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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Zielgerichtete Therapien sind, neben den molekulardiagnostischen Methoden zur Aufklarung
der patientenspezifischen molekularen Aberrationen, das wichtigste Instrument in der
Prazisionsonkologie. Molekulare Veranderungen wie somatisch erworbene molekulare
Aberrationen auf Nukleinsdureebene, Deregulationen und Signalwegsmodulationen, kénnen
mittels zielgerichteter Therapien adressiert werden. B-Zell Rezeptor assoziierte Kinasen
(BAKSs), einschlieRlich der Spleen Tyrosin Kinase (SYK), stellen aufgrund ihrer proximalen
Nahe zum B-Zell Rezeptor (BZR) und des haufig aberrant regulierten BZR Signalwegs in
hamatologischen Neoplasien des B-Zell Typs eine vielversprechende Zielstruktur fir
Tyrosinkinase-Inhibitoren dar. Neben den BAKSs spielen auch epigenetische Regulatoren eine
zentrale Rolle therapeutischer Interventionen, indem reversible epigenetische Veranderungen
direkt adressiert werden. Durch ihre Funktionen innerhalb der Transkriptionsregulation
beeinflussen sie direkt verschiedene Proto-Onko- sowie Tumorsuppressorgene und damit
wichtigste biologische Prozesse der Zellregulation. Die epigenetischen ,Reader” Proteine der
Bromodomanen und extraterminale Domanen (BET)-Familie sind Hauptregulatoren der

Transkription und modulieren, durch die zielgerichtete Inhibition, wichtige zellulare Prozesse.

In der hier vorliegenden Promotionsarbeit wurde daher zunachst SYK als Zielstruktur in
Vorlaufer B-ALL Zelllinien evaluiert. Als vergleichender Ansatz wurde weiterhin eine isoform-
spezifische bivalente BET Inhibition mittels AZD5153 einer pan-BET Inhibition mittels
I-BET151 in humanen und caninen B-Lymphom-Zelllinien gegenubergestellt. Die
anschlielende simultane SYK Inhibition mittels Entospletinib in Kombination mit AZD5153
oder [-BET151 wurde anhand zellbiologischer und molekularbiologischer Methoden in

humanen und caninen B-Lymphom-Zelllinien charakterisiert.

SYK konnte in dieser Arbeit als potentielles therapeutisches Target fur Subgruppen von
Vorlaufer B-ALL Zellen identifiziert werden. Weiterhin wurde ein unterschiedlicher molekularer
Wirkmechanismus von Entospletinib in den hier getesteten Zelllinien ermittelt. Es konnte
gezeigt werden, dass die anti-proliferativen Effekte des isoform-spezifischen bivalenten BET
Inhibitors AZD5153 die Effekte der pan BET Inhibition in den humanen und caninen
B-Lymphom-Zelllinien Ubersteigt. Beide BET Inhibitoren verstarkten in Kombination mit dem
SYK Inhibitor Entospletinib die anti-proliferativen Effekte, z.T. synergistisch. Ein G0/G1
Zellzyklusarrest wurde ebenfalls induziert, allerdings ohne Beeinflussung der Apoptose.
Weiterfihrende Genexpressionsanalysen der Entospletinib und AZD5153 Kombination
wiesen eine kombinationsspezifische Gensignatur in der DLBCL Zelllinie SU-DHL-4 auf, die
vor allem biologische Prozesse wie die DNA Replikation und Zellteilung als zentralen

Wirkmechanismus identifizierte.
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2. Einleitung

2.1 Zielgerichtete Therapien und prazisionsonkologische Ansatze
Basierend auf molekularen- und zellbiologischen Erkenntnissen konnten bereits in den friihen
1980er Jahren erste molekulare Mechanismen, die zu neoplastischen Veranderungen flihren,
identifiziert werden. Die veranderten molekularen Zielstrukturen konnten 1980 erstmals mit
zielgerichteten Therapien, wie dem monoklonalen Antikérper AB89, adressiert werden. Der
klinische Erfolg blieb allerdings zunachst aus. Eine wirklich effektive zielgerichtete Therapie
gelang erst mit der Weiterentwicklung der Omics Technologien wie der Genomik,
Transkriptomik und Proteomik (zusammengefasst im Ubersichtsartikel '). Mit der Einfiihrung
von Hochdurchsatzsequenzierungen onkologischer Erkrankungen konnten komplexe
Charakterisierungen tumorrelevanter somatischer Alterationen vorgenommen werden. Es
eroffnete sich die Madoglichkeit, basierend auf den molekularen Signaturen, gezielte
therapeutische Ansatze Uber gerichtete Adressierung der Proteine zu evaluieren und in die
klinische Anwendung zu Uberfuhren. Die Erkenntnis darUber, dass aberrante Onkogene
und/oder Tumorsuppressorgene eine Schlusselrolle bei Tumorinitierung, -erhalt
und -progression spielen kdnnen, ermoglicht es, diese deregulierten Signalwege Uber
zielgerichtete Therapien anzusteuern und somit das Tumorwachstum zu inhibieren 2. Auch
epigenetische Modulationen, wie veranderte DNA-Methylierungsmuster,
Chromatinzusammensetzungen und Histonmodifikationen kdénnen zu veranderten
Expressionen von Proto-Onkogenen und/oder Tumorsuppressorgenen fihren und damit die
Tumorprogression férdern 3. Zielgerichtete therapeutische Ansétze sollen, im Vergleich zu den
konventionellen onkologischen Standardtherapien Tumorresektion, Chemotherapie und
Bestrahlung, die aberrant regulierten Zielstrukturen prazise auf molekularer Ebene
adressieren. Beispiele solcher zielgerichteten Therapien sind Kinase- und Checkpoint

Inhibitoren sowie monoklonale Antikérper.

Der erfolgreiche Einsatz des monoklonalen HER2/neu (human epidermal growth receptor 2
oder ERBBZ2, erb-b2 receptor tyrosine kinase 2) Antikérpers Trastuzumab und des bekannten
Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib sind erste Beispiele gerichteter therapeutischer Ansatze.
Diese uber konventionelle Screening-Techniken identifizierten therapeutischen Zielstrukturen
haben in Kombination mit verfugbaren Hochdurchsatzsequenzierungen die molekulare
Charakterisierung und damit die Entwicklung neuer zielgerichteter Substanzen nachhaltig
gefordert. Moderne diagnostisch-therapeutische Konzepte basieren auf molekularen
Charakteristika und fordern Gber den therapeutischen Erfolg die weitere Biomarker-Forschung

und deren Validierung *.
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2.2 Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKIs)
Die Entwicklung von Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKIs) spielt bei zielgerichteten Therapien eine
wichtige Rolle, da Tyrosinkinasen die Initiierung und Progression von Tumoren beeinflussen
kénnen °. Eine Vielzahl von TKIs bindet reversibel oder irreversibel an die hoch konservierten
ATP-Bindungsstellen der Kinasen und inhibiert damit deren Kinaseaktivitat ¢’. Kinasen sind in
der Lage, Phosphatgruppen von ATP auf andere Substrate zu transferieren und regulieren
damit die wichtigsten zelluldren Prozesse wie Proliferation, Uberleben, Apoptose und
Differenzierung -°. Das Eingreifen in diese Prozesse ermdglicht eine gezielte Induktion von
Tumorzelltod und Apoptose. Je nach Typ des Tyrosinkinase-Inhibitors findet die Bindung der
Inhibitoren an die aktive Konformation (Typ |) der ATP Bindungsstelle der Kinasen, die inaktive
Konformation (Typ Il) oder fern von der ATP Bindungsstelle (Typ IlI) statt '°. Unterschieden
werden Nicht-Rezeptor Tyrosin Kinasen (NRTK), Rezeptor Tyrosin Kinasen (RTK),

Serin/Threonin Kinase-Inhibitoren und Lipid Kinase-Inhibitoren "',

Eine der bedeutendsten zielgerichteten Therapien ist die Hemmung der konstitutiv aktiven
Tyrosinkinase (NRTK) BCR::ABL1 (friher BCR-ABL1) bei der chronischen myeloischen
Leukamie (CML). Durch die Translokation von Chromosom 9 und Chromosom 22 entsteht das
fur die CML charakteristische, sogenannte Philadelphia Chromosom (Ph), welches zu
verschiedenen Formen des Fusionsproteins BCR::ABL1 filhrt '2-'*. Die aktive Hemmung
dieser Fusionsproteine Uber den Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib (Glivec®; CGP57148B;
STI571) induziert die Proliferationsinhibition von leukéamischen Zellen '®'6. Durch die
signifikante Verbesserung der 10 Jahres Uberlebensrate (overall survival rate) der CML
Patienten von 78,8 % (Interferon alfa + Cytarabine) auf 83,3 % (Imatinib) wurde Imatinib 2001
von der Food and Drug Administration (FDA) und der European Medicines Agency (EMA)
zugelassen "8, Der Einsatz von Imatinib bei Ph+ akuter lymphatischer Leukamie (ALL) fiihrte
ebenfalls zu einer Zunahme der Uberlebensrate und damit 2013 zur Zulassung als
Erstlinientherapie bei der ALL '%2°, Der BCR::ABL1 Inhibitor Dasatinib (Sprycel®) der zweiten
Generation fand 2006 durch die FDA und EMA bei Ph* CML und ALL die Zulassung. Die
Punktmutation T315I innerhalb des ABL Gens bei der CML stellt allerdings ein Problem bzgl.
der Resistenz gegenuber den Inhibitoren beider Generationen dar. Dies hatte die Entwicklung
der Inhibitoren der dritten Generation zur Folge 2'. Der BCR::ABL1 Inhibitor Ponatinib (Iclusig®)
wurde 2012 durch die FDA und 2013 durch die EMA freigegeben 22. Neben den
Fusionsproteinen wie BCR::ABL1 gehdren weitere intrazelluldare Kinasen zu den NRTKs die
mittels TKI adressiert werden kdnnen. Hierzu gehdren bspw. die Janus Kinase (JAK), die
Spleen Tyrosin Kinase (SYK) und die Bruton’s Tyrosin Kinase (BTK). Durch die FDA wurden
bislang der JAK1/2 Inhibitor Ruxolitinib (Jakafi®), der JAK3 Inhibitor Tofacitinib (Xeljanz®), der

BTK Inhibitor Ibrutinib (Imbruvica®) und der SYK Inhibitor Fostamatinib (Tavlesse®) zugelassen
7,23



Einleitung

2.3 Spleen Tyrosin Kinase (SYK)

2.3.1 Struktur und Funktion
SYK ist eine 72 kDa NRTK, die in hdmatopoetischen Zellen stark exprimiert wird 24, SYK
besteht aus zwei N-terminalen Tandem SH2 Src homology 2 (SH2) Domanen, die von einer
Inter-SH2 Domane (Interdomane A) separiert werden. C-terminal besitzt SYK eine Kinase
Domane, die durch eine Linker Region von der SH2 Domane getrennt wird (Abbildung 5,
Anhang) ?°. Die vielen Tyrosine innerhalb der Linker Region bieten Bindungsstellen fir diverse
Proteine, sobald diese phosphoryliert sind 2. Die SH2 Domanen stellen eine immune receptor
tyrosine-based activating motifs (ITAM) Bindungs-Domane dar. Immunrezeptoren, wie
beispielsweise der B-Zell Rezeptor (BZR), besitzen auf der zytosolischen Seite der
Plasmamembran Ig-a und Ig-B Proteine, die die ITAM Region darstellen und durch
Rezeptorligation phosphoryliert werden 2’-3°. Die dual phosphorylierten ITAMs (ppITAM)
rekrutieren SYK durch die Bindung derer SH2 Domanen. Folglich wird SYK phosphoryliert und
aktiviert und katalysiert somit die Signalweiterleitung unterschiedlicher Signalkaskaden, wie
z.B. Phosphoinositid-3-Kinase/ AKT Serine/Threonine Kinase (PI3K/AKT), Mitogen-Activated
Protein Kinase (ERK) und BTK/ Phospholipase C Gamma 2 (PLCy2) 3'-33, Weiterhin ist SYK
in der Lage, durch Autophosphorylierung oder Phosphorylierung durch andere Kinasen,
rezeptorunabhangig, die Signalweiterleitung zu induzieren 34%. Die durch SYK initiierte
Signalweiterleitung fuhrt zur Aktivierung wichtiger zellularer Prozesse wie Zellproliferation,

Differenzierung, Zytoskelett Remodellierung und Zytokinausschiittung .

SYK spielt in B-Zell Neoplasien, bedingt durch die Funktion innerhalb der B-Zell Reifung, wie
dem Ubergang von pro B- zu pra B-Zellen, sowie der Proliferation und dem Uberleben reifer
B-Zellen, eine wichtige Rolle 243738 Beispielsweise konnen tonische BZR Signale zu einer
konstitutiven Aktivierung von SYK fihren, was SYK als Proto-Onkogen fungieren lasst und
somit zur Tumorigenese von hamatologischen Neoplasien wie der chronisch lymphatischen
Leukamie (CLL) *°, dem Diffus groRzelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL) 4°, dem
Mantelzelllymphom (MZL) #' und dem Follikularen Lymphom (FL) #? fiihrt. Die Rolle bei der
Vorlaufer B-ALL ist allerdings bislang nicht vollstandig geklart. Auf der einen Seite wird von
einer SYK Defizienz in der padiatrischen B-ALL und auf der anderen Seite von einer SYK

Aktivierung bei Hochrisiko Vorlaufer B-ALL Patienten ausgegangen 4344,

2.3.2 SYK als therapeutisches Target in hamatologischen Neoplasien
Der B-Zell Rezeptor Signalweg stellt als wichtiges regulatorisches Netzwerk in
hamatopoetischen Zellen mit seinen BAKs einen maoglichen Angriffspunkt zielgerichteter
Therapien dar. SYK bspw. reguliert durch die proximale Nahe zum BZR und der damit
verbundenen Signalweiterleitung, auch BZR unabhangig, wichtige zellulare Prozesse, die

durch eine gezielte Inhibition beeinflusst werden kénnen. In der CLL konnte bereits gezeigt
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werden, dass SYK anti-apoptotische Funktionen aufweist und das Uberleben von CLL Zellen
reguliert *4%, AuRerdem fiihrte in murinen B-Zell Vorlaufern die Deregulation von SYK zu der
Entwicklung von Blasten und damit zu einer Vorlaufer B-ALL. Dies resultierte in der Annahme,
dass SYK auch in der Vorlaufer B-ALL als Proto-Onkogen fungiert und damit als potentielles

therapeutisches Target in Frage kommt 46,

Der bekannteste SYK Inhibitor Fostamatinib (R788) (TAVALISSE™) wurde 2018 von der FDA
und 2020 von der EMA bei der Autoimmunerkrankung Immunthrombozytopenie (ITP)
zugelassen 7. Die am haufigsten aufgetretenen Nebenwirkungen waren mild oder moderat,
zumeist gut tolerierbar und kontrollierbar und umfassten Diarrhd, Hypertonie, Ubelkeit,
Schwindelanfalle sowie ein erhéhtes Level der Alanin-Aminotransferase und Aspartat-
Aminotransferase “6. Neben den FIT1, FIT2 und FIT3 Studien, die als Grundlage fir die
Zulassung von Fostamatinib dienten, findet man zahlreiche weitere aktive und bereits
beendete Studien zu dem SYK Inhibitor der ersten Generation #’. Die Indikationen der Studien
sind vornehmlich hamatologische Erkrankungen, ITP und rheumatoide Arthritis
(ClinicalTrials.gov: 56 Studien insgesamt; 14.09.2022). Neben der Wirkung des SYK Inhibitors
Fostamatinib bei ITP konnten ebenfalls praklinische Effekte auf B-Zell Neoplasien festgestellt
werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Inhibition von SYK Uber Fostamatinib zu
einer Inhibition der SYK-abhangigen Signalweiterleitung fuhrt, Apoptose in vitro induziert und

die Tumorlast in vivo bei B-Lymphomen und der CLL verringerte 4951,

2.3.3 Spezifischer SYK Inhibitor Entospletinib
Entospletinib wurde als SYK Inhibitor der zweiten Generation entwickelt, mit deutlich héherer
Selektivitdt im Vergleich zu der Prodrug Fostamatinib bzw. R406 und weniger
Nebenwirkungen. Entospletinib ist ein ATP kompetitiver, selektiver und oral verfligbarer SYK
Inhibitor. Er blockiert die Kinasedomane von SYK, indem die ATP Bindungsstelle besetzt und
somit deren Kinaseaktivitit gehemmt wird 2. Die ersten pra-klinischen Studien mit
Entospletinib in der CLL zeigten eine Reduktion der Zellvitalitat in sensitiven CLL Patienten
Zellen und synergistische Effekte in Kombination mit dem PI3K Inhibitor Idelalisib.
Synergistische Effekte konnten ebenfalls bei CLL Patienten Zellen beobachtet werden, die
zuvor resistent gegenlber beiden Monotherapien waren 3. Allerdings ist die Nutzung von
Idelalisib in der Klinik seit August 2016 durch einen Rote-Hand-Brief stark eingeschrankt 4.
Weiterhin konnte eine SYK Inhibition durch Entospletinib Apoptose induzieren und die
schitzende Mikroumgebung in co-kultivierten CLL Zellen in vitro stéren ®°. In vivo konnte beim
Osophaguskarzinom ebenfalls eine Inhibition des Tumorwachstums durch Entospletinib
festgestellt werden 5. Aktuellere praklinische Studien aus dem Jahr 2021 zeigen auch, dass
Entospletinib die Chemosensitivitat in Lungenkrebszellen bei ,multidrug” Resistenz

wiederherstellt °”. AuRerdem zeigte sich eine durch RAS Proto-Oncogene (RAS) und Protein
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Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 11 (PTPN11) Mutationen induzierte Resistenz
gegenuber der SYK Inhibition mittels Entospletinib in der AML, die in Kombination mit einem

MEK (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase) Inhibitor verhindert werden kann %8,

In einer klinischen Phase | Studie zur Prufung der Sicherheit und Vertraglichkeit sowie
pharmakokinetischer- und pharmakodynamischer Analysen konnte gezeigt werden, dass
Entospletinib sowohl in Einzel- als auch in Mehrfachdosen bei gesunden Probanden
vertraglich war und eine bessere Effizienz im Vergleich zu Fostamatinib bzw. R406 zeigte °°.
Die beobachteten Nebenwirkungen waren meist mild bis moderat, ohne das Auftreten von
Grad 4 Nebenwirkungen. Am haufigsten aufgetreten sind Kopfschmerzen, Rhinorrhé und
Schmerzen im Mund Rachen Raum ®. In einer multizentrischen Phase Il Studie aus
Nordamerika (NCT01799889) konnte weiterhin gezeigt werden, dass 61 % der
rezidivierenden oder refraktaren CLL Patienten auf die Therapie mit Entospletinib mit klinisch
akzeptabler Toxizitdt ansprachen ©°. Eine weitere Phase |l Studie (NCT01799889)
demonstrierte, dass Entospletinib eine Option nach nicht-erfolgreicher BZR Inhibition (BTK
oder PI3K3 Inhibition) bei CLL Patienten darstellt 8'. Bei Patienten mit vorangeschrittenem und
rezidiviertem DLBCL konnte in einer Phase Il Studie nur eine eingeschrankte Aktivitat von
Entospletinib nachgewiesen werden, wobei kein Patient eine komplette oder partielle
Remission zeigte 2. Aktuell findet man bei ClinicalTrials.gov 15 Studien zu Entospletinib,
Uberwiegend flr hamatologische Neoplasien (14.09.2022). Die meisten Studien sind bereits
mit Ergebnissen abgeschlossen, zwei befinden sich zurzeit noch in der Rekrutierungsphase

und eine ist aktiv und rekrutiert nicht mehr.
2.4 Bromodomanen und extra-terminale Domanen (BET) Proteine

2.41 Struktur und Funktion
Die Proteine aus der Bromodomanen und extra-terminale Domanen (BET)-Familie,
insbesondere das Bromodomanen-enthaltene Protein 2 (BRD2), BRD3, BRD4 und das
Bromodomanen Testikel-spezifische Protein (BRDT) spielen eine wichtige Rolle bei der
Erkennung von Histonen und der Transkriptionsregulation. BET Proteine fungieren als
epigenetische ,Reader” Proteine, indem sie durch ihre N-terminalen Bromodomanen (BD)
acetyliertes Lysin an Histonen erkennen, dieses binden und anschliefend Komponenten der
Transkriptionsregulationskomplexe  rekrutieren %365 Die Schliisselmediatoren der
Transkriptionselongation BRD2 und BRD4 spielen eine zentrale Rolle in der Initiierung und der
Aufrechterhaltung der Transkription. Wahrend BRD2 mit der RNA Polymerase Il (Pol 1) und
E2F Transkriptionsfaktoren vor allem Promotoren unterschiedlicher Zellzyklusregulationsgene
aktiviert, fungiert BRD4 als Ser2 Kinase, phosphoryliert die Pol Il und initiiert somit die
Transkription. Aul3erdem rekrutiert BRD4 den positiven Transkriptions-Elongations-Faktor-

Komplex (P-TEFb), bindet diesen Uber ihre BDs an acetyliertes Chromatin und startet somit
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den Elongationsprozess. Hinsichtlich dessen, besitzen die BET Proteine wichtige Funktionen

bei der Transkriptionsinitiierung, der Genexpressionsregulation und der Zellzyklusprogression
66-68

2.4.2 BET als therapeutisches Target in hamatologischen Neoplasien

Durch die Funktion der BET Proteine als Transkriptionsinitiatoren kontrollieren sie wichtige
Prozesse innerhalb des Genregulationsprozesses. In unterschiedlichen Tumorentitaten stellen
deregulierte Histonmodifikationen wie Lysinacetylierung oder -methylierung, die die
Genregulation kontrollieren, einen prognostischen Marker dar 6%,  Gain-of-Function“ (GoF)
Translokationen und Uberexpressionen von BET Proteinen kdnnen die Genregulation
verandern und so zu einer aberranten Onkogenexpression fihren 7°72. Die Regulation
wichtiger biologischer Prozesse durch ihre Funktion als Transkriptionsregulatoren machen die
BET Proteine interessant fiir eine gezielte Inhibition. Die ersten BET Inhibitoren JQ1 und
[-BET762 (GSK525762A) wurden 2010 beschrieben 7374, Der BRD4 Inhibitor JQ1 konnte
erfolgreich ein BRD Fusionsonkoprotein vom Chromatin freisetzen, welches beim Nuclear-
protein-in-testis (NUT)-Mittellinienkarzinom durch die ,GoF* Translokation t(15;19)(q14, p13.1)
(BRD4-NUT-Fusionsgen) entsteht und dadurch zu Proliferation und einem
Differenzierungstopp fuhrt 77576, JQ1 ist in der Lage, an die acetylierten Lysin-
Bindungsdomanen der BET Proteine kompetitiv zu binden und somit Apoptose zu induzieren
und die Zellproliferation zu hemmen 73. Durch die Herunterregulierung von Proto-Onkogenen
wie bspw. MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor (MYC) fuhrte die BET Inhibition
auch bei hamatologischen Neoplasien ohne BRD4 Aberrationen zu Anti-Tumor-Aktivitat 707177~
® Auch konnten bereits bei der akuten myeloischen Leukdmie (AML) anti-leukdmische
Effekte, Apoptose-Induktion und MYC Herunterregulation durch eine BET Inhibition gezeigt
werden 882, Basierend auf diesen Ergebnissen folgten einige klinische Studien in soliden und
hamatologischen Neoplasien, bislang (14.09.2022) allerdings ohne Zulassung durch die FDA
oder EMA 8384,

2.4.3 Pan BET Inhibitor I-BET151
Bei I-BET151 (GSK1210151A) handelt es sich um einen pan-BET Inhibitor der selektiv BRD2,
BRD3, BRD4 und indirekt BRD9 inhibiert. Er wurde 2011 als optimierte Variante mit
verbesserter Wirksamkeit, Selektivitat, Pharmakokinetik und Halbwertszeit im Vergleich zur
Vorgangersubstanz |-BET762 entwickelt. [|-BET151 bindet die acetylierte Lysin-
Erkennungssequenz BD1 der BRD Proteine und setzt sie vom Chromatin frei 7. |-BET151
zeigte bei leukamischen Zelllinien mit unterschiedlichen onkogenen Treibermutationen vor
allem eine hohe Effizienz bei KMT2A-rearrangierten Leukamien. Aufderdem konnten Apoptose
und ein Zellzyklusarrest in diesen Zellen durch die BET Inhibition induziert werden.

Genexpressionsanalysen in diesen Zelllinien zeigten vor allem die Herunterregulierung von
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KMT2A Zielgenen wie BCL2 Apoptosis Regulator (BCL-2), Cyclin Dependent Kinase 6 (CDK®6)
und MYC . Die BET Inhibition durch I-BET151 zeigte weiterhin eine Anti-Tumor-Aktivitat in
unterschiedlichsten Tumorentitaten, darunter hamatologische Neoplasien wie AML, ALL,
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) und in soliden Tumoren wie Mammakarzinom, Gliom,
Melanom, Ovarialkarzinom u.m. 8. Klinische Studien mit I-BET151 laufen derzeit nicht
(14.09.2022).

2.4.4 Isoform-spezifischer und bivalenter BET Inhibitor AZD5153

Bei AZD5153 hingegen handelt es sich um einen isoform-spezifischen, selektiven, oral
verflugbaren BRD4 Inhibitor. AZD5153 ist ein bivalenter BET Inhibitor, d.h. ein Molekdl ist in
der Lage, beide BDs des BRD4 Proteins simultan zu binden. Im Vergleich dazu binden JQ1,
I-BET762 und I-BET151 monovalent an die BET Proteine (ein Molekil pro BD). Die simultane
Ligation beider BDs durch AZD5153 fihrt zu einer effizienteren Freisetzung des BRD4 vom
Chromatin bei geringeren Konzentrationen. Die Testung von 60 hamatologische Zelllinien auf
ihre Sensitivitat gegenliber AZD5153, zeigte stark anti-proliferative Effekte bei allen getesteten
Zelllinien. Unabhangig von der Sensitivitit gegenuber AZD5153 wurde MYC in
unterschiedlichen hamatologischen Zelllinien effizient herunterreguliert. Auch hierbei zeigte
sich eine starkere Herunterregulation durch AZD5153 im Vergleich zur Vorgangersubstanz
[-BET762. In vivo zeigte AZD5153 ebenfalls Anti-Tumor-Aktivitdt in hamatologischen
Xenograft Modellen . Neuste Untersuchungen aus dem Jahr 2022 zeigen, dass AZD5153
auch beim hepatozellularem Karzinom (HCC) in vitro und in vivo anti-proliferative Effekte und
genexpressionsmodulatorische Effekte aufweist 8. Aktuell laufen vier klinische Studien mit
AZD5153, von diesen sind zwei bereits abgeschlossen, eine in der Rekrutierungsphase und
eine rekrutiert zurzeit noch nicht (14.09.2022).

2.5 Kombinationstherapeutische Ansatze
Weinstein postulierte bereits 2002, dass die Inhibition von aktivierten Onkogenen oder
inaktivierten Tumorsuppressorgenen zur Wachstumsinhibition von Tumorzellen flhrt,
aufgrund ihrer starkeren Abhangigkeit diesen gegeniber im Vergleich zu nicht-neoplastischen
Zellen. Weiterhin verdeutlicht er, dass es die Kombinationsansatze sein werden, die fir eine
effektive Krebstherapie benétigt werden, da es durch Einzelsubstanzen zu Substanz-
vermittelten Mutationen kommen kann . Neben den konventionellen therapeutischen
Interventionen wie  Resektion, Bestrahlung und Chemotherapie, ermoglichen
Kombinationsansatze mit Chemotherapeutika und TKls eine noch gezieltere Therapie
basierend auf den individuellen molekularen Signaturen der Patienten. Entscheidende Vorteile
von kombinationstherapeutischen Ansatzen sind neben der Verringerung von
Nebenwirkungen durch reduzierte Dosierungen, auch die Verringerung von ,Drug Escape®

Mechanismen und die Vermeidung von Resistenzbildungen . Durch den erfolgreichen
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Einsatz von Kombinationsansatzen bei unterschiedlichsten Entitdten, wurden bereits viele
Kombinationen durch die FDA und EMA zugelassen. Die wohl bekannteste
Kombinationstherapie ist die Kombinationschemotherapie CHOP welche bei hochmalignen
Lymphomen wie der DLBCL angewandt wird. Die Kombinationstherapie besteht aus den
Wirkstoffen Cyclophosphamid (C), Doxorubicin (Hydroxydaunorubicin (H)), Vincristin
(Onkovin® (0O)) und Prednisolon (P). Die Hinzunahme des monoklonalen CD20-Antikdrpers
Rituximab erganzte die Kombinationschemotherapie als Immunchemotherapie ,R-CHOP* und
wurde von der FDA als Erstlinientherapie bei der DLBCL im Jahr 2006 zugelassen. Die
Hinzunahme von Rituximab konnte die 2 Jahres Uberlebensrate (overall survival rate) der
DLBCL Patienten von 57 % auf 70 % und die Vollstandige Remission (CR) von 63 % auf 76 %
erhéhen . Auch TKIs werden als Kombinationsanséatze intensiv praklinisch und klinisch
evaluiert. So wurde beispielsweise der BTK Inhibitor Acalabrutinib bei Patienten mit CLL als
Monotherapie oder in Kombination mit dem monoklonalen CD20-Antikdrper Obinutuzumab
von der FDA und der EMA zugelassen °'. Ebenfalls der FLT3 Inhibitor bei der FLT3-mutierten
AML in Kombination mit Chemotherapie °. Ein im Jahr 2014 durch die FDA zugelassener
Kombinationsansatz zur Vermeidung der Resistenzbildung, ist die Verwendung des B-Raf
Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase (B-Raf) Inhibitors Dabrafenib mit dem MEK

Inhibitor Trametinib beim mutierten V600E/K und metastasierten Melanom 94,

2.5.1 Kombinationstherapien mit SYK oder BET Inhibition
Praklinisch werden verschiedene Kombinationsansatze in vitro und in vivo untersucht.
Darunter Kombinationsansatze mit SYK oder BET Inhibition. Der erste Kombinationsansatz
von Entospletinib mit dem PI3Kd Inhibitor Idelalisib zeigte in Kombination deutlich
synergistische Effekte bei der CLL 3. Die entsprechende Phase Il Studie bei CLL und NHL
wurde allerdings aufgrund starker Nebenwirkungen abgebrochen %°. Eine neuere Studie
(AALLO631) aus dem Jahr 2021 bei der kindlichen ALL zeigt, dass die Kombination aus
Entospletinib und Vincristine (VCR) bei RAS-wildtyp KMT2A-rearrangierten ALL Patienten
Proben in vivo die Proliferation im Vergleich zur Monotherapie effizient inhibierte %. Die RAS
vermittelte Resistenz gegeniber einer SYK Inhibition bei der AML konnte 2019 in einer
weiteren Studie, durch die Kombination mit dem MEK Inhibitor PD0325901, ausgehebelt
werden, sowohl bei AML Zelllinien in vitro als auch bei patientenabgeleiteten Xenografts
in vivo %8. Auch ist Entospletinib in der Lage, die Sensitivitat gegeniiber dem BCL-2 Inhibitor

Venetoclax in CLL Patienten Zellen wiederherzustellen 7.

