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ZUSAMMENFASSUNG

Das Multiple Myelom (MM) macht ungefahr 15 % aller hamatologischen
Neoplasien aus®. Die Einfilhrung neuer Therapieoptionen wie der
Hochdosis-Chemotherapie, der immunmodulatorischen Medikamente und der
Proteasominhibitoren (PI) haben die Behandlung des MM revolutioniert. Der PI
Bortezomib (BTZ) ist zu einem Grundstein der Therapie des MM geworden ?,
aber auch der neu zugelassene PI Carfilzomib (CFZ) wird inzwischen
eingesetzt ®. Trotz dieser Fortschritte treten Resistenzen gegen Pls zu
Therapiebeginn, beziehungsweise fast unweigerlich im Verlauf der Therapie auf
und das MM bleibt groRtenteils unheilbar®. Gegenuiber Pls resistente
Myelomzellen zeigen Merkmale von Pre-Plasmablasten, welche die
Proteasominhibition tiberleben . Um mit einer Therapie auch diese resistenten
Zellen zu erreichen, ist es notwendig, die Pls mit Substanzen zu kombinieren,
die sich gegen die gesamte B-Zell-Linie richten.

Ein neuer Hoffnungstrager in der Behandlung von B-Zell-Leukdmien ist der
Bruton’s Tyrosinkinase Inhibitor Ibrutinib (IBR) °*°. IBR greift die in der
gesamten B-Zell-Linie exprimierte Bruton’s Tyrosinkinase an ', die als Teil des
B-Zell-Rezeptor Signalweges eine Schlisselrolle bei der Entwicklung und
Funktionalitat normaler B-Zellen einnimmt **. Die zytotoxische Aktivitat von IBR
in MM Kkorreliert speziell mit der Hemmung des nachgeschalteten Signalwegs
NF-kB 213, Die Kombination von Pls mit IBR wird bereits in klinischen Studien
getestet **"1°. Allerdings fehlen zurzeit die molekularen Grundlagen fiir den
therapeutischen Erfolg dieser Kombination.

Zielsetzung dieser Dissertation war es deshalb die drei Pls BTZ, CFZ und das
experimentelle, B2-selektive LU-102 hinsichtlich deren Wirkung auf den NF-kB
Signalweg und in Kombination mit IBR zu untersuchen. Der praklinisch erprobte
Pl LU-102 wurde hier fir den Vergleich mit den aktuell in der MM Therapie
verwendeten Inhibitoren BTZ und CFZ hinzugezogen, da er im Gegensatz zu
diesen sehr selektiv die f2-Untereinheit des Proteasom hemmt und damit einen

alternativen Ansatz verfolgt.



Es konnte gezeigt werden, dass der B2-selektive Pl LU-102 den NF-kB
Signhalweg hemmt und so die Wirkung von IBR unterstiitzt. Im Gegensatz dazu
aktivierten BTZ und CFZ diesen Signalweg und antagonisierten in diesem
Punkt die Wirkung von IBR. Weiterhin konnte veranschaulicht werden, dass
BTZ in Kombination mit IBR antagonistisch auf die Zytotoxizitat in MM Zelllinien
wirkt, wahrend CFZ einen grenzwertigen Synergismus mit IBR bei MM Zelllinien
zeigt. Den deutlich starksten Synergismus in Kombination mit IBR zeigte sich
bei LU-102.

Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnte fiir die Kombination von IBR
mit LU-102 im Vergleich zu den Kombinationen mit BTZ oder CFZ eine deutlich
starkere Hemmung des NF-kB Signalweges, eine deutlichere Hemmung des
Proliferationsmarkers p-STAT3 und eine robustere Aktivierung der
Apoptose-Kaskade beobachtet werden. Zudem konnte nachgewiesen werden,
dass LU-102 in Kombination mit IBR in vitro die Resistenz gegeniiber BTZ oder
CFZ Uberwindet; dieses Ergebnis lie3 sich auch an primaren Myelomzellen
dreier BTZ-refraktaren Patienten reproduzieren.

In der Diskussion wurden Hypothesen zum unterschiedlichen Wirkverhalten von
BTZ und CFZ sowie LU-102 auf den NF-kB Signalweg entwickelt: BTZ und CFZ
aktivieren den NF-kB Signalweg, da diese durch Hemmung der fir die
Proteolyse des Proteasoms geschwindigkeitsbestimmenden B5-Untereinheit
den Abbau von IkB im kompensatorisch aktivierten lysosomalen System
fordern. Das B2-selektive LU-102 hingegen lasst die proteasomale Proteolyse
quantitativ weitgehend unangetastet und fuhrt somit nicht zum lysosomalen
Abbau von IkB. Zudem sorgt LU-102 Uber einen bisher unbekannten

Mechanismus fir eine Hemmung des NF-kB Signalweges.

Zusammenfassend ist durch die vorliegenden Ergebnisse eine weitere klinische
Entwicklung der Kombination von B2-inhibierenden Proteasominhibitoren, wie
LU-102 oder Carfilzomib, mit lbrutinib im Gegensatz zur Kombination von
Bortezomib, welches die B2-Aktivitat nicht inhibiert, mit Ibrutinib fir das Multiple

Myelom zu empfehlen.



SUMMARY

Multiple myeloma (MM) accounts for about 15 % of all hematologic neoplasia *.
The introduction of new therapy options like high-dose chemotherapy,
immunomodulatory agents and proteasome inhibitors (PI) have revolutionized
MM therapy. The first-in-class Pl Bortezomib (BTZ) has become a backbone
of MM therapy? but also the recently approved second-generation
PI Carfilzomib (CFZ) is now available 3. Despite this progress, Pl resistance
occurs almost inevitably during or at the beginning of PI therapy and thus
MM remains incurable  for the majority of patients®.  Pl-resistant
MM cells show characteristics of pre-plasmablasts which survive proteasome
inhibition °. Hence, combining proteasome inhibitor therapy with a broadly
active B-cell-targeting drug is a promising concept to overcome
Pl-refractory MM.

A new agent in therapy of B-cell-leukemia is the Bruton’s tyrosine kinase (BTK)
inhibitor Ibrutinib (IBR) °°. IBR attacks BTK, which is expressed over the entire
B-cell-development *°. BTK plays as part of B-cell-receptor pathway a key role
during development and functionality of normal B-cells °. IBR-related cytotoxicity
particularly correlates with inhibition of the downstream pathway NF-kB 213,
The combination of Pls and IBR is currently under investigation in clinical
studies **"*°. However, the basic molecular principals for therapeutic success of
this combination are still lacking.

Therefore, the aim of this work was to compare the three Pls BTZ, CFZ and the
B2-selective LU-102 with regard to their impact on NF-kB pathway and in
combination with Ibrutinib. The pre-clinical Pl LU-102 was used in comparison
to the established B5-targeting Pls BRZ and CFZ because it selectively inhibits

the B2-subunit of the proteasome and thereby follows an alternative approach.

In my experiments the 2-selective Pl LU-102 inhibited the NF-kB pathway and
hence supported the effect of IBR. In contrast, BTZ and CFZ activated this
pathway and therefore could antagonize the activity of IBR. Furthermore, BTZ in

combination with IBR was antagonistic whereas CFZ reached a borderline



synergism in combination with IBR. Both results were exceeded by the high
synergism of LU-102 in combination with IBR. Consistent with this data the
combination of IBR with LU-102 showed superior inhibition of the NF-kB
pathway and the proliferation marker p-STAT3 as well as the highest activation
of the apoptotic cascade. In addition, | could show that LU-102 in combination
with IBR in vitro overcomes BTZ and CFZ resistance; these results have been
reproduced in primary MM cells of three BTZ-refractory patients.

The discussion develops hypotheses for the different effects on the NF-kB
pathway of BTZ and CFZ as well as LU-102: BTZ and CFZ activate the NF-kB
pathway because their inhibition of the proteasomal B5-subunit, which is
speed-driving for proteasomal proteolysis, leads to IKB degradation in the
compensatory lysosomal pathway. In contrast, the p2-selective LU-102 leaves
the proteasomal proteolysis quantitatively untouched and hence does not
activate the lysosomal pathway of IkB. Moreover, LU-102 inhibits the NF-kB

pathway on a yet unknown mechanism.

Overall, the data identified B2-inhibiting proteasome inhibitors like LU-102 or
Carfilzomib as superior combination partners with Ibrutinib in comparison to
Bortezomib, which does not target the p2-activity and suggest a further clinical

development of these combinations for multiple myeloma.
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1 UBERGREIFENDE ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Einfihrung

Proteasominhibitoren (PI) haben die Behandlung des Multiplen Myeloms (MM)
im letzten Jahrzehnt revolutioniert und sind Grundbaustein der Therapieregime
geworden . Allerdings zeigt das fast unausweichliche Auftreten von
Resistenzen unter der Behandlung mit Bortezomib (BTZ) als Proteasominhibitor
der ersten Generation? die Notwenigkeit einer Weiterentwicklung der
Pl-basierten Behandlungskonzepte auf.

Das Proteasom ist ein multi-katalytischer Enzymkomplex, der fir den Hauptteil
des Proteinabbaus in eukaryotischen Zellen verantwortlich ist'’. Die
proteolytische Aktivitat wird von drei verschiedenen Kkatalytischen Zentren
vermittelt: B1 mit Caspase-ahnlicher, 2 mit Trypsin-ahnlicher und B5 mit
Chymotrypsin-dhnlicher  Aktivitat ®.  Bortezomib ist ein  reversibler
Proteasominhibitor, der vor allem die B5(i)-Untereinheit und in geringerem
Ausmaf auch die Bli-Untereinheit des Proteasoms hemmt *°. Die Entwicklung
von Bortezomib sowie dem neu zugelassenen Proteasominhibitoren
Carfilzomib (CFZ) basiert auf der Entdeckung der essentiellen Funktion der
B5-Untereinheit bei der proteasomalen Proteolyse 2. Die klinische Aktivitat von
Carfilzomib als Einzelsubstanz in Bortezomib-refraktaren MM ist jedoch mit um
die 20 % sehr niedrig %°.

Weiterer Fortschritt wurde experimentell durch die Entwicklung von p2- und
Bl-spezifischen Proteasominhibitoren gemacht, die nicht auf die
B5-Untereinheit abzielen. Die B2-Untereinheit des Proteasoms konnte als
wichtiger Modulator der Toxizitat von Proteasominhibitoren identifiziert werden,
die sich gegen die B5-Untereinheit richten #*~ 3. Zudem konnte nachgewiesen
werden, dass die B2-Aktivitat in Bortezomib-refraktaren Zellen hochreguliert
ist 24, LU-102 ist der erste irreversible, zellpermeable Proteasominhibitor, der
spezifisch die [2-Untereinheit sowohl des konstitutiven als auch des
Immuno-Proteasoms hemmt 2. Aktuell wird LU-102 in praklinischen Modellen
getestet, um in Kombination mit bewahrten Proteasominhibitoren Resistenzen

gegenuber Proteasominhibitoren zu Uberwinden. Das Potential von LU-102 fir



den therapeutischen Gebrauch in Kombination mit anderen Krebstherapeutika,
die nicht das Proteasom hemmen, wurde bisher noch nicht untersucht.

