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1. Einleitung

In der heutigen Gesellschaft stehen Tumorerkrankungen mit ca. 26 % immer noch auf
Platz zwei der haufigsten Todesursachen in Deutschland (Statistisches Bundesamt,
2012). Auch wenn das Multiple Myelom hierbei nur etwa 1-2 % aller Tumoren ausmacht,
so gilt diese hamatologische Erkrankung immer noch als unheilbar und fordert deutsch-
landweit jahrlich mehr als 3600 Tote (Lamerz, 2012; Robert Koch-Institut, 2013; Straka
et al., 2012a). Europaweit liegt die Inzidenz des Multiplen Myeloms altersadaptiert bei 4-
5 Erkrankungen pro 100.000 Einwohnern (Onkopedia, 2011). Trotz deutlicher Verbesse-
rung der Prognose in den letzten zehn Jahren, vor allem durch den Einsatz von Im-
munmodulatoren und Proteasominhibitoren, ist die Therapie des Multiplen Myeloms
nicht kurativ. Daher ist die Suche und Forschung nach weiteren therapeutischen Sub-
stanzen von hohem wissenschaftlichen und klinischen Interesse (Graf et al., 2012; Stra-
ka et al., 2012a).

In der vorliegenden Doktorarbeit soll durch die Inhibition des Hedgehog-Signalweges
eine weitere Option in der Bekdmpfung des Multiplen Myeloms untersucht werden. Da-
bei soll die Einleitung zunachst einen allgemeinen Uberblick tber die heutige Auffas-
sung der Pathogenese und die derzeit gangigsten Therapieformen der Erkrankung ge-

ben.

1.1 Das Multiple Myelom

1.1.1 Definition und Pathogenese

Das Multiple Myelom ist definiert als eine Plasmazellneoplasie mit maligner Proliferation
klonaler, terminal differenzierter B-Lymphozyten (Plasmazellen) im Knochenmark. In der
Mehrzahl der Falle fuhrt dies zur Bildung eines identischen, monoklonalen Eiweil3es
(Paraprotein mit monoklonalen Leichtketten) (Diebold et al., 2012).

Um die Pathogenese dieser hdmatologischen Erkrankung zu verstehen, ist es wichtig
sich zunachst die physiologische B-Zell- bzw. Plasmazellentwicklung zu vergegenwarti-
gen. Wahrend der B-Zellreiftung kommt es mehrfach zu einer Umlagerung von Keim-
bahngenen, die sowohl fur den variablen Teil der schweren, als auch fir den der leich-

ten Immunglobulinkette kodieren. Bei dieser sogenannten V(D)J-Rekombination werden
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die Gensegmente (V, D, J), von denen jeweils mehrere Varianten existieren, neu kombi-
niert, wodurch die fir die Immunglobuline wichtige Antigenvielfalt entsteht.

Zusatzlich kommt es im konstanten Teil der schweren Kette zum ,Isotypen-Switch®, der
zum Wechsel der Immunglobulinklasse von IgM zu IgG oder IgA (selten IgD/IgE) fuhrt
und ebenfalls auf Umlagerungen von DNA-Segmenten basiert (Schmidmaier et al.,
2012).