Die Kombinationen mit Entospletinib werden auch klinisch erfolgreich getestet. Dabei zeigte
sich beispielsweise in Phase | Studien (2019 und 2021) eine gute Vertraglichkeit von
Entospletinib und dem BTK Inhibitor Tirabrutinib in der CLL (NCT01799889) ' und DLBCL
(NCT02457598) 8. Auch die Kombination aus Entospletinib und Chemotherapie zeigte eine
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gute Vertraglichkeit in einer international-multizentrischen Phase Ib/Il Studie von 2020 bei der
AML mit HOXA9/MEIS1 Uberexpression (NCT02343939) . In einer Phase /Il
Dosiseskalationsstudie von 2021 bei CLL und NHL wurde die Kombination aus Entospletinib
mit dem CD20-Antikérper Obinutuzumab getestet. Auch hier zeigte sich eine gute
Vertraglichkeit und Wirksamkeit (NCT03010358) ' . Eben diese Kombination zeigte in der
CLL eine Herunterregulation von Myeloid Cell Leukemia Sequence 1 (BCL2-Related) (MCL1)
und Programmed Cell Death 1 (PD-1). Zweiteres fiihrt zu der Annahme, dass diese
Kombination eine immunmodulatorische Funktion hat und teilweise die T-Zell Immunitat

wiederherstellt 101,

Auch Kombinationen mit BET Inhibitoren werden praklinisch intensiv untersucht
(Ubersichtsarbeit von Doroshow, Eder & LoRusso, 2017 ®) und zeigen allesamt
weitestgehend synergistische Effekte. Der isoform spezifische BET Inhibitor AZD5153
demonstriert beispielsweise eine verbesserte Wirksamkeit des PARP Inhibitors BMNG73 bei
Kolonkarzinomzelllinien %2, Die Kombination von AZD51532 mit dem Cyclin-abhangigen
Kinase Inhibitor (CDK1, 2, 5, und 9) Dinaciclib fihrte in vivo zu einem verringertem
Tumorvolumen im Neuroblastom PDX Modell "%, AuRerdem war AZD5153 in der Lage, die
Sensibilitdt gegenlber dem CDK4/6 Inhibitor Palbociclib im Organoid- und Xenograft Modell
wiederherzustellen und durch Zellzyklusarrest und Apoptose-Induktion synergistisch zu
agieren %4, Ebenfalls konnte die Kombination aus AZD5153 und dem WEE1 G2 Checkpoint
Kinase (WEE1) Inhibitor AZD1775 die Zellproliferation synergistisch senken und das
Tumorwachstum in vivo beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom verringern '%. Der pan
BET Inhibitor I-BET151 in Kombination mit dem Zytostatikum Temozolomid induziert in vitro
und in vivo synergistische Effekte in Glioblastomzelllinien °¢. AuBerdem konnten beim
metastasierendem Melanom in Kombination mit dem MCL-1 Inhibitor S63845 synergistische
Effekte in vitro, in 3D Spheroiden und in vivo nachgewiesen werden %7, In BET Inhibitor (BETi)
resistenten Leukamie Zellen konnte in vitro und in vivo die Kombination aus I-BET151 und

dem CDK?7 Inhibitor THZ1 das Tumorwachstum verringern "%,

Kombinationsansatze, auch mit TKls, scheinen aufgrund der Vielzahl erfolgreicher
praklinischer und klinischer Daten eine sinnvolle Alternative zu den konventionellen
therapeutischen Interventionen zu bieten. Die intensive Testung neuer Kombinationen stellt
dabei einen wichtigen Ansatz zur Evaluierung der Wirksamkeit, Vertraglichkeit und Toxizitat
bzgl. neuer kombinationsspezifischer Nebenwirkungen dar. Die Untersuchungen zur
Aufklarung der zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind dabei von entscheidender
Bedeutung. Modellorganismen stellen dabei die Briicke in der translationalen Forschung dar,

diese Fragen zu beantworten.

10
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2.6 Der Hund als Modellorganismus - Ubertragung ins canine Modell
Modellorganismen und Tiermodelle sind in der biomedizinischen und translationalen
Forschung zur Evaluierung und Validierung von in vitro generierten Daten wichtig.
Insbesondere fiir die praklinische Substanztestung sind Modellsysteme unabdingbar.
Wahrend Zellkulturen ein schnelles, robustes und reproduzierbares Testsystem darstellen,
fehlt den Zellen, bedingt durch das Wachstum in 2D Monolayer-Kulturen, die Komplexitat der
Tumormikroumgebung und die daraus resultierende Interaktionen zu nicht-malignen Zellen,
Stroma und Immunzellen '°°. Konventionelle in vivo Maus Modelle Uberwinden partiell diese
Problematik. Die experimentelle Verifikation im in vivo Mausmodell ist allerdings limitiert durch
die artifiziellen Eigenschaften, die das Mausmodell mit sich bringt. Dies sind vor allem die
Problematik der fehlenden Ubertragbarkeit, Inzucht und damit fehlende genetische
Heterogenitat, Unterschiede im Immunsystem und Immundefizienz %2, Auch die
Entstehung von Tumoren erfolgt zumeist artifiziell, durch die Xenotransplantation von

humanen Tumorzellen in immunsupprimierte Mause oder genetisch veranderte Mausmodelle
113

Das canine Modell kann einen Teilaspekt dieser Limitationen Uberwinden. Durch die
Ahnlichkeit morphologischer, biologischer und molekularer Signaturen,
Behandlungsprotokolle und Ansprechbarkeit stellt das canine DLBCL Modell ein
ausgezeichnetes Pendant zum Menschen dar. Eine ahnliche Tumorprasentation und die
Anwesenheit eines funktionstiichtigen Immunsystems machen dieses alternative
Auszuchtmodell so interessant '". Durch die Ubertragbarkeit und den direkten Transfer
kénnen beide Spezies von diesem komparativen, onkologischen Ansatz profitieren. In enger
Abstimmung mit Veterindrmedizinern kénnen Forschungsergebnisse, mit verringertem
Aufwand, in die veterinarmedizinische Patientenversorgung einflieRen. Durch die langjahrige
Kooperation mit der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover (Prof. Dr.med.vet. Ingo Nolte)
sind Heilversuche im Hund mit DLBCL mdglich. Trotz CHOP Protokoll ist es durch die fehlende
Méglichkeit, Rituximab aufgrund der zu geringen Affinitdt zum caninen CD20 in diese
Kombination mit aufzunehmen, und dem Relaps nach ca. 12 Monaten, notwendig, neue
Therapiestrategien auch im Hund zu evaluieren ''®''6. Die Mdglichkeit, vielversprechende
in vitro generierte humane und canine Daten direkt auf den Hund Ubertragen zu kdnnen, stellt

einen richtungsweisenden Ansatz als Zwischenschritt zur klinischen Testung und Studie dar.

11
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3. Zielstellung

Zielgerichtete Therapien mittels ,small molecules® wie den TKIs konnten sich im Laufe der
letzten Jahre durch ihren erfolgreichen Einsatz, auch bei hamatologischen Neoplasien, als
mono- und kombinationstherapeutische Ansatze etablieren. Die gezielte Inhibition aberrant
regulierter Zielstrukturen und der daraus resultierend veranderten Signaltransduktion erlaubt
ein spezifisches und begrenztes Eingreifen in den Organismus, einhergehend mit der
Einddmmung des Tumorwachstums oder dem Induzieren des Tumorzelltodes. Bei
hamatologischen Neoplasien kdnnen unter anderem B-Zell Rezeptor assoziierte Kinasen
(BAKs) oder epigenetische Regulatoren von Mutationen oder einer aberranten Regulation

betroffen sein.

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war die Evaluation der wirkstoffinduzierten Effekte
durch die Inhibition von SYK und BET Proteinen, sowie deren simultane Inhibition in humanen
und caninen Zelllinien hamatologischer Neoplasien. Die zell- und molekularbiologische
Charakterisierung erfolgte in einem in vitro Ansatz hamatologischer Zelllinien des B-Zell Typs.
Hierzu gehdren unter anderem Zelllinien der B-ALL sowie des DLBCL und des
Burkitt-Lymphoms (BL).

Folgende Zielstellungen wurden im Rahmen dieser Arbeit verfolgt, bearbeitet und erfolgreich
publiziert, um die Funktion von SYK und die Kombinationsinhibition in hamatologischen

Neoplasien zu evaluieren:

1. Charakterisierung und Evaluation von SYK als Zielstruktur in humanen Zelllinien der
Vorlaufer B-ALL unterschiedlichen Subtyps (pro B-ALL und pra B-ALL) (Arbeit 1)

2. Evaluierung der zell- und molekularbiologischen Effekte nach SYK Inhibition mit
Entospletinib in humanen B-ALL Zelllinien (Arbeit I)

3. Vergleichender Ansatz von pan-BET und isoform-spezifischer BET Inhibition in
humanen B-Lymphom-Zelllinien (Arbeit Il) und der caninen DLBCL Zelllinie CLBL-1
(Arbeit 111)

4. Evaluierung der zellbiologischen Effekte der simultanen Inhibition von BET und SYK in
humanen B-Lymphom-Zelllinien (Arbeit Il) und der caninen DLBCL Zelllinie CLBL-1
(Arbeit 111)

5. Charakterisierung der kombinationsinduzierten Genexpressionsmodulation durch
simultane SYK und BET Inhibition in der humanen DLBCL Zelllinie SU-DHL-4
(Arbeit Il)

12
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4. Methoden

Der detaillierte methodische Ablauf kann den angehangten Originalpublikationen sowie den
zitierten Literaturstellen entnommen werden. Die fur die Arbeit wichtigsten Methoden sind im
Folgenden in Kirze zusammengefasst. Eine Ubersichtsdarstellung der

Expositionsexperimente aller drei Arbeiten kann der Abbildung 1 enthommen werden.
4.1 Evaluation der Substanzinduzierten Effekte in vitro

4.1.1 Verwendete Zelllinien

In der hier vorliegenden Arbeit wurden humane und canine hamatologische Zelllinien des
B-Zell Typs verwendet. Fir die Arbeit | wurden drei humane Zelllinien der B-ALL untersucht,
darunter die pra B-ALL NALM-6, pro B-ALL SEM und pro B-ALL RS4;11. Das grofte
Unterscheidungsmerkmal dieser Zelllinien ist der Vorlaufer B-Zell Rezeptor auf der
Zelloberflache der pra B-ALL NALM-6 (pra-BZR*), welcher auf den pro B-ALL Zelllinien (pra-
BZR") nicht vorliegt. Aulerdem tragen SEM und RS4;11 die KMT2A::AFF1 (frher: MLL-AF4)
Translokation t(4;11). Weiterhin wurden flr Arbeit Il vier humane B-Zell Lymphom-Zelllinien
verwendet. Dabei handelt es sich um zwei BL Zelllinien (DG-75 und RAJI), sowie zwei DLBCL
Zelllinien (SU-DHL-4 und U-2946). In Arbeit Ill wurde vergleichend zu Arbeit Il die canine
DLBCL Zelllinie CLBL-1 verwendet (Tabelle 1). Detaillierte Informationen zu den Zelllinien sind
dem Anhang zu entnehmen (Tabelle 2). Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte gemaf der vom
Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
vorgegebenen Kultivierungsinformationen bei 37 °C und 5 % CO2.

Tabelle 1: Verwendete humane und canine hamatologische Zelllinien Es wurden Zelllinien von drei
unterschiedlichen hamatologischen Neoplasien verwendet. Jeweils drei humane Zelllinien der B-ALL, zwei humane
Zelllinien des BL, zwei humane Zelllinien des DLBCL und eine canine Zelllinie des DLBCLs. Eine detaillierte

Auflistung inklusive der Zelllinien Charakteristika befindet sich im Anhang (Tabelle 2). GCB: Germinal Center
B-Cell-like; ABC: Activated B-Cell-like

Entitat Zelllinie Spezies Subtyp
NALM-6 Homo sapiens pra B-ALL
B-Zell akute lymphatische Leukamie SEM Homo sapiens pro B-ALL
RS4;11 Homo sapiens pro B-ALL
. DG-75 Homo sapiens
Burkitt Lymphom RAJI Homo saEiens
SU-DHL-4 Homo sapiens GCB
Diffus groRzelliges B-Zell-Lymphom U-2946 Homo sapiens ABC

CLBL-1 canis lupus familiaris ABC
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Abbildung 1: Ubersichtsdarstellung der Expositionsexperimente aus Arbeit | — lll Schematische Darstellung der Einzelsubstanzapplikationen oder Kombinationsexpositionen

der drei Inhibitoren Entospletinib, AZD5153 und I-BET151 auf humane B-ALL, BL oder DLBCL Zelllinien oder auf die canine DLBCL Zelllinie CLBL1. Obligat gekennzeichnete
Methoden wurden an allen Zelllinien durchgefiihrt. Optional gekennzeichnete Methoden wurden an einem Teil der Zelllinien durchgefiihrt.
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4.1.2 Substanzexpositionen
Fir alle Expositionsexperimente wurden die Zelllinien mit einer Dichte von 0,33x10° Zellen/ ml
in Zellkulturplatten eingesat. Die Zelllinien wurden mit den Einzelsubstanzen Entospletinib
(0,001 yM — 20 uM), AZD5153 (0,001 uM — 10 pM), I-BET151 (0,001 uM — 10 uM) fir 24 h —
72 h inkubiert, wohingegen Kombinationsexperimente mit IC2y angenaherten Werten bei einer
Inkubation von 72 h erfolgten. Dimethylsulfoxid (DMSO) fungierte bei allen Experimenten als
Kontrollsubstanz. Alle Experimente wurden in mindestens drei biologischen Replikaten

angefertigt.

4.1.3 Evaluation zellbiologischer Parameter
Nach jeweiliger Substanzexposition (Einzelsubstanz- und Kombinationsexposition) erfolgte

die Bestimmung zellbiologischer Parameter (siehe Abbildung 1).

4.1.3.1 Bestimmung der Zellproliferation und der metabolischen Aktivitat
Die Zellproliferationsbestimmung erfolgte Uber eine Trypanblau-Farbung mit anschlieRender

Zellzahlung.

Die Evaluation der metabolischen Aktivitat erfolgte Uber das Tetrazoliumsalz WST-1
(TaKaRa Bio Inc., Kusatsu, Japan), welches in metabolisch aktiven Zellen zu Formazan
umgewandelt wird und anschlieRend eine spektrophotometrische Messung erlaubt 7. Die

Messungen erfolgten in technischen Triplikaten nach 2 und 3 Stunden WST-1-Inkubation.

4.1.3.2 Durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptose-Induktion
Die Apoptose-Induktion wurde durchflusszytometrisch (FACSVerse™ und FACSSuite
Software (Version 4.0.2) Becton, Dickinson and Company (BD)) mittels Annexin V-FITC/
Propidiumiodid (Pl) Doppelfarbung bestimmt. Annexin V bindet Phosphatidylserine die
wahrend der Apoptose an die Auldenseite der Zellmembran verlagert werden. Das flr lebende
und frihapoptotische Zellen membranundurchlassige Pl gelangt in die spatapoptotischen und

nekrotischen Zellen und lagert sich dort in die DNA ein.

4.1.3.3 Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellzyklusmodulation
Fur die Zellzyklusanalysen wurde ebenfalls der DNA-interkalierende Farbstoff Pl verwendet,
um den DNA Gehalt der Zellen nach Exposition zu bestimmen. Die Messung erfolgte am
FACSVerse™ und die Auswertung mittels der Software FlowJo (BD).

4.1.3.4 Morphologische Charakterisierung mittels Pappenheimfarbung
Eine morphologische Charakterisierung der Zellen nach Exposition erfolgte mittels Farbung
nach Pappenheim (May-Grunwald/ Giemsa). Die anschlieRende mikroskopische Auswertung
erfolgte am EVOS® XL Core Imaging System (AMG, Washington, DC, USA).
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4.1.3.5 Immunfluoreszenzfarbung zur Detektion von SYK

Mittels Immunfluoreszenzfarbungen wurde die zellulare SYK Expression charakterisiert.
Hierfir wurden Zellen zunachst mit einem primaren SYK Antikérper (sc-1240, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, TX, USA) und anschliefiend mit sekundarem Fluorochrom-
markiertem Antikorper (goat Anti-mouse IgG Alexa Fluor Plus 488, Thermo Fisher Scientific,
MA, USA) inkubiert. Die Zellkerne wurden DAPI gefarbt (ROTI®Mount FluorCare DAPI, Carl
Roth, Karlsruhe, Germany). Die Fluoreszenzaufnahmen erfolgten am Nikon Eclipse TE2000-E
Konfokalen Laser Scanning Mikroskop mittels EZ-C1 Software (Nikon, Disseldorf, Germany,
Version 3.80). Die Verarbeitung der Bilder erfolgte mit der ImageJ/Fiji Software
(Version 1.49b / Java 1.6.0_24).

4.1.3.6 Intrazelluldre Farbung von Phosphoproteinen mittels Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrische Bestimmung intrazellularer Proteine und Phosphoproteine
erfolgte ebenfalls am FACSVerse™. Die fixierten und permeabilisierten Zellen wurden mit
bereits konjugierten Antikérpern (SYK-FITC und pSYK (Y348)-PE) inkubiert und die mittlere

Fluoreszenzintensitat (MFI) anschlieliend durchflusszytometrisch bestimmt.

4.1.4 Evaluation molekularbiologischer Parameter
Neben der Bestimmung zellbiologischer Parameter, erfolgten ebenfalls molekularbiologische

Analysen.

4.1.4.1 Proteinexpressionsbestimmung mittels Western Blot

Die Bestimmung der Proteinexpression erfolgte Uber Western Blot Analysen. Die exponierten
Zellen wurden mit RIPA Puffer und Ultraschall lysiert und anschlieRend Uber den Bradford
Protein Assay (Bio-Rad, Minchen, Germany) quantifiziert. Die denaturierten Proteine wurden
mittels Criterion TGX Precast Gels (Bio-Rad) gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels
Trans-Blot® TurboTM Transfer System (Bio-Rad) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)
Membran Ubertragen. Nach einer einstindigen Inkubation in Odyssey Blocking-Puffer
(LI-COR, Nebraska, USA), erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikdrper und
anschlief’end dem sekundaren fluoreszenzgekoppelten Antikérper. Die Detektion der Proteine
erfolgte am LI-COR Odyssey® CLx Imaging System und die Auswertung anschlieRend mittels
Image Studio Lite Software (LI-COR).

4.1.4.2 RNA Isolation
Alle RNA Isolationen erfolgten mittels miRNeasy Mini Kit (QIAGEN, Venlo, Niederlande)

gemal Herstellerangaben '8,

4.1.4.3 Targeted RNA Panel Sequenzierung mittels PGM
Genexpressionsanalysen wurden mittels AmpliSeq RNA targeted sequencing am lon Personal

Genome Machine™ (PGM™) System (lon Torrent™) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
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Massachusetts, USA) und einem eigens designtem RNA Primer Panel durchgefihrt. Die RNA
Library Praparation erfolgte geman Herstellerangaben (lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0 - USER
GUIDE - MAN0006735). Dabei wird die RNA quantifiziert, in cDNA umgeschrieben, die cDNA
amplifiziert, die Amplikons teilverdaut, an Adapter ligiert und aufgereinigt. Nach erfolgreicher
Library Herstellung werden die Proben mittels lon Library TagMan Quantification Kit (Thermo
Fisher Scientific) quantifiziert und es folgt eine klonale Amplifizierung, die Isolierung template-
positiver Partikel und schlie3lich der Sequenzierlauf am PGM. Die Auswertung der Daten
erfolgte mittels Transcriptome Analysis Console (TAC) Software (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA, Version 4.0.0.25).

4.1.4.4 Transkriptomanalysen mittels RNA Sequenzierung

Gesamt-Transkriptomanalysen erfolgten Uber RNA Sequenzierung in Kooperation mit der
Firma Chronix Biomedical GmbH. Fir die Herstellung der Sequenzierlibraries wurde 1 ug
Gesamt-RNA mit einer RNA integrity number (RIN) > 8 verwendet. Es erfolgte die
Anreicherung der Poly-A RNA mittels NEBNext Poly (A) mRNA Magnetic Isolation Module
(New England Bioabs, Ipswich, USA) und die Adapterligation mittels NEBNext Ultra RNA
preparation Kit (New England Biolabs). Der Sequenzierlauf erfolgte auf einem lllumina
NextSeq500 (lllumina, San Diego, USA) mit ca. 30 x 10° Reads pro Probe.

4.1.4.5 Genexpressionsanalysen mittels Microarray
Die Genexpressionsanalysen mittels Microarray erfolgten in Kooperation mit Dr.rer.nat. Dirk
Koczan aus dem Institut fir Immunologie der Universitatsmedizin Rostock. Die RNA Qualitat
wurde mittels Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) bestimmt und RNA mit einer
RIN > 9.4 verwendet. 200 ug Gesamt RNA wurden flr die Synthese der Erststrang cDNA
genutzt. Anschlieend erfolgte die Zweitstrang cRNA Synthese. Die Aufreinigung der cRNA
erfolgte Uber eine magnetische Bead-basierte Methode. Weiterhin wurden 15 pg cRNA fir den
zweiten Zyklus der ,sense“ Strang Einzelstrang-cDNA Synthese verwendet, gefolgt von der
RNase H Hydrolyse, Aufreinigung und Quantifizierung. 5.5 pug Einzelstrang cDNA wurde
fragmentiert und anschlieRend mittels Bioanalyzer kontrolliert, gefolgt von der Biotin-End-
Markierung. Die Hybridisierung erfolgte dann im GeneChip Hybridisierungsofen 645
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) bei 45°C Uber Nacht, gefolgt von einem Waschschritt und
der Farbung in der Affymetrix Fluidics station 450. SchlieBlich wurden die Microarrays im

GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix) bei einer Auflésung von 0.7 Mikron gescannt.

4.1.4.6 Bioinformatische Auswertung der Genexpressionsanalysen
Die bioinformatische Auswertung der Genexpressionsanalysen mittels RNA Sequenzierung
und Microarray Analysen erfolgten in enger Kooperation mit Dr. Daniel Palmer und
Prof. Dr.rer.nat. Georg Fullen aus dem Institut fir Biostatistik und Informatik in Medizin und
Alternsforschung (IBIMA).
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4.2 Statistik, lllustration und Synergieberechnung
Die statistischen Analysen und grafischen Darstellungen erfolgten mit der GraphPad Prism
Software (San Diego, CA, USA, Version 8.0.2). In den Abbildungen sind jeweils der Mittelwert
und die Standardabweichung (xSD) dargestellt. Die Normalverteilung der Daten wurde mittels
Shapiro-Wilk Test Uberpruft. Statistische Signifikanzen der normalverteilten Daten wurden
mittels one-way ANOVA (Dunnett’s multiple comparison Test oder Tukey’s Test als Post-hoc-
Analyse) oder t-Test und die nicht-normalverteilten Daten mittels Kruskal-Wallis Test
berechnet. Statistische Signifikanzen wurden mit *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (n = 3)

dargestellt.

Die mathematische Berechnung der synergistischen Effekte erfolgte nach dem Bliss-
Independence Modell (EA+EB - EA EB), wobei ein berechneter Erwartungswert aus den

Effekten der Kombination mit dem experimentellen Wert verglichen wird '°.
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5. Ergebnisse

Die wesentlichen Ergebnisse werden im folgenden Ergebnisteil, thematisch geordnet nach der
jeweiligen Originalarbeit, zusammengefasst. Ebenfalls wird der Eigenanteil der zur

Dissertation eingereichten Publikationen stichpunktartig dargestellit.

Neben den im Text zur Verfigung gestellten lllustrationen sind weitere Abbildungen sowie
detaillierte Ergebnisdarstellungen den jeweiligen Originalarbeiten (Abschnitt 12) zu

entnehmen.

5.1 Arbeit |

Precursor B-ALL cell lines differentially respond to SYK inhibition by

entospletinib

Sender S., Sekora A., Villa Perez S., Chabanovska O., Becker A., Ngezahayo A,
Junghanss C., Murua Escobar H.

Int. J. Mol. Sci. 2021 Jan 8;22(2):E592. doi: 10.3390/ijms22020592.
Impact Factor 2019/20: 4.556

Eigenanteil an der Originalarbeit:

= Grundlegende Beteiligung an der Studienplanung

»  Durchfihrung aller in vitro Arbeiten: Western Blots, Immunfluoreszenzfarbungen,
intrazellulare Farbung und Durchflusszytometrie, Nukleinsaureisolierungen, RNA
Panel Design mittels lon AmpliSeq Designer, RNA Panel Sequenzierung,
Zellvitalitdtsbestimmungen (Proliferation und metabolische Aktivitat),
Apoptose/Nekrose Messungen mittels Durchflusszytometrie, morphologische
Untersuchungen nach Pappenheim, Beteiligung an den Zellzyklusbestimmungen

= Datenauswertung, Analyse, Interpretation und grafische Darstellungen aller hier
gezeigten Ergebnisse

= Vollstandige initiale Verfassung des Manuskripts

= Bearbeitung der Revision des Manuskripts nach Begutachtung der Co-Autoren und

wahrend des peer-review Verfahrens
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Die hier vorgelegte Arbeit | untersucht die Charakterisierung von SYK als potentielles

therapeutisches Target in Vorlaufer B-ALL Zelllinien in einem zellbasierten in vitro Ansatz.

Zunachst wurden drei Vorlaufer B-ALL Zelllinien (pré B-ALL Zelllinie NALM-6 und pro B-ALL
Zelllinien SEM und RS4;11) auf die Expression von SYK hin untersucht, indem die basale
Proteinexpression  mittels Western Blot, Immunfluoreszenz und intrazellularer
Durchflusszytometrie bestimmt wurde. NALM-6 zeigte dabei die starkste SYK Expression,
unabhangig von der zu testenden Methode. Die Zelllinien SU-DHL-4 (DLBCL) und SUP-T1
(T-Zell Lymphom) fungierten dabei als Positiv-, bzw. Negativkontrolle. Die aktive,
phosphorylierte Form von SYK (pSYK) wurde Uber unterschiedliche Phosphorylierungsstellen
ebenfalls Gber Western Blot und intrazellulare Farbung ermittelt, wobei SEM die starkste pSYK

Expression zeigte (Arbeit |, Abbildung 1).

Die Inhibition und Sensitivitat der Zelllinien gegenliber dem SYK Inhibitor Entospletinib wurde
uber die Bestimmung der Zellproliferation und der metabolischen Aktivitat (24 h, 48 h, 72 h)
analysiert. Es zeigte sich eine zeit- und konzentrationsabhangige Abnahme der Zellvitalitat in
der pra B-ALL NALM-6 und der pro B-ALL SEM. Die pro B-ALL RS4;11 war weitestgehend
resistent gegenlber der Entospletinib  Applikation (Arbeit |, Abbildung 3).
Durchflusszytometrisch wurde die durch Entospletinib bedingte Apoptose-Induktion bestimmt
und zeigte eine deutliche Zunahme von friih- und spatapoptotischen/ nekrotischen Zellen in
den hohen Entospletinib Konzentrationen in den Zelllinien NALM-6 und SEM. Morphologisch
zeigten sich hier ebenfalls Veranderungen, die auf eine Apoptose-Induktion und Stress der
Zellen hindeuten (Arbeit |, Abbildung 4). Zellzyklusmodulationen konnten durch die

Entospletinib Exposition in den Zelllinien nicht nachgewiesen werden (Arbeit |, Abbildung 5).

Uber eine RNA Panel Sequenzierung und eines eigens designten Primerpanels (inkl. 179
Gene) wurde die Genexpression von im B-Zell Rezeptor- und PI3K Signalweg enthaltenen
Genen bestimmt. Hierbei zeigte sich eine signifikante Genmodulation der Signalwege nach
Entospletinib Exposition vorrangig in NALM-6 Zellen, wobei PTPN6 und BCL-6, als am
starksten modulierte Gene und potentielle Hauptmodulatoren identifiziert werden konnten
(Arbeit |, Abbildung 6). Die Expression von downstream Proteinen (Arbeit |, Abbildungen 7,8
und 9) zeigte eine Abnahme von pSHP-1 und BCL-6 in NALM-6 Zellen. Eine signifikante
Abnahme der pSYK Expression an zwei Phosphorylierungsstellen konnte bei SEM beobachtet
werden. Damit einhergehend konnte auch eine Abnahme von p53 festgestellt werden. Bis auf
die Verminderung des pERK1/2 Levels konnten bei RS4;11 keine weiteren, signifikanten
Modulationen durch Entospletinib nachgewiesen werden. p53 und BCL-6 wurden als
Hauptmodulatoren bei SEM bzw. NALM-6 identifiziert (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Einfluss der Entospletinib Exposition auf Zelllinien der B-ALL in vitro. a) Basale Bestimmung
von SYK und pSYK in B-ALL Zelllinien mittels Western Blot. b) Basale Bestimmung der SYK Proteinexpression
tiber Immunfluoreszenzfarbung. Uberlagerungsdarstellung von Alexa Fluor Plus 488 griin-markiertem SYK und
blau (DAPI) gefarbtem Nukleus mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie. ¢) Zellviabilitdt nach Entospletinib
Exposition. Zeit- und konzentrationsabhangige Reduktion der Zellproliferation und metabolischen Aktivitat in
NALM-6, SEM und RS4;11 nach 72 h Exposition. Daten sind dargestellt als Mittelwerte + Standardabweichung.
Statistische Signifikanz wurde mittels one-way ANOVA und anschlieRendem Dunnett’s Test berechnet, dargestellt
als * p < 0.033, ** p < 0.002, *** p < 0.001 im Vergleich zur DMSO Kontrolle (n = 3). d) Entospletinib-induzierte
Genexpressionsanderungen, dargestellt als Hierarchische Clusteranalyse, jeweils fir 1 uM exponierte Zellen und
deren DMSO Kontrolle nach 72 h Exposition. e) Entospletinib-induzierte down-stream Proteinmodulationen,
zusammengefasste Darstellung der Western Blot Ergebnisse.
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5.2 Arbeit Il

Evaluation of the synergistic potential of simultaneous pan- or isoform

specific BET and SYK inhibition in B-cell lymphoma: an in vitro approach

Sender S., Sultan A H., Palmer D., Koczan D., Sekora A., Beck J., Schuetz E., Brenig B.,
Fuellen G., Junghanss C., Murua Escobar H.

Cancers. Manuskript ID: cancers-1798753; Manuskript eingereicht am 17.06.2022,
2. Revisionsrunde under review seit 14.09.2022
Impact Factor 2021/22: 6.639

Erbrachter Eigenanteil an der Originalarbeit:

= Grundlegende Beteiligung an der Studienplanung

= Malgebliche Beteiligung an der Durchfilhrung von in vitro Arbeiten:
Zellvitalitatsbestimmungen (Proliferation und metabolische Aktivitat), morphologische
Untersuchungen nach Pappenheim, Zellzyklusanalysen

= Datenauswertung, Analyse, Interpretation und grafische Darstellungen aller in vitro
Ergebnisse

= Enge Zusammenarbeit mit der Bioinformatik und Ideenaustausch flr Analysen und
Ergebnisdarstellung

= Vollstdndige Datenauswertung und Interpretation der Transkriptom- und
Microarrayanalysen

= Vollstandige initiale Verfassung des Manuskripts

= Bearbeitung der Revision des Manuskripts nach Begutachtung der Co-Autoren und

nach peer-review Verfahren
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Die Arbeit Il stellt zum einen eine vergleichende in vitro Analyse des pan BET Inhibitors
I-BET151 und des Isoform-spezifischen, bivalent fungierenden BET Inhibitors AZD5153 in
Zelllinien der B-Zell Lymphome dar. Weiterhin sollten beide BET Inhibitoren auf potenziell
synergistische Effekte mit einer simultanen SYK Inhibition durch Entospletinib hin untersucht,

sowie der zugrundeliegende molekulare Mechanismus analysiert werden.

Zunachst wurde die Zellvitalitat von je zwei Zelllinien des BL (DG-75 und RAJI) und des DLBCL
(SU-DHL-4 und U-2946) nach 24 h, 48 h und 72 h Einzelsubstanzexposition bestimmt. Es
zeigte sich bereits in geringen Dosen eine deutliche zeit- und konzentrationsabhangige,
signifikante Abnahme der Zellvitalitat (Arbeit I, Abbildung 1). AZD5153 konnte im Vergleich zu
I-BET151 die Zellviabilitat in geringeren Dosen signifikant reduzieren und ergab demnach
geringere IC50 Werte (Arbeit I, Abbildung S1). Die Zellvitalitat von Entospletinib exponierten
Zellen hingegen konnte nur bei der DLBCL Zelllinie SU-DHL-4 signifikant reduziert werden
(Arbeit 11, Abbildung S2).

Die simultane Inhibition von BET (AZD5153: 0,01 uM; I-BET151: 0,1 yM) und SYK
(Entospletinib: 1 uM) fGhrte zu einer verstarkten Abnahme der Proliferation in allen getesteten
B-Lymphom-Zelllinien (Arbeit Il, Abbildung 2a, b). Vor allem in der DLBCL SU-DHL-4 konnte
die zusatzliche SYK Inhibition die anti-proliferativen Effekte verstarken. Mittels Bliss
Berechnung zeigte sich ein moderat synergistisches Potenzial, welches von den Effekten der
Einzelsubstanzexposition abhangig war (Arbeit Il, Abbildung 2c). Weiterhin konnten beide
Kombinationen z.T. einen GO/G1 Zellzyklusarrest ausldsen. (Arbeit Il, Abbildung 4a, b; S3).
Eine signifikante Apoptose-Induktion konnte hingegen bei keiner Zelllinie gezeigt werden
(Arbeit 11, Abbildungen 4c, d).

