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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Multiples Myelom - eine heterogene Erkrankung

1.1.1 Einfuhrung in die Erkrankung

Die Fortschritte in der Medizin der letzten Jahre und Jahrzehnte ermdglichen inzwischen
die Heilung einer Vielzahl von Krankheiten. Das Multiple Myelom (MM) stellt eine Erkran-
kung dar, fiir die dies bislang noch nicht gelungen ist. Es gilt weiterhin als unheilbar [1].
Als Neoplasie des blutbildenden Systems zeichnet sich das MM durch eine multifokale
Vermehrung terminal differenzierter B-Zellen (Plasmazellen) im Knochenmark aus, die
aufgrund ihrer malignen Transformation in grof3en Mengen abnorme, monoklonale Im-
munglobuline produzieren. Atiologisch zahlt es zur Gruppe der B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphome [2].

Mit 4-6 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner im Jahr ist das MM nach den Leukéa-
mien die zweithaufigste maligne Erkrankung des blutbildenden Systems. Es macht
ca. 10 % der hdmatologischen und 1 % aller Krebserkrankungen aus [3], [4]. Die 5-Jah-
res-Uberlebensrate liegt bei etwa 50 % [5]. Die individuellen Uberlebenszeiten nach Di-
agnosestellung sind allerdings sehr unterschiedlich: Einige der Patienten versterben be-
reits nach wenigen Monaten, wahrend andere eine Lebenserwartung von tber zehn Jah-
ren haben [2]. Diese Daten geben bereits erste Hinweise darauf, wie heterogen die Er-
krankung des MM ist.

Grundlage der Heterogenitat, die sowohl auf inter- als auch intraindividueller Ebene zum
Ausdruck kommt, bildet die komplexe Pathogenese des MM (siehe Abbildung 1): Aus-
gehend von einer Plasmazelle, die durch primére genetische Ereignisse immortalisiert
wird, entwickelt sich die Erkrankung infolge der Akquisition weiterer genetischer Veran-
derungen aus einem Kontinuum von Krankheitsstadien. Hierzu zahlen die asymptoma-
tische monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) und das ebenfalls
asymptomatische Smoldering Myelom, die dem symptomatischen MM regelhaft voraus-
gehen. Ist mit weiterer Krankheitsprogression die Ausbreitung der MM-Zellen nicht mehr
auf das Knochenmark beschréankt, sondern zeigen sich Organmanifestationen oder eine
leukédmieartige Streuung der malignen Zellen im Blut, spricht man von der sog.

Lextramedullary disease“ (EMD) bzw. der Plasmazellleukamie [6], [7].
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Abbildung 1: Initiation und Progression der Myelomerkrankung. Durch die Akquisition von diversen
genetischen Veranderungen bilden sich verschiedene Plasmazell-Subklone, die durch Selektion im Sinne
der darwinistischen Theorie die Transition zwischen den Krankheitsstadien herbeifiihren. Abbildung modifi-
ziert nach [7], Figure 1; Genehmigung liegt vor (CC BY 3.0, © 2014 Prideaux et al.).

Uber die einzelnen Krankheitsstadien hinweg liegen verschiedene Plasmazell-Subklone
vor. Deren Selektion aufgrund klonaler Vorteile im Sinne der darwinistischen Theorie
bildet die Voraussetzung fir Krankheitsprogression, Rezidive und/oder Therapieresis-
tenzen [8]. Einen Selektionsvorteil bildet z. B. der Zugang zum schitzenden Knochen-
mark-Mikromilieu, der durch eine erhdhte Expression des CXC-Motiv-Chemokinre-
zeptors 4 (CXCR4) auf den Tumorzellen vermittelt wird [9].

1.1.2 Diagnostik des Multiplen Myeloms

Die Diagnostik des MM basiert auf vier Saulen, die in Tabelle 1 dargestellt sind: Klinik,
Labordiagnostik, Knochenmarkdiagnostik und Bildgebung.

Tabelle 1: Saulen der Myelomdiagnostik. Tabelle erstellt auf Basis von [10].

Klinik  Leitsymptome:
Knochenschmerzen, Fatigue, Infektneigung, Gewichtsverlust,
schaumender Urin

* Endorganschéaden nach den CRAB-Kriterien:

[C]: Hyperkalzédmie (hypercalcemia)
[R]: Niereninsuffizienz (renal disease)
[A]: Andmie (anemia)

[B]: Knochenlasionen (bone disease)

2
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Labordiagnos- < Elektrolyte
tik * Nierenretentionsparameter
» Gesamteiweil3, Albumin im Serum
» Serumprotein-Elektrophorese
* Immunfixations-Elektrophorese im Serum & Urin
* Immunglobuline (1gG, IgA, IgM) im Serum, quantitativ
+ freie Kappa- & Lambda-Leichtketten im Serum, quantitativ
* 24 h-Sammelurin
LDH, GPT
* 32-Mikroglobulin im Serum

Knochenmark-  « Aspirat: Zytologie, Zytogenetik, Durchflusszytometrie

diagnostik * Biopsie: Histologie
Bildgebung * Niedrig-Dosis-CT
* (konventionelles Rdntgen)
* MRT

- [8F]FDG-PET

Klinik

Die bei Anamnese und kdrperlicher Untersuchung erhobenen klinischen Beschwerden

sind Folge der zunehmenden Ausbreitung der malignen Plasmazellen im Knochenmark
sowie der massiven Immunglobulinsekretion. Im Frihstadium sind die Patienten oft
asymptomatisch oder leiden unter unspezifischen Beschwerden. Hierzu zahlen Kno-
chen- und Muskelschmerzen, Erschopfbarkeit (Fatigue), Anfalligkeit fur Infektionen so-
wie Gewichtsverlust. Der weitere Verlauf ist gepragt von den durch den Plasmazellklon
hervorgerufenen Endorganschaden. Diese sind in den sog. ,,CRAB“-Kriterien (hyper-
calcemia, renal disease, anemia, bone disease) zusammengefasst [10]. Infolge der Kno-
chenmarkinfiltration kann es neben der Anamie auch zu einer Leuko- und/oder Thrombo-
zytopenie kommen. Die hohe Immunglobulinkonzentration bedingt nicht nur eine Scha-
digung der Niere, sondern kann zudem eine periphere Polyneuropathie, ein Hypervisko-
sitdtssyndrom mit Durchblutungsstérungen sowie eine AL-Amyloidose verursachen [11].
Die bei bis zu 20 % der Patienten im Verlauf auftretende EMD fiihrt in Abh&ngigkeit vom
befallenen Organ zu weiteren Symptomen. H&aufige Lokalisationen der EMD sind die
Haut, die Leber und die Niere, grundsatzlich kann aber jedes Organ betroffen
sein [12], [13].
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Labordiagnostik

Zu den Standardmethoden der Labordiagnostik zéhlen die Serumproteinelektrophorese,
die Immunfixationselektrophorese und die quantitative Bestimmung der freien Leichtket-
ten im Serum. Sie dienen der Erfassung einer mdglichen EiweiRveranderung infolge der
Immunglobulinsekretion des MM. Die Erhebung weiterer Parameter wird insbesondere
zur Evaluation der Endorganschaden herangezogen. Uber ihre Bedeutung im Rahmen
der Diagnosestellung hinaus sind die Laborparameter auch relevant fur die Stadienein-
teilung des MM nach dem ,International Staging System® (ISS), das drei prognostisch
bedeutsame Subgruppen definiert [10], [11].

Knochenmarkdiagnostik

Die Knochenmarkuntersuchung dient der Diagnosesicherung bzw. -bestatigung [14].
Neben zytologischen und histologischen Untersuchungen ermdglicht die Fluoreszenz-
in-situ Hybridisierung (FISH) Aussagen uber die Zytogenetik des Plasmazellklons und
damit eine Risikostratifizierung. Prognostisch ungiinstige Aberrationen sind beispiels-
weise die Deletion del(17p) sowie die Translokationen t(4;14) und t(14,16) [10], [15]. Mit-
hilfe der Durchflusszytometrie gelingt anhand von myelomtypischen Oberflachenantige-
nen eine Identifizierung und Quantifizierung der malignen Plasmazellen innerhalb der
Zellpopulationen der Knochenmarkprobe [16].

Bildgebung

Die Rolle der bildgebenden Verfahren im diagnostischen Prozess des MM besteht pri-
mar im Nachweis moglicher Osteolysen. In dieser Funktion hat die Niedrig-Dosis-Com-
putertomographie (CT) ohne Kontrastmittel inzwischen das konventionelle Réntgen auf-
grund der héheren Sensitivitat und Spezifitat weitestgehend abgeldst [17]. Zunehmend
werden auch die Magnetresonanztomographie (MRT) und molekulare Bildgebungstech-
niken wie die [*®F]Fluordesoxyglukose-Positronen-Emissions-Tomographie ([*®F]FDG-
PET) in der Myelomdiagnostik eingesetzt. Die Starke dieser Verfahren liegt in der frih-
zeitigen Detektion der Knochenmarkinfiltration, noch bevor sich diese als Knochen-
destruktion in den radiologischen Verfahren darstellt. Darliber hinaus besitzen beide Mo-
dalitaten eine hohe Sensitivitat fir die Darstellung extramedullarer Manifestationen des
MM [18].

Aussagen bezuglich der Krankheitsaktivitat erméglicht allerdings allein die [*®F]FDG-
PET-Untersuchung. Durch die erhohte Aufnahme des an den Positronenstrahler Fluor-
18 gekoppelten Glukoseanalogons ist es mdglich, metabolisch aktive von inaktiven MM-
Lasionen zu unterscheiden. In der Regel wird die PET mit einer Niedrig-Dosis-CT kom-

biniert. Indem mittels PET die Aktivitdt des Myelomherds beurteilt werden kann und in
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der CT mdgliche Knochendestruktionen erfasst werden, erweist sich die Hybridbildge-
bung der [*®F]JFDG-PET/CT laut Durie et al. als ideale Methode fiir die Diagnostik sowie
die Stadieneinteilung des MM [19]. Dartber hinaus konnte in verschiedenen Studien die
besondere Eignung der [*F]JFDG-PET/CT zur Abschatzung von Prognose und Thera-
pieansprechen gezeigt werden [20], [21], [22]. Problematisch ist allerdings die fehlende
Tumorspezifitat von [*®F]JFDG: Durch die Aufnahme des Radiotracers in benigne Léasio-
nen mit erhéhtem Glukosemetabolismus wie z. B. Entzindungen und Infektionsherde
kann es zu falsch positiven Ergebnissen kommen [23].

Ziel derzeitiger Forschung ist deshalb die Entwicklung neuer Tracer fur die PET-
Bildgebung des MM: Durch die Einbeziehung myelomtypischer Stoffwechsel- und Sig-
nalwege soll eine im Vergleich zu [*®F]FDG gesteigerte Spezifitat fir MM-Lasionen er-
reicht werden. Ein bereits in Patientenkollektiven evaluierter Tracer ist die radioaktiv mar-
kierte Aminosaure L-[Methyl-*1C]Methionin, die wegen der hohen Protein-/Immunglobu-
linsynthese des MM als geeignet erachtet wird [24]. Ebenfalls grol3es Potenzial in Klini-
schen Studien zeigte der 2015 entwickelte PET-Tracer [#8Ga]Pentixafor, der als hochaf-
finer Ligand des Chemokinrezeptors CXCR4 einen auf der Oberflache der MM-Zellen

Uberexprimierten Rezeptor als Zielstruktur nutzt [25].

1.1.3 Therapie des Multiplen Myeloms

Aufgrund der bislang nicht mdglichen Heilung ist das primare Ziel der Myelomtherapie
die rasche Krankheitskontrolle, um langfristig das progressionsfreie Uberleben sowie
das Gesamtiiberleben positiv zu beeinflussen. Als Standard hat sich die Hochdosis-Che-
motherapie mit Melphalan mit nachfolgender autologer Stammezelltransplanta-
tion (ASZT) etabliert. Weitere Bestandteile dieses Hochdosiskonzepts sind die Indukti-
ons-, Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie mit Medikamenten aus verschiedenen
Substanzgruppen [11]. Diese sind auch Bestandteil der Therapieregime fiir Patienten,
die aufgrund von Alter und Komorbiditaten nicht fir eine Stammzelltransplantation ge-
eignet sind (siehe Abbildung 2) [10]. Dexamethason als hochwirksames Glukokortikoid
ist derzeit in fast allen Therapieregimen, bei denen es sich in der Regel um Zwei- bzw.
Dreifachkombinationen handelt, enthalten. Als Kombinationspartner werden klassische
Chemotherapeutika wie das Alkylans Cyclophosphamid oder das Anthrazyklin Doxoru-
bicin eingesetzt. Aber auch die sog. ,neuen Substanzen®, die in den letzten Jahren zu
einer signifikanten Verbesserung der Remissions- und Uberlebensraten der MM-

Patienten beigetragen haben, sind inzwischen fester Bestandteil der Therapie. Zu dieser
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Substanzklasse zahlen z. B. der Proteasominhibitor Bortezomib sowie der Immunmodu-
lator (IMiD) Lenalidomid [10], [26].

A Therapiealgorithmus

Induktions- Hochdosis- || Konsolidierungs- || Erhaltungs-
therapie Chemo- therapie therapie
Ja (Bortezomib- therapie mit (Bortezomib- (Bortezomib
haltige Triple- Melphalan + haltige Mono-/ oder
Therapie) ASZT Kombinations- Lenalidomid)
therapie)

Nei Kombinationstherapie-Schema (ohne ASZT)
ein z.B. Bortezomib/Cyclophosphamid/Dexamethason,

(Knr;nnrbi)ditét, (Bortezomib)/Lenalidomid/Dexamethason
er

Filr Hochdosistherapie
geeighet?

B Eingesetzte Substanzklassen

Alkylantien: z.B. Cyclophosphamid, Melphalan

S [T Anthrazyklin: z.B. Doxorubicin

Glukokortikoide z.B. Dexamethason

Proteasominhibitor: z.B. Bortezomib

ALl i Immunmodulator: z.B. Lenalidomid, Thalidomid

Abbildung 2: Initialtherapie der Myelomerkrankung. In Abhangigkeit von der Eignung des Patienten fiir
eine Hochdosistherapie mit autologer Stammzelltransplantation (ASZT) unterscheidet sich der Therapieal-
gorithmus bei Erstdiagnose (A). Die in den Therapien eingesetzten Substanzen (B) sind fiir beide Algorith-
men gleich. Abbildung erstellt auf Basis von [10], [11].

Trotz der Fortschritte in der Initialtherapie entwickelt die Mehrheit der Patienten ein Re-
zidiv, das sich aggressiver und mit einem deutlich schlechteren Therapieansprechen als
die Priméarerkrankung prasentiert. Als eine mdgliche Erklarung fir diesen Verlauf gilt der-
zeit das im Abschnitt 1.1.1 beschriebene Vorhandensein verschiedener MM-Subklone in
einem Patienten, die neben der inter- und intraindividuellen Heterogenitat auch die Ent-
wicklung einer Therapieresistenz durch Selektion bedingen kénnen [27]. Da in diesem
Krankheitsstadium auch intensivierte Kombinationstherapien mit den ,neuen Substan-
zen“ und wiederholte Stammzelltransplantationen nur ungeniigende Ansprechraten zei-
gen, gilt es, neue Therapiestrategien zu finden. Der Forschungsschwerpunkt liegt dabei
auf der Entwicklung von Substanzklassen, die im Sinne einer ,targeted therapy”“ myelom-
spezifische Angriffspunkte nutzen. Grof3es Potenzial sieht man in den bereits in klini-
schen Studien getesteten Histon-Deacetylase-Inhibitoren sowie in Antikdrpern gegen
MM-Oberflachenstrukturen und Inhibitoren von Signaltransduktionswegen und des Zell-
zyklus [1]. Aber auch das Tumormikromilieu und dabei insbesondere die CXCR4-
CXCL12-Achse hat sich als vielversprechende therapeutische Zielstruktur herauskristal-
lisiert [28].
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1.2 CXCRA4-gerichtete Theranostik beim Multiplen Myelom

1.2.1 Funktion und Potential von CXCR4 im Rahmen der Erkrankung

Neben verschiedenen anderen Tumoren sowohl solider als auch hamatologischer Art
konnte auch fur das MM eine vermehrte Expression des Chemokinrezep-
tors CXCR4 (CD184) nachgewiesen werden [29], [30]. Das unter physiologischen Be-
dingungen auf Lymphozyten und hamatopoetischen Stammzellen exprimierte heptahe-
likale Transmembranprotein aus der Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
wird durch Bindung des CXC-Motiv-Chemokins 12 (CXCL12) aktiviert [31]. Abbildung 3
fasst die von CXCR4 und seinem Liganden vermittelten Effekte, die im Rahmen der

Myelomerkrankung von Bedeutung sind, zusammen.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der CXCR4-vermittelten Effekte in einer MM-Zelle. Die Bin-
dung von CXCL12 an CXCR4 vermittelt Giber die Aktivierung diverser Signalwege eine Reihe von Prozessen,
die fur die Krankheitsprogression des MM von Bedeutung sind. Gleichzeitig mit der Ligandenbindung wer-
den G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) aktiviert, die Uber Desensibilisierung, Endozytose und
Degradation die Dauer des CXCR4-Signals regulieren. Abbildung modifiziert nach [32], Figure 1 und [33],
Figure 1; Genehmigung liegt jeweils vor ([32]: CC BY-NC 3.0, © 2013 Cojoc et al. (Dove Medical Press Ltd);
[33]: CC BY 4.0, © 2015 Pawig et al.).

Eine zentrale Rolle kommt der CXCR4-CXCL12-Achse beim sog. ,Homing“ der MM-
Zellen zu: Das von Stromazellen des Knochenmarks ausgeschittete CXCL12 initiiert,
analog den Prozessen bei den hamatopoetischen Stammzellen, die Migration und Ad-

hasion der CXCR4-exprimierenden MM-Zellen in die Sinusoide des Knochenmarks [34].
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Die Interaktion der MM-Zellen mit dem Knochenmark induziert die Sekretion von Zytoki-
nen wie IL-6, IGF1 und VEGF, die als Vermittler von Wachstum, Uberleben und Resis-
tenzentwicklung gelten [35]. Neben diesen indirekten, tUber das schitzende Knochen-
mark-Mikromilieu vermittelten Effekten fuhrt die Bindung von CXCL12 an den CXCR4
der MM-Zellen durch Aktivierung nachgeschalteter Signalwege auch auf zellularer
Ebene zu antiapoptotischen und proliferationsférdernden Signalen [36]. Die Dauer des
CXCRA4-Signals wird Uber die Prozesse der Desensibilisierung, Endozytose und Degra-
dation streng reguliert: Mit Bindung des Liganden kommt es zur Phosphorylierung der
intrazellularen Doméane von CXCR4 durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkina-
sen (GRK). Dieser Schritt initiiert Uber die Anlagerung von Arrestin die Entkopplung des
Chemokinrezeptors vom G-Protein (Desensibilisierung) und die Clathrin-vermittelte En-
dozytose von CXCR4. Die in Endosomen gespeicherten Rezeptoren werden entweder
in Lysosomen abgebaut (Degradation) oder kénnen wieder an die Zelloberflache trans-
portiert werden (Recycling). Neben der dynamischen Modulation der CXCR4-
Expression durch diese Lokalisationsveranderungen wird sie auch durch Vorgéange auf
Ebene der Transkription und Translation reguliert [37]. Wegen der intrazellularen Spei-
chermoglichkeit in Endosomen korrelieren CXCR4-Oberflachenexpression und die
durch Transkriptions- und Proteinanalysen bestimmbare Gesamtrezeptorzahl allerdings
nicht zwingend miteinander: Auch Zellen, die nur eine geringe CXCR4-Expression an
der Zelloberflache zeigen, besitzen zum Teil groRe zytoplasmatische Assimilationen des
Rezeptors [38], [39].

Zusammenfassend stellt der Chemokinrezeptor CXCR4 aufgrund seiner zentralen Rolle
in der Tumorgenese des MM eine attraktive Zielstruktur fir eine tumorspezifische Diag-
nostik und Therapie dar, was ihn fir ein sog. ,theranostisches Konzept® qualifiziert. Wie
der Begriff bereits suggeriert ist das primare Ziel dieses Ansatzes, eine spezifische Tu-
morstruktur sowohl diagnostisch als auch therapeutisch zu nutzen. Eine maégliche Klini-
sche Umsetzung des Konzepts basiert auf nuklearmedizinischen Methoden: Die tumor-
spezifische Zielstruktur wird mittels in vivo PET-Bildgebung zuné&chst visualisiert und im
Anschluss mit einem Radiopharmakon therapeutisch adressiert. Auf diese Weise gelingt
eine krankheitsspezifische Charakterisierung der malignen Zellen auf molekularer

Ebene, was eine gezielte und personalisierte Tumortherapie erméglicht.