Neue Erkenntnisse Uber Proteasominhibitor-refraktares Myelom in vivo zeigen,
dass dieses Merkmale von immortalen B-Zellen akkumuliert °. Dies macht den
Ansatz einer Kombination von Proteasominhibitoren mit Substanzen, die sich
gegen die gesamte B-Zell-Linie richten, zu einem vielversprechenden Konzept.
Die Bruton’s Tyrosinkinase (BTK) ist eine Nichtrezeptor-Tyrosinkinase, die man
uber alle Zwischenstufen der B-Zell-Entwicklung hinweg *°, sowie in malignen
Plasmazellen und einem GroRteil der MM Patienten (> 85 %) *? findet. BTK
nimmt eine Schlisselrolle bei Entwicklung und Funktionalitat normaler B-Zellen
ein . Die Signalkaskade der BTK fiihrt iber die Phosphorylierung der PLCy2
zur Phosphorylierung von IkB und damit zur Aktivierung des NF-kB
Signalweges, sowie des MAPK und AKT Signalweges. Sowohl MAPK, STATS,
aber vor allem auch NF-kB sind essentiell fir das Uberleben von
Myelomzellen .

Ibrutinib, der erste zugelassene Inhibitor der Bruton’'s Tyrosinkinase, zeigt in
ersten Ergebnissen bereits abgeschlossener klinischen Studien fur chronisch
lymphatische Leuk&mie (CLL), Mantelzell-Lymphom und weitere

B-Zell-Leukamien vielversprechende Resultate ®°.

In der Behandlung des
Multiplen Myeloms wird neben der Therapie mit Ibrutinib als Einzelsubstanz %
bereits das Potential einer Kombinationstherapie von Ibrutinib mit den
bewahrten Proteasominhibitoren ausgelotet **. Aktuell sind die molekularen
Grundlagen fir den therapeutischen Erfolg dieser Kombination allerdings
weitgehend ungeklart. Zudem fehlt weitestgehend auch die Grundlage fir eine
rationale Auswahl unter den immer zahlreicher vorhandenen und sich in ihrer
reaktiven Gruppe, sowie der Selektivitdt fur die Proteasomuntereinheiten
unterscheidenden Proteasominhibitoren.

Sowohl der entscheidende Signalweg der BTK, als auch ein wichtiges
nachgeschaltetes Signal von Bortezomib, laufen im kanonischen NF-kB
Signalweg zusammen ?: wie in Abb.1.1 zu sehen wird der aktiven BTK
nachgeschaltet IkB zu p-IkB phosphoryliert, welches wiederum durch

Polyubiquitinierung und Abbau im Proteasom NF-kB freisetzt und dadurch



aktiviert. Folglich wird die zytotoxische Aktivitat von lbrutinib Gber einen Abfall
28,12

von p-IkB und einer konsekutiv abnehmenden NF-kB Aktivitat vermittelt
Abb. 1.1: Modell zur Wirkung von Ibrutinib auf den NF-kB Signalweg
Ibrutinib hemmt die Bruton's Tyrosinkinase, verhindert somit die
Aktivierung der IKK und die Phosphorylierung von IkB zu p-IkB.
NF-kB bleibt damit weiterhin von IkKB gehemmt und kann nicht in

den Nukleus translozieren.

Transkription

Im Gegensatz dazu konnte fir Bortezomib ein Anstieg von p-IkB und eine
Aktivierung der NF-kB Aktivitat gezeigt werden #°. Aufgrund dessen bestand zu
Beginn dieser Arbeit die Annahme, dass Bortezomib die molekulare Wirkung
von lbrutinib auf den NF-kB Signalweg in MM Zellen zumindest in Teilen
antagonisieren wurde. Zur lllustration fur die Aktivitat des NF-kB Signalwegs

wurde in dieser Dissertation der Quotient von p-IkB/IKB verwendet: ein erhéhter



p-IkB/IkB-Quotient zeigt eine Aktivierung und ein erniedrigter p-1kB/IkB-Quotient
eine Hemmung des NF-kB Signalwegs an.

Zielsetzung dieser Dissertation war es die drei Proteasominhibitoren
Bortezomib, Carfilzomib und LU-102 hinsichtlich deren Wirkung auf den NF-kB
Signalweg und in Kombination mit Ibrutinib zu vergleichen. Der praklinisch
erprobte Proteasominhibitor LU-102 wurde hier fir den Vergleich mit den aktuell
in der MM Therapie verwendeten Inhibitoren Bortezomib und Carfilzomib
hinzugezogen, da er im Gegensatz zu diesen selektiv die B2-Untereinheit des

Proteasom hemmt und damit einen alternativen Ansatz verfolgt %°.



1.2 Darstellung der Publikation

BTK-Expression und Ibrutinib-vermittelte Zytotoxizi tat

Fig. 1A% zeigt, dass fiir die MM Zelllinien INA-6, LP-1 und in einem geringeren
Ausmal’ fir MM.1R eine BTK Protein-Expression nachgewiesen werden kann.
Die mRNA-Transkriptionslevel von BTK korrelierten mit diesem Ergebnis nur
schwach. Weiterhin wiesen die Level an BTK Proteinexpression nur schwache
Bezlige zur Sensitivitdit der Zelllinien gegeniber Ibrutinib-vermittelter
Zelltoxizitat auf (siehe Fig. 1B).

Fur die weiteren Versuche wurde INA-6 als die Zelllinie mit der hochsten
BTK-Konzentration herangezogen, da die meisten primaren MM Zellbeispiele

p-BTK exprimieren und auf eine Behandlung mit 10 uM Ibrutinib ansprechen *2.

Ibrutinib senkt den p-I kB Spiegel und hat keinen direkten Einfluss auf die
Proteasomaktivitat in MM Zellenlinien

In Fig. 2A konnte gezeigt werden, dass lbrutinib in INA-6 die p-BTK Expression
dosisabhangig hemmt; dies war bereits in nanomolaren Konzentrationen zu
beobachten. Weiterhin konnte bestatigt werden, dass Ibrutinib dosisabhangig
zu einer Reduktion der p-IkB Expression fuhrt. Ein direkter Effekt von lbrutinib

auf die Proteasomaktivitat konnte ausgeschlossen werden (siehe Fig. 2B).

Der B2-selektive Proteasominhibitor LU-102 senkt im Gege nsatz zu
Bortezomib und Carfilzomib die p-I kB Expression

In Fig. 3 wurde in INA-6 Zellen die Sensitivitat der drei Proteasominhibitoren fur
die einzelnen Proteasomuntereinheiten (1, B2, B5), die Akkumulation von
polyubiquitinierten Proteinen sowie die p-IkB/IKB Expression aufgezeigt. In den
mit Bortezomib behandelten Zellen konnte eine B1-/35-selektive Hemmung der
Proteasomaktivitdit und korrelierend ein entsprechender Anstieg von
polyubiquitinierten Proteinen nachgewiesen werden (siehe Fig. 3, upper panel).
Weiterhin fuhrte Bortezomib zu einem Anstieg der p-IkB und einer leichten
Reduktion der IkB-Expression; dies resultierte in einem Anstieg des

% Siehe Figures im publizierten Artikel



p-IkB/IkB-Quotienten und damit einer Aktivierung des NF-kB Signalwegs. Auch
Carfilzomib fahrte zu einer vergleichbaren Hemmung der
B1-/B5-Proteasomaktivitat, einer begleitenden Anh&ufung polyubiquitinierter
Proteine, sowie einer Erhdhung des p-IkB/IkB-Quotienten (siehe Fig. 3, middle
panel). Anders als Bortezomib zeigte sich unter Carfilzomib bei hdheren
Konzentrationen allerdings auch eine leichte und reproduzierbare Hemmung
der B2-Untereinheit.

Im Gegensatz zu den beiden etablierten Proteasominhibitoren zielt LU-102
spezifisch auf die [p2-/B2i-Aktivitdt des Proteasoms ab, ohne die
Aktivitatssignale der B1-/B5-Untereinheiten zu beeinflussen (siehe Fig. 3, lower
panel). Ein Anstieg polyubiquitinierter Proteine konnte unter LU-102 nicht
beobachtet werden. Zudem zeigte sich unter der Behandlung mit LU-102 eine
dosisabhangige Senkung der p-IkB Spiegel, sodass eine deutliche Senkung
des p-IkB/IkB-Quotienten und damit Hemmung des NF-kB Signalwegs zu
beobachten war.

Somit kénnte der B2-selektive Proteasominhibitor LU-102 durch Senkung der
p-IkB Spiegel und des p-IkB/IkB-Quotienten die von lbrutinib vermittelte
Signalkaskade unterstutzen, wahrend die [1-/85-selektiven Inhibitoren
Bortezomib und Carfizomib die p-IkB Spiegel stabilisieren und den

p-IkB/IkB-Quotienten erhéhen beziehungsweil3e gleich lassen.

Ibrutinib in Kombination mit LU-102 zeigt synergist ische Zytotoxizitat in
MM Zellen

In Fig. 4A wurden die Effekte der Kombination von Ibrutinib mit den
unterschiedlichen Proteasominhibitoren auf Zytotoxizitdt und auf Aktivitat des
NF-kB Signalweges in INA-6 Zellen veranschaulicht. Ibrutinib in Kombination
mit Bortezomib oder Carfilzomib zeigte nur grenzwertig synergistische
zytotoxische Aktivitat bei Kombinationsindizes von 0,8 und 0,6. Im Gegensatz
dazu resultierte die Kombination von Ibrutinib mit LU-102 in einem hohen
synergistischen Kombinationsindex von 0,075 (siehe Fig. 4A, upper panel).
Ubereinstimmend damit konnte fiir die Kombination von Ibrutinib mit LU-102

eine starkere Suppression von p-IkB, p-p65 und p-STAT3 Proteinexpression,



sowie eine Induktion der cleaved Caspasen 3, 7 und 9 sowie cleaved PARP

nachgewiesen werden.

Ibrutinib in Kombination mit LU-102 zeigt synergist ische Zytotoxizitat in
Proteasominhibitor-resistenten MM Zellen

In einem néchsten Schritt konnte gezeigt werden, dass Ibrutinib in Kombination
mit LU-102 auch in den MM Zelllinien AMO-BTZ und AMO-CFZ, die gegeniber
den Proteasominhibitoren Bortezomib und Carfilzomib resistent sind, stark
synergistisch  zytotoxisch  wirksam st (siehe Fig. 4B, upper panel).
Weitergehend wurden primdre MM Zellen dreier Patienten mit klinischer
Bortezomib-Resistenz gewonnen und mit derselben Kombination von Ibrutinib
und LU-102 behandelt. Auch hier zeigten sich stark synergistische zytotoxische

Effekte zwischen beiden Substanzen (siehe Fig. 4B, lower panel).