Um den molekularen Wirkmechanismus der Kombination (Entospletinib + AZD5153) zu
identifizieren, wurden Genexpressionsanalysen durchgefiihrt. Die Analysen erfolgten an
SU-DHL-4 Uber Transkriptomanalysen (RNASeq). Die Kombination aus Entospletinib und
AZD5153 induzierte eine entschieden starkere Genmodulation im Vergleich zu den beiden
Einzelsubstanzen. AuRerdem induzierte die Kombination eine fiir die Kombination spezifische
Gensignatur. So ergab sich vor allem eine Modulation der Gene ADGRA2, MYB, TNFRSF11A,
S100A10, PLEKHH3, DHRS2 und FOXP1-AS1 (Arbeit Il, Abbildungen 5, 6, S7, S8,
Erganzende Tabelle S1, S4). Weiterhin wurden durch Gene Ontology (GO) Enrichment
Analysen GO Termini identifiziert, die mehrheitlich exklusiv fir die entsprechenden
Bedingungen waren. Auch hier induzierte die Kombination eine kombinationsspezifische
Modulation im Vergleich zu den Einzelsubstanzen, wobei vor allem die biologischen Prozesse
der DNA Replikation und Zellteilung von der Kombinationsexposition betroffen waren (Arbeit Il,
Abbildungen 7, 8, S13 -S15, S5-S7) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Genexpressionsmodulation in der DLBCL Zelllinie SU-DHL-4 nach Entospletinib und AZD5153
Kombinationsexposition a) Hauptkomponentenanalyse (PCA — Principal Component Analysis) der exponierten
DLBCL Zelllinie SU-DHL-4. Die dargestellte Varianz zwischen den einzelnen Proben zeigt eine deutliche
Clusterbildung zwischen den Kontroll-, Einzelsubstanz- und Kombinationsexponierten SU-DHL-4 Zellen. b)
Differentiell deregulierte Gene (DEGs; p < 0.05, log Fold Change (FC) > 2) dargestellt als Volcano Plot der
Entospletinib + AZD5153 Kombination im Vergleich zur DMSO Kontrolle. Rot unterstrichen sind die am starksten
deregulierten Gene. c) Heatmap der Top10 hochregulierten Gene nach Kombinationsapplikation. d) Heatmap der
Top10 herunterregulierten Gene nach Kombinationsapplikation. Farbskala |logFC| e) Chord Plot der Top10 Gene
Ontology (GO) terms (signifikant herunterreguliert) verbunden zu den jeweils differentiell exprimierten Genen.
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5.3 Arbeit Il

Pan- and isoform-specific inhibition of the bromodomain and extra-
terminal proteins and evaluation of synergistic potential with entospletinib

in canine lymphoma

Kong W., Sender S., Perez SV., Sekora A., Ruetgen B., Junghanss C., Nolte I.,
Murua Escobar H.

Anticancer Res. 2020 Jul;40(7):3781-3792.
Impact Factor 2019: 1.940

Erbrachter Eigenanteil an der Originalarbeit:

= Malgebliche Studienplanung, angelehnt an Arbeit Il als vergleichender Ansatz im
caninen in vitro Modell

» Wesentliche Betreuung der durchgefuhrten in vitro Experimente

= Betreuung und Mitwirkung an der Datenauswertung, Analyse und Interpretation

= Malgebliches Korrektorat des angefertigten Manuskripts
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Die Arbeit Il erfolgte parallel zu Arbeit Il und sollte als vergleichender Ansatz fir das canine
Modell dienen. Ziel der Arbeit Ill war es, die vergleichende Analyse eines pan- und eines
Isoform-spezifischen BET Inhibitors in einem caninen in vitro Modell zu evaluieren sowie
weiterhin potenzielle synergistische Effekte zu identifizieren, wenn diese mit dem SYK Inhibitor

Entospletinib kombiniert werden.

Angelehnt an Arbeit Il, wurden der pan BET Inhibitor I-BET151 und der isoform-spezifische
bivalente BET Inhibitor AZD5153 in einem vergleichenden Ansatz in der caninen DLBCL
Zelllinie CLBL-1 in vitro untersucht. Beide Inhibitoren wurden zunachst als
Einzelsubstanzapplikation in aufsteigenden Konzentrationen in der caninen DLBCL Zelllinie
CLBL-1 getestet. Eine Evaluation der Zellvitalitat zeigte nach 24 h, 48h und 72h
Substanzexposition eine signifikante Reduktion der Zellproliferation sowie der metabolischen
Aktivitat, bereits bei geringer Dosisapplikation. Wie auch in Arbeit Il zeigten sich fir AZD5153
geringere IC50 Werten als fir I-BET151 (Arbeit 1ll, Abbildung 1). Die Messung der induzierten
Frah- und Spatapoptose/ Nekrose mittels Durchflusszytometrie nach
Einzelsubstanzapplikation zeigte eine signifikante, konzentrationsabhangige und leicht
zeitabhangige Apoptose-Induktion in den CLBL-1 Zellen (Arbeit Ill, Abbildung 2). Die
Einzelsubstanzapplikation des SYK-Inhibitors Entospletinib zeigte keine signifikanten Effekte
auf die Zellvitalitat, sodass von einer Resistenz gegenuber Entospletinib ausgegangen werden
kann (Arbeit Ill, Abbildung 1).

Die anschlieBende Kombinationsexposition von I-BET151 (0,75 pM) und Entospletinib (1 uM)
auf CLBL-1 Zellen verstarkte die anti-proliferierenden und anti-apoptotischen Effekte moderat
nach 72 h. Mittels Bliss Berechnung konnte ein leicht synergistischer Effekt identifiziert werden
(Arbeit Ill, Abbildung 3). Die Kombinationsapplikation von AZD5153 (0,05 uM) und
Entospletinib (1 uM) konnte keine weitere Effektsteigerung im Vergleich zur
Einzelsubstanzapplikation mit AZD5153 induzieren. Die geringen bzw. negativen Bliss Werte
bestatigten dies (Arbeit IlI, Abbildung 4) (Abbildung 4).

Erganzend wurden morphologische Veranderungen nach Einzelsubstanzexposition und
Kombinationsexposition  evaluiert. Die Einzelsubstanzen induzierten nur leichte
morphologische Veranderungen wie nukledre Vakuolisierung und Membranblaschen. Fur
beide Kombinationsansatze konnten starkere morphologische Veranderungen wie der
komplette Zerfall der Plasmamembran, zellulare Fragmentierung, Membranblaschen und die

Entstehung von Apoptosekérperchen festgestellt werden (Arbeit 11l, Abbildung 5 und 6).
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Abbildung 4: Evaluation der Zellvitalitit nach einzelner oder simultaner BET und SYK Inhibition in der
caninen DLBCL Zelllinie CLBL-1. a) Zellviabilitdt nach pan-BET Inhibition (I-BET151, 0,001 - 10 yM) und isoform-
spezifischer BET Inhibition (AZD5153, 0,001 - 10 uM) nach 24 h, 48 h und 72 h Exposition. Zeit- und
konzentrationsabhangige Reduktion der Zellproliferation, starkerer Effekt identifiziert durch AZD5153. Entospletinib
(0,001 - 10 uM) Exposition zeigt keinen Einfluss auf die Zellproliferation von CLBL-1. b) Einfluss der simultanen
Inhibition von BET und SYK in CLBL-1 und Berechnung des synergistischen Effekts mittels Bliss Independence
Model. Werte von A =0, >0 und <0 definieren eine additive, synergistische oder antagonistische Interaktion.
Abbildungen sind dargestellt als Mittelwerte (+SD) dreier unabhangiger Experimente. Signifikante Anderungen sind
dargestellt als *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, berechnet mittels student’s t-Test im Vergleich zur DMSO Kontrolle.
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6. Diskussion

Zielgerichtete Therapien und kombinationstherapeutische Ansatze mittels TKils stellen durch
ihren erfolgreichen Einsatz bei B-Zell Neoplasien bereits jetzt eine Behandlungsoption, neben
den konventionellen Therapieprotokollen dar. TKIs und Kombinationstherapien wurden z.T.
bereits durch die FDA und EMA zugelassen und in den Leitlinien integriert 17-20.90-%4_Bej dlteren
Patienten mit AML konnte der BCL-2 Inhibitor Venetoclax in Kombination mit Azacitidin die
Erstlinientherapie sogar bereits ablosen'?'2'. Aufgrund komplexer und patientenindividueller
Gensignaturen ist die praklinische Evaluierung neuer Kombinationen dringend erforderlich.
Das Ziel neuer Kombinationen ist unter anderem, Nebenwirkungen, ,Drug Escape*
Mechanismen und Substanz-vermittelte Resistenzmutationen zu vermeiden. In praklinischen
Studien konnten so durch Kombinationen beispielsweise Resistenzen umgangen oder die
Sensitivitat verbessert oder wiederhergestellt werden 9697102104108 " Djes jst moglich, weil
Patienten, basierend auf ihren genetischen Signaturen, mittels Hochdurchsatzsequenzierung
effizient stratifizierbar sind. Die sich daraus ergebenen stratifizierten Untergruppen kdénnen
dann, spezifisch und personalisiert, mittels zielgerichteter Therapien und spezifischen

Inhibitoren behandelt werden.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte SYK als potentielles therapeutisches Target in Vorlaufer
B-ALL Zelllinien identifiziert werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen dazu bei, SYK als
potentielle Zielstruktur bei Subgruppen der Vorlaufer B-ALL zu nutzen und weiterhin als Option
fur Kombinationstherapien zu verstehen. Mit der Evaluierung der Kombinationsspezifischen
Effekte von Entospletinib und AZD5153 in B-Lymphom-Zelllinien, sowie der Identifizierung des
zugrundeliegenden Wirkmechanismus’ in der DLBCL Zelllinie SU-DHL-4, wurden
grundlegende Voraussetzung fur weiterfihrende funktionelle Untersuchungen dieser

Kombination geschaffen.

6.1 SYK als potentielles therapeutisches Target in Zelllinien der
Vorlaufer B-ALL

SYK als potentielle Zielstruktur in pro- oder pra B-ALL Vorlauferzellen wird bislang kontrovers
diskutiert. Wahrend in der padiatrischen B-ALL von einer SYK Defizienz ausgegangen wird,
liegt eine SYK Aktivierung in Hochrisiko Vorlaufer B-ALL und in ETV6::RUNX1 B-ALL vor und
gilt daher als potentielle Zielstruktur 4344122 Die Untersuchung der SYK Expression und
Aktivierung (pSYK) zeigte sowohl im Western Blot und der Immunfluoreszenzfarbung, als auch
bei der intrazellularen durchflusszytometrischen Analyse eine deutliche Aktivierung von SYK
in der pro B-ALL Zelllinie SEM. In anderen Studien zeigte sich bereits eine mehrheitlich starke
pSYK Expression bei der KMT2A rearrangierten B-ALL im Kleinkind- und Kindsalter . Dies

ist vergleichbar mit der starken pSYK Expression bei SEM, bei der es sich ebenfalls um eine
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juvenile pro B-ALL handelt, die Trager der KMT2A::AFF1 Fusion ist. Post-translationale
Modifikationen von Proteinen, wie deren Phosphorylierung, spielen eine entscheidende Rolle
bei der Tumorprogression. Somatische Mutationen oder aberrante Regulationen kénnen zur
Fehlregulation der Phosphorylierungsprozesse flihren und damit zu einer verstarkten oder
verminderten Aktivierung der entsprechenden Proteine beitragen 2. Keine der drei hier
getesteten Zelllinien ist Trager einer somatischen SYK Mutation 24, SYK ist im Allgemeinen
sehr selten von genetischen Aberrationen betroffen 25126, Der fehlende pra-BZR in SEM und
RS4;11 deutet eher auf eine pra-BZR-unabhangige SYK Aktivierung hin. Die unterschiedlich
starke Phosphorylierung von SYK koénnte also mit der Aktivierung Uber andere ITAM-

enthaltene Rezeptoren, andere Kinasen oder Autophosphorylierung zusammenhangen.

6.2 SYK Inhibition zeigt heterogene Ergebnisse in Hinblick auf die

Zellvitalitat in humanen und caninen B-Zell Neoplasien
Die Exposition von Entospletinib auf die pro B-ALL Zelllinie SEM und die pra B-ALL Zelllinie
NALM-6 induzierte eine starke Reduktion der Zellproliferation und der metabolischen Aktivitat.
Weiterhin konnten pro-apoptotische Effekte bei SEM und etwas geringer bei NALM-6 in den
héchsten Konzentrationen nachgewiesen werden. Dies wurde bei morphologischen
Untersuchungen mittels Pappenheimfarbung ebenfalls bestatigt. Zellzyklusmodulationen
hingegen gab es unter den getesteten Bedingungen in allen drei Zelllinien nicht. Im Vergleich
zu anderen Studien, in denen Entospletinib bei der CLL getestet wurde, konnten starkere anti-
proliferative und pro-apoptotische Effekte nachgewiesen werden %3%. Auch beim DLBCL
konnte der SYK Inhibitor R406 Apoptose in sensitiven DLBCL Zelllinien induzieren “°. Ein
Grund dafir kénnte sein, dass diese beiden B-Zell Neoplasien starker von einem
funktionsfahigem B-Zell Rezeptor abhangig sind als die B-ALL. AuRerdem kann die Inhibition
mittels B-Zell Rezeptor assoziierter Kinasen (BAKs) wie BTK und SYK in CLL Zellen den
,cross-talk® mit der Mikroumgebung und die BZR Signalweiterleitung storen. Dies ist bedingt
durch die starke Abhangigkeit der CLL Zellen gegenuber ihrer Mikroumgebung, dem Zell-
.,Homing“, der Chemokin- und Zytokin Interaktionen und der Aktivierung der BZR
Signalweiterleitung %728, SYK besitzt weiterhin zellzyklusregulatorische Funktionen in
Hinsicht auf die G2 Checkpoint Regulation. Die Inhibition von SYK beim DLBCL fuhrt
entsprechend zu einem Arrest innerhalb des G1/S Ubergangs, wohingegen die hier getesteten
humanen B-ALL Zelllinien unter den getesteten Bedingungen keine Zellzyklusmodulation

zeigten 2°,

Die weniger starke Abhangigkeit der Vorlaufer B-ALL Zellen gegenlber der Mikroumgebung,
koénnte ein Grund fir die geringere Entospletinib Sensitivitat im Vergleich zu anderen B-Zell
Neoplasien sein. Die unterschiedliche Responsivitdt gegeniber Entospletinib scheint

allerdings unabhangig vom Vorhandensein des pra-BZR und der SYK Aktivierung zu sein und
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eher von ihren genetischen und molekularen Charakteristika abzuhangen. Dies konnte auch
ursachlich fur das unterschiedliche Ansprechverhalten der beiden pro B-ALLs SEM und
RS4:11 sein.

Dahingegen zeigte sich bei der Entospletinib Exposition auf humane und canine B-Lymphom-
Zelllinien ein eher moderates Ansprechen. Entospletinib induzierte zeit- und dosis-abhangig
signifikante anti-proliferative und metabolismus-reduzierende Effekte bei der DLBCL Zelllinie
SU-DHL-4. Die DLBCL Zelllinie U-2946 zeigte ebenfalls eine Tendenz zur Abnahme dieser
beiden Parameter, diese war allerdings unstet und blieb insignifikant. Die beiden humanen BL-
und die canine DLBCL Zelllinie hingegen schienen resistent gegenlber der Entospletinib
Exposition zu sein. Eine Apoptose-Induktion konnte bislang nur in hohen Konzentrationen
(10 yM) bei der humanen DLBCL Zelllinie SU-DHL-4 nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt, n=2).

Wie bereits fur die AML gezeigt werden konnte, steht eine Entospletinib Resistenz im
Zusammenhang mit der Aktivierung des RAS/MAPK/ERK Signalwegs . Auch in der
pro B-ALL Zelllinie RS4;11 konnte eine hohe pERK1/2 Expression gezeigt werden, was auf
eine erhdhte Aktivitat des Signalwegs hindeutet. Trotz der Abnahme von pERK1/2 durch die
Exposition wurde die Zellvitalitat nicht beeinflusst. In einer anderen Studie konnten wir zeigen,
dass in der caninen DLBCL Zelllinie CLBL-1 pERK1/2 ebenfalls hoch exprimiert vorliegt und
somit fiir die Entospletinib Resistenz verantwortlich sein konnte '*°. Die Untersuchung von
pERK1/2 bei den humanen BL Zelllinien DG-75 und RAJI ergab ebenfalls (Daten nicht gezeigt)
eine erhohte Aktivierung. Die humanen DLBCL Zelllinien hingegen zeigten eine geringere

pERK1/2 Expression, was die bessere Responsivitat erklaren konnte.

6.3 Entospletinib Exposition zeigt einen unterschiedlichen

Wirkmechanismus in Vorlaufer B-ALL Zelllinien
Um die molekularen Wirkmechanismen einer Entospletinib Exposition in allen drei humanen
B-ALL Zelllinien zu identifizieren und zu charakterisieren, wurden proteinbiochemische
Analysen und Genexpressionsanalysen durchgefliihrt. Alle drei Zelllinien zeigten deutliche
Signalwegmodulierungen nach der Entospletinib Exposition mittels Western Blot. Bei der
pro B-ALL Zelllinie SEM zeigte sich die starkste Modulation in der Reduktion von pSY Krys2s/526
und p53 und in der Steigerung der pERK1/2 Expression. Die starke Reduktion der p53
Expression kénnte in Zusammenhang mit der Funktion von SYK als p53 (TP53 Gen) Modulator
stehen, Seneszenz zu regulieren 3132, p53 fungiert als Tumorsuppressor und induziert
Apoptose, Zellzyklusarrest und Seneszenz, wenn es hoch exprimiert vorliegt '3, In vielen
Tumorentitaten liegt TP53 mutiert vor, was einen Funktionsverlust (Loss-of-Function — LoF)
oder Funktionsgewinn (Gain-of-Function — GoF) hervorrufen kann 4. Auch die pro B-ALL
Zelllinie SEM ist Trager der TP53 p.R248Q Mutation (c. 743G>A; COSM10662; rs11540652)
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und kénnte somit die hohe basale p53 Expression erklaren 24, Diese Mutation konnte durch
das Hamatologische Speziallabor der Universitatsmedizin Rostock Uber
Hochdurchsatzsequenzierung der Zelllinie SEM mit einer Allelfrequenz von 55,4 % identifiziert
werden. Einige TP53 Hotspot Mutationen (R157H, R282W, R248Q und R249) kénnen durch
DNA Destabilisierung zu ungefalteten p53 Proteinen und damit zu Funktionsverlust des p53
wildtyps (wt) fiihren '3°. Die Mutation R248Q bspw. kann durch Proteinfehlfaltungen mutierte
p53 Aggregate bilden, die wt p53 Proteine inaktivieren und zu Funktionsverlust fiihren oder
mit anderen Tumorsuppressoren (p63, p73) co-Aggregate bilden, die zu Funktionsgewinn
fuhren. Sowohl Funktionsverlust als auch Funktionsgewinn des p53 kann die
Tumorprogression erhohen 26137 Dahingegen konnte die Reduktion der Expression von p53
und die Steigerung der Expression von pERK1/2, pAKT und pGSK3[ (Glycogen Synthase
Kinase 3 Beta) einen Anhaltspunkt flr einen ,Drug Escape® Mechanismus gegentber der
Entospletinib Exposition darstellen '*. So konnte in der AML, wie bereits erwéhnt, ein
aktivierter RAS/MAPK/ERK Signalweg mit einer Resistenzbildung in Verbindung gebracht

werden %8139,

Der zugrundeliegende Mechanismus von Entospletinib scheint bei der pra B-ALL Zelllinie
NALM-6 im Vergleich zu SEM ein anderer zu sein. Entospletinib reduzierte die
Proteinexpression und Phosphorylierung der Phosphatase SHP-1 (Gen: PTPN6) sowie die
Expression des Transkriptionsfaktors BCL-6. Ebenfalls zeigte sich eine Reduktion der
Expression von PTPN6 und BCL-6 auf mRNA Ebene. SHP-1 ist ein Negativregulator von SYK
und somit in der Lage, die Signalweiterleitung ausgehend vom BZR herabzusetzen 041 Die
reduzierte Expression von BCL-6 ist eine direkte Folge der pSYK Reduktion. Geng et al.
konnte bereits zeigen, dass die BCL-6 Expression in pra-BZR* ALL von SYK abhangig ist und
dadurch direkt von der pra-BZR Signalweiterleitung abhangt '*2. Die hohe Expression von
BCL-6 (auf RNA und Proteinebene) in der pro B-ALL Zelllinie RS4;11 hingegen, konnte ein
Anhaltspunkt dafir sein, dass unabhangig von der pra-BZR Signalweiterleitung, die hohe
BCL-6 Expression die Zelle vor Apoptose schitzt. In KMT2A rearrangierten B-ALL Zellen
konnte die hohe BCL-6 Expression mit einer schlechten Prognose in Verbindung gebracht
werden, da BCL-6 die Expression des Apoptoseregulators BCL2 Like 11 (BIM) negativ
reguliert und somit die Apoptose unterbindet 3. Die BCL-6-BIM Interaktion konnte demnach
die unterschiedlichen Wirkmechanismen von Entospletinib in den drei hier getesteten Zelllinien
erklaren. Wohingegen die hohe BCL-6 Expression die Resistenz gegenliber der Entospletinib

Exposition in RS4;11 begriinden kdnnte.
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6.4 Isoform-spezifische bivalente BET Inhibition dominiert tuber pan-

BET Inhibition in humanen und caninen B-Lymphom-Zelllinien
Die vergleichende Analyse der BET Inhibition mittels pan BET Inhibitor -BET151 und Isoform-
spezifischem bivalenten Inhibitor AZD5153 zeigte in beiden humanen BL Zelllinien, den beiden
humanen DLBCL Zelllinien und der caninen DLBCL Zelllinie eine starkere Inhibition der
Proliferation und der metabolischen Aktivitat durch AZD5153. Die verbesserte Wirksamkeit
des isoform-spezifischen BET Inhibitors AZD5153 wurde bereits damit begrindet, dass
AZD5153 in der Lage ist, beide BRD4 Bromodoméanen simultan zu binden, was folglich zu
einer effizienteren und anhaltenden Dislokation des BRD4 vom Chromatin fiihrt 844, Die ICso
Werte von [-BET151 zwischen der humanen DLBCL Zelllinie SU-DHL-4 und der caninen
DLBCL Zelllinie CLBL-1 sind sowohl fur I-BET151 (SU-DHL-4: 1Cso = 0,8030 uM; CLBL-1
ICs0 = 0,870 uM) als auch AZD5153 (SU-DHL-4: ICs0 = 0,1087 uM ; CLBL-1: (ICs0 = 0,054 pM)

vergleichbar.

6.5 Kombination einer SYK und BET Inhibition als potentielle

Kombinationsstrategie in B-Zell Lymphomen
Die Kombination einer simultanen SYK und BET Inhibition zeigte, unabhangig vom
eingesetzten BET Inhibitor, eine signifikant gesteigerte Effizienz bezlglich der
Proliferationsinhibition. Vor allem in den humanen Zelllinien DG-75, SU-DHL-4 und U-2946
konnte die Proliferation signifikant gegenuber der Kontrolle reduziert werden. Eine signifikante
Abnahme gegenulber der Einzelsubstanz Entospletinib zeigte sich bei den BL Zelllinien DG-75
und RAJI und der DLBCL U-2946. Bei der DLBCL Zelllinie SU-DHL-4 konnte eine signifikante
Reduktion der Proliferation der Kombinationen im Vergleich zu dem jeweiligen BET Inhibitor
nachgewiesen werden. Die metabolische Aktivitat wurde alleinig in SU-DHL-4 Zellen durch die
Kombination im Vergleich zu den BET Einzelsubstanzen signifikant reduziert. Mittels Bliss
Berechnung konnten in den drei Zelllinien DG-75, RAJI und U-2946 synergistische Effekte
identifiziert werden. Aufgrund der bereits starken anti-proliferativen Effekte der Entospletinib

Einzelsubstanzapplikation, war dies in SU-DHL-4 mittels Bliss nicht méglich.

In der caninen DLBCL hingegen konnte zwar eine verstarkte Reduktion der Proliferation und
metabolischen Aktivitdt durch die Entospletinib und I-BET151 Kombination verzeichnet
werden, allerdings nicht signifikant gegentber den Einzelsubstanzen. Die Entospletinib und
AZD5153 Kombination zeigte keinerlei verstarkende Aktivitdt gegeniber AZD5153,
moglicherweise bedingt durch die bereits hohe Effizienz der Einzelsubstanz. Die Bliss Werte
bestatigen dies. In anderen Studien konnte allerdings gezeigt werden, dass die Kombination
von BET Inhibitoren mit B-Zell assoziierten Kinasen, unter anderem Entospletinib in Zelllinien
der CLL, oder PI3K Inhibitoren in B-Lymphom-Zelllinien, zu synergistischen Effekten flhrt

145146 Im caninen DLBCL Modell ist die Datenlage bzgl. der Einzelsubstanz- oder
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Kombinationsinhibition von SYK und BET begrenzt. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass
die BET Inhibition mittels OTX015 ebenfalls zu einer Reduktion der Zellproliferation in der
caninen DLBCL Zelllinie CLBL-1 fiihrt ™7,

WeiterfUuhrende zellbiologische Untersuchungen zeigten, dass unter den hier getesteten
Bedingungen in den humanen B-Lymphom-Zelllinien keine Apoptose induziert werden konnte.
Die morphologischen Veranderungen waren ebenfalls nur moderat und konnten somit keine
Apoptose-Induktion nachweisen. Bei der caninen DLBCL Zelllinie hingegen konnte signifikant
Frihapoptose durch AZD5153 alleine und beide Kombinationen im Vergleich zur Kontrolle
induziert werden. Allerdings erfolgte keine Steigerung der Apoptose durch die Kombination im
Vergleich zu den Einzelsubstanzen. Auch die morphologischen Veranderungen waren im
Vergleich zu den humanen Zelllinien deutlicher. Weiterhin wurde in den humanen B-Lymphom-
Zelllinien eine signifikante G0/G1 Zellzyklus Blockade identifiziert, die teilweise bereits durch
AZD5153 ausgeldst werden konnte. I-BET151 als Einzelsubstanz erzielte keine signifikante
Zellzyklusmodulation. Eine Effektsteigerung beider Kombinationen verglichen zu den BET
Einzelsubstanzen konnte nur bei der DLBCL U-2946 festgestellt werden, allerdings nicht
signifikant gegenuber den Einzelsubstanzen. Ein GO/G1 Zellzyklusarrest konnte ebenfalls
bereits durch die Vorgéangersubstanz JQ1 in DLBCL Zelllinien gezeigt werden '*8, Auch in der
BL Zelllinie RAJI wurde durch JQ1 ein GO/G1 Arrest ausgelost ’'. Dies konnte in der
vorliegenden Arbeit in RAJI nicht nachgewiesen werden. Allerdings konnte fur AZD5153
bereits gezeigt werden, eine G1/S Zellzyklusblockade in einer Double-Hit Lymphom (DHL;
MYC und BCL-2 betroffen) DLBCL Zelllinie auszuldsen, ohne dabei Apoptose zu induzieren
144 Diese Beobachtung deckt sich mit den unseren. In weiterfiihrenden Arbeiten konnte in der
caninen DLBCL Zelllinie CLBL-1 ebenfalls ein GO/G1 Zellzyklus Arrest, sowohl durch beide
BET-inhibierenden Einzelsubstanzen als auch durch die Kombinationen, identifiziert werden

(Daten nicht gezeigt, n=3).

Die signifikanten Effekte auf die Proliferation ohne Apoptose-Induktion kbnnen weitereichende
Ursachen haben. Es konnte bereits gezeigt werden, dass AZD5153 MYC effektiv und
konzentrationsabhangig herunterreguliert und damit auch wichtige Regulatoren der BZR
Signalweiterleitung 8144146 Dje signifikante Herunterregulation des anti-apoptotischen
Proteins BCL-2 blieb bei der DLBCL DHL als der auch double expressing lymphoma durch
AZD5153 in einer Studie von Takimoto-Shimomura et al. allerdings aus '*4. Die in unserer
Studie getesteten B-Lymphom-Zelllinien weisen unterschiedliche Eigenschaften bzgl. MYC
und BCL-2 auf. Wahrend die DLBCL SU-DHL-4 eine Triple-Hit Lymphom- (THL) (BCL-2,
BCL-6 und MYC Rearrangement) Zelllinie ist '4®'%0 tragen die DLBCL U-2946 '*' und die BL
Zelllinien RAJI 52153 ynd DG-75 '531%4 die Translokation t(8;14) und besitzen ein MYC-IGH
Fusionsgen. Die BL Zelllinie DG-75 besitzt auRerdem die BAX frameshift Deletion p.M38fs.
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Der Verlust des Apoptose Mediators BAX konnte kurzlich mit einer Venetoclax Resistenz bei
Patienten mit Richter’'s Syndrom in Verbindung gebracht werden "%, Dies konnte ebenfalls mit
der Resistenz gegenuber Entospletinib zusammenhangen. Die canine DLBCL Zelllinie CLBL-1
hingegen zeigt eine Uberexpression von MYC und BCL-2 im Vergleich zu nicht-neoplastischen
Lymphknoten '8, Nur in der caninen Zelllinie konnte eine leichte Apoptose-Induktion
verzeichnet werden. Die Apoptose-Induktion scheint also unabhangig von BCL-2 zu sein. In
einer Arbeit von 2019 induzierte ebenfalls erst eine zusatzliche BCL-2 Inhibition mittels
AZD4320 Apoptose in DLBCL Zelllinien 4. Die Kombination mit Entospletinib in den hier
getesteten B-Lymphom-Zelllinien konnte allerdings keine weitere Verstarkung der Apoptose-
Induktion induzieren. Anders als bei den in Arbeit | untersuchten B-ALL Zelllinien war
Entospletinib hier bereits in der Lage, als Einzelsubstanz in den hohen Konzentrationen
Apoptose zu induzieren 7. In weiterfiihrenden Arbeiten konnten beide Kombinationen in SEM
die Apoptose-Induktion verstarken (Daten nicht gezeigt, N=3). Auch in der CLL konnten
Entospletinib und R406 Apoptose auslésen. Die Apoptosemessungen erfolgten hier allerdings
bereits nach 24 Stunden *°. Chen et al. zeigte bereits, dass R406 in der Lage ist, Apoptose in
der DLBCL zu induzieren, allerdings erfolgten die Analysen hier 96 Stunden nach der
Exposition 4°. Wieso die Kombination aus AZD5153 oder I-BET151 mit Entospletinib nicht in
der Lage war, Apoptose nach 72 h auszuldsen, bleibt zu klaren. Eine Vermutung sind die
unterschiedlichen Expositions- und Messbedingungen (Zeit und Konzentration). Allerdings
zeigen die bei der SU-DHL-4 gemessenen Apoptosedaten auch eine hohe
Standardabweichung, die die Signifikanz ebenfalls beeintrachtigt haben kénnten. Denn sowohl
die Entospletinib Einzelsubstanzapplikation, als auch die beiden Kombinationen zeigen einen

gewissen Trend in Richtung Apoptose-Induktion.

6.6 Die simultane Inhibition fiihrt zu einer kombinationsspezifischen
Gensignatur in der DLBCL SU-DHL-4

Neben den veranderten zellbiologischen Parametern moduliert die Entospletinib und AZD5153
Kombination ebenfalls die Genexpression in der DLBCL Zelllinie SU-DHL-4. Mittels
Transkriptomanalysen konnte in der Entospletinib + AZD5153 Kombination eine deutlich
gesteigerte Anzahl differentiell exprimierter Gene (DEGs) im Vergleich zu den
Monosubstanzen und eine gesteigerte Spanne der Expressionshohe (logFC) festgestellt
werden. Auch die Einzelsubstanzen Entospletinib und AZD5153 waren bereits in der Lage, die
Genexpression nach der Exposition zu modulieren, allerdings deutlich geringer. Weiterhin
zeigte die Kombination eine hohe Anzahl exklusiv differentiell exprimierter Gene und weist

demnach eine kombinationsspezifische Gensignatur nach Inhibition auf.
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Genexpressionsmodulation durch die Entospletinib Einzelsubstanzapplikation

Das durch Entospletinib am starksten hochregulierte Gen ist die unbekannte long intergenic
non-coding RNA (lincRNA) LINC01781. lincRNAs spielen eine wichtige Rolle bei der
Regulierung zellularer Prozesse wie beispielsweise der Genexpressionsregulation, der
Chromatinremodellierung und RNA  Stabilisierung  (zusammengefasst in  den
Ubersichtsartikeln 571%8), Inwieweit die LINC01781 eine Rolle bei der durch Entospletinib
induzierten Genexpressionsmodulation spielt, kann in dieser Arbeit nicht vollstandig geklart
werden. Allerdings kann davon ausgegangen werden, dass LINC01781 durch die Rolle als
lincRNA bei der Genexpressionsregulation wie bspw. der Transkriptionsregulation involviert ist
und damit die Genexpression anderer Gene beeinflusst. Ein weiteres stark hochreguliertes
Gen ist die Activation-induced cytidine deaminase (AICDA) und essentiell fiir die somatischen
Hypermutationen und den Klassenwechsel der Immunoglobulin (Ig) Gene in normalen
B-Zellen %°. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine hohe A/ICDA Expression mit einem
schweren Verlauf bei der DLBCL in Zusammenhang steht. Die hohe AICDA Expression fuhrte
sowohl zu einer vermehrten inter-Tumor und intra-Tumor Heterogenitat der
Cytosinmethylierung als auch zu Hypomethylierung '®°. Die starke Hochregulation von AICDA
kénnte ein Zeichen fur Resistenz- oder ,Drug Escape® Mechanismen sein, die durch die

Entospletinib Applikation in SU-DHL-4 Zellen ausgeldst werden.