1.2.2 CXCRA4-gerichtete Bildgebung beim Multiplen Myelom

Um das theranostische Konzept fir CXCR4 in die Klinik transferieren zu kdénnen, be-

durfte es zunachst der Entwicklung eines Radionuklid-gekoppelten Tracers, der mit
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hoher Spezifitdt an den Oberflachenrezeptor bindet und auf diese Weise eine in vivo
Quantifizierung der CXCR4-Oberflachenexpression ermdglicht. Hierflir wurden in den
letzten Jahren einige Radiotracer etabliert [40], [41]. Klinisch am haufigsten zum Einsatz
kommt [(8Ga]Pentixafor ([*®®Ga]CPCR4.2): ein cyclisches Pentapeptid mit hoher Affinitat
zu CXCR4, welches an den Positronenstrahler Gallium-68 gekoppelt ist [42].
Experimente in praklinischen Modellen bescheinigten dem Tracer eine hohe Sensitivitat
und Spezifitat fir die CXCR4-Darstellung [25]. Lapa et al. konnten durch Untersuchun-
gen an Patienten mit fortgeschrittener Myelomerkrankung auch dessen klinische Eig-
nung bestéatigen. Aufgrund der hohen inter- und intraindividuellen Heterogenitéat der
CXCR4-Expression verschiedener MM-L&sionen scheint das Potenzial der [®8Ga]Penti-
xafor-PET allerdings weniger in der diagnostische Bildgebung zu liegen als vielmehr in
der Krankheitscharakterisierung und der Selektion von Patienten, die von einer CXCR4-
basierten Therapie profitieren. Es wird zudem empfohlen, den [®®Ga]Pentixafor- um ei-
nen [*¥F]JFDG-PET-Scan zu erganzen [43], [44]. Letzterer soll als Referenz herangezo-
gen werden, um ein Uberwiegen metabolisch aktiver, CXCR4-negativer MM-L&sionen
auszuschlie3en (siehe Abbildung 4).

[*®Ga]Pentixafor [**F]FDG [58Ga]Pentixafor [1%F)FDG

Patient #22 Patient #34

Abbildung 4: Interindividuelle Heterogenitat der CXCR4-Oberflachenexpression bei MM-Patienten.

Die PET/CT-Aufnahmen (jeweils [f8Ga]Pentixafor und als Referenzstandard [8F]FDG) von zwei Patienten
mit aktiver Myelomerkrankung demonstrieren die Heterogenitat des MM anhand der Extreme einer aus-
schlieBlich CXCR4-positiven Erkrankung (Patient #22) sowie einer komplett CXCR4-negativen Erkran-
kung (Patient #34). Abbildung aus [43], Figure 3; Genehmigung liegt vor (CC BY-NC 4.0, © 2017 Ivyspring
International Publisher).
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1.2.3 CXCRA4-gerichtete Therapie beim Multiplen Myelom

Das therapeutische Pendant des CXCR4-gerichteten theranostischen Konzepts basiert
auf einer Endoradiotherapie (ERT) mit dem an die Betastrahler Lutetium-177 bzw.
Yttrium-90 gekoppelten CXCR4-Liganden Pentixather. Pentixather ist ebenso wie das in
der PET-Bildgebung eingesetzte Pentixafor ein Peptid-Analoga und auch strukturell eng
mit diesem verwandt, lediglich geringe Modifikationen am Peptid-Grundgerist waren
aufgrund der Kopplung mit den therapeutischen Radionukliden erforderlich. Nachdem in
préaklinischen Analysen eine hohe Affinitat, Selektivitat und Spezifitat fir den humanen
CXCR4 belegt werden konnte, wurde die CXCR4-gerichtete ERT im Rahmen einer
~proof-of-concept“-Serie auch im klinischen Bereich getestet [45], [46].

Die therapeutische Sequenz der ERT beinhaltet dabei mehrere Schritte: Nach Bestati-
gung einer ausreichend hohen CXCRA4-Expression mittels [(8Ga]Pentixafor- und
[*®F]FDG-PET/CT erfolgt zunachst die Durchfiihrung einer pratherapeutischen Dosime-
trie mittels SPECT/CT und planarer Szintigraphie. Als Tracer wird dabei [*’Lu]Penti-
xather eingesetzt, da Lutetium-177 im Gegensatz zu Yttrium-90 neben Beta- auch Gam-
mastrahlung emittiert. Hintergrund dieser Malinahme ist neben der Abschatzung der er-
reichbaren Tumordosis auch der Ausschluss einer relevanten Speicherung des Tracers
in kritischen Organen wie den Nieren. Drei bis sieben Tage nach der Dosimetrie folgt die
therapeutische Injektion von [*7Lu]- bzw. [*°Y]Pentixather mit dem Ziel, CXCR4-positive
Tumorkompartimente sowie Uber den strahlungsinduzierten ,Bystander®-Effekt auch
CXCR4-negative MM-Klone zu eliminieren. Die durch die ERT induzierte Knochen-
marksuppression wird als Teil des Konditionierungsschemas der Stammzelltransplanta-
tion genutzt und durch eine nachfolgende Hochdosischemotherapie komplettiert. Die
ASZT folgt frlhestens 14 Tage nach der ERT [44].

Die Ergebnisse fir die ersten Anwendungen der ERT nach diesem Protokoll sind positiv.
Sie bestétigen eine deutliche Antitumoraktivitat der ERT in einem Kollektiv von Patienten
mit therapierefraktarem Myelomrezidiv. In Anbetracht der aktuellen Studienlage scheint
die CXCR4-gerichtete ERT eine nebenwirkungsarme Therapieoption zu sein, die als gut
vertraglicher Bestandteil der Konditionierungstherapie vor geplanter SZT eingesetzt wer-
den kann [46], [47].

Aufgrund der fortgeschrittenen Krankheitsstadien ist es allerdings nicht selten notwen-
dig, wahrend der Vorbereitungsphase der ERT eine begleitende bzw. Uberbrickende
Chemotherapie einzuleiten. Dass diese die CXCR4-Expression beeinflussen kann, zei-
gen die von Lapa et al. publizierten Daten [48]. Sie beschreiben den Fall eines MM-

Patienten, bei dem infolge eines Chemotherapiezyklus mit dexa-BEAM (Dexamethason,
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Carmustin, Etopsid, Cytarabin und Melphalan) die initial hohe Rezeptorexpression nicht
mehr nachweisbar war (siehe Abbildung 5), was die Durchfihrung der geplanten ERT
ausschloss. Uber die Vorgange auf zellularer Ebene, die diesem Effekt der chemothera-
peutischen Begleittherapie auf die Rezeptorexpression zugrunde lagen, ist bislang aller-
dings wenig bekannt. Um kinftig den Einsatz CXCR4-gerichteter Verfahren in der
Myelomdiagnostik und -therapie zu optimieren und auszubauen, bedarf es deshalb wei-
terer Studien, die die therapieinduzierte Ab- sowie vorzugsweise Zunahme der CXCR4-

Expression naher untersuchen.

Chemotherapie
(dexa-BEAM)

>

)

1
2
}
: A
(o
[68Ga]Pentixafor- ['77Lu]Pentixather-
PET/CT Dosimetrie

Abbildung 5: Chemotherapie-induzierte CXCR4-Herabregulation bei einem Patienten mit fortge-
schrittener Myelomerkrankung. Die [(8Ga]Pentixafor-PET-Aufnahme zeigt eine hohe CXCR4-Expression
der intra- (schwarzer Pfeil) und extramedullaren (weiBer Pfeil) MM-L&sionen. Diese ist in der nach einem
Chemotherapie-Zyklus mit dexa-BEAM durchgefiihrten [77Lu]Pentixather-Dosimetrie nicht mehr nachweis-
bar. Abbildung modifiziert nach [44], Figure 7; Genehmigung liegt vor (© 2017 Elsevier).

1.3 Fragestellung

Die Variabilitaét der CXCR4-Expression, die sowohl auf inter- als auch intraindividueller
Ebene zum Tragen kommt, stellt bislang eine der Hauptlimitationen des effektiven Ein-
satzes CXCR4-gerichteter Verfahren in der Diagnostik und Therapie (= Theranostik) des
MM dar. Dabei scheint die CXCR4-Oberflachenexpression ein hdchst dynamischer Pro-
zess zu sein, der neben einer Vielzahl anderer Faktoren auch durch eine begleitende
Chemotherapie beeinflusst werden kann.

Ob die therapieinduzierten Expressionsveranderungen das Potenzial besitzen, die Re-

zeptorzahl gezielt zu steuern und so die Effektivitdt der CXCR4-gerichteten Strategien
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Zu steigern, soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit gepruft werden. Hierflr wird der
Einfluss verschiedener, in der Myelomtherapie haufig eingesetzter Substanzen sowie
Substanzkombinationen auf die CXCR4-Expression von MM-Zellen in in vitro Experi-
menten systematisch untersucht.

Zur Analyse der CXCR4-Expression wurde neben der Durchflusszytometrie das Verfah-
ren der dASTORM-Mikroskopie genutzt. Um die Funktionalitdt der Expressionsanderun-
gen zu evaluieren, wurde das Bindungsverhalten des auch in der klinischen PET-
Bildgebung eingesetzten CXCR4-Liganden [*8Ga]Pentixafor mittels Gammacounter in
Uptake-Versuchen analysiert. Diese wurden, analog dem Vorgehen im klinischen Set-
ting, um Uptake-Versuche mit dem Standardtracer [*®F]FDG erganzt.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethikvotum

Alle Versuche, bei denen primare, von Patienten stammende MM-Zellen eingesetzt wur-
den, erfolgten mit Genehmigung der Ethikkommission der Universitat Wirzburg (AZ-
18/09) und unter Einhaltung des Datenschutzes sowie der vorgegebenen ethischen

Richtlinien fur den Umgang mit Patientenmaterial. Das Einverstandnis der Patienten zur

Verwendung der Proben lag jeweils vor.

2.2 Material

2.2.1 Laborgerate

Tabelle 2: Laborgerate

Gerat

Hersteller

Autoklav MELA 6, Autoklav 23

MELAG Medizintechnik, Berlin

Brutschrank HERA cell

Heraeus Holding, Hanau

Durchflusszytometer FACSCalibur

Becton Dickinson, Heidelberg

Gammacounter 2480 Wizard2

PerkinElmer Corporation, Waltham

Gefrierschrank HERA Safe, freeze

kendro labaratory products

Heraeus Holding, Hanau

Kihlschrank Oko Super glass line

LIEBHERR International, Bulle

Lichtmikroskop AXIO ZEISS, Vert. Al

Carl Zeiss Microscopy, Goéttingen

Membran-Vakuumpumpe LABOPORT®
N86KN.18

KNF Neuberger, Freiburg

Mikroliterpipetten

Eppendorf, Hamburg

SLR-Digitalkamera EOS 1000 D
(Objektiv: EF-S 18-55mm 1:3,5-5,6 IS II)

Canon, Tokio

Pipettierhelfer accu-jet® pro

BRAND, Wertheim

Thermostatschrank AL 186

Aqualytic, Dortmund

Tischzentrifuge Heraeus Fresco 21

Thermo Electron LED, Osterode am Harz

Stepper HandyStep®

BRAND, Wertheim

Sterilbank HERA Safe, Laminar-Airflow-

Kabine

Heraeus Holding, Hanau

Stoppuhr Timer

TFA Dostmann, Wertheim-Reicholzheim
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Gerat

Hersteller

Wasserbad WB 14

Memmert, Schwabach

Zellzahler Scepter 2.0 Cell Counter

Merck Millipore, Darmstadt

Zentrifuge Megafuge 2.0 R

Heraeus Holding, Hanau

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Durchflusszytometrie-Réhrchen 5 ml

Sarstedt, Niumbrecht

Kammerobjekttrager

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Mikrotierplatte 96 Well

Greiner bio-one, Frickenhausen

Mikrotierplatte 4 Well

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Pasteurpipetten

BRAND, Wertheim

Pipettenspitzen (mit & ohne Filter)

Sarstedt, Niumbrecht

Reaktionsgefal? 1,5 ml, 15 ml, 50 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Spulsubstanzen Durchflusszytometer
FACSClean, FACSRinse, FACSFlow

Becton Dickinson, Heidelberg

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zellkulturflaschen CELLSTAR®, Filter-

schraubverschluss, 25 cm?, 75 cm?

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zellschaber

Greiner bio-one, Frickenhausen

2.2.3 Reagenzien

Tabelle 4: Reagenzien

Reagenzien Hersteller Bestellnr.

Carbofluoreszein-Succinimidyl-Ester-Tro- Thermo Fisher C34554

ckenfarbstoff (CFSE) Scientific, Waltham

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie, D2650
Taufkirchen

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Thermo Fisher 14190-094

(DPBS) Scientific, Waltham

Fetales Kélberserum (FCS) Thermo Fisher 10270-106

Scientific, Waltham
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Reagenzien Hersteller Bestellnr.

Formaldehyd-L6sung Sigma-Aldrich Chemie, 47608
Taufkirchen

Interleukin-6 (IL-6) Miltenyi Biotec, 130095-365
Bergisch Gladbach

GlutaMAX-I (L-Alanyl-L-Glutamin) Thermo Fisher A12860-01
Scientific, Waltham

Natriumpyruvat Thermo Fisher 11360-039
Scientific, Waltham

Penicillin-Streptomycin Thermo Fisher 15140-122
Scientific, Waltham

Rosewell Park Memorial Institute (RPMI)  Thermo Fisher 21875-034

1640-Medium Scientific, Waltham

2.2.4 Loésungen und Puffer

Tabelle 5: Losungen und Puffer

Losung/Puffer Zusammensetzung Lagerung
CFSE-Farbelésung 5 mM, in DMSO -20 °C, lichtge-
schutzt
FACS-Puffer DPBS + 3 % FCS 4°C
PBS-Puffer DPBS + 5 % FCS 4°C

2.2.5 Zellmaterial

Zelllinien
Es wurden vier humane MM-Zelllinien verwendet: OPM-2, INA-6, AMO-1 und MML1.S.

Deren Charakteristika sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Charakteristika der eingesetzten Zelllinien
Zelllinie  Herkunft Wachstumsverhalten, Artikelnummer
Verdopplungszeit (VZ)

OPM-2 peripheres Blut einer  in Suspension einzeln DSMZ, ACC 50
42-jahrigen Frau mit ~ wachsende, runde bis po-
MM-Rezidiv lygonale Zellen,
(IgG A) VZ:50-60 h
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Zelllinie  Herkunft Wachstumsverhalten, Artikelnummer
Verdopplungszeit (VZ)

INA-6 Pleuraerguss eines in Suspension einzeln Bereitstellung
80-jahrigen Mannes wachsende, runde Zellen, durch die Abteilung
mit Plasmazellleukd-  IL-6 abhangiges Wachs- fur Hamatologie &
mie (1gG k) tum [49], Onkologie, Univer-

VZ:72-90 h sitatsklinikum
Wirzburg (Prof. Dr.
med. F. Jundt)

AMO-1 Aszites einer 64-jahri- in Suspension einzeln DSMZ, ACC 538
gen Frau mit duo- wachsende, runde Zellen,
denalem Plasmozy- VZ:70-90 h
tom (IgA k)

MML1.S peripheres Blut einer  partiell adharent wach- ATCC, CRL-2974

56-jahrigen Frau mit
MM (IgA A),
S: Steroid sensible

Variante der Zelllinie

sende, runde Zellen,
VZ: 72 h

Primare MM-Zellen

Die primaren MM-Zellen stammten aus Knochenmarkaspiraten von Patienten, die im

Zeitraum von Juli 2017 bis Februar 2018 in der Abteilung fir Hamatologie und Onkologie

des Universitatsklinikums Wiurzburg betreut wurden.

Die Isolierung der MM-Zellen aus den Aspiraten anhand des Oberflachenmarkers

CD138* erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Dr. Thorsten Stihmer (Lehrstuhl fir Trans-

lationale Onkologie des Universitatsklinikums Wirzburg) geman dem in der Literatur be-

schriebenen Procedere [50]. Die in Nahrmedium suspendierten Zellen wurden in 1,5 ml-

ReaktionsgefalRen tibergeben.
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2.2.6 Therapeutika

Tabelle 7: Eingesetzte MM-Therapeutika

Therapeutikum Substanz- Hersteller, Lotnr. Stammlo6-
klasse Bestellnr. sung

Bortezomib Proteasom- Selleck Chemi- S101314 1 mM,
(PS-341, Borte) inhibitor cals, Minchen, in DMSO

S1013
Cyclophosphamid- Alkylans Sigma-Aldrich MKBX1822V 100 mM,
Monohydrat (Prodrug) Chemie, Taufkir- in H.O
(Cyclo) chen,

C0768-1G
Dexamethason Glukokortikoid  Sigma-Aldrich BCBT5644 10 mM,
(Dexa) Chemie, Taufkir- in DMSO

chen,

D4902-25MG
Doxorubicin- Anthrazyklin Sigma-Aldrich 0000007763 10 mM,
Hydrochlorid Chemie, Taufkir- in H,.O
(Doxo) chen,

44583-1MG
Lenalidomid Immunmodu-  Sigma-Aldrich 0001605378 10 mM,
(Lena) lator Chemie, Taufkir- in DMSO

(IMID) chen,
CDS022536-
100MG

Die Stammlésungen der eingesetzten Therapeutika wurden jeweils in Aliquots eingefro-
ren. Fur Cyclophosphamid, Dexamethason, Doxorubicin und Lenalidomid war dabei eine
Temperatur von -20 °C ausreichend, Bortezomib erforderte eine Lagerung bei -80 °C.

Der DMSO-Gehalt der fiir die Experimente eingesetzten Bortezomib-, Dexamethason-
und Lenalidomid-L&sungen betrug maximal 1 %. Unter diesen Bedingungen konnten re-
levante Auswirkungen des Lésungsmittels auf die Zellproliferation sowie auf die CXCR4-

Expression ausgeschlossen werden (siehe Anhang-Abbildung Al, A2).
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2.2.7 Antikorper

Tabelle 8: Antikdrper fiir Durchflusszytometrie und dSTORM-Mikroskopie

Antigen Wirts- Fluoreszenz- Hersteller, Verdin-
spezies, markierung Bestellnr. nung
Klon
Durchflusszytometrie
CXCR4 Maus, PE Miltenyi Biotec, 1:10
(CD184) 12G5 Bergisch Gladbach,
130-098-354
IgG2a.K Isotyp- Maus, PE Becton Dickinson, 1:10
Kontrolle G155-178 Heidelberg,
555574
dSTORM-Mikroskopie
CXCR4 Ratte, AlexaFluor Thermo Fisher 5 pg/ml
(CD184) 2B11 647 Scientific, Waltham,
14-9991-82

Die Aufbewahrung der Antikorper erfolgte jeweils lichtgeschiitzt bei 4 °C.

2.2.8 Radiotracer

Tabelle 9: Radiotracer

Radiotracer Halbwertszeit ti, Maximale Energie des
Positrons E"max

[*®F]FDG 110 min 1,9 MeV

[8Ga]Pentixafor 68 min 0,6 MeV

Die verwendeten Radiotracer wurden von den Mitarbeitern der Radiopharmazie der Kili-

nik und Poliklinik fir Nuklearmedizin des Universitatsklinikums Wuirzburg hergestellt. Die

Ubergabe der mit PBS-Puffer verdiinnten Eluate erfolgte in sterilen 1,5 ml-Reaktionsge-

falken.
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2.2.9 Software

Tabelle 10: Software

Programm Hersteller

BD CellQuest Research Software Becton Dickinson, Heidelberg
GraphPad Prism 8 GraphPad Software, San Diego
Microsoft Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmond

2.3 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 6 zusammengefasst. Alle Experimente wurden un-
ter in vitro Bedingungen durchgefuhrt.
Die methodische Durchfiihrung wird in Abschnitt 2.4 erlautert.

Durchflusszytometrie

MM-Therapeutika « Proliferation (Dosis-

« Bortezomib Wirkungskurven)
« Cyclophosphamid + CXCR4-Expression

A. MM-Zelllinien  ° Dexamethason dSTORM-Mikroskopie
(OPM-2, INA-6, AMO-1, * Doxorubicin « CXCR4-Expression
MM1.S) _+_Lenalidomid

’ + Borte/Dexa Inkubationsd Uptake-Versuche

L . nkubationsdauer: . ['8FIFDG-Aufnahme
B. Primire MM-Zellen * Doxo/Dexa + Zellinien- 48 h [°F]

+ [%8Ga]Pentixafor-Bindung
* Primare MM-Zellen: 2 h

£ Inkubationsdauer: L -
« Zelllinien: Durchflusszytometrie
1/2/4/8/16/24/48 h + CXCR4-Expression im

Zeitverlauf

Abbildung 6: Versuchsaufbau zur Untersuchung des Einflusses von MM-Therapeutika auf die
CXCR4-Expression von MM-Zellen

Dosis-Wirkungsbestimmungen

Zunachst wurde der proliferationshemmende Effekt der eingesetzten MM-Therapeutika
in den verschiedenen Zelllinien durchflusszytometrisch quantifiziert, indem Dosis-Wir-
kungskurven erstellt wurden. Die je Zelllinie getesteten Substanzkonzentrationen sind in
Tabelle 11 aufgefuhrt. Anhand der Dosis-Wirkungskurven wurden fiir die einzelnen Sub-
stanzen und Zelllinien die Konzentrationen, die mit einer 50 %-igen Proliferationsreduk-
tion assoziiert waren (ICsp), ermittelt. Auch fir die in den Zelllinien OPM-2 und INA-6
untersuchten Kombinationstherapieregime Bortezomib/Dexamethason und Doxorubi-
cin/Dexamethason wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt. Hierfir wurden je Zelllinie
konstante Konzentrationen an Bortezomib bzw. Doxorubicin, die mit einer relativen

Proliferation von 60-80 % assoziiert waren, mit aufsteigenden Konzentrationen von
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Dexamethason kombiniert (siehe Tabelle 11). Dies erméglichte die Definition von ICso-

Werten fur die Kombinationstherapieregime.

