukt der Apoptose-spezifischen Caspase-3
analysiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle mitgefiihrt. N > 2 biologische Replikate.

Nach 0,5 h, 2 h und 4 h Inkubation konnte bereits ab einer Konzentration von 0,1 uM
MK-2206 eine Inhibition von Akt nachgewiesen werden. Die Hemmung blieb jedoch nicht
konstant. Ab 24 h zeigte sich nur bei 5 uM eine Abnahme der Akt-Aktivitdt, wohingegen es

50



Ergebnisse

bei SEM und RS4;11 ab dieser Zeit bereits bei 0,5 puM zu einer verminderten
Phosphorylierung von Akt kam. Die Expression von Gesamt-Akt blieb iiber den gesamten
Zeitraum konstant. Das Protein GSK3p zeigte keine verdnderte Phosphorylierung in den
exponierten Zellen. Eine mit steigender Konzentration verminderte Expression von
p-FoxO3A konnte nach 24 h und nach 72 h dargestellt werden, wihrend Gesamt-FoxO3A
konstant blieb. Die Expression von p-4E-BP1 verringerte sich wie in SEM mit steigender
Konzentration ab 24 h Inkubationszeit. Ab diesem Zeitpunkt zeigte sich zudem ein
vermindert exprimiertes Gesamt-4E-BP1. Bis einschlielich 4 h Inkubationszeit zeigte sich
bei 5 uM MK-2206 eine im Vergleich zur Kontrolle erhéhte Phosphorylierung von ERK1/2,
bei unveranderter Gesamtform.

Wie in SEM und RS4;11 kam es auch in den exponierten NALM-6-Zellen zu keiner Zunahme
der Cleaved Caspase-3. Die Caspase-3 war in allen Zellen exprimiert. In den mit MK-2206
inkubierten Zellen konnte entsprechend keine Verringerung dieser Effektorcaspase

nachgewiesen werden.

4.1.3.4 Proteinexpression nach MK-2206-Inkubation in REH

Die Effekte des Akt-Inhibitors MK-2206 auf Schliisselproteine des PI3K/Akt-Signalweges,
auf die Proteinexpression von ERK1/2 sowie der Einfluss auf die Apoptose sind in der

Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Untersuchungen zur Inhibition der Proteinkinase Akt sowie von deren
Downstream-Substraten, zusétzlich Analyse von ERK1/2 und des Apoptosemechanismus nach
MK-2206-Inkubation von REH.

Dargestellt sind repridsentative Western Blot-Banden nach Inkubation der Zelllinie REH mit
MK-2206. Es wurde die Proteinexpression von p-Akt (Serd73), Gesamt-Akt, p-GSK3p (Ser9),
Gesamt-GSK3B, p-FoxO3A (Ser253), Gesamt-FoxO3A, p-p70 S6K (Thr389), Gesamt-p70 So6K,
p-4E-BP1 (Ser65), Gesamt-4E-BP1, p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) und Gesamt-ERK1/2 untersucht.
AuBlerdem wurde die Expression der Cleaved Caspase-3 (Cl. Caspase-3), dem Spaltprodukt der
Apoptose-spezifischen Caspase-3 analysiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle mitgefiihrt. N > 2

biologische Replikate.
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Auch in der Zelllinie REH konnte eine durch MK-2206 induzierte Reduktion der Akt-
Phosphorylierung nachgewiesen werden. Nach 2 h und 4 h Exposition zeigte sich bereits ab
0,1 uM eine im Vergleich zur Kontrolle verminderte Expression von p-Akt. Die Beurteilung
der Phosphorylierung zu spéteren Zeitpunkten war nicht ausreichend moglich. Die Expression
von Gesamt-Akt blieb {iber den gesamten Zeitraum konstant. Wie bei den NALM-6-Zellen
war auch in REH zu keinem Zeitpunkt eine durch Inkubation mit MK-2206 induzierte
Expressionsdnderung von p-GSK3f darstellbar. Der Phosphorylierungsstatus des Proteins
FoxO3A konnte nicht ausreichend beurteilt werden. Ab 24 h Inkubation mit einer
Konzentration von 5 uM MK-2206 zeigte sich eine im Vergleich zur Kontrolle verringerte
Phosphorylierung der Proteine p70 S6K und 4E-BP1. Gesamt-4E-BP1 war nicht ausreichend
beurteilbar. Im Gegensatz zu den anderen Zelllinien dnderte sich p-ERK1/2 in REH zu
keinem Zeitpunkt.

Wie in SEM, RS4;11 und NALM-6 konnte in den mit MK-2206 inkubierten REH-Zellen zu
keinem Zeitpunkt ein Anstieg der Cleaved Caspase-3 aufgezeigt werden. Die Caspase-3 war
in allen Zellen exprimiert. In den inkubierten Zellen zeigte sich entsprechend keine Abnahme

dieser Effektorcaspase.
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4.2 Einfluss des Akt-Inhibitors MK-2206 auf B-ALL-Primarzellen in
Kokultur

Neben der Wirkung auf humane B-ALL-Zelllinien wurde auch der Einfluss des Akt-
Inhibitors MK-2206 auf humane Primérzellen untersucht. Diese primédren B-ALL-Zellen
wurden m.H. des PDX-Mausmodells amplifiziert und anschlieBend ex vivo als PDX-
abgeleitete Zellen (Primérzellen von Patient 0159 aus Maus ,,PDX-26% und von Patient 0122
aus Maus ,,PDX-29%) auf OP-9-Feederzellen kultiviert und inkubiert.

Die Bilder in Tabelle 10 zeigen ein gutes Anwachsen der humanen Primérzellen sowie deren
direkten Zell-Zell-Kontakt mit den OP-9-Zellen unter dem Lichtmikroskop (EVOS™ XL Core
Cell Imaging System) bei 40x Vergroferung. Fiir die nachfolgenden Analysen wurden nur

aktiv proliferierende Primérzellen genutzt.

Tabelle 10: Humane B-ALL-Primérzellen in Kokultur auf OP-9-Feederzellen

40x Vergrofierung Zellen in Kokultur

Primérzellen von Patient 0159 auf OP-9
an Tag 8 in Kokultur

Primérzellen von Patient 0122 auf OP-9
an Tag 10 in Kokultur
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4.2.1 Effekte von MK-2206 auf die Zellviabilit:it
Nach einer Inkubationszeit von 72 h mit MK-2206 (0,05 uM — 5 uM) konnte in den PDX-
abgeleiteten Zellen beider Patienten mit steigender Konzentration des Akt-Inhibitors eine

Verringerung der viablen Zellen nachgewiesen werden. In Abbildung 16 sind die Ergebnisse

veranschaulicht.
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Abbildung 16: Viabilitit nach 72 h Inkubation mit MK-2206.

Die PDX-abgeleiteten Zellen beider Patienten (Patienten-ID: 0159 und 0122) wurden auf OP-9-
Feederzellen kultiviert und fiir 72 h mit den angegebenen Konzentrationen des Akt-Inhibitors
MK-2206 inkubiert. In den Diagrammen sind die Mittelwerte der Anzahl viabler Zellen mit
Standardabweichung aus drei unabhingigen Experimenten dargestellt. Die gestrichelte Linie markiert
einen Anteil viabler Zellen von 50 %. Die Viabilitit wurde mittels CellTiter-Blue® Viabilitits-Assay
bestimmt. Die Signifikanzen sind wie folgt dargestellt: * p <0,05.

Die Primérzellen beider Patienten zeigten ein sehr &dhnliches Verhalten. Wéhrend die
Inkubation mit der geringsten Konzentration MK-2206 kaum bis keine Verringerung des
Anteils viabler Zellen zeigte, sank dieser bei Inkubation mit 0,5 uM bei Patient 0159 um 20 %
und bei Patient 0122 signifikant um 29 %. Ab einer Konzentration von 1 uM wurde die
Verringerung auch bei Patient 0159 signifikant. Die Inkubation mit der hochsten
Konzentration des Akt-Inhibitors fiihrte zur stirksten Reduktion der viablen Zellen: im

Vergleich zur Kontrolle um 44 % bei Patient 0159 und bei Patient 0122 um 49 %.
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4.2.2 Effekte von MK-2206 auf Frith-Apoptose und Spit-Apoptose/Nekrose

Zusitzlich wurde die Wirksamkeit des Akt-Inhibitors auf die Induktion von Frith-Apoptose
und Spét-Apoptose/Nekrose untersucht. Hierfiir wurden die PDX-abgeleiteten Primérzellen in
Kokultur fiir 72 h mit 0,05 uM — 5 uM MK-2206 exponiert und anschlieBend mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Bei beiden Patienten konnte eine konzentrationsabhéngige
Verminderung der vitalen Zellen sowie ein Anstieg frith-apoptotischer und spit-

apoptotischer/nekrotischer Zellen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17

veranschaulicht.
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Abbildung 17: Friih-Apoptose und Spét-Apoptose/Nekrose nach 72 h Inkubation mit MK-2206.
Die PDX-abgeleiteten Zellen beider Patienten (Patienten-ID: 0159 und 0122) wurden auf OP-9-
Feederzellen kultiviert und fiir 72 h mit den angegebenen Konzentrationen des Akt-Inhibitors
MK-2206 inkubiert. In den beiden Diagrammen auf der linken Seite sind jeweils die prozentualen
Anteile vitaler, frith-apoptotischer und spét-apoptotischer/nekrotischer Zellen dargestellt. In den
beiden Diagrammen auf der rechten Seite sind gezielt die Anteile frith-apoptotischer und spét-
apoptotischer/nekrotischer Zellen in VergroBerung abgebildet. Die Analyse erfolgte durch Hinzugabe
eines CD19-Antikorpers bzw. Anfarbung mittels Annexin V-FITC und PI sowie anschlieBender
Durchflusszytometrie.
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Bei den Primérzellen von Patient 0159 in Kokultur fiihrte die Inkubation mit 5 uM MK-2206
im Vergleich zur Kontrolle zu einer Reduktion der vitalen Zellen um 47,1 %. Der Anteil der
frith-apoptotischen und spét-apoptotischen/nekrotischen Zellen lag nach 72 h in der Kontrolle
bei 18,6 % (Frith-Apoptoserate: 14,4 % und Spét-Apoptose-/Nekroserate: 4,2 %). Bei den mit
5 uM inkubierten Zellen stieg der Anteil auf 65,8 % (Frith-Apoptoserate: 54,7 % und Spét-
Apoptose-/Nekroserate: 11,1 %) — dies entspricht einem Anstieg um 47,2 %.