CFZ und LU-102, nicht jedoch BTZ, zeigen konsistent synergistische
Zytotoxizitat in Kombination mit Ibrutinib in MM un d MCL Zelllinien
Schlussendlich wurde eine Reihe von MM Zelllinien (LP-1, MM.1R, RPMI 8226)
und Mantelzell-Lymphom Zelllinien (Granta-519 und Jeko-1), die sich alle im
Grad ihrer BTK Expression und Ibrutinib-Sensitivitat unterscheiden, mit
Bortezomib, Carfilzomib oder LU-102 alleine oder in Kombination mit Ibrutinib
behandelt und die Kombinationsindizes (Cls) der Zytotoxizitatstests berechnet.
Es zeigte sich, dass Bortezomib ein schlechter Kombinationspartner zu Ibrutinib
darstellt, der in 4/5 Zelllinien sogar einen antagonistischen ClI von >1
aufzeigt (siehe Table 1, medianer Cl 4,9 - Bandbreite 0,3 - 30,3). Im Gegensatz
dazu zeigten sowohl Carfilzomib (medianer CI 0,12 - Bandbreite 0,03 - 0,22) als
auch LU-102 (medianer CI 0,02 - Bandbreite 0,001 - 0,14) in Kombination mit
Ibrutinib in 5/5 Zelllinien synergistische Zytotoxizitat.

Visualisierung eines nicht-BTK  off-target Proteins von Ibrutinib
Wie in Fig.5 gezeigt ist die synergistische Zytotoxizitdt von Ibrutinib in
Kombination mit LU-102 nicht nur in MM /MCL Zelllinien mit hoher BTK

Expression zu beobachten, sondern in fast gleichem Ausmal3 auch in Zelllinien



mit fehlender oder sehr geringer BTK Expression. Diese Erkenntnis legt nahe,
dass Ibrutinib ein zuséatzliches, bisher unbekanntes, zellulares Ziel angreift. Um
dieses mdgliche zusatzliche Ziel nachweisen zu koénnen wurde ein
zellpermeables und mit einem fluoreszierenden Label verkniupftes Derivat
Ibrutinibs entwickelt, welches Ibrutinib-reaktive Proteine visualisieren kann.
Damit gelang es in allen B-Zelllinien ein weiteres Protein bei 64 kD zu
identifizieren, welches unabhangig von der BTK Expression der Zelllinie
nachgewiesen werden konnte. Dieses Protein koénnte eine bisher nicht
identifizierte Zielkinase von Ibrutinib sein und fur die Wirkung von Ibrutinib in

BTK-negativen MM und MCL Zelllinien entscheidend sein.



1.3 Diskussion

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass sich die drei
Proteasominhibitoren Bortezomib, Carfilzomib und LU-102 hinsichtlich ihrer
Wirkung auf den NF-kB Signalweg deutlich unterscheiden. Sowohl Bortezomib
als auch Carfilzomib aktivieren den NF-kB Signalweg tber eine Stabilisation der
p-IkB und einer gleichzeitigen Reduzierung der IkB Spiegel (siehe Fig. 3; right
panel); dies lasst den Quotienten p-IkB/IKB ansteigen. Im Gegensatz dazu
hemmt LU-102 diesen Signalweg und fuhrt zu einer konzentrationsabhangigen
Senkung der p-IkB Spiegel (siehe Fig. 3; right panel); der p-IkB/IKB Quotient
sinkt. Ibrutinib wiederum verhindert tber Hemmung der Aktivierung von BTK zu
p-BTK eine Phosphorylierung von IkB zu p-IkB und unterbindet so die
Aktivierung von NF-kB (siehe Fig. 2 A); die hierbei sinkenden p-IkB Spiegel
fuhren zu einer Reduktion des p-IkB/IkB Quotienten. Zusammenfassend zeigt
sich, dass Ibrutinib und LU-102 beide den NF-kB Signalweg hemmen
beziehungsweise den Quotienten p-IKB/IKB senken und im Gegensatz dazu
Bortezomib und Carfilzomib diese Kaskade aktivieren beziehungsweise den

Quotienten p-IkB/IKB erh6hen.

Auf welcher molekularen Grundlage die unterschiedlichen Wirkungen auf den
NF-kB Signalweg von Bortezomib und Carfilzomib auf der einen Seite und
LU-102 auf der anderen Seite beruhen, bleibt zu klaren.

Hideshima et al. * konnten zeigen, dass nicht nur Bortezomib, sondern auch
andere Proteasominhibitoren, wie der reversible, gegen die B5-Untereinheit
gerichtete Proteasominhibitor MG-132 *° und der irreversible
pan-Proteasominhibitor Lactacystin 3, in RPMI 8226 MM Zellen iiber
Aktivierung der IkB-Kinase (IKK) zu einer vermehrten Phosphorylierung von IkB
fuhren, zusatzlich die IkB Spiegel senken und damit den NF-kB Signalweg
aktivieren. Vergleichbares konnte kurzlich fur Carfilzomib in CLL Zellen gezeigt
werden *. Da Bortezomib, Carfilzomib, MG-132 und Lactacystin trotz sehr
unterschiedlicher chemischen Struktur und Reversibilitit der Bindung zum

Proteasom alle eine Aktivierung des NF-kB Signalweg bewirken, liefern diese



beiden Merkmale nicht die Erklarung fir das unterschiedliche Verhalten von
Bortezomib und Carfilzomib gegeniiber LU-102.

Unterschiede werden aber deutlich, wenn man die Affinitat der Inhibitoren zu
den einzelnen Untereinheiten des Proteasoms (B1l, 2 und (5) betrachtet:
Fig. 3; left panel zeigt, konsistent mit Williamson et al. ** und Demo et al. *,
dass Bortezomib und Carfilzomib sowie die oben aufgefiihrten Inhibitoren
MG-132 und Lactcystin die B5-Untereinheit hemmen. Im Gegensatz dazu
inhibiert LU-102, konsistent mit Geurink et al. %, selektiv die B2 -Untereinheit
des Proteasoms (siehe Fig. 3; left panel).

Diese selektive Inhibition der p2-Untereinheit durch LU-102 Ilasst die
proteasomale Proteolyse unbeeintrachtigt, wie in Fig. 3; right panel am Fehlen
von polyubiquitinierten Proteinen zu sehen ist. Hingegen wird bei Bortezomib
und Carfizomib durch Hemmung der [p5-Untereinheit die proteasomale
Proteolyse quantitativ. gehemmt, wie an der Haufung polyubiquitinierten
Proteine zu sehen ist (siehe Fig. 3; right panel). Da p-IkB Ublicherweise uber
das Proteasom abgebaut wird, kann der Anstieg des p-IkB Spiegels unter
Bortezomib oder Carfilzomib, zusatzlich zur oben dargestellten Aktivierung des
NF-kB Signalweges, auch der Hemmung der B5-Untereinheit und der damit
einhergehenden Hemmung der proteasomalen Proteolyse zugeschrieben
werden.

Dabei ist zu prifen wie die verminderten IkB Spiegel unter Bortezomib und
damit die Aktivierung von NF-kB erklart werden kbnnen, wenn der
normalerweise beschrittene Abbauweg von p-IkB Uber Proteolyse durch die
B5-Untereinheit des Proteasoms nicht mehr moglich ist. Eine mégliche Antwort
liefern Lee et al. 3*: eine Hemmung der B5 Untereinheit des Proteasoms durch
Proteasominhibitoren fihrt zum Abbau von IkB im kompensatorisch aktivierten

lysosomalen Signalweg (siehe Schema in Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Modell zur Wirkung von Bortezomib und Carfilzomib a uf den

NF-kB Signalweg

Bortezomib und Carfilzomib aktiveren die IKK und fiihren damit
zur Phosphorylierung von IkB zu p-IkB. Da die proteasomale
Proteolyse in der B5-Untereinheit blockiert ist, kann das
anfallende p-IkB nicht abgebaut werden und wird angehauft.
Die Blockade der proteasomalen Proteolyse aktiviert allerdings
kompensatorisch den Abbau von IkB Uber das lysosomale
System, gibt NF-kB zur Translokation in den Nukleus frei und

aktiviert somit den NF-kB Signalweg.

e olyse

Proteolyse im
lysosomalen < < _— @ —> | B5-U heit
System roteas

Transkription

Da LU-102 uber Hemmung der B2-Untereinheit das Gleichgewicht zwischen
Proteinbiosynthese und proteasomaler Proteolyse durch die B5-Untereinheit
unangetastet lasst, wird die lysosomale Proteolyse nicht aktiviert. IkB kann
weiterhin nach Phosphorylierung zu p-IkB Uber die B5-Untereinheit des
Proteasoms abgebaut werden. Somit wird der p-IkB Spiegel keinesfalls erhéht.

Ungeklart aber bleibt die Frage, warum LU-102 Uber eine B2-Inhibition den

11



p-IkB Spiegel sogar senkt. Mdglich wére, dass die Hemmung der
B2-Untereinheit durch LU-102 ein normalerweise durch diese Untereinheit
abgebautes Enzym aktiv lasst, welches fir die Hemmung eines
Schlusselenzyms im NF-kB Signalweg zustandig ist und dadurch die p-IkB

Spiegel abgesenkt werden (Schema siehe in Abb. 1.3).

Abb. 1.3: Modell zur Wirkung von LU-102 auf den NF- kB Signalweg
LU-102 hemmt die B2-Untereinheit des Proteasoms. Dies lasst die
proteasomale Proteolyse durch die p5-Untereinheit unangetastet
und fdhrt somit nicht zur Aktivierung des lysosomalen
Abbausystems. Zudem bleibt durch Hemmung der 32-Untereinheit
moglicherweise ein in der Regel durch diese Untereinheit
abgebautes Enzym aktiv, welches fur die Hemmung eines
Schlusselproteins im NF-kB Signalweg zustandig ist. Diese konnte

zu einem Absinken der p-IkB Spiegel und einer Hemmung des

NF-kB Signalweges fuhren.

Proteolyse durch
B5-Untereinheit
des Proteasom

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass aller Wahrscheinlichkeit nach die
unterschiedliche Selektivitat zu den Untereinheiten des Proteasoms fur die
unterschiedlichen Wirkungen auf den NF-kB Signalweg verantwortlich sind; bei
Bortezomib und Carfilzomib fur die B5-Untereinheit und bei LU-102 fur die

12



B2-Untereinheit. LU-102 bewirkt ebenso wie Ibrutinib eine Hemmung des NF-kB
Signalwegs, wahrend Bortezomib und Carfilzomib diesen aktivieren und damit

zumindest in diesem Teilaspekt die Wirkung von Ibrutinib antagonisieren.

