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Zusammenfassung 

Die kutanen T-Zell-Lymphome (CTCL) sind mit geschätzten 3-4 Neuerkrankungen pro 

Jahr und einer Million Einwohner in Europa eine relativ seltene Erkrankung, die jedoch 

aufgrund der lebenslangen Morbidität und dauerhaft nachhaltigen Beeinträchtigung der 

Lebensqualität als schwerwiegend eingestuft wurde. Aktuelle Therapien sind häufig 

unzureichend oder haben keine dauerhafte Wirksamkeit. Signalwege, die den Zelltod 

induzieren, sind sowohl für die Unterdrückung der Tumorentstehung als auch für die 

erfolgreiche Umsetzung einer Antitumortherapie wichtig. Jedoch sind die Prozesse, die 

zum Zelltod beim CTCL führen, derzeit noch unzureichend verstanden. 

Ziel der Arbeit war es, neue Therapieansätze zur Apoptoseinduktion in CTCL-Zellen zu 

identifizieren und die apoptotischen Signalwege in CTCL-Zellen auf molekularer Ebene 

zu untersuchen. Vier CTCL-Zelllinien (HH, HuT-78, MyLa, SeAx) wurden mit 

verschiedenen Effektoren behandelt und anschließend mittels Durchflusszytometrie zur 

Quantifizierung von Apoptose, ROS Produktion sowie Verlust des mitochondrialen 

Membranpotentials sowie mittels Westernblot die Regulation der apoptotischen 

Signalwege untersucht. 

In dieser Arbeit konnten drei therapeutische Strategien indentifiziert werden. Eine 

proapoptotische Wirkung des Ingenolmebutats PEP005 wurde in zwei von vier CTCL-

Zelllinien nachgewiesen. Der Mechanismus war mit der Aktivierung der PKCδ (Protein 

Kinase C-delta) sowie der darauffolgenden Aktivierung der proapoptotischen Caspase-3 

verbunden. Die resistenten Zelllinien zeichneten sich durch bestimmte molekulare 

Merkmale wie die Expression von p53 und p21 sowie durch eine verstärkte Expression 

der antiapoptotischen Faktoren c-FLIP und XIAP aus, die somit als Kandidaten für eine 

Stratifizierung von Patienten dienen könnten.  

Die zweite untersuchte Substanzgruppe stellten BH3-Mimetika dar. Dies sind Inhibitoren 

für antiapoptotische Bcl-2-Proteine, die strukturelle Ähnlichkeit zur BH3-Domäne (Bcl-2 

homology domain 3) besitzen. Die Untersuchung des Mcl-1-Inhibitors S63845 zeigte, 

dass zwei von vier CTCL-Zelllinien hohe Sensitivität besaßen, während die zwei Zelllinien 

mit geringer Sensitivität für S63845 andererseits durch eine hohe Sensitivität gegenüber 

den für Bcl-2, Bcl-w und Bcl-xL spezifischen Inhibitoren ABT-263 und ABT-737 

charakterisiert waren. Die Sensitivität gegenüber S63845 korrelierte mit einer 

verminderten Expression von Bcl-2 und Bcl-xL sowie einer fehlenden Bcl-w-Expression. 
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Bcl-w könnte daher als Biomarker für die S63845-Sensitivität des CTCLs eingesetzt 

werden. 

Die dritte Strategie beruhte auf dem Indirubin-Derivat DKP-071, die Apoptose in 

Abhängigkeit der ROS Produktion induzierte. Diese drei untersuchten Effektoren könnten 

als neue therapeutische Strategien für das CTCL genutzt werden. Weitere 

Untersuchungen sind erforderlich, um die aktuellen Ergebnisse zu validieren.
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Abstract 

Cutaneous T-cell lymphomas (CTCL) are a relatively rare disease with an estimated 3-4 

new cases per year per million population in Europe and yet have been classified as 

serious due to lifelong morbidity and permanent sustained impairment of quality of life. 

Current therapies are often inadequate or lacking durable efficacy. Signaling pathways 

that inducing cell death are important for both suppression of tumorigenesis and efficacy 

of the antitumor therapy. However, the mechanisms leading to cell death in CTCL are 

currently poorly understood. 

The aim of this study was to identify new therapeutic strategies to induce apoptosis in 

CTCL cells and to investigate the apoptotic signaling pathways in CTCL cells at the mo-

lecular level. Four CTCL cell lines (HH, HuT-78, MyLa, SeAx) were treated with different 

effectors and subsequently analyzed by flow cytometry to quantify apoptosis, ROS pro-

duction as well as loss of mitochondrial membrane potential and for regulation of the 

apoptotic signaling pathways by Westernblot. 

In this study, three therapeutic strategies were identified. A proapoptotic effect of ingenol 

mebutate PEP005 was demonstrated in two of four CTCL cell lines. The mechanism was 

associated with PKCδ (protein kinase C-delta) activation and subsequent activation of 

proapoptotic caspase-3. The resistant cell lines were characterized by certain molecular 

characteristics such as expression of p53 and p21, as well as increased expression of 

the antiapoptotic proteins c-FLIP and XIAP, which could thus serve as candidates for 

stratification of patients. BH3 (Bcl-2 homology domain 3) mimetics represented the sec-

ond group of compounds studied. The investigation on Mcl-1 inhibitor S63845 showed 

that two out of four CTCL cell lines were highly sensitive. The two cell lines with only low 

sensitivity to S63845, on the other hand, were characterized by high sensitivity to ABT-

263 and ABT-737, which are known as specific inhibitors of Bcl-2, Bcl-w, and Bcl-xL. The 

sensitivity to S63845 was found to be correlated with the decreased expression of Bcl-2 

and Bcl-xL and most importantly, with the absence of Bcl-w expression. Bcl-w could there-

fore be used as a biomarker for sensitivity of CTCL to S63845. The third strategy was 

based on the indirubin derivative DKP-071, which induced apoptosis depending on ROS 

induction. These three studied effectors could potentially be used as new therapeutic 

strategies for CTCL. Further analyses are required to validate the current findings. 
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1 Einleitung 

1.1 Kutane T-Zell-Lymphome 

Kutane T-Zell-Lymphome (CTCL) umfassen eine Gruppe von Krankheiten mit der 

Ansammlung von bösartigen T-Zellen unter der Haut. Die häufigsten Entitäten sind die 

Mycosis Fungoides (MF) mit einem Anteil von ca. 60%, das primäre kutane CD30-

positive anaplastische, großzellige T-Zell-Lymphom mit einem Anteil von ca. 25% sowie 

das Sézary-Syndrom (SS) (Willemze et al., 2019). Das CTCL zählt mit 3-4 

Neuerkrankungen pro Million Einwohner pro Jahr in Europa zu den eher seltenen 

Erkrankungen (Dobos et al., 2020). Die Möglichkeit einer Unterschätzung der Fallzahlen 

durch Diagnoseverzug ist jedoch nicht auszuschließen (Scarisbrick et al., 2019).  

1.1.1 Ätiologie und Pathophysiologie 

Beim CTCL wurden Dysregulationen von Genen und Signalwegen gefunden, deren 

genaue Rolle bei der Krankheitsentstehung jedoch bisher unbekannt ist. Eine Reihe von 

externen Faktoren wie chronische Hautentzündungen, mikrobielle Besiedlung und 

Virusinfektionen werden ebenfalls als begünstigende Faktoren für die Entstehung von 

CTCL berichtet (Bagherani & Smoller, 2016).  

1.1.2 Klinisches Bild 

Die klinischen Erscheinungsbilder von CTCL unterscheiden sich je nach Entität. Bei 70% 

der Patienten mit klassischer MF zeigen sich erythematöse schuppige Flecken. Neben 

den Hautläsionen und der körperlichen Entstellung leiden MF-Patienten unter Juckreiz 

und Schmerzen. Im Spätstadium können sich dann Tumore oder Erythrodermie 

entwickeln, die auf Lymphknoten oder innere Organe übergreifen.  

Bei Patienten mit SS wird in der Haut, den Lymphknoten und dem peripheren Blut 

meistens eine Trias aus generalisierter Erythrodermie, Lymphadenopathie und 

neoplastischen, aus T-Zellen stammenden Sezary-Zellen beobachtet. Diese Patienten 

leiden unter extremem Juckreiz und häufig unter einer Infektion mit atypischer 

Lymphozyteninfiltration im Gesicht. Durch die hohe Aggressivität vom SS beträgt die 

mediane Überlebenszeit von SS Patienten 3 Jahre (Willemze et al., 2005).  

Allgemein wird bei etwa 30% der CTCL-Patienten innerhalb von 10 Jahren eine 

progressive Tumorentwicklung oder Metastasierung mit einer reduzierten 5-Jahres-

Überlebensrate beobachtet (Agar et al., 2010).  



Einleitung 10 

 

1.1.3 Diagnose 

Die Diagnose von CTCL umfassen die histologischen, die immunhistochemischen und 

die molekularbiologischen Untersuchungen, die vor allem bei unklarer 

Differentialdiagnose miteinbezogen werden. Bei SS sind bösartige T-Zellen mit 

Serpentinenkernen im peripheren Blut durch Wright-gefärbten Abstrich oder mittels 

Durchflusszytometrie nachzuweisen. 

1.1.4 Behandlungsschema  

Für das Behandlungsschema für MF und SS finden sich Leitlinien von verschiedenen 

Gruppen. Die Erkenntnisse über die Pathogenese des CTCL haben die Liste der 

therapeutische Zielmoleküle zwar erweitert, aber eine langfristige und kurative 

Behandlung bleibt weiterhin die große Herausforderung (Dummer et al., 2021). Die 

Untersuchungen des aktivierungsinduzierten Zelltods (AICD) zeigte, dass beim CTCL 

nach Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TZR) keine Apoptose mehr ausgelöst werden 

kann (Klemke et al., 2009). Der gezielte Eingriff in die gestörten Apoptose-Signalwege 

stellt somit einen vielversprechenden Therapieangriffspunkt für CTCL dar. 

1.1.5 Apoptoseinduktion als therapeutisches Ziel  

Bei der Apoptose handelte es sich um ein durch genetische Programme kontrolliertes 

Absterben der Zellen. Dieser Zelltodmechanismus wurde zum ersten Mal in 1972 

beschrieben (Kerr, et al., 1972). Die Merkmale einer Initialphase der Apoptose sind 

Schrumpfung der Zellen, Kondensation des Chromatins sowie Bildung von Aggregaten 

im Zellkern. In der nachfolgenden Phase wird die DNA zwischen den Nukleosomen 

mithilfe von Endonukleasen fragmentiert. Parallel kommt es zu einem Verlust der 

Zellmembranstabilität. Es bilden sich Ausstülpungen der Zellmembran, die sich nach 

Abschnürung zu apoptotischen Körperchen entwickeln. Der Verlust der Membran-

Asymmetrie führt zur Exposition von Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche. 

Es werden zwischen extrinsischen und intrinsischen proapoptotischen Signalwegen 

unterschieden. Die extrinsischen Signalwege werden durch Bindung von Todesliganden 

an Todesrezeptoren (DR) initiiert. Zu den bekanntesten Todesliganden gehören Tumor-

Nekrose-Faktor alpha (TNF-α), CD95-Ligand (CD95L; auch bekannt als FASL) und TNF-

related apoptosis-inducing ligand (TRAIL). Diese Liganden sind homotrimere Proteine, 

die durch Bindung an die Rezeptoren deren Oligomerisierung induzieren und dadurch 

Apoptose-Signalwege aktivieren. Bislang wurden sechs Mitglieder der 
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Todesrezeptorfamilie identifiziert: TNF-R1, CD95 (Fas, APO-1), TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-

R2 (DR5), DR6 und TRAMP (Schulze-Osthoff et al., 1998). Ihre typischen Bestandteile 

umfassen extrazelluläre Domänen, eine Transmembranregion sowie eine 

zytoplasmatische Todesdomäne (DD).  