Bei den Primérzellen von Patient 0122 in Kokultur zeigte sich ebenfalls eine Reduktion der
Vitalitét, jedoch kam es erst ab 0,5 uM zu einem Riickgang der vitalen Zellen und einer
Zunahme von Frith-Apoptose und Spit-Apoptose/Nekrose. Wie die Primérzellen von Patient
0159 zeigten auch die Zellen von Patient 0122 nach Inkubation mit 5 pM die stdrkste
Verringerung der vitalen Zellen und den grofften Anstieg von Frith-Apoptose- und Spét-
Apoptose-/Nekroseraten. Der Anteil vitaler Zellen reduzierte sich bei dieser Konzentration im
Vergleich zur Kontrolle um 42,6 %. Der Anteil frith-apoptotischer und spét-
apoptotischer/nekrotischer Zellen stieg von 29,5 % bei den nicht-exponierten Zellen (Friih-
Apoptoserate: 24,5 % und Spat-Apoptose-/Nekroserate: 5,0 %) auf 72,1 % (Friih-
Apoptoserate: 63,0 %, Spat-Apoptose-/Nekroserate: 9,1 %) bei den mit 5 uM inkubierten

Zellen. Dies entspricht einem Anstieg um 42,6 %.
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Auch bei alleiniger Betrachtung der humanen Primirzellen (ohne OP-9) konnte die Reduktion
vitaler Zellen und der Anstieg von Apoptose/Nekrose bestitigt werden. Dies ist in

Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Anteil vitaler sowie apoptotischer/nekrotischer Zellen nach 72 h Inkubation mit
MK-2206.

Die PDX-abgeleiteten Zellen beider Patienten (Patienten-ID: 0159 und 0122) wurden auf OP-9-
Feederzellen kultiviert und fir 72 h mit den angegebenen Konzentrationen des Akt-Inhibitors
MK-2206 inkubiert. Die beiden Diagramme auf der linken Seite stellen vergleichend den Anteil vitaler
und apoptotischer/nekrotischer Priméarzellen (von Patient 0159 und 0122) sowie den Anteil vitaler und
apoptotischer/nekrotischer OP-9-Feederzellen dar. In den beiden Diagrammen auf der rechten Seite
sind gezielt die Anteile vitaler und apoptotischer/nekrotischer Primirzellen in VergroBerung
dargestellt. Die Analyse erfolgte durch Hinzugabe eines CD19-Antikorpers bzw. Anfirbung mittels
Annexin V-FITC und PI sowie anschlieender Durchflusszytometrie.

Bei den Primérzellen von Patient 0159 verringerte sich der Anteil vitaler Zellen mit
steigender Konzentration des Akt-Inhibitors und fiel bei 5 uM im Vergleich zur Kontrolle um

48,6 %. Der Anteil apoptotischer/nekrotischer Zellen lag nach 72 h in der Kontrolle bei
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11,7 % und stieg bei den mit der hochsten Konzentration MK-2206 inkubierten Zellen um
29,5 % auf 41,2 %.

Der Anteil vitaler Primérzellen von Patient 0122 reduzierte sich ab einer Konzentration von
0,5 uM und fiel bei 5 uM im Vergleich zu den nicht-exponierten Zellen um 43,9 %. Die
Apoptose-/Nekroserate stieg nach 72 h von 23,5 % bei den Kontrollzellen auf 57,0 % bei den

mit 5 uM inkubierten Zellen. Dies entspricht einem Anstieg um 33,5 %.

4.3 Aufarbeitung von Proteinen aus humanen B-ALL-Zelllinien fiir eine
Proteom- und Phosphoproteom-Analyse

Nachdem die beiden humanen B-ALL-Zelllinien SEM und RS4;11 iiber einen Zeitraum von
0,5 h — 12 h mit 0,5 uM des Akt-Inhibitors MK-2206 inkubiert wurden, erfolgte die
Gewinnung der Proteinlysate. Nach weiteren Aufarbeitungsschritten, sowie einem Verdau der
Proteine zu Peptiden, wurde eine Qualitdtskontrolle durch Auftrennung des Peptidgemischs
m.H. einer Ultra-Hochleistungsfliissigchromatographie (UHPLC) durchgefiihrt [115].

In Abbildung 19 ist exemplarisch das Ergebnis der Auftrennung des Peptidgemischs der
Zelllinie SEM nach einem Durchlauf am UHPLC-System mit Monolithen-Technologie
veranschaulicht. Die aufgetrennten Peptide wurden durch UV-Absorption detektiert. Je
nachdem, wie lange sich die unterschiedlichen Peptide in Wechselwirkung mit der stationiren
Phase befanden, wurden verschiedene Retentionszeiten (in min, x-Achse) detektiert. Die y-
Achse spiegelt das Detektionssignal der Peptide (in mAU) wider. Gleiche Peptide, mit
gleicher Durchlaufzeit durch die stationdre Phase, werden zur selben Zeit detektiert. Je mehr
Peptide dies sind, desto hoher der Peak. Das Chromatogramm in Abbildung 19 zeigt, dass das
Peptidgemisch der Zelllinie SEM nicht verunreinigt war, da alle Peaks zu @hnlichen Zeiten
detektiert wurden. Verspitete Peaks wiirden fiir eine Verunreinigung oder beispielsweise
unverdautes Material sprechen. Diese Ergebnisse ermdglichen eine anschlieBende

Durchfiihrung von Proteom- und Phosphoproteom-Analysen mittels LC-MS.
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T

Abbildung 19: UV-Traces nach Auftrennung verschiedener Peptide aus der Zelllinie SEM mittels
UHPLC.

Die oberen fiinf UV-Traces zeigen jeweils die Auftrennungen der Peptidgemische aus mit 0,5 uM
iiber 0,5 h — 12 h inkubierten SEM-Zellen. Die unteren fiinf UV-Traces hingegen stellen die Peptide
aus nicht-exponierten Zellen (ebenfalls 0,5 h — 12 h) dar. X-Achse: Retentionszeit (min), y-Achse:
Detektionssignal der Peptide (mAU).

Im Anhang sind die Ergebnisse weiterer Peptid-Auftrennungen von biologischen Replikaten
der SEM-Zellen (Abbildungen 27 und 28) sowie die Durchlidufe der Peptidgemische aus der
Zelllinie RS4;11 (Abbildungen 29 und 30) zu finden. Die erforderlichen Proben fiir die
weiterfiihrende Proteom- und Phosphoproteom-Analyse wurden somit abschlieend

aufgearbeitet.
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5 Diskussion

Die zielgerichtete Inhibition des haufig bei der B-ALL dysregulierten PI3K/Akt-Signalweges,
insbesondere die Hemmung der aberrant aktivierten Akt-Kinase, kdnnte die Spezifitit und
Effektivitit der Therapie dieser Erkrankung erhdhen. Zudem wére es mdglich, dass durch die
zielgerichtete Hemmung weniger Nebenwirkungen als bei der bisher eingesetzten intensiven
Kombinations-Chemotherapie auftreten und die Lebensqualitit der an B-ALL erkrankten
Patienten verbessert werden konnte [2,13-16]. Der pan-Akt-Inhibitor MK-2206 zeigte (allein
oder in Kombination) in préaklinischen in vitro- und in vivo-Studien bereits vielversprechende
Ergebnisse bei der Inkubation von Zelllinien verschiedenster solider Tumoren und
hidmatologischer Erkrankungen, wie der T-ALL [17,18,48-60,69]. Auch in klinischen
Arbeiten konnten durch den Akt-Inhibitor teilweise anti-tumorale Effekte bei soliden
Tumoren oder in Kombinationstherapie bei der CLL nachgewiesen werden [61-65].

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von MK-2206 auf Vitalitit, Apoptose, Morphologie und
Proteinexpression humaner B-ALL-Zelllinien analysiert. In weiteren Experimenten erfolgte
zudem die Analyse der Effekte auf Viabilitit und Apoptose von PDX-abgeleiteten
Primirzellen in Kokultur. Es konnte nachgewiesen werden, dass MK-2206 auf B-ALL-
Zelllinien mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund und unterschiedlicher p-Akt-
Expression sowie auf B-ALL-Primédrzellen in einer protektiven Kokultur-Umgebung

konzentrationsabhédngige anti-leukdmische Effekte zeigt.

5.1 Einfluss des Akt-Inhibitors MK-2206 auf humane B-ALL-Zelllinien

5.1.1 Einfluss von MK-2206 auf Proliferation und metabolische Aktivitiit

Die hier untersuchten Zelllinien SEM, RS4;11, NALM-6 und REH reagierten alle sensibel auf
die Inkubation mit dem Akt-Inhibitor MK-2206. Die Zelllinie NALM-6 exprimiert das
Fusionsprotein ETV6-PDGFRB (1(5;12)), welches einen konstitutiv aktiven Rezeptor
darstellt. PDGFRB ist in der Lage, die PI3K zu stimulieren [41]. REH hingegen ist Triger des
ETV6-RUNXI1-Fusionsproteins (t(12;21)), welches ebenfalls zur Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges beitragen kann [40]. Die Inhibition der Akt-Kinase iiber 48 h und 72 h fiihrte zu
einer konzentrations- und zeitabhéngigen Reduktion von Zellzahl und metabolischer Aktivitét
aller Zelllinien. Auch Naderali et al. und Neri ef al. untersuchten grundlegende Effekte von
MK-2206 auf verschiedene B-ALL-Zelllinien. Zwar zeigte sich in beiden Arbeiten bereits
eine Reduktion der Zellviabilitdt, diese wurde allerdings mittels MTT-Assay bestimmt. Auch
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konnten Naderali et al. eine verminderte Proliferation der Zellen nachweisen, was jedoch tiber
eine Ki67-Expressionsanalyse und Durchflusszytometrie erfolgte. Zudem betrug der
Expositionszeitraum flir die meisten Zellen lediglich 48 h [5,13]. Wéhrend in diesen beiden
Studien die verwendeten Konzentrationen von MK-2206 oberhalb der physiologisch
erreichbaren Konzentration von 0,23 uM [61] lagen, konnten in der hier vorliegenden Arbeit
anti-leukédmische Effekte auch im Bereich dieser Konzentration sowie unterhalb von 0,23 uM
nachgewiesen werden [5,13]. In der Studie von Naderali et al. betrug der IC50-Wert von
NALM-6 0,79 uM und von REH 0,89 uM [13]. Diese Werte waren somit im Durchschnitt um
ca. 0,4 uM hoher als in der hier vorliegenden Arbeit, was daran liegen konnte, dass bei
Naderali et al. die Bestimmung der IC50 mit den Werten des MTT-Assays und nicht mit
denen des WST-1-Assays erfolgte.