Mit den hier vorliegenden Daten iibereinstimmend zeigen Rushworth et al. **,
dass Ibrutinib die zytotoxische Wirkung von Bortezomib auf primaren
Myelomzellen sowie MM Zelllinien verstarkt. Allerdings zeigen die dargestellten
Ergebnisse, dass Bortezomib in Kombination mit Ibrutinib in MM Zelllinien
antagonistisch wirkt (medianer Cl: 4,9 - siehe Table 1), wahrend Carfilzomib
einen Synergismus mit Ibrutinib bei MM Zelllinien aufzeigt (medianer
Cl: 0,12 - siehe Table 1). Dies deckt sich mit den Ergebnissen eines Screenings
fir Kombinationspartner von Ibrutinib in Mantelzell-Lymphom Zelllinien **. Den
deutlich starksten Synergismus in Kombination mit Ibrutinib zeigte sich bei
LU-102 (medianer CI: 0,02 - siehe Table 1). Warum die Inhibition der
B2-Untereinheit des Proteasoms die Zytotoxizitat von Ibrutinib derart steigert
bleibt bis auf die dargelegten Hypothesen weiter unklar. Dem dargestellten
Synergismus von Carfilzomib im Gegensatz zu Bortezomib in Kombination mit
Ibrutinib kénnte zu Grunde liegen, dass Carfilzomib neben der Hemmung der
B5-Untereinheit in hoéheren Konzentrationen auch die B2-Untereinheit des
Proteasoms hemmt (siehe Fig. 3; left panel).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus den Zytotoxizitats-Tests konnte in
dieser Dissertation fur die Kombination von Ibrutinib mit LU-102, im Vergleich zu
den Kombinationen mit Bortezomib oder Carfilzomib, in mehreren Western
Blots eine deutlich starkere Hemmung des NF-kB Signalweges, eine deutlichere
Hemmung des Proliferationsmarkers p-STAT3 und eine robustere Aktivierung

der Apoptose-Kaskade nachgewiesen werden (siehe Fig. 4 A; lower panel, left).

Obwohl die Einfuhrung neuer Substanzen wie Bortezomib und Carfilzomib in
der letzten Dekade grof3e Fortschritte in der Therapie des Multiplen Myeloms
hervorgebracht haben und die Uberlebensraten der Patienten verbessert

wurde, bleibt die Erkrankung groRtenteils unheilbar . Ein signifikanter Anteil an
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Patienten, die anfangs gut auf eine Therapie mit Bortezomib ansprechen, fallen
im Therapieverlauf letztlich in eine refraktare Erkrankung zurtick: sie entwickeln
eine erworbene Resistenz gegenuber Bortezomib. Weiterhin zeigen ungefahr
20 — 30 % der Patienten priméar kein Ansprechen auf Bortezomib ? und sind
gegenuber Bortezomib von Beginn an resistent. Deshalb ist die Uberwindung
dieser Resistenzen eine der grof3ten Herausforderungen der MM Therapie.

Es konnte gezeigt werden, dass die initiale Vermutung, die Bortezomibresistenz
habe ihren Ursprung in Mutationen der B5-Untereinheit des Proteasoms 37,
sich in Analysen von Bortezomib-refraktaren Patienten nicht bestéatigen
lieR 3°. Jedoch konnten kiirzlich Leung-Hagesteijn et al. ®> sowohl in vitro, als
auch an primaren Zellen zeigen, dass der Resistenz gegentber Bortezomib
wahrscheinlich ein  Selektionsprozess der Myelomzellen unter dem
Selektionsdruck der Therapie mit Bortezomib zu Grunde liegt. Dieser Prozess
fuhrt zur Anhaufung von Myelomzellen mit Merkmalen von Pre-Plasmablasten
und niedrigen Spiegeln des XBP-1, welches eines der Hauptregulatoren der
unfolded protein response (UPR) darstellt, gleichzeitig fur die Differenzierung zu
Plasmazellen unabdingbar ist* und auch die Sensitivitait gegeniber
Bortezomib bestimmt ®. Die Ergebnisse von Leung-Hagesteijn et al. > konnten
durch die Beobachtung von Stessman et al.** untermauert werden, die
aufzeigten, dass die Resistenz von Myelomzellen gegeniber Bortezomib
in vitro durch induzierte Expression von Plasmazellmarkern wieder riickgangig
gemacht werden kann. Um folglich nicht nur die Proteasominhibitor-sensitiven
Myelomzellen zu therapieren, sondern auch dieser XBP-1 negativen und
deshalb gegentiber Bortezomib resistenten Zellen habhaft zur werden, ist es
sinnvoll, Proteasominhibitoren mit Substanzen wie Ibrutinib zu kombinieren, die
sich gegen die gesamte B-Zell-Linie richten *°.

In dieser Dissertation wurde zum ersten Mal das Konzept einer
Kombinationstherapie von Proteasominhibitoren mit lbrutinib an einem in vitro
Modell untersucht, welches die oben beschriebenen fundamentalen
Eigenschaften aufweist: die hier verwendeten Bortezomib-resistenten und
Carfilzomib-resistenten AMO-1 MM Zelllinien (AMO-BTZ und AMO-CFZ)

wurden unter dem Selektionsdruck der Proteasominhibitoren generiert (siehe
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Abb. 6.1 - 3 im Anhang). Diese zeigen im Vergleich mit ihrer Mutterlinie AMO-1
stark verminderte XBP-1 Spiegel, aber gleichzeitig keine Mutation der
B5-Untereinheit auf und stellen dahingehend ein sehr gutes Modell der in vivo
Situation dar %*. Verglichen mit ihrer Mutterzelllinie zeigt AMO-BTZ zudem eine
erhohte Aktivitat der B2-Untereinheit auf, die nicht von Bortezomib inhibiert wird.
Diese Eigenschaft konnte ebenso ein Mechanismus zur Bortezomib Resistenz
darstellen *. Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen, dass die
Kombinationstherapie des [(2-selektiven Proteasominhibitors LU-102 und
Ibrutinib die Resistenz gegentiber Bortezomib und Carfilzomib Gberwinden kann
und vergleichbar mit den Proteasominhibitor-sensiblen Mutterzelllinie eine stark
synergistische, zytotoxische Aktivitdt gegeniber den Proteasominhibitor
resistenten Myelomzellen aufweist (siehe Fig. 4 A; upper panel). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass diese Eigenschaft der Resistenziiberwindung
ebenso zu Dbeobachten war, wenn primare Myelomzellen dreier
Bortezomib-resistenter Patienten mit der Kombination von LU-102 und Ibrutinib
konfrontiert wurden, wahrend die einzelnen Substanzen jeweils keinen Effekt
zeigten (siehe Fig. 4 A; lower panel). Die Kombination von Ibrutinib mit dem
B2-selektiven Proteasominhibitor LU-102 kdnnte daher eine rationale Strategie
zur Uberwindung der Resistenz des Multiplen Myeloms gegeniiber

Proteasominhibitoren darstellen.

Bei ndherer Betrachtung der Ergebnisse ist auffallig, dass das Ausmald der
Ibrutinib induzierten Zytotoxizitat nicht mit den Protein- und mRNA Spiegeln von
BTK korreliert: so zeigt zwar die Zelllinie INA-6 mit der héchsten Expression von
BTK-Protein und -mRNA ein sehr frihes, konzentrationsabhéngiges
Ansprechen auf lbrutinib, jedoch unterscheiden sich die Zelllinien Granta-519
und MM.1R in ihrem Ansprechen, trotz vergleichbarer BTK-Expression. Im
Gegensatz dazu zeigt die Zelllinie RPMI 8226, trotz fast vollstandig fehlender
Expression, ein besseres Ansprechen als LP-1 (siehe Fig. 1 A + B). Weiterhin
konnte in diesen Versuchen ein quantitativ relevantes Ansprechen auf Ibrutinib
erst in einem Konzentrationsbereich von 1 - 10 uM gezeigt werden. Dies ist in

vollkommener Ubereinstimmung mit veroffentlichten Daten, bei welchen die ICsg
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fur Ibrutinib invitro fir Multiples Myelom, Mantelzell-Lymphom und diffus
groRzelliges Lymphom durchgehend bei > 1 pM lag *#***4*3, Diese Ergebnisse
stehen im Gegensatz zur initial fir Ibrutinib gezeigten 1Cso von 0,5 nM ** und
den Ibrutinib Plasmaspiegeln von 125 nM nach einer festgeschriebenen oralen
Dosis von 560 mg in einer klinischen Phase-I Studie °.

Ibrutinib ist nicht sehr selektiv fir BTK und mindestens 20 weitere Kinasen
werden durch Ibrutinib in niedrigen, nanomolaren ICso in vitro gehemmt *4,
Diese Tatsache in Verbindung mit den in dieser Dissertation gezeigten Daten
legt den Schluss nahe, dass die fur die Erforschung von Ibrutinib in in vitro
gebrauchlichen Konzentrationen fir MM und MCL zusétzliche, bisher nicht
identifizierte Kinasen angreifen, die in besonderem Mal3e bei BTK-negativen
Zellen signifikant zur Wirkung von Ibrutinib in vitro beitragen. Dies sollte bei der
Beurteilung von in vitro Arbeiten berticksichtigt werden, die mit Konzentrationen
von uber 1 uM arbeiten. Die Tatsache, dass das Ausmald der Synergismen
zwischen lbrutinib und Carfilzomib oder LU-102 fir BTK-negative und
BTK-positive Zelllinien in den Ergebnissen vergleichbar sind, lasst vermuten,
dass die anderen von Ibrutinib inhibierten Kinasen fir die beobachteten
Synergien sogar wichtiger sind als BTK selbst. Um diese madglichen
zusatzlichen Ziel-Proteine nachweisen zu kénnen, wurde fir diese Arbeit ein
zellpermeables und mit einem fluoreszierenden Label verknlUpftes Derivat
Ibrutinibs entwickelt, welches Ibrutinib-reaktive Proteine visualisieren kann.
Damit gelang es in allen B-Zelllinien ein weiteres Protein bei 64 kD zu
identifizieren, welches unabhangig von der BTK Expression der Zelllinie
nachgewiesen werden konnte. Dieses Protein koénnte eine bisher nicht
identifizierte Zielkinase von lbrutinib sein und fur die Wirkung von Ibrutinib in

BTK-negativen MM und MCL Zelllinien entscheidend sein.