Bei der Regulierung der Initialphase von Todesrezeptor-vermittelter Apoptose spielen 

sowohl proapoptotische wie Procaspase-8 und -10 als auch antiapoptotische Proteine 

wie c-FLIPL/S (cellular FLICE inhibitory protein, long/short isoform) eine Rolle. 

Die CD95-vermittelte Apoptose ist einer der am besten untersuchten 

Apoptosesignalwege. Bei diesem Signalweg erfolgt nach der Bindung von CD95L die 

Trimerisierung des Rezeptors CD95. Durch die darauffolgende Rekrutierung des 

Adapterproteins (Fas-associating protein with death domain, FADD) über die homophile 

Interaktion der Todesdomänen aus Rezeptor und Adapterprotein wird ein Mutiprotein-

Komplex (death inducing signaling complex, DISC) gebildet. In diesem Komplex können 

sowohl proapoptotische DED-Proteine wie Pro-Caspase-8 als auch antiapoptotische 

DED-Proteine wie c-FLIPL/S rekrutiert werden. Je nach Mengenverhältnis dieser DED-

Proteine zueinander wird die Apoptose initiiert oder blockiert. Ein Überschuss von Pro-

Caspase-8 führt zu deren autokatalytischen Aktivierung. Die aktive, aus dem 

Todesrezeptorkomplex freigesetzte Caspase-8 spaltet durch Proteolyse anschließend 

Effektorcaspasen, wie die Caspase-3.  

Der intrinsische apoptotische Signalweg wird unter anderem durch Zellschäden induziert. 

Typische Merkmale des intrinsischen Signalwegs sind der Verlust des mitochondrialen 

Membranpotentials (MMP), die Permeabilisierung der mitochondrialen Außenmembran 

sowie die Freisetzung proapoptotischer Proteine wie Cytochrom c aus dem 

Intermembranraum der Mitochondrien in das Zytoplasma (Hossini & Eberle, 2008) (Tait 

& Green, 2010). Die Aktivierung der mitochondrialer proapoptotischen Signalwege kann 

außerdem von einer ROS-Bildung begleitet werden (Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 

2016). Desweiteren induziert das Cytochrom c eine Konformationsänderung des 

Adapterproteins apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-1), wodurch dessen 

Caspase-Rekrutierungs-Domäne (CARD) freigelegt wird. Anschließend kommt es zu 

einer Oligomerisierung von Apaf-1 und zur Bildung des hochmolekularen Apoptosom-

Komplexes. Dies ermöglicht die Anlagerung der Pro-Caspase-9 an das Apoptosom und 

die daranschließende autokatalytische Aktivierung von Caspase-9. Caspase-9, 

ihrerseits, prozessiert und aktiviert wiederum die Effektor-Caspase-3. 



Einleitung 12 

 

Caspasen gehören zu einer hoch konservierten Familie von Cystein-Proteasen. Die 

proteolytische Aktivierung führt zur Spaltung der 30-55 kDa großen Proform in eine große 

(ca. 20 kDa) und eine kleine Untereinheit (ca. 10 kDa) sowie zur Entfernung der N-

terminalen Prodomäne. Neben proteolytischer Prozessierung führt auch die nahe 

Anlagerung der Proformen in Komplexen, wie im Apoptosom oder im DISC zu einer 

Aktivierung der Procaspasen (induced proximity) und zur darauffolgenden 

autokatalytischen Prozessierung.  

Die Bcl-2 Proteinfamilie spielt in den intrinsischen proapoptotischen Signalwegen eine 

Rolle. Bcl-2 Proteine mit vier BH-3 Domänen wie Bcl-2, Mcl-1, Bcl-w, Bcl-xL und A1 sind 

antiapoptotisch, während die Proteine mit weniger als vier Domänen proapoptotische 

Funktion haben. Die proapoptotischen Bcl-2 Proteine werden in Multidomänen-Proteine 

wie Bak und Bax sowie in BH3-only-Proteine mit ausschließlich der BH3-Domäne wie 

Bid, Bad, Noxa, Puma, Bim u.a unterschieden. Bax und Bak lassen sich durch die 

Bindung der antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen hemmen, während die antiapoptotischen 

Bcl-2 Proteine wiederum durch die BH3-only-Proteine inhibiert werden können (Tait & 

Green, 2010).  

Bei Apoptoseinhibitoren (IAPs) handelt es sich um Proteine mit einer variablen Anzahl 

von sogenannten Baculoviral IAP repeat (BIR)-Domänen. Bisher wurden acht Mitglieder 

der IAP-Familie bei Säugetieren identifiziert: neuronales IAP (NIAP), zelluläres IAP1 (c-

IAP1), zelluläres IAP2 (c-IAP2), X-Chromosom-gebundenes IAP (XIAP), Survivin, 

Ubiquitin-konjugierendes BIR-Domänen-Enzym (BRUCE), Melanom-IAP (ML-IAP) und 

IAP-ähnliches Protein 2 (ILP2). Vor allem c-IAP1, c-IAP2 und XIAP binden an aktivierte 

Caspasen, hemmen diese und tragen so zu einer Apoptoseresistenz bei. Die Aktivität 

von IAP kann durch second mitochondria-derived activator of caspase (SMAC) gehemmt 

werden, wodurch die Aktivierung der Caspase-3/7/9 sowie Apoptose ausgelöst wird 

(Cong et al., 2019).  

Auch Protein-Phosphorylierungen spielen in der Apoptose eine bedeutende Rolle. Die 

Rolle von Serin-Threonin-Kinase namens Protein Kinase C (PKC) fand sich in der 

Regulierung vieler zellulärer Prozesse wie Zell-Proliferation, Differenzierung und 

Apoptose (Zhang, et al., 2004). Basierend auf ihren Domänenstrukturen und 

Regulationsmechanismen wird die PKC-Familie in klassische (α, βI, βII und γ), neue (δ, 

ε, η und Θ) und atypische (λ und ζ) PKCs unterteilt. PKCδ dient je nach Zelltyp als 

positiver oder negativer Wachstumsregulator. So kann es die Induktion der Expression 
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und Funktion proapoptotischer Proteine bewirken, und ist selbst ebenfalls ein Ziel für 

Caspasen (Kaltoft et al., 1992).  

1.2 PEP005 

PEP005 oder Ingenolmebutat ist ein hydrophober Diterpenester aus der Pflanze 

Euphorbia peplus. Der Substanz wurde 2012 von der FDA für aktinische Keratose 

zugelassen (Kaltoft et al., 1987). In Zelllinien der humanen myeloischen Leukämie zeigte 

PEP005 eine PKCδ aktivierende Wirkung und die darauffolgende Apoptoseinduktion 

(Gootenberg, et al., 1981). Der Substanz scheint selektiv für die Wachstumshemmung 

von Krebszellen zu sein, da dieser das Wachstum menschlicher neonataler Fibroblasten 

nicht hemmte und bei normalen CD34+-Myeloblasten keine Apoptose induzierte 

(Gootenberg et al., 1981).  

Ausgehend von den Erkenntnissen über die antiproliferative Wirkung von PEP005 bei 

soliden und hämatologischen Malignomen (Netchiporouk et al., 2017) wurde in dieser 

Arbeit die Wirkung von PEP005 in vier CTCL-Zelllinien HH, HuT-78, MyLa und SeAx 

untersucht und der Wirkmechanismus entschlüsselt. 

1.3 S63845 

Die Substanz S63845 ist ein selektiver Inhibitor des antiapoptotischen Bcl-2 Proteins Mcl-

1. Das Protein ist ein Schlüsselfaktor für das Überleben von multiplen Myelomzellen 

(Gong et al., 2016); seine Deregulation in aktiviertem, B-Zell-ähnlichem diffus 

großzelligem B-Zelllymphom wurde mit Therapieresistenz (Wenzel et al., 2013) und seine 

Überexpression wurde mit Strahlen- und Chemotherapieresistenz in Leukämie-Zelllinien 

in Verbindung gebracht (Kaufmann et al., 1998). Da eine Dysregulation und 

Überexpression von Mcl-1 auch in CTCL-Zellen festgestellt wurde (Spinner et al., 2016) 

(Koch et al., 2019), scheint der Einsatz selektiver Mcl-1-Inhibitoren als eine 

vielversprechende therapeutische Strategie zu sein. In dieser Arbeit wurde die Wirkung 

von S63845 im Vergleich zu zwei spezifischen Inhibitoren für Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w 

(ABT-263 und ABT-737) in vier CTCL-Zelllinien und die Mechanismen untersucht. 

1.4 DKP-071 

Bei DKP-071 handelt es sich um ein Indirubin-Derivat. Indirubin wurde als aktiver 

Bestandteil eines traditionellen chinesischen Heilmittels. In klinischen Studien zeigte 

Indirubin eine signifikante Antitumoraktivität bei chronisch-myeloischer und chronisch-

granulozytärer Leukämie (Xiao, et al., 2002) (Blažević et al., 2015). Eine Aktivierung 
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sowohl extrinsischer als auch intrinsischer Apoptose-Signalwege durch Indirubinderivate 

wurde ebenfalls in Melanomzellen berichtet (Berger et al., 2011) (Zhivkova, et al., 2019). 

In dieser Arbeit wurde die Wirkung des Indirubin-Derivats DKP-071 in drei CTCL-

Zelllinien MyLa, HH und HuT-78 mit Bezug auf die Apoptoseinduktion, Zellviabilität und 

die Proliferationsrate untersucht.  

1.5 Fragestellung 

Trotz zahlreicher wissenschaftlicher neuer Befunde sind die therapeutischen 

Möglichkeiten für CTCL noch begrenzt. Dies macht die Suche nach neuen 

therapeutischen Strategien dringend erforderlich. 

Die Resistenz gegen den apoptotischen Zelltod hat sich als ein grundlegender Faktor für 

die Malignität des CTCLs herausgestellt. In der vorliegenden Arbeit wurden daher 

Strategien untersucht, die auf die molekularen Regulatoren der Apoptose zugreifen. 

Damit sollte deren Potenzial als neue Therapieansätze durch Überwindung von 

Apoptose-Defizienz in CTCL-Zellen belegt werden. Folgende Fragen wurden 

insbesondere bearbeitet: 

1) Kann durch neue therapeutische Optionen wie dem PKCδ-Aktivator PEP005, dem 

Mcl-1-Inhibitor S63845 oder dem Indirubin-Derivat DKP-071 effizient Apoptose in 

CTCL-Zellen induziert werden? 