SEM und RS4;11 tragen die Translokation t(4;11)(q21;923), die zum Rearrangement des
KMT2A4-Gens und somit zur Expression des KMT2A-AF4-Fusionsproteins fiithrt [118-120].
Besonders nach 48-stiindiger Inkubation mit MK-2206 reagierten SEM und RS4;11 etwas
weniger sensibel als die beiden anderen Zelllinien. Das zeigte sich bei der Betrachtung von
metabolischer Aktivitdt und Proliferation und stimmt mit den Ergebnissen von Neri et al
iiberein [5]. Auch lagen die IC50-Werte von SEM und RS4;11 im Durschnitt bei 1,6 pM und
somit 1,2 uM tiber der IC50 von NALM-6 und REH. In anderen priklinischen Studien wurde
bereits gezeigt, dass B-ALL-Zellen, welche die Translokation t(4;11) tragen, resistenter
gegeniiber neuen Therapien waren als Zellen ohne KMT2A-Rearrangement [5,88,121-123].
Die hier untersuchten Zellen weisen auflerdem einen unterschiedlichen Immunphénotyp auf
[79]. SEM und RS4;11 sind zwei pro-B-ALL-Zelllinien, exprimieren kein CD10-Antigen und
sind somit die unreifsten der hier analysierten Zellen. Die Zelllinie REH ist eine common-B-
ALL und CDI10-positiv. Die reifste ist die prd-B-ALL-Zelllinie NALM-6, welche bereits
einen (Vorldufer-)B-Zell-Rezeptor exprimiert (cylgM+). In einer Studie von Ramakers-van
Woerden et al. waren pro-B-ALL-Patientenzellen in vitro resistenter gegeniiber
L-Asparaginase, Prednisolon und Thiopurinen als common-/pra-B-ALL-Patientenzellen. Dies
konnte zur ungiinstigeren Prognose der pro-B-ALL, im Vergleich zur common-/pra-B-ALL,
beitragen [88] und ebenfalls fiir das unterschiedliche Ansprechen der hier untersuchten B-
ALL-Zellen auf die MK-2206-Inkubation verantwortlich sein.

Auch in den Verdopplungszeiten unterscheiden sich die hier analysierten B-ALL-Zelllinien.
RS4;11 und REH haben eine Verdopplungszeit von 50 h bzw. 50 h — 70 h. Ebenso verdoppeln
sich SEM und NALM-6 in einer dhnlichen Zeit: 30 h bzw. 36 h. Man kodnnte vermuten, dass
die Zellen mit gleicher Verdopplungszeit aufgrund gleicher Zellzyklusldngen dhnlich schnell
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auf den Akt-Inhibitor reagieren. Dies war in dieser Arbeit jedoch nicht der Fall, denn selbst in
den langsamer proliferierenden Zelllinien war ein signifikanter anti-proliferativer Effekt
bereits nach 48 h nachweisbar. Im Western Blot verringerte sich die Akt-Phosphorylierung in
allen Zelllinien schon nach 0,5 h bzw. 2 h.

Die NALM-6-Zellen zeigten nach 72 h bis 0,1 uM keine Reduktion der metabolischen
Aktivitit, wihrend sie nach 48 h bei dieser Konzentration bereits um 26 % gefallen war. Eine
zu kurze Halbwertszeit des Inhibitors ist nicht wahrscheinlich, denn in der Literatur sind fiir
MK-2206 Werte zwischen 55 h — 78 h [50] und 60 h — 80 h [63] beschrieben. Aulerdem
wiirde dies den Ergebnissen der 72-stiindigen Exposition der anderen Zelllinien
widersprechen. Zudem fiihrten hohere Konzentrationen bei den NALM-6-Zellen wieder zu
einer Abnahme der metabolischen Aktivitdt. Auch sank die Proliferation von NALM-6, im
Vergleich zur metabolischen Aktivitdt, bereits bei 0,1 uM ab. Dieser Unterschied zwischen
Proliferation und metabolischer Aktivitdt konnte beispielweise darauf beruhen, dass sich die
Zellen bei der Zellzahlbestimmung im Zellzyklus-Arrest befanden und somit nicht
proliferierten, was jedoch nicht bedeuten muss, dass sie keine metabolische Aktivitdt mehr
aufweisen. Das verzogerte Ansprechen bewirkte bei NALM-6 als einzige Zelllinie ein
Ansteigen des IC50-Wertes nach 72 h Inkubationszeit.

Alles in allem fiihrte der Akt-Inhibitor jedoch zu vielversprechenden anti-leukdmischen
Ergebnissen mit signifikanten anti-proliferativen und anti-metabolischen Effekten auf alle

hier untersuchten Zelllinien — auch auf jene mit der Translokation t(4;11).

5.1.2 Einfluss von MK-2206 auf Morphologie und Apoptose

Der Akt-Inhibitor MK-2206 bewirkte in den Zelllinien SEM, RS4;11, NALM-6 und REH
eine Proliferationshemmung sowie eine Reduktion der metabolischen Aktivitdt. Diese
zytotoxischen Effekte konnten auf verschiedenen Mechanismen beruhen. Um dies weiter zu
untersuchen, wurden alle vier Zelllinien mit MK-2206 inkubiert und deren Zellmorphologie
analysiert. Um zu eruieren, ob die durch den Akt-Inhibitor reduzierte Vitalitit der Zellen auf
Apoptosemechanismen beruhen konnte, wurden neben der morphologischen Betrachtung
auch Western Blots durchgefiihrt und die Apoptose-spezifische Caspase-3 untersucht.

Ein Grund fiir die verringerte Proliferationsrate konnte beispielsweise ein Zellzyklus-Arrest in
GO0/G1 sein [124]. Bei Betrachtung der Morphologie der NALM-6-Zellen waren viele der
nicht-exponierten und mit 0,1 uM inkubierten Zellen in Mitose — es konnten zwei

Kernelemente nachgewiesen werden. Hohere Konzentrationen MK-2206 bewirkten hingegen
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eine Abnahme der sich in Mitose befindlichen Zellen, was darauf hindeuten konnte, dass sich
vermehrt Zellen in der GO-Phase des Zellzyklus befanden. Diese Erkenntnisse decken sich
mit der nach 72 h Inkubation gemessenen metabolischen Aktivitdt, welche sich zunéchst bis
zu einer Konzentration von 0,1 uM nicht reduzierte und dann abfiel.

Die Inkubation der Zellen konnte auBlerdem zu einer Induktion von Apoptose und/oder
Autophagie fithren. Die Auslosung einer kontrollierten Apoptose von entarteten Zellen stellt
ein Ziel der Krebsforschung dar. Bei der Apoptose handelt es sich um einen programmierten
und durch Genexpression gesteuerten Zelltod, welcher aktiv und unter Energieverbrauch
ablduft. Zur Aufrechterhaltung der Membranintegritit sowie zur Bildung von
Apoptosekorperchen dient hierbei der Energietrager ATP. Der Verlust der Membranintegritét
erfolgt dann zu einem spéteren Zeitpunkt [125]. Bei der Apoptose spielen auBerdem
proteolytische Enzyme, sogenannte Caspasen, eine wichtige Rolle [126]. Eine bedeutende
Effektor-Caspase, deren Expression in dieser Arbeit mittels Western Blot untersucht wurde,
ist die Caspase-3. Durch Proteolyse entsteht das aktive Spaltprodukt, die Cleaved Caspase-3.
Nach Aktivierung schneidet sie verschiedene Zielproteine und fiihrt somit den Zelltod herbei
[127]. Die Reduktion von Zellzahl und metabolischer Aktivitit aller vier B-ALL-Zelllinien
konnte fiir eine Apoptoseinduktion durch MK-2206 sprechen. Die Inkubation mit dem Akt-
Inhibitor fiihrte in allen Zelllinien zu morphologischen Verdnderungen, welche ebenfalls als
Anzeichen fiir einen Apoptose-induzierten Zelltod gedeutet werden konnten. Studien, in
denen die Morphologie von mit MK-2206 inkubierten B-ALL-Zellen untersucht wurden,
existieren aktuell (Stand: September 2021), auBlerhalb dieser Arbeit, noch nicht.
Morphologisch typische Apoptose-Zeichen sind eine Zellschrumpfung sowie die Bildung von
Zytoplasmaausldufern. Auflerdem kommt es schrittweise zur Chromatinkondensation, der
Zellkern wird dichter und schrumpft (Kernpyknose), bis er letztlich fragmentiert
(Karyorrhexis) [128]. AnschlieBend 16st sich die Zelle auf und zerfillt in kleine Vesikel,
sogenannte Apoptosekorper. Eine zunehmende Vakuolisierung des Zytoplasmas stellt ein
weiteres Apoptosezeichen dar, dieses Phinomen kann jedoch auch auf eine Autophagie
hindeuten [129]. Die Exposition mit 0,5 uM und 5 uM MK-2206 bewirkte vor allem bei
NALM-6 und REH eine Zellschrumpfung. Im Gegensatz dazu wiirde es bei der Nekrose,
welche eine unkontrollierte Form des Zelltodes darstellt und durch eine plotzliche Schiadigung
(Strahlung, Hitze, Chemikalien, Hypoxie, etc.) ausgelost wird, zum Anschwellen der Zelle
(Oncosis) kommen [130]. Einige der NALM-6-Zellen wiesen zudem einen kondensierten
Zellkern auf und in einer Zelle fanden sich Einschlusskorperchen im Zytoplasma, was

ebenfalls auf eine beginnende Apoptose hindeuten konnte. Auch die exponierten REH-Zellen
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zeigten Apoptose-typische Verdnderungen. Diese FErkenntnisse decken sich mit den
durchflusszytometrischen Analysen von Naderali et al. [13] und anderen Studien, in welchen
die Akt-Kinase indirekt — beispielsweise mittels Torin-2, einem mTOR-Inhibitor oder einem
pan-PI3K p110 Inhibitor — gehemmt wurde [77,128,131]. Die Zelllinien SEM und RS4;11
wiesen in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine Apoptose-typische Morphologie auf. Ob es
sich bei den zum Teil aufgetriecbenen SEM-Zellen um einen apoptotischen oder
moglicherweise einen nekrotischen Vorgang handelt, ist nicht eindeutig zu kldren. Bei allen
Zelllinien konnten zudem ,,Kernschatten* (Zelltriimmer) beobachtet werden, welche fiir eine
geringere Membranstabilitdt mit erhohter Fragilitit der Zellen sprechen kénnten. Da diese
auch bei den Kontrollzellen auftraten ist es moglich, dass die Zentrifugalkraft fiir dieses
Phinomen verantwortlich ist — d.h., dass die ,,Kernschatten* durch das Ubertragen der Zellen
mittels Zentrifugation auf die Objekttriger entstanden sein konnten. Jedoch bewirkte eine
steigende Konzentration von MK-2206 v.a. bei SEM und RS4;11 eine Zunahme der
Zelltrimmer, weshalb der Einfluss des Akt-Inhibitors nicht auszuschlief3en ist.