Dahingegen ist SLC8A1 (Sodium/Calcium Exchanger 1) das am starksten herunterergulierte
Gen nach der Entospletinib Exposition. Der Na*/Ca?* Austauscher SLC8A1 (NCX1) spielt eine
wichtige Rolle bei der Calcium Homoostase '¢'. Eine veranderte Calcium Signalweiterleitung
ist mit der Tumorinitiation, -Progression und -Metastasierung assoziiert '°2. Entsprechend
scheint NCX1 in einigen Tumorentitaten tGberexprimiert vorzuliegen 61163184 Folglich konnte
gezeigt werden, dass die Inhibition von NCX1 zu einer Apoptose-Induktion und einem
Zellzyklusarrest in der Prostatakarzinomzelllinie PC3 fuhrt und den PI3K und Jun N-terminal
kinase (JNK) Signalweg moduliert '®'. Beim Peniskarzinom wurde SLC8A7 ebenfalls mit
Apoptose und Proliferation, durch eine veranderte Calcium Konzentration, in Verbindung
gebracht '®°. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine SYK Aktivierung zu einer Ca?
Ausschittung fuhrt . Daher kann davon ausgegangen werden, dass Entospletinib ebenfalls
die Calcium Signalweiterleitung und damit SLC8A1 beeinflusst. Da in der vorliegenden Arbeit
in der Entospletinib + AZD5153 Kombination ebenfalls eine signifikante Herunterregulation von
SLCB8A1 identifiziert wurde, auch im Vergleich zur AZD5153 Einzelsubstanzapplikation, kann
vermutet werden, dass SLC8A71 einen wichtigen Regulator des Wirkmechanismus‘ der
Entospletinib- und Kombinationsexposition darstellt. Ein weiteres Calcium assoziiertes Gen ist
S100A4 (S100 Calcium Binding Protein A4) und konnte durch Entospletinib ebenfalls

herunterreguliert werden. Das Protein spielt eine entscheidende Rolle in der Ca?*
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Homoostase, der Proliferation, der Apoptose und dem Zellzyklus. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass S700A4 in soliden Tumoren und der AML Uberexprimiert vorliegt und bei der
AML fiir Wachstum und Uberleben notwendig ist 6718, Die Kombination verstarkte deutlich
die Herunterregulation von S700A4. Ebenso induzierte die Kombination eine signifikante
Herunterregulation des S7100 Calcium Binding Protein A10 (S100A10).

Genexpressionsmodulation durch die AZD5153 Einzelsubstanzapplikation

Die AZD5153 Einzelsubstanzexposition induzierte eine signifikante Hochregulation des Gens
der Dehydrogenase/Reductase 2 (DHRSZ2). Die Funktion von DHRSZ2 ist bislang nicht
vollstandig geklart und wird heterogen diskutiert. Zum einen konnte bereits gezeigt werden,
dass DHRS2 als Tumorsuppressor fungiert 6170 Beim Osophaguskarzinom konnte die
Uberexpression zu einem verringerten Tumorvolumen filhren und ein Knockdown das
Tumorvolumen hingegen erhéhen 7. Die Inhibition von Histon-Deacetylasen (HDAC) fiihrte
ebenfalls zu einer Hochregulation von DHRS2 und wird daher mit der Sensitivitdt diesen
gegeniber in Verbindung gebracht "', Allerdings konnte eine hohe Expression von DHRS2
auch bei resistenten Leberkrebszellen beobachtet werden. Die Anwendung des BET Inhibitors
Hjp-6-171 erhohte hier die Expression von DHRS2 sowohl in sensitiven, als auch in resistenten

Zellen, was eher auf einen ,Drug Escape“- oder Resistenzmechanismus schlieBen lasst 72,

Der Transkriptionsrepressor GFI1B (Growth Factor Independent 1B Transcriptional
Repressor) wurde in der DLBCL SU-DHL-4 durch AZD5153 am starksten herunterreguliert.
Wie im Ubersichtsartikel von Beauchemin und Mordy bereits evaluiert, rekrutiert GFI1B
Chromatinmodifikatoren an die Zielgene und besitzt demnach eine ahnliche Funktion wie
BRD4 '3, Eine direkte Interaktion zwischen GFI1B und BRD4 ist allerdings nicht bekannt.
Weiterhin induzierte AZD5153 die Herunterregulation von Ras Association Domain Family
Member 6 (RASSF6). Es ist bekannt, dass das pro-apoptotische Gen RASSF6 bei geringer
Expression mit Substanzresistenzen und verringerter Apoptoserate assoziiert ist und vice
versa die Hochregulation die Proliferation inhibiert '*-'"7. Die Entospletinib + AZD5153
Kombination neutralisierte diesen Effekt, indem RASSF6 nicht mehr signifikant moduliert

worden ist.

Kombinationsspezifische Gensignatur durch die Entospletinib und AZD5153

Kombination

Die Entospletinib und AZD5153 Kombination war nicht nur in der Lage, die
Genexpressionsanderung deutlich zu  verstarken, sie fihrte auch zu einer
kombinationsspezifischen Gensignatur in SU-DHL-4 Zellen. Die Genexpressionsanalyse der

Kombination zeigte vor allem, dass der BET Inhibitor AZD5153 einen entscheidenden Anteil
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an der starken Genmodulation tragt. Die zusatzliche Inhibition von SYK fihrte entsprechend

zu der kombinationsspezifischen Genexpressionsmodulation in SU-DHL-4 Zellen.

Das Gen DHRS2 wird durch die Kombination am starksten hochreguliert. Wie oben bereits
beschrieben, erfolgte eine starke Hochregulation bereits durch AZD5153. Die simultane
Applikation mit Entospletinib verstarkte die Expressionssteigerung. Ob dieser Effekt den
protektiven Mechanismus eines Tumorsuppressors unterstitzt und damit vor weiterer
Tumorprogression schitzt oder es sich um einen ,Drug Escape®- oder Resistenzmechanismus

handelt, bleibt allerdings zu klaren.

Das Gen Adhesion G Protein-Coupled Receptor A2 (ADGRAZ2) konnte als das am starksten
herunterregulierte Gen nach der simultanen Exposition von Entospletinib und AZD5153
identifiziert werden. ADGRAZ2 ist auch bekannt als Tumor Endothelial Marker 5 (TEM5) oder
G-Protein Coupled Receptor 124 (GPR124) und spielt vorrangig bei soliden Tumoren eine
Rolle. Durch die hohe Expression von TEMS beim kolorektalen Karzinom wird angenommen,
dass der Rezeptor mit einem schlechten Gesamtiberleben in Zusammenhang steht und als
Progressions- und Biomarker dienen kann '8, Beim Glioblastom fiihrte generell eine
Veranderung der GPR124 Expression zur Reduktion der Zellproliferation. Folglich wird
vermutet, dass GPR124 sowohl anti- als auch pro-proliferative Signale weiterleitet '7°. Die
Funktion von ADGRAZ2 in Lymphomen ist bislang unbekannt. Mittels der Datenbank ,depmap
portal“ konnte fir die DLBCL Zelllinie SU-DHL-4 eine missense Mutation identifiziert werden,
die zu einem Aminosaureaustausch (p.A765T) fuhrt. Allerdings ist diese Mutation laut
COSMIC Datenbank unbekannt.

Das Gen TNF receptor superfamily member 11a (TNFRSF11A), auch bekannt als RANK, ist
ebenfalls signifikant durch die Kombination herunterreguliert worden. TNFRSF11A spielt bei
diversen biologischen Prozessen wie Apoptose, Zellliberleben und Differenzierung eine Rolle.
Dies erfolgt durch die Aktivierung diverser Signalwege wie der des Nuclear factor kB (NF-kB),
JNK, p38, ERK und PI3K 8181 Eine aberrante TNFRSF11A Expression konnte bereits mit
einigen Tumorentitaten in Verbindung gebracht werden. So zeigte sich beispielsweise eine
Uberexpression von TNFRSF11A beim Mammakarzinom, Prostatakarzinom mit hohem
Metastasierungspotenzial und beim Gliom 8285, Es konnte ferner gezeigt werden, dass eine
aberrante Expression von TNFRSF11A auch bei Leukdmien eine Rolle spielen kann. In CLL
Zellen konnte eine hohere TNFRSF11A Expression im Vergleich zu peripheren CD19*
B-Zellen aus Kontrollmdusen nachgewiesen werden. Eine anschlielende Behandlung mit
einem anti-RANKL (microenvironmental RANK ligand) Antikdrper konnte die leukédmische Last
signifikant reduzieren. Das deutet darauf hin, dass die RANKL-RANK Achse zum einen eine
Rolle bei der CLL spielt und zum anderen die supportive Mikroumgebung der CLL Zellen

unterstiitzt, da diese durch den anti-RANKL Antikorper gestort werden kann '8, Auch beim
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DLBCL spielt TNFRSF11A eine wichtige Rolle, indem es den Signalweg des NF-kB positiv
reguliert und dieser haufig vor allem bei ABC-DLBCL und zum Teil bei GCB-DLBCL konstitutiv
aktiviert ist. Gene des NF-kB Signalwegs kénnen haufig mutiert vorliegen. Dies betrifft
ebenfalls TNFRSF11A, allerdings seltener '®’. Da TNFRSF11A nicht nur durch die
Kombination, sondern bereits durch beide Einzelsubstanzen signifikant herunter reguliert
worden ist, handelt es sich hier nicht um einen kombinationsspezifischen, sondern einen global
induzierten Effekt. Allerdings konnte die Kombination den Effekt noch einmal deutlich

verstarken.

Weiterhin zeigte sich, wie bereits oben beschrieben, eine kombinationsspezifische
Herunterregulation des Gens S7100A70. Eine aberrante ST100A10 Expression konnte bereits
mit der Tumorentwicklung, Invasion und einer schlechten Prognose in Zusammenhang
gebracht werden. Durch die aberrante Expression von S700A710 in verschiedensten
Tumorzellen kann es als Biomarker fungieren '8-191 Weiterhin konnte bereits eine anti-
apoptotische Funktion in Tumorzellen beobachtet werden, bedingt durch die Stérung der pro-
apoptotischen Funktion des Proteins Bcl-2-associated death protein (BAD) (zusammengefasst

im Ubersichtsartikel '88).

Die aberrante Expression des Transkriptionsregulators MYB Proto-Oncogene, Transcription
Factor (MYB) wurde bereits haufig bei Leukdmien mit Translokationen, Lymphomen und
soliden Tumoren beobachtet 2%, In der DLBCL Zelllinie SU-DHL-4 konnte ebenfalls eine
Hochregulation von MYB nachgewiesen werden '%4. Die Kombination war in der Lage, MYB
signifikant herunterzuregulieren. In soliden Tumoren konnte eine Herunterregulation sowohl

die Proliferation als auch die Invasion inhibieren 19519,

Die Entospletinib und AZD5153 Kombination fiihrt zu kombinationsspezifischen Gene

Ontology terms

Um das Verstandnis um den kombinationsspezifischen Wirkmechanismus von Entospletinib
und AZD5153 in der DLBCL SU-DHL-4 zu prazisieren, wurden Gene Ontology (GO)

Enrichment Analysen durchgefihrt und spater zu GO ,Clusters” zusammengefasst.

Auch hier wurden kombinationsspezifische, biologische Prozesse identifiziert, die alleinig
durch die Entospletinib + AZD5153 Kombination moduliert worden sind. Es zeigte sich vor
allem, dass biologische Prozesse wie die DNA Replikation und Zellteilung von der Kombination
beeinflusst werden. Wahrend eine Vielzahl an GO Terms signifikant herunterreguliert worden
sind, konnten keine als signifikant hochreguliert identifiziert werden. Die Betrachtung der
Top10 GO Terms (herunterreguliert) identifizierte auch die entsprechend zugehdrigen
differentiell exprimierten Gene. Wie die Zuordnung zu den entsprechenden GO Terms bereits

verrat, spielen die meisten Gene eine Rolle bei der DNA Replikation oder der Zellteilung. So
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konnten unterschiedliche Genfamilien identifiziert werden, die im DNA Replikationsprozess
eine Rolle spielen. Hier zeigten sich Gene aus den mini chromosome maintenance (MCM),
Centromer (CEN), cell division cycle (CDC), Kinesin Family (KIF) und GINS complex subunit
(GINS) Familien als besonders haufig differentiell exprimiert und entsprechend den GO Terms

zugeordnet.

MCM Gene wurden haufig zu unterschiedlichen GO Terms der Top10 Herunterregulierten
zugeordnet. Diese DNA Helikasen entwinden die DNA Doppelstrange und regulieren und
initiieren somit den DNA Replikationsprozess '®. Auch bei der Tumorentwicklung kénnen
diese Enzyme involviert sein. Bei unterschiedlichen Tumorentitaten, wie bspw. Leukamien und
Lymphomen, liegt MCM3 tiberexprimiert vor '8, Beim DLBCL konnte MCM2 durch die erhéhte
Expression sogar als negativer prognostischer Marker identifiziert werden '*°. Gene der GINS
Familie wie GINS7 und GINS2 sind ebenfalls bei der Initiation des DNA Replikationsprozesses
involviert. Die vermehrte Hochregulation dieser Gene bei unterschiedlichen Tumorentitaten
macht diese zu potentiellen prognostischen Markern 2°°20' Einige Gene der CDC Familie
wurden ebenfalls vermehrt identifiziert. CDC7 beispielsweise konnte bereits in einigen
Tumoren als hoch exprimiert und damit als Biomarker eingestuft werden 2°2-204_ Die Inhibition
von CDC?7 bspw. durch den Inhibitor BMS-863233 wird demnach bereits sowohl pra-klinisch
als auch klinisch untersucht (zusammengefasst im Ubersichtsartikel 2°%). Bislang gibt es nur
eine abgeschlossene klinische Studie mit Ergebnissen. Diese zeigt ein akzeptables
Sicherheitsprofil und Anti-Tumor-Aktivitat (NCT02699749) 2%, Die meisten klinischen Studien
wurden allerdings terminiert (clinicaltrials.gov, 17.08.2022). Weiterhin konnten sowohl CDC7
als auch MCM2 beim DLBCL als prognostischer Marker identifiziert werden 2%, Das Gen
CDC45 war durch die Kombination ebenfalls signifikant herunterreguliert und in den Top10
GO Terms prasent. CDC45 ist Teil des CMG (CDC45/MCM2-7/GINS) Komplexes, welcher fir
die DNA Replikationsinitiierung zustandig ist 2°72%, Komponenten des CMG Komplexes
wurden bereits haufig als GUberexprimiert in unterschiedlichen Tumorentitaten identifiziert und
demnach als prognostischer Marker und Ziel therapeutischer Intervention in Betracht
gezogen 2%, Die Modulierung der Gene des CMG Komplexes durch die Entospletinib und
AZD5153 Kombination lasst vermuten, dass dieser Komplex eine entscheidende Rolle bei den

durch die Kombination induzierten Effekten besitzt.

Die Ergebnisse der funktionellen GO Enrichment Analysen verdeutlichen demnach ein
Eingreifen vornehmlich in die DNA Replikationsprozesse in der DLBCL Zelllinie SU-DHL-4.
Weiterhin spielen die meisten der identifizierten Gene eine Rolle bei der Tumorprogression,
sind haufig von einer tumorspezifischen aberranten Expression betroffen und kénnen daher
als Bio- oder Prognosemarker dienen. Auch die Visualisierung und Kondensierung der GO

Terms zu sogenannten GO Clusters unterstreicht die Annahme, dass vorrangig Prozesse
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herunterreguliert werden, die mit DNA Replikationsprozessen und Zellteilung durch die
Entospletinib + AZD5153 Kombination in SU-DHL-4 Zellen in Zusammenhang stehen.

Die signifikante Herunterregulation der Gene des CMG Komplexes und die Funktion der
herunterregulierten GO Terms indiziert, dass die Kombination vor allem DNA
Replikationsprozesse in der DLBCL Zelllinie SU-DHL-4 stért. Die Herunterregulation von DNA
Replikation- und Zellzyklus betreffenden Prozessen kann durch die evaluierten
Zellzyklusdaten  untermauert werden. Die Funktion der BET Proteine als
Transkriptionsregulatoren wird durch AZD5153 entsprechend inhibiert und macht sich bei der
Herunterregulation von DNA Replikationsprozessen bemerkbar. Man kann also davon
ausgehen, dass sowohl die anti-proliferativen Effekte als auch die Genexpressionsmodulation
vorrangig durch AZD5153 induziert wird und Entospletinib diese Effekte verstarkt, moduliert

und entsprechend kombinationsspezifisch macht.

7. Ausblick

Praklinische Studien im Hinblick auf Kombinationstestungen und der entsprechenden
Evaluierung des Wirkmechanismus’, stellen eine zentrale Rolle flr den erfolgreichen Einsatz
neuer Kombinationen dar. Sowohl Resistenzvermeidung als auch die Verringerung des
Nebenwirkungsregimes sollten hier von zentraler Bedeutung flr den klinischen Einsatz sein.
Die Méglichkeit, Patienten nach ihren spezifischen Gensignaturen zu stratifizieren, macht es
moglich, Patienten-individuelle und angepasste therapeutische Ansatze und

Kombinationsregimes zu evaluieren und intelligent einzusetzen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Promotionsarbeit und der inkludierten Veroffentlichungen
stellen zum einen die Basis fur die Aufklarung des Wirkmechanismus' von Entospletinib in
Zelllinien der Vorlaufer B-ALL dar. Des Weiteren schaffen sie die Grundlage fur die Aufklarung
des Wirkmechanismus der Entospletinib und AZD5153 Kombination in humanen und caninen

B-Lymphom-Zelllinien.

Die Charakterisierung von SYK und die anti-proliferativen Effekte durch Entospletinib in der
pro- und pra B-ALL dienen nun als Ausgangspunkt weiterer Untersuchungen in Hinblick auf
bspw. Kombinationstestungen mit anderen B-Zell Rezeptor assoziierten Kinasen, dem

isoform-spezifischen BET Inhibitor AZD5153 oder anderen Schllisselregulatoren.

Die ferner gezeigten synergistischen Effekte durch die simultane SYK und BET Inhibition in
den humanen B-Lymphom-Zelllinien und die Identifizierung des Wirkmechanismus‘ von
Entospletinib und AZD5153 in der DLBCL Zelllinie SU-DHL-4 stellt die Grundlage fur die
weitere Evaluation dieser Kombination dar. Zum einen konnte die Sensitivitat gegenuber der

Kombination bei den weniger sensitiven B-Lymphom-Zelllinien verbessert werden, indem
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sequentielle oder Mehrfachgaben der Inhibitoren eingesetzt werden, vergleichend zu der
simultanen Applikation. Die Einflihrung eines dritten Inhibitors, um Apoptose zu induzieren, ist
ebenfalls mdglich. AuRerdem konnte Entospletinib durch einen anderen B-Zell assoziierten
Kinase Inhibitor ausgetauscht werden, um die weniger starken anti-proliferativen Effekte in den

B-Lymphom-Zelllinien zu erhéhen und eine gezielte Apoptose-Induktion auszulésen.

Die induzierten Genexpressionsmodulationen durch die Einzelsubstanzen und die
Substanzkombination koénnen ebenfalls als Grundlage dafir dienen, ,Drug Escape®
Mechanismen und substanz-vermittelte Resistenzen, durch den weiteren Einsatz
entsprechender  Inhibitoren,  zu umgehen.  Weiterhin  sind Proteom-  und
Phosphoproteomanalysen denkbar, um eine genauere Darstellung der
Proteinexpressionsmodulation zu erhalten. Die Integration des Proteoms kénnte tber Multi-
Omics-Daten weiteren Aufschluss Uber den zugrundeliegenden Mechanismus geben. Die
mittels RNA Sequenzierung und Proteom identifizierten Pradiktoren kénnten anschliel3end

Uber funktionelle Analysen verifiziert werden.

Die hier vorliegende Promotionsarbeit fokussiert sich auf einen in vitro basierten Ansatz in
einem stabilen Zellkulturmodel. Die Ausweitung auf 3D in vitro Ansatze, Primarmaterial und
in vivo Modelle wirde die Funktion und die zugrundeliegenden Mechanismen der hier
evaluierten Substanzen und Substanzkombinationen zum einen validieren und zum anderen
spezifischer charakterisieren. Vor allem die Ausweitung auf in vivo Modelle wirde zeigen,
welche Effekte und Nebenwirkungen der Kombination in einem Organismus, ggf. mit
funktionsfahigen Immunsystem zu erwarten sind und die Ubertragbarkeit in die Klinik
erleichtern. Nach erfolgreicher Evaluation und Optimierung der hier vorgestellten Kombination
aus Entospletinib und AZD5153 ware es denkbar, den therapeutischen Ansatz auf den Hund

zu Ubertragen und als Alternative zum CHOP Protokoll oder als Zweitlinientherapie zu nutzen.
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AZD5153
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FIT Fostamatinib for Immune Thrombocytopenia
FL Follikulares Lymphom

FLT3 Fms Related Receptor Tyrosine Kinase 3
GFI1B Growth Factor Independent 1B Transcriptional Repressor
GINS GINS complex subunit

GO Gene Ontology

GoF Gain-of-Function

pGSK3p Glycogen Synthase Kinase 3 Beta

HCC Hepatozellulares Karzinom

HER2 human epidermal growth receptor 2

HOXA9 Homeobox A9
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Abstract: Background: Impaired B-cell receptor (BCR) function has been associated with the progress
of several B-cell malignancies. The spleen tyrosine kinase (SYK) represents a potential therapeutic
target in a subset of B-cell neoplasias. In precursor B-acute lymphoblastic leukemia (B-ALL), the
pathogenic role and therapeutic potential of SYK is still controversially discussed. We evaluate the
application of the SYK inhibitor entospletinib (Ento) in pre- and pro-B-ALL cell lines, characterizing
the biologic and molecular effects. Methods: SYK expression was characterized in pre-B-ALL
(NALM-6) and pro-B-ALL cell lines (SEM and RS4;11). The cell lines were exposed to different
Ento concentrations and the cell biological response analyzed by proliferation, metabolic activity,
apoptosis induction, cell-cycle distribution and morphology. BCR pathway gene expression and
protein modulations were further characterized. Results: Ento significantly induced anti-proliferative
and pro-apoptotic effects in NALM-6 and SEM, while barely affecting RS4;11. Targeted RNAseq
revealed pronounced gene expression modulation only in NALM-6, while Western Blot analyses
demonstrated that vital downstream effector proteins, such as pAKT, pERK, pGSK3§, p53 and
BCL-6, were affected by Ento exposure in the inhibitor-sensitive cell lines. Conclusion: Different
acting modes of Ento, independent of pre-BCR dependency, were characterized, unexpected in SEM.
Accordingly, SYK classifies as a potential target structure in a subset of pro-B-ALLs.

Keywords: entospletinib; Ento; GS-9973; B-ALL; acute lymphoblastic leukemia; expression analysis;
SYK; BCR; pathway-specific inhibitors

1. Introduction

B-cell receptor (BCR) signaling, as an essential regulating network, provides the
main signals for survival and proliferation in hematopoietic cells [1]. In B-lymphoid
malignancies, BCR signaling can be impaired by activating mutations, deletions or hyper-
activated tonic BCR signaling. Impaired function of the BCR can therefore lead to B-cell
malignant pathogenesis as chronic lymphocytic leukemia (CLL) or lymphoma [2]. Based on
this, the BCR signaling cascade with its involved genes can serve as target genes for targeted
therapies in B-cell neoplasias as CLL and B-cell lymphomas. A potential target structure is
represented by SYK, the spleen tyrosine kinase. SYK, as a 72 kDa, non-receptor tyrosine
kinase proximal to the BCR, is one major checkpoint for B-cell maturation and required for
pro-B- (cytoplasmic Igu™ /surface IgM ™) to pre-B-cell (cytoplasmic Igu* /surface IgM ™)
transition [3-6]. During immunoreceptor engagement, the cytoplasmic tails of the BCR
auxiliary transmembrane proteins Ig-oc and Ig-f3, which constitute the immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs (ITAMs), are phosphorylated [7]. As a result, SYK is
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recruited to the ITAMs, becomes phosphorylated, and thus activated [2]. Now, SYK
directly phosphorylates BLNK and transmits signals to several signaling pathway cascades
downstream of the BCR, including PI3K/AKT, ERK and BTK/PLCy2 [8-12]. Moreover,
SYK fulfills certain functions independent of BCR signaling, e.g., signal transduction from
tumor necrosis factor (TNF) superfamily receptors, integrins and cytokines [2]. Activation
of these pathways leads to proliferation, differentiation, cytoskeletal remodeling, cytokine
release and survival [2]. In several hematological malignancies, such as CLL [13], diffuse
large B-cell lymphoma (DLBCL) [14], mantle cell lymphoma (MCL) [15] and follicular
lymphoma (FL) [16], SYK acts as a proto-oncogene and is thus involved in tumorigenesis.
Here, tonic BCR signaling leads to constitutively activated SYK [17].

Indeed, Goodman et al. reported a SYK deficiency in pediatric precursor pro-B-
ALL [18], whereas Perova et al. demonstrated in pediatric and adult B-ALL samples a
pre-BCR independent SYK activation in high-risk precursor B-ALL patients and with that
an apoptosis induction by specific SYK inhibition [19].

Based on pre-clinical evaluation, several SYK inhibitors are developed and under
clinical investigation, e.g., fostamatinib disodium (R788) [20], entospletinib (GS-9973) [21]
and cerdulatinib (PRT062070) [22]. In 2018, FDA approval of fostamatinib disodium ensued
as Tavalisse for patients with chronic immune thrombocytopenia with prior unsuccessful
treatment [23]. A second-generation compound, entospletinib (GS-9973), as one of the most
selective SYK inhibitors, was developed as a consequence of the prodrug fostamatinib,
which showed dose-limiting adverse events in patients with relapsed or refractory B-cell
lymphoid malignancies, probably based on poor kinase selectivity and off-target effects [20].
Entospletinib is an ATP competitive kinase inhibitor and disrupts the kinase activity of
SYK. Additionally, entospletinib exhibits an excellent selectivity profile with high efficacy
for SYK inhibition and presumably lower dose-limiting adverse effects [24]. Especially,
the combination of PI3K$ inhibitor idelalisib and entospletinib showed to disrupt the BCR
and chemokine signaling in CLL pre-clinically [25]. A Phase 2 study with CLL patients
also showed lymph node reduction and partial response with acceptable tolerability by
entospletinib (Ento) administration [21].

The observed effects based on SYK inhibition in precursor B-ALL in vitro are mostly
defined by BCR or pre-BCR dependency. Kohrer et al. likewise showed an anti-tumorigenic
potential of SYK inhibition by PRT318 in pre-B-ALL cell lines (BCR*), whereas pro-B-ALL
cell lines were not affected (BCR™) [4].

Due to the controversially discussed SYK function, especially in precursor B-ALL,
the characterization of SYK as a potential target structure is an essential need. Here, we
provide an in vitro-based study, which aimed to illustrate the application of entospletinib
as a specific SYK inhibitor on pre- and pro-B-acute lymphoblastic leukemia cell lines, in
order to further demonstrate a possible application in a subset of precursor B-ALL and,
moreover, to elucidate the underlying diverging acting modes.

2. Results
2.1. Pro-B-ALL Cell Line SEM is Characterized by High SYK and pSYK Expression

SYK expression was evaluated by Western blot analyses, immunofluorescence staining
and intracellular flow cytometry. Pre-B-ALL cell line NALM-6 (pre-BCR") revealed the
highest amount of total SYK during Western blot analyses (Figure 1a). Pro-B-ALL cell lines
SEM and RS4;11 (pre-BCR™) showed less total SYK expression. Total SYK expression was
also visualized by immunofluorescence staining in all cell lines and the strongest signal was
confirmed in the pre-B-ALL cell line NALM-6 within all tested B-ALL cell lines (Figure 1b).
The positive-control B-cell lymphoma cell line SU-DHL-4 revealed a high SYK expression,
while the negative-control T-cell lymphoma cell line SUP-T1 was SYK-negative (Figure 1b).
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Figure 1. Basal characterization of SYK and pSYK expression in B-ALL cell lines. Characterization of basal SYK protein
expression in B-ALL cell lines. Highest SYK expression was observed in pre-B-ALL NALM-6, while pro-B-ALL SEM showed
the highest pSYK expression. (a) SYK and pSYK expression of two phosphorylation sites (Tyr525/526 and Y352) under
non-stimulating conditions in the B-ALL cell lines and the DLBCL cell line SU-DHL-4 as well as the T-cell lymphoma cell
line SUP-T1 (positive and negative control, respectively). (b) Immunofluorescent staining of SYK in the B-ALL cell lines
and control cell lines (composite image of the Alexa Fluor Plus 488 green-labeled SYK and blue DAPI-stained nucleus) by
confocal microscopy. (c) Intracellular staining of SYK-FITC and pSYK(Y348)-PE by flow cytometry in unstimulated B-ALL
cells showing SYK and pSYK expression based on percentage (%) and mean fluorescent intensity (MFI) (SUP-T1 cell line as
the negative control and IgG-stimulated SU-DHL-4 as the positive control). The mean fluorescence intensity (MFI) of all cell
lines is expressed in arbitrary units (AU). Data are presented as the mean £ SD. Statistical significance was calculated by
t-test and displayed as * p < 0.033, ** p < 0.002, *** p < 0.001 (n > 3).

Furthermore, intracellular flow cytometry demonstrated almost entirely SYK-positive
cells for all tested cells except for the negative control SUP-T1. Comparison of the mean
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3x107

2x107

fluorescence intensities (MFIs) revealed significant differences between the B-ALL cell lines
showing highest MFI values for NALM-6.

In contrast to the total form of SYK, the amount of the activated and phosphorylated
SYK form (phospho SYK; pSYK) varied within the analyzed cell lines using Western blot
detection (Figure 1a). Two different SYK phosphorylation sites were analyzed for pSYK
characterization via Western blot. Thereby, the auto-phosphorylation site Tyr525/526
and activation site Y352 (Interdomain Linker Region [26]) revealed an unexpected high
amount of activated SYK in the pro-B-ALL cell line SEM and less in NALM-6 and RS4;11
(Figure 1a). Flow cytometric detection of pSYK, using an alternative antibody detecting
phosphorylation site Y348, revealed low pSYK levels for all cell lines except for the IgG-
stimulated, positive-control cell line SU-DHL-4 (Figure 1c). Percentagewise, again the
pro-B-ALL cell line SEM revealed the highest pSYK level within the unstimulated B-ALL
cell lines.

2.2. Basal Expression Analysis of Key B-Cell Receptor Genes in the B-Acute Lymphoblastic Cell
Lines NALM-6, SEM and RS4;11

To evaluate the basal RNA expression level of SYK as well as key regulators in the
B-cell-receptor pathway, we performed targeted RN Aseq with 179 genes involved in the
BCR, PI3K/AKT pathway signaling and more. The highest SYK expression was detected
in pre-B-ALL NALM-6 with two-fold higher expression compared to both the pro-B-ALL
cell lines (the normalized read counts of a subset of vital kinases and proteins of these
pathways are shown in Figure 2 and Supplementary Table S1, and the read counts and
normalized read counts in Supplementary Tables 52 and S3).

3 NALM-6 SEM ®E RS4;11

AKT1 and AKT2 showed similar expression in all three cell lines, while AKT3 is highly
expressed in both the pro-B-ALL cell lines and only slightly expressed in the pre-B-ALL
cell line NALM-6. The BCL-2 and BCL-6 expression differs between the cell lines, whereas
BCL-6 is highest expressed in RS4;11. Furthermore, BITK was found present in all three
cell lines at a similar kind of intensity. The PI3K subunits PI3Ka and PI3Kp are likely
moderately expressed in all three cell lines, whereas the PI3KJ, PI3K«y and PI3KR1 subunits
vary between the cell lines. PI3KJ is highest expressed in NALM-6; the merest PI3Ky
expression is revealed in SEM and the PI3KR1 subunit is significantly highly expressed in
NALM-6. TP53 and ERK expression is nearly equal in all cell lines. All MAP kinases are
represented in all cell lines in a similar intensity. However, PTPN6 revealed the highest
expression in the pro-B-ALL cell line SEM.
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2.3. Ento Sensitivity Is Independent of the Pre-BCR Status

Ento exposure on pre-B-ALL NALM-6 (pre-BCR*) showed a concentration and slightly
time-dependent decrease in cell proliferation, most affected at 72 h (Figure 3a). The
metabolic activity was only moderately affected by Ento and re-increases with a longer
incubation time. Interestingly, Ento exposure showed anti-proliferative effects also on
the pro-B-ALL cell line SEM (pre-BCR™) (Figure 3b). Significant effects were observed
starting with 5 uM for 24 h and 1 uM Ento for 48 h and 72 h exposure. The metabolic
activity was similarly affected, slightly ascending with incubation time. In contrast, the
pro-B-ALL RS4;11 (pre-BCR™) showed only a moderate reduction in proliferation at the
highest concentration 10 uM and 20 uM applied for 48 h and 72 h (Figure 3c). The IC50
calculation based on 72 h proliferation is shown in Figure S1 (Supplementary File B), where
the IC50 of RS4;11 was not reached.