2) Wie wird die Apoptoseinduktion in CTCL-Zellen auf molekularer Ebene reguliert?
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2 Methodik 

2.1 Verwendete Materialien 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Life Technologies, Darmstadt, 

Deutschland)  

Fetal Bovine Serum (FBS, S0615, Biochrom, Deutschland) 

Penicillin/Streptomycin (A2213, Biochrom, Deutschland)  

L-Glutamin (K0282, Biochrom, Deutschland) 

PEP005 (AdipoGen Life Sciences, Switzerland) 

S63845 (CAS# 1799633-27-4, Hölzel Diagnostika Handels GmbH, Deutschland) 

ABT-263 (CAS# 923564-51-6, Biozol, Deutschland) 

ABT-737 (CAS# 852808-04-9, Biozol, Deutschland)  

QVD-Oph (Abcam, UK) 

α-Tocopherol (Vitamin E, Fluka, Deutschland)  

N-Acetylcystein (NAC; Sigma-Aldrich, Deutschland)  

Bisindolylmaleimid 1 (Bis 1; Cayman Chemical, USA)  

Dimethylsulfoxid (DMSO; 67-68-5; Sigma-Aldrich, Deutschland) 

Propidium Iodid (PI, 25535-16-4, Santa Cruz, USA) 

Natriumcitrat (Sigma-Aldrich, Deutschland) 

Triton X-100 (Serva, Deutschland) 

Calcein AM (564061, Becton Dickinson, USA) 

Tetramethylrhodamin Methylester-Perchlorate (T5425, Sigma-Aldrich, Deutschland) 

WST-1 (11644807-001, Sigma-Aldrich, Deutschland) 

Bicinchoninsäure (BCA) Protein Assay (23227, Thermo Fischer, USA) 

2-, 7-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (H2DCFDA; D-399, Life Technologies, USA) 

NaCl (1.06404.1000, Merck, Deutschland) 

Ethylendiamintetraessigsäure (E9884, Sigma-Aldrich, Deutschland) 

NP-40 (85125, Thermo Fischer, USA) 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid (1185-53-1, Carl Roth, Deutschland) 

Pierce Protease and Phosphatase Inhibitor (A32959, Thermo Fischer, USA) 

Tris-Base (T3253, Sigma-Aldrich, Deutschland) 

37,2%-HCl (1.00317, Merck, Deutschland)  

Natriumdodecylsulfat (SDS, L-4390, Sigma-Aldrich, Deutschland) 
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Glycerin (1.04093, Merck, Deutschland) 

Bromphenolblau (1610404, Bio-Rad, USA) 

β-Mercaptoethanol (M-7154, Sigma-Aldrich, Deutschland) 

30% Acrylamid/Bis-acrylamid (1610154, Bio-Rad, USA) 

Amonium Persulfat (APS, 1610700, Bio-Rad, USA) 

TEMED (1610801, Bio-Rad, USA) 

Tricin (5704-04-1, Carl Roth, Deutschland) 

Nitrozellulose-Membran (Protran BA83 0,2 μm, Whatman, Deutschland) 

10x Phosphate-buffered saline (PBS, 70011044, Fischer Scientific, USA) 

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Biorad, USA) 

Tween20 (BP337-100, Fischer Bioreagents, USA) 

Milchpulver (68514-61-4, Carl Roth, Deutschland) 

Enhanced Chemi Luminescence ECL™ Westernblotting substrate (Thermo Fisher, USA) 

Glycin (56-40-6, Carl Roth, Deutschland) 

Primäre Antikörper: 

• Kanninchen, Cell Signaling, USA: 

Caspase-3 (9662), gespaltene Caspase-3 (9664), Caspase-9 (9502), XIAP 

(2042), Mcl-1 (4572), Bcl-w (2724), Bcl-2 (2872)  

• Maus, Cell Signaling, USA: 

Caspase-8 (9746) 

• Maus, Santa Cruz Biotech, USA: 

c-FLIP (sc-5276), p21 (sc-6246), p53 (sc-126), p21(sc-6246), GAPDH (sc-

32233), Bcl-xL (sc-8392), β-actin (sc-47778) 

• Kaninchen polyklonal, Thermo Fisher, USA 

o PKCδ (PA587443) 

Sekundärantikörper: 

• Peroxidase-markierte Ziegen-Antikaninchen- und Ziegen-Anti-Maus-Antikörper 

(Dako, Deutschland) 

2.2 Eingesetzte Zelllinien und ihre Kultivierungsbedingungen 

Die Charakteristika der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 1 

aufgelistet. Alle Zelllinien wurden bei 37 °C, 5%igem CO2-Gehalt und 95%-iger 

Luftfeuchtigkeit im Brutschrank mit RPMI 1640-Komplettmedium, welches aus 500 ml 
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RPMI 1640-Nährmedium, 10%-igem FBS, 1%-igem Penicillin/Streptomycin sowie 0,3%-

igem L-Glutamin besteht, kultiviert. 

Tabelle 1: Charakteristika der verwendeten Zelllinien (eigene Darstellung) 

Zelllinie Jahr 
Etablier
ung 

Demographie Stadium/Gewe
be-quelle  

Immunophenotyp  Krankheits-
erscheinung 

MyLa (Kaltoft 
et al., 1992) 

1990 82, 
kaukasischer 
Mann  

IIA/Hautbiopsie CD4+ und CD8+  Fortgeschrittene MF 

HH 
(Starkebaum 
et al., 1991) 

1986 61, 
kaukasischer 
Mann 

IVB, Blut CD2+, 
CD3+, CD4+, CD5+, 
CD30+, CD8−, 
CD25− 

Fortgeschrittene 
leukämische MF 

HuT-78 
(Gazdar et al., 
1980) 

1987 53, 
kaukasischer 
Mann 

IVA, Blut CD2+, CD3+, CD25+, 
CD4+, CD1−, CD5−, 
CD8−, CD20− 

SS 

SeAx (Kaltoft 
et al., 1987)  

1987 66, 
kaukasische 
Frau 

IVA, Blut CD3+, CD4+, CD5+  SS 

 

Die Suspensionskulturen wurden alle 3-4 Tage passagiert, indem diese in ein 50 ml-

Falcon Röhrchen überführt, zentrifugiert (1600 rpm/5 Min) und das Zellpellet in 10 ml 

frischem Medium resuspendiert und ausgesät wurden. 

2.3 Konservierung und Auftauen der Zellen 

Die Zellen wurden in 20% Zelldichte in Kryoröhrchen konserviert, zuerst auf -80 °C und 

anschließend auf -196 °C heruntergekühlt. Das Auftauen der Zellen erfolgte im 37 °C-

Wasserbad. Die Zellsuspension wurde dann in 10 ml RPMI-Komplettmedium überführt, 

zentrifugiert (1600 rpm/5 Min), das Zellpellet in einem 10 ml RPMI-Komplettmedium 

resuspendiert und in Zelldichte von 10, 20 und 30% ausgesät. 

2.4 Zellzahlbestimmung 

Das Auszählen der Zellen erfolgte mittels Neubauer-Zählkammer. Die Zellzahl pro ml 

wurde aus dem Mittelwert der zwei in diagonal liegenden Quadranten und der 

Multiplikation mit 104 errechnet.  

2.5 Verwendete Reagenzien 

PEP005, S63845, ABT-263 und ABT-737, DKP-071 wurden für die Behandlung 

eingesetzt. Zur Hemmung der Caspaseaktivität erfolgte eine einstündige Vorinkubation 

der Zellen mit Pan-Caspase-Inhibitor QVD-Oph, zur Hemmung der PKC-Aktivität mit 1 
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µM Bis-1 für HH-Zellen und 0,25 µM für HuT-78-Zellen. Um ROS abzufangen erfolgte 

eine einstündige Vorbehandlung der Zellen mit 1 mM α-Tocopherol bzw. 1 mM NAC. 

Für die Assays wurden 50000 Zellen pro Welle in 24-Well-Platten ausgesät. Die 

Kontrollzellen wurden mit 2%-igem DMSO in derselben Inkubationsbedingung behandelt. 

2.6 Zellbiologische Methoden 

2.6.1 Durchflusszytometrie 

Zur Untersuchung von mehreren Zelleigenschaften auf Einzelzellebene mittels 

Durchflusszytometrie werden die einzelnen Fluoreszenz-markierten Zellen durch 

hydrodynamische Fokussierung an einem Laserstrahlbündel bestimmter Wellenlänge 

vorbeigeleitet. Die Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes werden durch 

monochromatischen Laserstrahl angeregt und auf ein höheres Energieniveau gebracht. 

Beim Rückfall auf das ursprüngliche Energieniveau werden Photonen emittiert und durch 

einen Detektor registriert. Die emittierte Photonenenergie steht im Verhältnis zu der 

Zellzahl proportional. Durch die Streu- und Beugungsintensität des Lichtes lassen sich 

ebenfalls Rückschlüsse auf die Größe und Granularität der Zellen ziehen. In dieser Arbeit 

erfolgte die Durchflusszytometrie mittels FACSCalibur Durchflusszytometer (BD 

Bioscience) und die Datenauswertung mittels CellQuest Software (BD Bioscience). 

2.6.1.1 Nachweismethode – Sub-G1 Assay 

Für den Nachweis der Apoptoseinduktion wurden die DNA der Zellen mit PI markiert. Der 

Farbstoff besitzt eine Anregung-/Emissionwellenlänge von 493/636 nm (Riccardi and 

Nicoletti, 2006). Die apoptotischen Zellen werden im Histogramm im Sub-G1-Peak 

dargestellt. Hierfür wurden die Zellen aus 24-Wellplatten geerntet, die Zellsuspension 

zentrifugiert (1600 rpm/5 Min), gewaschen (1600 rpm/5 Min) und in einer 200 µl, aus 40 

μg/ml PI, 0,1%Natriumcitrat, 0,1%Triton X-100 zusammengesetzten PI-Lösung 

einstündig bei 4°C inkubiert. Die Detektion erfolgte mittels Fluoreszenzdetektors FL-3. 

2.6.1.2 Nachweismethode – Zellviabilität 

Die Zellviabilitätuntersuchung erfolgte mittels Calcein-Assay (Wang et al., 1993). Der 

Farbstoff Calcein AM wird in die Zellen durchdringen und durch die intrazellulären, 

aktiven Esterasen, welche ausschließlich in intakten Zellen verfügbar sind, in eine stark 

fluoreszierende Calcein hydrolysiert. Die Anregungs- und Emissionwellenlänge des 

Farbstoffs beträgt 496 und 520 nm. Die Zellen wurden aus 24-Wellplatten geerntet und 
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nach Zentrifugation (1600 rpm/5 Min) mit 1 ml PBS in 200 µl der frischen, aus der 5 mM 

Stammlösung 1:10000 mit DMSO verdünnten Arbeitslösung resuspendiert und bei 37 °C 

inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 1 ml kaltem PBS verdünnt, zentrifugiert (1300 

rpm/8 Min) und das Pellet in 200 μl kaltem PBS resuspendiert. Die Analyse erfolgte im 

Fluoreszenzdetektor FL-2. 

2.6.1.3 Nachweismethode - mitochondriales Membranpotential (MMP) 

Zur Untersuchung des MMPs wurde TMRM+ mit einer Anregungs-/Emissionswellenlenge 

von 548/574 nm eingesetzt. Der Nachweis erfolgte durch die Anreicherung dieses 

kationischen Farbstoffes in den negativ-geladenen Mitochondrien. Die geernteten Zellen 

wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen (1600 rpm/5 Min), in 200 μl der 1 µM 

TMRM+-Arbeitslösung resuspendiert und für 20 Min bei 37 °C inkubiert. Nach dem 

Waschen wurde die Zellsuspension in 200 μl PBS resuspendiert und umgehend im 

Fluoreszenzdetektors FL-2 gemessen. 

2.6.1.4 Nachweismethode - reactive oxygen species (ROS) 

Zum Nachweis der intrazellulären ROS wurde H2DCFDA mit einer Anregungs-

/Emissionswellenlänge von 484/535 nm verwendet. Hierbei wurden die Zellen mit 25 µl 

der 10 µM H2DCFDA Arbeitslösung einstündig vor der Behandlung vorinkubiert. Als 

Positivkontrolle dienten 10 µl H2O2, die den Zellen einstündig vor dem Assaybeginn 

gegeben wurden. Die geernteten Zellen wurden anschließend zweimal mit PBS 

gewaschen (1600 rpm/5 Min), in 250 µl PBS resuspendiert und mittels 

Fluoreszenzdetektor FL-1 untersucht. 

2.6.2 Nachweismethode – Zellproliferation 

Die Quantifizierung der Zellproliferation basierte auf der Spaltung des wasserlöslichen 

Tetrazoliumsalzes WST-1 in einen Formazan-Farbstoff durch zelluläre mitochondriale 

Dehydrogenasen, welche ausschließlich in lebenden Zellen aktiv sind. Durch Erhöhung 

der Zellzahl wird die Aktivität der Enzyme und die Bildung von Formazan-Farbstoffes 

erhöht.  