Wihrend die morphologischen Verdnderungen der B-ALL-Zellen als Hinweise fiir eine
Apoptoseinduktion durch MK-2206 gedeutet werden konnten, bestétigte sich dies in den
Western Blots nicht. Bis zu einer Inkubationszeit von 72 h zeigte sich bei keiner Zelllinie ein
Anstieg der Cleaved Caspase-3, wiahrend die inaktive Caspase-3 in allen Proben gleichmiBig
exprimiert war. Sevrioukova et al. konnten bereits zeigen, dass die T-ALL-Zelllinie Jurkat
unter der Wirkung von T-cell ubiquitin ligand-apoptosis-inducing factor (TULA-AIF)
Caspase-unabhédngig in die Apoptose eintreten kann [132]. Moglicherweise spielt dieser
Mechanismus auch bei der B-ALL eine Rolle, dennoch konnten Naderali ef al. bereits
durchflusszytometrisch nachweisen, dass die Caspase-3 in den mit MK-2206 inkubierten
Zelllinien NALM-6 und REH aktiviert war [13]. Auch Zhou et al. zeigten in mit dem Akt-
Inhibitor exponierten RS4;11-Zellen eine mittels Reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) ermittelte erhohte Expression von Caspase-3 mRNA [48]. Jedoch
wurden die Zellen fiir die Apoptose-Analyse in beiden Arbeiten lediglich mit einer
Konzentration MK-2206 inkubiert. Dies waren 1 uM iiber 24 h und 48 h bei den RS4;11-
Zellen und 0,79 uM bzw. 0,89 uM fiber 48 h bei NALM-6 bzw. REH [13,48], wihrend in der
vorliegenden Arbeit Konzentrationen zwischen 0,1 pM — 5 pm und ein Zeitraum iiber 0,5 h —
72 h im Western Blot untersucht wurden. Dass sich in der vorliegenden Arbeit kein Anstieg
der Cleaved Caspase-3 zeigte, konnte jedoch auch darauf beruhen, dass MK-2206 hier bei den
B-ALL-Zellen nicht zu einer Apoptoseinduktion fiithrte. Im Anschluss an meine Experimente

wurden durch die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Junghanf3 weitere Analysen durchgefiihrt, in
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welchen mittels Durchflusszytometrie ebenfalls keine Apoptose-Induktion nachgewiesen
werden konnte. Hierfiir wurden SEM- und RS4;11-Zellen iiber 72 h mit 0,25 uM MK-2206
inkubiert [110].

Neben der Apoptose kann auch die Autophagie wichtig bei der Behandlung maligner Zellen
sein [5], da dieser Mechanismus ebenso eine zentrale Rolle des programmierten Zelltodes
darstellen [133] und somit ein Grund fiir die hier beobachtete Hemmung von Proliferation
und metabolischer Aktivitdt sein kann. Die Autophagie miindet jedoch nicht zwangsldufig im
Tod der Zelle. Sie kann auch zum Recycling nicht-essentieller oder geschidigter Organellen

[135] und somit als ein Programm zur Rettung der Zellen dienen.

5.1.3 Einfluss von MK-2206 auf Expression und Aktivitit von PI3K/Akt-
Signalwegproteinen
Untersucht wurden verschiedene Schliisselproteine des PI3K/Akt-Signalweges hinsichtlich
threr Expression und Phosphorylierung. Hierfiir wurden die Zelllinien mit MK-2206 inkubiert
und anschlieend mittels Western Blot analysiert. Zusitzlich wurde die Proteinexpression von
ERK1/2 untersucht, um eine mogliche Beeinflussung des Ras/Raf/Mek/ERK1/2-Signalweges,
welcher gemeinsame Schnittstellen mit dem PI3K/Akt-Signalweg aufweist, zu analysieren
[32].
Die Proteinkinase Akt, welche durch Phosphorylierung aktiviert wird, zeigte in den nicht-
exponierten t(4;11)-Zellen SEM und RS4;11 die starkste Aktivitdt. Etwas geringer schien p-
Akt in den Kontrollzellen der Zelllinie NALM-6 exprimiert zu sein und die schwéchste
Phosphorylierung war in REH nachweisbar. Diese Erkenntnisse decken sich mit denen
anderer Studien [5,137,138]. In allen vier Zelllinien konnte jedoch eine starke Reduktion von
Proliferation und metabolischer Aktivitit nachgewiesen werden (sieche Abschnitt 5.1.1),
welche somit unabhingig von der basalen Akt-Aktivitdit sowie der Dauer der
Dephosphorylierung durch MK-2206 (s. u.) zu sein scheint. Dies wiirde fiir das bisher
unbekannte Phidnomen sprechen, dass MK-2206, neben der Akt-Kinase, zusitzlich andere
strukturell verwandte Proteine beeinflussen kann [110].
Der Inhibitor MK-2206 bewirkte in der vorliegenden Arbeit bei allen untersuchten B-ALL-
Zellen eine Abnahme von p-Akt. Laut aktuellem Kenntnisstand (September 2021) wurde hier
erstmalig eine konzentrationsabhéngige Reduktion der Akt-Phosphorylierung — und somit der
Akt-Aktivitdit — nach MK-2206-Inkubation humaner B-ALL-Zelllinien gezeigt. In einer
Studie von Naderali et al. zeigte sich im Western Blot eine Abnahme von p-Akt (Ser473) in
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verschiedenen T- und B-ALL-Zelllinien nach MK-2206-Inkubation. Sie untersuchten jedoch
lediglich eine Konzentration sowie einen Zeitpunkt. In dieser Studie konnte aullerdem in allen
Zelllinien ein Anstieg der Akt mRNA festgestellt werden, aber wie in der hier vorliegenden
Arbeit kam es zu keiner signifikanten Verdnderung der Gesamtprotein-Level von Akt. Dies
spricht fiir eine Inaktivierung der Proteinkinase auf posttranskriptioneller Ebene [13].
Wihrend die Inhibition der Akt-Kinase in den pro-B-ALL-Zelllinien SEM und RS4;11 {iiber
die gesamte Inkubationszeit von 72 h aufrechterhalten blieb, war sie in der prd-B-ALL-
Zelllinie NALM-6 nicht konstant. Ab einer Inkubationsdauer von 24 h waren hdhere
Konzentrationen MK-2206 fiir eine Abnahme von p-Akt notwendig. Dies konnte durch
negative Feedback-Mechanismen und einer Hochregulierung von Akt begriindet sein.
mTORC2 stellt einen Regulator der Proteinkinase Akt dar und aktiviert diese via
Phosphorylierung. Liu et al. fanden heraus, dass mTORC2 durch die mTORC1-S6K-Achse
reguliert wird [142]. So kommt es durch einen negativen Feedback-Mechanismus nach
Aktivierung von mTORC2, Akt, mTORC1 und dessen Substrat S6K zur Inhibition von
mTORC2 durch Akt oder S6K [143]. Bei der Untersuchung des Einflusses verschiedener
mTOR-Inhibitoren wurde jedoch gezeigt, dass diese zur Hemmung der negativen Feedback-
Schleife via mTORC1/p70 S6K und somit zur Verstirkung der mTORC2-abhédngigen Akt-
Phosphorylierung fiihren [144,145]. So konnte es sein, dass es nach Hemmung der Akt-
Kinase, welche einen Teil der negativen Feedback-Schleife darstellt, ebenfalls zu einer
Hochregulierung von mTORC?2 und dementsprechend von Akt kommt. In einer Studie von
Simioni et al. zeigte sich nach Inkubation verschiedener T-ALL-Zelllinien mit MK-2206 zwar
eine Verringerung der mTORC2-Aktivitét, allerdings wurden die Zellen lediglich liber 4 h
inkubiert [17]. Es konnte also sein, dass dieser negative Feedback-Mechanismus nach
langerer Expositionsdauer zur Hochregulierung von mTORC2 und somit zur Zunahme der
Akt-Phosphorylierung in den NALM-6-Zellen gefiihrt hat.

Die Proteinkinase Akt aktiviert den Proteinkomplex mTORC1 durch Phosphorylierung.
MTORCI1 wiederum phosphoryliert die p70 S6K sowie das 4E-BP1 [7,23], zwei Effektoren,
welche eine wichtige Rolle bei der Translationskontrolle verschiedener Proteine und somit
dem Zellwachstum spielen [146,147]. Die Inkubation mit dem Akt-Inhibitor MK-2206 fiihrte
in allen vier B-ALL-Zelllinien, entsprechend der Abnahme von p-Akt, zu einer Abnahme von
p-p70 S6K (nicht untersucht fiir NALM-6) und p-4E-BP1, was fiir eine reduzierte
Aktivierung von mTORC1 durch Akt spricht. Im Gegensatz zur p-Akt-Expression, die sich
bereits nach wenigen Minuten bis Stunden Inkubation mit MK-2206 verringerte, nahmen

p-p70 S6K und p-4E-BP1 teilweise erst nach lingerer Inkubationszeit und oft nicht iiber die
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gesamte Zeit (bis 72 h) ab. Ein Grund fiir das spdtere Ansprechen der beiden mTORCI1-
Substrate konnte darin liegen, dass MK-2206 bzw. Akt keinen direkten Einfluss auf diese
haben. In der Studie von Neri et al., in welcher mTORCI1 in verschiedenen B-Vorldufer-ALL-
Zelllinien direkt mittels RAD0OO1 gehemmt wurde, zeigte sich in SEM, RS4;11 und REH
bereits nach 4-stiindiger Exposition eine komplette Dephosphorylierung von p70 S6K [5].
Auch in einer Arbeit von Sangai ef al., in welcher Brustkrebs-Zelllinien {iber 1 h — 48 h mit
MK-2206 inkubiert wurden, war die Phosphorylierung von p70 S6K und 4E-BP1 nicht
konstant. Trotz kontinuierlicher Inhibition der Akt-Kinase zeigte sich zu spiteren Zeitpunkten
wieder ein Anstieg von p-p70 S6K und p-4E-BP1 [51]. Dieses Phidnomen konnte dafiir
sprechen, dass andere Signalwege am Proteinkomplex mTORCI1 angreifen, wie
beispielsweise der Ras-Signalweg via TSC1/TSC2.

Bei aktiver Akt-Kinase wird die GSK3p durch Phosphorylierung gehemmt [20], wodurch
Proliferation und Zellzyklus indirekt hochreguliert werden. In den beiden t(4;11)-Zelllinien
konnte entsprechend der Abnahme von p-Akt ab 0,5 h (SEM) bzw. 24 h (RS4;11) auch eine
verminderte Phosphorylierung und somit verstdrkte Aktivitdit der GSK3p nachgewiesen
werden. In den beiden Zelllinien NALM-6 und REH zeigte sich zu keinem Zeitpunkt eine
durch den Inhibitor verdnderte Phosphorylierung der GSK3p. Die Gesamtexpression sowie
die Expression der phosphorylierten Form dieses Proteins war jedoch bereits in den NALM-6-
Kontrollzellen sehr schwach. In der Studie von Simioni et al., in welcher verschiedene
T-ALL-Zelllinien iiber 4 h mit dem Akt-Inhibitor MK-2206 inkubiert wurden, zeigte sich in
allen Zellen eine Abnahme von p-GSK3f, jedoch waren hierfiir teils sehr hohe
Konzentrationen (bis 10 pM) erforderlich, wéihrend die Expression von p-Akt bereits bei der
kleinsten untersuchten Konzentration MK-2206 (1 uM) in zwei von drei Zelllinien enorm
zuriickging [17]. Es konnte demnach sein, dass fiir eine effizientere Inhibition der GSK3p in
B-ALL-Zellen hohere Konzentrationen MK-2206 erforderlich sind, allerdings werden
dadurch auch unspezifische Effekte induziert.