24h 48h 72h

150

100 .::::;}.(:

150 150

3 ii 50
A -

100 -:::::f:"

}‘;i} . 1007 "““?:-’::f"'{::ii\:‘ 1004

--e-- Proliferation  -=-- Metabolic activity

Figure 3. Cell viability after entospletinib exposure in B-ALL cell lines. Time- and concentration-dependent reduction
in cell proliferation and metabolic activity in the pre-B-ALL cell line NALM-6 and pro-B-ALL cell lines SEM and RS4;11
by entospletinib. Cell proliferation and metabolic activity for entospletinib serially diluted at different concentrations
(0.001 pM-20 uM) for 24 h, 48 h and 72 h (a) NALM-6, (b) SEM and (c) RS4;11. Data are presented as the mean + SD.
Statistical significance was calculated by one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test as a post-hoc

analysis and displayed as * p < 0.033, ** p < 0.002, *** p < 0.001 versus the control group (n > 3).

2.4. Pro-Apoptotic Effects Are Provoked by High Entospletinib Concentrations, Independent of
Pre-BCR Dependency

High Ento concentrations induced significant early and late apoptosis/necrosis in
the pre-B-ALL NALM-6 cell line during all tested time points (Figure 4a). However, in
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the pro-B-ALL cell line SEM, high Ento concentrations induced significant early and late
apoptosis/necrosis to a higher extent even compared to pre-B-ALL NALM-6. During the
early time point (24 h), Ento mainly provokes late apoptosis, while the early apoptosis
rate increased during the later time points (48 h and 72 h) (Figure 4b). In contrast, pro-B-
ALL RS4;11 was almost resistant to apoptosis induction by Ento (Figure 4c). Exemplarily,
apoptosis measurements of the SEM cells are given in Figure S2 (Supplementary File B).
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Figure 4. Apoptosis induction in B-ALL after entospletinib (Ento) exposure. Concentration-dependent apoptosis induction
by entospletinib in pre-B-ALL NALM-6 and pro-B-ALL SEM. B-ALL cells were exposed to serially diluted entospletinib
concentrations (0,001 uM-20 uM). Apoptosis induction was determined by Annexin V/PI staining for an exposure time
of 24 h, 48 h and 72 h. (a) NALM-6 cells, (b) SEM and (c) RS4;11, respectively. (d) Representative light microscopy
images (x100) of entospletinib-exposed B-ALL cells after 72 h. Cytospins were stained with May-Gruenwald Giemsa stain
(Pappenheim method) after 24 h, 48 h and 72 h entospletinib exposure at different concentrations (1 uM, 5 uM and 10 uM).
Data are presented as the mean =+ SD. Statistical significance was calculated by one-way ANOVA followed by Dunnett’s
test as a post-hoc analysis and displayed as * p < 0.033, ** p < 0.002, *** p < 0.001 versus the control group (n > 3). Black
asterisks indicate significance of late apoptotic/necrotic cells and red asterisks indicate significance of early apoptotic cells.
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2.5. Morphological Characterization Indicates Pro-Apoptotic Effects in Pre- and Pro-B-ALL Cell
Lines In Vitro

The representative images of the Ento-exposed B-ALL cells (Figure 4d) indicate mor-
phological changes in the sensitive B-ALL cell lines and moderate changes in the non-
responsive cell line RS4;11 cells after Ento exposure. In NALM-6, cellular fragmentation
and nuclear vacuolization can be determined. The light microscopy images of SEM indi-
cate membrane blebs, nuclear vacuolization, cellular fragmentation and slight chromatin
condensation after 72 h Ento exposure. The observed morphological changes indicate
stress and apoptosis induction in both the sensitive B-ALL cell lines. In RS4;11, mainly
membrane blebs and nuclear vacuolization were observed. Representative images of all
the tested concentrations (1 pM, 5 pM and 10 uM) and all time points (24 h, 48 h and 72 h)
further confirmed morphological changes in all B-ALL cell lines and indicates apoptosis
induction (Supplementary Figure S3).

2.6. Entospletinib Does Not Induce Cell-Cycle Arrest in B-ALL Cell Lines

Cell-cycle distribution was investigated in the pre-B-ALL cell line NALM-6 and pro-B-
ALL cell lines SEM and RS4;11 after Entospletinib exposure. Both concentrations of Ento
(low concentration 1 uM or high concentration 10 uM) were not able to induce changes
in cell-cycle distribution after 72 h incubation in the tested B-ALL cell lines (Figure 5a—c).
Exemplarily, the cell-cycle distribution of the Ento-exposed SEM cells is shown in Figure 5d.

a ) d
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Figure 5. Flow cytometric cell-cycle analysis of the B-ALL cells after entospletinib exposure. B-ALL cell lines NALM-6, SEM
and RS4;11 were exposed to 1 uM or 10 uM entospletinib for 72 h. (a) Mean cell-cycle distribution of NALM-6, (b) SEM
and (c) RS4,11. (d) Representative histograms of the cell-cycle distribution of the SEM cells exposed to entospletinib or the
vehicle, calculated by FlowJo Software, and the mean calculation of the cell-cycle phases. Data are presented as the mean +
SD. Statistical significance was calculated by one-way ANOVA followed by Dunnett’s test as a post-hoc (1 > 3).
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2.7. Entospletinib Downregulates Gene Expression of PTPN6 and BCL-6 in Pre-B-ALL NALM-6

Principle component analysis (PCA) indicates clear clustering of the appropriate cell
line samples (Figure 6a). NALM-6 sample distribution exhibits a clear variance between the
Ento-exposed and control cells, while the SEM and RS4;11 samples do not differ from each
other. Using filter criteria of Avg (log2) > 5, fold change > 2 or < 2 within Transcriptome
Analysis Console (TAC) software, we identified 1.13% relevantly up- and 10.73% downreg-
ulated genes in the pre-B-ALL cell line NALM-6. We found 2 up- and 19 downregulated
genes within the BCR/PI3K/AKT pathway following Ento exposure (Figure 6¢). PTPN6
is the most downregulated gene in Ento-exposed NALM-6 cells compared to the DMSO
control (fold change: —10.99), followed by BCL-6 (fold change: —9.62). Furthermore,
we detected the downregulation of LAT2, IL7R, DAPP1, CD22 and more. Ento admin-
istration only upregulated a minor set of some BCR genes like AKT3 and RPS6KBI in
NALM-6. However, the pro-B-ALL SEM showed only 1.13% up- and 1.13% downregulated
genes (Figure 6a,b,d,e). CD79B (fold change: 2.41) and FOXO1 (fold change 2.04) were
upregulated, whereas VEGFA (fold change: —2.01) and SPRY?2 (fold change: —2.01) were
downregulated after Ento exposure. In contrast, in the pro-B-ALL RS4;11, no relevant
gene expression changes could be identified after Ento mono exposure during RNA panel
sequencing. All read counts and normalized read counts are shown in Supplementary
Tables S4-59.

2.8. Downstream Protein Characterization Unveiled p53 and BCL-6 as Key Targets by
Entospletinib Exposure

In the pre-B-ALL cell line NALM-6 no phosphorylation of SYKry,525,/526 was detected,
while SYKyss; slightly increased during the tested time points (Figure 7c). Total SYK
was not affected. pERK and total ERK expression remained mostly unaffected. A slight
concentration-dependent decrease in p4E-BP1 was observed in NALM-6, whereas p53
was not detectable. pSHP-1 and total SHP-1 were only detectable starting from 48 h
(Supplementary File B, Figure S4). Both decreased with increasing Ento concentrations.
Further, pGSK3f3 considerably increased after 1 uM Ento exposure, but not in the higher
concentrations. Total GSK3f remained unaffected. Interestingly, BCL-6 was detected in
the DMSO control and decreased after Ento exposure, independently of the concentration.
Further, a strong pAKT level was detected after 1 uM Ento exposure, which then declined
with higher concentrations again. The appropriate total AKT expression was consistent.
Complete Western blot analyses for 24 h, 48 h and 72 h Ento exposure on NALM-6 cells are
shown in Supplementary File B (Figure 54).

Phosphorylated SYK decreased concentration dependent in the pro-B-ALL cell line
SEM, validated for both phosphorylation residues Tyr525/526 and Y352 (Figure 8 and
Supplementary File B, Figure S5). Application of 10 pM Ento almost completely inhibited
the pSYK expression, while total SYK remained unaffected. Interestingly, pERK expression
increased by Ento exposure in SEM, while total ERK remained unaffected. Strikingly, the tu-
mor suppressor p53 vigorously decreased concentration dependently in SEM. Furthermore,
the phosphorylated SHP-1 decreased only during the first 24 h and pGSK3f increased
independently of concentration and time. Total GSK33 was not influenced. Furthermore,
BCL-6 protein expression has not been detected in SEM during the tested time points.
Another interesting modification has been observed in the amount of phosphorylation of
AKT residue Serd73. In SEM cells, pAKT was increased in all samples after Ento exposure
compared to the DMSO control. Distinct changes were observed after long-term incuba-
tion (72 h), whereby 1 uM Ento exposure induced distinct modification merely after 24 h
and 48 h. Total AKT expression remained unaffected during all time points. Complete
Western blot analyses for 24 h, 48 h and 72 h Ento exposure on SEM cells are shown in
Supplementary File B (Figure S5).
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Figure 6. Entospletinib-induced gene expression changes in the B-ALL cell lines. Entospletinib-induced gene expression
changes within the BCR and PI3K/AKT pathway predominantly in pre-B-ALL NALM-6 and slightly in pro-B-ALL SEM.
(a) Principle component analysis of the control and 1 uM Ento-exposed B-ALL cell lines revealed distinct clustering of

the appropriate cell line samples and variance in the NALM-6 cells after Ento exposure. (b) Hierarchical clustering of all

the relevant regulated genes demonstrates the gene expression changes in the B-ALL cell lines. (c) Fold changes of the

significantly deregulated genes in NALM-6 and (d) SEM. (e) Percentagewise deregulation after 1 tM Ento exposure.
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Figure 7. Entospletinib-induced distinct downstream protein modifications in pre-B-ALL NALM-6. Western Blot analyses
revealed distinct changes in the SYK downstream proteins in pre-B-ALL NALM-6. (a) Condensed conclusion of protein
modifications in all tested B-ALL cell lines. (b) Schematic illustration of the SYK protein structure, showing the amino acids
used to examine the phosphorylation status. (c) Representative Western blot images of NALM-6 cells after 72 h entospletinib
exposure. (d) Western blot quantification of key proteins after 24 h, 48 h and 72 h exposure (>3 independent Western blots).
Data are presented as the mean £ SD. Statistical significance was calculated by one-way ANOVA followed by Dunnett’s
test as a post-hoc analysis and displayed as * p < 0.033, ** p < 0.002, *** p < 0.001 versus the control group (1 > 3).
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Figure 8. Entospletinib-induced distinct downstream protein modifications in pro-B-ALL SEM. (a) Representative Western
blot images of SEM cells after 72 h exposure. (b) Western blot quantification of key proteins (>3 independent Western blots
for 24 h, 48 h and 72 h time points). Data are presented as the mean + SD. Statistical significance was calculated by one-way
ANOVA followed by Dunnett’s test as a post-hoc analysis and displayed as * p < 0.033, ** p < 0.002, *** p < 0.001 versus the
control group (1 > 3).

In the second pro-B-ALL cell line RS4;11, an increase of SYKys3s; level was detected
during the tested time points while total SYK remained unaffected (Figure 9 and Supple-
mentary File B, Figure 56). pERK expression was distinctly reduced after Ento exposure
during all tested time points, while total ERK was not affected. Further, no p53 expression
was detected during the tested conditions. pSHP-1 results were discontinuous and showed
an increase only after 1 uM Ento exposure during 72 h incubation, while total SHP-1 was
not affected. Moreover, high level of BCL-6 was detected in all samples and time points
without any alteration. No obvious expression changes were observed in pGSK3f and
total GSK33, pAKT and total AKT during the tested conditions. Complete western blot
analyses for 24 h, 48 h and 72 h Ento exposure on RS4;11 cells are shown in Supplementary
File B (Figure S6).
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Figure 9. Entospletinib induced moderate downstream protein modifications in pro-B-ALL RS4;11. Entospletinib induces
moderate protein expression changes in pro-B-ALL RS4;11. (a) Representative Western Blot images of RS4;11 cells after Ento
exposure (b) Western Blot quantification of key proteins (> 3 independent Western Blots for 24 h, 48 h and 72 h time points).
Data are presented as the mean + SD. Statistical significance was calculated by One-way ANOVA followed by Dunnett’s
test as post hoc (n > 3).

Moreover, Western blot densitometric analyses of the NALM-6 exposed cells con-
firmed significant changes in BCL-6, pSHP-1, pGSK3f3 and pAKT expression (Figure 7d).
Further distinct changes were observed in SYKyss, and p4E-BP1 expression. Pro-B-ALL
SEM Western blot quantification also verified the most vigorous and significant alteration
of SYKryr505/526, SYKyas2 and p53. Further modifications were observed in pERK, pGSK33
and pAKT expression. Exemplarily, the densitometric analysis of the mostly affected
proteins are shown in Figure 8b. The quantification of Ento-exposed pro-B-ALL cell line
RS4;11 revealed distinct modifications in SYKy3sp and pERK expression (Figure 9b).

3. Discussion

Targeting B-cell receptor associated kinases, such as SYK, represents a major thera-
peutic tool in the treatment of B-cell malignancies such as CLL and DLBCL. In progenitor
and precursor B-ALL, the function and druggability of SYK is still controversially dis-
cussed. Here, we identified a diverse acting mode of entospletinib, which not only relies
on pre-BCR dependency. Anti-proliferative and pro-apoptotic effects were observed in
both pre-B-ALL (NALM-6) and pro-B-ALL (SEM) cell lines, while a second pro-B-ALL
(RS4;11) remained resistant, independently of the applied Ento concentration. Currently,
BCR dependency is considered as a response marker to SYK inhibition. Here, pre-BCR*
and pre-BCR™ ALL cells can be distinguished by kinase inhibitor sensitivity, where only
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pre-BCR* ALL cells selectively respond to SYK inhibition [27]. However, in this study
we describe an exception for pro-B-ALL cells, showing a comparable sensitivity to SYK
inhibition as do the pre-B-ALL cells, with comparable Ento IC50 values. Further, the
observed pro-apoptotic effects were slightly more pronounced in the pro-B-ALL cells (SEM)
compared to the pre-B-ALL cells (NALM-6). In contrast, apoptosis induction was not
observed in the second pro-B-ALL cell line RS4;11. Compared to other studies testing
Ento in CLL in vitro, the anti-proliferative as well as pro-apoptotic effects were slightly
higher compared to our tested B-ALL cell lines [25,28]. CLL cells depends on their mi-
croenvironment, cell homing, chemokine/cytokine interactions and activation of B-cell
receptor signaling [29]. Disrupting BCR signaling by BCR-associated kinase inhibition,
e.g., BTK or SYK, lead to cross-talk blockage within the microenvironment and thus of
BCR signaling [30], which makes SYK inhibition in CLL highly effective. In accordance
to that, strong apoptosis induction in sensitive DLBCL cell lines by SYK inhibitor R406
was also shown and reasoned by intact BCR signaling [14]. Presumably, CLL and DLBCL
depend more on functional BCR signaling compared to precursor B-ALL and progenitor
B-ALL in any case, due to the lacking BCR or pre-BCR. Depending on whether a pre-BCR is
present or not, it can be assumed that the acting mode of SYK inhibition and the followed
signal transduction will differ from each other. Cell-cycle distribution of pre-B-ALL cells
(NALM-6) and pro-B-ALL cells (SEM and RS4;11) were not affected by Ento treatment.
This is in contrast to the findings in DLBCL cell lines to SYK inhibition by PRT318. In this
study, SYK inhibition induced cell-cycle arrest by blocking G1/S transition in a part of the
sensitive DLBCL cell lines [31]. Moreover, SYK itself is known to be a master regulator of
anti-apoptotic signaling in B-lineage leukemias and lymphomas with cell-cycle regulatory
function by G2 checkpoint regulation. SYK occurs to be essential for cell-cycle control
due to CDC25C phosphatase inactivation by phosphorylation of 5216 residues and further
maintaining CDK1 inactive. This prevents CDK1 entry into mitosis and encourages SYK
as an important regulator during the cell-cycle process [32]. In B-ALL cell lines, cell-cycle
distribution does not seem to be influenced by SYK inhibition.

We further investigated the Ento-induced effects on BCR and PI3K/AKT downstream
signaling by Western blot analyses. Here, we focused on the pivotal kinases. All tested cell
lines exhibit different pathway modulation after Ento exposure. Whereas RS4;11 protein
expression was only moderately modified by Ento treatment, SEM and NALM-6 were
markedly affected. The most conspicuous alterations in the pro-B-ALL cell line SEM
was the reduction of pSYKry,505/506 and p53 and the increase of pERK1/2. It is already
known, that SYK is able to modulate p53 activity [33,34]. p53 (TP53 gene) normally bears
a tumor-suppressor function, where a high p53 induces apoptosis, cell-cycle arrest and
senescence [35]. In cancers, TP53 is frequently mutated [36], resulting in loss-of-function
(LoF), dominant-negative (DN) or gain-of-function (GoF) effects. TP53 hot-spot mutants,
as R157H, R282W, R248Q and R249, can destabilize the DNA-binding domain, which
can lead to partially unfolded p53 proteins and therefore loss of the p53 wild type (wt)
function [37]. The substitution in R248Q) also causes structural alteration in the respective
DNA contact sites [38,39]. Further, R248Q), have been shown to build aggregates caused by
protein misfolding [38,39]. Aggregated p53 mutants inactivate p53 and leads to LoF effects.
Moreover, aggregated p53 forms can also co-aggregate with other tumor suppressors, such
as p63 or p73. This interaction with new DNA-binding sites can explain the GoF effects
that, in turn, increases cancer progression [38].

The pro-B-ALL cell line SEM carries the TP53 p.R248Q mutation [40] (COSM10662),
which could explain the high p53 expression of the stabilized p53 mutant. Ento was able to
reduce p53 in the pro-B-ALL cell line SEM as a consequence of the pSYK decrease.

In pre-B-ALL NALM-6, especially 1uM Ento induced obvious changes within BCR and
PI3K/AKT signaling. Here, we found pAKT and pGSK3f upregulated by Ento exposure.
Moreover, in DLBCL cell lines, SYK inhibition by R406 reduced the downstream signaling
of the BCR by pAKT, pGSK3f and pERK reduction [41]. In contrast, Ento exposure on
pro-B-ALL SEM increased the pERK1/2 level concentration independently. Previously, it
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was demonstrated that Raf/MEK/ERK activation can induce drug resistance. Moreover, a
decrease in p53 was associated with drug resistance [42]. The pAKT and pGSK3 levels
were also increased in SEM after Ento exposure. These distinct modifications in SEM seem
to indicate a drug-escape mechanism caused by entospletinib exposure. In acute myeloid
leukemia (AML), an activated RAS/MAPK/ERK pathway also was observed after Ento
exposure and linked to resistance to Ento [43,44].

The reduction in PTPN6 and pSHP-1 in NALM-6 in response to SYK inhibition
presumably occurs due to a negative feedback loop based on a decreased pSYK level.
PTPNG®, also known as SHP-1, is a downstream protein tyrosine phosphatase of SYK that
negatively regulates SYK and attenuates BCR signaling [45,46]. Whereas SYK is important
for B-cell development, SHP-1 is a negative regulator of B lymphocyte activation [47] and
counteracts the phosphorylation of SYK [48].

However, Western blot analyses revealed a downregulation of BCL-6 and pSHP-1
in NALM-6 after Ento exposure. This observation was also confirmed by RNA panel
sequencing, where BCL-6 and PTPN6 were likewise mostly downregulated. It was already
shown that BCL-6 directly depends on pre-BCR signaling, where SYK inhibition reduced
BCL-6 in the TCF3-PBX1 ALL cell line and patient-derived TCF3-PBX1 ALL cells [27].
Further, Geng et al. demonstrated a SYK-dependent BCL-6 expression in pre-BCR* ALL
cells and with that a poor outcome for high BCL-6 expression levels in pre-BCR*™ ALL [27].
It was concluded that BCL-6 expression depends on tonic pre-BCR signaling due to BCL-6
repression by SYK and SRC inhibition [27]. However, we found BCL-6 highly expressed
in the pro-B-ALL cell line RS4;11, at the RNA and protein level, where Ento exposure did
not affect the BCL-6 expression nor cell viability. This could suggest that, independent of
pre-BCR signaling, high BCL-6 expression prevents the cell from apoptosis induction due
to the BCL-6-BIM axis. This mechanism was already proved in a recent study, where BCL-6
function was elucidated in MLL-rearranged B-ALL. Initially, it was shown that especially
MLL-rearranged B-ALL showed an upregulated BCL-6 expression, which is also related to a
poor prognosis. Moreover, it was shown that BCL-6 is able to bind the BCL2L11 locus (BIM)
and consequently regulates BIM expression. The deletion of BCL-6 induced an increased
BIM level [49]. Altogether, a high BCL-6 expression keeps pro-apoptotic BIM under control,
which in turn prevents apoptosis induction in MLL-rearranged B-ALL. Low BIM expression
or BIM loss correlates with a pro-survival behavior and was already observed in many
cancers as a survival strategy [50,51]. For that reason, the low BCL-6 expression in MLL-
rearranged sensitive SEM cells, high BCL-6 expression in MLL-rearranged resistant RS4;11
and the reduction of BCL-6 expression in NALM-6 could be explained by the BCL-6-BIM
axis and with that the sensitivity to Ento exposure. Concerning this, a new study from
Toscan et al. revealed a strategy to overcome glucocorticoid resistance in ALL due to
recovering the BIM function [52].

Altogether, our present study demonstrates anti-proliferative, metabolism modulating
and pro-apoptotic effects in pre- and pro-B-ALL cell lines in vitro, independent of pre-BCR
presence. We further unveiled that the TP53 variant in pro-B-ALL SEM and the BCL-6-BIM
axis can probably explain the entospletinib sensitivity and therefor provides a rationale for
Ento application also in a subset of pro-B-ALL.

4. Materials and Methods
4.1. Cell Lines and Reagents

Human B-ALL pre-B-ALL cell line NALM-6 (pre-BCR*), pro-B-ALL cell lines SEM
and RS4;11 (pre-BCR™), B lymphoma cell line SU-DHL-4 and T lymphoma cell line SUP-T1
were purchased from the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ,
Braunschweig, Germany). The cells were cultured as recommended by the manufacturer
at 37 °C and 5% CO; in media supplemented with 10 % heat-inactivated FCS (Biochrom,
Berlin, Germany) and 100 pg/mL penicillin and streptomycin (Biochrom, Berlin, Germany).
Mycoplasma contamination was regularly tested.
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Entospletinib (GS-9973) was purchased from Selleck Chemicals (Absource Diagnostics
GmbH, Miinchen, Germany, catalog no. 57523). A 10 mM Stock solution was prepared
according to the manufacturer’s instructions and stored at —80 °C.

4.2. Drug Exposure Experiments

B-ALL cell lines (3.3 x 10° cells/mL) were treated with serial end-concentrations
(0.001-10 uM) of entospletinib. Cells were cultured in the appropriate medium containing
0.1% (v/v) DMSO as the solvent of the drug or dose ranges of entospletinib as single
substance for 24 h, 48 h and 72 h. Following, the effect on cell proliferation (trypan blue
staining), metabolism (WST-1 assay), apoptosis/necrosis (annexin V/PI staining), cell
morphology and protein expression were determined. All experiments were performed at
least in three biological replicates.

4.3. Cell Proliferation

Pro-B-ALL cells SEM and RS4;11 as well as pre-B-ALL cell line NALM-6 were seeded
at a density of 5 x 10° cells in 1.5 mL in 24-well plates as duplets (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Germany). The B-ALL cell lines were exposed to the entospletinib or 0.1%
(v/v) DMSO as control. The cells were harvested 24 h, 48 h and 72 h after drug incubation
and washed with PBS (Biochrom, Berlin, Germany), (10 min, 180 g, 4 °C). The number of
viable cells was determined by cell count with a hemocytometer after trypan blue staining
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany).

4.4. WST-1 Proliferation Assay

Cells were seeded at a density of 5 x 10* cells/well in 96-well plates with 150 pL cell
culture medium containing DMSO as the control or entospletinib, in triplicate. Evaluation
of the metabolic activity was analyzed via tetrazolium compound WST-1 (TaKaRa Bio Inc.,
Kusatsu, Japan, catalog no. MK400) according to the manufacturer’s protocol. Briefly,
after an appropriate incubation time, the cells were incubated with 15 uL. WST-1 premix
WST-1 for up to 3 h. The absorbance at 450 nm and a reference wavelength at 750 nm were
determined using the GloMax- Multi Microplate Multimode Reader (Promega, Madison,
WI, USA). The absorbance of only culture medium containing the WST-1 reagent was used
as the background control.

4.5. Apoptosis Assay

Early and late apoptosis was analyzed by annexin V FITC (BD Biosciences, Heidelberg,
Germany, catalog no. 556419) and propidium iodide (PI) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA, catalog no. P4864-10ML) staining according to the manufacturer’s protocol. Drug-
exposed and control cells were harvest from 24-well plates and washed twice with cold
PBS (10 min, 180 g, 4 °C). The cell pellets were resuspended in a 100 pL annexin binding
buffer (BD Biosciences, Heidelberg, Germany, catalog no. 556454) and stained with 5 uL
annexin V FITC for 15 min at room temperature in the dark. Cell suspensions were
adjusted to a final volume of 500 uL with the annexin binding buffer and stained with PI
(20 pg/mL) immediately before measurement. Unstained and single stained control cells
were included in each experiment. Measurements were performed using FACS Verse™
(BD Biosciences, Heidelberg, Germany) and BD FACSuite Software (Version 4.0.2, BD
Biosciences, Heidelberg, Germany).

4.6. Cell-Cycle Analysis

The DNA intercalating dye propidium iodide (PI) was used for cell-cycle analysis
to quantify the DNA content. Cells were treated with 1 uM and 10 uM entospletinib or
DMSO as the vehicle. After 48 h and 72 h at 37 °C entospletinib exposure, cells were
harvested. After centrifugation at 180x g for 10 min at 4 °C the cells were washed twice
with PBS, followed by fixing the cells with 70 % ice cold ethanol and a freezing cycle
at —20 °C (>24 h). Subsequently, the fixation solution was removed by centrifugation
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at 180x g for 10 min at 4 °C. The fixed cells were then washed twice with PBS. After
centrifugation the cell pellet was then resuspended in 500 uL ribonuclease A (1 mg/mL)
(Carl Roth, Karlsruhe, Germany, catalog no. 7156.2). RNase treatment ensued 45 min
at 37 °C. After a centrifugation step at 180x ¢ for 10 min at 4 °C, the cells were washed
again with PBS for two times. PBS was removed by a centrifugation, the pellet was
resuspended in 400 uL PI Solution (50 pg/mL) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Germany, catalog no. P4864-10ML) and analyzed by flow cytometry (FACS Verse™,
BD Biosciences, Heidelberg, Germany) and BD FACSuite Software (Version 4.0.2, BD
Biosciences, Heidelberg, Germany).

4.7. Immunofluorescence Staining

Coated cytoslides (Tharmac, Waldsolms, Germany, catalog no. JC311-100) were
prepared with 5 x 10* cells per slide (750 rpm, 10 min) in a Cytospin 3 centrifuge (Shandon,
Frankfurt/Main, Germany). Slides were fixed in ice-cold methanol for 10 min. Afterward,
the cells were permeabilized, blocked and stained with SYK antibody (1:400 diluted in 1%
BSA) (sc-1240, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, TX, USA). Slides were washed and
stained with secondary goat Anti-mouse IgG Alexa Fluor Plus 488 (1:1000 diluted in 1%
BSA) (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). The antibodies used are listed in Supplementary
File C, Table S3. Finally, the cells were mounted, and the cell nuclei stained with Roti-Mount
FluorCare DAPI (Carl Roth, Karlsruhe, Germany, catalog no. HP20.1). Fluorescence images
were captured using a Nikon Eclipse TE2000-E confocal laser scanning microscope (Alexa
Fluor 488 for SYK and FluorCare DAPI for nucleic staining (Carl Roth, Karlsruhe, Germany),
with a 60 x water-immersion objective and the EZ-C1 software program (Nikon, Diisseldorf,
Germany, Version 3.80). Fluorescence images were processed with the Image] /Fiji software
(Version 1.49b / Java 1.6.0_24 (64bit) [53,54].

4.8. Pappenheim Staining

Coated cytoslides (Tharmac, Waldsolms, Germany, catalog no. JC311-100) were pre-
pared with 5 x 10* cells per slide (750 rpm, 10 min) in a Cytospin 3 centrifuge (Shandon,
Frankfurt/Main, Germany). The slides were stained for 6 min with May-Griinwald work-
ing solution (Merck, Darmstadt, Germany, catalog no. 101424), rinsed with microscopy
buffer according to WEISE (pH7.2) (Merck, Darmstadt, Germany, catalog no. 109468),
stained for 20 min in a Giemsa working solution (Merck, Darmstadt, Germany, catalog
no. 109204) and rinsed thoroughly with the microscopy buffer again. The slides were air
dried at room temperature before analysis. To evaluate the morphological changes of the
cells, the slides were analyzed by EVOS® XL Core Imaging System (AMG, Washington,
DC, USA).

4.9. Protein Extraction and Western Blot Analyses

Treated cells were lysed using RIPA buffer (10 x RIPA Buffer; 100 x Protease/Phosphatase
Inhibitor Cocktail (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA, catalog no. #9806; catalog
no. #5872)) and ultrasound. Protein concentrations were determined by Bradford Protein
Assay (Bio-Rad, Miinchen, Germany). For each sample, 30 ug protein were separated on
Criterion TGX Precast Gels (Bio-Rad, Miinchen, Germany, catalog no. 5671123). They were
blotted onto a PVDF membrane (Trans-Blot Turbo Transfer Pack 0.2 uM PVDF, Bio-Rad,
catalog no. 1704157) using Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad, 2.5 A, 25V,
10 min). After blockage in 1:3 diluted Odyssey Blocking Buffer (LI-COR, Nebraska, USA,
catalog no. 927-50000) for one hour, the membranes were incubated with the primary
antibody overnight at 4 °C. The antibodies used are listed in Supplementary File C, Tables
S1 and S2. The membranes were then washed in PBS-T and incubated with the secondary
antibody for one hour. After a washing step in PBS-T the detection was performed with
a LI-COR Odyssey Imaging System and Image Studio Lite software (LI-COR, Lincoln,
NE, USA).
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4.10. Intracellular Phospho-Specific Flow Cytometry and Stimulation

The detection of the intracellular targets pSYK and SYK was carried out by intracellular
flow cytometry (FACS Verse™, BD Biosciences, Heidelberg, Germany). The SUP-T1 T-cell
lymphoma cell line acted as the negative control due to lacking SYK expression. The
IgG-stimulated B-lymphoma cell line SU-DHL-4 acted as the positive control. AffiniPure
F(ab’), Fragment Goat Anti-Human IgG, F(ab’), fragment specific was used for stimulation
and purchased from Dianova (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA, catalog
no. #109-006-097). Here, SU-DHL-4 was seeded in 24-well plates (10° cells/mL) and
stimulated for 15 min with 5 pg/mL IgG at 37 °C and 5 % CO, [9]. Cells were harvested
directly from cell culture flasks and washed twice with 2 mL PBS. Cells were fixed with 4%
formaldehyde (16%, methanol-free, Ultra-Pure EM Grade, Polysciences, Warrington, PA,
USA, catalog no. 18814-10) to a final concentration of 4 % for 15 min at room temperature.
Subsequently, cells were washed with an excess of PBS and resuspended in an appropriate
amount of PBS. For permeabilizing the cells, ice-cold methanol was gently added to a final
concentration of 90%. The cells were then incubated for 30 min on ice. Staining was started
by washing the cells with an excess of PBS (300 g, 10 min, 4 °C). Cells were resuspended in
incubation buffer (0.5% BSA in PBS) containing the antibody to a total volume of 100 L.
The conjugated antibodies used are listed in Supplementary File C, Table S4. Cells were
then incubated for 60 min in the dark at room temperature. Thereafter, stained cells
were washed twice with PBS, resuspended in 300 uL PBS and were analyzed by flow
cytometry (FACS Verse™, BD Biosciences, Heidelberg, Germany). For all experiments, the
unstimulated, autofluorescence and isotype controls were analyzed simultaneously. All
experiments were performed at least in three biological replicates.