Für die Untersuchung wurden 10000 Zellen in einer 100 µl Zellsuspension in einer 96-

Wellplatte kultiviert. Die behandelten Zellen wurden nach Zugabe von 5 µl WST-1 

Reagenz im Dunklen einstündig bei Raumtemperatur inkubiert. Die Quantifizierung 

erfolgte in einem ELISA Reader bei 450 nm mit dem Programm Ahmed WST Assay.    
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2.7 SDS-PAGE und Westernblot 

SDS Page und Westernblot diente der Untersuchung auf Proteinebene. 

2.7.1.1 Probenvorbereitung 

Zunächst wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen (1600 rpm/5 Min) 

und anschließend einstündig bei 4 °C mit dem aus 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-

40, 50 mM Tris (pH 8,0) sowie Phosphatase- und Proteaseinhibitoren bestehenden 

Lysepuffer inkubiert, bei 4 °C zentrifugiert (1800 rpm/20 Min) und den Überstand auf Eis 

aufbewahrt.  

Die Proteinkonzentration im Lysat wurde mittels BCA Protein Assay bestimmt. Das 

Verfahren beruht auf der Reduktion von Cu2+ zu Cu+, welches sich anschließend mit BCA 

einen Farbkomplex ausbildet und mittels ELISA Reader bei 550 nm quantifizierbar ist. In 

96-Wellplatte wurde insgesamt 20 µl Probenlösung aus einer Mischung von 19, 18 oder 

17 µl PBS und entsprechend 1, 2 oder 3 µl Proteinextrakt gelegt. Für die Eichgerade 

wurde eine Eichlösung wie in Tabelle 2 zweifach vorbereitet. Anschließend wurden 200 

µl Reaktionspuffer, welches frisch aus 4 μl Lösung A und 196 μl Lösung B 

zusammengesetzt wurden, in jede Welle gegeben, die Proben für 30 min bei 37 °C 

inkubiert und anschließend im ELISA Reader vermessen.  

Für die weiteren Schritte wurden 20 µl Proteinproben mit 30 µg Proteingehalt vorbereitet. 

Das dafür notwendige Volumina (V1) der Proteinextrakte mit einer Konzentration von C1 

wurde wie folgt berechnet: V1 = 30 µg/ml *0,02 ml / C1 

Die Proteinproben setzten sich wie folgt zusammen: 

V1 µl aus dem Proteinextrakt + 5 µl aus der 4x Laemmli Pufferlösung + (15-V1) µl PBS  

 

Tabelle 2: Herstellung der Eichlösung für Eichgerade (eigene Darstellung) 

2mg/ml BSA-Lösung (µl) PBS (µl) 

0 20 

1 19 

2 18 

3 17 
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4 16 

5 15 

7,5 12,5 

10 10 

Die 4x Laemmli-Pufferlösung wurde wie folgt vorbereitet :  

• 12,5 ml der 1 M Tris-HCl Pufferlösung pH 6,8 bestehend aus 24,23 g Tris-Base, 

15,8 ml 37,2%-HCl und 184,2 ml Aqua bidest 

• 4,6 g SDS 

• 20 ml Glycerin 

• Ein Tropfen von Bromphenolblau 

• Aqua bidest add 45 ml 

Die Pufferlösung wurden in 900 µl Aliquot bei -20°C gelagert und vor der Zugabe in die 

Proteinproben mit 100 µl β-Mercaptoethanol frisch versetzt. Durch SDS wurden die 

Proteine in ihre primäre Aminosäuresequenz denaturiert und gleichmäßig mit einer 

negativen Ladung versetzt. Das ß-Mercaptoethanol diente zusätzlich als 

Reduktionsmittel, welches die Schwefelbrücken der Proteine spalten. Die Inkubation 

erfolgte bei 95 °C für 10 Min. 

2.7.1.2 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese) 

Mittels SDS-PAGE lassen sich die einzelnen Proteine durch ihre elektrophoretische 

Mobilität im elektrischen Feld voneinander auftrennen. Dafür wurden jeweils zwei 

Gelstücke, welche aus einem 6%-igen Sammelgel und einem 14%-igen Trenngel 

bestehen, in eine Elektrophoresekammer eingesetzt. Die innere Kammer wurde mit 1x 

konzentriertem kathodischem und die äußere Kammer mit 1x konzentriertem 

anodischem Laufpuffer gefüllt. Die einzelne Geltasche wurde mit 20 µl der Proteinproben 

beladen. Durch das Anlegen des elektronischen Feldes wanderten die negativ geladenen 

Proteine zur Anode und wurden nach Molekulargewicht aufgetrennt. Die Elektrophorese 

für das Sammelgel lief bei 80 V für 10 Min und für das Trenngel bei 120 V für 55 Min. Als 

Referenz für die Proteingröße wurde ein das Molekulargewichtstandard Precision Plus 

Protein™ Dual Color Standards verwendet.  

Folgende Rezepte wurden verwendet: 

• 6%-iges Sammelgel  
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Für zwei Gele: 3,1 ml Aqua bidest; 1,3 ml Polyacrylamid (30%); 1,25 ml 

Sammelgelpuffer pH 6,8; 0,05 ml SDS (10%); 100 µl APS (10%); 5 µl TEMED. 

Für Sammelgelpuffer: 19,7 g Tris-Base; 1,0 g SDS; Aqua bidest add 500 ml, 

Einstellung auf pH 6,8 mit NaOH/HCl. 

• 14%-iges Trenngel 

Für zwei Gele: 3,5 ml Aqua bidest, 5,3 ml Polyacrylamid (30%), 2,1 ml 

Trenngelpuffer pH 8,8; 0,106 ml SDS (10%); 200 μl APS (10%); 20 μl TEMED. 

Für Trenngelpuffer; 38,5 g Tris-Base; 9,3 g Tris-HCl; 1,0 g SDS; Aqua bidest add 

500 ml, Einstellung auf pH 8,8 mit NaOH/HCl. 

• Kathodischer Laufpuffer 

Für 10x konzentrierte Lösung: 120 g Tris Base; 180 g Tricin, 10 g SDS, Aqua 

bidest add 1 l, auf pH 8,45 mit NaOH/HCl einstellen. 

• Anodischer Laufpuffer 

Für 10x konzentrierte Lösung: 240 g Glycin; Aqua bidest add 1 l, Einstellung auf 

pH 8,9 mit NaOH/HCl. 

2.7.1.3 Westernblot 

Wie die PAGE wurden beim Westernblot die negativ-geladenen Proteine durch einen 

elektrischen Strom von Anode zur Kathode und so auf die Membran im selben Muster 

wie im Gel transferiert. 

Ein 9x6,5 cm großer Nitrozellulose-Membranstück, Filterpapieren und Schwämmen 

wurden im Transfer-Puffer getränkt. Das Blot-System wurde in folgender Reihenfolge 

luftblasenfrei aufgebaut: Schwamm, Filterpapiere, Gel, Nitrozellulose-Membran, 2 

Filterpapiere, Schwamm. Danach wurde das System in Blotkammer, welcher den aus 

6,04 g Tris Base, 28,8 g Glycin und 180 ml Aqua dest bestehenden Transferpuffer 

beinhaltet, so ausgerichtet, dass das Gel auf der anodischen und die Membran auf der 

kathodischen Seite lag. Das Bloten erfolgte einstündig bei 120 V auf Eis. 

2.7.1.4 Membranblocking und Immunoblotting 

Der Nachweis der Proteine erfolgte indirekt durch die spezifische Bindung von 

Antikörpern. Hierzu wurden die Blots dreimal für jeweils 5 Min mit 15 ml PBS-T, welches 

aus 100 ml 10xPBS, 900 ml Aqua dest und 1 ml Tween20 hergestellt wurde, gewaschen. 

Zur Absättigung der freien Bindungstellen wurde das Blot einstündig bei RT bei leichtem 

Schütteln mit 5%-igem, aus 5 g Milchpulver und 100 ml PBS-T bestehendem Milch-PBS-

T inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 15 ml PBS-T für jeweils 5 Min wurde das Blot 
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mit 2 ml primärem Antikörper über Nacht bei 4 °C bei leichtem Schütteln inkubiert. Das 

Blot wurde dreimal mit 15 ml PBS-T für jeweils 5 Min gewaschen und anschließend mit 

dem konjugierten Sekundär-Antikörper bei RT einstündig bei leichtem Schütteln 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschvorgang war das Blot für die Detektion bereit. Die 

primären Antikörper von Cell Signaling wurden 1:1000, die primären Antikörper von Santa 

Cruz Biotech 1:500 und der Antikörper für PKCδ 1:1000 und die Sekundärantikörper 

1:5000 vorverdünnt.  

2.7.1.5 Immundetektion 

Zur Detektion der membrangebundenen Proteine wurde ECL™ Westernblotting 

Substrate eingesetzt. Das Chemolumineszenz-Substrat ECL wurde durch im Sekundär-

Antikörper gekoppelten Enzym Meerrettich Peroxidase (HRP) oxidiert und so auf ein 

erhöhtes instabiles Energieniveau gebracht. Beim Rückgang in die stabile Ausgangslage 

wird Energie als Licht freigesetzt, deren Intensität durch Phenol verstärkt wird. Zur 

Proteindetektion wurden die Blots mit 1 ml aus dem gleichen Anteil der beiden ECL-

Lösungen bestehender ECL-Arbeitslösung überdeckt. Nach fünfminütiger Inkubation im 

Dunkeln bei RT wurde das Lichtsignal in der Maschine FUSION mit dem Programm 

FUSION detektiert. 

2.7.1.6 Membranstripping 

Zur Wiederverwendung des Blots wurden die Antikörper aus dem Blot entfernt, indem 

das Blot dreimal mit 10 ml Strippingpuffer pH 2,2, welches aus 1,5 g Glycin, 100 mg SDS, 

1 ml Tween20 und Aqua dest add. 100 ml besteht, für 10 Min bei RT und leichtem 

Schütteln inkubiert und mit frischem Strippingpuffer für 10 Min geschwenkt wurde. Nach 

zweimaligem zehnminütigen Waschen mit 15 ml PBS-T und zweimaligem fünfminütigem 

Waschen war das Blot für ein erneutes Blocking (Abschnitt 2.6.3.4) bereit.  

2.8 Statistische Analyse 

Jedes Experiment wurde mindestens zweimal, jeweils mit Triplikaten, wiederholt. Der 

Mittelwert aus drei voneinander unabhängigen Experimenten wurde zur Auswertung der 

Experimente herangezogen. Die statistische Signifikanz wurde mit einem ungepaarten t-

Test mit Excel berechnet. p-Werte unter 0,05 wurden als signifikant bewertet.  

Für Westernblots wurden mindestens zwei Experimente mit unabhängigen 

Proteinextraktserien durchgeführt. Die Signale wurden mittels densitometrischer Analyse 



Methodik 24 

 

und mit den jeweiligen β-Actin-Werten normalisiert. Für die Bcl-2 Proteine mit drei 

unabhängigen Experimenten wurden die statistische Signifikanz berechnet. 

Die Identifizierung von synergistischen Effekten bei Kombinationsbehandlungen mit 

S63845 und ABT-263 wurde von Herrn Sinnberg mit dem Programm SyngeryFinder 3.0 

durchgeführt. Die Bliss-Scoring-Methode wurde angewandt, und Delta-Scores (δ) ≥ 10 

als synergistisch, während Werte zwischen -10 und 10 als additiv angesehen.



Ergebnisse 25 

 

3 Ergebnisse 

3.1 Unterteilung der CTCL-Zelllinien in empfindliche und resistente Gruppen 
gegenüber PEP005 und S63845  

Um das Ausmaß der proapoptotischen Wirkung von PEP005 und S63845 in CTCL-Zellen 

zu untersuchen, wurden nach 24- bzw. 48-stündiger Behandlung die Apoptoserate sowie 

die Zellviabilität bestimmt. 