Tabelle 11: Getestete Konzentrationsbereiche je Therapieregime und Zelllinie

Substanz Getesteter Konzentrationsbereich

Monotherapieregime

OPM-2 INA-6 AMO-1 MML1.S
Borte 1-5nM 3-10 nM 2,5-10 nM 2,5-12,5 nM
Cyclo 1-50 uM 0,5-5 mM 0,5-5 mM 50-800 puM
Dexa 50-100 pM 25-100 pM 25-100 pM 50-100 pM
Doxo 0,3-5 UM 0,5-10 UM 1-10 pM 0,5-20 uM
Lena 10-100 uM 25-100 pM 25-100 pM 50-100 pM
Kombinationstherapieregime
OPM-2 INA-6

Borte/Dexa 3,5 nm Borte 6 nM Borte
Doxo/Dexa 2 uM Doxo + 25/50/75/100 M Dexa 2 uM Doxo

CXCR4-Expressionsanalysen

Im Anschluss an die Dosis-Wirkungsbestimmungen folgten verschiedene Experimente,
die den Einfluss der Therapeutika auf die CXCR4-Expression untersuchten. Mit den MM-
Zelllinien wurden durchflusszytometrische und dSTORM-mikroskopische Analysen so-
wie Uptake-Versuche durchgefihrt. Hierfir wurden die Zellen jeweils in einer Konzent-
ration von 5*10° Zellen/ml in Well-Platten bzw. 25 cm?-Kulturflaschen ausgesat. Fir ihre
Behandlung wurden die ermittelten ICso-Konzentrationen verwendet. Bei einzelnen Ex-
perimenten wurden zusétzliche Konzentrationen eingesetzt, diese sind an den entspre-
chenden Stellen genannt. Als Inkubationszeit wurde 48 h gewahlt. Eine Ausnahme bil-
dete die durchflusszytometrische Untersuchung zum Einfluss der Monosubstanzen auf
die CXCR4-Expression im Zeitverlauf. Hier wurde nach 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h und
48 h Inkubationsdauer die Rezeptorexpression bestimmit.

Die primaren MM-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie und dSTORM-Mikroskopie
untersucht. Die Konzentration der in Well-Platten ausgesaten Zellsuspensionen betrug
in Abhangigkeit von der GroRe der Patientenprobe zwischen 1,5-3*10° Zellen/ml. Bei der
Wabhl der fur die Behandlung der primaren MM-Zellen eingesetzten Bortezomib-Konzent-

ration von 10 nM wurde sich an den in den MM-Zelllinien ermittelten ICso-Werten
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orientiert, die gewahlte Dexamethason-Konzentration von 40 nM stammt aus der Litera-

tur [51]. Die fur die primaren MM-Zellen definierte Inkubationszeit betrug 2 h.

2.4 Methoden
2.4.1 Zellkultur

2.4.1.1 Kulturbedingungen und -medium

Die Kultur der Zellen erfolgte in 75 cm?-Kulturflaschen bei 37 °C, 5,5 % CO, und
90 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank. Als Kulturmedium wurde RPMI 1640 verwendet,
welchem 10 % FCS, 2 mM GlutaMAX-I, 1 mM Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin sowie
100 pg/ml Streptomycin zugesetzt wurden. Aufgrund der IL-6-abhangigen Proliferation
der INA-6-Zelllinie wurde deren Mediumansatz um die Zugabe von 2,7 ng/ml IL-6 er-
ganzt.

Die primaren MM-Zellen wurden maximal zwei Tage kultiviert. Die MM-Zelllinien wurden
mehrere Wochen in Kultur gehalten. Es erfolgte eine regelméRige Kontrolle des Zell-
wachstums mit dem Lichtmikroskop. Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen gesplittet,
indem ein Teil der Suspension in eine neue Kulturflasche umgesetzt und mit Kulturme-
dium aufgefiillt wurde. Die partiell adhdrenten MM1.S-Zellen wurden vor dem Splitten

mittels Zellschaber vom Boden der Kulturflasche gelost.

2.4.1.2 Auftauen der Zellen

Die Langzeitlagerung der Zelllinien erfolgte in flissigem Stickstoff. Fir den Auftauvor-
gang wurden die in Einfriermedium suspendierten Zellen im Wasserbad angetaut und
anschliel3end in eine Kulturflasche, in der Kulturmedium vorgelegt war, tbergefthrt.
Nach 12-14 h wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt, um das zytotoxische DMSO des

Einfriermediums aus der Zellsuspension zu entfernen.

2.4.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Die fur die Versuche erforderliche Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit dem vollautoma-
tischen Zellzahler Scepter 2.0 Cell Counter. Das Gerat basiert auf dem Coulter-Prinzip:
Durch die Erfassung von Anderungen des elektrischen Widerstands zwischen zwei
Elektroden lassen sich Aussagen uUber die Zellzahl, die durchschnittliche ZellgroRe sowie
die Vitalitat einer Zellsuspension treffen. Die Ausgabe dieser Parameter erfolgt Gber ein

in den Zellzahler integriertes Display [52].
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Zur Durchfuhrung der Zellzahlung wurde durch die Zugabe von Medium eine im Mess-
bereich des Systems (10.000-500.000 Zellen/ml) liegende Verdinnung der Zellsuspen-
sion hergestellt. Mit einem Probenvolumen von 300-500 pl erfolgte anschlieRend die Be-

stimmung der Zellzahl in einem 1,5 ml-Reaktionsgefali.

2.4.2 Durchflusszytometrie

2.4.2.1 Hintergrund

Die Analyse von molekularen und physikalischen Eigenschaften von Zellen unter Einsatz
eines fokussierten Lichtstrahls bildet das Grundprinzip der Durchflusszytometrie (flu-
orescence-activated cell sorting = FACS). Die zu analysierende Zellsuspension wird mit-
hilfe eines Hiullstroms vereinzelt und im rechten Winkel an der Lichtquelle vorbeige-
fuhrt [53]. Durch Detektion des Vorwartsstreulichts (forward scatter = FSC, Mal3 fur Zell-
groRe) und des Seitwartsstreulichts (sideward scatter = SSC, Mal fiir Zellgranularitét)
wird eine Unterscheidung verschiedener Populationen innerhalb der Zellsuspension
moglich (Gating). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde dieses Prinzip genutzt, um
die Population der vitalen MM-Zellen anhand ihrer charakteristischen Position im Dich-
tediagramm von Zelltrimmern und -aggregaten abzugrenzen (siehe Abbildung 7, A).
Der Einsatz von Fluoreszenzmarkern erméglicht es, die Zellpopulation naher zu klassi-
fizieren. So wurde in dieser Arbeit der CFSE-Farbstoff zur Analyse der Zellproliferation
und der an den CXCR4-Antikorper gekoppelte Farbstoff Phycoerythrin (PE) zur Quanti-
fizierung der CXCR4-Oberflachenexpression eingesetzt. Das CFSE-Signal wurde im
Fluoreszenzkanal FL1 erfasst, das PE-Signal im FL2-Kanal.

Die Auswertung aller durchflusszytometrischer Rohdaten erfolgte mit der Cell-Quest Re-
search-Software. Als Mal3 fur die Fluoreszenzintensitat (MFI = mean fluorescent inten-
sity) der einzelnen Proben wurde jeweils das geometrische Mittel herangezogen, wel-
ches die im Histogramm dargestellte Haufigkeitsverteilung der Messsignale als Zahlen-
wert zusammenfasst (siehe Abbildung 7, B+C). Um bei der CXCR4-Antikorper-Farbung
den Einfluss unspezifischer Antikdrperbindungen auszuschlieen, wurde der um das

Fluoreszenzsignal der Isotyp-Kontrolle bereinigte Wert verwendet.
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CFSE-Farbung CXCR4-Antikorper-Farbung
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Abbildung 7: Auswertungsinstrumente der Durchflusszytometrie. (A) zeigt das Dichtediagramm mit
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den Parametern FSC und SSC, das zur Identifikation (Gating) der vitalen MM-Zellen (Gate R1) herangezo-
gen wurde. Unter (B) und (C) sind exemplarisch Histogramme (x-Achse: Fluoreszenzintensitat der Einzel-
messung, y-Achse: Anzahl der Fluoreszenzsignale) und die zugehdrigen Auswertungen sowohl der CFSE-
als auch der CXCR4-Antikorper-Farbung dargestellt. Der Balken M1 definiert die innerhalb des Gates R1
erfassten Fluoreszenzsignale, M2 enthalt die Fluoreszenzsignale von M1 abziglich denen der Isotyp-Kon-
trolle. Als MaR fur die Fluoreszenzintensitat wurde jeweils das geometrische Mittel verwendet.

2.4.2.2 Zellpraparation fiur die Dosis-Wirkungsbestimmungen mittels CFSE-Farbung

Die CFSE-Farbung wurde fir die Proliferationsanalysen der Zelllinien, die zur Erstellung
der Dosis-Wirkungskurven fir die Mono- und Kombinationstherapieregime erforderlich
waren, genutzt. Als membrangangiger Farbstoff durchdringt CFSE die Zellmembran und
bindet zytoplasmatische Proteine. Mit jeder Zellteilung halbiert sich die Farbstoffmenge
in den Zellen. Die daraus resultierende Reduktion des Fluoreszenzsignals ermdglicht
eine Aussage Uber die Proliferation der Zellpopulation: Je hoher die Fluoreszenzintensi-
tat, desto geringer die Proliferationsrate [54].

Fur die Farbung wurden die Zellen zunachst mit PBS-Puffer auf die Konzentration von
5*10° Zellen/ml eingestellt. Nach Zentrifugation (1300 rpm, 4 min, bei Raumtemperatur)
und Absaugen des Uberstands folgte die Resuspendierung mit PBS-Puffer (0,5 ml pro
ml Zellsuspension) sowie die Zugabe der CFSE-Farbelésung (1,0 ul pro ml Zellsuspen-
sion). Die Inkubation erfolgte fur drei Minuten bei Raumtemperatur unter lichtgeschuitz-
ten Bedingungen. Um ungebundenes CFSE vollstandig aus der Zellsuspension zu ent-
fernen, wurde der Ansatz im Anschluss mit PBS-Puffer aufgefllt, zentrifu-
giert (1300 rpm, 4 min, bei Raumtemperatur) und der Uberstand abgenommen. Die Aus-
fuhrung dieses Waschschrittes erfolgte insgesamt drei Mal. Nach dem letzten Waschen
wurde das geféarbte Pellet in Kulturmedium aufgenommen und mit einem Volumen von
200 pl/Well in eine 96-Well-Platte ausgesat. Es folgte die Zugabe der Substanzen. Nach
Ablauf der 48-stiindigen Inkubationszeit wurden die Zellsuspensionen aus den einzelnen

Wells jeweils in Durchflusszytometrie-Rohrchen pipettiert. Ein abschlie3ender
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Waschschritt mit FACS-Puffer sowie die Zugabe von je 300 pl FACS-Puffer bildeten die
letzten Arbeitsschritte vor der Messung am Durchflusszytometer.
Im Rahmen der Auswertung wurde der durch die Behandlung mit den verschiedenen
Wirkstoffkonzentrationen hervorgerufene Einfluss auf die Proliferation quantifiziert, in-
dem jeweils die relative Proliferationsrate (%, bezogen auf unbehandelte Zellen) berech-
net wurde:

MFI (unbehandelte Zellen)

Proliferationsrate [%] = MFI (behandelte Zellen) *100

2.4.2.3 Zellpraparation fur die Expressionsanalysen mittels CXCR4-Antikorper-
Farbung

Die CXCRA4-Antikorper-Farbung wurde fur die Analysen zum Einfluss der Mono- und
Kombinationstherapieregime auf die Rezeptorexpression der Zelllinien sowie der pri-
maren MM-Zellen genutzt. Auch fur die Untersuchungen zur CXCR4-Oberflachen-
expression im Zeitverlauf wurde sie herangezogen.

Anders als die CFSE-Farbung erfolgte die CXCR4-Antikorper-Farbung erst nach Ablauf
der Inkubationszeit. Hierfur wurden die Zellsuspensionen (200 pl/Well) aus den Vertie-
fungen der 96-Well-Platte, in denen sie jeweils mit den verschiedenen Substanzen inku-
biert worden waren, zunachst in Durchflusszytometrie-Rdhrchen pipettiert. Es folgte die
Zugabe der CXCR4-Antikorper- bzw. Isotyp-Kontroll-Losung. Im Anschluss wurden die
Zellsuspensionen fiir 20 min lichtgeschitzt im Kihlschrank bei 4 °C inkubiert. Zur Ent-
fernung ungebundener Antikérper wurden die einzelnen Proben danach jeweils mit
FACS-Puffer gewaschen. Nach der abschlieBenden Zugabe von 300 ul FACS-Puffer

folgte die Messung der Proben am Durchflusszytometer.

2.4.3 dSTORM-Mikroskopie

2.4.3.1 Hintergrund

dSTORM steht fir ,direct stochastic optical reconstruction microscopy“. Diese Art der
Mikroskopie nutzt herkémmliche, an Antikérper gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe, um
Strukturen an der Zelloberflache im Groéfienordnungsbereich von 20-30 nm zu lokalisie-
ren und zu quantifizieren. Voraussetzung ist eine rdumlich getrennte Detektion der Flu-
oreszenzsignale. Diese wird durch den mittels Laserbestrahlung gezielt steuerbaren

Wechsel der Fluorochrome zwischen den beiden Zustanden ,fluoreszent* und ,dunkel”
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erreicht. Mit dem Ziel jedes Fluorochrom mindestens einmal im ,fluoreszenten® Zustand
zu erfassen, wird eine Serie von mikroskopischen Einzelaufnahmen generiert. Die Ein-
zelaufnahmen werden letztlich zu einem Gesamtbild zusammengesetzt, das in der vor-
liegenden Arbeit zur Analyse der CXCR4-Zahl der MM-Zellen genutzt wurde [55]. Das
verwendete dSTORM-Setup entsprach dabei dem von van de Linde et al. beschriebenen
Aufbau [56].

Im Rahmen der Auswertung der dSTORM-mikroskopischen Aufnahmen wurde fur eine
gewisse Anzahl von Zellen der Zelldurchmesser (d) sowie die Zahl der Rezeptoren je
um? (Rg) ermittelt. Anhand dieser Parameter konnte die Rezeptorzahl pro Zelle (Rz) be-

rechnet werden:

R, = m*d? «Rp

2.4.3.2 Zellpraparation fur die dSTORM-mikroskopischen Analysen

Die dSTORM-mikroskopischen Analysen, einschliel3lich der Zellpraparation, fiihrte Pat-
rick Eiring (Lehrstuhl fur Biotechnologie und Biophysik, Universitat Wirzburg) durch. Die
Genehmigung zur Verwendung seiner Daten liegt vor.

Die dSTORM-Mikroskopie wurde genutzt, um die CXCR4-Expression von unbehandel-
ten und behandelten OPM-2-Zellen sowie primaren MM-Zellen zu untersuchen. Fir die
Behandlung wurden die Zellen in 4-Well-Platten inkubiert. Nach Ablauf der Inkubations-
zeit wurden die Zellsuspensionen aus den Vertiefungen der Well-Platte jeweils in die
Kammern eines mit Poly-D-Lysin beschichteten Kammerobjekttragers pipettiert. Bevor
der an den Farbstoff AlexaFluor 647 gekoppelte CXCR4-Antikorper in einer Konzentra-
tion von 5 pg/ml hinzugegeben wurde, mussten 15 min abgewartet werden, um die Ad-
harenz der Zellen an den Objekttrager zu gewahrleisten. Die einstiindige Inkubation mit
dem Antikdrper erfolgte unter lichtgeschitzten Bedingungen bei 4 °C. Um ungebundene
Antikérper zu entfernen, schlossen sich zwei Waschschritte mit PBS-Puffer an. Zur Fi-
xierung der Zellen wurde das Substanzgemisch 4 % Formaldehyd + 0,2 % Glutaralde-
hyd genutzt, mit dem die Zellen fur 15 min inkubiert wurden. Nach zwei weiteren Wasch-
schritten mit PBS-Puffer konnte die dSTORM-mikroskopische Analyse der Zellen durch-

gefuhrt werden.
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2.4.4 Uptake-Versuche

2.4.4.1 Hintergrund

Uptake-Versuche erlauben eine Analyse der Traceraufnahme in vitro. Durch Messung
im Gammacounter wird die Quantifizierung der von den Zellen aufgenommen Radioak-
tivitat mdglich. Gammacounter basieren auf dem Prinzip der Szintillationsdetektion: Ra-
dioaktiv markierte Proben werden einzeln an einem abgeschirmten Detektor, der einen
Natrium-lodid-Szintillationskristall enthalt, vorbeigefuhrt. Die infolge des radioaktiven
Zerfalls von den Proben emittierte Gammastrahlung fuhrt im Szintillationskristall zur Aus-
sendung von Lichtsignalen. Diese werden mittels Photomultiplier verstarkt und in einen
Stromimpuls, dessen Amplitude mit der Energie der einfallenden Strahlung korreliert,
umgewandelt [57].

Bei dem eingesetzten Gammacounter 2480 Wizard2 erfolgt die Ausgabe der Ergebnisse
in Form einer Microsoft Excel-Tabelle. Diese listet als Maf3 fur die Traceraufnahme der
Einzelproben, die jeweils in Triplikaten gemessen wurden, die Anzahl der Zerfélle pro
Minute (counts per minute = CPM) auf. Bei den Werten handelt es sich bereits um die
hinsichtlich Hintergrundaktivitat und radioaktiven Zerfalls korrigierten Zahlen.

Fur die statistische Auswertung der Uptake-Versuche wurden im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit jeweils die referenzangepassten Mittelwerte der CPM-Werte je Triplikat her-

angezogen.

2.4.4.2 Zellpraparation fur die Uptake-Versuche

Die Uptake-Versuche mit den Tracern [8F]FDG und [*8Ga]Pentixafor wurden jeweils mit
der Zelllinie OPM-2 durchgefihrt. Fir die Behandlung mit den MM-Therapeutika wurden
die Zellen in 25 cm?-Kulturflaschen kultiviert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Zellsuspensionen aus den einzelnen Kulturflaschen in 1,5 ml-Reaktionsgefalle Uberge-
fuhrt, zentrifugiert (1300 rpm, 4 min, bei Raumtemperatur) und der Uberstand abge-
saugt. AnschlieRend wurde das Pellet so in PBS-Puffer aufgenommen, dass jede Probe
2*10° Zellen in einem Volumen von 500 pl enthielt. Dabei wurden die einzelnen Proben
jeweils in Form von Triplikaten pipettiert. Es folgte die Zugabe von 50 pl Tracer-L6sung,
welche mit PBS-Puffer auf 1*10° CPM eingestellt worden war. Als Referenz wurde zu-
satzlich ein Triplikat mitgefuhrt, das ausschliel3lich 50 pl radioaktive Losung beinhaltete.
Fur die Bindungsreaktion wurden die Proben fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach
wurden die Proben zum Reaktionsstopp fir zwei Minuten auf Eis gestellt. Um ungebun-

denen Radiotracer zu entfernen, folgten zwei Waschschritte. Diese bestanden jeweils
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aus der Zugabe von 200 pl PBS-Puffer, Zentrifugation (2500 rpm, 3 min, 4 °C) und der
Entfernung des Uberstands. Unmittelbar daran schloss sich die Analyse im Gamma-

counter an.

2.4.5 Graphische und statistische Auswertung

Sowohl die graphische als auch die statistische Auswertung der Daten wurde mit der

Software GraphPad Prism 8 durchgefiihrt.

Graphische Auswertung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben Punkt- und Liniendiagrammen Uberwiegend
Saulendiagramme zur Veranschaulichung der Ergebnisse verwendet. Die Linienpunkte
bzw. die oberen Saulenabschlisse reprasentieren dabei jeweils den Mittelwert (MW),
die Fehlerbalken zeigen abhéangig vom Versuchsaufbau entweder die Standardabwei-
chung (SD) oder den Standardfehler (SEM).