4.11. RNA Extraction and Isolation

Treated cells or control cells were grown in 6-well plates for up to 72 h, harvested
and washed three times with cold PBS by centrifugation steps at 180x g for 8 min. Cell
pellets were resuspended in QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN, Venlo, Netherlands, catalog
no. 79306) and RNA Isolation was performed with miRNeasy Mini Kit (QIAGEN, Venlo,
Netherlands, catalog no. 217004) according to the manufacturer’s instructions. In brief,
after lysis, the aqueous phase that contains the total RNA of the lysed cells were extracted
and purified by a silica membrane of RNeasy Mini spin columns. The remaining DNA
was digested by RNase-free DNase (QIAGEN, Venlo, Netherlands, catalog no. 79256)
and the contaminants were washed away. Total RNA was eluted by nuclease-free water
and RNA concentration measured on a Nanodrop Spectrophotometer ND1000 (PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany, Version 3.7.1).

4.12. Targeted RNA Sequencing and Data Analysis

Expression analyses were performed with AmpliSeq RNA targeted sequencing on
the Ion Personal Genome Machine™ (PGM™) System (Ion Torrent™) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). For targeted RNA sequencing, an in-house
custom panel was designed with the Ion AmpliSeq Designer (Thermo Fisher Scientific),
containing 179 genes mainly involved in B-cell-receptor and PI3K/AKT pathway signaling
and more. Ion AmpliSeq RNA Libraries were prepared according to the manufacturer’s
protocol (MANO0006735). In brief, RNA was quantified with the Qubit RNA HS Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, catalog no. Q32852) on the Qubit 2.0
Fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and transcribed into cDNA using
SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, catalog no. 11754-050).
cDNA targets were amplified, amplicons partially digested, ligated to the adapters and
purified with the Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA, catalog no. 4475345). All steps were performed in the ProFlex PCR System (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The final library was quantified by the Ion Library
TagMan Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, catalog no.
4468802) with the ViiA 7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
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USA). Thereafter, template preparation was carried out with the Ion PGM Hi-Q View OT2
Kit—200 in the Ion One Touch 2 Instrument (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA,
catalog no. A29900) and enrichment of template-positive Ion Sphere Particles (ISPs) with
the Ion OneTouch ES (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, catalog no. 4478525).
Finally, the sequencing run was performed with the PGM System. The evaluations of the
data sets were performed using Transcriptome Analysis Console (TAC) Software (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, Version 4.0.0.25). The following filter criteria were
set to identify relevantly regulated genes: Avg (log2) > 5, fold change > 2 or < —2.

4.13. Statistics and Reproducibility

Statistical data are presented as the mean =+ standard deviation (SD) from at least three
biologically independent samples using GraphPad Prism Software (San Diego, CA, USA,
Version 8.0.2). Statistical differences between multiple comparisons were analyzed using
one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test as a post-hoc analysis.
Differences were considered statistically significant for * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0001.

5. Conclusions

In this study, we provided evidence for a potential anti-leukemic effect of entospletinib
in pre- and pro-B-ALL cell lines in vitro, independent of their pre-BCR status. Opposed
to the expectation, the pro-B-ALL cell line SEM showed a good Ento response, such as
anti-proliferative, metabolism and pro-apoptotic effects. We identified a diverse acting
mode of Ento, independent of pre-BCR dependency, based on gene and protein modulation
after Ento exposure. Here, the TP53 variant in pro-B-ALL SEM and the BCL-6-BIM axis
are probably Ento key targets and can explain the Ento sensitivity, therefor providing a
rationale for Ento application also in a subset of pro-B-ALL.
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4E-BP1  Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E
AKT Protein Kinase B
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Avg Average
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BCL-6  BCL6 Transcription Repressor
BCR B-cell receptor

BCR- B-cell receptor negative

BCR+ B-cell receptor positive
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Simple Summary: B-cell lymphomas represent the majority of non-Hodgkin lymphomas and are
the most common lymphoid malignancies in the western world. Genetic alterations or epigenetic
modulations can lead to tumor initiation and tumor progression. Aside from standard care, tar-
geted, individualized therapies can be highly effective. Here, we evaluated the impact of simulta-
neous specific inhibition of two key regulators involved in B lymphoid tumor progression. Spleen
tyrosine kinase (SYK) is a B-cell receptor associated kinase acting as a proto-oncogene in B-cell ma-
lignancies, while Bromodomain and extra-terminal domain (BET) proteins are epigenetic reader
proteins involved in histone recognition and transcription regulation. The simultaneous inhibition
of SYK and BET showed enhanced anti-proliferative effects, as well as inducing a distinct combina-
tion-specific gene expression profile, suggesting SYK and BET inhibition as a promising combina-
tion in the treatment of B-cell lymphoma.

Abstract:

Background: Both bromodomain and extra-terminal domain (BET) proteins and spleen tyrosine
kinase (SYK) represent promising targets in Diffuse large B-cell (DLBCL) and Burkitt’s lymphoma
(BL). We evaluated the anti-lymphoma activity of the isoform specific bivalent BET inhibitor
AZD5153 (AZD) and the pan-BET inhibitor I-BET151 (I-BET) as single agents and in combination
with SYK inhibitor Entospletinib (Ento) in vitro.

Methods: The effect of the single agents on cell proliferation and metabolic activity was evaluated
in two DLBCL and two BL cell lines. Proliferation, metabolic activity, apoptosis, cell cycle and mor-
phology were further investigated after a combined treatment of AZD or I-BET and Ento. RNAseq
profiling of combined AZD+Ento treatment was performed in SU-DHL-4 cells.
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Results: Both BET inhibitors reduced cell proliferation and metabolic activity in a dose and time
dependent manner. Combined BET and SYK inhibition enhanced the anti-proliferative effect and
induced a GO/G1 cell cycle arrest. SU-DHL-4 demonstrated a pronounced modulation of gene ex-
pression by AZD, which was markedly increased by additional SYK inhibition. Functional enrich-
ment analyses identified combination-specific GO terms related to DNA replication and cell divi-
sion. Genes such as ADGRA2, MYB, TNFRSF11A, S100A10, PLEKHH3, DHRS2 and FOXP1-AS1
were identified as possible key regulators.

Conclusion: Simultaneous inhibition of BET and SYK enhanced the anti-proliferative effects, and
induced a combination-specific gene expression signature.

Keywords: BET, I-BET151, AZD5153, Entospletinib, SYK, gene expression, drug combination, lym-
phoma, DLBCL, BL
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1. Introduction 58

Targeted therapies by small molecule inhibitors and their combinations have been 59
shown to efficiently affect tumor growth and survival in hematological neoplasias. B-cell 60
receptor associated kinases (BAKSs) like spleen tyrosine kinase (SYK), as well as the Bro- 61
modomain (BRD)-containing proteins such as the bromodomain and extra-terminal do- 62
main (BET) proteins play a critical role in signaling pathway transduction. The specific 63
inhibition of BET and SYK represents a promising tool in hematological neoplasias. 64
BET co-activators represent a group of epigenetic readers involved in histone recognition 65
and transcription regulation [1], [2]. BET proteins consist of a hydrophobic pocket within 66
an acetylated lysine binding site (Ac-K), which can be competitively blocked by BET in- 67
hibitors thus preventing their binding to Ac-K chromatin [2]-[4]. Induction of BET inhib- 68
itors has been shown to trigger a depletion of BRD4 from promotors and enhancers in 69
DLBCL [5]. Decreased BRD4 has consequently been shown to suppress a number of on- 70
cogenes such as c-MYC, BCL-6 and BCL-2 in DLBCL and other hematological malignan- 71
cies, suggesting BET inhibition may be a valid therapeutic option to consider [5]-[9]. 72
Early BET inhibitors JQ1 and I-BET762 (GSK525762A) were designed to target the BRD4- 73
NUT (nuclear protein in testis) fusion protein in aggressive NUT midline carcinoma. The 74
specific binding of these inhibitors to BRD4, induces the displacement of BRD4 fusion 75
from chromatin and leads to tumor regression in vivo [10], [11]. Following this, the target- 76
ing of wild-type BRD4 in hematological malignancies has likewise been shown to result 77
in anti-tumor activity due to proto-oncogene down-regulation [6]-[9], [12]. 78
Based on the promising results of targeting BET proteins in hematological and solid tu- 79
mors, several BET inhibitors have been developed and are under clinical investigation, 80
although currently without FDA approval (reviewed in [13], [14]). 81
Most prominent BET inhibitors are pan-BET inhibitors, with specificity to more than one 82
representative BET family protein. Representative pan-BET inhibitors are I-BET151 83
(GSK1210151A) [6], ABBV-075 [15], I-BET-762 (GSK525762) [11] and OTX015 (MK 8628) 84
[16]. The isoform-specific inhibitors in particular, such as the monovalent inhibitors JQ1 85
[10] and CPI-0610 [17] or the bivalent inhibitors such as AZD5153 or ABBV-744 [18], [19], 86
demonstrate specific BET inhibition. To further improve the anti-tumor potential of BET 87
inhibitors, various combinations with immune modulators [20], epigenetic drugs [12], 88
[21], DNA damage repair inhibitors [22] or antibodies [23] are under pre-clinical and clin- 89
ical investigation and have revealed pre-clinical efficacy in lymphoma. In particular, tar- 90
geting the B-cell receptor (BCR) signaling cascade enables a promising approach for B-cell 91
neoplasias due to their dependency on BCR survival signals [24]. Various small molecules 92
engaging BCR or its downstream signaling, such as BTK [12], [23], [25], [26], CDK [25], 93
PI3K [23], [27], BCL-2 [28] or SYK inhibitors [26], have shown synergistic activity with BET 94
inhibition in lymphomas. Thus, combinations with BCR associated kinases (BAKs) offer 95
high potential for synergistic efficacy. The combination of BET inhibitors with the specific 9
spleen tyrosine kinase (SYK) inhibitor Entospletinib (Ento) appears promising, as SYK is 97
a direct downstream kinase of the BCR and responsible for several cellular processes such 98
as proliferation, differentiation, cytoskeletal remodeling, cytokine release and survival 99
[29]. 100
Here, we aimed to compare the anti-tumorigenic effect of a simultaneous SYK inhibition 101
by Entospletinib with pan-BET inhibition by I-BET151 (I-BET) or isoform specific bivalent 102
BET inhibition by AZD5153 (AZD) in a DLBCL and Burkitt’s lymphoma in vitro approach. 103
We investigated the synergistic potential of additional specific SYK inhibition and the re- 104
sulting specific gene expression modulation patterns in both B-lymphoma subtypes. In- 105
hibitor-based transcriptome modulation was evaluated by RNA sequencing and sup- 106
ported by microarray analyses. 107
We uncovered additional anti-tumorigenic effects in B-lymphoma cell lines induced by 108
simultaneous SYK and BET inhibition, which was investigated by analyzing proliferation, 109
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metabolic activity, apoptosis and cell cycle analyses. Cellular processes such as DNA rep- 110
lication and cell cycle were identified as key modulating pathways by high-throughput 111

RNA sequencing. 112
2. Materials and Methods 113
2.1. Human cell lines, reagents and inhibitor exposure 114

Human Burkitt’s lymphoma (BL) cell lines DG-75 and RAJI and Diffuse large B-cell 115
lymphoma (DLBCL) cell lines SU-DHL-4 (GCB) and U-2946 (ABC) were purchased from 116
the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Ger- 117
many), cultured as recommended by the manufacturer in RPMI 1640 media (Biochrom, 118
Berlin, Germany) supplemented with 10 % heat-inactivated FCS (Biochrom, Berlin, Ger- 119
many) and 100 pg/ml penicillin and streptomycin (Biochrom, Berlin, Germany). Cultured 120
cells were regularly tested for mycoplasma contamination and authenticity (cell surface 121
markers by flow cytometry). 122
AZD5153 (AZD), I-BET 151 (GSK1210151A) (I-BET) and Entospletinib (GS-9973) (Ento) 123
were obtained from Selleck Chemicals (Absource Diagnostics GmbH, Munich, Germany) 124
and prepared according to the manufacturer’s instructions to a 10 mM Stock and stored 125
at -80 °C until ready for use. 126
Cell lines (3.33 x 105 cells / ml) were exposed to AZD, I-BET, Ento or DMSO (control) as 127
mono substance (0.001 uM — 10 uM) or in combination for up to 72 h (0.01 uM AZD, 128

0.1 uM I-BET, 1 uM Ento) 129
130
2.2. Cell Proliferation and WST-1 Proliferation Assay 131

Exposed cells were harvested and washed with PBS (Biochrom, Berlin, Germany). 132
Viable cells were determined by trypan blue staining and cell count with a hemocy- 133
tometer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany). Metabolic activity was de- 134
termined via tetrazolium compound WST-1 (TaKaRa Bio Inc., Kusatsu, Japan) according 135

to the manufacturer’s protocol and previously described in [30]. 136
137
2.3. Apoptosis assay 138

Early and late apoptosis was analyzed by Annexin V FITC (BD Biosciences, Heidel- 139
berg, Germany) and Propidium lodide (PI) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) staining ac- 140
cording to the manufacturer’s protocol and previously described in [30]. Measurements 141
were performed using FACS Verse™ (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) and BD 142

FACSSuite Software (BD Biosciences, Heidelberg, Germany, Version 4.0.2). 143
144
2.4. Cell Cycle Analysis 145

Protocol was previously described in [30]. Briefly, cells were fixed with 70 % ice cold 146
Ethanol and frozen at -20 °C (224 h). Fixed cells were twice washed with PBS and then 147
RNase treated in 500 pl Ribonuclease A (1 mg/ ml) (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) for 148
45 min at 37 °C. Cells were washed, cell pellet resuspended in 400 pul PI Solution (50 pg/ml) 149
(Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) and analyzed by Flow Cytometry 150
(FACS Verse™, BD Biosciences, Heidelberg, Germany). Cell cycle distribution was exam- 151

ined by FlowJo Software (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). 152
153
2.5. May-Gruenwald Giemsa staining 154

Coated cytoslides (Tharmac, Waldsolms, Germany) were prepared with 5 x 10*cells 155
per slide (700 rpm, 10 min) in a Cytospin 3 centrifuge (Shandon, Frankfurt/Main, Ger- 156
many). Slides were stained for 6 min with May-Gruenwald working solution (Merck, 157
Darmstadt, Germany), rinsed with microscopy buffer according to WEISE (pH7.2) 158
(Merck, Darmstadt, Germany), stained 20 min in Giemsa working solution (Merck, Darm- 159
stadt, Germany) and rinsed thoroughly with microscopy buffer again. The slides were air 160
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dried at room temperature before analysis. Morphological changes were analyzed by 161

EVOS® XL Core Imaging System (AMG, Washington, USA). 162
163
2.6. RNA Extraction & Isolation 164

Cell pellets were resuspended in QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN, Venlo, Nether- 165
lands) and RNA Isolation was performed with miRNeasy Mini Kit (QIAGEN, Venlo, 166
Netherlands) according to the manufacturer’s instructions and previously described in 167

[30]. 168
169
2.7. RNA sequencing and Microarray analyses 170

Poly-A RNA was enriched from 1 pg total RNA using the NEBNext Poly (A) mRNA 171
Magnetic Isolation Module (New England Bioabs, Ipswich, USA) and sequencing libraries 172
were prepared using the NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit (New England Bioabs, 173
Ipswich, USA). Sequencing was conducted on an Illumina NextSeq500 (Illumina, San Di- 174
ego, USA) as single reads with 75 bp length with a total of 480 million reads. 175

Gene expression analyses were also performed by microarray, using the Human 176
Clariom D Array (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) according to manufacturer’'s 177
instructions and previously described in [31]. In brief, RNA quality was assessed on a 178
Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) and RIN > 9.4 considered as applicable. 179
200 ng total RN'A was used for synthesis of first-strand cDNA, followed by second-strand- 180
and cRNA- synthesis. A magnetic bead-based method was used for cRNA purification. 181
Further, an amount of 15 pg cRNA was applied for 2nd —cycle sense strand single- 182
stranded cDNA synthesis, followed by RNase H hydrolyzation, magnetic bead-based pu- 183
rification and quantification. Subsequently, 5.5 pg ss cONA were fragmented, fragmenta- 184
tion was assessed with a Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) and end label- 185
ing by Biotin attachment was performed. Hybridization was then performed in a 186
GeneChip Hybridization Oven 645 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) at 45°C overnight 187
and washed and stained in an Affymetrix Fluidics station 450 (Affymetrix, Santa Clara, 188
CA, USA). Microarrays were scanned in the GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa 189

Clara, CA, USA) at 0.7 micron resolution. 190
191
2.8. RNA sequencing and Microarray analysis pipeline 192

Microarray data were RMA normalized using limma and probes were mapped to 193
genes using affycoretools with probe mappings drawn from clariomhumantranscriptclus- 194

ter.db. and a linear model was fitted of the form: 195

Y= BOjTreatmenti + ,Bleinei + szBatchi + € 196
Where Y-ij is the intensity for gene j in sample I, Treatmenti is the treatment which 197
sample i was subjected to, Linei is the cell line from which sample i was drawn, Batchi is 198

the batch which sample i belongs to and &ij is the error term, with the coefficients (30, 31 199
and 32 estimated by least squares. All contrasts were tested using the eBayes method of 200
limma to perform a moderated t-test for each gene and the results were corrected for 201
multiplicity using the Benjamini-Hochberg correction. 202

The RNAseq data were processed as follows. The raw reads from different lanes were 203
concatenated and then trimming and quality control were performed using CutAdapt via 204
TrimGalore! [32]. Trimmed reads were aligned to the human genome (GRCh38.p13) and 205
feature counts were performed using Rsubread [33]. edgeR was used to filter low read 206
counts using the filterByExpr() function, normalized using the TMM method, and a differ- 207
ential expression analysis was performed using the GLM method to fit a generalized lin- 208
ear model, specifying no intercept and with treatment group and batch as covariates. All 209
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contrasts were tested using the glmQLFTest() function of edgeR, which performs an empir- 210
ical Bayes quasi-likelihood F-test for each gene [34], and the results were corrected for 211
multiplicity using the Benjamini-Hochberg correction. For both the microarray and 212
RNAseq data, a gene was deemed significantly differentially expressed if it had an ad- 213
justed p-value of <0.05 and a fold-change > 2. 214
Principal Component Analysis (PCA) of the microarray data (using the normalized ex- 215
pression values) and the RNAseq data (using logCPM values, calculated setting a prior 216
count of 3) was performed to identify trends in the data. For the PCA plots, the cell batch 217
effect was controlled by first using the removeBatchEffect() function of limma. 218
Gene Ontology (GO) enrichment analysis of biological process terms was performed us- 219
ing Enrichr [35] with a Benjamini-Hochberg adjusted p-value of < 0.05 being taken as sig- 220
nificant. When considering the importance of GO terms, terms were ranked by Enrichr’'s 221
combined score. This is calculated by multiplying the log of the p-value for a given term 222
by the z-score of the deviation of that term from its expected rank, given the size of the 223
gene set. In this way the combined score aims to better account for biases introduced into 224

enrichment analysis by variation in gene set size. 225
226

2.10. Platform comparison 227
To compare the two platforms, the overlaps between all like gene lists were obtained 228

and can be seen in Supplementary table S3. 229
230

2.11. Statistics, reproducibility and Bliss calculation 231

Statistical data are presented as mean +standard deviation (SD) from at least three 232
biologically independent samples. Statistical differences between multiple comparisons 233
were analyzed using one-way ANOVA followed by Tukey’s test as post-hoc analysis for 234
normally-distributed data. The Kruskal-Wallis test was applied to non-parametric data. 235
Differences were considered statistically significant for * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001. 236
Synergy was evaluated by a mathematical Bliss independence model [36]. Bliss synergy 237
is defined as EA+EB - EA EB. The difference (A) of observed and expected values indicates 238
additive, synergistic or antagonistic effects. A=0, A>0 and A<O0 specifies an additive-, syn- 239

ergistic- and antagonistic interaction, respectively. 240

241
3. Results 242
3.1. Both the isoform specific bivalent- and the pan-BET inhibitor affect proliferation and 243
metabolic activity at low dosage in DLBCL and BL cell lines 244

Burkitt’s lymphoma (BL) cell lines DG-75 and RAJI and Diffuse large B-cell lym- 245
phoma (DLBCL) cell lines SU-DHL-4 and U-2946 were exposed to dose ranges of isoform 246
specific bivalent BET inhibitor AZD5153 (AZD) or pan-BET inhibitor I-BET 151 (I-BET) 247
(0.001-10 uM) for 24 h, 48 h and 72 h (Figure 1). Both inhibitors were able to induce a dose- 248
and time-dependent anti-proliferative effect in all tested cell lines with slightly lower IC50 249
values for AZD (supplementary figure S1). The cell proliferation was most affected after 250
72 h substance incubation, while metabolic activity showed strongest reduction after 48 h 251
or 72 h. The respective IC50 values for all tested B-lymphoma cell lines were calculated 252
based on 72 h proliferation and are shown in supplementary figure S1. 253

254
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—— 24h = 48h — 72h

Figure 1: Evaluation of cell viability after isoform-specific- and pan-BET inhibition in Burkitt’s
lymphoma und Diffuse large B-cell lymphoma cell lines

Burkitt’s lymphoma (BL) cell lines a) DG-75 and b) RAJI and Diffuse large B-cell lymphoma
(DLBCL) cell lines ¢) SU-DHL-4 and d) U-2946 were exposed to serial-diluted isoform specific
inhibitor AZD5153 or pan-BET inhibitor I-BET151 (0.001 uM — 10 uM). Cell proliferation was
determined by trypan blue staining and metabolic activity by WST-1 assay 24 h, 48 h and 72 h after
exposure. Data is presented as the mean + SD. Statistical significance was calculated by One-way
ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test as post hoc analysis. The Kruskal-Wallis
test was applied to non-parametric data. Statistical significance is displayed as *p <0.033, **p < 0.002,
**p <0.001 versus control group (n > 3).

3.2. Entospletinib reduced cell viability of the DLBCL cell line SU-DHL-4 selectively

The DLBCL cell line SU-DHL-4 showed a significant decrease in cell proliferation
after 48h (p < 0.05) and 72 h (p < 0.01) Entospletinib (Ento) exposure. Metabolic activity
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was significantly reduced within 48 h but not after72 h of substance application (Supple- 269
mentary figure S2c). IC50 was calculated based on proliferation with 2.67 uM Ento treat- 270
ment (supplementary figure S2e). 271
In contrast, Ento was not able to reduce cell proliferation and metabolic activity signifi- 272
cantly in DG-75, RAJI and U-2946 at the used concentration regimes (Supplementary Fig- 273
ure S2a,b,d respectively). Accordingly, IC50 values were not reached under the tested con- 274

ditions for these cell lines. 275
3.3. Simultaneous BET and SYK inhibition revealed a moderate synergistic effect compared to 276
single agent response 277

Cell viability of combined exposure to Ento and isoform specific BET inhibitor AZD 278

or pan BET inhibitor I-BET was carried out after 72 h of incubation with the given sub- 279
stances. The same single agent concentrations were used for the combined exposure for 280
all cell lines for direct comparison (Ento: 1 uM, AZD: 0.01 uM and I-BET: 0.1 uM). 281
Both combinations (Ento+AZD; Ento+I-BET) induced a significant reduction of cell prolif- 282
eration after 72 h exposure compared to the DMSO control in DG-75, SU-DHL-4 and U- 283
2946 (Figure 2a,b). Cell proliferation of RAJI was slightly more affected by the combina- 284
tions, but without a significant decrease compared to the single agents. 285
However, compared to Ento single agent, the combinations induced an additional anti- 286
proliferative effect in DG-75, RAJI and U-2946. Further, in SU-DHL-4 the combination in- 287
duced a significant reduction of proliferation and metabolic activity compared to both 288
BET inhibitors as single agents. 289
Furthermore, both combinations reduced metabolic activity significantly in the DLBCL 290
cell line SU-DHL-4 compared to the DMSO control and AZD or I-BET single agents, re- 291
spectively (Figure 2b). However, metabolic activity of DG-75, RAJI and U-2946 was not 292
additionally affected by the combined exposures (Figure 2a,b). 293
The synergistic potential of BET and SYK inhibition in BL and DLBCL cell lines was eval- 294
uated by a Bliss independence model (Figure 2c based on 72 h proliferation). Both combi- 295
nations (AZD+Ento and I-BET+Ento) revealed positive Bliss values for the BL cell lines 296
DG-75 and RAJI as well as the DLBCL cell line U-2946 indicating a slight synergistic effect. 297
For SU-DHL-4 an additive effect was observed for AZD+Ento with a Bliss value of 0.002. 298
The I-BET+Ento combination showed a minor antagonistic effect with a Bliss value of - 299
0.03. Bliss calculation based on cell cycle distribution are represented in the supplemen- 300
tary figure S6. 301
302

303
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Figure 2: Simultaneous BET and SYK inhibition affected cell viability of BL and DLBCL cell lines
synergistically

Cells were exposed to 1 uM Ento, 0.01 uM AZD or 0.1 uM I-BET as single agent or in combination.
Cell proliferation and metabolic activity were assessed in a) BL cell lines (DG-75 and RAJI) and b)
DLBCL cell lines (SU-DHL-4 and U-2946) after 72 h. ¢) Bliss calculations were based on proliferation.
Synergistic effects of both combinations were calculated with a Bliss Independence model (EA+EB-
EAEB). A value A =0, >0 and <0 defines an additive-, synergistic- or antagonistic interaction,
respectively. Data is presented as the mean + SD. Statistical significance of cell viability data was
calculated by One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test as a post hoc
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DG-75

analysis and displayed as *p <0.033, **p < 0.002, ***p < 0.001 versus control group and further versus
the respective single agents (dashed line) (n > 3).

3.4. Simultaneous BET and SYK inhibition modulates cell morphology moderately

Cell morphology of the BL cell line DG-75 and the DLBCL cell line SU-DHL-4 was
investigated by May-Gruenwald Giemsa (Pappenheim) staining at 72 h (Figure 3a,b). The
enlarged figures can be found in the supplements (supplementary figure S3 and S4). In
DG-75 AZD and I-BET single agent exposure provides marginal indications for apoptosis
and stress induction such as nuclear vacuolization, chromatin condensation and cellular
fragmentation. Ento, in contrast, particularly induced membrane blebs. The combined ex-
posure only moderately intensified morphological changes. Likewise, the SU-DHL-4 cell
line provided evidence for slight apoptosis and stress induction after treatment, with par-
ticular changes of nuclear vacuolization and cellular fragmentation.

I-BET b) I-BET
o . ar
f .G '*-:’, ®
i~ a g 1
_ & v g [ e
e ¢.¢ - ‘-
» o* T D8 <4
- Ento 7Emo+AfD ~ Ento+I-BET (] Entp:-_l'-_EET‘
‘)1 v LRI B 4 > 5?68‘ -
D0 le® @G Tee ,? a O e % 1
®, ew®? ¥ ; & % ik~ X
R p R ¥k @ a¥ “al¥

EMembrane blebs

T Cellular fragmentation proptotic body
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I Cellular fragmentation

Figure 3: Morphological characterization after BET and SYK inhibition

Cells were exposed to 1 uM Ento, 0.01 uM AZD or 0.1 uM I-BET as single agent or in combination.
Representative light microscopy images of exposed cells after 72 h incubation. Cytospins were
stained with May-Gruenwald Giemsa stain (Pappenheim method). Light microscopy images (x100)
revealed only moderate morphological changes in a) BL cell line DG-75 and b) DLBCL cell line SU-
DHL-4.

3.5. Simultaneous BET and SYK inhibition induced cell cycle blockade in DLBCL and BL cell
lines, but not apoptosis

Moreover, we investigated if simultaneous inhibition of BET and SYK is able to boost
the effect on cell cycle blockade after 72 h exposure, compared to the single agents.
AZD as a mono application significantly increased the percentage of cells in G0/G1 phase
in the BL cell line DG-75 and the DLBCL cell line SU-DHL-4. The AZD+Ento combination
enhanced this effect selectively in U-2946 leading to a GO/G1 cell cycle blockade compared
to control.
Application of I-BET as a single agent did not induce cell cycle changes, while the I-
BET+Ento combination significantly intensified the GO/G1 blockade compared to control
as well as to the single agents in DG-75, SU-DHL-4.
However, the cell cycle of BL cell line RAJI was not significantly affected (Figure 4a). Rep-
resentative figures of cell cycle distribution are shown in supplementary figure S5a. The
sub-Gl1 cell population only increased significantly in SU-DHL-4 after Ento+AZD expo-
sure and in AZD treated RA]JI cells (supplement figure S5b).
To evaluate if Ento, AZD, I-BET as single agent or in combination induce apoptosis in BL
or DLBCL cell lines after 72 h exposure, Annexin V/PI double staining was performed and
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analyzed by flow cytometry. During the tested conditions, no significant apoptosis induc-
tion could be observed for any tested lymphoma cell lines after 72 h (Figure 4c).
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Figure 4: Cell cycle analysis and apoptosis measurement after combined BET and SYK inhibition

Cell cycle analysis was performed 72 h after agent exposure by PI staining and DNA content was
measured by flow cytometry. Percentage of cells per cell cycle phase was calculated using Flow]o
Software. a) Mean cell cycle distribution of BL cell lines, b) and DLBCL cell lines ¢) Apoptosis was
measured by Annexin V / PI double staining 72 h after incubation. d) Representative dot plots of
Apoptosis induction in the SU-DHL-4 cell line. Data is presented as the mean + SD. Statistical
significance was calculated by One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test as
a post hoc analysis. Kruskal-Wallis test was applied to non-parametric data. Statistical significance
is displayed as *p < 0.033, **p < 0.002, ***p < 0.001 versus control and further versus the respective

single agents (dashed lines) (n > 3).
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3.6. Combined BET and SYK inhibition boost the changes in gene expression 365

RNA sequencing was performed in order to evaluate the underlying molecular 366
mechanism of simultaneous BET and SYK inhibition in the DLBCL cell line SU-DHL-4. 367
Principal Component Analysis (PCA) of exposed SU-DHL-4 cells (after batch correction) 368
showed a distinct clustering of the treatment groups (Figure 5a). 369
Volcano plots of the differential gene expression analysis highlight the significant dereg- 370
ulated genes by each respective treatment. In particular, Ento+AZD combined exposure 371
(Figure 5b 1II) demonstrated a distinct increase of significantly deregulated genes and a 372
slightly enhanced logFc range compared to the DMSO control. The simultaneous 373
Ento+AZD exposure induced 1285 significantly differentially expressed genes (DEGs) in 374
total (765 down- and 520 upregulated genes with a fold change range of -3.80 to 6.47 (sup- 375
plementary tables Sle,f)). 376
Ento and AZD single agent exposures vs. DMSO control (Figure 5b I, II) modulated a lower 377
number of genes. Ento exposure induced a significant deregulation of 251 genes in total 378
(83 down- and 168 upregulated genes). The observed expression fold change ranged be- 379
tween -2.73 and 4.17 after Ento exposure (supplementary tables Sla,b). The comparison of 380
AZD vs. DMSO revealed 480 significantly deregulated genes (374 down- and 106 upreg- 381
ulated genes with a fold change range of -2.92 to 5.75 (supplementary tables Slc,d). 382
Furthermore, comparing Ento+AZD combined exposure to the single agents Ento ~ (Fig- 383
ure 5b IV or AZD (Figure 5b V) demonstrated a specific gene deregulation, representing the = 384
significantly and exclusively deregulated genes arising by the respective single agent. The 385
condition Ento+AZD vs. AZD (68 down- and 190 upregulated genes) represents fewer 386
deregulated genes compared to Ento+tAZD vs. Ento (384 down- and 132 upregulated 387
genes), indicating that most modulation was induced by AZD (supplementary tables Sg- 388
j)- 389

390
391
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Figure 5: Gene expression modulation in SU-DHL-4 identified by RNAseq

Intensification of gene expression modulation by combined Ento+AZD exposure a) PCA plot of the
normalized RNAseq data (logCPM), showing the distinct clustering of the exposure groups in SU-
DHL-4 cells b) Volcano plots of the differential expression analysis of the RN Aseq dataset for I) Ento
vs DMSO, II) AZD vs DMSO, III) Ento+AZD vs DMSO, IV) Ento+AZD vs Ento and V) Ento+AZD
vs AZD. Highest ranked DEG (overexpressed and underexpressed) is underlined (red) (n = 3).