 
Abbildung 1. Konzentrationsabhängige Effekte von PEP005 auf CTCL-Zelllinien. Apoptoseinduktion (a) und 
Zellviabilität (b) wurden in HH, HuT-78, MyLa und SeAx nach 48h Inkubation mit 2, 10, 20, 50, 100, 500 und 2000 nM 
PEP005 bestimmt. Charakteristische Histogramme von mit 50 nM PEP005 behandelten Zellen (PEP) wurde in 
Überlagerungen mit den unbehandelten Zellen (Ctr) dargestellt. Zwei unabhängige Experimente ergaben ähnliche 
Daten. Die statistische Signifikanz zwischen behandelten und unbehandelten Zellen ist angegeben (*, p<0,05). (Aus 
Sumarni et al., 2021) 
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Abbildung 2. Konzentrations- und zeitabhängige Effekte von S63845 auf CTCL-Zelllinien. Apoptoseinduktion (a) und 
Zellviabilität (b) wurden in HH, HuT-78, MyLa und SeAx nach 24h bzw. 48h Inkubation mit 0,25, 0,5 und 1,0 µM S63845 
bestimmt. Charakteristische Histogramme von mit 1 µM S63845 für 48h behandelten Zellen (S63), wurde in 
Überlagerungen mit den unbehandelten Zellen (Ctr) dargestellt. Drei unabhängige Experimente mit jeweils 
Dreifachwerten ergaben ähnliche Daten. Die statistische Signifikanz zwischen behandelten und unbehandelten Zellen 
ist angegeben (*, p<0,05). (Aus Sumarni et al., 2022) 

PEP005 zeigte hohe proapoptotische Wirkung bei HH und HuT-78 (Abbildung 1). Die 

effektivste Konzentration war 50 mM, mit der die maximale Apoptoserate von 19% bei 

HH sowie 42% bei HuT-78 erreicht wurden. Die Zellviabilität bei HH und HuT-78 

verringerte sich auf 88% bzw. 54% relativ zu Kontrolle. Bei MyLa und SeAx war der Effekt 

deutlich weniger ausgeprägt. 

Zur Untersuchung der Zeitabhängigkeit wurden die Zellen für 24, 48 und 72 Stunden mit 

50 nM PEP005 behandelt. Eine zeitabhängige Zunahme der Apoptoserate bis auf 39% 

in HH, 73% in HuT-78 sowie Zellviabilitätsverlust bis auf 52% bei HH bzw. 50% bei HuT-

78 wurden beobachtet. Bei MyLa und SeAx lag die Apoptoserate bei höchstens 15% bzw. 

13% und die Viabilität bei 75% bzw. 76% (Abbildung 3a und b).  
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Abbildung 3. Zeitabhängige Effekte von PEP005 auf CTCL-Zelllinien. Apoptoseinduktion (a) und Zellviabilität (b) 
wurden in HH, HuT-78, MyLa und SeAx nach 24h 48h und 72hInkubation mit 50 nM PEP005 bestimmt. Zwei 
unabhängige Experimente mit jeweils Dreifachwerten ergaben ähnliche Daten. Die statistische Signifikanz zwischen 
behandelten und unbehandelten Zellen ist angegeben (*, p<0,05). (Aus Sumarni et al., 2021) 

Bei S63845 ergab sich ein ähnliches Verteilungsmuster wie bei PEP005 (Abbildung 2). 

HH und HuT-78 waren sensitiv, während MyLa und SeAx resistent gegenüber S63845. 

Ein dosisabhängiger Anstieg der Apoptoserate nach 48-stündiger Behandlung auf bis zu 

83% in HH sowie 42% in HuT-78 wurde beobachtet. Die Zellviabilität nahm 

dementsprechend auf 22% bei HH sowie auf 53% bei HuT-78 ab.  

Zum Vergleich der S63845-Effekte in verschiedenen Zelllinien wurde der EC50 

berechnet. Dies erfolgte basierend auf der Zellviabilität (Abbildung 4) und der 

Apoptoserate (Abbildung 5). Die Zellen wurden für 24 bzw. für 48 Stunden mit PEP005 

in einer Konzentrationsreihe von 10 nM bis 2000 nM behandelt. Für HH ergab sich nach 

48-stündiger Behandlung ein EC50 von 95 nM in Bezug auf der Apoptose bzw. 22 nM in 

Bezug auf der Zellviabilität, für HuT-78 1,4 µM und 110 nM. Bei den resistenten Zelllinien 

SeAx und MyLa wurde bei der höchsten Konzentration von 2 μM die EC50 noch nicht 

erreicht. 
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Abbildung 4. Konzentrations- und zeitabhängige Effekte von S63845 auf die Viabilität der CTCL-Zelllinien.  Zwei 
unabhängige Experimente mit jeweils Dreifachwerten ergaben ähnliche Daten. (Aus Sumarni et al., 2022) 
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Abbildung 5. Konzentrations- und zeitabhängige Effekte von S63845 auf die Apoptoseinduktion der CTCL-Zellinien. 
Zwei unabhängige Experimente mit jeweils Dreifachwerten ergaben ähnliche Daten. (Aus Sumarni et al., 2022) 

DKP-071 zeigte eine proapoptotische Wirkung in allen drei verwendeten Zelllinien 

(Abbildung 6). Nach 48-stündiger Behandlung mit 10 µM DKP-071 wurde eine 

Apoptoserate von 17% in HH, 14% in HuT-78 sowie 13% in MyLa festgestellt. Die 

Viabilität verringerte sich dabei auf 23% bei MyLa, auf 1% bei HuT-78 bzw. auf 38% bei 

HH. 
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Abbildung 6. Effekt von DKP-071 auf die Apoptoseinduktion (a), Zellviabilität (b) und Proliferationsrate (c) der CTCL 
Zelllinien HH, HuT-78 und MyLa. Drei unabhängige Experimente mit jeweils Dreifachwerten ergaben ähnliche Daten. 
Die statistische Signifikanz zwischen behandelten und unbehandelten Zellen ist angegeben (*, p<0,05). (Aus Soltan et 
al., 2019) 

3.2 Untersuchung des Einflusses von PEP005 und S63845 auf die Bildung von 
ROS und den Verlust an MMP  

Der Effekt von PEP005 in den vier untersuchten CTCL-Zelllinien war unterschiedlich. So 

zeigte HuT-78 einen Verlust des MMPs von 36%, während bei HH, MyLa und SeAx der 

MMP-Verlust viel weniger ausgeprägt war. ROS dagegen nahm bei allen vier Zelllinien 

nach 24-stündiger Behandlung mit PEP005 zu (Abbildung 7). 
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Abbildung 7. Konzentrationsabhängige Effekte von PEP005 auf MMP-Verlust (a) und ROS-Bildung (b) in CTCL-
Zelllinien nach 24h Behandlung. Zwei unabhängige Experimente mit jeweils Dreifachwerten ergaben ähnliche Daten. 
Die statistische Signifikanz zwischen behandelten und unbehandelten Zellen ist angegeben (*, p<0,05). Repräsentative 
Histogramme mit Überlappung von mit 50nM für 24h behandelten(PEP005) und unbehandelten(Ctr) Zellen sind in der 
folgenden Zeile dargestellt. (Aus Sumarni et al., 2021) 

Der Effekt von S63845 auf den MMP-Verlust wurde nach 4- und 24-stündiger Behandlung 

mit 0,25, 0,5 und 1,0 µM S63845 untersucht. Ein signifikanter, dosisabhängiger MMP-

Verlust wurde nach 24 Stunden festgestellt (Abbildung 8). Bei HH betrug dieser 65%, 

83%, 91%, bei HuT-78 21%, 25% und 35%. Bei MyLa und SeAx zeigte sich kein 

signifikanter MMP-Verlust. Desweiteren wurden bei HH und HuT-78 nach 24 Stunden 

eine Zunahme der ROS-Bildung bis auf 51% bzw. 26% beobachtet, während bei MyLa 

und SeAx die ROS-Bildung durch S63845 nicht signifikant erhöht war.  
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Abbildung 8. Konzentrations- und zeitabhängige Effekte von S63845 auf MMP-Verlust (a) und ROS-Bildung (b) in 
CTCL-Zelllinien. Repräsentative Histogramme mit Überlappung von mit 1 µM S63845 für 24h behandelten und 
unbehandelten(Ctr) Zellen sind rechts dargestellt. Mindestens zwei unabhängige Experimente mit jeweils 
Dreifachwerten ergaben ähnliche Daten. Die statistische Signifikanz (*, p<0,05) und der statistische Trend (◊, p<0,1) 
zwischen behandelten und unbehandelten Zellen ist angegeben. (Aus Sumarni et al., 2022) 

3.3 Bedeutung der Caspasenaktivierung für die proapoptotische Wirkung von 
PEP005 und S63845 

Die Prozessierung der Caspase-8 als Initiator-Caspase des extrinsischen und der 

Caspase-9 als Initiator-Caspase des intrinsischen Signalwegs dient als Hinweis auf die 

Initiierung proapoptotischer Caspase-Kaskaden. Interessanterweise wurde die stärkste 

Caspase-8 Prozessierung in den beiden PEP005-resistenten Zelllinien MyLa und SeAx 

beobachtet. Desweiteren konnte eine gewisse Caspase-9-Prozessierung in HuT-78, 

MyLa und SeAx (Abbildung 9a) festgestellt werden. Die 17 kDa aktive Caspase-3 sind 

demgegenüber nur in sensitiven Zellen detektierbar. Bei den resistenten Zellen MyLa und 

SeAx wurde die Caspase-3 bis zum nicht aktiven, 21 kDa langen Fragment prozessiert. 

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Apoptoseinduktion in den resistenten 
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Zellen erst nach der Aktivierung der Initiator Caspase-8 und der Prozessierung der 

Caspase-3 bis zum 21 kDa Zwischenprodukt blockiert wurde. 

Bei den c-FLIPL/S sowie bei XIAP zeigten sich auffällige Unterschiede zwischen den 

sensitiven und resistenten zelllinien. In resistenten Zelllinien MyLa und SeAx wurden 

diese Proteine stark exprimiert, c-FLIPL/S wurden durch PEP005 sogar hochreguliert. Im 

Gegensatz dazu wurden c-FLIPL/S in HuT-78 schwach exprimiert; in HH wurden sie durch 

PEP005 herunterreguliert. Ebenfalls wurde XIAP in HH schwach exprimiert und durch 

PEP005 in HuT-78 herunterreguliert. Diese Ergebnisse zeigten die entscheidende, 

limitierende Rolle der Caspase-Antagonisten c-FLIPL/S und XIAP bei der 

Apoptoseinduktion durch PEP005. Die Expression des Tumorsuppressors und 

proapoptotischen Transkriptionsfaktors p53 hing mit der PEP005-Sensitivität negativ 

zusammen. In resistenten Zellen ist dieses Protein stark exprimiert, während es in HH 

und HuT-78 fehlte. Ähnliches zeigte sich beim Zellzyklus-Inhibitor p21. In MyLa und SeAx 

war die Expression des Proteins sehr stark ausgeprägt, während in HH fehlend. In HuT-

78 folgte p21 der erwarteten Regulierung, d.h. dass p21 durch PEP005 hochreguliert 

wurde. Das Protein p21 könnte somit zur Hemmung der Zellproliferation in HuT-78 

beitragen. 
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Abbildung 9. PEP005-Effekte auf Apoptose-regulierende Proteine in CTCL-Zellen. Die Zellen wurden mit 50 nM 
PEP005 für 24h inkubiert und die Proteinexpression mittels Westernblot Analyse untersucht. Für die Untersuchung der 
Caspase-3-Prozessierung wurde eine 48-stündige Behandlung untersucht (b). Eine gleichmäßige Proteinbeladung von 
30 μg pro Geltasche wurde mit GAPDH (37kDa) überprüft. Zwei unabhängige Experimente zeigten vergleichbare 
Ergebnisse. (Aus Sumarni et al., 2021) 
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Desweiteren führte S63845 zur Zunahme der aktiven Caspase-3 (16 kDa-Bande) in den 

sensitiven Zelllinien HH und HuT-78 (Abbildung 10). Darüberhinaus waren in HH 44, 43 

und 18 kDa großen Caspase-8 Spaltprodukte erkennbar, welches für eine Aktivierung 

der Caspase-8 durch S63845 sprach. In HuT-78 wurde stattdessen der Initiator der 

intrinsischen Apoptosewege Caspase-9, nachgewiesen durch die 36kDa Bande, 

aktiviert. Eine nicht näher zu erklärende Proteinbande von 35 kDa reagierte ebenfalls auf 

den Caspase-9-Antikörper. Da diese 35 kDa-Bande auch in unbehandelten Zellen zu 

sehen war, wurde sie nicht mit der Aktivierung von Caspase-9 in Verbindung gebracht. 