Statistische Auswertung

Um die Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungskonditionen beziglich
ihres Effekts auf die CXCR4-Expression statistisch auszuwerten, wurde der One-way-
ANOVA-Test mit nachfolgendem Bonferroni-Post-Test gewéhlt. Die Experimente zum
Einfluss der MM-Therapeutika auf die CXCR4-Expression im Zeitverlauf erforderten ei-
nen Vergleich zwischen behandelten und unbehandelten Zellen zu verschiedenen Zeit-
punkten. Hierfir wurde der Two-way-ANOVA-Test mit nachfolgendem Bonferroni-Post-
Test herangezogen. Als signifikant galten jeweils p-Werte von p < 0,05 (*). Die weitere
Staffelung der Signifikanzniveaus umfasste p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***).
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3 Ergebnisse

3.1 Heterogenitat in der basalen CXCR4-Expression

3.1.1 CXCR4-Oberflachenexpression verschiedener MM-Zelllinien

Um der Heterogenitat der Myelomerkrankung gerecht zu werden, wurden in dieser Arbeit
vier verschiedene MM-Zelllinien eingesetzt (OPM-2, INA-6, AMO-1, MM1.S). Diese zeig-
ten deutliche Unterschiede in ihrem basalen Expressionsniveau, welches durchflusszy-
tometrisch bestimmt wurde (siehe Abbildung 8): Wahrend in unbehandelten OPM-2- und
INA-6-Zellen eine hohe CXCR4-Oberflachenexpression nachweisbar war (OPM-2:
154,4 + 31,8 bzw. INA-6: 115,0 + 16,1; jeweils MW * SD), prasentierte sich diese in der
AMO-1- und MM1.S-Zelllinie deutlich geringer ausgepragt (AMO-1: 12,9 + 4,1 bzw.
MML1.S: 14,3 £ 3,3; jeweils MW % SD).
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Abbildung 8: Basale CXCR4-Oberflachenexpression verschiedener MM-Zelllinien. Die durchflusszyto-
metrische Analyse der basalen CXCR4-Expression zeigte deutliche Unterschiede zwischen den untersuch-
ten Zelllinien. Dargestellt sind die mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kontrollierten geometri-

schen Mittel der Fluoreszenzintensitat (MFI) in Form von MW + SD; n = 5-6.

3.1.2 CXCR4-Oberflachenexpression priméarer MM-Zellen

Zusatzlich zu den Zelllinien wurden auch primare MM-Zellen hinsichtlich ihrer basalen
CXCR4-Oberflachenexpression untersucht. Dabei zeigten sich in den durchflusszyto-
metrischen Analysen deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Patientenproben,
die sich in Fluoreszenzintensititen von 4,2 bis 509,4 ausdriickten (siehe Abbil-
dung 9, A). Diese interindividuelle Heterogenitat liel3 sich auch optisch bestétigen, indem

mittels dSTORM-Mikroskopie die einzelnen Rezeptoren auf den MM-Zellen von zwei
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verschiedenen Patientenproben (P1, P7) sichtbar gemacht wurden (siehe Abbil-
dung 9, B).
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Abbildung 9: Basale CXCR4-Oberflachenexpression primarer MM-Zellen. Sowohl die durchflusszyto-
metrische (A) als auch die dSTORM-mikroskopische Analyse (B) der basalen CXCR4-Expression zeigte
deutliche Unterschiede zwischen den Zellproben verschiedener MM-Patienten. In (A) sind die mittels Isotyp-
Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kontrollierten geometrischen Mittel der Fluoreszenzintensitat (MFI) je Pa-
tient dargestellt. In den unter (B) abgebildeten mikroskopischen Aufnahmen von Zellen der Patienten P1
und P7 entspricht ein kolorierter Punkt einem CXCR4-Rezeptor auf der Zelloberflache. Die dSTORM-mik-
roskopischen Aufnahmen, einschlielich der Zellfarbung, wurden von Patrick Eiring (Lehrstuhl fur Biotech-
nologie und Biophysik) angefertigt; Genehmigung liegt vor.

Neben der interindividuellen Heterogenitat demaskierte die dSTORM-Mikroskopie auch
intraindividuelle Unterschiede in der Rezeptorexpression zwischen den Zellen einer Pa-
tientenprobe. Abbildung 10 zeigt dies exemplarisch fur Patient P1. Das Zellmaterial die-
ses Patienten bestand tberwiegend aus Zellen mit geringer CXCR4-Expression (siehe
Abbildung 10, A), vereinzelt lie3en sich aber auch Zellen mit deutlich héherer Rezeptor-

expression nachweisen (siehe Abbildung 10, B).
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Zelle von P1 mit
geringer CXCR4-Expression

Zelle von P1 mit
hoher CXCR4-Expression
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Abbildung 10: Intraindividuelle Heterogenitat der basalen CXCR4-Oberflachenexpression. In den
dSTORM-mikroskopischen Analysen des Zellmaterials von Patient P1 lieBen sich neben MM-Zellen mit ge-
ringer CXCR4-Expression (A), die zahlenmé&Rig uberwogen, auch einzelne MM-Zellen mit deutlich héherer
Rezeptorexpression (B) nachweisen. In den abgebildeten mikroskopischen Aufnahmen entspricht ein kolo-
rierter Punkt einem CXCR4-Rezeptor auf der Zelloberflaiche. Die dSTORM-mikroskopischen Aufnahmen,
einschlieRlich der Zellfarbung, wurden von Patrick Eiring (Lehrstuhl fir Biotechnologie und Biophysik) ange-
fertigt; Genehmigung liegt vor.

3.2 Effekte von Monotherapieregimen in MM-Zellen

3.2.1 Proliferationsreduktion durch Monotherapieregime in vitro

Um die mittlere proliferationsinhibitorische Konzentration (ICso) der eingesetzten MM-
Therapeutika zu bestimmen, wurden je Zelllinie Dosis-Wirkungskurven fir die einzelnen
Substanzen erstellt.

Die Konzentrationsbereiche, die zum Erreichen erkennbarer Effekte auf die Proliferation
der Zellen erforderlich waren, unterschieden sich deutlich zwischen den Substanzen.
Fur die OPM-2-Zelllinie sind diese in Abbildung 11 dargestellt. Bei Bortezomib waren
Dosierungen im Nanomol-Bereich ausreichend (1 nM, 2,5 nM, 3,5 nM, 5 nM), um eine
konzentrationsabhangige Proliferationsreduktion zu erzielen. Als 1Cso wurde eine Kon-
zentration von 5 nM festgelegt. Durch die fir Doxorubicin getesteten Konzentrationen
von 0,3 puM, 0,5 pM, 1 pM und 5 pM konnte die proliferationshemmende Wirkschwelle
dieser Substanz im einstelligen Mikromol-Bereich verordnet werden. Der [ICso-Wert
wurde bei einer Konzentration von 5 pM erreicht. Nochmals deutlich héhere Konzentra-
tionen waren bei Dexamethason (50 pM, 100 puM) und Lenalidomid (10 pM, 50 pM,
100 uM) erforderlich, deren Dosis-Wirkungskurven eine groRe Ahnlichkeit aufwiesen.
Fir beide Substanzen konnte unter den untersuchten Konzentrationen das 1Cso-Niveau
nicht erreicht werden. Eine weitere Konzentrationssteigerung war aufgrund des verwen-

deten Losungsmittels DMSO nicht méglich: Nur bis zu einem DMSO-Gehalt von 1 %,
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der in 100 uM Dexamethason- bzw. Lenaliomid- Losung enthalten war, konnten rele-
vante Effekte des Losungsmittels auf die Zellproliferation ausgeschlossen werden (siehe
Anhang-Abbildung Al). Deshalb wurden sowohl fir Dexamethason als auch Lenalido-
mid die Konzentrationen von 75 uM und 100 uM, die jeweils den gré3ten Effekt auf die
Proliferation zeigten, fur die weiteren Experimente herangezogen. Keine signifikanten
Effekte auf die Proliferation konnten durch die getesteten Cyclophosphamid-Konzentra-

tionen 1 uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM erreicht werden.
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Abbildung 11: Dosis-Wirkungskurven der OPM-2-Zelllinie fir Monotherapieregime. Durchflusszyto-
metrische Analyse der Proliferation mittels CFSE-Farbung nach 48-stiindiger Inkubation der Zellen mit un-
terschiedlichen Konzentrationen von Bortezomib, Cyclophosphamid, Dexamethason, Doxorubicin und
Lenalidomid. Dargestellt ist jeweils die relative Proliferationsrate (%, bezogen auf unbehandelte Zellen) als
MW £ SD; n = 3-4.

Auch die INA-6-Zelllinie zeigte die substanzabhangige Staffelung der zur Proliferations-
reduktion erforderlichen Konzentrationsbereiche (siehe Abbildung 12). Indem eine
Spanne von 3 nM bis 10 nM getestet wurde, konnte fiir die Bortezomib-Behandlung
7,5 nM als 1Cso-Wert ermittelt werden. Der 1Cso-Wert fir Doxorubicin wurde durch die
Inkubation der INA-6-Zellen mit einer Konzentration von 5 uM erzielt. Hierfir wurde der
proliferationshemmende Einfluss der Konzentrationen 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, und 10 puM
untersucht. Die fir Dexamethason getesteten Konzentrationen 25 uM, 50 uM, 75 uM
und 100 pM fuhrten zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der Zellproliferation,
welche allerdings nicht die 50 %-Grenze erreichte. Die mit einer relativen Proliferations-
rate von 84,6 % bzw. 71,3 % assoziierten Dexamethason-Konzentrationen 75 pM und
100 puM wurde in diesem Fall fir die nachfolgenden Experimente herangezogen. Die
gleiche Konzentrationsspanne wie bei Dexamethason wurde auch fiur die Dosis-Wir-

kungskurve der Lenalidomid-Behandlung angewendet. Der hervorgerufene Effekt auf
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die Proliferation war jedoch gering, unter der Behandlung mit 200 uM Lenalidomid betrug
die relative Proliferationsrate im Mittel noch 98,5 %. Analog dem Vorgehen bei Dexame-
thason wurden die Konzentrationen mit dem grof3ten Effekt auf die Proliferation, 75 yM
und 100 uM, in den nachfolgenden Experimenten verwendet. Durch den Einsatz von
Konzentrationen im Millimol-Bereich (0,5 mM, 0,8 mM, 1 mM, 3 mM, 5 mM) konnte fur
Cyclophosphamid eine Reduktion des Zellwachstums erzielt werden. Als ICso wurde die

Konzentration von 5 mM ermittelt.
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Abbildung 12: Dosis-Wirkungskurven der INA-6-Zelllinie fir Monotherapieregime. Durchflusszytomet-
rische Analyse der Proliferation mittels CFSE-Farbung nach 48-stiindiger Inkubation der Zellen mit unter-
schiedlichen Konzentrationen von Bortezomib, Cyclophosphamid, Dexamethason, Doxorubicin und
Lenalidomid. Dargestellt ist jeweils die relative Proliferationsrate (%, bezogen auf unbehandelte Zellen) als
MW £ SD; n = 3-4.

Die Dosis-Wirkungskurven der AMO-1-Zelllinie sind in Abbildung 13 dargestellt. Auch
in dieser Zelllinie zeigte Bortezomib die niedrigste Wirkschwelle. Als ICso wurde eine
Konzentration von 5 nM determiniert, nachdem ein Konzentrationsbereich von 2,5 nM
bis 10 nM Bortezomib hinsichtlich seines proliferationsreduzierenden Einflusses unter-
sucht worden war. Anhand der getesteten Konzentrationen 1 uyM, 3 uM, 5 pM und 10 pM
konnte 10 uM als ICso-Wert fur die Doxorubicin-Behandlung ermittelt werden. Die Dosis-
Wirkungskurven von Dexamethason und Lenalidomid, die jeweils die Konzentrationen
25 uM, 50 uM, 75 uM und 100 uM umfassten, zeigten in der AMO-1-Zelllinie einen ahn-
lichen Verlauf. Da bei beiden Substanzen unter den getesteten Konzentrationen keine
50 %-ige Proliferationsreduktion erzielt werden konnte, wurde jeweils die Konzentration
mit dem groR3ten Effekt auf die Proliferation, 100 pM, als 1Cso-Wert festgesetzt. Bei der
Dexamethason-Behandlung war diese mit einer relativen Proliferationsrate von 69,1 %

und bei der Lenalidomid-Behandlung mit einer Rate von 66,9 % assoziiert. Indem ein
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Konzentrationsbereich von 0,5 mM, 1 mM, 3 mM und 5 mM getestet wurde, konnte

5 mM als ICs flr Cyclophosphamid ermittelt werden.
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Abbildung 13: Dosis-Wirkungskurven der AMO-1-Zelllinie fiir Monotherapieregime. Durchflusszyto-
metrische Analyse der Proliferation mittels CFSE-Farbung nach 48-stindiger Inkubation der Zellen mit un-
terschiedlichen Konzentrationen von Bortezomib, Cyclophosphamid, Dexamethason, Doxorubicin und
Lenalidomid. Dargestellt ist jeweils die relative Proliferationsrate (%, bezogen auf unbehandelte Zellen) als
MW £ SD; n = 3-4.

Bei den in der MM1.S-Zelllinie getesteten Konzentrationsbereichen fir die einzelnen
Substanzen konnte nur bei Bortezomib die 1Cso-Schwelle erreicht werden (siehe Abbil-
dung 14). Mit einer relativen Proliferationsrate von 54,6 % wurde die Bortezomib-Kon-
zentration von 5 nM als ICso definiert, nachdem eine Spanne von 2,5 nM bis 12,5 nM
getestet worden war. Die unter den niedrigeren Konzentrationen des fir Doxorubicin
getesteten Bereichs (0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM) nachweisbare konzentrations-
abhéangige Proliferationsreduktion zeigte sich durch hdhere Konzentrationen nicht weiter
steigerbar. Die relative Proliferationsrate stagnierte auf einem Niveau von 70 %. Als I1Csg
wurde in diesem Fall eine Konzentration von 10 uM festgesetzt. Ebenfalls keine 50 %-
ige Proliferationsreduktion konnte unter der Behandlung mit den fir Dexamethason ge-
testeten Konzentrationen 50 pM und 100 pM erzielt werden. Hier wurden 50 pM mit ei-
ner relativen Proliferationsrate von 78,2 % als 1Cso definiert, die Behandlung mit der ho-
her konzentrierten Dexamethason-Lésung war mit einem geringeren Effekt auf die
Proliferation (86,1 %) assoziiert. Auch im Rahmen der Dosis-Wirkungskurve von
Lenalidomid wurden die Konzentrationen 50 uM und 100 uM untersucht. Die Effekte auf
die Zellproliferation waren jedoch gering, die relative Proliferationsrate konnte maximal
auf 95,2 % gesenkt werden. Erreicht wurde dieser Effekt durch die 100 uM Lenalidomid-

Losung, weshalb diese Konzentration als ICsy festgesetzt wurde. Ebenfalls keine

33



Ergebnisse

signifikanten Effekte auf die Proliferation konnten durch die getesteten Cyclophospha-
mid-Konzentrationen 50 uM, 100 uM, 500 uM, 800 uM erreicht werden.
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Abbildung 14: Dosis-Wirkungskurven der MM1.S-Zelllinie fir Monotherapieregime. Durchflusszyto-
metrische Analyse der Proliferation mittels CFSE-Farbung nach 48-stindiger Inkubation der Zellen mit un-
terschiedlichen Konzentrationen von Bortezomib, Cyclophosphamid, Dexamethason, Doxorubicin und
Lenalidomid. Dargestellt ist jeweils die relative Proliferationsrate (%, bezogen auf unbehandelte Zellen) als
MW £ SD; n = 3-4.

Die anhand der Dosis-Wirkungskurven ermittelten ICso-Werte der einzelnen Substanzen
sind fUr die verschiedenen Zelllinien in Tabelle 12 zusammengefasst. Sie bildeten die
Grundlage fir die systematischen Untersuchungen zum Einfluss der MM-Therapeutika
auf die CXCR4-Expression. Falls bei Experimenten zusétzliche Konzentrationen einge-

setzt wurden, werden diese an den entsprechenden Stellen genannt.

Tabelle 12: ICso-Werte der MM-Therapeutika fir die verschiedenen Zelllinien. Unter der Behandlung mit
den kursiv formatierten Konzentrationswerten konnte keine 50 %-ige Proliferationsreduktion erzielt werden,

stattdessen wurden die Konzentrationen verwendet, die mit dem gré3ten Effekt auf die Proliferation assozi-

iert waren.
OPM-2 INA-6 AMO-1 MML1.S
Bortezomib 5nM 7,5 nM 5nM 5nM
Cyclophosphamid 50 uM 5mM 5mM 50 uM
Dexamethason 75/100 pM 75/100 pM 100 pM 50 uM
Doxorubicin 5 uM 5uM 10 uM 10 uM
Lenalidomid 75/100 pM 75/100 uM 100 uM 100 uM
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3.2.2 Zeitabhangige Effekte der MM-Therapeutika auf die CXCR4-Oberflachen-

expression

Mit dem Ziel, eine geeignete Inkubationszeit fur die nachfolgenden Experimente festzu-
legen, wurde der Einfluss der MM-Therapeutika auf die CXCR4-Oberflachenexpression
im Zeitverlauf untersucht. Hierfir wurde zu den Zeitpunkten 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h
und 48 h nach Substanzzugabe die Rezeptorexpression der Zellen durchflusszytomet-
risch bestimmt und jeweils mit dem Expressionsniveau unbehandelter Zellen verglichen.
Aufgrund ihrer hohen basalen CXCR4-Oberflachenexpression wurde die OPM-2-
Zellllinie als Modellzelllinie fur dieses Experiment herangezogen.

Unter der Bortezomib-Behandlung zeigten die OPM-2-Zellen innerhalb der ersten Stun-
den nach Substanzzugabe keine Veranderung der CXCR4-Oberflachenexpression, sie
folgten den im Zeitverlauf beobachteten geringen Schwankungen der Rezeptorexpres-
sion der unbehandelten Zellen (siehe Abbildung 15). Nach 16 h Behandlungsdauer
setzte eine signifikante Herabregulation der CXCR4-Expression ein, die auch fur Inku-
bationszeiten von 24 h und 48 h bestatigt werden konnte (jeweils p < 0,001).
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Abbildung 15: Einfluss von Bortezomib auf die CXCR4-Expression von OPM-2-Zellen im Zeitverlauf.
Durchflusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 1, 2, 4, 8, 16, 24 und 48 h Inkubation der
Zellen mit Bortezomib. Je Zeitpunkt wurden unbehandelte Zellen als Referenz mitgefiihrt. Dargestellt sind
die mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kontrollierten geometrischen Mittel der Fluoreszenzin-
tensitat (MFI) in Form von MW £ SD; n = 3. Test auf Signifikanz mittels Two-way-ANOVA- und Bonferroni-
Post-Test (*** p < 0,001).

Auch auf die Zugabe von Cyclophosphamid reagierten die Zellen nicht sofort (siehe
Abbildung 16). Erstmalig 8 h nach Substanzzugabe manifestierte sich eine im Vergleich
zu den unbehandelten Zellen signifikante Abnahme der Rezeptorexpression, welche

auch bei Inkubationszeiten von 16 h und 24 h nachweisbar blieb (jeweils p < 0,001).
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Nach 48 h Behandlungsdauer war dieser Effekt nicht mehr detektierbar, das Expressi-

onsniveau der behandelten Zellen entsprach dem der unbehandelten Zellen (p > 0,999).
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Abbildung 16: Einfluss von Cyclophosphamid auf die CXCR4-Expression von OPM-2-Zellen im Zeit-
verlauf. Durchflusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 1, 2, 4, 8, 16, 24 und 48 h Inkuba-
tion der Zellen mit Cyclophosphamid. Je Zeitpunkt wurden unbehandelte Zellen als Referenz mitgefihrt.
Dargestellt sind die mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kontrollierten geometrischen Mittel der
Fluoreszenzintensitat (MFI) in Form von MW £ SD; n = 3. Test auf Signifikanz mittels Two-way-ANOVA- und

Bonferroni-Post-Test (*** p < 0,001).

Der Einfluss der Dexamethason-Behandlung auf die CXCR4-Oberflachenexpression im

Zeitverlauf ist in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Einfluss von Dexamethason auf die CXCR4-Expression von OPM-2-Zellen im Zeitver-
lauf. Durchflusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 1, 2, 4, 8, 16, 24 und 48 h Inkubation
der Zellen mit Dexamethason. Je Zeitpunkt wurden unbehandelte Zellen als Referenz mitgefiihrt. Dargestellt
sind die mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitéat kontrollierten geometrischen Mittel der Fluores-
zenzintensitat (MFI) in Form von MW £ SD; n = 3. Test auf Signifikanz mittels Two-way-ANOVA- und Bon-

ferroni-Post-Test (*** p < 0,001).
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Bereits die vierstiindige Inkubation mit Dexamethason fihrte zu einer signifikanten Zu-
nahme der CXCR4-Expression (p < 0,001). Dieser Effekt zeigte sich durch eine Behand-
lungsdauer von 8 h deutlich steigerbar. Das Ausmalfd der Expressionssteigerung infolge
der 16-stiindigen Inkubation mit Dexamethason entsprach dem der 8 h-Behandlung (je-
weils p < 0,001). Die 24-stlindige Inkubation der Zellen war mit einem weiteren Anstieg
des Rezeptorexpressionsniveaus verbunden, welches auch bei einer Inkubationsdauer

von 48 h wieder erreicht wurde (jeweils p < 0,001).