RNAseq data validation by Microarray analyses — platform comparison

To validate the RNAseq data, Human Clariom D Array analyses (Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, USA) were carried out for the DLBCL cell line SU-DHL-4 and the BL cell
line DG-75 (supplementary figure S7-S11, supplementary table S3) affirming the RNAseq
data, indicating similar findings, while RNAseq seemed to be the more sensitive method.
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Direct platform comparison was carried out by looking at the top10 DEGs based on mi- 405
croarray and exposed SU-DHL-4 cells (supplementary table S3). 406
Within the Ento+AZD combination, we found the genes of the long non-coding RNA 407
(IncRNA) FOXP1 Antisense RNA 1(FOXP1-AS1) and Solute Carrier Family 30 Member 4 408
(SLC30A4) highly overexpressed by both procedures. 409
Furthermore, MYB Proto-Oncogene, Transcription Factor MYB, Leucine Rich Repeat Con- 410
taining 2 (LRRCC), E2F Transcription Factor 8 (E2F§) and Chromatin Assembly Factor 1 411
Subunit B (CHAF1B) were identified as highly downregulated by both tools and in both 412
cell lines. 413
Ento single agent exposure revealed Activation Induced Cytidine Deaminase (AICDA) 414
and BTB Domain And CNC Homolog 2 (BACH2) genes as significantly overexpressed, 415
affirmed by both the RNAseq and Microarray analyses. In DG-75, AICDA was also signif- 416
icantly upregulated by Ento single agent exposure. However, SPARC Like 1 (SPARCLI) 417
was identified as significantly downregulated in SU-DHL-4. 418
AZD single agent only showed overlaps in downregulated genes. Here, Cordon-Bleu 419
WH2 Repeat Protein Like 1 (COBLLI), Ras Association Domain Family Member 6 420
(RASSF6) and Rhotekin 2 (RTKN2) were identified as significantly downregulated, while 421
COBLL1 and RTKN2 were also found to be significantly downregulated in DG-75. 422
Throughout, the RNAseq analyses revealed a higher number of DEGs, indicating RNAseq 423
as the more sensitive method. Thus, all following analyses were based on the RNAseq 424

data analyses. 425
3.7. Ento+AZD combination intensified the gene expression changes compared to the single 426
agents and induced a specific gene set modulation 427

428

The Ento+AZD combination induced a distinct enhanced gene modulation compared 429

to both the single agents, indicated by a greater number of DEGs as well as increased 430
logFC values. The top10 genes significantly modulated by the Ento+AZD combination are 431
highlighted in Figure 6a,b compared to the differential gene expression of the single agents 432
(all significant DEGs are listed in supplementary tables Sle,f). Figure 6c-f illustrates the 433
top10 DEGs of the single agents Ento and AZD including the compared differential ex- 434
pression of the other single agent and the combined exposure (all significant DEGs are 435
listed in supplementary tables S1a-d). 436
The gene intersections of the treatment conditions revealed overlapping and 437
uniquely significantly differentially expressed genes (Figure 6g,h). The Ento+AZD combi- 438
nation demonstrated the most exclusively differentially expressed genes for both the over- 439
and underexpressed directions (Figure 6g,h and supplementary table S4). The largest over- 440
laps (208 DEGs) were identified in the underexpressed direction between single agent 441
AZD single agent and Ento+AZD combination (Figure 6h and supplementary tables S4c). 442
However, the Ento+AZD combination, revealed a specific gene set modulation, since the 443
majority of differentially expressed genes for both under- and overexpressed genes (369 444
and 495 genes, respectively) were unique to this treatment. 445
446
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Figure 6: Top10 over- and underexpressed DEGs and gene intersections in SU-DHL-4 by RNAseq 448

Heatmaps indicating differential expression of the top10 DEGs by the respective condition. a) Top10 449
overexpressed genes induced by Ento+AZD combined exposure compared to the both single agents 450
in SU-DHL-4 and b) Top10 underexpressed genes, respectively. ¢) Topl0 overexpressed genes 451
induced by Ento single agent compared to AZD single agent and Ento+AZD combination and d) 452
Top10 underexpressed genes, respectively. e) Top10 overexpressed genes induced by AZD single 453
agent compared to Ento single agent and Ento+AZD combination and f) Topl0 underexpressed 454
genes, respectively. Color range indicates respective 11ogFC| values. Bold print condition indicates 455
the condition which is analyzed. Treatment conditions in SU-DHL-4 revealed gene intersections and 456
uniquely deregulated genes. g) Gene intersections of overexpressed genes between the treatment 457
conditions (Ento single agent, AZD single agent, Ento+AZD combination) in SU-DHL-4 cells h) 458
Gene intersections of underexpressed genes between the treatment conditions (Ento single agent, 459

AZD single agent, Ento+AZD combination) in SU-DHL-4 cells. 460
3.8. Gene Ontology Enrichment analyses identified DNA replication as the biological process 461
most modulated by the Ento+AZD combined exposure 462

Gene Ontology (GO) enrichment analyses by Enrichr identified several GO terms for 463

the respective condition in the DLBCL cell line SU-DHL-4. 464
The combination of Ento and AZD induced a significant downregulation of several genes, 465
allocated to GO terms, which are mostly related to DNA replication and cell cycle pro- 466
cesses (Figure 7a and supplementary table S5e). However, the combination induced no 467
significant enrichment of overexpressed genes (supplementary table S5f). 468
Single agent exposures revealed no significantly enriched GO terms at the adjusted 469
p <0.05 level. The Ento+AZD combination revealed no enriched terms for the overex- 470
pressed differentially expressed genes but a total of 120 enriched terms for the underex- 471
pressed genes (supplementary tables S5b,d,f). 472
473

474

475

476

97



Cancers 2022, 14, x FOR PEER REVIEW 16 of 30

a)

mitotic DNA replication-
mitotic spindle midzone assembly-

mitotic spindle elongation-

double-strand break repair via break-induced
replication

kinetochore organization-

DNA strand elongation involved in DNA_
replication

DNA replication initiation-
nuclear cell cycle DNA replication initiation-

mitotic DNA replication initiation-

pre-replicative complex assembly involved in_
nuclear cell cycle DNA replication

double-strand break repair
via break-induced replication

kinetochore organization

. DNA strand elongation involved

i y in DNA replication
/

DNA replication initiation

mitotic DNA replication initiation
nuclear cell cycle DNA replication initiation

pre-replicative complex assembly involved

1000 2000

©
=
o in nuclear cell cycle DNA replication
Combined Score =

RFC4

Figure 7: Significant Gene Ontology term enrichment in Ento+AZD exposed SU-DHL-4 cells by
RNAseq

Significant Gene Ontology (GO) enrichment analyses by Enrichr in Ento+AZD exposed SU-DHL-4
cells. a) Top 10 significantly enriched GO terms of underexpressed genes after Ento+AZD exposure.
GO terms were ranked by the combined score. The color gradient indicates the decreasing fraction
of significant genes, while darkest color represents the highest significant fraction of genes. <0.05 =
significant. n.s. =not significant. b) Chordplot of top10 enriched GO terms of underexpressed genes.
GO terms were ranked by combined score and top10 significantly downregulated GO terms are
illustrated and linked to the significant DEGs. The genes are ranked by logFC, with the relative
strength of the logFC indicated by the color adjacent to the gene name (blue indicates
underexpression, and a darker color indicates a stronger logFC).

A further approach was to identify which of the most strongly downregulated DEGs
were allocated to the top10 significantGO terms (Figure 7b). This analysis identified which
strongly downregulated DEGs contributed to the enrichment of the top GO terms, helping
to visualize and clarify the most significant transcriptomic changes. All of the top allo-
cated genes have pivotal roles in DNA replication processes. Furthermore, different gene
sets were identified such as mini chromosome maintenance (MCM), Centromer (CEN),
cell division cycle (CDC), Kinesin Family (KIF), GINS complex subunit (GINS), having
more than one gene allocated to the top10 GO terms.

3.9. GO term clusters revealed DNA replication and cell cycle as the most affected cell biological
processes by the Ento+AZD combination

Furthermore, GO terms were condensed using REVIGO and subsequently visualized

by CirGO identifying GO clusters. Figure 8 highlights the most significant GO term clus-
ters for the Ento+AZD underexpressed condition which are allocated into 6 representative
GO terms (GO clusters) and one non-clustering GO term.
Three big clusters were identified revealing DNA replication, kinetochore organization
and cell cycle as the most affected biological processes. Most GO terms (> 50%) were as-
sociated with representative GO cluster 1 “mitotic DNA replication”. This GO cluster
mainly contains GO terms related to DNA replication, double-strand break repair and cell
cycle.
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Figure 8: Identified Gene Ontology clusters after Ento+AZD combined exposure 511
Gene Ontology terms were clustered by CirGO tool. Legend indicates the representative GO terms 512
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(GO clusters). Underexpressed GO term cluster after Ento+AZD combined exposure 513
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4. Discussion 514

Epigenetic changes and deregulated BCR signaling by molecular lesions are able to 515
promote B-lymphomagenesis [37]-[39]. The target-specific inhibition of epigenetic read- 516
ers like BET or B-Cell receptor associated kinases (BAKs) such as the spleen tyrosine ki- 517
nase (SYK) enables interference of the associated pathway signal transduction. 518
Here, we comparatively evaluated the anti-tumorigenic effect of isoform specific bivalent 519
BET inhibitor AZD5153 and pan-BET inhibitor I-BET151 in a DLBCL and Burkitt's lym- 520
phoma in vitro approach and further investigated the cell- and molecular effect of simul- 521

taneous SYK inhibition by Entospletinib. 522
523
Both BET inhibitors efficiently affected cell proliferation in B-lymphoma cell lines 524

Both, AZD5153 and I-BET151 as single agents efficiently reduced proliferation and 525
metabolic activity at low dosage in all tested BL and DLBCL cell lines, with slightly lower 526
IC50 values for AZD compared to I-BET. Compared to Rhyasen et al., our evaluated IC50 527
values were slightly higher for AZD [18]. Further, we have recently shown, that the com- 528
parative approach of AZD and I-BET in a canine DLBCL in vitro model also revealed 529
stronger anti-proliferative effects by specific bivalent BET inhibition by AZD exposure 530
[40]. This effect was already suggested by simultaneous ligation of both BRD4 bromo- 531
domains and the associated efficient and prolonged displacement of BRD4 from chroma- 532

tins [18], [41]. 533
534
Simultaneous BET and SYK Inhibition additionally affected cell’s response 535

Following, the simultaneous exposure of BET inhibitor AZD or I-BET with SYK in- 536
hibitor Entospletinib to the BL and DLBCL cell lines further affects proliferation. A pro- 537
nounced effect was observed in DLBCL cell line SU-DHL-4 by Ento addition, revealing 538
additionally reduced proliferation and metabolic activity. However, the corresponding 539
Bliss values of both combinations showed no synergistic effect, due to the good response 540
to Ento single agent exposure by SU-DHL-4 cells. Ento addition in all other tested cell lines 541
improved anti-proliferative activity moderately, while respective positive Bliss values in- 542
dicate slight synergy due to the low response to Ento single agent exposure. In a recent 543
study by Kim et al. it was shown, that BET inhibition by GS-5829 in combination with 544
Ibrutinib (BTK inhibitor) or Entospletinib synergistically increased anti-leukemia activity =~ 545
and induced apoptosis in primary co-cultured CLL cells [26]. Combinations with several 546
PI3K pathway specific inhibitors also revealed additional anti-proliferative activity in a = 547
panel of B-lymphoma cell lines in vitro due to the upregulation of PI3K pathway compo- 548
nents following BET inhibition [42]. 549
Moreover, we identified a significant GO/G1 cell cycle arrest induced by both combina- 550
tions in BL cell lines DG-75 and DLBCL cell line SU-DHL-4 compared to control. In 551
DLBCL U-2946 only Ento+AZD induced a significant cell cycle arrest. However, the com- 552
parison of both combinations to the single agents only slightly increased the cell cycle 553
blockade. 554
Similar findings were observed for BET inhibition as a single agent with BRD4 inhibitor 555
JQ1, inducing a G1 cell cycle arrest in DLBCL cell lines [5]. JQ1 was also able to increase 556
the percentage of cells in G1 in RAJI cells, which is in contrast to our findings [8]. Com- 557
paring our findings to Takimoto-Shimomura et al., BET inhibition by AZD induced a G1/S 558
cell cycle blockade in a double hit lymphoma-derived cell line, STR-428, without signifi- 559
cantly affecting apoptosis induction [41]. SYK inhibition by PRT060318 on sensitive 560
DLBCL cell lines further suggested affecting cell cycle but not apoptosis induction [43]. 561
This agrees with our results, indicating that Ento and BET inhibition as single agents did =~ 562
not induce significant apoptosis, while the combined exposure likewise was not able to 563
enhance this effect under the tested conditions. 564

565
566
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Simultaneous BET and SYK inhibition identified a combination-specific gene signature in 567
DLBCL cell line SU-DHL-4 568

In order to clarify the underlying molecular mechanism, we further investigated the 569
gene expression modulation and functional enrichment of single agents Ento and AZD 570
and the specific gene set modulation by the Ento+AZD combination. 571
By RNAseq analyses we identified that both single agents induced gene expression 572
changes, while the combination was capable of highly increasing the gene expression 573
modulation compared to control as well as to the both single agents. The fold change 574
range of the combination likewise increased compared to the single agents. Rhyasenetal.,, 575
investigated the effect of AZD5153 in xenograft leukemia and lymphoma models and also 576
performed RNAseq on a hematologic cell line panel revealing 174 differentially expressed 577
genes (DEGs) across this panel [18]. Compared to our study, Rhyasen et al., found lower 578
number of DEGs presumably due to other treatment conditions and a different analysis 579
approach. 580

581
Within the Ento+AZD combination, we identified the Adhesion G Protein-Coupled Re- 582
ceptor A2 (ADGRA?2) as the most significantly underexpressed gene in SU-DHL-4 cells. 583
ADGRA?2 or TEM5/ GPR124 (Tumor Endothelial Marker 5) was identified as an orphan G =~ 584
protein-coupled receptor in endothelial cells with roles in brain angiogenesis and wnt sig- 585
naling [44], [45]. In pancreatic cancer it has been shown that patients with alterations in 586
ADGRA? had a worse overall survival [46]. High expression of TEMS5 in colorectal cancer 587
has likewise been related to poor survival as well as suggested for use as a progression- 588
and bio-marker [47]. Furthermore, the altered expression of ADGRA? in glioblastoma sig- 589
nificantly decreased the proliferation of the cancer cells by disrupting the mitotic progres- 590
sion and chromosome segregation [48], while TEMS5 also plays a role in VEGF-induced 591
tumor angiogenesis [49]. Indeed, high expression of ADGRA?2 and its role in lymphomais 592
unknown. However, the DLBCL cell line SU-DHL-4 exhibits an ADGRA2 missense muta- 593
tion inducing a protein change p.A765T [50]. According to the Cosmic database, the pro- 5%
tein change is unknown. Whether or not this mutation influences the ADGRA2 expression 595
remains to be clarified. 59

597
A further significant downregulation has been observed in the gene TNF receptor super- 598
family member 11a (TNFRSF11A). This receptor regulates various biological processes 599
such as apoptosis, cell survival and differentiation through the activation of several signal 600
transduction pathways such as nuclear factor kB (NF-«B), Jun N-terminal kinase (JNK), 601
p38, extracellular signal-related kinase (ERK) and phosphoinositide 3-kinase (PI3K) [51], 602
[52]. Aberrant TNFRSF11A (RANK) expression has been linked to several cancers. Its 603
overexpression is correlated to breast cancer and prostate cancer with high metastatic po- 604
tential and to gliomas [53]-[55]. It further correlates with metastasis and poor prognosis 605
in colon cancer and can act as a prognostic factor [56]-[58]. Together with the stem cell 606
marker KLF5, TNFRSF11A induces cancer cell proliferation, migration and invasiveness 607
in cervical cancer [55]. However, KLF5 was not significantly affected by any of the treat- 608
ments. Finally, TNFRSF11A induces survival and proliferation pathways in B cells in vitro 609
with progression to B-cell malignancies [59]. The significant downregulation of 610
TNFRSF11A could be one reason for the effective anti-proliferative effect by the single 611
agents and the intensification by Ento+AZD combination in SU-DHL-4 cells. 612

613
The Ento+AZD combination was exclusively able to significantly downregulate the S100 614
Calcium Binding Protein A10 (5100A10). S1I00A10 is involved in various cellular pro- 615
cesses, regulates plasminogen activation [60] and has been shown to suppress pro-apop- 616
totic capacity of Bcl-2-associated death protein (BAD), which is suggested to have anti- 617
apoptotic function in cancer cells (reviewed in [61]). Furthermore, SI00A10 expression is 618
correlated with tumor development, invasion, poor prognosis and further can act as a 619
biomarker due to its expression in various tumor cells [61]-[64]. 620
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621
The combined exposure additionally revealed MYB (MYB Proto-Oncogene, Transcription = 622
Factor) as highly underexpressed. The transcription regulator is known to be aberrantly 623
expressed or rearranged in leukemias, lymphomas and also solid tumors [65], [66]. SU- 624
DHL-4 exhibits aberrant overexpression of MYB [67], which was decreased by the 625
Ento+AZD combined exposure. It has already been shown that MYB downregulation in- 626
hibits cell proliferation and invasion in solid tumors [68], [69]. 627

628
Pleckstrin Homology, MyTH4 And FERM Domain Containing H3 (PLEKHH3) was also 629
identified as significantly downregulated. The function of PLEKHH3 is not yet under- 630
stood, while pleckstrin homology (PH) domains are known to be part of several proteins 631
e.g., cytoskeletal proteins, function in signal transduction, mediating protein-protein in- 632
teractions and membrane association [70], [71]. Overexpression of PLEKHH3 was identi- 633
fied in blood immune cells associated with obstructive sleep apnea [72], while the role of 634
PLEKHHS3 in cancer is has not been described up to know. 635

636
However, within the Ento+AZD combination we identified that the gene Dehydrogen- 637
ase/Reductase 2 (DHRS2) was highly and significantly upregulated. High DHRS2 expres- 638
sion was observed in BET inhibitor resistant liver cancer cell lines. The specific BET inhi- 639
bition in liver cancer cells induced an increase of DHRS2 expression in sensitive (Hep3B) 640
and resistant cells (HepG2). This could be assumed to be related to drug escape mecha- 641
nisms [73]. Other studies suggest a tumor suppressor function [74], [75]. The downregu- 642
lation of DHRS2 was further related to invasion, lymph node metastasis and is associated ~ 643
with worse prognosis in esophageal squamous cell carcinoma. The overexpression of 644
DHRS?2 leads to decreased tumor proliferation and tumor volume both in vitro and in vivo, 645
while the DHRS2 knockdown increases it [75]. In ovarian cancer, HDAC inhibition like- 646
wise increased DHRS2 levels, which was linked to HDACGi sensitivity [76]. However, the 647
function of DHRS2 needs to be clarified in DLBCL. 648

649
Furthermore, the Colorectal Cancer Associated 2 gene (COLCA2) was significantly upreg- 650
ulated after combined Ento+AZD exposure in SU-DHL-4 cells. Currently, detailed 651
knowledge about the actual function of COLCA?2 is limited. However, it is assumed to 652
have tumor suppressor function and low expression has been correlated to colorectal can- 653
cer [77], [78]. 654
The function of both genes DHRS2 and COLCA?2 in B-cell lymphoma is unknown. Due to 655
its proposed function as a tumor suppressor, the high expression suggests a possible slow- 656
ing effect on tumor progression. 657

658

Ovwerlapping DEGs between RNAseq and Microarray platform in DLBCL cell line SU-DHL-4 659

To affirm the RN Aseq data, we further analyzed the overlapping DEGs of RNAseq 660
and microarray analyses. Genes identified by both analyses are highly likely to play piv- 661
otal roles in Entospletinib and AZD5153 exposure. 662
For example, MYB downregulation and SLC30A4 upregulation by ENTO+AZD, AICDA 663
upregulation by Ento single agent and COBLL1 and RTKN2 downregulation by AZD sin- 664
gle agents can be supposed to be part of a general molecular mechanism induced by the 665
respective substance, emerging in DLBCL SU-DHL-4 as well as BL cell line DG-75. 666
Compared to the RNAseq analyses, the number of identified deregulated genes are dis- 667
tinctly lower in SU-DHL-4 and DG-75 by microarray analyses. However, Ento exposure 668
in DG-75 only identified AICDA as significantly upregulated. This small effect on gene 669
modulation is in concordance with the investigated biological parameters in DG-75 after 670
exposure, where Ento was not able to induce a significant anti-proliferative effect. It can 671
be assumed, that Ento exposure as well as Ento+AZD combination is very effective in gene 672
modulation in DLBCL cell lines but less so in BL cell lines. 673
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Comparison of identified DEGs affected by Ento+AZD combinaton with external gene lists 674

Additional validation of the identified DEGs was carried out by comparing to exter- 675
nal canine and human data. Potentially important DEGs were compared to published re- 676
sults from two different canine primary B-cell lymphoma sample cohorts [79], [80]. 677
Canine primary B-cell lymphoma samples showed underexpression of ADGRA2 com- 678
pared to non-neoplastic controls [79]. In Glioblastoma the alteration of ADGRA2 expres- 679
sion reduced cell proliferation [48]. It could be suggested, that the alteration of ADGRA2 680
expression in DLBCL cell line SU-DHL-4 likewise induced anti-proliferative effects. 681
Aberrant MYB expression has been identified in several tumors and leukemias [65], [66]. 682
DLBCL cell line SU-DHL-4 also showed high MYB expression [67]. Likewise, MYB 683
showed high expression in canine primary B-cell lymphoma samples [79]. As MYB down- 684
regulation inhibits cell proliferation and invasion in solid tumors [68], [69], it could be also 685
suggested to influence the anti-proliferative effects in SU-DHL-4. 686
TNFRSF11A overexpression is linked to several cancers [53]-[55]. TNFRSF11A expression 687
in the canine primary B-cell lymphoma samples also showed to be underexpressed com- 688
pared to non-neoplastic primary material [79]. 689

AICDA is underexpressed in the canine primary B-cell lymphoma samples compared 690
to the non-neoplastic primary material, except for two outliers with high AICDA expres- 691
sion [79]. The study by Mudaliar et al. likewise indicates AICDA underexpression in ca- 692
nine DLBCL samples [80]. In our study, AICDA is upregulated by the Ento single agent 693
exposure and slightly upregulated by the combination of Ento and AZD. Due to the fact 694
that AICDA expression has been correlated to poor outcome in DLBCL patients [81], it 695

could indicate a drug escape mechanism induced by the Ento single exposure. 696
697
Gene Ontology (GO) enrichment analyses identified combination-specific biological processes 698

Gene Ontology (GO) enrichment analyses identified the main biological processes 699
which were affected after combined or single agent exposure in DLBCL cell line SU-DHL- 700
4. For the Ento+AZD combination, GO term enrichment analysis identified combination 701
specific GO terms compared to the single agents. Furthermore, only the underexpressed 702
results of Ento+AZD combined exposure revealed several highly significantly modified 703
GO terms. All other conditions showed no significance, but sometimes a high combined 704
score. 705
The identified downregulation of general biological processes is related to DNA replica- 706
tion and cell division processes which may be caused by cell death induction due to com- 707
bined BET and SYK inhibition (Figure 8a). This assumption can be affirmed by the ob- 708
served significant downregulation of cell cycle related genes such as CDK2, CDCA5, 709
CDC7, WEE1, E2F8, CCNA2, CDC6, CDC25A and CDC25C. 710

711
Furthermore, the relation of the topl0 GO terms (all underexpressed) and significant 712
DEGs identified various gene sets with crucial roles in DNA replication processes such as 713
mini chromosome maintenance (MCM), Centromer (CEN), cell division cycle (CDC), Ki- 714
nesin Family (KIF), GINS complex subunit (GINS). Several top GO terms contain signifi- 715
cantly modulated genes related to the minichromosome maintenance complex (MCM). 716
MCM proteins are DNA Helicases regulating and initiate DNA replication processes by 717
unwinding duplex DNA, thus playing a pivotal role in cell division [82]. Various MCMs 718
have been shown to be involved in tumorigenesis. MCM3 for example, has been identified 719
being overexpressed in several cancers including leukemia and lymphoma [83]. High 720
MCM?2 expression was also suggested as a negative prognostic marker in DLBCL [84]. 721
Down-regulation of MCM5 by JQ1 BET inhibitor was already identified in thyroid cancer 722
cells [85]. However, AZD as single agent induced only slight downregulation of MCM 723
genes in our study. Further, the cell division cycle gene CDC?7 is highly expressed in a 724

103



Cancers 2022, 14, x FOR PEER REVIEW 22 of 30

variety of tumors, suggesting a role as a biomarker [86], [87]. Thus, targeted CDC7 inhibi- 725
tion is already under preclinical and clinical investigation (reviewed in [88]). CDC7 and 726
MCM?2 have been also suggested as prognostic marker in DLBCL [89]. 727
GINS1 and GINS2 are likewise involved in DNA replication initiation and are upregulated 728
in a variety of tumors, indicating potential as a prognostic marker [90], [91]. CDC45, like- 729
wise downregulated by the combination, is a member of the CMG (CDC45/MCM2- 730
7/GINS) complex. This complex has a pivotal role in DNA replication initiation by un- 731
winding the DNA in order to initiate DNA synthesis [92], [93]. The CMG complex is over- 732
expressed in several cancers and is thus suggested as a prognostic marker and target for 733
anticancer therapy strategies (reviewed in [94]). The significant downregulation of CMG 734
complex members intimates its role in the underlying mechanism induced by Ento+tAZD 735
combined exposure. 736
Several of the identified genes related to the top10 GO terms are involved in DNA repli- 737
cation processes. We further identified their functions in tumorigenesis or high expression 738

in cancers, suggesting biomarker and prognostic marker potential. 739
740
Main GO clusters in SU-DHL-4 after combined exposure 741

Furthermore, GO terms were condensed using REVIGO, summarizing the GO terms 742
based on semantic similarities and they were then visualized using CirGO, which high- 743
lighted changes in GO clusters. In particular, the arising GO clusters enriched in the un- 744
derexpressed DEGs revealed that more than 50 % of identified GO terms are related to 745
DNA replication and cell cycle processes, as with the top GO terms when simply sorted 746
by combined score. The emerging GO clusters match with the biological data of cell cycle 747
blockade as well as the mode of action of BET inhibition by AZD and its interference in 748
histone recognition. 749

750

The intervention in the biological processes is suggested to be mainly caused by the 751
BET inhibition process, due to its major effects on biological and gene expression levels. 752
However, the Ento addition leads to the specific gene and pathway deregulation caused 753
by the combined exposure. 754
The combination specific emerging GO terms as well as gene modulation are, for the most 755
part, exclusive and therefore they provide an indication for a combination-specific gene 756
set modulation by Entospletinib and AZD5153 combined exposure. Both, the enhanced 757
biological response as well as the strongly enhanced gene modulation by the combination 758
suggest an advantageous intervention for DLBCL subtypes, which requires further inves- 759
tigation. 760

5. Conclusion and future perspective 761

Here, we identified a moderate synergy of simultaneous BET and SYK inhibition in 762

a BL and DLBCL in vitro approach affecting cell cycle modulation but not apoptosis. Ex- 763
pression analysis characterized a distinct gene expression modulation, while the combi- 764
nation strongly increased this modulation. The combination specific emerging DEGs and 765
GO terms are mostly exclusive and therefore provide an indication for a combination spe- 766
cific gene set modulation. Although the changes in the main processes are mainly pro- 767
voked by AZD exposure, Ento addition leads to specifically modified gene and pathway 768
deregulation. The main affected biological processes can be related to DNA replication 769
and cell division. 770
The significantly differentially expressed genes ADGRA2, MYB, TNFRSF11A, S100A10, 771
PLEKHH3, DHRS2 and FOXP1-AS1 presumably play a pivotal role of the Ento+AZD act- 772
ing mode in SU-DHL-4 cells. 773
774

Future work remains to fully understand the underlying mechanism of the 775
Ento+AZD combination. Prospectively, it remains to clarify which modulated genes are 776
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key regulators by including functional analyses and extend the work to other B lymphoma
cell lines. Proteomic analyses as well as STRING analyses could further validate the af-
fected biological processes investigated by RNAseq. A full understanding of the
Ento+AZD combination induced effects will also need to involve 3D and in vivo models.
This is especially important for a better transferability and investigation of a clinical value.
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Abstract. Background/Aim: Canine B-cell lymphoma
represents a useful in vivo model for human diffuse large
B-cell lymphoma (DLBCL). Pan-Bromodomain and extra-
terminal (BET) inhibition targeting BRD2/3/4 and selective
inhibition of BRD4, as well as spleen tyrosine kinase
(SYK) inhibition, are currently evaluated as haematologic
cancer therapy. Herein, we characterized the differences
in the biologic response of isoform-specific or pan-BET
inhibition alone or in combination with SYK inhibition.
Materials and Methods: I-BET151 (pan-inhibitor) and
AZD5153 (BRD4 inhibitor) were combined with
Entospletinib (SYK inhibitor) and comparatively analysed
in the canine DLBCL cell line CLBL-1. Dose- and time-
dependent cellular responses were analysed by cell
number, metabolic activity, apoptosis/necrosis, and cell
morphology. The synergistic potential was evaluated
through the Bliss independence model. Results: I-BETI151
and AZD5153 showed significant dose- and time-
dependent inhibitory effects. Adding Entospletinib to I-
BETI151 or AZD5153 had no additional synergistic effects.
Conclusion: Entospletinib did not enhance the inhibitory
effects of the pan- or isoform-specific BET.

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is one of the most
common non-Hodgkin lymphomas in humans and dogs.

Correspondence to: Hugo Murua Escobar, Department of Medicine
Clinic III, Hematology, Oncology and Palliative Medicine, Rostock
University Medical Center, 18057 Rostock, Germany. Tel: +49
3814947519/7639, e-mail: hugo.murua.escobar@med.uni-
rostock.de

Key Words: BCR, Bromodomain (BRD), BET inhibitor, SYK
inhibitor, lymphoma, canine DLBCL.
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Canine DLBCL shares many characteristics in terms of
biology, treatment, and outcome with human DLBCL (1, 2).
Further, counterparts of the common human DLBCL
subtypes “germinal centre B-cell like" (GCB-DLBCL) and
“activated B-cell like” can also be found in dogs but without
clinical differences (3). Canine DLBCL is treated mainly
with CHOP (cyclophosphamide, hydroxydaunorubicin,
vincristine, prednisolone) (3, 4). Although 85-90 % of
canine patients respond to treatment, almost in all cases the
disease relapses and becomes resistant to therapy with a
median survival time of 10-14 months (5).

In humans, the B-cell lymphoma 2 (BCL2) gene is located
human chromosome 18 (HSA18) and the immunoglobulin
(IG) locus on HSA14. Under normal conditions, BCL2
protein is absent in most germinal centre B cells. In around
30% of human GCB-DLBCL, a translocation t(14;18) is
present, bringing BCL2 exons under the control of IG locus
leading to an ectopic BCL2 expression (6). Further, the IG
locus also acts as a translocation partner of MYC (HSAS)
resulting in a t(8;14) also causing MYC overexpression (7).
In 5-10% of cases, human DLBCL shows chromosomal
translocation affecting MYC and BCL2 without causing
fusion transcripts. This “double-hit” lymphoma molecular
subtype can also be caused in the absence of chromosomal
translocation through BCL2 amplification, activation of NF-
kB transcription complex, and MYC amplification (8). In
general, the “double-hit” molecular subtype shows poor
outcomes with standard DLBCL chemotherapy (Rituximab
+CHOP) and an aggressive course (9).

In canine DLBCL, BCL2 and MYC expression can be
observed showing comparable patterns to their human
“double  hit” lymphoma  counterpart. = However,
immunohistochemical analyses showed that BCL2 and MYC
were not able to predict clinical outcome in dogs presenting
an aggressive disease course (10).
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In humans MYC akin to STAT, GATA, and NF-kB (11)
have been described to interact with the family of
Bromodomain and extra-terminal (BET) proteins. The BET
protein family including Bromodomain-containing protein 2
(BRD2), Bromodomain-containing protein 3 (BRD3),
Bromodomain-containing  protein 4 (BRD4), and
Bromodomain testis-specific protein (BRDT) (12) act as
epigenetic “readers”, identifying acetylated lysine on
histones and recruiting transcriptional regulatory complexes
(13). Their function is critical for adequate gene expression
and cell cycle progression. The role of BET proteins in
haematological malignancies has been confirmed by multiple
selective inhibitors in lymphoma, leukaemia and multiple
myeloma (14). To this date, there are no FDA approved BET
inhibitors, but there are several ongoing clinical trials in
different settings. Their ability to disrupt MYC function
makes them an appealing target in DLBCL patients, both
human and canine. Accordingly, pan-BET inhibitors
targeting BRD2/3/4 (as I-BET151, OTXO015, I-BET762,
ABBV-075) and selective inhibitors targeting BRD4 (as
AZD5153, CPI-0610, ABBV-744) have been tested in
preclinical models and clinical trials against haematologic
and solid cancers. I-BET151 (GSK1210151A) is a pan-BET
inhibitor for BRD2, BRD3, BRD4 that binds BRD4
monovalently (15). AZD5153 is an isoform-specific BET
inhibitor for BRD4 that markedly disrupts transcription of
MYC, E2F and mTOR pathways (16). It is the first BET
inhibitor to bind bivalently and ligate two bromodomains in
BRD4 simultaneously (16). Transcriptome data from canine
DLBCL shows overexpression of MYC (17) and it has been
reported that the pan-BET inhibitor OTXO015 targeting BRD4
monovalently blocks proliferation of CLBL-1 cells (18).