Auch der Transkriptionsfaktor FoxO3 wird durch Akt gehemmt, wodurch es u.a. zur
vermehrten Proliferation der Zellen sowie zur Inhibition der Apoptose kommt. In der hier
vorliegenden Arbeit zeigte das FoxO3A-Gesamtprotein in allen vier Zelllinien eine
gleichmédfige Expression und war gut detektierbar, wihrend p-FoxO3A bereits in den
Kontrollzellen aller vier Zelllinien kaum exprimiert war. Nach ldangerer Inkubationszeit mit
MK-2206 (24 h und 72 h) konnte lediglich in der Zelllinie NALM-6 eine verringerte
Phosphorylierung des FoxO3 A-Proteins festgestellt werden.
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Der TSCI1/TSC2-Komplex stellt einen Schnittpunkt zwischen PI3K/Akt- und
Ras/Raf/Mek/ERK1/2-Signalweg dar. Eine Phosphorylierung von TSC1/TSC2 — und somit
von dessen Downstream-Substrat mTOR — ist sowohl durch Akt als auch durch ERK1/2
moglich [24,32]. Im phosphorylierten Zustand ist ERK1/2 aktiv [148]. Wihrend Gesamt-
ERK1/2 in allen hier untersuchten B-ALL-Zelllinien iiber 72 h konstant exprimiert war, wies
p-ERK1/2 in den Zelllinien SEM und RS4;11 starke Schwankungen auf. Wéhrend sich zu
einigen Zeitpunkten eine gleichermaflen in den Kontroll- und exponierten Zellen hohe oder
auch niedrige Expression von p-ERK1/2 zeigte, fiihrte die Inkubation mit MK-2206 zu
anderen Zeitpunkten zur Abnahme oder — wie auch in der Zelllinie NALM-6 — Zunahme der
Phosphorylierung. Die Expression in den REH-Zellen hingegen war unveriandert. Dieser sich
zu unterschiedlichen Zeiten dndernde Phosphorylierungsstatus konnte darauf beruhen, dass
das Protein zellzyklusabhingig aktiviert wird. So wurde in einigen Arbeiten bereits eine vom
Zellzyklus abhingige Aktivierung von Mek/ERK festgestellt [149,150], u.a. in kultivierten
Saugetierzellen (Maus-Fibroblasten) [151]. In einer Studie von Morgan ef al. zeigte sich eine
zellzyklusabhingige Aktivierung des ERK-Signalweges in myeloischen Leukidmie-Zelllinien.
Hier wurde gezeigt, dass die Aktivierung der Mitogen-activated protein kinase kinase (Mek),
welche ERK1/2 stimuliert, in direktem Zusammenhang mit dem Zellzyklus steht. Die
Hochregulierung von Mek trat in der GO/G1- und G2/M-Zellzyklusphase auf [152]. Auch in
der Literatur sind sehr unterschiedliche Auswirkungen von MK-2206 auf ERKI1/2
beschrieben. In einer Arbeit von Sefton et al. zeigten sich nach in vivo-Behandlung von
Leiomyom-Zellen mit MK-2206 keine Effekte auf ERK1/2 [153], wédhrend es in einer Studie
von Ramakrishnan et al. bei Myelomzellen und in einer Arbeit von Zhai et al. bei humanen
Stammzellen eines hepatozelluldren Karzinoms zu einem Anstieg von p-ERKI1/2 kam
[154,155]. Die Hochregulierung von p-ERK1/2  konnte auch fiir einen
Gegenregulationsmechanismus sprechen, durch welchen versucht wird, mTOR zu aktivieren,
um so Proliferation und Uberleben der Zellen zu sichern, da die Stimulation der Akt-Kinase
auf den Proteinkomplex vermindert ist. In der vorliegenden Arbeit konnte die Wirksamkeit
von MK-2206 dennoch nachgewiesen werden, da es in allen Zelllinien, trotz der moglichen
mTORCI1-Stimulation durch p-ERK1/2, zu einer mit der Inhibition von Akt
tibereinstimmenden verringerten Expression der mTORC1-Downstream-Substrate p-p70 S6K

und p-4E-BP1 kam.
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5.2 Einfluss des Akt-Inhibitors MK-2206 auf B-ALL-Primirzellen in
Kokultur

Insbesondere bei Patienten mit rearrangiertem KM72A4-Gen fehlt es an Therapiemoglichkeiten
und entsprechend schlecht ist deren Prognose [89]. Der Akt-Inhibitor MK-2206 zeigte in
dieser Arbeit eine vielversprechende Wirkung auf die Zelllinien SEM und RS4;11, welche die
Translokation t(4;11) und somit ein rearrangiertes KMT2A4-Gen aufweisen. Daher wurden die
Effekte von MK-2206 auf Primédrzellen zweier an B-ALL erkrankter erwachsener Patienten
mit dieser Aberration ndher untersucht. Patient 0159 weist eine starke, Patient 0122 eine
moderate basale p-Akt-Expression auf. Nach Amplifikation der Primérzellen m.H. des von
der Arbeitsgruppe etablierten PDX-Mausmodells erfolgte deren Kultivierung ex vivo in
direktem Zell-Zell-Kontakt auf einem Feederlayer, den OP-9-Zellen (Stromazellen aus
murinem Knochenmark) und somit in einer schiitzenden Mikroumgebung [73].

Aktuell (Stand: September 2021) gibt es kaum Studien, in welchen der Akt-Inhibitor
MK-2206 an Primédrzellen von Patienten mit B-ALL erforscht wurde [5]. Lediglich Neri ef al.
untersuchten bisher den Einfluss von MK-2206 auf primédre B-ALL-Zellen. Im Gegensatz zur
hier vorliegenden Arbeit verwendeten sie jedoch nur eine Konzentration des Akt-Inhibitors
und sie kultivierten die Patientenzellen in einer Monokultur [5]. Eine Kokultur scheint dieser
jedoch iiberlegen zu sein. Das Uberleben der Leukiimie-Zellen wird maBgeblich durch die
Mikroumgebung des Knochenmarkes und somit auch durch die Stromazellen beeinflusst.
Diese tragen durch die Produktion von Zytokinen und Chemokinen sowie mittels direkter
Zell-Zell-Interaktion vermittelter Signale maBgeblich zum Uberleben leukéimischer Zellen bei
[156]. Es konnte gezeigt werden, dass B-ALL-Zellen in Anwesenheit von aus dem
Knochenmark-abgeleiteten Stromazellen ldnger {iberleben [157]. Als Kokultur-Technik
wurde in der vorliegenden Arbeit ein direkter Zell-Zell-Kontakt verwendet, da Leukémie-
Zellen bei direktem Kontakt zu einem Feederlayer stirker proliferieren [158]. Es kann zudem
davon ausgegangen werden, dass durch die Kultivierung der Patientenzellen in einer
protektiven Kokultur-Umgebung der eigentliche Effekt von MK-2206 besser charakterisiert
werden kann, da ein Zelltod aufgrund der Kultivierung unwahrscheinlicher ist [157].
Arbeiten, in welchen primére Zellen von an B-ALL erkrankten Patienten auf einem OP-9-
Feederlayer kultiviert und mit dem Akt-Inhibitor MK-2206 inkubiert wurden, existieren
bisher (Stand: September 2021), aullerhalb dieser Arbeit, noch nicht.

Einige Studien berichten, dass die schiitzende Mikroumgebung der Stromazellen — trotz der

Inkubation leukédmischer Zellen mit verschiedenen Chemotherapeutika — die Apoptose
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verhinderte [139,140,156,158]. So kam es in einer Arbeit von Mudry et al. nach Inkubation
von B-ALL-Zellen in Kokultur mit Cytarabin bzw. Etoposid zu keiner
Proliferationshemmung oder Apoptoseinduktion. Hieran schien die Interaktion mit dem
Vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-1) der Stromazellen von entscheidender Rolle zu
sein [140]. In weiteren Arbeiten konnten auch bei akute myeloische Leukdmie (AML)- und
CLL-Zellen, durch deren direkten Kontakt mit Stromazellen, keine Apoptose durch
Cytarabin, Daunorubicin bzw. Hydrokortison induziert werden [139,158].

In der hier vorliegenden Arbeit zeigte die 72-stiindige MK-2206-Inkubation der Priméarzellen
beider Patienten jedoch — trotz protektiver Mikroumgebung — vielversprechende Ergebnisse.
So konnte bei beiden PDX-abgeleiteten Zellen, in Anwesenheit von OP-9, eine
konzentrationsabhingige, ebenfalls von der basalen pAkt-Expression unabhingige,
Verringerung der Viabilitdt und entsprechend eine Zunahme apoptotischer/nekrotischer
Zellen nachgewiesen werden. Die anti-leukdmischen Effekte wurden, wie auch bei den hier
untersuchten Zelllinien, durch physiologisch erreichbare Konzentrationen erzielt [61].

In der Studie von Neri et al. reduzierte sich die Viabilitidt, welche mittels MTT-Assay
ermittelt wurde, nach 72 h mit 1 uM MK-2206 im Durchschnitt um 20 % [5]. In der hier
vorliegenden Arbeit verringerten sich die in Kokultur kultivierten und mittels CellTiter-
Blue®-Assay analysierten viablen Patientenzellen um durchschnittlich 34 % und bei 5 pM um
die Halfte. In einer Studie von Simioni ef al. wurden Primérzellen von an T-ALL erkrankten
Kindern isoliert und anschlieBend in vitro als Monokultur kultiviert [17]. Die Kultivierung
erfolgte in Anwesenheit von IL-7, da dieses Zytokin als starker proliferativer Stimulus auf die
Zellen wirkt [134,136]. Die Inkubation der primdren T-ALL-Zellen mit MK-2206 bewirkte,
wie in der hier vorliegenden Arbeit, ausgeprigte anti-leukdmische Effekte. Mittels
Durchflusszytometrie konnte eine Abnahme der Akt-Phosphorylierung sowie eine
Wachstumshemmung der Primédrzellen nachgewiesen werden. Auch die mittels MTT-Assay
bestimmte Zellviabilitit reduzierte sich nach 72 h deutlich. Der Akt-Inhibitor beeintrachtigte
die Proliferation von T-Zellen gesunder Spender nur sehr geringfiigig, wéhrend die
zytotoxischen Effekte spezifisch bei den Leukdmie-Zellen beobachtet wurden [17].