Das Expressionsniveau der mit Doxorubicin behandelten Zellen entsprach 1 h, 2 h, 4 h,
8 h und 16 h nach Substanzzugabe dem der unbehandelten Zellen (siehe Abbil-
dung 18). Die 24-stundige Inkubation war mit einem signifikanten Anstieg der CXCR4-
Expression verbunden, der auch bei den fur 48 h mit Doxorubicin inkubierten Zellen

nachweisbar blieb (jeweils p < 0,001).
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Abbildung 18: Einfluss von Doxorubicin auf die CXCR4-Expression von OPM-2-Zellen im Zeitverlauf.
Durchflusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 1, 2, 4, 8, 16, 24 und 48 h Inkubation der
Zellen mit Doxorubicin. Je Zeitpunkt wurden unbehandelte Zellen als Referenz mitgefiihrt. Dargestellt sind
die mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kontrollierten geometrischen Mittel der Fluoreszenzin-
tensitat (MFI) in Form von MW + SD; n = 3. Test auf Signifikanz mittels Two-way-ANOVA- und Bonferroni-
Post-Test (*** p < 0,001).

Die Behandlung mit Lenalidomid bewirkte 24 h nach Substanzzugabe eine signifikante
Anderung der CXCR4-Oberflachenexpression, die auch bei 48 h Inkubationszeit noch
nachweisbar war (jeweils p < 0,001) (siehe Abbildung 19). Das Rezeptorexpressionsni-
veau der kirzer inkubierten Zellen unterschied sich dagegen nicht signifikant von dem

der unbehandelten Zellen.
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Abbildung 19: Einfluss von Lenalidomid auf die CXCR4-Expression von OPM-2-Zellen im Zeitverlauf.
Durchflusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 1, 2, 4, 8, 16, 24 und 48 h Inkubation der
Zellen mit Lenalidomid. Je Zeitpunkt wurden unbehandelte Zellen als Referenz mitgefuihrt. Dargestellt sind
die mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitéat kontrollierten geometrischen Mittel der Fluoreszenzin-
tensitat (MFI) in Form von MW + SD; n = 3. Test auf Signifikanz mittels Two-way-ANOVA- und Bonferroni-
Post-Test (*** p < 0,001).

Auf Basis dieser Daten wurde die Inkubationszeit von 48 h, die bei allen untersuchten
Substanzen mit dem stabilsten Effekt hinsichtlich der CXCR4-Expressionsanderung as-

soziiert war, als Standard fur die nachfolgenden Zelllinien-Experimente festgelegt.

3.2.3 Substanzabhéangige Effekte der MM-Therapeutika auf die CXCR4-

Oberflachenexpression von MM-Zelllinien

Aufbauend auf den Voruntersuchungen zur Ermittlung der Substanzkonzentrationen und
der Inkubationszeit folgten in einem nachsten Schritt die systematischen Analysen zum
Einfluss der verschiedenen MM-Therapeutika auf die CXCR4-Oberflachenexpression.
Hierfir wurden unbehandelte und behandelte Zellen der MM-Zelllinien OPM-2, INA-6,
AMO-1 und MM1.S durchflusszytometrisch untersucht.

Die Ergebnisse fir die OPM-2-Zelllinie sind in Abbildung 20 dargestellt (Rohdaten siehe
Anhang-Tabelle Al). Die OPM-2-Zellen reagierten auf die 48-stiindige Bortezomib-Be-
handlung mit einer signifikanten Abnahme der CXCR4-Expression (p = 0,007). Dagegen
zeigte die Inkubation mit Cyclophosphamid keinen relevanten Effekt auf die Rezeptorex-
pression der Zellen. Dies galt sowohl fuir die getestete Konzentration von 50 uM als auch
die deutlich héhere Konzentration von 5 mM (jeweils p > 0,999). Zu einer signifikanten
Steigerung der CXCR4-Expression fuhrte die Behandlung mit Dexamethason (75 uM,
100 pM; jeweils p <0,001). Ebenfalls in einer Zunahme der CXCRA4-Expression
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resultierte die Behandlung der Zellen mit Doxorubicin (p < 0,001). Die Zellen, die mit
Lenalidomid (75 uM, 100 uM) inkubiert worden waren, wiesen eine signifikant reduzierte

Rezeptorexpression auf (p7sum = 0,001, piooum = 0,002).
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Abbildung 20: Einfluss von MM-Therapeutika auf die CXCR4-Expression von OPM-2-Zellen. Durch-
flusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 48-stiindiger Inkubation der Zellen mit Bortezomib,
Cyclophosphamid, Dexamethason, Doxorubicin und Lenalidomid. Dargestellt sind die mittels Isotyp-Kon-
trolle auf Hintergrundaktivitat kontrollierten geometrischen Mittel der Fluoreszenzintensitat (MFI) in Form von
MW + SD; n = 4-6. Test auf Signifikanz mittels One-way-ANOVA- und Bonferroni-Post-Test (** p < 0,01,
=% p < 0,001).

Der Einfluss von Dexamethason und Doxorubicin auf die CXCR4-Oberflachenexpres-
sion der OPM-2-Zellen wurde zusétzlich mittels dSTORM-Mikroskopie untersucht. Dabei
bestatigten die mikroskopischen Analysen die durchflusszytometrischen Daten (siehe
Tabelle 13): Infolge der Dexamethason-Behandlung zeigte sich bei annahernd gleich-
bleibendem Zelldurchmesser ein Anstieg der Rezeptorzahl pro Flacheneinheit als auch
pro Zelle. Dieser war unter der Konzentration von 40 nM deutlich ausgepréagter als unter
der ICso-Konzentration von 75 pM. Auch die unter der Doxorubicin-Behandlung festge-
stellte CXCR4-Expressionszunahme konnte dSTORM-mikroskopisch erfasst werden.
Bei einem im Vergleich zu unbehandelten Zellen vergro3erten Zelldurchmes-
ser (12,1 pm vs. 16,7 pum) liefd sich eine Zunahme der Rezeptorzahl pro Zelle nachwei-

sen, die Rezeptorzahl pro Flacheneinheit blieb hingegen annahrend konstant.
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Tabelle 13: dSTORM-mikroskopische Analyse der CXCR4-Expression von behandelten OPM-2-
Zellen. Ubersicht Gber die dSTORM-mikroskopisch bestimmten Parameter Zelldurchmesser, Rezeptorzahl
pro um? sowie pro Zelle von unbehandelten und behandelten OPM-2-Zellen. Dargestellt sind jeweils die
MW + SD. Je Behandlungsmodalitat wurden 13-15 Zellen untersucht. Die dSTORM-mikroskopischen Ana-
lysen, einschlieBlich der Zellfarbung und der Auswertung, wurden von Patrick Eiring (Lehrstuhl fur Biotech-
nologie und Biophysik) durchgefiihrt; Genehmigung liegt vor.

Zelldurchmesser (UM)  Rezeptorzahl/um? Rezeptorzahl/Zelle

Unbehandelt 11,0+ 3,0 6,0+4,1 2266,9 + 1562,6
Dexa 40 nM 109+1/4 17,0+54 6339,0 £ 1993,1
Dexa 75 uM 10,5+ 1,3 9,7+3,8 3377,6 £1324,1
Doxo 5 uM 15,6 £ 3,5 8,1+4,6 6220,8 + 3551,7

Um den beobachteten Effekt von Doxorubicin auf den Zelldurchmesser zu verifizieren,
wurden zuséatzlich lichtmikroskopische Analysen durchgefuhrt. Diese bestatigten eine
zeitabhangige Zunahme der ZellgroRRe infolge der Doxorubicin-Behandlung (siehe Abbil-
dung 21).

Abbildung 21: Einfluss von Doxorubicin auf die Zellgré3e im Zeitverlauf. Lichtmikroskopische Aufnah-

men von OPM-2-Zellen zu den Zeitpunkten 0 h, 21 h, 48 h und 72 h nach der Zugabe von 5 pM Doxorubicin.
Es zeigt sich eine optisch fassbare Zunahme des Zelldurchmessers im Zeitverlauf.

Die in der INA-6-Zelllinie ermittelten Effekte der MM-Therapeutika auf die CXCR4-
Oberflachenexpression sind in Abbildung 22 zusammengefasst (Rohdaten siehe An-
hang-Tabelle A2). Infolge der Behandlung mit Bortezomib zeigten die INA-6-Zellen die
Tendenz einer reduzierten CXCR4-Expression, welche allerdings nicht signifikant war.
Auch die Inkubation mit Cyclophosphamid (50 uM, 5 mM) war mit keinem signifikanten
Effekt auf die Rezeptorexpression verbunden. Im Gegensatz dazu fihrte die Dexame-
thason-Behandlung (10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM) zu einem deutlichen Anstieg
der CXCR4-Expression (jeweils p < 0,001). Indem verschiedene Dexamethason-Kon-
zentrationen getestet wurden, konnte zudem eine Konzentrationsabhangigkeit des ex-
pressionssteigernden Effekts dieser Substanz identifiziert werden. Im Konzentrationsbe-

reich von 25 puM bis 75 uM lie sich eine kontinuierliche Zunahme der Rezeptor-
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expression nachweisen (p1, pz jeweils < 0,001), die sich bei Erh6hung der Konzentration
auf 100 um Dexamethason wieder rucklaufig zeigte. Keine relevante Veranderung der
CXCRA4-Oberflachenexpression bewirkte die Behandlung der INA-6-Zellen mit Doxoru-
bicin (p > 0,999). Die Inkubation der Zellen mit Lenalidomid in einer Konzentration von
75 uM flihrte zu einer signifikant gesteigerten CXCR4-Expression (p = 0,008). Unter der
Behandlung mit einer geringeren (17 uM, p > 0,999) als auch einer héheren Lenalido-
mid-Konzentration (100 uM, p = 0,283) war dieser Effekt nicht mehr nachweisbar.
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Abbildung 22: Einfluss von MM-Therapeutika auf die CXCR4-Expression von INA-6-Zellen. Durch-
flusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 48-stiindiger Inkubation der Zellen mit Bortezomib,
Cyclophosphamid, Dexamethason, Doxorubicin und Lenalidomid. Dargestellt sind die mittels Isotyp-Kon-
trolle auf Hintergrundaktivitét kontrollierten geometrischen Mittel der Fluoreszenzintensitat (MFI) in Form von
MW + SD; n = 4-6. Test auf Signifikanz mittels One-way-ANOVA- und Bonferroni-Post-Test (** p < 0,01,
=% < 0,001).

Die AMO-1-Zelllinie zeigte ausschlie3lich unter der Behandlung mit Doxorubicin eine
signifikante Anderung der CXCRA4-Oberflachenexpression (siehe Abbildung 23; An-
hang-Tabelle A3). Diese prasentierte sich in Form einer Rezeptorhochregula-
tion (p < 0,001). Bei den anderen vier getesteten Substanzen deutete sich jeweils eine
Anderung der Rezeptorexpression an, die allerdings in keinem der Falle signifikant war.
So zeigten die mit Bortezomib und Lenalidomid behandelten Zellen eine tendenziell re-
duzierte CXCR4-Expression, wahrend sich bei den mit Cyclophosphamid und Dexame-

thason inkubierten Zellen der Trend einer gesteigerten Rezeptorexpression abzeichnete.
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Abbildung 23: Einfluss von MM-Therapeutika auf die CXCR4-Expression von AMO-1-Zellen. Durch-
flusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 48-stiindiger Inkubation der Zellen mit Bortezomib,
Cyclophosphamid, Dexamethason, Doxorubicin, und Lenalidomid. Dargestellt sind die mittels Isotyp-Kon-
trolle auf Hintergrundaktivitat kontrollierten geometrischen Mittel der Fluoreszenzintensitat (MFI) in Form von
MW + SD; n = 4-6. Test auf Signifikanz mittels One-way-ANOVA- und Bonferroni-Post-Test (*** p < 0,001).

Eine signifikante Veranderung der CXCR4-Expression konnte in der MM1.S-Zelllinie
durch zwei Substanzen erreicht werden (siehe Abbildung 24; Anhang-Tabelle A4).
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Abbildung 24: Einfluss von MM-Therapeutika auf die CXCR4-Expression von MM1.S-Zellen. Durch-
flusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 48-stiindiger Inkubation der Zellen mit Bortezomib,
Cyclophosphamid, Dexamethason, Doxorubicin und Lenalidomid. Dargestellt sind die mittels Isotyp-Kon-
trolle auf Hintergrundaktivitét kontrollierten geometrischen Mittel der Fluoreszenzintensitat (MFI) in Form von
MW = SD; n = 4-6. Test auf Signifikanz mittels One-way-ANOVA- und Bonferroni-Post-Test (*** p < 0,001).

Auf die Behandlung mit Dexamethason reagierten die MM1.S-Zellen mit einem 12-fach
erhohten Anstieg des Expressionsniveaus (p < 0,001). Auch die mit Doxorubicin behan-
delten Zellen zeigten eine signifikant erhohte CXCR4-Expression (p < 0,001). Infolge der
Inkubation mit den Substanzen Bortezomib, Cyclophosphamid und Lenalidomid liel3en
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sich dagegen keine relevanten Veranderungen des Expressionsniveaus hachweisen (je-
weils p > 0,999, aul3er prena = 0,254).

Tabelle 14 fasst die durch die einzelnen MM-Therapeutika hervorgerufenen Effekte auf
die CXCR4-Oberflachenexpression der MM-Zelllinien zusammen. Die Behandlung mit
dem Proteasominhibitor Bortezomib fuhrte mehrheitlich zu einer Reduktion der Rezep-
torexpression, welche jedoch nur bei den OPM-2-Zellen signifikant war. Das Alkylans
Cyclophosphamid erzielte trotz der hohen eingesetzten Konzentrationen bei keiner der
getesteten Zelllinien eine signifikante Verénderung der CXCR4-Expression. Mit Aus-
nahme der AMO-1-Zellen reagierten alle Zelllinien mit einem deutlichen Anstieg der Re-
zeptorexpression auf die Dexamethason-Behandlung. Auch die Inkubation mit Doxoru-
bicin resultierte bei drei der vier getesteten Zelllinien in einer signifikanten Hochregula-
tion von CXCR4. Weniger konstant prasentierte sich der Einfluss des IMiD Lenalidomid
auf die CXCR4-Expression: Wahrend fur die Zelllinien AMO-1 und MM1.S keine signifi-
kanten Effekte nachweisbar waren, fihrte die Lenalidomid-Behandlung bei den OPM-2-
Zellen zu einem Abfall und bei den INA-6-Zellen zu einem Anstieg der CXCRA4-
Expression.

Tabelle 14: Zusammenfassung der durch die Monotherapieregime hervorgerufenen Effekte auf die
CXCR4-Expression

OPM-2 INA-6 AMO-1 MM1.S
Bortezomib ! = = =
Cyclophosphamid = = = =
Dexamethason 0 1 = 0
Doxorubicin i = 1 0
Lenalidomid ! 0 = =

3.2.4 Substanzabhéangige Effekte der MM-Therapeutika auf die CXCRA4-

Oberflachenexpression von priméren MM-Zellen

Da der Proteasominhibitor Bortezomib zentraler Bestandteil vieler MM-Therapieregime
ist, wurde dessen Effekt auf die CXCR4-Oberflachenexpression nicht nur in MM-
Zelllinien, sondern auch in primaren MM-Zellen durchflusszytometrisch unter-
sucht (siehe Abbildung 25).

Sechs der acht Patientenproben reagierten mit einer Reduktion der Rezeptorexpression
auf die zweistiindige Behandlung mit Bortezomib. Die Effekte in den anderen zwei Pro-

ben zeigten kein einheitliches Muster: Fir das Zellmaterial von Patient P1, das generell
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eine sehr niedrige basale Expression aufwies, konnte kein relevanter Effekt der Borte-
zomib-Behandlung auf die CXCR4-Expression nachgewiesen werden. Die von Pati-
ent P5 stammenden Zellen zeigten eine konzentrationsabhangige Expressionszunahme

infolge der Substanzinkubation.
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Abbildung 25: Einfluss von Bortezomib auf die CXCR4-Expression von primaren MM-Zellen. Durch-
flusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach zweistiindiger Inkubation der Patientenproben mit
10 nM Bortezomib. Die Zellen reagierten mehrheitlich mit einem Abfall der Rezeptorexpression auf die Be-
handlung. Dargestellt sind die mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitéat kontrollierten geometrischen

Mittel der Fluoreszenzintensitat (MFI) je Patient.

Erganzend zu den durchflusszytometrischen Analysen wurden behandelte Zellen von
Patient P7 auch dSTORM-mikroskopisch untersucht. Neben Bortezomib (10 nM) wurde
dabei auch Dexamethason (40 nM) hinsichtlich seines Effekts auf die CXCR4-
Expression analysiert (siehe Abbildung 26). Wahrend die infolge der Bortezomib-Be-
handlung erwartete Abnahme der Rezeptorexpression dSTORM-mikroskopisch kaum
fassbar war, liel3 sich auf den mit Dexamethason behandelten Zellen eine deutliche Zu-

nahme der Rezeptorzahl an der Zelloberflache nachweisen (p < 0,001).
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Abbildung 26: dSTORM-mikroskopische Analyse der CXCR4-Expression behandelter primarer MM-
Zellen. Graphische Aufarbeitung der dSTORM-mikroskopisch bestimmten Rezeptorzahl pro Zelle von un-
behandelten und behandelten Zellen der Patientenprobe P7. Je Behandlungsmodalitét wurden 10-24 Zellen
untersucht. Die Daten sind in Form von MW + SD dargestellt. Test auf Signifikanz mittels One-way-ANOVA-
und Bonferroni-Post-Test (*** p < 0,001). Die dSTORM-mikroskopischen Analysen, einschlieRlich der Zell-
farbung und der Auswertung, wurden von Patrick Eiring (Lehrstuhl fur Biotechnologie und Biophysik) durch-

gefuihrt; Genehmigung liegt vor.

3.3 Effekte von Kombinationstherapieregimen in MM-Zellen

3.3.1 Proliferationsreduktion durch Kombinationstherapieregime in vitro

Aufgrund des Uberwiegenden Einsatzes von Kombinationstherapieregimen in der
Myelombehandlung wurde auch deren Einfluss auf die CXCR4-Oberflachenexpression
von MM-Zellen untersucht. Getestet wurden die Zweifachkombinationen Borte-
zomib/Dexamethason und Doxorubicin/Dexamethason, die Bestandteil vieler Therapie-
konzepte sind. Wegen ihrer hohen basalen CXCR4-Expression wurden die Zelllinien
OPM-2 und INA-6 fur die Analysen herangezogen.

Analog dem Vorgehen bei den Monotherapieregimen wurden fir die beiden Kombinati-
onstherapieregime zunachst die ICso-Konzentrationen ermittelt. Hierflr wurden die Zel-
len jeweils mit Substanzlésungen behandelt, die Bortezomib bzw. Doxorubicin in kon-
stanter  Konzentration und Dexamethason in  aufsteigender Konzentra-
tion (0/25/50/75/100 uM) enthielten.

Die daraus resultierenden Dosis-Wirkungskurven der OPM-2-Zelllinie sind in Abbil-
dung 27 dargestellt. Im Therapieregime Bortezomib/Dexamethason zeigte sich die in-

folge der Bortezomib-Monotherapie hervorgerufene Proliferationsreduktion durch
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Kombination mit Dexamethason konzentrationsabhéngig steigerbar. Da in der Kombina-
tion Bortezomib + 100 uM Dexamethason kaum noch vitale Zellen in der Zellsuspension
vorhanden waren, wurde als ICso die Kombination Bortezomib + 75 uM Dexamethason
gewahlt.

Der Zusatz von 25 uM Dexamethason flihrte auch in der Kombination Doxorubicin/Dexa-
methason zu einer im Vergleich zur Doxorubicin-Monotherapie gesteigerten Prolifera-
tionsreduktion bei den OPM-2-Zellen. Die weitere Eskalation der Dexamethason-Kon-
zentration war jedoch nur mit geringgradig additiven Effekten auf das Proliferationsni-
veau verbunden, welches bei einer Proliferationsrate von ca. 60 % stagnierte und damit
die 1Cso-Schwelle nicht erreichte. Den grof3ten proliferationsreduzierenden Effekt zeigte
die Kombination Doxorubicin + 75 puM Dexamethason, sie wurde als ICso definiert.