 
Abbildung 10. Überprüfung der Caspasenaktivierung durch S63845 auf Proteinebene der CTCL-Zellen mittels 
Westernblot. CTCL-Zellen wurden mit 1 µM S63845 für 48h behandelt. Die Blots zeigten die Caspase-3 (Spaltprodukte: 
18, 16 kDa), Caspase-8 (Proform: 55 kDa; Spaltprodukte, 44, 43, 18 kDa) sowie Caspase-9 (Proform: 47 kDa; 
Spaltprodukt: 36 kDa). Spezifische Spaltprodukte sind durch (*) und die Spaltprodukte von Caspase-9 (36 kDa) sind 
durch weiße Pfeile gekennzeichnet.). Proteinbanden bei 30 und 25 kDa (Caspase-8) sowie 35 kDa (Caspase-9) sind 
keine spezifischen Banden. Das Housekeeping-Protein β-Actin (44 kDa) wurde als Ladekontrolle verwendet. Zwei 
unabhängige Serien von Proteinextrakten und Westernblot Analyse zeigten vergleichbare Ergebnisse. (Aus Sumarni 
et al., 2022) 
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3.4 Untersuchung der Rolle von PKCδ in der PEP005-induzierten Apoptose 

Proapoptotische Aktivitäten wurden der aktiven PKCδ zugeschrieben. Das 78 kDa-

Proform wird dabei zum 41 kDa größen, aktiven Endprodukt verarbeitet (Kato et al., 2009) 

(Zhao et al., 2012). In allen vier CTCL-Zelllinien führte PEP005 zur Aktivierung der PKCδ 

(Abbildung 12). Eine starke Reduzierung der 78 kDa-Proform, welche auf eine 

Weiterprozessierung dieser Proform hindeutet, war zu erkennen. Leider konnte dieses 

Endprodukt durch die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper nicht detektiert werden. 

Desweiteren ließ sich die PKCδ-Prozessierung weder durch Pan-Caspase-Inhibitor 

QVD-Oph noch durch Antioxidant Vitamin E hemmen (Abbildung 11). 

 
Abbildung 11. Hemmung des Effekts von PEP005 durch QVD-Oph und Vitamin E. Antagonistische Wirkung des 5 µM 
Pan-Caspase-Inhibitors QVD-Oph (QVD, a-c) und des 1 mM Antioxidants Vitamin E (Vit E, d-f) in HH- und HuT-78 
bezüglich der Apoptoseinduktion (a,e, 48h), der Zellviabilität (b, 48h), der ROS-Bildung (d, 24h) und der Caspase-3-
Prozessierung (c,f, 24h) wurde nachgewiesen. Mindestens zwei unabhängige Experimente zeigten vergleichbare 
Ergebnisse. Die statistische Signifikanz der Kombinationseffekte von PEP005 und QVD bzw. Vit E zu PEP005 allein 
wurde angegeben (*, p<0,05) (a,b,d,e). GAPDH (37 kDa) diente als Ladekontrolle. Zwei unabhängige Serien von 
Proteinextrakten und Westernblots ergaben vergleichbare Ergebnisse (c,f). (Aus Sumarni et al., 2021) 

Die Rolle von PKCδ wurde mithilfe vom PKC-Inhibitor Bis-1 untersucht. Die 

entscheidende Rolle von PKCδ wurde dadurch hervorgehoben, dass die PEP005-

induzierte Apoptose in HH und HuT-78 durch Bis-1 vollständig aufgehoben und die 
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Zellviabilität wiederhergestellt wurde (Abbildung 11). Während Bis-1 die PKCδ-

Prozessierung selbst nicht beeinflusste, verhinderte es weitgehend die PEP005-

vermittelte Prozessierung von Caspase-3, -8 und -9. Bis-1 inhibierte ebenfalls den 

PEP005-vermittelten Verlust von MMP (Abbildung 12g) und die ROS-Produktion 

(Abbildung 12h) in HuT-78.  

 
Abbildung 12. PEP005-Effekte auf PKCδ-Prozessierung in CTCL-Zellen. Die Blots zeigten den Effekt von 50 nM 
PEP005 (a) sowie in Kombination mit 5 µM QVD (b) oder mit 1 mM Vit E (c) auf die PKCδ-Expression in CTCL-Zellen. 
Das Housekeeping-Protein GAPDH (37 kDa) diente als Ladekontrolle. Zwei unabhängige Experimente zeigten 
vergleichbare Ergebnisse. Hemmung der Apoptose (d) und Wiederherstellung der Zellviabilität (e) in HH und HuT-78 
durch 1h Vorbehandlung mit Bis-1 (HH: 1 µM, HuT-78: 0,25 µM) wurde nachgewiesen. Die Effekte von Bis-1 auf 
Apoptose-regulierende Proteine Caspase-3 (Proform, 32 kDa; Spaltprodukte, 21, 19, 17 kDa), Caspase-8 (Proform, 
57 kDa, Spaltprodukte, 43/41 kDa) und Caspase-9 (Spaltprodukte, 35 kDa) wurden untersucht. Das Housekeeping-
Protein GAPDH (37 kDa) diente als Ladekontrolle. Zwei unabhängige Experimente zeigten vergleichbare Ergebnisse. 
Der Effekt von Bis-1 auf den PEP005-induzierten MMP-Verlust (g) und ROS-Bildung (h) in HuT-78 wurde untersucht. 
Drei unabhängige Experimente zeigten vergleichbare Ergebnisse. Statistische Signifikanz zwischen PEP005 
behandelten und PEP005 und Bis-1 behandelten Zellen ist angegeben (*, p<0,05). (Aus Sumarni et al., 2021) 
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3.5 Untersuchung der Effekte weiterer Inhibitoren von Bcl-Proteinen 

Die Effekte von ABT-263 und ABT-737 zeigten ein anderes Muster. So ergab die 48-

stündige Behandlung mit steigenden Konzentrationen von 0,01, 0,1 und 1 μM der beiden 

Substanzen eine hohe, dosisabhängige Sensitivität bei den S63845-resistenten Zelllinien 

MyLa und SeAx. Bei 1 μM ABT-263 lag die Apoptoserate bei MyLa und SeAx bei 73% 

bzw. 70%, während 43% und 35% Apoptose in HH und HuT-78 induziert wurde 

(Abbildung 14a). Bei MyLa und SeAx wurde die zur Kontrolle relative Zellviabilität durch 

auf 8% bzw. 7% gesenkt. Bei HH und HuT-78 betrug diese 60% bzw. 55% (Abbildung 

14b). Der Unterschied zur Kontrolle war bei allen Zelllinien statistisch signifikant (p < 

0,05). 

Es zeigte sich weiterhin, dass die Bcl-2 Protein-Antagonisten sich gegenseitig in 

Kombinationen verstärkten. Bei allen Zelllinien wurden niedrigere Konzentrationen von 

ABTs (bis zu 0,1 μM) eingesetzt, bei HH 0,05 μM von S63845, um die gegenseitige 

Verstärkung besser zu erkennen. Gute Kombinationswirkungen wurden auf der Ebene 

der Zellviabilität erzielt. So wurden bei den sensitiven Zelllinien HH und HuT-78 die 

Wirkung von S63845 durch ABT-263 und ABT-737 weiter verstärkt. In HH sank die 

Zellviabilität weiter von 39% auf 20% bei Kombination von 0,05 μM S63845 mit 0,1 μM 

ABT-263 und auf 19% bei Kombination von 0,05 μM S63845 mit 0,1 μM ABT-737. Bei 

HuT-78 sank die Zellviabilität von 79% auf 24% bei Kombination von 1 μM S63845 mit 

0,1 μM ABT-263 und auf 36% bei Kombination von 1 μM S63845 mit 0,1 μM ABT-73, wie 

auf der Abbildung 13 ersichtlich ist. Bei resistenten Zelllinien MyLa und SeAx hat die 

Kombination ebenfalls eine verstärkende Wirkung. So verringerte sich die Viabilität bei 

MyLa in Kombination von 1 μM S63845 mit 0,1 μM ABT-263 von 59% auf 21% und mit 

0,1 μM ABT-737 von 87% auf 66%. Ähnlich zu MyLa wurde die Zellviabilität bei SeAx bei 

Kombination von 1 μM S63845 mit 0,1 μM ABT-263 von 19% auf 8% in Kombination mit 

0,1 μM ABT-737 von 89% auf 39% reduziert. Auf der Ebene der Apoptoseinduktion waren 

die Wirkungen der Kombinationen im Vergleich zu den Einzelbehandlungen jedoch 

weniger ausgeprägt. 

Um der Frage nachzugehen, ob diese Verstärkungen synergistisch waren, wurde eine 

Serie von Kombinationsexperimenten mit S63845 und ABT-263 durchgeführt. Mithilfe der 

Webanwendung SynergyFinder 3.0 von Ianevski et al (Manzano et al., 2018) wurde die 

Verstärkung der Effekte der Kombination auf die Verminderung der Zellviabilität sowie 
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die Apoptoseinduktion von Dr. Tobias Sinnberg berechnet. Bei HH und HuT-78 stellte 

sich die Kombination als weitgehend synergistisch (δ-Score > 10) fest (Abbildung 15). 

Bei MyLa und SeAx hingegen wurde bezüglich der Zellviabilität eine synergistische 

Beziehung mit δ > 10 für eine begrenzte Anzahl kombinierter Konzentrationen 

festgestellt. Auch für die Induktion der Apoptose lagen die δ-Werte bei diesen Zellen 

zwischen -10 und 10, was auf eine additive Wirkung hindeute.  

 
Abbildung 13. Effekte der Antagonisten-Kombinationen in CTCL-Zellen. Die Zellen wurden mit S63845 (HH: 0,05 µM; 
HuT-78, MyLa, SeAx: 1 µM, dunkle Balken), mit ABT-263 (0,01 und 0,1 µM), mit ABT-737 (0,1 µM) sowie mit 
Kombinationen behandelt. Zellviabilität (a) und Apoptoserate (b) wurden nach 48h bestimmt. Mindestens zwei 
unabhängige Experimente zeigten vergleichbare Ergebnisse. Statistische Signifikanz (*, p<0,05) oder statistische 
Trend (◊, p<0,1) sind angegeben. (Aus Sumarni et al., 2022) 
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Abbildung 14. Effekte der Kombination von S63845 mit ABT-263 in CTCL-Zelllinien. Die Zellen wurden mit 
verschiedenen Konzentration der Inhibitoren (angegeben hinter den Namen der Inhibitoren in nM) für 24h inkubiert. 
Die Anzahl der viablen Zellen ist in Prozent relativ zu den unbehandelten Zellen und die Anzahl der apoptotischen 
Zellen in Prozent angegeben. (Aus Sumarni et al., 2022) 

Die Auswirkung von S63845, ABT-263 und ABT-737 auf frisch isolierte PBMCs wurde 

ebenfalls untersucht. Die Proben stammten aus vier unabhängigen PBMC-Präparaten, 

die im gleichen Wachstumsmedium wie CTCL-Zellen kultiviert und 48 Stunden lang mit 

S63845 behandelt wurden. Es wurde eine vergleichbare proapotitische Wirkung 
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festgestellt. Die Zellviabilität lag nach 48-stündigen Behandlung mit 1 µM S63845 bei 

31%, 17%, 6%, 4% und die Apoptoserate bei 54%, 49%, 43%, 41%. Ähnliche Effekte 

wurden bei 1 µM ABT-263 und bei 1 µM ABT-737 beobachtet (Abbildung 16). 