Diese Vielzahl von physiologischen Rekombinationen bietet jedoch auch eine Wahr-
scheinlichkeit fur das Auftreten von Translokationen mit Genen anderer Chromosomen,
welche die Entstehung von Karzinomen begunstigen kdnnen. So beobachtet man beim
Multiplen Myelom maligne Translokationen, insbesondere mit dem Promotor der schwe-
ren Immunglobulinkette auf Chromosom 14, die u.a. fur eine vermehrte Expression von
proliferativen und anti-apoptotischen Proteinen sorgen (Schmidmaier et al., 2012). Im
Detail werden derzeit funf myelomtypische, wiederholt auftretende Translokationen fir
die Tumorgenese der Krankheit verantwortlich gemacht. Dazu zéhlen t(14;16) (C-MAF),
t(14;20) (MAFB), t(11;14) (Bcl-1, Cyclin D1), t(6;14) (Cyclin D3) und t(4;14) (FGFR-3 und
MMSET). Seltener sind auch die Translokationen t(8;14) (C-MYC) und t(14;18) (Bcl-2)
zu finden. Fehlen diese Translokationen, so kdnnen stattdessen in den meisten Fallen
hyperdiploide Chromosomenzahlen, insbesondere Trisomien (oder auch Monosomien)
der Chromosomen 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 und 21 nachgewiesen werden, die ebenfalls auf
eine genetische Instabilitdt beim Multiplen Myelom hinweisen (Anderson und Carrasco,
2011; Palumbo und Anderson, 2011; Schmidmaier et al., 2012).

Sowohl die hyperdiploiden Chromosomen als auch die beschrieben Translokationen
spielen jeweils eine zentrale Rolle in der frihen Karzinogenese und kdnnen bereits beim
MGUS (Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz) nachgewiesen werden. Das
MGUS qilt als asymptomatische Vorstufe des Multiplen Myeloms (Kyle et al., 2002;
Schmidmaier et al., 2012). In einer neueren Studie konnten Landgren et al. (2009)
nachweisen, dass dieses MGUS stets einem Multiplen Myelom vorausgeht, wobei von
einer konstanten Transformationsrate von 1 % pro Jahr ausgegangen wird. Da sich je-
doch nicht aus jedem MGUS ein Multiples Myelom entwickelt, nimmt man heute an,
dass zusatzliche genetische Abberationen auftreten missen, die sowohl die Transfor-
mation als auch das weitere Fortschreiten der Erkrankung bestimmen. Hierflr werden

neben sekundaren Translokationen mit Involvierung von MAFB (20g12), MYC (8g24)
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oder IRF4 (6p25) insbesondere auch Mutationen verantwortlich gemacht, die zur Inakti-
vierung von Tumorsupressorgenen (u.a. TP53, TNF, CDKN2A, CDKN2C) oder zur Akti-
vierung von Onkogenen (u.a. NRAS, KRAS, FGFR-3, MYC) fiuihren (Anderson und Car-
rasco, 2011; Palumbo und Anderson, 2011). Des Weiteren werden in neueren Studien
auch epigenetische Veranderungen (microRNA, Methylierung) fir die Genese der Er-

krankung diskutiert (Roccaro et al., 2009).

Keimzentrums
B-Zelle

yelom/
Plasmazellleukamie

t(14;16)
t(14;20) _ zusétzliche genetische Veranderungen:
Translokationen t(11;14) Hyper sekundére Translokationen
t(6;14) o MAFB (20912)
: fo[o] o] MY C (8q24)
t(4;14) IRF4 (6p25)

Inaktivierung von Tumorsupressorgenen

TP53
TNF
. CDKN2A
Trisomien CDKN2C

3579, Hyper- Aktivierung von Onkogenen
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FGFR-3
MYC

11, 15, 19 und 21

Abb. 1: Schematische Darstellung der mehrschrittigen Pathogenese des Multiplen
Myeloms. Translokationen und Hyperdiploidie als friilhe genetische Ereignisse bei der
Myelompathogenese. Zusatzliche genetische Veranderungen (sekundare Translokatio-
nen, Inaktivierung von Tumorsupressorgenen oder Aktivierung von Onkogenen) be-
stimmen sowohl die Transformation als auch das weitere Fortschreiten der Erkrankung
(modifiziert nach Schmidmaier et al., 2012).