1507 opm-2 ~& Kombi 3,5 nM Borte + x Dexa

- Kombi 2,0 uM Doxo + x Dexa

100

ﬁ;"t

Restproliferation [%]

+0 uM +25uyM  +50puM +75uM + 100 uM
Dexa Dexa Dexa Dexa Dexa

Abbildung 27: Dosis-Wirkungskurven der OPM-2-Zelllinie fir Kombinationstherapieregime. Durch-
flusszytometrische Analyse der Proliferation mittels CFSE-Farbung nach 48-stiindiger Inkubation der Zellen
mit unterschiedlichen Konzentrationen von Dexamethason (25/50/75/100 uM) kombiniert mit konstanten
Konzentrationen von Bortezomib (3,5 nM) bzw. Doxorubicin (2 uM). Dargestellt ist jeweils die relative

Proliferationsrate (%, bezogen auf unbehandelte Zellen) als MW £ SD; n = 3-4.

Bei der INA-6-Zelllinie konnte der ICso-Wert fur beide Substanzkombinationen erreicht
werden (siehe Abbildung 28). Sowohl bei Bortezomib als auch bei Doxorubicin resul-
tierte die Kombination mit Dexamethason in einer konzentrationsabhangigen Steigerung
der Proliferationsreduktion. Als ICso wurde jeweils die Kombination Bortezomib bzw.

Doxorubicin + 50 uyM Dexamethason gewahlt.
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Abbildung 28: Dosis-Wirkungskurven der INA-6-Zelllinie fir Kombinationstherapieregime. Durch-
flusszytometrische Analyse der Proliferation mittels CFSE-Farbung nach 48-stiindiger Inkubation der Zellen
mit unterschiedlichen Konzentrationen von Dexamethason (25/50/75/100 uM) kombiniert mit konstanten
Konzentrationen von Bortezomib (6 nM) bzw. Doxorubicin (2 pM). Dargestellt ist jeweils die relative Prolife-
rationsrate (%, bezogen auf unbehandelte Zellen) als MW + SD; n = 3-4.

3.3.2 Kombinationsabhéngige Effekte der MM-Therapeutika auf die CXCR4-

Oberflachenexpression

Im nachsten Schritt folgten durchflusszytometrische Analysen zum Einfluss der Kombi-
nationstherapieregime auf die CXCR4-Oberflachenexpression von OPM-2- und INA-6-
Zellen. Um die hervorgerufenen Effekte besser quantifizieren zu kdnnen, wurden zusétz-
lich Zellen, deren Behandlung aus den Einzelkomponenten bestand, mitgefihrt.

Die Ergebnisse fir die OPM-2-Zelllinie sind in Abbildung 29 dargestellt (Rohdaten siehe
Anhang-Tabelle A5). Infolge der Kombinationsbehandlung bestehend aus dem expres-
sionsreduzierenden Bortezomib und dem expressionssteigernden Dexamethason zeig-
ten die OPM-2-Zellen ein CXCR4-Expressionsniveau, das sich zwischen den Niveaus
der mit den Einzelsubstanzen behandelten Zellen einordnete: Einerseits war es signifi-
kant hoher als das der allein mit Bortezomib inkubierten Zellen, andererseits deutlich
geringer als das der lediglich mit Dexamethason behandelten Zellen (p1, p2 je-
weils < 0,001).

Die Inkubation der OPM-2-Zellen mit der Kombination Doxorubicin/Dexamethason fihrte
dagegen zu einer Uberadditiven Steigerung der CXCR4-Expression. Das Ausmal} der
nachgewiesenen Expressionséanderung war nicht nur signifikant gréer als die nur mar-
ginal ausgepragte Expressionszunahme infolge der Doxorubicin-Einzelbehandlung,
sondern Ubertraf auch die hochgradige Expressionssteigerung der alleinigen Dexame-

thason-Behandlung (ps, p4 jeweils < 0,001).
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Abbildung 29: Einfluss von Kombinationstherapieregimen auf die CXCR4-Expression von OPM-2-
Zellen. Durchflusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 48-stundiger Inkubation der Zellen
mit den Substanzkombinationen Bortezomib/Dexamethason und Doxorubicin/Dexamethason sowie den
entsprechenden Einzelsubstanzen. Dargestellt sind die mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kon-
trollierten geometrischen Mittel der Fluoreszenzintensitat (MFI) in Form von MW + SD; n = 4-6. Test auf Sig-
nifikanz mittels One-way-ANOVA- und Bonferroni-Post-Test (** p < 0,01, *** p < 0,001).

Abbildung 30 fasst die in der INA-6-Zelllinie ermittelten Effekte der Kombinationsthera-
pieregime zusammen (Rohdaten siehe Anhang-Tabelle A6). Auch in dieser Zelllinie
zeigte sich, dass durch die Doxorubicin/Dexamethason-Kombinationsbehandlung die
CXCRA4-Expression zusatzlich steigerbar ist: Das Expressionsniveau der mit dem Kom-
binationstherapieregime behandelten Zellen lag nicht nur deutlich tber dem der aus-
schlieRlich mit Doxorubicin inkubierten Zellen, in denen keine signifikante Anderung der
CXCR4-Expression nachweisbar war, sondern auch tber dem der allein mit Dexame-
thason behandelten Zellen, die ein signifikant gesteigertes Expressionsniveau auszeich-
nete (ps, ps jeweils < 0,001).

Infolge der Inkubation mit der Substanzkombination Bortezomib/Dexamethason prasen-
tierten die INA-6-Zellen ein signifikant gesteigertes Expressionsniveau. Es entsprach
dem Expressionsniveau der allein mit Dexamethason behandelten Zellen (p. > 0,999);
ein Einfluss des Kombinationspartners Bortezomib, der auch in der Einzelbehandlung

keinen signifikanten Effekt auf die CXCR4-Expression zeigte, war nicht zu erkennen.
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Abbildung 30: Einfluss von Kombinationstherapieregimen auf die CXCR4-Expression von INA-6-
Zellen. Durchflusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 48-stundiger Inkubation der Zellen
mit den Substanzkombinationen Bortezomib/Dexamethason und Doxorubicin/Dexamethason sowie den
entsprechenden Einzelsubstanzen. Dargestellt sind die mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kon-
trollierten geometrischen Mittel der Fluoreszenzintensitat (MFI) in Form von MW + SD; n = 4-6. Test auf Sig-
nifikanz mittels One-way-ANOVA- und Bonferroni-Post-Test (*** p < 0,001, n.s. = nicht signifikant).

3.4 Effekte der MM-Therapeutika auf das in vitro Uptake-Verhalten

3.4.1 [*®F]FDG-Uptake

Aufgrund des Stellenwerts von [*®F]FDG als Standardtracer in der Myelomdiagnostik zur
Detektion stoffwechselaktiver Lasionen wurde der Einfluss der MM-Therapeutika auf
dessen Aufnahmeverhalten untersucht. Als Modellzelllinie fir diese Analysen wurde
OPM-2 herangezogen (siehe Abbildung 31; Anhang-Tabelle A7).

Die Inkubation der Zellen mit den MM-Therapeutika flhrte mehrheitlich zu einer Reduk-
tion der [*®F]JFDG-Aufnahme. Dieser Effekt war flir Dexamethason (p < 0,001), Lenalido-
mid (p <0,001) sowie das Kombinationstherapieregime Doxorubicin/Dexame-
thason (p = 0,002) signifikant, wahrend die unter der Behandlung mit Bortezomib beo-
bachtete Tendenz zur Abnahme das Signifikanzniveau nicht erreichte. Die Cyclophos-
phamid-Behandlung war mit keinem relevanten Effekt auf das Uptake-Verhalten assozi-
iert. Keine reduzierte, sondern eine deutlich gesteigerte [**F]FDG-Aufnahme zeigten die
mit Doxorubicin behandelten Zellen (p < 0,001).
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Abbildung 31: Einfluss von MM-Therapeutika auf die [*®F]FDG-Aufnahme von OPM-2-Zellen. Unter-
suchung des [*®F]FDG-Uptakes nach 48-stiindiger Inkubation der Zellen mit Bortezomib, Cyclophosphamid,
Dexamethason, Doxorubicin, Lenalidomid sowie der Kombination Dexamethason/Doxorubicin im Gamma-
counter. Alle Proben wurden in Triplikaten gemessen und hinsichtlich Hintergrundaktivitat sowie radioaktiven
Zerfalls korrigiert. Dargestellt sind die Zerfélle pro Minute je 1000 Zellen (CPM) als MW + SEM; n = 4. Test
auf Signifikanz mittels One-way-ANOVA- und Bonferroni-Post-Test (** p < 0,01, *** p < 0,001).

3.4.2 [%®Ga]Pentixafor-Uptake

Um die Funktionalitat der therapieinduzierten CXCR4-Expressionsanderungen zu pru-
fen, wurden Uptake-Versuche mit dem Kklinisch eingesetzten, radioaktiv markierten
CXCR4-Liganden [%8Ga]Pentixafor durchgefiihrt. In Analogie zu den Uptake-Versuchen
mit [**F]FDG wurde auch fur diese Analysen die OPM-2-Zelllinie als Modellzelllinie ge-
wahlt (siehe Abbildung 32; Anhang-Tabelle A8).

Sowohl die Bortezomib- als auch die Lenalidomid-Behandlung der OPM-2-Zellen fihrte
zu einer signifikanten Reduktion der [%®Ga]Pentixafor-Bindung (psore = 0,010,
PLena < 0,001). Die mit Cyclophosphamid inkubierten Zellen zeigten kein signifikant ver-
andertes Uptake-Verhalten. Unter der Behandlung mit Dexamethason lief3 sich ein kon-
zentrationsabhangiger Effekt beobachten: Auf die Behandlung mit 40 nM Dexamethason
reagierten die Zellen mit einer deutlichen Zunahme der Tracerbindung (p < 0,001). In
geringerer Auspragung zeigte sich diese auch bei einer Konzentration von
25 uM (p = 0,002). Unter der ICso-Konzentration von 75 uM war keine signifikante Ande-
rung des [*8Ga]Pentixafor-Uptakes mehr nachweisbar (p > 0,999). Die allein mit Doxoru-

bicin inkubierten Zellen prasentierten eine deutlich gesteigerte Tracer-
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bindung (p < 0,001). In der Kombination mit 75 uM Dexamethason konnte dieser Effekt
nicht mehr nachgewiesen werden, das Uptake-Verhalten der mit dem Kombinationsthe-
rapieregime Doxorubicin/Dexamethason behandelten Zellen entsprach dem der unbe-

handelten (p > 0,999).
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Abbildung 32: Einfluss von MM-Therapeutika auf die [(8Ga]Pentixafor-Bindung von OPM-2-Zellen.
Untersuchung des [*8Ga]Pentixafor-Uptakes nach 48-stiindiger Inkubation der Zellen mit Bortezomib, Cyc-
lophosphamid, Dexamethason, Doxorubicin, Lenalidomid sowie der Kombination Dexamethason/Doxorubi-
cin im Gammacounter. Alle Proben wurden in Triplikaten gemessen und hinsichtlich Hintergrundaktivitéat
sowie radioaktiven Zerfalls korrigiert. Dargestellt sind die Zerfélle pro Minute je 1000 Zellen (CPM) als
MW + SEM; n = 3-6. Test auf Signifikanz mittels One-way-ANOVA- und Bonferroni-Post-Test (** p < 0,01,
% p < 0,001).
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4 Diskussion

4.1 Heterogenitat der CXCR4-Oberflachenexpression — Identifikation von

Einflussfaktoren

4.1.1 Hintergrinde und Herausforderungen

Bei fortgeschrittener Myelomerkrankung, die sich refraktar gegentber den gangigen
Therapieregimen zeigt, gewinnen zunehmend neue, myelomspezifische Therapiean-
satze an Bedeutung. Als vielversprechender Angriffspunkt hat sich dabei der Chemokin-
rezeptor CXCR4 hervorgetan [58], [46]. Im Rahmen eines theranostischen Konzepts er-
maoglicht der Einsatz einer CXCR4-gerichteten PET-Bildgebung mit nachfolgender re-
zeptorspezifischen Endoradiotherapie eine optimierte, tumorspezifische Behandlung der
MM-Patienten. Erste klinische Einsatze der CXCR4-gerichteten Verfahren in der klini-
schen Diagnostik und Therapie bestatigten das gro3e Potenzial des theranostischen An-
satzes. Sie machten aber zugleich deutlich, dass sich der heterogene Charakter der
Myelomerkrankung auch in Form inter- und intraindividueller Unterschiede der CXCR4-
Expression niederschlagt [43].

Diese Heterogenitat gilt derzeit als eine der Hauptlimitationen des generalisierten Ein-
satzes CXCR4-gerichteter Verfahren, die eine ausreichend hohe sowie homogene Re-
zeptorexpression voraussetzen. Aktuelle Daten bestétigen, dass der Behandlungserfolg
direkt mit der absorbierten Strahlungsdosis korreliert, die wiederum unmittelbar von der
Zahl der exprimierten Rezeptoren abhéngt [47]. Dass die CXCR4-Expression dabei nicht
statisch ist, sondern einen dynamischen Prozess darstellt, der u. a. durch Therapeutika
beeinflusst werden kann, ist in der Literatur bereits beschrieben [37], [48]. Inwiefern sich
dieser Sachverhalt aber nutzen lasst, um durch gezielte, therapieinduzierte Rezep-
torhochregulation die CXCR4-Expression zu optimieren und so die Effektivitat der
CXCRA4-gerichteten Strategien zu steigern, wurde bislang nicht untersucht.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss verschiedener
MM-Therapeutika auf die CXCR4-Expression des MM anhand von systematischen Un-
tersuchungen im Zellmodell analysiert. Die methodische Durchfihrung der Experimente
orientierte sich an etablierten Verfahren unserer Arbeitsgruppe [59].

Um der beschriebenen Heterogenitat gerecht zu werden, wurden als in vitro Modell vier
MM-Zelllinien gewahlt, die in den durchflusszytometrischen Analysen deutliche Unter-
schiede in ihrer basalen CXCR4-Oberflachenexpression aufwiesen (siehe Abbildung 8).
Das gleiche Bild zeigte sich auch in den ergdnzend eingesetzten primaren MM-Zellen.

Indem diese nicht nur durchflusszytometrisch, sondern auch dSTORM-mikroskopisch
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untersucht worden waren, ist es im Rahmen dieser Arbeit erstmals gelungen, die inter-
und intraindividuelle Heterogenitdt der CXCR4-Oberflachenexpression auch unter
in vitro Bedingungen optisch fassbar zu machen (siehe Abbildung 9, 10).

Grundlage aller durchgefiihrten Experimente bildeten die mittels CFSE-
Proliferationsanalysen bestimmten [Cso-Konzentrationen fur die eingesetzten MM-
Therapeutika (siehe Tabelle 12). Die flr die Substanzen Bortezomib, Cyclophosphamid
und Doxorubicin ermittelten 1Cso-Werte decken sich mit den in der Literatur fur in vitro
Bedingungen beschriebenen Konzentrationsspannen [60], [61], [62]. Mit Ausnahme des
Prodrugs Cyclophosphamid liegen sie im Bereich der klinisch erreichbaren Plasmakon-
zentrationen [63], [64], [65]. Dies gilt nicht fir die Substanzen Dexamethason und
Lenalidomid. In deren Fall waren Konzentrationen, die sich an den klinisch maximal zu-
lassigen Dosierungen orientierten, nicht ausreichend, um in den in vitro Experimenten
signifikante Effekte auf die Proliferation zu erzielen [66]. Auch durch den Einsatz deutlich
hoherer Konzentrationen konnte weder fir Dexamethason noch fir Lenalidomid eine
50 %-ige Proliferationsreduktion in den Zellkulturzellen erreicht werden. Dies steht im
Einklang mit den von Murray et. al. sowie Schmidt-Hieber et al. publizierten Daten, die
fur die beiden primar immunmodulatorisch wirkenden Substanzen eine nur gering aus-

gepragte Zytotoxizitéat beschreiben [67], [68].

4.1.2 Inkubationsdauer als Einflussfaktor der therapieinduzierten CXCR4-

Expressionsdnderungen

Angesichts der hochst dynamischen Regulation der CXCR4-Expression erscheint es na-
heliegend, dass auch die Dauer der Substanzinkubation die therapieinduzierten Expres-
sionsveranderungen mitbeeinflusst. Aus diesem Grund war ein weiteres Ziel dieser Ar-
beit die Definition einer optimalen Inkubationszeit fiir die in vitro Experimente. Diese
sollte unabhéngig vom eingesetzten MM-Therapeutikum mit dem stabilsten Effekt auf
die CXCR4-Expressionsadnderung verbunden sein. Die hierfir durchgefihrten Versuche
zur Analyse der Rezeptorexpression nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten de-
monstrierten eine Zeitabhangigkeit der CXCR4-Regulation (siehe Abbildung 15-19). So
fuhrte die Dexamethason-Behandlung bereits bei einer Inkubationsdauer von 4 h zu ei-
ner signifikanten Anderung der Rezeptorexpression, die sich durch langere Inkubations-
zeiten weiter steigerbar zeigte. Diese Beobachtung deckt sich mit der von Nagase et al.
fur eosinophile Zellen beschriebenen Rezeptorkinetik infolge einer Dexamethason-Be-

handlung [69]. Bei den anderen untersuchten MM-Therapeutika (Bortezomib,
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Cyclophosphamid, Doxorubicin, Lenalidomid) waren langere Inkubationszeiten (8-24 h)
erforderlich, um signifikante Anderungen der CXCR4-Expression zu erzielen.

Die zeitlichen Unterschiede zwischen den Substanzen lassen vermuten, dass in Abhan-
gigkeit vom eingesetzten MM-Therapeutikum unterschiedliche Mechanismen an der Re-
zeptorregulation beteiligt sind. Sison et al. untersuchten dies fiir die Substanzen Dauno-
rubicin, Cytarabin und Vincristin, die standardmafig in der Therapie der akuten myeloi-
schen Leukdmie eingesetzt werden. Dabei kamen sie zu dem Schluss, dass der friihe
Anstieg der CXCR4-Oberflachenexpression infolge der Daunorubicin-Behandlung durch
Translokationsvorgéange bedingt ist, wahrend die Rezeptorhochregulation unter Cytara-
bin vermutlich auf Transkriptionsdnderungen beruht. Die unter Vincristin beobachtete
Rezeptorabnahme fiihrten sie auf den Mechanismus der Degradation, den Abbau der
Rezeptoren in Lysosomen, zurlick [70]. Um solche Aussagen auch fir die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten MM-Therapeutika treffen zu kénnen, sind weiterflihrende Ex-
perimente erforderlich, die neben der CXCR4-Expression an der Zelloberflache auch
den intrazellularen CXCR4-Gehalt sowie die mMRNA-Expression des Rezeptors bestim-
men. Derartige Versuche kdnnten aul3erdem dazu beitragen, den unter der Cyclophos-
phamid-Behandlung im Zeitverlauf festgestellten Effekt auf die Rezeptorexpression bes-
ser einzuordnen. Im Gegensatz zu den anderen Substanzen war bei Cyclophosphamid
die beobachtete Veranderung der CXCR4-Expression zeitlich nicht stabil: Wahrend sich
bei Inkubationszeiten von 8 h, 16 h und 24 h eine signifikante Reduktion der Rezepto-
rexpression zeigte, war dieser Effekt in den fiir 48 h mit Cyclophosphamid behandelten
Zellen nicht mehr nachweisbar. Insbesondere anhand dieses Substanzbeispiels wird
deutlich, dass die Zeit ein entscheidender Faktor ist, der die therapieinduzierten CXCR4-

Expressionsveranderungen mitbeeinflusst und den es zu berticksichtigen gilt.

4.1.3 Substanz- und Dosisabhangigkeit der therapieinduzierten CXCR4-

Expressionsanderungen

Zahlreiche préklinische und klinische Daten beschreiben einen Einfluss therapeutischer
Interventionen auf das dynamische Konstrukt der CXCR4-Expression flr verschiedene
Erkrankungen [48], [70], [71], dennoch ist Uiber die zugrunde liegenden Regulationsvor-
gange auf zellularer Ebene, insbesondere beim MM, bislang wenig bekannt. Die Vermu-
tung, dass die Expressionsanderungen dabei ausschlieZlich durch Apoptose bedingt
seien, wurde bereits durch verschiedene Studien widerlegt. Wesentlich entscheidender
als die Apoptose an sich scheint der ,Verursacher® der Apoptose, das Therapeutikum,

zu sein [39], [72]. Aufbauend auf dieser Hypothese wurden in der vorliegenden Arbeit
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systematische Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Anti-MM-Substanzen auf
die CXCR4-Oberflachenexpression durchgefihrt. Die so gewonnenen Daten bestétigen,
dass in Abhangigkeit vom eingesetzten MM-Therapeutikum unterschiedliche Effekte auf

die Rezeptorexpression zu beobachten sind (siehe Tabelle 14).