Die Verringerung der Viabilitdt der Primérzellen von Patient 0159 und 0122 war vereinbar
mit den durchflusszytometrischen Messungen. Die in Kokultur kultivierten Zellen beider
Patienten zeigten eine konzentrationsabhidngige Reduktion vitaler Zellen sowie korrelierend
damit eine Zunahme der frith-apoptotischen und spit-apoptotischen/nekrotischen Zellen.
Nach Inkubation der Primérzellen mit 1 pM MK-2206 war die Apoptoserate in der Studie von

Neri et al. mit durchschnittlich 25 % ein wenig geringer als in der vorliegenden Arbeit [5].
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Auch bei den primdren T-ALL-Zellen in der Arbeit von Simioni et al. konnte eine
Apoptoseinduktion nachgewiesen werden [17]. In einer Studie von Kuijjer et al., in welcher
der Einfluss des Akt-Inhibitors auf Osteosarkom-Zelllinien untersucht wurde, kam es in einer
Zelllinie mit KRAS-Mutation, im Gegensatz zu den anderen Zellen, zu keiner
Proliferationshemmung durch MK-2206 [49]. In der hier vorliegenden Arbeit hingegen
reagierten die Primérzellen beider B-ALL-Patienten sensibel auf die Inkubation mit MK-2206
und trotz der KRAS-Mutation von Patient 0122 konnten deutliche anti-leukdmische Effekte
nachgewiesen werden.

Wihrend in dieser Arbeit bei den Primérzellen eine Apoptoseinduktion beobachtet werden
konnte, war dies bei den Zelllinien nicht der Fall. Dies kdnnte daran liegen, dass Primérzellen
in vitro eine hohere Fragilitit als Zelllinien aufweisen. In einem PDX-Mausmodell hingegen,
hitten die primédren Zellen eine dhnliche Kinetik wie die Zelllinien. Deshalb sollte die
MK-2206-Inkubation der B-ALL-Primirzellen in einem Xenograft-Mausmodell zur

Bestitigung der Apoptoseinduktion weiter untersucht werden.

5.3 Zusammenfassung und Ausblick

Unter den aktuell vorhandenen Therapien konnen v.a. bei erwachsenen Patienten mit B-ALL
oftmals keine zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt werden, weshalb neuartige
Therapieansitze notwendig sind. Verschiedenste Tumorerkrankungen, so auch die B-ALL,
weisen hiufig einen dysregulierten PI3K/Akt-Signalweg auf. Dadurch kommt es zu einer mit
einer schlechten Prognose assoziierten verstirkten Proliferation der malignen Zellen. Die
Proteinkinase Akt kann fehlreguliert und konstitutiv aktiviert sein und spielt als zentrales
Effektorprotein dieses Signalweges eine entscheidende Rolle bei der Stimulation von
Zellwachstum und der Hemmung der Apoptose. Der Akt-Inhibitor MK-2206 konnte bereits in
zahlreichen préklinischen sowie teilweise in klinischen Studien vielversprechende Effekte bei
soliden Tumoren und der T-ALL zeigen. Der Einfluss auf B-ALL-Zellen wurde bisher jedoch
kaum untersucht. Die zielgerichtete Inhibition der Akt-Kinase konnte einen
erfolgversprechenden neuartigen therapeutischen Ansatz bei der B-ALL darstellen, weshalb
in der vorliegenden Arbeit der Einfluss des Akt-Inhibitors MK-2206 auf B-ALL-Zelllinien
und -Primérzellen untersucht wurde.

Die vier B-ALL-Zelllinien mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund zeigten eine

konzentrationsabhédngige Inhibition von Proliferation und metabolischer Aktivitit.
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Lichtmikroskopisch  konnten mit steigender Konzentration Verdnderungen der
Zellmorphologie nachgewiesen werden. Die Phosphorylierung der Akt-Kinase wurde durch
MK-2206 in allen Zelllinien reduziert und es zeigten sich Effekte auf die Downstream-
Kaskade.

Die Primérzellen zweier an B-ALL erkrankter Patienten mit rearrangiertem KMT2A4-Gen
wurden in vitro in einem Kokultur-System kultiviert. Diese Methode ist technisch sehr
anspruchsvoll, einer Monokultur jedoch weit iiberlegen. Die Inkubation mit MK-2206 fiihrte
trotz der schiitzenden Mikroumgebung zu deutlichen anti-leukdmischen Effekten. So zeigte
sich konzentrationsabhidngig eine Verringerung der Zellviabilitit sowie ein Anstieg
apoptotischer Zellen.

Die zielgerichtete Inhibition der Akt-Kinase mittels MK-2206 bewirkte signifikante anti-
leukdmische Effekte sowohl auf B-ALL-Zelllinien als auch auf B-ALL-Primirzellen.
MK-2206 stellt somit einen vielversprechenden Kandidaten fiir weitere Untersuchungen,
beispielsweise in Kombinationsstudien, dar. /n vivo-Studien miissen zukiinftig zeigen, ob eine
klinische Evaluation bei der B-ALL sinnvoll ist. Spezifische Inhibitoren wie MK-2206
eroffnen zusammen mit weiteren neuartigen Therapiemoglichkeiten, beispielsweise
Antikorpern, Tyrosinkinase-Inhibitoren und der CAR-T-Zell-Therapie, neue Perspektiven.
Diese Behandlungsstrategien geben, auch in Kombination mit den bisher eingesetzten
Chemotherapeutika, Hoffnung auf eine effektivere Therapie von Patienten mit B-ALL, bei

denen aktuell noch keine zufriedenstellenden Behandlungsergebnisse erzielt werden konnen.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

4E-BP1 Translations-Initiationsfaktor 4E-bindendes-Protein-1
ABL1 Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
AF4 ALLI-fused gene from chromosome 4
Akt Proteinkinase Akt/ Proteinkinase B
ALL Akute lymphatische Leukdmie

AML Akute myeloische Leukdmie

Asp Asparaginsiure

ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosintriphosphat

BAFF-R B-cell activating factor receptor
B-ALL B-lymphatische Leukdmie

BCA Bicinchoninsdure

BCR Breakpoint cluster region

BSA Bovine serum albumine

CaClz Calciumchlorid

CAR Chimeric antigen receptor

CD Cluster of differentiation

CK2 Casein Kinase 11

CLL Chronische lymphatische Leukdmie
CO2 Kohlenstoffdioxid

CRLF2 Cytokine receptor like factor 2
CSF1R Colony stimulating factor I receptor
CuSOq4 Kupfersulfat

cy Intrazytoplasmatisch

dest. Destillata



DLBCL
DMSO
DNA
DPBS
DSMZ
DTT

E17K

EDTA
EPOR
ERK1/2
ETV6
FACS
FASP
FITC
FKS
FLT-3
FMS
FoxO3A
Fyn

g
GAPDH
GMALL
GSK3p
HCl

IAA

Abkiirzungsverzeichnis

Diffus groBzelliges B-Zell-Lymphom

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Dulbecco's phosphate-buffered saline

Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen
Dithiothreitol

Austausch von Glutaminsiure (E) mit Lysin (K) an

Aminosaureposition 17
Ethylendiamintetraacetat

Erythropoietin receptor
Extracellular-signal regulated kinasel/2
ETS variant transcription factor 6
Fluorescence activated cell sorting
Filter Aided Sample Preparation
Fluorescein isothiocyanate

Fetales Kélberserum

FMS-like tyrosine kinase 3
Tyrosinkinase FMS
Forkhead-Box-Protein O34

Fyn tyrosine kinase

Erdbeschleunigung
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
German-Multicenter-ALL
Glykogensynthase-Kinase 3 beta
Chlorwasserstoff

Todacetamid
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IC50
IKZF1
IL-7
IL-7Ra
IRS-1
ISAS

J.

JAK1/2
KCl

KIT

KM
KMT24
KRAS
LC-MS
Lyn

Mek
MLL
mRNA
mTOR
mTORC1
mTORC2
MTT
NaCl
NH4HCO;3
NRAS

NSG

Abkiirzungsverzeichnis

Mittlere inhibitorische Konzentration

IKAROS family zinc finger 1

Interleukin-7

Interleukin-7 Rezeptor alpha
Insulinrezeptorsubstrat-1

Leibniz-Institut fiir Analytische Wissenschaften
Jahre

Januskinase 1/2

Kaliumchlorid

Tyrosinkinase KIT

Knochenmark

Lysin Methyltransferase 2A

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
Lyn tyrosine kinase

Mitogen-activated protein kinase kinase

Mixed lineage leukemia

Messenger RNA

Mechanistic target of rapamycin

Mechanistic target of rapamycin complex 1
Mechanistic target of rapamycin complex 2
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Natriumchlorid

Ammoniumbicarbonat

Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog

NOD scid gamma
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p70 S6K
PAGE
PAXS
PB

PBS
PBST
PDGFRB
PDKI
PDX

PE

PH

PI

PI3K

PIK3CA

PIP2
PIP3
PTEN
PVDF
R 110
Raf
Ras
RIPA
RNA

RPMI

Abkiirzungsverzeichnis

Phosphoryliert

p70 S6-Kinase
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Paired box 5

Peripheres Blut

Phosphate-buffered saline
Phosphate-buffered saline with Tween®
Platelet derived growth factor receptor beta
Phosphoinositide-dependent kinase-1
Patienten-abgeleitetes Xenograft
Phycoerythrin

Pleckstrin-Homologie

Propidiumiodid
Phosphatidylinositol-3-Kinase

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
Phosphatase and tensin homolog
Polyvinylidenfluorid

Rhodamin 110

Rat fibrosarcoma

Rat sarcoma
Radioimmunoprecipitation
Ribonukleinsédure

Roswell Park Memorial Institute
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RT-PCR
RUNX1

RxRxxS/T-B

SDS

Ser

Src

Syk
T-ALL
TCF3

Thr

TRIS
TSC1/TSC2
TULA-AIF
Tyr
UHPLC
VCAM-1
WST-1

ZNS

Abkiirzungsverzeichnis

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
RUNX family transcription factor 1

R — Arginin, x — beliebige Aminosdure, S — Serin, T — Threonin,

B — Aminosdure mit hydrophoben Resten
Surface

Sodiumdodecylsulfat

Serin

Sarcoma tyrosine kinase

Spleen associated tyrosine kinase
T-lymphatische Leukédmie

Transcription factor 3

Threonin

Trishydroxymethylaminomethan

Tuberdse Sklerose Protein 1/2-Komplex

T-cell ubiquitin ligand-apoptosis-inducing factor
Tyrosin

Ultra high performance liquid chromatography
Vascular cell adhesion protein 1

Water soluble tetrazolium

Zentralnervensystem
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8 Anhang
8.1 Materialien

8.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 11: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

15 ml-Zentrifugenréhrchen

Greiner Bio-One

15 ml-Zentrifugenrohrchen

Sarstedt

50 ml-Zentrifugenr6hrchen

Greiner Bio-One

50 ml-Zentrifugenréhrchen

Sarstedt

6-, 24- und 96-Well-Platten

Greiner Bio-One

96-Deepwell-Filterplatten (AcroPrep™

Advance Filter Plates for Aqueous Filtration)