Zusammenfassend konnte in dieser Dissertation gezeigt werden, dass
Carfilzomib und LU-102 im Vergleich zu Bortezomib in Kombination mit Ibrutinib
die starkere synergistische zytotoxische Wirkung auf MM Zellen aufzeigen und
dass dies hochstwahrscheinlich auf ein hdheres Ausmald an synergistischer

Wirkung auf die Regulation des NF-kB Signalweges uUber das Verhéltnis von
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p-IkB/IKB zurlckzufuhren ist. Weiterhin wurde aufgezeigt, dass der neue
praklinische, B2-selektive Proteasominhibitor LU-102 in Kombination mit
Ibrutinib invitro Resistenzen gegeniber Bortezomib und Carfilzomib

Uberwinden kann.
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Abstract

Purpose Proteasome-inhibiting drugs (PI) are gaining
importance in hematologic oncology. The proteasome car-
ries three proteolytically active subunits (81, 2, 5). All
established PI (bortezomib and carfilzomib), as well as
experimental drugs in the field (dalanzomib, oprozomib,
and ixazomib), by design target the rate-limiting f5 subu-
nit. It is unknown whether B2-selective proteasome inhi-
bition can also be exploited toward anticancer treatment.
Combining PI with the pan B-cell-directed Bruton tyrosine
kinase inhibitor ibrutinib appears a natural option for future
improved treatment of multiple myeloma (MM) and B-cell
lymphomas. However, bortezomib induces phosphorylation
of IkB and activation of NF-kB in MM cells, while ibru-
tinib inhibits the IkB/NF-kB axis, suggesting antagonistic
signaling. A P2-selective proteasome inhibitor may lack
such antagonistic signaling effects.

Methods We recently introduced LU-102, the first
p2-selective PI available for preclinical testing. We here
compare bortezomib with carfilzomib and LU-102 in MM
and MCL in vitro with regard to their effects on plkB/
NF-«kB signaling and their cytotoxic activity in combina-
tion with ibrutinib.
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Results LU-102 reduced phosphorylation of IkB, in con-
trast to bortezomib and carfilzomib, and was a superior
inhibitor of NF-kB activation in MM cells. This translated
into highly synergistic cytotoxicity between LU-102 and
ibrutinib, which was able to overcome BTZ resistance and
CFZ resistance. By contrast, BTZ lacked consistent syner-
gistic cytotoxicity with ibrutinib.

Conclusion Ibrutinib is  highly synergistic = with
B2-selective proteasome inhibition against MM and MCL
in vitro. Novel p2-selective proteasome inhibitors may be
exploited to overcome bortezomib/carfilzomib resistance
and boost the activity of BTK inhibitors against B-cell-
derived malignancies.

Keywords Protease inhibitors - Myeloma therapy -
Signal transduction - Drug resistance

Introduction

Treatment with proteasome inhibitors (PI) has become a
backbone of therapy for multiple myeloma (MM) [1] and
mantle cell lymphoma (MCL). This has established the
proteasome as a molecular target and the manipulation of
protein homeostasis as a therapeutic principle in cancer.
However, bortezomib (BTZ), the first in class approved
PI, is lacking significant single-agent activity in other
B-cell-derived malignancies, so that several combination
treatments are under clinical investigation [2]. In addi-
tion, resistance to BTZ almost inevitably occurs in MM
and MCL patients during the course of the disease [1],
underscoring the need to improve the activity of PI-based
treatments.

The proteasome is a multicatalytic multiprotein protease
complex responsible for the majority of protein destruction
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in eukaryotic cells [3]. Its proteolytic activity is mediated
by three distinct active sites in the 1, f2, and B5 subunits
that hydrolyze substrates with distinct substrate specifici-
ties (caspase-like, trypsin-like, and chymotrypsin-like).
BTZ is a peptide-based, reversible inhibitor of the B5-type,
and to a lesser extent the f1-type proteasome subunits, that
was developed based on the finding that the B5 active site
mediates the rate-limiting activity for proteasomal prote-
olysis [1]. Several second-generation, peptide-based, irre-
versible PI are in clinical development, including the FDA-
approved carfilzomib (CFZ), as well as ixazomib [4] and
oprozomib [5], which all by design target the f5 protea-
some activity. The clinical activity of CFZ in BTZ-refrac-
tory MM is low and in the 20 % range [6].

Continuing progress in resolving the three-dimensional
structure of the proteasome in complex with PI has facili-
tated the development of PI that selectively target the non-
BS proteasome subunits, i.e., 2, f1 and the immuno-pro-
teasome. The $2 proteasome activity has been identified as
critical factor that modulates the cytotoxicity of $5-targeted
proteasome inhibitors [7-9], corresponding with the find-
ing that B2 proteasome activity is upregulated in BTZ-
refractory cells [10]. We have recently developed LU-102,
the first irreversible, cell-permeable, P2-selective PI as
a chemical lead for preclinical development [8], which is
currently being tested in combination with the approved PI
to overcome PI resistance in preclinical models. The poten-
tial of LU-102 for therapeutic use in combination with non-
PI anticancer agents remains to be defined.

B-cell-derived malignancies represent a natural target
population for the development of Pl-based combination
therapies, such as CLL and mantle cell lymphoma [11, 12].
In addition, Pl-refractory myeloma in vivo accumulates
features of immature B cells [13], also implementing the
use of pan B-cell-directed targeted agents against advanced
MM. Hence, combining proteasome inhibitor therapy with
a broadly active B-cell-targeting drug is a promising con-
cept to further exploit the cytotoxic anticancer activity of
PI, in particular in MCL, CLL, and BTZ-refractory MM.

The Bruton tyrosin kinase (BTK) is a non-receptor tyros-
ine kinase expressed throughout the entire B-cell differen-
tiation [14], which plays a key role in B-cell development
and function [15]. BTK signals through phosphorylation of
PLC-v, leading to phosphorylation of IkB and activation of
the NF-kB signaling pathway, and also induces MAPK and
AKT signaling. MAPK, STAT3, and in particular NF-«B,
are critical signaling pathways for MM cell survival [16].
Ibrutinib is approved as first in class BTK inhibitor in
MCL, chronic lymphatic leukemia, and Waldenstrom’s
disease, and has shown clinical activity in MM and other
B-cell-derived neoplasms. Combining ibrutinib with PI is
currently explored using BTZ or CFZ, respectively, in MM
and MCL.
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The major signaling pathway of BTK as well as strong
downstream signaling effects of BTZ converge in the canoni-
cal NF-kB pathway [17]: IkB is phosphorylated downstream
of active BTK, generating p-IkB which is a target for ubig-
uitination and proteasomal disposal, liberating the trans-
activating activity of NF-kB. Hence, the cytotoxic activity
of ibrutinib is mediated via a decrease in p-IkB, leading to
decreased NF-kB activity. By contrast, BTZ has been shown
to increase p-IkB and induce NF-«kB activity in MM cells
[18]. This implies that combination therapies between BTZ
and BTK inhibitors may have opposing effects on NF-kB
signaling, which would be expected to limit their activ-
ity. However, also negative regulation of the NF-kB path-
ways by BTZ and induction of IkBa degradation have been
shown [19-21]. The mechanism of the stabilization of p-IxB
and NF-kB activity by BTZ in MM is poorly understood,
but may involve off-target effects of BTZ, which is known
to inhibit also lysosomal serine proteases such as cathepsin
G and potentially other proteases [22]. Novel irreversible
PI such as CFZ and LU-102 are more selective for the pro-
teasome and lack such off-target activity, so that they may
be more suitable combination partners for ibrutinib to treat
MM. The aim of the current study was to compare ibrutinib
in combination with BTZ to combinations of ibrutinib with
either CFZ or LU-102 with respect to the resulting effects
on BTK signaling and cytotoxicity in MM cells, including
BTZ-resistant myeloma. This aims at providing a preclinical
rationale to select either BTZ or CFZ as combination partner
for ibrutinib in MM clinical trials, and in addition shall allow
to further explore a potential use of B2-selective proteasome
inhibitors as combination partners in targeted therapies, in
particular in the MM field.

Methods and materials
Cells and inhibitors

Human myeloma cell lines RPMI 8226, LP-1, AMO-1,
U-266, MM.1S, MM.1R, human mantle cell lymphoma cell
lines Granta-519 and Jeko-1, and the acute myeloid leu-
kemia cell line THP-1 were obtained from ATCC, human
myeloma cell lines INA-6, JK-6, L363 from M. Gramatzki,
Kiel, and were maintained in FCS-supplemented RPMI
1640 medium with gentamycin. INA-6 is IL-6 dependent
which was used at 500 U/ml. AMO-BTZ/CFZ cells were
adapted to proteasome inhibitor-containing culture con-
ditions from the AMO-1 parental line as described [10].
The proteasome inhibitors bortezomib, carfilzomib, and
LU-102 [8] were synthesized at the Leiden Institute of
Chemistry, and ibrutinib was obtained from Pharmacyclics.
The activity-based ibrutinib probe was synthesized and
used as described recently [27].
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MTT assay, Western blot, Western blot quantification,
antibodies

CellTiter 96° AQueous One Solution cell proliferation assay
(Promega) was used to determine cell viability in MTT
assays. Mean values from quadruplicate samples of one rep-
resentative experiment representing at least three independ-
ent experiments are presented. SDS-PAGE and Western blot
was performed as described [10]. Western blots were quanti-
fied using Bio 1D software (Vilber Lourmat); Fluorescence
signals of DMSO-treated cells were considered baseline
levels. Anti-BTK (Tyr223), anti-p-BTK (pTyr223), anti-
p-65, and anti-cleaved caspase 3, 7, 9, anti-STAT3, and anti-
p-STAT3 antibodies were purchased from Cell Signalling
Technology (Boston, USA), anti-IkBa and anti-p-IkBa from
Becton-Dickinson (Heidelberg, Germany), anti-cleaved
PARP from Promega (Madison, USA), anti-GAPDH and
anti-B-actin from Sigma (St. Louis, USA), and anti-poly-
ubiquitinated proteins from Viva Bioscience (Exeter, UK).

Determination of proteasome activity by active site
labeling

The covalent, proteasome-specific affinity probe Bodipy
TMR-Ahx3L3VS (MV-151) was synthesized and used
as described [23]. Both the constitutive and the immune-
proteasome subunits were irreversibly labeled by MV151
in intact cells and resolved after cell lysis by SDS-PAGE.
Proteasome subunit-specific fluorescence signals were in-
gel measured with the Fusion FX7 (Vilber Lourmat) and
quantified using Bio 1D software.

RNA extraction and real-time PCR

RNA was extracted from 5 x 10° cells using phenol—
chloroform method. Reverse transcription was performed
using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
with RNAse Inhibitor (Applied Biosystems). Real-time
PCR primers for GAPDH and BTK were purchased from
Qiagen. Relative quantitative real-time PCR used SYBR
green technology (Roche) on cDNA generated from the
reverse transcription of purified RNA. After preamplifica-
tion (95 °C for 10 min), the PCRs were amplified for 45
cycles (95 °C for 10 s, 55 °C for 20 s and 72 °C for 20 s) on
a LightCycler® 480 (Roche). Each mRNA expression was
normalized against GAPDH mRNA expression using the
standard curve method.

Patient cells

The primary myeloma cell samples were obtained
after written informed consent and approval by the
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independent ethics review board, in accordance with
ICH-GCP and local regulations. Malignant plasma cells
were retrieved by bone marrow aspiration from patients
with multiple myeloma progressing under bortezomib-
containing therapy (BTZ-resistant) or responding to bort-
ezomib (BTZ-sensitive), based on IMWG criteria. The
purity of the cell sample was >80 % myeloma cells after
Ficoll separation, as assessed by morphology. Cells were
cultured in FCS-supplemented RPMI 1640 medium with
gentamycin.