 
Abbildung 15. Berechnungen zum Synergismus der Antagonisten S63845 und ABT-263. Ausgehend von den 
Kombinationsexperimenten mit steigenden Konzentrationen für S63845 und ABT-263 wurde die Synergie in den vier 
CTCL-Zelllinien mithilfe des Programms SynergyFinder 3.0 berechnet. Delta-Scores >10 wiesen auf Synergismus hin, 
während Scores ≥-10 und ≤10 additive Effekte bedeuteten. (Aus Sumarni et al., 2022) 
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Abbildung 16. Effekte von S63845, ABT-263 und ABT-737 in PBMC. PBMC wurden aus dem Blut von vier gesunden 
Spendern isoliert, am selben Tag in 24-Wellenplatten ausgesät (100.000 Zellen pro Welle) und am nächsten Tag mit 
den Bcl-2 Protein-Antagonisten S63845, ABT-263 und ABT-737 in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Die 
Kontrollzellen erhielten 2 µl DMSO. Nach 48h Inkubation wurde die Apoptoserate und die Zellviabilität bestimmt. (Aus 
Sumarni et al., 2022) 

Um die unterschiedliche Sensitivität der CTCL-Zelllinien gegenüber den Bcl-2 Protein-

Antagonisten besser zu verstehen, wurden vier antiapoptotischen Bcl-2 Proteine Mcl-1, 

Bcl-xL, Bcl-2 und Bcl-w durch Westernblot untersucht (Abbildung 17). Dabei zeigte sich, 

dass Mcl-1 in den S63845-resistenten Zellen schwächer als in den sensitiven Zellen 

exprimiert wurden. Die Expression von Bcl-2 und Bcl-xL war in HH am schwächsten und 

in HuT-78 am stärksten. Der auffälligste Unterschied zwischen resistenten und sensitiven 

Zellen wurde bei Bcl-w festgestellt. Dieses Protein fehlte vollständig in HH und HuT-78, 

während es in MyLa und SeAx stark exprimiert wurde. 
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Abbildung 17. S63845-Effekt auf die Bcl-2 Proteine in CTCL-Zelllinien. Die Zellen wurden nach 48h Behandlung mit 1 
µM S63845 (+) bzw. 1 µl DMSO (-) untersucht. Auf den Blots sind Mcl-1 (40 kDa), Bcl-xL (26 kDa), Bcl-2 (28 kDa) und 
Bcl-w (16 kDa) dargestellt. Das Housekeeping-Protein β-Actin (44 kDa) wurde als Ladekontrolle verwendet. Drei 
unabhängige Experimente zeigten vergleichbare Ergebnisse. (Aus Sumarni et al., 2022)
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4 Diskussion 

4.1 Interpretation der Ergebnisse und Einbettung der Ergebnisse in den 
bisherigen Forschungsstand 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Substanzen PEP005, S63845 und DKP-071 auf ihre 

proapoptotische Wirkung in CTCL-Zellen untersucht.  

Gegenüber PEP005 zeigten sich bei zwei von vier Zelllinien, HH und HuT-78, eine 

signifikante Apoptoseinduktion sowie eine verringerte Zellviabilität und Zellproliferation. 

Die apoptotische Wirkung hing dabei nicht von der Herkunft der Zellen ab. So zeigte sich 

gegenüber PEP005 jeweils eine von den von MF- oder Sézary-Patienten stammenden 

Zelllinien entweder sensitiv (HH, HuT-78) oder resistent (MyLa, SeAx). Die 

Wirkkonzentration bei HH und HuT-78 lag im relativ moderaten Bereich von 50 nM. Dies 

wurde ebenfalls bei myeloischen Leukämiezellen, Melanomzellen sowie Darmkrebs-

Zelllinien berichtet (Gillespie, et al. 2004) (Benhadji et al., 2008) (D. Wang & Liu, 2018) 

(Cozzi et al., 2006) (Hampson et al., 2005). 

PEP005 führte zu einer vollständigen Prozessierung der Initiator Caspase-8 bei allen 

Zelllinien, während die vollständige Prozessierung der Caspase-3 bei sensitiven 

Zelllinien festgestellt wurde. Bei resistenten Zelllinien endete die Caspase-3-

Prozessierung beim 21 kDa-Zwischenprodukt. In CTCL scheint Caspase-8 die Caspase-

3-Aktivierung bis zum 21 kDa-Zwischenprodukt zu vermitteln, während die weitere 

Prozessierung der Caspase-3 bis zum aktiven Endprodukt einem 

Selbstprozessierungsmechanismus unterliegen soll. Diese Beobachtung wurde ebenfalls 

von Liu berichtet (Liu et al., 2005). Die Caspasen-Abhängigkeit der PEP005-vermittelten 

Apoptose wurde weiterhin mittels Pan-Caspase-Inhibitors (QVD-OPh) belegt, der die 

Apoptoserate stark reduzierte.  

Zwischen PEP005-Sensitivität und der Expression und Regulation von c-FLIP und XIAP 

bestand ein signifikanter Zusammenhang. Die starke Expression von c-FLIP und XIAP in 

den resistenten Zelllinien, welche im Gegensatz zu den sensitiven Zelllinien nicht durch 

PEP005 zu unterdrucken war, deutete darauf hin, dass die konstitutiv hohe Expression 

von XIAP in resistenten Zellen die Aktivität und Aktivierung von Caspase-3 inhibierte. 

Diese entscheidende Rolle von Caspase-Antagonisten in CTCL-Zellen wurde in anderen 

Arbeiten beschrieben. So wurde c-FLIP durch SAHA und nichtsteroidales Antirheumatika 
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(NSAIDs), während XIAP durch SAHA und Pentoxifyllin herunterreguliert (Gahlot et al., 

2010) (Al-Yacoub et al., 2012) (Braun et al., 2012). 

Ein wesentlicher Schritt in den intrinsischen Apoptosewegen ist unter anderem der 

Verlust des MMPs (Tait & Green, 2010). In dieser Arbeit wurde ein signifikanter PEP005-

vermittelter MMP-Verlust bei hoch sensitiven HuT-78 festgestellt. Bei PEP005-sensitiver 

HH war der MMP-Verlust nicht signifikant. Dass MMP-Verlust keinen Zusammenhang mit 

der PEP005-vermittelten Apoptose hat, wurde ebenfalls bei Melanomzellen beobachtet 

(Gillespie et al., 2004). PEP005 führte in CTCL zur erhöhten ROS-Produktion, allerdings 

sowohl in sensitiven als auch in resistenten CTCL-Zelllinien. Diese Ergebnisse wiesen 

darauf hin, dass ROS allein nicht ausreichend war, um Apoptose in resistenten Zellen zu 

induzieren und daher als zusätzlicher Promotor der PEP005-vermittelten Apoptose 

dienen sollte.  

Die proapopotische Rolle von PKCδ bei PEP005-vermittelten Effekte wurde bisher in 

Leukämie-, Darmkrebs- und Melanomzellen nachgewiesen (Benhadji et al., 2008) (Cozzi 

et al., 2006). Die Aktivierung der PKCδ ließ sich durch die Prozessierung seiner 78 kDa-

Proform in die aktive 41 kDa katalytische Domäne erkennen (Kato et al., 2009). In dieser 

Arbeit konnte ein PEP005-vermittelter Verlust der 78 kDa-Proform von PKCδ ebenfalls 

nachgewiesen werden, welcher auf die Aktivierung der PKCδ hindeutete. Anders als in 

glatten Muskelzellen, in denen Caspase-3 für die Aktivierung der PKCδ eine wichtige 

Rolle spielte (Kato et al., 2009), war die PEP005-vermittelte PKCδ-Aktivierung Caspase-

unabhängig und fand sich sowohl in sensitiven als auch in resistenten CTCL-Zelllinien. 

Die PEP005-vermittelte PKCδ-Aktivierung in CTCL folgt somit einem anderen 

Mechanismus als dem in glatten Muskelzellen.  

Die Befunde der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass die PEP005-vermittelten Effekte 

eine vorgeschaltete PKCδ-Aktivierung bedürfen. Dies wurde durch Einsatz von Bis-1, 

einem Inhibitor der aktivierten PKC klar belegt. Die übergeordnete Rolle von PKCδ bei 

der PEP005-vermittelten Wirkung in CTCL-Zellen wurde dadurch deutlich, dass Bis-1 

zwar nicht die Prozessierung von PKCδ selber aber alle nachgeschalteten Effekte wie 

Apoptoseinduktion, Caspase-3-Aktivierung, Induktion von ROS-Produktion, Verlust von 

MMP und Verlust der Zellviabilität inhibierte. Die aktive PKCδ scheint daher ein 

Hauptregulator bei der PEP005-vermittelten Apoptose in CTCL zu sein. Die 

Identifizierung von PKCδ als ein potenzielles therapeutisches Ziel beim CTCL ist einer 

der Hauptbefunde der vorliegenden Arbeit.  
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Die Substanz S63845 sowie andere BH3-Mimetika wurden entwickelt, um die Aktivität 

von proapoptotischen BH3-only-Proteinen nachzuahmen. Durch die Bindung an die 

antiapoptotischen Bcl-2 Proteine (Townsend et al., 2021) wird die Apoptoseresistenz 

überwunden. Während ABT-737 und ABT-263 die antiapoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-

xL und Bcl-w hemmt (Tse et al., 2008) (Oltersdorf et al., 2005), greift S63845 selektiv das 

antiapoptotische Protein Mcl-1 an (András Kotschy et al., 2016). Ähnlich wie bei PEP005 

ergab sich bei S63845 eine klare Aufteilung in zwei vollständig resistente und zwei 

sensitive Zelllinien, die nicht mit der Herkunft der Zellen korrelierte. Im Gegensatz zu der 

unterschiedlichen Sensitivität der CTCL-Zelllinien hatten sich die Mehrzahl der Zelllinien 

von DLBCL, Burkitt-Lymphom oder primären Ergusslymphom als sensitiv gegenüber 

S63845 gezeigt (Klanova et al., 2022) (Manzano et al., 2018). Die meisten Zelllinien der 

akuten myeloischen Leukämie (AML) und des Multiplen Myeloms zeigten hohe 

Sensitivität hinsichtlich des Zellviabilitätsverlusts. Die Substanz S63845 vermittelte eine 

Caspase-3-Aktivierung in den sensitiven CTCL-Zelllinien. Desweiteren wurde in HH eine 

Caspase-8- und in HuT-78 eine Caspase-9-Prozessierung festgestellt. Dieses Ergebnis 

deutete darauf hin, dass S63845 in der Lage ist, sowohl extrinsische als auch intrinsische 

Apoptose-Signalwege zu aktivieren. Eine S63845-vermittelte Aktivierung von Caspase-3 

wurde ebenfalls bei DLBCL- (Ewald et al., 2019), Burkitt-Lymphom- (Klanova et al., 2022) 

und AML- (Smith et al., 2020) Zellen berichtet. Neben Caspase-3-Aktivierung führte 

S63845 bei sensitiven Zelllinien zu einem signifikanten MMP-Verlust sowie zur erhöhten 

ROS-Produktion. Diese wurden ebenfalls bei DLBCL- (Ewald et al., 2019) und AML-

(Smith et al., 2020) Zellen beobachtet  . 