Pall

96-Deepwell-Platten

Eppendorf; Sarstedt

96-Well-Platten mit flachem Boden

Greiner Bio-One

Combitips flir Multipipette

Eppendorf

Deckgliser (22x22 mm) Thermo Fisher
Edelstahlclips Tharmac
FACS-Ro6hrchen (5 ml) Sarstedt
FACS-Ré&hrchen, Falcon™ (5 ml) BD
Filterkarten Tharmac
Gelloader-Pipettenspitzen (20 pl, 100 pl) Biozym
Glasplatte

Inkubationsschélchen

Midi-Fertiggele (Criterion'” TGX" Precast Gels) Bio-Rad
Objekttrager Engelbrecht
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Objekttrager (Cytotréger)

Tharmac

Objekttragerkasten

Pasteurpipetten aus Glas

Fisher Scientific

Pasteurpipetten, Einweg (1 ml) Carl Roth
Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 1000 pl, 5000 pl) Eppendorf
Pipettenspitzen mit Filter, SurPhob SafeSeal® ‘
Biozym
Low Binding (10 pl, 100 pul, 300 pl, 1250 pl)
PVDF-Membranen (Trans-Blot® Turbo™
Bio-Rad
Transfer Pack Midi)
Reaktionsgefale (0,5 ml, 1,5 ml) Sarstedt
Reaktionsgefale (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf
Reaktionsgefile, Protein LoBind (1,5 ml) Eppendorf
Rotilabo®-Faltenfilter Carl Roth

Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One

Single Cellfunnel®

Tharmac

Skalpell

Dahlhausen

T175-Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One

T25-Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One

T75-Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One

Verschlussmatten flir 96-Deepwell-Platten

Sarstedt
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8.1.2 Gerite

Tabelle 12: Liste der verwendeten Geriite

Gerit

Hersteller

Analysenwaage

Sartorius

Brutschrank (37 °C)

Heraeus Instruments

Brutschrank, INB 300 (37 °C) Memmert
Brutschrank, INB 300 (56 °C) Memmert
Captair’" Chem Filterabzug, Filtair 834 Erlab

Criterion™ Elektrophoresekammer Bio-Rad
FACSVerse™ BD
Festphasenextraktionsgerit, Resolvex™ A200 Tecan Trading AG
Gamma-Bestrahlungsanlage, IBL 637 CIS Bio
Hybridisierungsofen, 7601 GFL
Hybridisierungsofen, Unitherm Model 12/24 Uniequip

Kiihlschranke

Electrolux; Siemens; Liebherr

Kiihltruhe (-20 °C)

Liebherr

Kiihltruhen (-80 °C)

Heraeus Instruments; Sanyo;

Thermo Fisher

Lichtmikroskop (EVOS™ XL Core Cell Imaging System)

Thermo Fisher

Lichtmikroskop, TELAVAL 3

Carl Zeiss Jena

Mehrkanalpipette

Eppendorf

Multipipette

Eppendorf

Multiskan™ FC Mikrotiterplatten-Photometer

Thermo Fisher

Neubauer-Zahlkammer

Marienfeld

Odyssey® CLx Imaging System

LI-COR
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pH-Meter Mettler-Toledo
Photometer (GloMax®-Multi Detection System) Promega

Pipetten (2,5 ul, 10 ul, 20 pl,

100 pl, 200 pl, 1000 pl, 5000 pl) Eppendort
Pipettierhilfe, acu INTEGRA Biosciences
Pipettierhilfe, accu-jet® pro Brand

Plattenschiittler, Duomax 1030 Heidolph
Plattenschiittler, ST 5 CAT

Prizisionswaage, 572 Kern & Sohn
Rotilabo®-Heiz- und Magnetriihrer, MH 15 Carl Roth

Sterilwerkbank, Herasafe

Heraeus Instruments

Stromversorgungsgerit, PowerPac Universal " Bio-Rad
Thermomixer comfort Eppendorf
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System Bio-Rad

Ultra-Hochleistungsfliissigchromatographie-Gerét
(UltiMate 3000 UHPLC-System

mit Monolithen-Technologie)

Thermo Fisher

Ultraschalllanze, UW 2070

Bandelin

Vakuumpumpe, Vacusafe

INTEGRA Biosciences

Vortexer Scientific Industries
Vortexer, MS 1 IKA

Wasserbad GFL

Zentrifuge, 5417 R Eppendorf
Zentrifuge, 5418 Eppendorf
Zentrifuge, 5804 R Eppendorf
Zentrifuge, Cytospin 3 Shandon
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Zentrifuge, J6-MI Beckman
Zentrifuge, Mikro 22R Hettich
Zentrifuge, ROTINA 38R Hettich

8.1.3 Chemikalien

Tabelle 13: Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalie Hersteller

10 %-ige Ameisensdure Biosolve
Alpha-Medium, mit Ribo- und Desoxyribonukleosiden Merck Millipore
Alpha-Medium, ohne Ribo- und Desoxyribonukleoside Sigma-Aldrich
Annexin V Bindungspuffer (10x) BD

BCA-Reagenz (Pierce” BCA Protein Assay
Reagent A and B)

Thermo Fisher

Bradford-Reagenz (Protein Assay

Bio-Rad
Dye Reagent Concentrate)
Bromphenolblau Carl Roth
CaCl; Merck
CellTiter-Blue®-Reagenz Promega
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck Millipore
DMSO Sigma-Aldrich
DPBS PAN-Biotech
DTT Roche
EDTA Sigma-Aldrich
Ethanol 96 Vol. % Walter-CMP
FKS Superior Biochrom
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Gibco™ DPBS Thermo Fisher
Giemsa Azur-Eosin-Methylenblaulsung Merck
Glycerin Merck Millipore
Glycin Carl Roth
Harnstoff Sigma-Aldrich
HCl Zentralapotheke
Universitit Rostock
[AA Sigma-Aldrich
Iscove Basal-Medium Merck Millipore
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth
KCl Merck Millipore
May-Griinwald Eosin-Methylenblauldsung Merck Millipore
Methanol J.T. Baker
MK-2206 2HCI Selleckchem

NaCl Carl Roth; Merck Millipore
Natriumazid Carl Roth

NH4HCO3 Sigma-Aldrich

Odyssey® Blocking Buffer (PBS) LI-COR

PBS Powder

Sigma-Aldrich

Penicillin/Streptomycin

Biochrom

Phosphatase-Inhibitor-Tabletten (PhosSTOP™)

Sigma-Aldrich

Ponceau S-Losung

Serva

Protease-Inhibitor-Tabletten (cOmplete™, Mini,
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail)

Sigma-Aldrich

Proteinstandard fiir SDS-PAGE (Chameleon® Duo

Pre-stained Protein Ladder)

LI-COR

96



Anhang

Proteinstandards fiir BCA-Assay (BSA-Standard)

Thermo Fisher

Proteinstandards fiir Bradford-Assay (BSA-Standard)

Serva

Puffertabletten (pH 7,2)

Merck

RIPA-Puffer (10x)

Cell Signaling Technology

RPMI 1640-Medium Merck Millipore
SDS Serva

SDS Pellets Carl Roth

TRIS Base Carl Roth

TRIS Base PanReac AppliChem
Trypanblau Sigma-Aldrich
Trypsin Promega
Trypsin/EDTA-L6sung Biochrom

Tween® 20 Carl Roth
WST-1-Reagenz Roche

8.1.4 Zelllinien und Primérzellen

Tabelle 14: Liste der verwendeten Zelllinien und Primérzellen

Zelllinie Erworben von
NALM-6 DSMZ

OP-9 ATCC

REH DSMZ

RS4;11 DSMZ

SEM DSMZ
Primiirzellen ID Maus ID ALL-Patient
Viable Milzzellen 26 0159

Viable Milzzellen 29 0122
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8.1.5 Antikorper

Tabelle 15: Liste der verwendeten Antikorper

Primér-Antikorper

Herstell
fiir den Western Blot Klon crstetier
p-Akt (Serd73) o

polyklonal Cell Signaling Technology
Rabbit Anti-human
Alt lyklonal Cell Signaling Technol

olyklona ell Signaling Technology

Rabbit Anti-human pov s s
p-GSK3p (Ser9) ) )

D2Y9%Y Cell Signaling Technology
Mouse Anti-human
GSK3p . .

3D10 Cell Signaling Technology
Mouse Anti-human
p-p70 S6K (Thr389) ] ]

108D2 Cell Signaling Technology
Rabbit Anti-human
p70 S6K _ _

49D7 Cell Signaling Technology
Rabbit Anti-human
p-4E-BP1 (Ser65) ) )

174A9 Cell Signaling Technology
Rabbit Anti-human
HE-BPL lyklonal Cell Signaling Technol

olyklona ell Signaling Technolo

Rabbit Anti-human pow s s =
p-FoxO3A (Ser253) . .

polyklonal Cell Signaling Technology
Rabbit Anti-human
FoxO3A

75D8 Cell Signaling Technology
Rabbit Anti-human
Cleaved Caspase-3 (Asp175) ) )

D175 Cell Signaling Technology
Rabbit Anti-human
Caspase-3 ) )

polyklonal Cell Signaling Technology

Rabbit Anti-human
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p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204)

olyklonal Cell Signaling Technolo
Rabbit Anti-human poy s s &Y
ERK1/2 ' '
137F5 Cell Signaling Technology
Rabbit Anti-human
GAPDH .
7G003 Invitrogen
Mouse Anti-human
Sekundiir-Antikorper
Kl H 11
fiir den Western Blot on ersteller
IRDye® 680RD
polyklonal LI-COR
Goat Anti-Mouse
IRDye® 800CW
polyklonal LI-COR
Goat Anti-Mouse
IRDye® 680RD
polyklonal LI-COR
Goat Anti-Rabbit
IRDye® 800CW
polyklonal LI-COR
Goat Anti-Rabbit
Antikorper und Farbstoffe
Kl H 11
fiir die Durchflusszytometrie on ersteller
Annexin V-FITC - BD
CDI19-PE 4G7 BD
Propidiumiodid (PT) - Sigma-Aldrich
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8.1.6 Puffer

Ix Elektrophoresepuffer

0,075 M TRIS Base
0,5 M Glycin

0,01 M SDS

Aqua dest. ad 9000 ml

10x PBS/Tween-Puffer (pH 7,4)

2,5 M NaCl

0,05 M KCl

0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
0,04 M Kaliumdihydrogenphosphat

0,5 % v/v Tween® 20

Aqua dest. ad 2000 ml

2x Probenpuffer

0,01 M SDS

22 Vol. % Glycerin

0,005 M EDTA (5 mM, pH 8)
25 Vol. % Sammelgelpuffer

1 Spatelspitze Bromphenolblau
Aqua dest. ad 100 ml

Anode II-Puffer (pH 10,4)

0,3 M Tris Base
20 Vol. % Methanol
Aqua dest. ad 1000 ml

Lysepuffer
50 mM TRIS Base
150 mM NacCl
1 Vol. % SDS

Pufferlosung (pH 7,2)

1 Puffertablette (pH 7,2)
Aqua dest. ad 1000 ml
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Sammelgelpuffer (pH 6,8)
0,5 M TRIS Base
0,01 M SDS
Aqua dest. ad 100 ml

Stripping-Puffer (pH 2)
0,02 M Glycin
0,07 M SDS
Aqua dest. ad 1000 ml

Verdaupuffer

50 mM NH4HCO;3
0,1 M Harnstoff

1 mM CaCl,

11 Vol. % Trypsin
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8.2 Erginzende Abbildungen und Tabellen

Tabelle 16: Proliferation (relative Zellzahl) und metabolische Aktivitit nach 48 h und 72 h
Inkubation mit MK-2206.