Tyrosine kinase inhibitors (TKIs) are therapeutic agents
that target specifically a key kinase in a designated molecular
pathway. In the case of lymphomas, this allows targeting
specific proteins of the pathologically up-regulated
pathways, as the BCR pathway (19). SYK appears to
function as a prosurvival factor of pre-B cells in canine
DLBCL (20). Novel agents as SYK inhibitors (Entospletinib,
Fostamatinib, Cerdulatinib) show promising antineoplastic
effects as new treatments of haematological malignancies
(21). The selective SYK inhibitor Entospletinib has exhibited
different rates of efficacy alone or in combination with other
agents in clinical trials but it’s not approved for clinical use
yet (22, 23). There are currently no clinical trials that
evaluate its use in canine DLBCL.

Due to the key roles of SYK and the available data on BET
inhibition in different cancers, a combined application
appears a potentially promising way to enhance the anti-
tumorigenic effect. It has been described that BET and SYK
inhibition separately have anti-proliferative effects through
MYC regulation (24, 25). MYC, as common effector between
the two pathways, classifies the combination of a BET
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inhibitor with a SYK inhibitor as especially appealing.
Further, a direct comparison between a pan- and specific-BET
inhibitor could bear significant value in terms of latter side
effect reduction. In the present study, we investigated the anti-
proliferation effects of a pan-BET inhibitor (I-BET151), a
selective-bivalent BRD4 BET inhibitor (AZD5153), and a
SYK inhibitor (Entospletinib) in a canine DLBCL in vitro
model (CLBL-1). Furthermore, we investigated whether the
combination of Entospletinib with either I-BET151 or
AZD5153 would have additional effects on proliferation
inhibition and apoptosis/necrosis induction in CLBL-1.

Materials and Methods

Cell line and cell culture. The canine B-cell lymphoma cell line
CLBL-1 was provided by the University of Veterinary Medicine,
Vienna, Austria. CLBL-1 was derived from a male Bernese
mountain dog, which was diagnosed with stage IV diffuse large cell
lymphoma. Cells were maintained as suspension cultures in RPMI-
1640 medium, supplemented with 20% heat-inactivated fetal bovine
serum, and 100 U/ml penicillin/0.1 mg/ml streptomycin (Biochrom
GmbH, Berlin, Germany) at 37°C in a humidified atmosphere
containing 5% CO,. The doubling time of CLBL-1 has been
described earlier to be 31 h (26).

Inhibitors. Entospletinib (Ento), I-BET151 (IBET), and AZD5153
(AZD) were purchased from Selleck Chemicals (Absource
Diagnostics GmbH, Miinchen, Germany). According to the
manufacturer’s information, the substances were dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany). The stock solutions (10 mM) were stored
at —80°C and working solutions were freshly prepared.

Mono application of I-BET151, AZD5153, and Entospletinib. Cells
were seeded at a density of 0.33x10° cells/ml in 24 and 96-well
plates for all cell biologic parameters (proliferation, metabolic
activity, and apoptosis/necrosis assay). The cells were separately
incubated with serial end-concentrations of I-BET151, AZD5153
(0.001,0.01,0.1,0.5, 1, 2.5, 5, 10 uM) or of Entospletinib (0.001,
0.01,0.1,0.5,1, 34,5, 10 pM) for 24, 48 and 72 h in the mono-
application setup. All experiments were performed in at least three
biologically independent replicates.

Identification of ICs,. According to the number of the living cells
for the 72-h group, ICs, values of I-BET151, AZD5153, and
Entospletinib were calculated through Graph Pad Prism Version
8.0.2. The concentrations and cell numbers were log-transformed
and normalized. Afterwards, nonlinear regression (dose-response-
inhibition, log vs. normalized response - variable slope) was used
to determine the ICs, values. Concerning the concentrations lower
than ICs, values, 0.75 uM I-BET151, 0.05 uM AZD5153, and 1 uM
Entospletinib were selected for the combined application setup.

Combined application of BET inhibitors and Entospletinib. In the
combined application setup, cells were seeded at a density of
0.33x10° cells/ml in 24- and 96-well plates for all cell biologic
parameters (proliferation, metabolic activity, and apoptosis/necrosis
assay). For these experiments, the cells were separately incubated
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with 1 uM Entospletinib, 0.75 uM I-BET151, 0.05 uM AZD5153,
and their combinations (Ento+IBET, Ento+AZD) for 72 h. Besides
that, the cells treated with the same inhibitor setups for 24, 48, and
72 h, were examined for changes in morphology. In the control
groups, the DMSO-containing medium was added in the same
volume as to the drug-treated cells. DMSO concentrations of control
groups in single and combined applications were both 0.1% (v/v).

Cell counting analysis. CLBL-1 cells were seeded in the 24-well
plate, 0.5x106 cells were exposed to inhibitor or vehicle in a total
of 1,500 pl per well. After mono- (24, 48, and 72 h) or combined
(72 h) inhibitor exposure, cells were harvested and washed by PBS.
The viable cell number was assessed by counting with a
hemocytometer and trypan blue live-dead staining (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Germany).

Metabolic activity assay. CLBL-1 cells seeded in the 96-well plate
at a density of 0.05x10° cells were exposed to the respective
inhibitor or vehicle in a total of 150 pul per well. After mono- (24,
48, and 72 h) or combined (72 h) inhibitor exposure, 15 ul pre-
warmed WST-1 reagent (TaKaRa Bio Inc., Kusatsu, Japan) was
added into 150 pl cell suspension as well as medium control. The
mixture was incubated at 37°C for 2 h. The absorbance at 450 nm
and a reference wavelength at 750 nm was detected by Promega
GloMax®-Multi Microplate Multimode Reader (Promega, Madison,
WI, USA). The absorbance value of the reference wavelength was
subtracted from that of the corresponding sample wavelength. Then
the blank value was subtracted from the difference, and the result
was correlated to the metabolic activity of viable cells.

Early apoptosis and late apoptosis/necrosis measurement. After
mono- (24-, 48-, and 72 h) or combined (72 h) inhibitor exposure,
CLBL-1 cells were harvested, centrifuged (180 x g, 10 min, 4°C)
and washed with PBS twice. Then, the cell pellet was resuspended
using 100 pl 1x Annexin binding buffer, which was diluted from
10x Annexin binding buffer (Becton, Dickinson and Company,
Heidelberg, Germany). The cells were incubated with 5 pl Annexin
V FITC (Becton, Dickinson and Company, Heidelberg, Germany)
for 15 min at room temperature in the dark. The cell suspension was
adjusted to a final volume of 500 ul with Annexin binding buffer.
Immediately before measurement cells were stained with 20 ug/ml
Propidium iodide (PI) solution (1.0 mg/ml, Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA). In each experiment, unstained and single stained
cells were included. Measurement was performed on a BD FACS
Verse™ flow cytometer and data analysis was carried out using BD
FACSuite™ software (Becton, Dickinson and Company). Early
apoptosis  (AnnexinV*/PI-) and late  apoptosis/necrosis
(AnnexinV+*/PI*) are combined as apoptosis/necrosis.

Bliss independence model. Synergistic, additive, or antagonistic
effects of the combined drugs were determined by the Bliss
independence model, which uses the difference (A) between the
observed (O) and the expected (E) inhibition of the combined
treatment. E was calculated as follows: E=(A+B) — (A*B), where
A and B were the relative inhibition rates of the two inhibitors. A>0
indicating synergistic, and A<0O antagonistic effects (27, 28). Based
on the data of viable cell number and metabolic activity in the
combined application, the bliss values of the combined inhibitors
(Ento+IBET, Ento+AZD) were calculated. For calculation, the mean
value from three independent experiments was used.
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Examination of cell morphology. CLBL-1 cells were incubated with
1 uM Entospletinib, 0.75 pM I-BET151, 0.05 pM AZDS5153 and
their combination (Ento+IBET, Ento+AZD) for 24, 48 and 72 h.
After harvesting the cells, the standard procedure was performed to
prepare cytospins, 3 glass slides for each sample. The concentration
was adjusted to 5x104 in 200 pl PBS per slide. The slides were
centrifuged in the Shandon Cytospin 3 Centrifuge (Shandon,
Frankfurt/Main, Germany). The air-dried slides were stained with
May-Griinwald solution (Merck, Darmstadt, Germany) for 6 min,
washed with buffer (pH=7.2), then stained with Giemsa solution
(1:10, Merck) for 20 min, and washed with buffer again. After
Pappenheim staining, these slides were examined and visualized
with Evos XL Core Imaging System (Life Technologies, Darmstadt,
Germany), magnified 100 times.

Statistical analysis. Every experiment was repeated independently
at least three times. Results of viable cells, metabolic activity, and
apoptosis/necrosis are shown as mean valuetstandard deviation.
Significance of difference between the inhibitor exposure and
control group was determined using the two-tailed Student’s #-test.
p-Values <0.05 were considered to be significant, *p<0.05,
*p<0.01, ***p<0.001.

Results

Effects of I-BET151, AZD5153 or Entospletinib on CLBL-1
cell proliferation and metabolic activity. -BET151 inhibited
proliferation and metabolic activity significantly in a dose-
dependent effect at all time points (Figure 1A and B). The
inhibitory effects on proliferation were significant starting at
5 uM in the 24-h group, at 1 pM in the 48- and 72-h groups.
The inhibitory effects on metabolic activity were significant
starting at 0.5 uM in the 24- and 48-h groups, and at 0.001
uM in the 72-h group. When CLBL-1 cells were incubated
with 10 uM I-BET151 for 72 h, cell proliferation and
metabolic activity decreased the most, as low as 0.5+0.1%
and 2.6+0.7%, respectively. The ICs, value of I-BET151 was
0.971 uM, and 0.75 pM were selected for the concentration
of I-BET151 in the combined application experiment.

AZD5153 inhibited proliferation and metabolic activity
with a significant dose-dependent effect at all time points
(Figure 1C and D). The inhibitory effects on proliferation were
significant starting at 0.5 uM in the 24-h group, at 0.1 uM in
the 48- and 72-h groups. The inhibitory effects on metabolic
activity were significant starting at 0.01 pM in the 24- and 48-
h groups, and at 0.1 pM in the 72-h group. When CLBL-1
cells were incubated with 10 uM AZD5153 for 72 h, cell
proliferation and metabolic activity decreased the most, as low
as 0.1+0.1 % and 2.5+0.6 %, respectively. The ICs( value of
AZD5153 was 0.073 uM, and 0.05 pM were selected for the
concentration of AZDS5153 in the combined application
experiment.

In the 24-, 48-, and 72-h groups, Entospletinib inhibited
neither proliferation nor metabolic activity under the tested
conditions in CLBL-1 (Figure 1E and F). Since the
concentrations of Entospletinib in the mono-application did
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Figure 1. Bar plots for CLBL-1 cell line exposed to I-BET151, AZD5153, or Entospletinib as monotherapy at various concentrations (0.001-10 uM)

for 24, 48, and 72 h measuring cell count and metabolic activity. (A),

Cell count in CLBL-1 exposed to I-BET151 at different time points. (B),

Metabolic activity measured by WST-1 in CLBL-1 exposed to I-BET151 at different time points. (C), Cell count in CLBL-1 exposed to AZD51513
at different time points. (D), Metabolic activity measured by WST-1 in CLBL-1 exposed to AZD5153 at different time points. (E), Cell count in

CLBL-1 exposed to Entospletinib at different time points. (F), Metabolic

activity measured by WST-1 in CLBL-1 exposed to Entospletinib at different

time points. The results of metabolic activity were indicated as the percentage compared to the DMSO-treated cells. The figures display the average
value (+SD) of three independent experiments. The significance of the treatment effect compared to the control was calculated as a p-value using

the student’s t-Test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

not show antiproliferative effect, the ICs, value was not
calculated. Nevertheless, 1 pM Entospletinib was selected
for the combined application experiment to evaluate if
Entospletinib can synergistically induce an anti-proliferative
effect in combination with BET inhibition.
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Both I-BETI151 and AZD5153 induce early apoptosis and
late  apoptosis/necrosis  of CLBL-1. 1-BETI151
concentrations above 0.5 pM significantly induced early
apoptosis and late apoptosis/necrosis in a dose-dependent
manner at 48- and 72-h groups (Figure 2A). Compared to
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Figure 2. Apoptosis and necrosis of CLBL-1 induced by I-BET151 or AZD5153 (0.001-10 uM) for 24, 48 and 72 h. Early apoptosis (Annexin V*/PI-)

and late apoptosis/necrosis (Annexin V¥/PI*), were analysed through flow

cytometry stained by Annexin V and PI. Rates of cell apoptosis/necrosis

(Annexin V*/PI) were determined and displayed as the meanzstandard deviation of three independent measurements. (A), I-BET151 resulted in the
rate of early apoptosis and late apoptosis/necrosis. (B), AZD5153 resulted in the rate of early apoptosis and late apoptosis/necrosis. The significance
of difference between the control and apoptosis/necrosis was calculated as a p-value using the student’s t-Test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

the control, I-BET151 significantly increased early
apoptosis and late apoptosis/necrosis from 16.5+1.3% up to
a maximum of 66.8+1.8% in the 48-h group, and from
17.8+1.5% up to a maximum of 82.3+2.2% in the 72-h
group.

AZDS5153 concentrations above 0.05 uM significantly
induced early apoptosis and late apoptosis/necrosis in a dose-
dependent manner in 48- and 72-h groups (Figure 2B).
Compared to the control, AZD5153 significantly increased
early apoptosis and late apoptosis/necrosis from 18.2+2.4%
up to a maximum of 71.3+2.9% in the 48-h group, and from
16.942.3% up to a maximum of 88.3+4.5% in the 72-h
group.
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I[-BETI151 and AZD5153 exposure induces morphological
changes in CLBL-1 cells. In the DMSO control group, the
CLBL-1 cells aggregated and had intact cell membranes,
and, occasionally, vacuoles were apparent. After being
exposed to Entospletinib and/or BET inhibitors for 24, 48,
and 72 h, the integrity of most cells was disrupted.
Apoptotic and necrotic phenomena were observed in the
inhibitor group (Figures 5 and 6). A large number of
abnormal cells and cell debris could be observed. Further,
cytoplasmic  blebs, condensed chromatin, cell
fragmentation, rupture plasma membrane and nucleus,
nuclear and cytoplasmic vacuolisation, and apoptotic bodies
could be detected.
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Figure 3. CLBL-1 incubated with I-BET151 (0.75 uM) or/and Entospletinib (1 uM) for 72 h. (A), The proliferation of CLBL-1 was determined by
counting the number of cells. (B), The metabolic activity of CLBL-1 was decided by WST-1 assay, indicated as the percentage compared to the
DMSO-treated cells. (C), The inhibitors resulted in the rate of early apoptosis and late apoptosis/necrosis. (D), The Bliss independence model was
calculated based on the 72-hour proliferation and metabolic activity of the combined inhibitors. If A>0, then synergistic; A=0, additive; A<0,
antagonistic. The results were displayed as the average value (+SD) of three independent experiments. The significance of difference between the
control and treatment was calculated as a p-value using the student’s t-Test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Combined application of pan-BET inhibitor I-BET151 and
Entospletinib does not significantly enhance inhibition of
CLBL-1 proliferation and metabolic activity. Compared to
the DMSO control or I-BETI151, the exposure to the
combination of I-BET151 and Entospletinib did not
significantly enhance CLBL-1 proliferation inhibition
(Figure 3A). Cell exposure to the combination of 1 uM
Entospletinib and 0.75 pM I-BET151 reduced the proportion
of living cells to 80.3+5.5% (p=0.057).

Further, compared to the control, the exposure to the
combined 1 pM Entospletinib and 0.75 uM I-BET151
significantly inhibited metabolic activity in CLBL-1 cells,
reducing the proportion of metabolic activity to 54.2+14.2%
(Figure 3B). When cells were incubated with either 1 uM
Entospletinib or 0.75 uM I-BET151 for 72 h, the proportions
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of metabolic activity compared to the DMSO control were
106+15.6% and 87.3+38.5%, respectively. There was no
significant difference between the effect of - BET151 alone
and combined application (IBET+Ento) on the metabolic
activity (p=0.35).

Combined application of isoform-specific AZD5153 and
Entospletinib does not significantly enhance inhibition of
CLBL-1 cell proliferation and metabolic activity. Compared
to the DMSO control, the exposure to the combined
AZD5153 and Entospletinib significantly inhibited
proliferation and metabolic activity in CLBL-1 (Figure 4A
and B). But there was no significant difference between
mono and combined application with AZ D5153. When cells
were incubated for 72 h with either 1 uM Entospletinib or
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Figure 4. CLBL-1 incubated with AZD5153 (0.05 uM) or/and Entospletinib (1 uM) for 72 h. (A), The proliferation of CLBL-1 was determined by
counting the number of cells. (B), The metabolic activity of CLBL-1 was decided by WST-1 assay, indicated as the percentage compared to the
DMSO-treated cells. (C), The inhibitors resulted in the rate of early apoptosis and late apoptosis/necrosis. (D), The Bliss independence model was
calculated based on the 72-h proliferation and metabolic activity of the combined inhibitors. If A>0, then synergistic; A=0, additive; A<0,
antagonistic. The results were displayed as the average value (+SD) of three independent experiments. The significance of difference between the
control and treatment was calculated as a p-value using the student’s t-Test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

0.05 uM AZD5153, the proportions of living cells compared
to the DMSO control were 122.2+7.2% and 52.8+6%,
respectively. When incubated with the combination of 1 uM
Entospletinib and 0.05 pM AZDS5153, the proportion of
living cells was 50+17.5%.

Further, when cells were incubated for 72 h with either 1 pM
Entospletinib or 0.05 uM AZDS5153, the proportions of
metabolic activity compared to the DMSO control were
106+15.6% and 45.7+10%, respectively. When incubated with
the combination of 1 uM Entospletinib and 0.05 pM AZD5153,
the proportion of metabolic activity was 49+12.5%.

Combined application of isoform-specific or pan-BET
inhibitors and Entospletinib does not significantly enhance
induction early apoptosis and late apoptosis/necrosis of
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CLBL-1 cell. Compared to the DMSO control, the exposure
to the combination of BET inhibitors and Entospletinib
significantly increased early apoptosis of CLBL-1. But there
was no significant difference between the application of BET
inhibitor (I-BET151 and AZDS5153) alone and the
combinations (IBET+Ento, IBET+AZD) in the effect on early
apoptosis and late apoptosis/necrosis (Figures 3C and 4C).
When CLBL-1 cells were separately incubated with DMSO,
ntospletinib (1 uM), I-BET151 (0.75 pM), and AZD5153
(0.05 uM) for 72 h, the proportions of early apoptosis were
3.6+0.6%, 3.3+0.5%, 6+£1.9%, and 7.2+1.8%, respectively.
And the percentage of late apoptosis/necrosis were 3.4+0.5%,
2.840.3%, 2.5+0.4%, and 2.4+0.3%, respectively. When
CLBL-1 cells were incubated with combined inhibitors
(IBET+Ento, AZD+Ento), the proportions of early apoptosis
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1 uM Entospletinib

24 h

48 h

72

0.75 uM |-BET151 Ento + IBET

&

Cellular fragmentation ( I ) Membrane blebs ( ‘ ) Condensation of chromatin ( f )
Breakdown of plasma membrane and nucleus, leakage of contents ( ] )
Nuclear vacuolization ( 4) Apoptotic bodies ( f)

Figure 5. The CLBL-1 was incubated with DMSO, 1 uM Entospletinib, 0.75 uM I-BET151, and their combination for 24, 48, and 72 h. The stained
cytospins were magnified 100 times. As exhibited by the apoptotic/necrotic phenomena in the treatment group, cellular fragmentation (black solid

arrow), membrane blebs (black round-dot arrow), condensation of chromatin (black dash arrow), breakdown of plasma membrane and nucleus,
leakage of contents (red solid arrow), nuclear vacuolization (red round-dot arrow) and apoptotic bodies (red dash arrow) were visualized.

were 7.4+1.8% and 6.5+1%. And the proportions of late
apoptosis/necrosis were 2.7+0.4% and 2.8+0.5%.

Bliss value analysis. Mathematical evaluation of the
synergistic potential revealed for all proliferation
experiments a BLISS value above 0. The combination of I-
BET151 (0.75 uM) and Entospletinib (1 uM) revealed values
above 0 (Figure 3D), as well as that of AZD5153 (0.05 pM)
and Entospletinib (1 pM). Concerning the corresponding
analyses for metabolic activity, the combination of
IBET+Ento ranged above O and the combination of
AZD+Ento below 0 (Figure 4D). The calculated bliss values
of the proliferation showed differences (A) between observed
and expected values of 0.5141 for the combination
IBET+Ento and 0.1451 for the combination AZD+Ento.
Furthermore, the calculated bliss values of the metabolic
activity showed that the differences (A) between observed
and expected values were 0.3839 for the combination
IBET+Ento and -0.0055 for the combination AZD+Ento.
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Discussion

BET inhibition has been reported to have antineoplastic
effects on lymphoma models (14, 16, 29). Different types of
BET inhibition (Pan or selective) have not been assessed in
combination with SYK inhibitors to evaluate respective
synergistic potential. In the present study, we evaluated
whether combining a SYK inhibitor (Entospletinib) with a
pan-BET inhibitor (I-BET151) or a selective bivalent BRD4
BET inhibitor (AZD5153) resulted in synergistic effects.
BET and SYK inhibition, especially BRD4 inhibition, have
anti-proliferative effects through MYC regulation (24, 25).
AZD5153 as mono-therapy has been compared with non-
selective BET inhibitors in preclinical human acute myeloid
leukaemia (AML), multiple myeloma (MM), and DLBCL
models showing higher inhibitory effects (16). However, the
combination of the SYK inhibitor Entospletinib with
selective or pan-BET inhibitors has not been evaluated. Up
to 10% of human DLBCL express concurrently
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24 h

48 h

72 h
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Cellular fragmentation ( I ) Membrane blebs ( ' ) Condensation of chromatin ( f )
Breakdown of plasma membrane and nucleus, leakage of contents ( [ )
Nuclear vacuolization ( 4) Apoptotic bodies ( f )

Figure 6. The CLBL-1 was incubated with DMSO, 1 uM Entospletinib, 0.05 uM AZD5153, and their combination for 24, 48, and 72 h. The stained
cytospins were magnified 100 times. As exhibited by the apoptotic/necrotic phenomena in the treatment group, cellular fragmentation (black solid
arrow), membrane blebs (black round-dot arrow), condensation of chromatin (black dash arrow), breakdown of plasma membrane and nucleus,
leakage of contents (red solid arrow), nuclear vacuolization (red round-dot arrow) and apoptotic bodies (red dash arrow) were visualized.

rearrangements of BCL2 and MYC through coexisting
translocations in the IG locus, also known as “double-hit
lymphomas” (30). Data on the characterization of
corresponding chromosomal rearrangements in dogs are rare
due to the complicated canine karyotype. However, previous
data from our group have revealed that the herein used
CLBL-1 cell line shows overexpression of BCL2 and MYC
DLBCL (17). The use of BET inhibitors could be of
particular interest in patients with BCL2 and MYC
rearrangements, as one of their main effects is lowering
MYC activation (24, 31). SYK inhibition has shown
promising results against lymphoma cell lines (32).
Preclinical studies using Entospletinib have reported activity
mainly against chronic lymphocytic leukaemia (CLL) and
non-Hodgkin Lymphoma cell lines (33, 34). Patient-derived
xenograft (PDX) models using DLBCL cell lines show a
strong reduction in proliferation in BCR dependent cell lines
(35). Our results showed that CLBL-1 cell line growth is not
inhibited by Entospletinib mono- application independently
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of time and concentration. The observed changes in cell
morphology showed the presence of membrane blebs and
nuclear vacuolization in the 48-72 h time points without
compromising cell viability. But both pan- and isoform-
specific BET inhibitors showed significant cell number
reduction, apoptotic effects, and morphologic changes as
single agents, especially AZD5153. The antiproliferative
effect of AZD5153 (72 h, 1C5(=0.054 uM) is 16 folds
stronger than I-BET151 (72 h, IC5(,=0.870 uM). In the
combination setting there were no statistically significant
differences after adding Entospletinib to either -BET151 or
AZDS5153. The combination of I-BET151 and Entospletinib
had a tendency to produce a reduction in cell number and
metabolism, and higher apoptosis than I-BET151 alone at 72
h but remained not significant. Similar to I-BET151, no
difference was noted with the use of AZDS5153 as
monotherapy or in combination with Entospletinib.

There are multiple reports of BET inhibitor assays in
human haematological cell lines that show the inhibition of
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cell growth (36). AZD5153, which has a bivalent binding
mode to BRD4, has been compared to non-selective BET
inhibitors, such as I-BET762, and was found to have 18-fold
lower ICs (16). In our study, we also showed that AZD5153
is more potent than the pan I-BET151 on the CLBL-1 cell
line, probably due to its dual point inhibition on BRD4.

The CLBL-1 cell line was resistant to Entospletinib mono
application and Entospletinib showed no synergistic effects
when added together with BET inhibitors. Preclinical studies
in human AML show that hyperactivation of the RAS-MEK-
ERK signalling pathway correlates with SYK inhibition
resistance, especially through mutations in RAS and PTPN11
(37). Activation of RAS or PI3K pathways could also
explain the resistance of CLBL-1 cells to Entospletinib.

A preclinical study has reported the modulatory effects of
AZD5153 over the MYC and mTOR pathway in different
haematological cell lines. The down-regulation of MYC was
independent of the AZD5153 apoptotic effect (16). However,
data generated in “double-hit” lymphoma in vitro models
failed to show the down-regulation of BCL2 in cell lines
overexpressing both MYC and BCL2 following exposure to
AZDS5153 (31). This could suggest that the effect of
AZD5153 on CLBL-1 is also independent on BCL2
regulation. Previous data from our group have shown that the
CLBL-1 cell line, as well as a set of primary B-cell
lymphomas, overexpress MYC, INPP5D, and BCL2
compared to non-neoplastic lymph nodes (17). Further,
CLBL-1 showed discrete overexpression of mTOR and
strong down-regulation of PTEN in comparison to a primary
lymphoma set and non-neoplastic lymph nodes (17), making
this model similar in molecular characteristics with most of
the canine DLBCL and “double-hit” human DLBCL. These
dysregulations potentially result in activation of the BCR
pathway downstream from SYK, explaining the resistance to
Entospletinib but sensitivity to BET inhibitors.

In summary, data regarding the use of SYK or BET
inhibitor in dogs is limited. Due to the observed expression
pattern of MYC and BCL2 in canine lymphoma, it bears
potential as a model for “double-hit” human lymphoma, a
disease with aggressive behaviour where new therapeutic
approaches are needed. To our knowledge, there are no
clinical trials that evaluated BET or SYK inhibitors on
canine lymphoma. The pharmacologic synergy between pan-
or selective BET inhibitors and Entospletinib has not been
assessed before. The present data suggests that BRD4
selective BET inhibition could be a useful approach against
canine DLBCL.

In CLBL-1 cells, the BCR pathway appears to have
hyperactivated effectors, such as RASGRP3, downstream
from SYK (17). Therefore, the hyperactivation of
downstream effectors will be independent of SYK inhibition,
leading potentially to resistance to Entospletinib. Our results
provide valuable data for a further evaluation of selective
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BET inhibitors such as AZD5153 in an in vivo canine
lymphoma model, potentially bearing significant value for
human clinical trials in the future.

Conclusion

Pan-BET inhibitor I-BET151 and isoform-specific AZD5153
applied alone inhibit proliferation and induce
apoptosis/necrosis of CLBL-1 cells at low concentrations.
CLBL-1 cells are resistant to Entospletinib. The combination
of Entospletinib with I-BET151 or AZD5153 does not
significantly enhance inhibition of proliferation and
induction of apoptosis/necrosis in CLBL-1 cells.
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171 Erganzende Abbildung

Kinase Doméane

Q&
.{-\@
N
vy TR

]
Y / ! . J

ITAM-Bindungs- Katalytische Region
region

Abbildung 5: Spleen Tyrosin Kinase Struktur Schematische Darstellung der SYK Protein Struktur. Die
N-terminalen SH-2 Domanen sind Uber eine Linker Region mit der Kinase Doméne verbunden. Die Aminosauren

Tyrosin (Y) 348, 352 und 525/526 indizieren die in dieser Arbeit evaluierten Phosphorylierungsstellen. Verandert
nach Sender et al., Int J Mol Sci. 2021 7.

17.2 Erganzende Tabelle
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Tabelle 2: Detaillierte Auflistung der verwendeten Zelllinien inkl. Charakteristika

Zelllinie NALM-6 SEM RS4;11 DG-75 RAJI SU-DHL-4 U-2946 CLBL-1
Spezies Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens canis lupus familiaris
Zelltyp Burkitt Lymphom Burkitt Lymphom B-Zelllymphom B-Zelllymphom B-Zelllymphom
assoziierte Erkrankung |ALL ALL ALL Burkitt Burkitt DLBCL DLBCL DLBCL

Subtyp pré B-ALL pro B-ALL pro B-ALL GCB ABC ABC

Oberflachenmarker/
Immunologie

Herkunft

BZR Status
Ploidie

Zytogenetik
Fusionsgene

Hotspot-Mutationen

Verdopplungszeit

CD10+, CD19+, CD20-CD10-, CD19+, CD20- CD10-, CD19+, CD20- CD3 -, CD10 +, CD13-CD3 -, CD10 +, CD13 -

, CD138+, sm/cylgG-, , CD138-, sm/cylgM-
cylgM+, smigM-

&, adult, 19 Jahre, Q, juvenil, 5 Jahre,

Rezidiv Rezidiv
pra BZR + -
Diploid Hypodiploid
-13; t(4;11)(921;923),
1(5;12)(933.2;p13.2)  del(7)(p14)
MLL-AF4

- /KMT2A::AFF1
TP53, NRAS, KIT, TP53, CDKN2A,
MET PDGFRA, KIT, APC
~36h ~30h

, CD138-, sm/cylgM-

@, adult, 32 Jahre,
Rezidiv
Hyperdiploid

+8, +18;

(4;11)(021;,923), i(7q) (8;14)(q24;932)

MLL-AF4
/KMT2A::AFF1

TP53
~50h

,CD19 +, CD34 -,
CD37 +, CD38 +,
CD80 +, CD138 -,
HLA-DR +, cylgG -,
cylgM +, cykappa +,
cylambda -

,CD19 +, CD20 +,
CD34 -, CD37 +,
CD38 +, cyCD79a +,
CD80 +, CD138 -,
HLA-DR +, sm/cylgG -
, smigM -, cylgM +,
sm/cykappa -,
sm/cylamda -

Pleuraerguss, J,
juvenil, 10 Jahre,
metastase, refraktéar 12 Jahre
BZR + BZR +
6% polyploidie - 46<2n:hypotetraploid

Oberkiefer, 7, juvenil,

1(8;14)

MYC-IGH MYC-IGH

~40-50 h ~24-36 h

138

CD3 -, CD10 +, CD13 -

,CD19 +, CD20 +,
CD34 -, CD37 +,

CD38 +, cyCD79a +,
CD138 -, HLA-DR +,
sm/cylgG +, sm/cylgM

-, sm/cykappa +,
sm/cylambda -

Peritonealerguss, J,
adult, 38 Jahre

BZR +

Hyperdiploid

t(14;18)
BCL2 (MBR)-IGH;
MYC+, BCL6+

EZH2
~40h

CD3 -, CD5 -, CD10 +,

CD13 -, CD19 +,
CD20 +, CD34 -,
CD37 +, CD38 +,
CD138 -, HLA-DR +,
sm/cylgG -, sm/cylgM
+, sm/cykappa -,
sm/cylambda +

Pleuraerguss, ¢, adult,
52 Jahre

BZR +

Hyperdiploid

t(8;14)

MYC-IGH

~20-30 h

CD79acy+, MHC I+,
CD45RA+, CD11a+,
CD45+, CD3-, CD4-,
CD5-, CD8-, CD11d-,
CD14-, CD21-, CD34-,
CD56 -and TCRyd-

Berner Sennenhund,
periphere
Lymphknoten, 7, 8
Jahre,

unbekannt, evt BZR+
Hypodiploid

der(13;13)

unbekannt

~19h