Bortezomib

Infolge der Behandlung mit dem Proteasominhibitor Bortezomib war sowohl in den MM-
Zelllinien als auch in den primaren MM-Zellen durchflusszytometrisch mehrheitlich eine
Tendenz zur Reduktion der CXCR4-Expression nachweisbar, welche allerdings nur in
der OPM-2 Zelllinie signifikant war. Auch die ergdnzend mit primaren MM-Zellen durch-
gefuhrten dSTORM-mikroskopischen Untersuchungen machten deutlich, dass der ex-
pressionsreduzierende Effekt der Bortezomib-Behandlung nur marginal ausgepragt ist:
Optisch war die Abnahme der Rezeptorzahl an der Zelloberflachen kaum fassbar (siehe
Abbildung 26). Damit stehen die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse im
Einklang mit den in der Literatur beschriebenen Daten, die teils einen reduzierenden
Effekt von Bortezomib auf die CXCR4-Expression beschreiben [73], [74], teils einen Ein-
fluss aber auch ganzlich negieren [58], [75]. Zusammenfassend weist die inhomogene
Datenlage darauf hin, dass die infolge der Bortezomib-Behandlung beobachtete Expres-
sionsanderung die Heterogenitat zwischen den verschiedenen MM-Zelltypen nur einge-
schrankt Gberwinden kann. So ist es durchaus méglich, dass die lediglich in der OPM-2-
Zelllinie signifikant nachweisbare Reduktion der CXCR4-Expression durch das beson-
dere genetische Profil dieser Zelllinie bedingt ist. In Patientenstudien konnte fiir den zy-
togenetischen Subtyp t(4;14), der auch fir die OPM-2-Zelllinie beschrieben ist, unter
Bortezomib-haltigen Therapieregimen das beste therapeutische Ansprechen erzielt wer-
den [76].

Cyclophosphamid

Eindeutiger lasst sich der Effekt von Cyclophosphamid auf die CXCR4-Ober-
flachenexpression beschreiben. In den durchflusszytometrischen Analysen zeigte sich
nach 48-stindiger Inkubation mit dem Alkylans, das zu den Prodrugs zahlt, bei keiner
der untersuchten Zelllinien ein signifikanter Effekt auf die Rezeptorexpression. Einerseits
erscheint der fehlende Einfluss aufgrund der im Zellmodell nicht vorhandenen hepati-
schen Bioaktivierung naheliegend [77], andererseits konnte unter der in dieser Arbeit
getesteten Konzentration von 5 mM Cyclophosphamid durchaus eine signifikante
Proliferationsreduktion erzielt werden. Auch in den Untersuchungen zum Einfluss der

Cyclophosphamid-Behandlung im Zeitverlauf war in der OPM-2-Zelllinie ein temporarer
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Effekt auf die CXCR4-Expression nachweisbar. Beide Ergebnisse stehen einer vollstan-
digen Effektlosigkeit von Cyclophosphamid in vitro entgegen. Auch Waalkens et al.
konnten zeigen, das Lymphozyten, die Ursprungszellen der MM-Zellen, unter in vitro Be-
dingungen in der Lage sind, die mutagenen Eigenschaften des Prodrugs Cyclophospha-
mid zu aktiveren [78]. Vor diesem Hintergrund erscheinen ergéanzende Untersuchungen
zum Einfluss von Cyclophosphamid auf die CXCR4-Expression sinnvoll. Primar gilt es
dabei zu prufen, ob sich die in der OPM-2-Zelllinie bei Inkubationsdauern von 8 h, 16 h
und 24 h nachweisbaren, signifikanten Effekte auf die CXCR4-Expression auch in ande-
ren MM-Zelllinien bestatigen oder ein exklusives Phdnomen der OPM-2-Zelllinie darstel-
len. Abh&ngig vom Ergebnis dieser Analysen ist die Durchfiihrung weiterer Experimente
unter Bertcksichtigung der kiirzeren Inkubationszeiten denkbar.

Dexamethason

Ein Einfluss des Glukokortikoids Dexamethason auf den CXCR4-Status ist bereits fur
eine Vielzahl von Zellarten in der Literatur beschrieben. Die Art der Expressionsénde-
rung, Zu- oder Abnahme, scheint dabei vom Zelltyp abhangig zu sein. Fir Zellen neuro-
nalen Ursprungs ist beispielsweise eine Abnahme der Rezeptorexpression infolge einer
Dexamethason-Behandlung dokumentiert [79]. Ein expressionssteigernder Effekt ist da-
gegen fiir verschiedene Zellen des blutbildenden Systems, wie CD4+-T-Lymphozyten,
Eosinophile und Monozyten, belegt [69], [80], [81]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass Gleiches auch fir die MM-Zellen gilt. Sowohl in den ver-
schiedenen MM-Zelllinien als auch den primaren MM-Zellen fihrte die Inkubation mit
dem Glukokortikoid zu einer ausgepragten Zunahme der CXCRA4-Oberflachenex-
pression, was in Einklang mit den von Kim et al. publizierten Daten steht [39]. Die durch-
flusszytometrischen Analysen der Zelllinien identifizierten einen 5-11-fachen Anstieg des
Expressionsniveaus infolge der Dexamethason-Behandlung. Angesichts einer derart
ausgepragten Expressionssteigerung liegt die Vermutung nahe, dass an der Regulation
nicht allein Translokations-, sondern auch Transkriptionsvorgange beteiligt sind. Analy-
sen anderer Arbeitsgruppen, die durch den Einsatz von Western Blot und Realtime-PCR
neben der Zunahme der CXCR4-Oberflachenexpression auch eine Steigerung des Ge-
samt-CXCR4-Gehalts bzw. der CXCR4-mRNA nachweisen konnten, bestatigen diese
Annahme [39], [80].

Durch den Einsatz verschiedener Dexamethason-Konzentrationen konnte in der vorlie-
genden Arbeit eine Konzentrationsabhangigkeit des expressionssteigernden Effekts auf-
gezeigt werden. Angefangen bei geringen Konzentrationen, die trotz fehlender Effekte

auf die Zellproliferation zu signifikanten Anderungen der CXCR4-Oberflachenexpression
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fuhrten, war mit einer zunehmenden Konzentrationssteigerung durchflusszytometrisch
ein weiterer Anstieg der Rezeptorexpression nachweisbar (siehe Abbildung 22). Analog
den Beobachtungen von Nagase et al. in Eosinophilen war diese Korrelation jedoch li-
mitiert: Ab einer bestimmten Dexamethason-Konzentration zeigte sich statt einer weite-
ren Expressionszunahme eine ricklaufige Tendenz [69]. Unter Berlcksichtigung des
Uberproportionalen Anstiegs der CXCR4-Expression an der Zelloberflache infolge der
Glukokortikoidbehandlung erscheinen sterische Hemmnisse als Ursache der Limitation
plausibel. Die Beobachtung, dass die Zellen in der dSTORM-Mikroskopie nach der
Dexamethason-Behandlung eine deutliche Zunahme der Rezeptorzahl pro Flachenein-
heit bei unveranderter Zellgré3e zeigten (siehe Tabelle 13), stiitzt diese Hypothese.

Doxorubicin

Ahnlich dem Effekt von Dexamethason ist auch die Behandlung mit dem Anthrazyklin
Doxorubicin mit einer Zunahme der CXCR4-Oberflachenexpression assoziiert. Was Beji
et al. fur kardiale Progenitorzellen nachweisen konnten [82], bestatigt die vorliegende
Arbeit fir MM-Zellen. Dabei zeigten die dSTORM-mikroskopischen Analysen, dass die
durch Doxorubicin hervorgerufene Steigerung der Rezeptorexpression, anders als bei
Dexamethason, nicht auf einer Vermehrung der Rezeptorzahl pro Flacheneinheit ba-
siert, sondern auf eine VergroRerung der Zelloberfliche zurtickzufiihren ist: Die Zu-
nahme des Zelldurchmessers infolge der Doxorubicin-Behandlung korreliert mit dem An-
stieg des CXCR4-Expressionsniveaus. Der Effekt von Doxorubicin auf die ZellgréZe
wurde bereits von Kuznetsov et al. beschrieben. Er lasst sich auf den durch das Anthra-
zyklin induzierten Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase zurtckfihren, in der die Zellen in

Vorbereitung auf die nachfolgende Mitose ein massives Zellwachstum zeigen [83], [84].

Lenalidomid

Das IMiD Lenalidomid ist ein Derivat von Thalidomid und erst seit einigen Jahren Be-
standteil der Myelomtherapie. Thalidomid wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgrup-
pen hinsichtlich seines potenziellen Einflusses auf die CXCR4-Expression in MM-Zellen
analysiert. Unter der von Fuchida et al. untersuchten geringen, nicht proliferationshem-
menden Thalidomid-Konzentration von 3,9 uM zeigte sich kein signifikanter Effekt auf
die Rezeptorexpression [85], der Einsatz héherer Dosierungen (10 uM, 20 uM) war in
den Experimenten von Oliveira et al. mit einer Abnahme der CXCR4-Expression asso-
ziiert [86]. Fur Lenalidomid wurden solche Untersuchungen bislang nicht mit MM-Zellen,
sondern nur mit anderen Zellarten durchgefihrt. So ist fur CD34+-Zellen eine Zunahme

der CXCR4-Oberflachenexpression infolge einer Lenalidomid-Behandlung beschrieben,
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die nicht aus einer Anderung des Gesamtproteingehalts, sondern ausschlieRlich aus ei-
ner Translokation des Rezeptors an die Zelloberflache zu resultieren scheint [87]. In Leu-
kamie-Zellen hingegen fihrte Lenalidomid zu einer Reduktion der CXCR4-Expres-
sion [88], [89]. Die heterogene Datenlage hinsichtlich des Einflusses der IMiDs auf die
CXCRA4-Expression macht deutlich, dass Unterschiede nicht nur zwischen den einzelnen
Substanzen dieser Medikamentenklasse bestehen, sondern auch in Abhangigkeit vom
Zelltyp. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen in ver-
schiedenen MM-Zelllinien zeigten dariiber hinaus, dass auch innerhalb einer Zellart die
Effekte der Lenalidomid-Behandlung auf die CXCR4-Expression nicht einheitlich sind.
Waéhrend in zwei der vier getesteten MM-Zelllinien keine signifikanten Veranderungen in
der Rezeptorexpression nachweisbar waren, reagierte je eine Zelllinie mit Zu- bzw. Ab-
nahme der CXCR4-Expression.

4.1.4 Einfluss von Kombinationstherapieregimen auf die CXCR4-Oberflachen-

expression

Monotherapien kommen in der Behandlung der Myelomerkrankung nur selten zur An-
wendung. Meist werden Kombinationsregime, die sich aus zwei bis drei Therapeutika
verschiedener Substanzklassen zusammensetzen, eingesetzt. Aus diesem Grund war
ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die Effekte von Kombinationstherapien auf die CXCR4-
Expression zu untersuchen. Um dieser Frage nachzugehen, wurden exemplarisch die
Zweifachkombinationen Bortezomib/Dexamethason und Doxorubicin/Dexamethason
herangezogen. Die Auswahl basierte einerseits auf den in der Leitlinie empfohlenen The-
rapiealgorithmen [10], andererseits auf den in den Experimenten zu den Einzelsubstan-
zen gewonnenen Erkenntnissen.

Zunachst wurden je Kombination ICso-Konzentrationen fur die Zelllinien OPM-2 und INA-
6, die aufgrund ihrer hohen basalen CXCR4-Expression ausgewahlt wurden, bestimmt.
Hierfuir wurden subtoxische Konzentrationen von Bortezomib bzw. Doxorubicin mit auf-
steigenden Konzentrationen von Dexamethason kombiniert (siehe Abbildung 27, 28).
Es zeigte sich ein additiver Effekt der jeweiligen Kombinationspartner hinsichtlich ihrer
hemmenden Wirkung auf die Zellproliferation, welcher konzentrationsabhangig steiger-
bar war. Derartige Synergieeffekte bei der Proliferationshemmung sind in der Literatur
bereits beschrieben und u. a. ein Grund fur den Einsatz von Kombinationstherapieregi-
men in der Myelomtherapie [90].

Dartber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die MM-

Therapeutika auch hinsichtlich ihres Einflusses auf die CXCR4-Oberflachenexpression
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interagieren (siehe Abbildung 29, 30). So prasentierten die OPM-2-Zellen infolge der
kombinierten Behandlung mit dem expressionsreduzierenden Bortezomib und dem ex-
pressionssteigernden Dexamethason ein CXCR4-Expressionsniveau, das zwischen den
Niveaus der mit den Einzelsubstanzen inkubierten Zellen lag. Der herunterregulierende
Effekt des Bortezomibs erwies sich dabei in der Kombinationsbehandlung deutlich aus-
gepragter als in der Bortezomib-Einzelbehandlung der OPM-2-Zellen. Bei den INA-6-
Zellen war eine solche Interaktion nicht nachweisbar, was durch den generell nur gering
ausgepragten Effekt des Proteasominhibitors in dieser Zelllinie bedingt sein kann. Da-
gegen fuhrte die Kombination der jeweils expressionssteigernden Substanzen Doxoru-
bicin und Dexamethason sowohl in der OPM-2- als auch der INA-6-Zelllinie zu einer
Uberadditiven Steigerung des CXCR4-Expressionsniveaus. Insbesondere der Nachweis
dieses synergistischen Effekts macht deutlich, dass bei gezielter Auswahl der Substanz-
partner Kombinationstherapieregime nicht nur aufgrund ihrer additiven antiproliferativen
Wirkung, sondern auch wegen ihrer Interaktion hinsichtlich der CXCR4-
Expressionséanderung ihre Berechtigung haben.

4.2 Funktionalitat der therapieinduzierten CXCR4-Oberflachen-

expressionsanderungen

4.2.1 Korrelation zwischen Expressionsanalysen und Uptake-Versuchen

In Zusammenschau bestatigen die mittels Durchflusszytometrie und dSTORM-Mikrosko-
pie generierten Daten eine durch MM-Therapeutika gezielt beeinflussbare CXCR4-
Oberflachenexpression in verschiedenen MM-Zelllinien als auch in primaren MM-Zellen.
Im Rahmen der durchgefuhrten in vitro Untersuchungen konnte dabei erstmals eine
Substanz-, Dosis- sowie Zeitabhéngigkeit der Rezeptorregulation fir MM-Zellen belegt
werden.

Um die Funktionalitat der nachgewiesenen Expressionsanderungen zu prifen, wurden
in der OPM-2-Zelllinie Uptake-Versuche mit dem Radiotracer [®Ga]Pentixafor durchge-
fuhrt. Dieser Tracer hat sich in der Klinik zur in vivo Quantifizierung der CXCRA4-
Expression von MM-Lasionen etabliert. Entsprechend dem Vorgehen in der klinischen
Praxis, wo aufgrund der Heterogenitat der CXCR4-Expression erganzend zur [#Ga]Pen-
tixafor- eine [*®F]FDG-PET-Bildgebung gefordert wird, wurden auch in dieser Arbeit Up-

take-Versuche mit dem Standardtracer [*®F]FDG als Referenz herangezogen [25], [44].
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[*®F]FDG-Uptake
Neben der diagnostischen Wertigkeit der [*®F]JFDG-PET haben verschiedene Studien

auch ihre Eignung zur Evaluation des Therapieansprechens gezeigt [91]. Die Verande-
rungen des Glukosemetabolismus und damit des [*®F]FDG-Uptakes sind als friihes Sig-
nal des proapoptotischen Effekts der Behandlung zu verstehen [92]. In Analogie hierzu
zeigte sich im Rahmen dieser Arbeit mehrheitlich eine Reduktion des [*®F]JFDG-Uptakes
nach Inkubation mit den MM-Therapeutika (siehe Abbildung 31). Eine Ausnahme bildete
die Behandlung mit Doxorubicin, welche zu einem signifikanten Anstieg der [*®F]FDG-
Aufnahme fuhrte. Eine mogliche Erklarung fir diese Eigenart, die auch von Direcks et
al. beschrieben wird [93], kbnnte der bereits angefiihrte, durch Doxorubicin induzierte
Zellzyklusarrest in der Go/M-Phase sein. Der Stillstand in dieser stoffwechselaktiven, von
Wachstum gepragten Phase des Zellzyklus lasst sich gut mit der erhéhten [**F]JFDG-
Aufnahme in Einklang bringen.

[f8Ga]Pentixafor-Uptake
Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Uptake-Versuche mit [(8Ga]Pentixafor be-

statigten die Funktionalitat der in der Durchflusszytometrie und dSTORM-Mikroskopie
erfassten Expressionséanderungen (siehe Abbildung 32). So war unter der Doxorubicin-
Behandlung entsprechend der durchflusszytometrisch und dSTORM-mikroskopisch de-
tektierten Zunahme der Rezeptoroberflachenexpression ein gesteigertes Uptake-Signal
nachweisbar. Auch bei Bortezomib, Cyclophosphamid und Lenalidomid deckten sich die
Uptake-Niveaus mit den durchflusszytometrisch ermittelten Expressionsveranderungen.
Keine Korrelation zeigte sich bei der ICso-Konzentration von 75 uM Dexamethason so-
wie dem Kombinationstherapieregime Doxorubicin + 75 pM Dexamethason: Aus der in
der Durchflusszytometrie nachgewiesenen vielfachen Steigerung der Rezeptorexpres-
sion resultierte keine vermehrte [®®Ga]Pentixafor-Bindung. Dies steht im Einklang mit
dem von Lapa et al. beschriebenen Fall eines CXCR4-negativen Patienten, bei dem trotz
kurzzeitiger Hochdosis-Dexamethason-Behandlung in der [*®Ga]Pentixafor-PET/CT
keine Rezeptorhochregulation fassbar war [48]. Im Gegensatz hierzu konnten unter der
Behandlung mit subtoxischen Dexamethason-Konzentrationen (40 nM, 25 uM) im Rah-
men dieser Arbeit unter in vitro Bedingungen durchaus signifikant erhéhte Uptake-Raten
nachgewiesen werden. Diese konzentrationsabhéngige Limitation des expressionsstei-
gernden Effekts von Dexamethason, die sowohl im Mono- als auch im Kombinationsthe-
rapieregime zum Tragen kam, war bereits bei den durchflusszytometrischen und

dSTORM-mikroskopischen Analysen aufgefallen.
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Die Dexamethason-Konzentration, die mit einer maximalen Rezeptorsteigerung verbun-
den ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht eindeutig definiert werden. Sie differierte
in Abhangigkeit von der eingesetzten Methode. Mittels Durchflusszytometrie liel3 sich die
kritische Konzentration im Bereich von 75 uM einordnen, wahrend sie in der dASTORM-
Mikroskopie und den Uptake-Versuchen deutlich geringer lag. Als Ursache der Diskre-
panz sind Sensitivitatsunterschiede zwischen den Methoden naheliegend. Diese erge-
ben sich aus den unterschiedlichen Prinzipien, die den einzelnen Messverfahren zu-

grunde liegen.

4.2.2 Evaluation der eingesetzten Methoden

Die Durchflusszytometrie ermdéglicht bei hohen Durchsatzraten die Definition von Sub-
populationen anhand zellspezifischer Marker (Gating) [94]. Basierend auf diesem ,Ga-
ting“ werden die analysierten Zellen zu Gruppen zusammengefasst, was eine schnelle
Auswertung erlaubt, gleichzeitig aber die Aussagekraft der Ergebnisse reduziert. Dies-
bezlglich zeigt die dSTORM-Mikroskopie, bei der die Zellen vom Untersucher einzeln
beurteilt werden, eine hohere Sensitivitat. Aufgrund der im Vergleich zur Durchflusszy-
tometrie deutlich kleineren Zahl an analysierten Zellen ist die statistische Sicherheit hier
jedoch geringer. Indem sie die Untersuchung einer angemessen Stichprobenzahl bei
guter Detektionsgenauigkeit ermoglichen, zeigen die Uptake-Experimente im Rahmen
dieser Arbeit die grof3te Validitat.

Neben der Methodik selbst hat auch der Einsatz von verschiedenen CXCR4-
Antagonisten Anteil an den beobachteten Sensitivitatsunterschieden. Die Detektion in
der Durchflusszytometrie sowie der dSTORM-Mikroskopie basiert auf CXCR4-Anti-
korpern, die an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind. Aufgrund ihrer Gréf3e (£ 140 kDa)
koénnen diese nicht in die von den sieben Transmembrandoménen des Rezeptors gebil-
dete Bindungstasche penetrieren, sondern nutzen extrazellulare Domanen als Zielstruk-
tur [95]. So bindet der fir die durchflusszytometrischen Analysen genutzte Antikorper-
Klon 12G5 an die ersten beiden extrazellularen Loops (ECL1 & ECL2) und der Antikor-
per-Klon 2B11, der bei der dASTORM-Mikroskopie zum Einsatz kam, an die N-terminale
Region von CXCRA4 (siehe 3D-Strukturmodell des Rezeptors in Abbildung 3) [96], [97].
Wesentlich spezifischer ist die Bindung des in den Uptake-Versuchen eingesetzten Re-
zeptorantagonisten [*8Ga]Pentixafor, der aufgrund seiner geringen GréRe direkt in die
Bindungstasche von CXCR4 penetrieren kann [42], [95]. Dass mit [®®Ga]Pentixafor unter

in vitro Bedingungen zudem der gleiche Radiotracer zum Einsatz kam wie im klinischen

61



Diskussion

Setting, erhéht die Aussagekraft der in den Uptake-Versuchen gewonnen Ergebnisse

zusatzlich.