SEM RS4;11 NALM-6 REH
Zeit- Konzen- relative | metabol. | relative | metabol. | relative | metabol. | relative | metabol.
punkt tration Zellzahl | Aktivitdt | Zellzahl | Aktivitat | Zellzahl | Aktivitdt | Zellzahl | Aktivitat
DMSO| 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
0,01 pM 98% 97% 109% 93% 92% 92% 104% 100%
0,05 pMm 93% 81% 93% 82% 89% 83% 98% 82%
48h 0,1 puM 84% 73% 80% 80% 71% 74% 90% 75%
0,5 uM 66% 59% 72% 60% 69% 43% 80% 43%
1puM 56% 60% 78% 61% 50% 45% 72% 36%
5uM 36% 43% 48% 40% 29% 21% 50% 25%
10 pM 28% 20% 41% 28% 4% 0% 10% 1%
DMSO| 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
0,01 pM| 113% 104% 99% 98% 127% 103% 90% 97%
0,05 pM 98% 92% 103% 92% 103% 99% 82% 84%
72h 0,1 M 95% 79% 84% 83% 79% 100% 79% 73%
0,5 uM 56% 54% 72% 55% 50% 63% 62% 33%
1pM 51% 48% 70% 53% 53% 46% 51% 19%
5uM 28% 19% 45% 28% 18% 9% 40% 9%
10 pM 17% 8% 31% 17% 5% 0% 7% 0%

Die B-ALL-Zelllinien SEM, RS4;11, NALM-6 und REH wurden fiir 48 h bzw. 72 h mit den
angegebenen Konzentrationen des Akt-Inhibitors MK-2206 inkubiert. In der Tabelle sind die
Mittelwerte der relativen Zellzahl bzw. der metabolischen Aktivitdt aus mind. drei unabhingigen
Experimenten dargestellt. Die Zellzahl wurde mittels Trypanblau-Farbung, die metabolische Aktivitit

mittels WST-1-Assay bestimmt.

SEM 1 uM

RS4;11 1.m

, & e
GQ

&

Abbildung 20: Zellmorphologie nach 72 h Inkubation mit 1 pM MK-2206.
Die Abbildung zeigt reprasentative Lichtmikroskopie-Bilder der Pappenheim-Praparate der B-ALL-
Zelllinien SEM und RS4;11 nach 72 h Inkubation mit 1 uM des Akt-Inhibitors MK-2206. Betrachtung
bei 100-facher VergroBerung am Lichtmikroskop EVOS™ XL Core Cell Imaging System. N > 2

biologische Replikate.
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Anhang

Abbildung 21: Zellmorphologie nach 72 h Inkubation mit MK-2206.

Die Abbildung zeigt reprasentative Lichtmikroskopie-Bilder der Pappenheim-Préparate der B-ALL-
Zelllinien SEM, RS4;11, NALM-6 und REH nach 72 h Inkubation mit den angegebenen
Konzentrationen des Akt-Inhibitors MK-2206. Betrachtung bei 40-facher Vergroferung am
Lichtmikroskop EVOS™ XL Core Cell Imaging System. N > 2 biologische Replikate.
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Abbildung 22: Untersuchungen zur Akt-Inhibition nach MK-2206-Inkubation von SEM.
Dargestellt sind Western Blot-Banden nach Inkubation der Zelllinie SEM mit MK-2206. Es wurde die
Proteinexpression von p-Akt (Serd73), Gesamt-Akt, p-GSK3p (Ser9) und Gesamt-GSK3[ untersucht.
GAPDH wurde als Ladekontrolle mitgefiihrt.
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Abbildung 23: Untersuchungen zur Akt-Inhibition nach MK-2206-Inkubation von RS4;11.
Dargestellt sind Western Blot-Banden nach Inkubation der Zelllinie RS4;11 mit MK-2206. Es wurde
die Proteinexpression von p-Akt (Ser473), Gesamt-Akt, p-GSK3fB (Ser9) und Gesamt-GSK3f
untersucht. GAPDH wurde als Ladekontrolle mitgefiihrt.
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Abbildung 24: Untersuchungen zur Akt-Inhibition nach MK-2206-Inkubation von RS4;11.
Dargestellt sind Western Blot-Banden nach Inkubation der Zelllinie RS4;11 mit MK-2206. Es wurde
die Proteinexpression von p-Akt (Ser473) und Gesamt-Akt untersucht. GAPDH wurde als
Ladekontrolle mitgefiihrt.
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Abbildung 25: Untersuchungen zur Akt-Inhibition nach MK-2206-Inkubation von NALM-6.
Dargestellt sind Western Blot-Banden nach Inkubation der Zelllinie NALM-6 mit MK-2206. Es wurde
die Proteinexpression von p-Akt (Ser473) und Gesamt-Akt untersucht. GAPDH wurde als
Ladekontrolle mitgefiihrt.
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Abbildung 26: Untersuchungen zur Akt-Inhibition nach MK-2206-Inkubation von REH.
Dargestellt sind Western Blot-Banden nach Inkubation der Zelllinie REH mit MK-2206. Es wurde die
Proteinexpression von p-Akt (Ser473) und Gesamt-Akt untersucht. GAPDH wurde als Ladekontrolle
mitgefiihrt.
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Abbildung 27: UV-Traces nach Auftrennung verschiedener Peptide aus der Zelllinie SEM mittels
UHPLC.

Die oberen fiinf UV-Traces zeigen jeweils die Auftrennungen der Peptidgemische aus mit 0,5 uM
iiber 0,5 h — 12 h inkubierten SEM-Zellen. Die unteren fiinf UV-Traces hingegen stellen die Peptide
aus nicht-exponierten Zellen (ebenfalls 0,5 h — 12 h) dar. X-Achse: Retentionszeit (min), y-Achse:
Detektionssignal der Peptide (mAU).
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Abbildung 28: UV-Traces nach Auftrennung verschiedener Peptide aus der Zelllinie SEM mittels

UHPLC.

Die unteren fiinf UV-Traces zeigen jeweils die Auftrennungen der Peptidgemische aus mit 0,5 uM
iiber 0,5 h — 12 h inkubierten SEM-Zellen. Die oberen fiinf UV-Traces hingegen stellen die Peptide
aus nicht-exponierten Zellen (ebenfalls 0,5 h — 12 h) dar. X-Achse: Retentionszeit (min), y-Achse:
Detektionssignal der Peptide (mAU).
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Abbildung 29: UV-Traces nach Auftrennung verschiedener Peptide aus der Zelllinie RS4;11
mittels UHPLC.

Die unteren fiinf UV-Traces zeigen jeweils die Auftrennungen der Peptidgemische aus mit 0,5 uM
iiber 0,5 h — 12 h inkubierten RS4;11-Zellen. Die oberen fiinf UV-Traces hingegen stellen die Peptide
aus nicht-exponierten Zellen (ebenfalls 0,5 h — 12 h) dar. X-Achse: Retentionszeit (min), y-Achse:
Detektionssignal der Peptide (mAU).
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Abbildung 30: UV-Traces nach Auftrennung verschiedener Peptide aus der Zelllinie RS4;11
mittels UHPLC.

Die oberen fiinf UV-Traces zeigen jeweils die Auftrennungen der Peptidgemische aus mit 0,5 uM
iiber 0,5 h — 12 h inkubierten RS4;11-Zellen. Die unteren fiinf UV-Traces hingegen stellen die Peptide
aus nicht-exponierten Zellen (ebenfalls 0,5 h — 12 h) dar. X-Achse: Retentionszeit (min), y-Achse:
Detektionssignal der Peptide (mAU).
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Thesen der Dissertation

wuntersuchung zellulirer und molekularer Effekte nach Akt-Inhibition
mittels MK-2206 bei der akuten B-lymphatischen Leukimie

10.

11.

Der PI3K/Akt-Signalweg ist einer der am héufigsten mutierten und aberrant aktivierten
Signaltransduktionswege bei verschiedensten Tumorentitdten, inklusive den akuten
Leukémien.

Als zentrales Effektorprotein des PI3K/Akt-Signalweges reguliert die Akt-Kinase u.a.
Zellwachstum und Apoptose.

In Studien wurde gezeigt, dass Akt bei der B-ALL haufig iiberexprimiert bzw. aberrant
aktiviert ist.

MK-2206 ist ein pan-Akt-Inhibitor, welcher in priklinischen Arbeiten bereits
vielversprechende Effekte auf T-ALL-Zellen und solide Tumoren gezeigt hat.

In der vorliegenden Arbeit war im Western Blot durch MK-2206 eine
Dephosphorylierung der Akt-Kinase in B-ALL-Zelllinien nachweisbar. Auch weitere
PI3K/Akt-Signalwegproteine in den Zelllinien wurden durch den Akt-Inhibitor
beeinflusst.

Proliferation und metabolische Aktivitit der Zelllinien, welche mittels Trypanblau-
Farbung bzw. WST-1-Assay analysiert wurden, konnten durch MK-2206 konzentrations-
abhéngig reduziert werden.

Nach Pappenheim-Farbung wurde die Zellmorphologie untersucht. Der Akt-Inhibitor
bewirkte morphologische Verdnderungen, welche auf apoptotische Prozesse hindeuteten.
Dies war jedoch mittels Cleaved Caspase-3-Expression im Western Blot bei keiner der
Zelllinien nachweisbar.

Die anti-leukdmischen Effekte waren unabhdngig von der basalen Akt-Aktivitdt in den
B-ALL-Zelllinien. Dies konnte entgegen bisheriger Erkenntnisse dafiir sprechen, dass
MK-2206 nicht nur spezifisch an die Akt-Kinase bindet.

MK-2206 zeigte konzentrationsabhidngige anti-proliferative Effekte auf B-ALL-
Primirzellen in einer Kokultur-Umgebung. Dies wurde m.H. des CellTiter-Blue®-Assays
analysiert.

Trotz der protektiven Mikroumgebung fiihrte der Akt-Inhibitor zu einer mittels
Durchflusszytometrie detektierten Apoptose-Induktion bei den Primérzellen.

MK-2206 stellt einen vielversprechenden Kandidaten fiir weitere Studien dar. In vivo-
Studien miissen zukiinftig zeigen, ob eine klinische Evaluation bei der B-ALL sinnvoll ist.
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