Desweiteren hatten MyLa und SeAx, die gegenüber S63845 resistent waren, eine hohe 

Sensitivität, während HH und HuT-78, die gegenüber S63845 sensitiv waren, mäßige 

Sensitivität gegenüber ABT-263 und ABT-737. Es ließen sich somit in dieser Arbeit zwei 

CTCL-Zellliniengruppen basierend auf deren Sensitivität auf die untersuchten BH-3 

Mimetika unterscheiden: Zelllinien mit hoher Sensitivität gegenüber S63845 und mäßiger 

Sensitivität gegenüber ABTs oder Zelllinien mit niedriger Sensitivität gegenüber S63845 

und hoher Sensitivität gegenüber ABTs.  

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Mcl-1 in den S63845-resistenten CTCL-Zelllinien 

schwächer exprimiert war, während die Expression von Bcl-2 und Bcl-xL in der 

hochsensitiven HH am schwächsten war. Der auffälligste Unterschied wurde bei Bcl-w 

festgestellt, welches ausschließlich in CTCL-Zellen mit S63845-Resistenz und hoher 

Empfindlichkeit gegenüber ABT-263 und ABT-737 exprimiert wurde. Das 



Diskussion 47 

 

Zusammenspiel von verschiedenen antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen scheint daher eine 

entscheidende Rolle bei der Sensitivität der CTCL gegenüber den verschiedenen BH3-

Mimetika zu haben. So erwies sich die Expression von Bcl-w als stark genug, um die 

durch den Mcl-1-Inhibitor vermittelte Apoptoseinduktion zu hemmen, was wiederum mit 

einer erhöhten Sensitivität gegenüber ABT-263 und ABT-737 verbunden war. Umgekehrt 

dazu war das Überleben der CTCL-Zellen bei fehlender Bcl-w Expression besonders 

stark von Mcl-1 abhängig. Dies resultierte in einer hohen Sensitivität gegenüber S63845 

sowie in der geringen Sensitivität gegenüber ABT-263 und ABT-737. Die Stärke der 

Expression von Bcl-2 und Bcl-xL korrelierte sich in umgekehrter Weise mit der Sensitivität 

gegenüber der Mcl-1 Inhibition. 

Die wichtige Rolle von Bcl-w bei der Tumorentstehung wurde ebenfalls bei B-Zell-

Lymphomen, Burkitt-Lymphomen und DLBCL beschrieben (Adams et al., 2017). Die 

Herunterregulierung von Bcl-w in DLBCL-Zelllinien führte jedoch nicht zu einer 

Sensitivierung für S63845 (Diepstraten et al., 2020). Desweiteren hatten frühere Arbeiten 

einen Zusammenhang zwischen der S63845-Resistenz und der Bcl-xL Expression 

gezeigt. So wurde eine hohe Bcl-xL Expression bei S63845-sensitiven Lymphomzellen 

beobachtet. Dies deutete drauf hin, dass Bcl-xL bei manchen Zelltypen die Hemmung von 

Mcl-1 funktionell kompensieren kann (A. Kotschy et al., 2016), vergleichbar wie es hier 

für Bcl-w beobachtet wurde. 

BH3-Mimetika sind vielversprechende Kandidaten für den klinischen Einsatz bei 

Krebspatienten (Townsend et al., 2021). Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die 

Sensitivität von PBMCs auf diese Substanzen untersucht. Entgegen der Erwartung wurde 

bei PBMC ebenfalls eine hohe Sensitivität gegenüber S63845, ABT-263 sowie ABT-737 

bezüglich der Induktion von Apoptose und des Verlustes der Viabilität festgestellt. 

Aufgrund des begrenzten Umfangs dieser Untersuchungen wurde hier nicht näher darauf 

eingegangen, ob diese Effekte bei PBMCs ex-vivo ähnliche Effekte in der in-vivo-

Umgebung widerspiegeln. So bleibt noch zu klären, ob die Überlebenssignale der im 

Wachstumsmedium kultivierten Zellen denen im Gewebe entsprechen. Diese Fragen 

könnten mit Tierversuchen und/oder in der klinischen Prüfung geklärt werden. Frühere 

Arbeiten bestätigten die gute Verträglichkeit von S63845 bei Mäusen (A. Kotschy et al., 

2016).. 

Bei dem Indirubin-Derivat DKP-071 zeigte sich eine generelle Sensitivität der CTCL-

Zelllinien. Die Wirkmechanismen wurden von Dr. Marwan Soltan untersucht (Sumarni,U 

als Zweitautorin). Es stellte sich heraus, dass das Indirubin-Derivat die extrinsische 
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Apoptose-Kaskade über Caspase-8 und Caspase-3 durch Herunterregulierung der 

Caspase-antagonistischen Proteine c-FLIP und XIAP aktiviert. Desweiteren wurde ein 

starker ROS-Anstieg als frühe Reaktion auf die Behandlung mit DKP-071 beobachtet 

(Soltan et al., 2019). Die antioxidative Vorbehandlung bewies weiterhin die 

entscheidende Rolle von ROS, die allen anderen proapoptotischen Effekten vorangestellt 

war. ROS scheint als ein hochaktiver proapoptotischer Signalweg bei CTCL zu sein, 

welcher durch ein Indirubin-Derivat effizient aktiviert wurde (Soltan et al., 2019). 

4.2 Klinische Wirksamkeit und zukünftige Forschung 

PEP005 wurde als Hydrogel mit dem Handelsnamen Picato® zur topischen Behandlung 

von aktinischen Keratosen bei Erwachsenen von der Food and Drug Administration 

(FDA) und der Europäischen Arzneimittel-Agentur (EMA) in 2012 zugelassen. Aus der 

Auswertung von zwölf Studien zur Ermittlung vom Zusammenhang zwischen der 

Anwendung von Ingenolmebutat und Hautkrebs durch die Zulassungsbehörde Health 

Canada ergaben sich jedoch Hinweise auf neu induzierten Hautkrebs durch 

Ingenolmebutat. Ebenfalls hat die EMA diese Sicherheitsfrage geprüft und kam im April 

2020 zu der Schlussfolgerung, dass Ingenolmebutat das Hautkrebsrisiko erhöhte und 

dass die Risiken den Nutzen überwogen. Am 11.02.2020 zog der Hersteller das Produkt 

freiwillig vom Markt der Europäischen Union zurück (Picato). Die gewonnenen 

Erkenntnisse aus dieser Arbeit tragen dazu bei, die Wirkung von PEP005 in Tumorzellen 

besser zu verstehen. PEP005 zeigte sich durch seine proapoptotische Wirkung als 

potentieller Kandidat für CTCL-Therapie. 

Die Substanz ABT-263 zeigte in Kombination mit ABT-199 in einer Phase-I-Studie bei 

Patienten mit ALL oder lymphoblastischem Lymphom eine gute Wirksamkeit (Pullarkat 

et al., 2021). Weiterhin werden derzeit zwei Mcl-1-Inhibitoren, PRT1419 (Prelude, 2022) 

und S64315 (MIK665), in klinischen Studien Phase I/II für hämatologische Krebsarten 

untersucht. Der letztere ist mit S63845 chemisch verwandt und hat vergleichbare Aktivität 

(Szlávik et al., 2019). Derzeit befindet sich S64315 in einer klinischen Studie der Phase I 

für AML (H. Wang et al., 2021). Insgesamt deuteten unsere Ergebnisse auf ein 

vielversprechendes Ansprechen von CTCL-Zellen auf BH3-Mimetika hin. Die CTCL-

Zelllinien waren hoch sensitiv entweder gegenüber dem Mcl-1-Inhibitor S63845 oder 

gegenüber den Bcl-2/Bcl-xL/Bcl-w-Inhibitoren ABT-263 und ABT-737. Diese Ergebnisse 

werfen ein besseres Licht auf die besondere Rolle der antiapoptotischen Bcl-2 Proteine 

bei der Apoptoseregulierung in CTCL-Zellen. Darüberhinaus können therapeutische 
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Strategien in Betracht gezogen werden, die entweder auf Mcl-1-Inhibitoren oder auf ABT-

263 oder einer Kombination aus beiden basieren. Die Bcl-w Expressionstärke könnte als 

möglicher Biomarker dienen, um die richtigen Patientengruppe zu erkennen. 

Die ROS-Produktion wurde inzwischen als ein wichtiger zellulärer Schritt in der 

Apoptoseinduktion. Eine durch das Indirubin-Derivat DKP-071 ausgelöste Signalkaskade 

von ROS, Caspase-Antagonisten und der Aktivierung der extrinsischen Apoptosewege 

wurde bei CTCL nachgewiesen (Soltan et al., 2019). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in dieser Arbeit die proapoptotische Wirkung 

des PKCδ Aktivators PEP005, des Mcl-1-Inhibitors S63845 sowie des Indirubin-Derivats 

DKP-071 in CTCL-Zelllinien nachgewiesen werden konnte. Um eine klinische 

Entwicklung weiter voranzutreiben, wären die Untersuchung von ex-vivo-

Patientenproben und in-vivo-Tierversuche die nächsten Schritte. Wenn eine 

vergleichbare Effektivität in Patientenproben gegeben ist, wird die nächste große 

Herausforderung darin bestehen, Patienten zu identifizieren, die von diesen Strategien 

profitieren können. 
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5 Schlussfolgerungen 

Zu den Hauptzielen der Krebstherapie gehören unter anderem die Eliminierung von 

Tumorzellen durch Apoptoseinduktion sowie die Überwindung der Apoptoseresistenz. 

Therapieansätze für CTCL-Patienten, die auf einer Apoptoseinduktion basieren, befinden 

sich bereits in der klinischen Anwendung. Jedoch sind die aktuell vefügbaren Therapien 

häufig unzureichend wirksam und die apoptotischen Signalwege in CTCL werden noch 

unzureichend verstanden. 

In dieser Arbeit stellte der PKCδ Aktivator PEP005 als neuer potentieller Therapieansatz 

für CTCL dar. Die proapoptotische Wirkung von PEP005 wurde in zwei von vier CTCL-

Zelllinien gezeigt, deren Mechanismus mit der Aktivierung der PKCδ und darauffolgenden 

Aktivierung von Caspase-3 verbunden war. Auf der Grundlage unserer in-vitro-Daten 

zeigte sich bei den resistenten Zelllinien neben der Expression von p53 und p21 ebenfalls 

eine verstärkte Expression von c-FLIP und XIAP. Diese molekularen Merkmale könnten 

möglicherweise als potenzielle Kandidaten für die Stratifizierung von Patienten dienen. 

Bei der Untersuchung der Sensitivität der CTCL-Zellen auf BH-3 Mimetika zeigten zwei 

von vier CTCL-Zelllinien eine hohe Sensitivität gegenüber dem Mcl-1-Inhibitor S63845, 

während die zwei anderen Zelllinien mit geringer Sensitivität für S63845 eine hohe 

Sensitivität gegenüber den für Bcl-2, Bcl-w und Bcl- xL spezifischen Inhibitoren ABT-263 

und ABT-737 besaßen. Die S63845-resistenten Zelllinien zeigten eine schwächere 

Expression von Bcl-2 und Bcl-xL sowie fehlende Bcl-w Expression. Die antiapoptotischen 

Bcl-2 Proteine scheinen bei der Apoptoseregulierung in CTCL eine besondere Rolle zu 

spielen. Dabei könnten sowohl der Mcl-1-Inhibitor S63845 als auch die Bcl-2/Bcl-xL/Bcl-

w-Inhibitoren ABT-263 und ABT-737 als potentielle Therapieansätze in Betracht gezogen 

werden. Die Bcl-w Expression könnte als Biomarker genutzt werden, um Patienten mit 

Therapieansprechen auf S63845 zu erkennen.  

Die dritte untersuchte Substanz Indirubin-Derivat DKP-071 zeichnete sich in dieser Arbeit 

durch die effiziente Induktion der Apoptose bei den CTCL-Zellen und könnte daher als 

mögliche therapeutische Strategie für das CTCL angesehen werden.   
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