4.3 Fazit und Ausblick

Durch den Einsatz der unterschiedlichen Methoden sowie der verschiedenen MM-
Zelllinien mit deutlich differenten basalen Expressionsniveaus ist es in der vorliegenden
Arbeit gelungen, die MM-Therapeutika anhand ihres Einflusses auf die CXCR4-
Oberflachenexpression zu klassifizieren. Ein hochregulierender Effekt konnte flr Dexa-
methason, Doxorubicin sowie die Kombination der beiden Substanzen nachgewiesen
werden. Bei einer kombinierten Anwendung mit CXCR4-gerichteten diagnostischen und
therapeutischen Verfahren besitzen diese Therapieregime grof3es Potenzial, durch ihre
expressionssteigernde Wirkung die Sensitivitat der [*8Ga]Pentixafor-PET-Bildgebung so-
wie die Effektivitat der Anti-CXCR4-Therapien zu steigern. Als kritisch ist in diesem Zu-
sammenhang eine Behandlung mit dem Proteasominhibitor Bortezomib zu werten, unter
der sich tendenziell eine Abnahme der CXCR4-Expression zeigte. Fir die Substanzen
Cyclophosphamid und Lenalidomid liel3 sich kein zeitlich stabiler bzw. kein einheitlicher
Effekt auf die CXCR4-Expression bestatigen. Die beschriebenen Effekte waren nicht
konstant in allen Zelllinien nachweisbar. Dies limitiert die Aussagekraft der Ergebnisse,
stellt zugleich aber auch einen weiteren Beleg fur die Heterogenitat der Myelomerkran-
kung dar. Als konfundierende Variablen, die unabhangig des eingesetzten MM-
Therapeutikums die Rezeptorexpression mitbeeinflussen, konnten die Inkubationszeit
sowie die Substanzkonzentration identifiziert werden.

Da die Ergebnisse in vitro erhoben wurden, gilt es in weiteren Experimenten zu prifen,
ob sich die gewonnenen Ergebnisse auch unter den komplexen Bedingungen im leben-
den Organismus bestatigen. So kdnnten Stroma-Kokulturexperimente sowie das von
Jakubikova et al. entwickelten 3D-Modell der MM-Knochenmarknische [98] eingesetzt
werden, um den Einfluss der Interaktion von MM- und Knochenmarkzellen auf die the-
rapieinduzierten CXCR4-Expressionsdnderungen zu evaluieren. Mit der Intention, die
durch die MM-Therapeutika hervorgerufenen Expressionsanderungen und deren zeitli-
che Stabilitdt auch unter in vivo Bedingungen nachzuvollziehen, wére ein weiterer Schritt
die Durchfiihrung von Untersuchungen im Mausmodell. Bestétigen sich dabei die in vitro
gewonnenen Ergebnisse, sind mittel- bis langfristig auch translationale Forschungsan-

satze gerechtfertigt.
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Hauptargument hierfur ist das grof3e Potenzial, welches die ersten klinischen Studiener-
gebnisse der CXCR4-gerichteten Theranostik bescheinigen: Indem mittels [*®Ga]Penti-
xafor-PET zunachst die CXCR4-Expression quantifiziert wird und auf diese Weise eine
Selektion geeigneter Patienten fir die anschlieRende [*7’Lu]- bzw. [*°Y]Pentixather ba-
sierte ERT erfolgt, bietet das theranostische Konzept eine wesentlich individuellere The-
rapieoption als die standardmaRig eingesetzten Chemo- und Immunotherapeutika. Zu-
gleich bestétigen die bisherigen therapeutischen Erfahrungen einen signifikanten Antitu-
moreffekt der CXCR4-gerichteten ERT, insbesondere auch bei therapierefraktaren und
extensiv vorbehandelten Patienten fiir die bisher keine alternativen Behandlungsmég-
lichkeiten zur Verfigung standen. Der wohl grofite Vorteil der ERT ist der multifaktorielle
Wirkmechanismus: Neben der direkten Eradikation CXCR4-positiver Tumorzellkompar-
timente werden durch den strahleninduzierten ,Bystander®-Effekt auch CXCR4-negative
Zellklone erfasst. Aufgrund der physiologischen CXCR4-Expression auf h&dmatopoeti-
schen Stammzellen resultiert die ERT in einer Myeloablation. Diese ist bei hamatologi-
schen Erkrankungen wie dem MM explizit erwiinscht und kann als Teil des Konditionie-
rungsschemas vor SZT genutzt werden.

In Summe scheint die CXCR4-gerichtete ERT laut aktueller Studienlage eine wirkungs-
volle Therapieoption fir MM-Patienten in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien zu sein,
die im Vergleich zu den konventionellen Chemotherapie-Schemata deutlich nebenwir-
kungsarmer ist. Bislang sind keine akuten, nicht-hdmatologischen Komplikationen wie
Organtoxizitaten oder allergische Reaktionen infolge der Applikation der ERT beschrie-
ben. Auch eine repetitive Anwendung der CXCR4-gerichteten Theranostik fihrt laut der-
zeitigem Kenntnisstand zu keiner kumulativen Organtoxizitat [46],[47] . Einschrdnkend
gilt zu sagen, dass die bisherigen therapeutischen Erfahrungen auf einzelnen Fallstudien
in kleinen Kohorten beruhen.

Weiteren Aufschluss Uber die Wirksamkeit und den Stellenwert der CXCR4-gerichteten
ERT bei Patienten mit fortgeschrittenem Non-Hodgkin-Lymphom und MM soll die aktuell
laufende multizentrische, prospektive Phase I/lI-COLPRIT-Studie (Eudra-CT 2015-
001817-28) liefern. Die bislang vorhandenen Daten bestéatigen aber bereits folgenden
Zusammenhang: Der Behandlungserfolg der CXCR4-gerichteten ERT korreliert direkt
mit der absorbierten Tumordosis, die wiederum unmittelbar von der Hohe der Rezepto-
rexpression der MM-Lasionen abhangt [47]. Vor diesem Hintergrund bieten die im Rah-
men der vorliegenden Arbeit identifizierten Einflussfaktoren auf die CXCR4-Expression
die Mdglichkeit, die Effektivitdt der CXCR4-gerichteten ERT in Zukunft weiter zu optimie-

ren: Durch synergistische Kombination von ERT und individuell angepasster, klassischer
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MM-Medikation (insbesondere CXCR4-hochregulierender Substanzen) gilt es, die
CXCR4-Expression an der Zelloberflache der MM-Lasionen zu maximieren. Auf diese
Weise kdnnte es gelingen, einen multimodalen Therapieansatz zu entwickeln, der das
Potenzial besitzt, der Heterogenitat der Myelomerkrankung gerecht zu werden und die

Therapie im Sinne einer patientenzentrierten Behandlung weiter zu verbessern.

64



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Im Zuge der Bemihungen um neue, tumorspezifische Therapieansatze fur die Myelom-
erkrankung, die weiterhin als unheilbar gilt, hat sich der Chemokinrezeptor CXCR4 auf-
grund seiner zentralen Rolle in der Tumorgenese als vielversprechender Angriffspunkt
hervorgetan. Im Sinne eines theranostischen Konzepts wird der Rezeptor mithilfe eines
radioaktiv markierten Liganden quantifiziert und anschlieend von rezeptorspezifischen
Radiotherapeutika als Zielstruktur genutzt. Eine ausreichend hohe CXCR4-Expression
bildet dabei die Grundvoraussetzung fur eine erfolgreiche Umsetzung des Konzepts. Die
CXCRA4-Expression ist allerdings ein héchst dynamischer Prozess mit gro3er inter- und
intraindividueller Heterogenitét, der u.a. durch eine begleitende Chemotherapie beein-
flusst werden kann. Ob sich therapieinduzierte Expressionsanderungen gezielt nutzen
lassen, um die Rezeptorzahl zu steuern und so die Effektivitat der CXCR4-gerichteten
Strategien zu steigern, wurde bislang nicht untersucht.

Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene, in der
Myelomtherapie etablierte Substanzen sowohl einzeln als auch in Kombination hinsicht-
lich ihres Einflusses auf die CXCR4-Expression von MM-Zelllinien und priméaren MM-
Zellen analysiert. Die mittels Durchflusszytometrie und dSTORM-Mikroskopie durchge-
fuhrten Expressionsanalysen wurden durch in vitro Uptake-Versuche mit [*®F]FDG und
dem Klinisch eingesetzten CXCR4-Antagonisten [®8Ga]Pentixafor erganzt, um die Funk-
tionalitat der therapieinduzierten Expressionsveranderungen zu eruieren.

In den Experimenten zeigte sich eine hohe Variabilitat der CXCR4-Expression der MM-
Zellen nach Therapieinduktion, die sich als substanz-, dosis- und zeitabhangig heraus-
stellte: Die Cyclophosphamid- und Lenalidomid-Behandlung der Zellen war mit keinem
stabilen Effekt auf die Rezeptorexpression assoziiert. Die Inkubation mit Bortezomib
fuhrte zu einer relevanten Abnahme der CXCR4-Expression. Die im Hinblick auf die Op-
timierung der CXCR4-gerichteten Verfahren anzustrebende Steigerung der Rezeptorex-
pression konnte in den Zellkulturexperimenten durch Dexamethason, Doxorubicin sowie
die Kombination der beiden Substanzen erreicht werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen das grol3e Potenzial der therapieinduzierten Mo-
dulation der CXCR4-Expression. Im weiteren Verlauf sind translationale Forschungsan-
séatze gerechtfertigt, die die Ubertragbarkeit der in vitro gewonnenen Ergebnisse auf die
komplexen Vorgénge im lebenden Organismus tberprifen. Langfristiges Ziel ist die Ent-
wicklung eines patientenzentrierten, multimodalen Therapiekonzepts, welches die
CXCRA4-gerichtete Theranostik mit einer individuell angepassten, medikamentdsen

Myelomtherapie kombiniert.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Erganzende Abbildungen
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Abbildung Al: Ausschluss relevanter Effekte des Losungsmittels DMSO auf die Zellproliferation am

Beispiel der INA-6-Zelllinie. Durchflusszytometrische Analyse der Proliferation mittels CFSE-Farbung nach
48-stuindiger Inkubation der Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Dexamethason, Lenalidomid
sowie deren Lésungsmittel DMSO. Bis zu einem DMSO-Gehalt von 1 %, der in der 100 uM Dexamethason-

bzw. Lenalidomid-L&sung enthalten war, konnten relevante Effekt auf die Zellproliferation ausgeschlossen

werden. Dargestellt ist jeweils die relative Proliferationsrate (%, bezogen auf unbehandelte Zellen) als

MW + SD; n = 3-4 (mit Ausnahme von Dexamethason/Lenalidomid 250 uM und DMSO 2,5 %: n = 1).
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Abbildung A2: Ausschluss relevanter Effekte des Losungsmittels DMSO auf die CXCR4-Expression
in den MM-Zelllinien. Durchflusszytometrische Analyse der CXCR4-Expression nach 48-stiindiger Inkuba-
tion der Zellen mit DMSO-L6sungen, deren Konzentration (0,5-1,0 %) dem DMSO-Gehalt der eingesetzten
Dexamethason- bzw. Lenalidomid-Lésungen (50-100 puM) entsprach. Dargestellt sind die mittels Isotyp-

Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kontrollierten geometrischen Mittel der Fluoreszenzintensitat (MFI) in Form

von MW % SD; n = 4-6.
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7.2 Erganzende Tabellen

Tabelle Al: Daten der durchflusszytometrischen Analysen zum Einfluss von MM-Therapeutika auf
die CXCR4-Expression von OPM-2-Zellen. Angegeben sind jeweils der MW + SD des geometrischen Mit-
tels der Fluoreszenzintensitat (MFI, mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kontrolliert) sowie das
Ergebnis des Signifikanztests (One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-Test); n = 4-6.

MFI der CXCR4- One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-

Expression Test (p-Wert)

(MW £ SD) unbehandelte vs. behandelte Zellen
Unbehandelt 154,4 + 31,8
Borte 5nM 81,1+7,8 0,007**
Cyclo 50 uM 166,7 + 25,9 > 0,999
Cyclo 5mM 171,5+ 13,8 > 0,999
Dexa 75 puM 702,3 + 73,6 < 0,001***
Dexa 100 pM 672,9 + 53,3 < 0,001***
Doxo 5puM 316,4+41,0 < 0,001***
Lena 75uM 59,5+ 3,6 0,001**
Lena 100 puM 63,4+ 14,7 0,002**
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Tabelle A2: Daten der durchflusszytometrischen Analysen zum Einfluss von MM-Therapeutika auf

die CXCR4-Expression von INA-6-Zellen. Angegeben sind jeweils der MW = SD des geometrischen Mit-

tels der Fluoreszenzintensitat (MFI, mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kontrolliert) sowie das

Ergebnis des Signifikanztests (One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-Test); n = 4-6.

MFI der CXCR4-

One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-

Expression Test (p-Wert)

(MW + SD) unbehandelte vs. behandelte Zellen
Unbehandelt 115,0 + 16,1
Borte 7,5nM 103,8 £ 9,5 > 0,999
Cyclo 50 pM 123,9 + 18,1 > 0,999
Cyclo 5mM 177,4+ 14,5 > 0,999
Dexa 10 puM 404,1 + 26,1 < 0,001***
Dexa 25 puM 466,9 + 35,4 < 0,001***
Dexa 50 uM 644,0 + 34,3 < 0,001***
Dexa 75 uM 9149+ 128,4 < 0,001***
Dexa 100 pM 801,0 + 158,3 < 0,001***
Doxo 5 puM 135,0 +£ 15,7 > 0,999
Lena 17 uM 160,8 + 20,6 > 0,999
Lena 75puM 255,0+42,0 0,008**
Lena 100 pM 205,7 + 32,6 0,283
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Tabelle A3: Daten der durchflusszytometrischen Analysen zum Einfluss von MM-Therapeutika auf
die CXCR4-Expression von AMO-1-Zellen. Angegeben sind jeweils der MW + SD des geometrischen Mit-
tels der Fluoreszenzintensitat (MFI, mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kontrolliert) sowie das
Ergebnis des Signifikanztests (One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-Test); n = 4-6.

MFI der CXCR4- One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-

Expression Test (p-Wert)
(MW + SD) unbehandelte vs. behandelte Zellen
Unbehandelt 12,9+4,1
Borte 5nM 10,6 +1,2 > 0,999
Cyclo 5mM 17,3+2,8 0,236
Dexa 100 pM 17,5+ 4,7 0,180
Doxo 10 pM 25,2+ 5,2 < 0,001***
Lena 100 pM 11,0£1,9 > 0,999

Tabelle A4: Daten der durchflusszytometrischen Analysen zum Einfluss von MM-Therapeutika auf
die CXCR4-Expression von MM1.S-Zellen. Angegeben sind jeweils der MW + SD des geometrischen Mit-
tels der Fluoreszenzintensitat (MFI, mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitéat kontrolliert) sowie das
Ergebnis des Signifikanztests (One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-Test); n = 4-6.

MFI der CXCR4- One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-

Expression Test (p-Wert)
(MW £ SD) unbehandelte vs. behandelte Zellen
Unbehandelt 14,3+ 3,3
Borte 5nM 18,9+5,0 > 0,999
Cyclo 50 uM 14,9+ 6,0 > 0,999
Dexa 50 uM 171,6 £ 10,8 < 0,001***
Doxo 10 uM 45,2+ 4,3 < 0,001***
Lena 100 pM 6,217 0,254
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Tabelle A5: Daten der durchflusszytometrischen Analysen zum Einfluss von Kombinationstherapie-

regimen auf die CXCR4-Expression von OPM-2-Zellen. Angegeben sind jeweils der MW + SD des geo-

metrischen Mittels der Fluoreszenzintensitat (MFI, mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kontrol-

liert) sowie die Ergebnisse des Signifikanztests (One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-Test); n = 4-6.

MFI der CXCR4-

One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-

Expression Test (p-Wert)

(MW + SD) unbehandelte vs. behandelte Zellen
Unbehandelt 208,6 £5,9
Borte 3,5 nM 87,1 +10,7 0,004**
Borte 3,5 nM + 347,9+31,1 0,001**
Dexa 75 uM
Dexa 75 uM 665,9 + 46,0 < 0,001***
Doxo 2puM + 880,8 + 80,7 < 0,001***
Dexa 75 uM
Doxo 2puM 248,9 + 8,7 > 0,999

Paarung One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-
Test (p-Wert)

Borte vs. Borte/Dexa  (pa1) < 0,001 ***
Dexa vs. Borte/Dexa  (p2) < 0,001 ***
Dexa vs. Doxo/Dexa  (ps) < 0,001 ***
Doxo vs. Doxo/Dexa  (pa) < 0,001 ***
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Tabelle A6: Daten der durchflusszytometrischen Analysen zum Einfluss von Kombinationstherapie-

regimen auf die CXCR4-Expression von INA-6-Zellen. Angegeben sind jeweils der MW + SD des geo-

metrischen Mittels der Fluoreszenzintensitat (MFI, mittels Isotyp-Kontrolle auf Hintergrundaktivitat kontrol-

liert) sowie die Ergebnisse des Signifikanztests (One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-Test); n = 4-6.

MFI der CXCR4-

One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-

Expression Test (p-Wert)

(MW + SD) unbehandelte vs. behandelte Zellen
Unbehandelt 93,9+8,9
Borte 6 nM 97,1+11,8 > 0,999
Borte 6 nM + 644,1 + 43,0 < 0,001***
Dexa 50 uM
Dexa 50 uM 658,9 + 36,6 < 0,001***
Doxo 2 uM + 875,4+93,0 < 0,001 ***
Dexa 50 uM
Doxo 2 puM 100,9 £ 10,5 > 0,999

Paarung One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-
Test (p-Wert)

Borte vs. Borte/Dexa  (pa1) < 0,001 ***
Dexa vs. Borte/Dexa  (p2) > 0,999
Dexa vs. Doxo/Dexa  (ps) < 0,001 ***
Doxo vs. Doxo/Dexa  (pa) < 0,001 ***
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Tabelle A7: Daten zum Einfluss von MM-Therapeutika auf die [*®F]FDG-Aufnahme von OPM-2-Zellen.
Alle Proben wurden in Triplikaten gemessen und hinsichtlich Hintergrundaktivitat sowie radioaktiven Zerfalls
korrigiert. Angegeben ist jeweils der MW = SEM der Zerfalle pro Minute je 1000 Zellen (CPM) sowie das
Ergebnis des Signifikanztests (One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-Test); n = 4.

[*®F]FDG-Uptake in  One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-

CPM Test (p-Wert)

(MW + SEM) unbehandelte vs. behandelte Zellen
Unbehandelt 1983,7 +172,6
Borte 5nM 1707,6 + 34,9 > 0,999
Cyclo 5 mM 1895,1 + 180,3 > 0,999
Dexa 75 uM 740,9 + 93,6 < 0,001***
Doxo 5puM 4165,4 + 228,7 < 0,001***
Doxo 2 uM +
Dexa 75 uM 1088,3 £ 87,9 0,002**
Lena 75 puM 7749 + 127,5 < 0,001***
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Tabelle A8: Daten zum Einfluss von MM-Therapeutika auf die [$®Ga]Pentixafor-Bindung von OPM-2-
Zellen. Alle Proben wurden in Triplikaten gemessen und hinsichtlich Hintergrundaktivitat sowie radioaktiven
Zerfalls korrigiert. Angegeben ist jeweils der MW + SEM der Zerfalle pro Minute je 1000 Zellen (CPM) sowie
das Ergebnis des Signifikanztests (One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-Test); n = 4.

[(8Ga]Pentixafor- One-way-ANOVA- & Bonferroni-Post-

Uptake in CPM Test (p-Wert)
(MW + SEM) unbehandelte vs. behandelte Zellen

Unbehandelt 1928,0 £ 112,4
Borte 5nM 977,2+62,4 0,010**
Cyclo 5 mM 1456,0 £ 231,9 0,906
Dexa 40 nM 3537,3 + 416,6 < 0,001***
Dexa 25 puM 3043,0 + 312,5 0,002**
Dexa 75 uM 1542,4 +182,4 > 0,999
Doxo 5puM 3233,7 £ 175,5 < 0,001***
Doxo 2 puM +
Dexa 75 UM 1981,4 + 221,5 > 0,999
Lena 75 uM 668,0 + 82,3 < 0,001***
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7.3 Urheberrechtliche Genehmigung

Abbildung 5: Chemotherapie-induzierte CXCR4-Herabregulation bei einem Patienten

mit fortgeschrittener Myelomerkrankung.
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