Statistical analysis

Unless stated otherwise, one representative experiment
out of at least three independent experiments is shown;
for MTT assays, mean values from quadruplicate samples
are represented. Error bars indicate the standard deviation
between the individual experiments or samples. Synergism
between ibrutinib and the different proteasome inhibitors
was calculated using MTT assays in conjunction with the
combination index described by Chou et al. [24]. A combi-
nation Index <0.8 indicates synergism, >1 indicates antago-
nism. The statistical significance was calculated using stu-
dent’s ¢ test.

Results

BTK expression and ibrutinib-mediated cytotoxicity
in MM cell lines

We analyzed a panel of MM and mantle cell lymphoma
(MCL) cell lines with respect to protein and mRNA expres-
sion of BTK and p-BTK, respectively, and correlated the
results with the cytotoxic effect of ibrutinib in vitro. Con-
sistent with published data [25, 26], we found sizable BTK
protein expression in the MM cell lines INA-6, LP-1, and
to a lesser extent in MM.1R cells, in contrast to the remain-
ing MM cell lines (AMO-1, AMO-BTZ, AMO-CFZ, JK-6,
L363, MM.1S, RPMI 8226 and U-266; Fig. la). The
mRNA transcription levels for BTK only poorly correlated
with the respective protein expression, also in agreement
with earlier studies [25]. Interestingly, the sensitivity of
MM and MCL cell lines for ibrutinib-induced cytotoxic-
ity also only poorly reflected the protein expression levels
of p-BTK in the individual cell lines (Fig. 1b). Because
the majority of primary human MM cell samples express
p-BTK protein and are sensitive to cytotoxic treatment with
ibrutinib 10 wM in vitro [26], we selected INA-6 MM cells
as a suitable model system to study the effects of ibrutinib
in combination with proteasome inhibitors on MM cell
lines in vitro.
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Fig. 1 BTK expression and ibrutinib-mediated cytotoxicity in MM cell
lines. a Upper panel MM cell lines (AMO-1, AMO-BTZ, AMO-CFZ,
INA-6, JK-6, L363, LP-1 MM.1R, MM.1S, RPMI 8226 and U-266),
MCL cell lines (Granta-519 and Jeko-1), and AML cell line (THP-1)
were analyzed with respect to protein expression of BTK. After cell
lysis, equal amounts of protein were resolved by SDS-PAGE, and
Western blots against BTK and activated BTK (p-BTK) were per-
formed. Ponceau S staining of the same PVDF membrane that was
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used for the blots confirms equal protein contents between lanes. Lower
panel The same cell lines were analyzed for BTK mRNA expression
by real-time PCR. Results are expressed in relation to mRNA for
GAPDH. b MM cell lines (MM.1R, LP-1, INA-6, RPMI 8226, AMO-
1, AMO-BTZ and AMO-CFZ) and MCL cell lines (Granta-519 and
Jeko-1) were incubated with ibrutinib at indicated concentrations for
48 h and cell viability was assessed by MTT proliferation assay
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Ibrutinib reduces p-IxB levels and lacks a direct
effect on proteasome activity in MM cell lines

We next assessed the molecular effects of ibrutinib on the
p-BTK/p-IkB signaling cascade as well as on the protea-
some activity in INA-6 cells. As expected, ibrutinib inhib-
ited the p-BTK expression in a dose-dependent manner
already at nanomolar concentrations (Fig. 2a). Likewise,
a dose-dependent reduction in p-IkB expression consist-
ent with the known effect of ibrutinib on BTK signaling
was observed, starting at high nanomolar drug levels. As
expected, ibrutinib had no direct effect on the activity of
the proteasomal B1, B2, or B5 subunits, as visualized by
the cell-permeable, pan-proteasome-selective, activity-
based probe MV151 that irreversibly targets the active
constitutive and immuno-proteasome subunits in situ and
allows their direct quantification by fluorescence detection
(Fig. 2b).

The p2-selective proteasome inhibitor LU-102
decreases p-IkB expression, in contrast
to bortezomib or carfilzomib

The cytotoxic activity of ibrutinib is transmitted via reduc-
tion in p-IkB levels, while in contrast BTZ has been shown
to moderately increase p-IkB in MM cells [18], which
would predict to limit the synergistic activity of both drugs.
We therefore compared the effect of BTZ on p-IkB with that
of CFZ, as well as the B2-selective peptide vinylsulfone-
type proteasome inhibitor LU-102 [8]. INA-6 MM cells
were incubated with the respective proteasome inhibitors in
a concentration range that included the IC50 for each inhibi-
tor, and their differential effects on proteasome activity,
the accumulation of polyubiquitinated cellular protein, and
p-IkB/IkB protein expression were visualized (Fig. 3). In
BTZ-treated cells, we observed a concentration-dependent,
B1-/85-selective reduction in proteasome activity that was
accompanied by a respective increase in polyubiquitinated
protein. Also in agreement with published data, BTZ treat-
ment led to a slight decrease in IkB, while p-IkB expression
increased (Fig. 3, upper panel), resulting in an increased
p-IkB/IkB ratio. CFZ treatment did likewise reduce the 1/
B5 proteasome activity signal with a concomitant increase
in polyubiquitinated protein, comparable to BTZ. CFZ
treatment at higher concentrations (10 nM and higher) in
addition resulted in a small, but reproducible reduction in 2
activity, unlike BTZ. The ratio of p-IkB/IkB expression like-
wise increased under CFZ treatment (Fig. 3, middle panel).
In contrast to both approved proteasome inhibitors, LU-102
specifically targeted the P2-/2i-type proteasome activity,
without affecting the activity signals for B1/85 subunits
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Fig. 2 Molecular effects of ibrutinib on the target proteins p-BTK/BTK,
the downstream p-IkB/IkB activation and proteasome subunit activity.
a Upper panel INA-6 cells were incubated with increasing ibrutinib
concentrations (0-10 uM) for 4 h, and p-BTK and BTK proteins were
assessed by Western blot. The bar graph illustrates the quantitative com-
parison of the fluorescence signals retrieved for p-BTK protein at the
respective ibrutinib concentrations, relative to baseline (DMSO-treated).
Lower panel INA-6 cells were incubated with increasing ibrutinib con-
centrations (0—10 uM) for 8 h, before IkB and activated IkB (p-IkB)
proteins were determined by Western blot and quantified as described
above. For a statistically significant quantitative difference from base-
line, *p < 0.05; **p < 0.01. b After incubation with increasing ibrutinib
concentrations (0—10 uM), active proteasome subunits in INA-6 cells
were affinity-labeled using the fluorescent, pan-proteasome reactive,
cell-permeable probe MV-151 for 1 h. After resolution by SDS-PAGE,
the fluorescence signals representing active proteasome 1, f2, B5 pol-
ypeptides and the respective immuno-proteasome species pli, $2i, B5i
were visualized using a fluorescent reader and quantitated. Conventional
Western blotting against GAPDH demonstrates equal protein load of the
samples. The bar graph above illustrates the quantitative comparison of
the specific fluorescence signals detected for the proteasomal B1(i)/B5(i)
and B2(i) activities, relative to DMSO-treated baseline
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Fig. 3 Molecular effects of bortezomib, carfilzomib, and the

B2-specific proteasome inhibitor LU-102 on proteasome subunit
activities, the p-IxB/IkB ratio and polyubiquitinated protein. Left
panels After incubation with increasing proteasome inhibitor concen-
trations (bortezomib, carfilzomib: 0-33.3 nM; LU-102: 0-10 uM),
active proteasome subunits in INA-6 cells were affinity-labeled using

(Fig. 3, lower panel). An increase in polyubiquitinated pro-
tein was not observed with LU-102 treatment, suggesting
less effective quantitative reduction in protein degradation
during B2-selective proteasome inhibition. Surprisingly, and
in contrast to BTZ and CFZ, LU-102 treatment resulted in a
concentration-dependent decrease in p-IkB levels, so that a
significant decrease in the ratio of p-IkB/IkB expression was
observed in INA-6 cells after LU-102 treatment. Thus, the
p2-selective proteasome inhibitor LU-102 decreases cellular
p-IkB levels and the p-IkB/IkB ratio and therefore may sup-
port the signaling cascade triggered by ibrutinib, in contrast
to the B1/B5-selective proteasome inhibitors CFZ and BTZ
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the cell-permeable probe MV-151, and visualized as before. Right
panels INA-6 cells were incubated with the respective proteasome
inhibitors, as before, followed by assessment of p-IkB, IkB, and poly-
ubiquitinated proteins (poly-UB) by Western blots. One representa-
tive of two experiments performed

that stabilize p-IkB levels and increase the p-IkB/IkB ratio.
We speculated that LU-102 may result in superior synergis-
tic cytotoxic activity in combination with ibrutinib, com-
pared to BTZ or CFZ.

Ibrutinib in combination with LU-102 shows superior
synergistic cytotoxicity against MM cells

We next analyzed the effects of ibrutinib in combination
with the different proteasome inhibitors on cytotoxicity
and activity of the NF-kB pathway in INA-6 MM cells.
The combination of ibrutinib with either BTZ or CFZ at
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sub-cytotoxic concentrations did not significantly affect
cell viability, compared with ibrutinib alone (Fig. 4a, upper
panel), and resulted in borderline synergistic cytotoxic
activity with combination indices of 0.6 and 0.8, respec-
tively. By contrast, the combination of ibrutinib with sub-
effective LU-102 resulted in a highly synergistic cytotoxic
effect on INA-6 cells with a combination index of 0.075.
While myeloma cell viability after treatment with ibrutinib
in combination with BTZ or CFZ was 46 and 42 %, respec-
tively, and thus in the same order of magnitude as after
ibrutinib monotherapy, it was reduced to 7 % by combina-
tion treatment with LU-102. Consistent with this, as well as
with the data described above, the combination of ibrutinib
with LU-102 showed superior suppression of p-IkB, p-p65,
and p-STAT3 protein expression, as well as induction of
cleaved caspase 3, 7 and 9 and cleaved PARP, compared
with ibrutinib in combination with either bortezomib or
carfilzomib (Fig. 4a, lower panel). These findings demon-
strate that that LU-102 is a superior combination partner
for ibrutinib, compared with CFZ or BTZ, to induce cyto-
toxicity in MM cells.

Ibrutinib in combination with LU-102 shows synergistic
cytotoxicity against proteasome inhibitor-resistant MM
cells

We next explored to what extent the combination of
LU-102 and ibrutinib may likewise be cytotoxic against
MM cells resistant against BTZ or CFZ. To serve as a
model for proteasome inhibitor resistance, AMO-1 MM
cell lines were adapted to grow in the presence of the two
approved proteasome inhibitors as published before for
bortezomib, yielding AMO-1 cell populations with differ-
ential sensitivity for BTZ or CFZ (AMO-1, AMO-BTZ,
AMO-CFZ, supplemental material). Interestingly, CFZ-
adapted cells (AMO-CFZ) were still sensitive to BTZ at
high concentrations, while BTZ-adapted cells (AMO-BTZ)
lacked CFZ sensitivity up to 100 nM, suggesting different
mechanisms of proteasome inhibitor resistance between
these two cell populations or the two drugs. When these
cell populations were exposed to ibrutinib or LU-102 at
sub-effective concentrations or to the combination of both
drugs, respectively, we observed strong synergistic cyto-
toxic activity of this combination against the AMO-1 wild-
type cells as well as the CFZ- or BTZ-adapted populations
(Fig. 4b, upper panel and supplemental material). To fur-
ther support that MM cells that are resistant to the approved
proteasome inhibitors are sensitive to the combination of
LU-102 and ibrutinib, we obtained primary MM cells from
three patients with clinically bortezomib-resistant MM and
exposed them to bortezomib 10 nM or LU-102 1 wM, ibru-
tinib 10 WM, or the combination of the latter two in vitro
(Fig. 4b, lower panel). Cell viability was largely unaffected
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by either of the drugs alone, while the combination between
LU-102 and IBR again yielded a highly synergistic cyto-
toxic effect between both compounds (CI 0.015).

BTZ does not induce consistent, synergistic cytotoxicity
with ibrutinib in MM and MCL cell lines, in contrast
to CFZ and LU-102

We finally challenged a panel of MM cell lines (LP-1,
MM.1R, RPMI 8226) and MCL cell lines (Granta-519 and
Jeko-1), which differed in their degree of BTK expression
and ibrutinib sensitivity, with sub-effective concentrations of
BTZ, CFZ, or LU-102, in the presence or absence of ibru-
tinib (Fig. 5), and calculated the respective combination
indices for synergy (CI) after assessment of cytotoxicity by
MTT assay. We observed that, in particular, BTZ was a poor
combination partner with ibrutinib that did even result in an
antagonistic CI of >1 in 4/5 of the cell lines tested (Table 1,
median CI 4.9, range 0.3-30.3). By contrast, synergistic
cytotoxicity with ibrutinib was seen in 5/5 cell lines with
CFZ (median CI 0.12, range 0.03-0.22) and in 5/5 cell lines
with LU-102 as combination partner (median 0.02, range
0.001-0.14). Our results therefore demonstrate that BTZ is a
relatively poor combination partner to increase the cytotoxic
effect of ibrutinib against MM or MCL cells, while CFZ, and
in particular LU-102, show consistently strong synergistic
cytotoxicity with ibrutinib. LU-102 appears to have an even
stronger synergistic potential in combination with ibrutinib
than CFZ, based on the CI values calculated.

Visualization of a non-BTK off-target protein
of ibrutinib

Interestingly, the synergistic cytotoxic activity between
ibrutinib and LU-102 was observed not only in MM/MCL
cells lines with high BTK expression, but to almost the
same extent also in cells with low/absent detectable BTK
protein expression. This suggested that ibrutinib may have
additional, as yet unknown cellular targets.

To identify putative additional cellular targets for ibruti-
nib, we synthesized a cell-permeable derivative of ibrutinib
with an incorporated fluorescent label that can be used to tag
and visualize ibrutinib-reactive proteins in intact cells after
cell lysis and SDS-PAGE due to the covalent target bind-
ing of the active compound [27]. Intact cells were incubated
with this activity-based ibrutinib probe (ibrutinib-ABP) and
subjected to subsequent cell lysis, SDS-PAGE, and fluores-
cence in-gel detection (Fig. 6). To verify the ibrutinib-sensi-
tive nature of binding of the probe and the specificity of the
labeled polypeptides, control cells were pre-incubated either
with ibrutinib or with an inactive version of the probe that
lacked the reactive group for covalent target binding (mock).
Active BTK was identified as prominently labeled protein
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«Fig. 4 Cytotoxic effect of ibrutinib in combination with bortezomib,
carfilzomib, and LU-102. a Upper panel INA-6 cells were incubated
with bortezomib (BTZ) 3.3 nM, carfilzomib (CFZ) 3.3 nM, LU-102
(LU) 3.3 uM or ibrutinib (IBR) 10 uM or a combination of ibrutinib
with one of the proteasome inhibitors, and cell viability was assessed.
(CI combination index). Statistically significant differences were
expressed as *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.005. Lower panel,
left After incubation of INA-6 cells with DMSO control (0), or a
combination of ibrutinib (i) 10 uM and either bortezomib (b) 10 nM,
carfilzomib (c) 10 nM or LU-102 (LU) 3.3 uM, Western blots against
p-IkB, p-p65, p-STAT3, STAT3, cleaved caspases 3, 7, 9 and cleaved
poly ADP ribose polymerase (PARP) proteins were performed and
quantified as before. Right quantification of the Western blot signals
retrieved for p-p65 and p-IkB. Bar graphs represent amounts of the
detected p-p65 and p-IkB species under the different treatments,
relative to baseline values with DMSO treatment. Asterisk indicates
a statistically significant quantitative difference between BTZ- and
LU-102-treated samples p < 0.05. b Upper panel AMO-1, AMO-
BTZ, and AMO-CFZ cells were incubated with LU-102 and ibruti-
nib (AMO-1: LU-102 3.3 uM, ibrutinib 10 pM; AMO-BTZ: LU-102
10 uM and ibrutinib 10 uM; AMO-CFZ: LU-102 3.3 uM and ibruti-
nib 33.3 uM) or with the combination of both for 48 h and cell viabil-
ity was assessed by MTT assay. Lower panel Primary MM cells from
four myeloma patients with bortezomib-resistant (3 patients, BTZ-
res.) or bortezomib-sensitive (1 patient, BTZ-sensitive) MM were
exposed to bortezomib (BTZ) 10 nM or LU-102 (LU) 1 uM, ibrutinib
(IBR) 10 pM, or the combination of the latter two for 48 h, and cell
viability was assessed

species in BTK-positive cells, based on its expected MW of

78 kD, and the nature of labeling that could be blocked by
preincubation with ibrutinib but could only be partly com-
peted by the non-covalent mock competitor of the affin-
ity label. Also as expected, and consistent with our results
from Western blots, INA-6 cells showed a robust BTK sig-
nal, while this signal was considerably lower in RPMI 8226,
AMO-1, AMO-BTZ, and Jeko-1 cells, as well as in non-
B-cell-type samples. Treatment of INA-6 cells with 1 mM
ibrutinib entirely abolished the BTK activity signal in the
absence of significant cytotoxicity (see Fig. 1b, indicating
that BTK-expressing MM cells may not undergo significant
cytotoxicity upon BTK inhibition alone.

We observed a second protein species of lower labeling
intensity at 64 KD (upper band of the doublet polypeptides
at 61 and 64 kD), which was decorated by the probe in spe-
cific way, comparable to BTK labeling, and whose labeling
was antagonized by ibrutinib or, to a lesser extent, the non-
covalent label with selectivity similar to that of BTK. This
protein was detectable with low, but reproducible signal
intensity in all B-cell lines used, irrespective of their BTK
expression, and in particular in AMO-1 and AMO-BTZ
cells. This labeled 64-kD polypeptide was absent from
BT-549 breast cancer cells. We hypothesize that this pro-
tein is likely an as yet unidentified target kinase of ibrutinib
distinct from BTK that may be the relevant for the effects
of ibrutinib on BTK-negative MM and MCL cells alone or
in combination with proteasome inhibition.

Discussion

Our data demonstrate that LU-102 has superior synergis-
tic cytotoxic activity with ibrutinib on MM and MCL cells,
compared to BTZ, most likely due to its synergistic inhibi-
tion of p-IkB and the canonical NF-kB pathway, and that
the combination of ibrutinib and LU-102 can overcome
BTZ and CFZ resistance in vitro. We furthermore provide a
first example that PI that target different proteasome active
subunits can differentially affect cancer cell signaling or
the activity of targeted cancer therapies: p2-selective pro-
teasome inhibition did not result in gross quantitative inhi-
bition of proteolytic degradation, as seen by the absence of
accumulating polyubiquitinated protein after LU-102 treat-
ment, but reduced p-IkB levels and was more effective in
mediating cytotoxicity in combination with ibrutinib, com-
pared with bortezomib that is exclusively inhibiting B5/81
activity (Fig. 3). This has implications for the development
of future proteasome-inhibiting therapies and drugs, where
to date little attention is being paid to the different patterns
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Fig. 5 Cytotoxic effect of ibrutinib in combination with proteasome
inhibitors. MCL cell lines (Jeko-1 and Granta-519) and MM cell lines
(LP-1, MM.1R and RPMI 8226) were incubated with ibrutinib 10 uM
(IBR), bortezomib 10 nM (BTZ), carfilzomib 10 nM (CFZ) and
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LU-102 3.3 uM (LU), or a combination of ibrutinib with one of the
proteasome inhibitors for 48 h, and cell viability was assessed by MTT
test. Results are expressed relative to cells treated with DMSO (0)
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Table 1 Combination Index

nation 1 BTK protein IBR + BTZ IBR + CFZ IBR + LU-102
(CI) for cytotoxic activity, MTT
test Granta-519 (MCL)  ++ 5.109 0.099 0.036

Jeko-1 (MCL) - 4.994 0.144 0.015

LP-1 (MM) ++ 30.333 0.031 0.001

MM.IR (MM) + 4.319 0.220 0.145

RPMI 8226 (MM) - 0.300 0.032 0.023

INA-6 (MM) +++ 0.83 0.63 0.075

Median 49 0.12 0.02

Combination indices (CI) for synergistic cytotoxic activity in vitro (Fig. 5) between ibrutinib (IBR) in com-
bination with either bortezomib (BTZ), carfilzomib (CFZ), or LU-102 were calculated from MTT tests
as described in materials and methods using the MCL and MM cell lines indicated. A CI < 0.8 indicates
synergism, a CI > 1 antagonism. The different degrees of expression of BTK protein are indicated for the
respective cell lines, as assessed by Western blot (- for no detectable BTK protein, +, ++, +++ for little,
moderate and strong BTK protein expression, respectively)

of inhibition of the total of six active subunits of the consti-
tutive and immuno-proteasome.

The potential use of proteasome inhibition in com-
bination with the BTK inhibitor ibrutinib (IBR) in MM
has already entered clinical trials (ClinicalTrials.gov,
NCT01962792), although we currently lack understand-
ing of the molecular interactions between both targeted
pathways. Moreover, proteasome inhibitors with different
active groups and molecular targets continue to be devel-
oped, while we have little rationale that guides our choice
of proteasome inhibitor selected for such a strategy. Based
on published information, we predicted that bortezomib
may partially counteract the molecular mechanism of
action of ibrutinib in MM cells, because it induces NF-kB
activation in MM cells [18], while ibrutinib acts, at least
partially, through NF-kB inhibition in MM [26].

The molecular basis for the different effects of bort-
ezomib and carfilzomib, on the one hand, and LU-102
on the other hand, on the p-IkB/IkB balance remains to
be explained. Consistent with our data from INA-6 cells,
Hideshima demonstrated in RPMI 8226 myeloma cells,
that not only bortezomib, but also the B5-directed, reversi-
ble peptide aldehyde proteasome inhibitor MG-132 and the
irreversible pan-proteasome inhibitor lactacystin resulted
in accumulation of p-IkB and decreased IkB levels which
are predicted to counteract the molecular activity of ibru-
tinib. Thus, neither the nature of the chemical warhead of
the proteasome inhibitor (peptide aldehyde, epoxyketone,
B-lactone, and petide boronate), nor its reversibility of tar-
get binding seems to be of importance for these differen-
tial effects. In contrast to the proteasome inhibitors men-
tioned above, LU-102 does not inhibit or co-inhibit the
rate-limiting B5 subunit of the proteasome, but provides
B2-selective proteasome inhibition. This B2-selective pro-
teasome inhibition results in a less effective quantitative
inhibition of proteasomal proteolysis, as demonstrated by
the absence of accumulated polyubiquitinated protein in
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our results. Because p-IkB is a known proteasome substrate
that undergoes proteasomal degradation, we speculate that
the increase in p-IkB after carfilzomib/bortezomib treat-
ment may be attributed to the quantitative inhibition of pro-
tein destruction by these $5-inhibiting agents, in contrast to
LU-102.

Recent data show that B5-directed proteasome inhibi-
tion can result in IkBa degradation via the lysosomal path-
way that is induced in an IkB-kinase-independent man-
ner [28]. Our results are consistent with the model that
p-IkB-independent lysosomal degradation of IkBa occurs
in MM cells exposed to BS-targeted proteasome inhibi-
tors like carfilzomib or bortezomib. By contrast, because
the B2-directed inhibitor LU-102 does not quantitatively
affect the global balance between protein biosynthesis and
destruction, LU-102 may not activate the lysosomal system
to bypass the obstructed proteasomal proteolysis. Indeed,
it has been demonstrated that blocking autophagy prevents
bortezomib-induced NF-kB activation by reducing IkBa
degradation in lymphoma cells [29].

Ibrutinib can increase the cytotoxic effect of bortezomib
on myeloma patient cells in vitro [30], consistent with our
results. However, we lack information about the nature of
this effect, whether it is synergistic or may even in part be
antagonistic, i.e., less than additive. The latter could still
result in an increased cytotoxicity, compared with one drug
alone, but would argue against further clinical development
of both drugs in combination. In our results, bortezomib
was not synergistic with ibrutinib in myeloma or mantle
cell lymphoma cell lines (CI median 4.9), while carfilzomib
showed a consistent synergism (CI median 0.12), in agree-
ment with recent data from combinatorial drug screening
in mantle cell lymphoma [31]. The most robust synergistic
cytotoxicity, however, was induced by LU-102 (CI median
0.028, range 0.001-0.14), consistent with our analy-
sis of p-IkB/IkB signaling, in multiple cell lines of MM
and MCL as well as in bortezomib-resistant primary MM
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Fig. 6 Visualization of
ibrutinib-targeted proteins using HaCat
a fluorescent synthetic ibrutinib- Melanoma
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cells. Interestingly, this synergistic cytotoxic activity can be
observed not only in MM/MCL cells lines with high BTK
expression, but to almost the same extent also in cells with
low/absent detectable BTK protein expression. This sug-
gested that ibrutinib may have additional, as yet unknown
cellular targets that may be involved in mediating this effect.

At present, it is unclear how inhibition of the B2 protea-
some activity fosters synergistic cytotoxicity with ibruti-
nib. In contrast to bortezomib, also carfilzomib has some
B2-inhibiting activity, which may provide the mechanistic
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link for the higher degree of synergy of carfilzomib or
LU-102 with ibrutinib, compared with bortezomib. The pro-
teasome is involved in controlling the intracellular levels of
not only structural, but also most regulatory cellular proteins
involved in cell cycling, proliferation, and differentiation.
The different substrate specificities of the B5 versus 2 are
consistent with the hypothesis that f5 inhibition versus 2
inhibition may differentially affect the turnover of some
key regulatory proteins. A key role of individual “unlock-
ing” proteases that can control the proteolytic destruction
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of individual substrate proteins in a multiprotease proteo-
lytic pathway has been demonstrated for lysosomal antigen
processing [32]. The B2 proteasome subunit may likewise
control the degradation of a regulatory key protein that is
involved in mediating ibrutinib-induced cell death.
Overcoming proteasome inhibitor resistance is a major
problem for MM therapy. Recent data from thorough
analysis of in vitro models and patient material demon-
strate that proteasome inhibitor resistance is most likely
a selection process of myeloma cells under the selective
pressure of proteasome inhibitors. During this process,
myeloma cells with preplasmoblast-like features and low
levels of XBP-1, the major regulator of the unfolded pro-
tein response that at the same time determines plasmo-
blast differentiation and proteasome inhibitor sensitivity,
accumulate [13]. Combining proteasome inhibition with
a targeted therapy directed against the entire B-cell line-
age, including immature cells, such as BTK inhibition, is
a rational strategy to simultaneously treat both, the pro-
teasome inhibitor-sensitive mature myeloma cells and the
proteasome inhibitor-resistant immature cell populations.
We here investigate this concept in an in vitro model that
reflects these fundamental principles: The bortezomib-
resistant and carfilzomib-resistant AMO-1 cells (AMO-
BTZ, AMO-CFZ) used here have been generated under
the selective pressure of the proteasome-inhibiting drugs
and show significantly decreased XBP-1 levels, compared
with the AMO-1 parental line, but at the same time lack
mutations in the active sites of the proteasome ([10] and
M. Kraus, unpublished results), so that they in this respect
closely mimic the situation encountered in vivo. Compared
to their parental cells, AMO-BTZ in particular expresses
increased activity of the B2 proteasome subunit that is not
targeted by bortezomib, a feature that might also contrib-
ute to BTZ resistance [10]. Our results demonstrate that
combination treatment with the B2 inhibitor LU-102 and
ibrutinib overcomes the features of proteasome inhibitor
resistance and has significant synergistic cytotoxic activity
against proteasome inhibitor-adapted myeloma cells, com-
parable to the proteasome inhibitor-sensitive parental cell
line. Importantly, this feature was similarly observed when
primary multiple myeloma cells from a patient with bort-
ezomib-refractory disease were challenged with LU-102
in combination with ibrutinib, while both agents alone had
no cytotoxic effect. It has been previously shown that the
co-administration of ibrutinib with bortezomib increased
cytotoxicity in bortezomib-resistant MCL and DLBCL
cells; however, the NF-kB inducing effet of bortezomib
has only been observed in MM and may be linked to the
highly developed protein biosynthesis machinery of MM
cells [18]. Murray et al. [33] very recently demonstrated
that BTK activity was enhanced in bortezomib-resistant
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MM, and that co-treatment of MM cells with ibrutinib or a
p65-targeted lentiviral construct and bortezomib can partly
restore bortezomib sensitivity, highlighting the crucial role
of NF-kB activity in bortezomib-resistant MM. Our results
support this concept and furthermore show that ibrutinib
in combination with the B2-selective PI LU-102 results in
superior inhibition of NF-kB activation and significantly
improved synergistic cytotoxicity, compared with bort-
ezomib. The combination of ibrutinib and f2-selective pro-
teasome inhibition may therefore represent a rational strat-
egy to overcome proteasome inhibitor resistance of MM.
At the same time, our results suggest therapeutic potential
also for proteasome inhibitors that do not target the rate-
limiting B5 proteasome subunit.

Although our data strongly support synergistic cyto-
toxicity between LU-102 and ibrutinib on myeloma cells,
involving at least partly the NFkB pathway, BTK is likely
not the only relevant target of ibrutinib in this setting. In
our results, as well as other studies investigating the cyto-
toxic activity of ibrutinib on myeloma cells in vitro [26,
30], only very high concentrations of ibrutinib (10 M)
triggered a direct cytotoxic effect on myeloma cells, and
BTK-negative cells were sensitive for synergistic cyto-
toxicity with ibrutinib and LU-102, suggesting alternative
targets that are likewise inhibited by ibrutinib in myeloma
cells. Indeed, ibrutinib (formerly PCI-32765) is known to
target >20 different kinases at IC50 values below 1 uM
[34]. Importantly, the cytotoxic activity of ibrutinib in
myeloma has meanwhile been confirmed in a clinical
phase II trial, but also clinically the ibrutinib dose required
for maximum clinical mono-activity against myeloma was
twice the standard dose used in CLL (840 mg daily, Vij R,
et al. ASH 2014. Abstract 31), also suggesting alternative
targets with slightly lower affinity involved in ibrutinib
activity in myeloma. Using a fluorescence-labeled deriva-
tive of ibrutinib, we here demonstrate that indeed ibrutinib
a non-cytotoxic concentration of 1 wM not only eliminates
BTK activity in MM cells, but specifically targets also
an unidentified 64-kD polypeptide that is present also in
bortezomib-resistant myeloma cells that lacked detect-
able BTK expression but were sensitive to the combina-
tion ibrutinib 4+ LU-102. We are currently on the way to
design a biotin derivative of this ibrutinib probe to be able
to isolate and identify the 64-kDa protein species and to
prove its functional importance. At current stage, our data
suggest that ibrutinib has additional, non-BTK targets in
myeloma cells, which may be of functional relevance for
the mechanism of action of ibrutinib against myeloma.
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6 ANHANG

Wirkung der einzelnen Proteasominhibitoren auf die Zellproliferation

der resistenten MM Zellen

Die Zelllinie AMO-1 wurde an steigende Bortezomib
Konzentrationen (AMO-BTZ) und Carfilzomib Konzentrationen (AMO-CFZ)
adaptiert und als Modell fur Bortezomib-resistentes und Carfilzomib-resistentes
MM verwendet; als Kontrolle diente die ursprtingliche Zelllinie AMO-1 (Wildtyp).
Abb. 6.1, Abb.6.2 wund Abb.6.3 stellen die Wirkung der drei
Proteasominhibitoren Bortezomib, Carfilzomib und LU-102 als Einzelsubstanz
auf die an Bortezomib (AMO-BTZ) oder Carfilzomib (AMO-CFZ) adaptierten

Zelllinien mit Hilfe von MTT assays dar.

Abb. 6.1: Zellproliferation von resistenten MM-  Zelllinien unter
Bortezomib
Die Zelllinien AMO-1, die gegenuber Bortezomib resistente
AMO-BTZ und die
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Abb. 6.2: Zellproliferation von resistenten MM-  Zelllinien unter
Carfilzomib
Die Zelllinien AMO-1, die gegeniber Bortezomib resistente
AMO-BTZ und die
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Abb. 6.3: Zellproliferation von resistenten MM-Zell linien unter LU-102
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