Die Folgen dieser vielfaltigen genetischen und epigenetischen Verdnderungen zeigen
sich insbesondere in der konstitutiven Aktivierung charakteristischer Signalwege, die
sowohl das Apoptoseverhalten als auch die Proliferation und die Chemoresistenz von
Myelomzellen bestimmen. Hierbei sind mit dem PI3K/Akt-Signalweg, dem



Ras/Raf/MEK/MAPK-Signalweg, dem NFkB-Signalweg, dem JAK/STAT-Signalweg und
dem Whnt-Signalweg die wichtigsten derzeit im Multiplen Myelom beschriebenen Signal-

wege zu nennen (Palumbo und Anderson, 2011; Schmidmaier et al., 2012).

Extrzellularmatrix Zytokine und
Integrine Wachstumsfaktoren

ol ﬁ

/ 1l l
Proliferation
PKC Uberleben ﬂ :> Chemoresistenz
Proliferation Uberleben
Migration Proliferation
% Integrine
Kretion un Selektine
e B el I Gt
Migration Wachstumsfaktoren l lg )

Interaktionen zwischen MM-
/Stromazellen und EZM triggern
Proliferation, Uberleben und
Chemoresistent der MM-Zellen

Abb. 2: Schematische Darstellung der wichtigsten intrazellularen Signalwege im
Multiplen Myelom. Mit dem PI3K/Akt-Signalweg, dem Ras/Raf/MEK/MAPK-Signalweg,
dem NFkB-Signalweg, dem JAK/STAT-Signalweg und dem Wnt-Signalweg sind potenti-
elle Therapieziele im Multiplen Myelom aufgezeigt (modifiziert nach Podar et al., 2009).

Anhand von neueren wissenschaftlichen Erkenntnissen zeigt sich jedoch, dass die Be-
trachtung von onkogenen Ereignissen, die zur konstitutiven Aktivierung von Signalwe-
gen fuhren, alleine nicht ausreicht, um die komplexe Pathogenese, insbesondere mit
dem Ubergang vom MGUS zum Multiplen Myelom, vollstandig zu erklaren. Vielmehr
steht heute fest, dass, neben den genetischen Veranderungen, vor allem auch die Um-
gebung des Tumors, in diesem Falle das Knochenmarksmilieu, die Entwicklung und
Progression des Myeloms entscheidend mitbeeinflusst (Podar et al., 2009). So sind
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Myelomzellen in der Lage an Stromazellen und der Extrazellularmatrix (EZM) des Kno-
chenmarks zu adhéarieren, wodurch es zu Wechselwirkungen und gegenseitiger Stimula-
tion der beteiligten Zellen kommt. Es ist davon auszugehen, dass es Uber diese Zell-
Zell/zell-Matrix-Interaktionen ebenfalls zu einer verstarkten Aktivierung der genannten
Signalwege und somit auch zu den beschriebenen proliferativen und anti-apoptotischen
Effekten kommt. Dabei kdnnen diese Effekte entweder direkt tiber Adhasionsmolekiile
(u.a. LFAL, VLA4, ICAM1, VCAM1) oder aber indirekt durch die Ausschittung von Zyto-
kinen vermittelt werden. Neben dem Transforming growth factor f (TGFB) oder dem
Tumor necrosis factor a (TNFa) wird hierbei insbesondere dem Interleukin-6 (IL-6), wel-
ches Uberwiegend durch die Knochenmarksstromazellen gebildet wird, eine ganz zent-
rale Rolle fir das Uberleben von Myelomzellen zugeschrieben (Schmidmaier et al.,
2012). Aul3erdem konnte, wie in vielen anderen Malignomen, auch im Multiplen Myelom
eine gesteigerte Ausschittung des Vascular endothelial growth factor (VEGF) nachge-
wiesen werden, das Uber den Vorgang der Neoangiogenese ebenfalls eine vermehrte
Proliferation und auch Metastasierung des Tumors begunstigt (Rajkumar et al., 2002).

Zusammenfassend lasst sich die Pathogenese des Multiplen Myeloms folglich durch ein
komplexes Zusammenspiel von genetischen Veranderungen unter Mitbeteiligung vielfal-
tiger Umgebungsfaktoren im Knochenmarksmilieu beschreiben, die zu Aktivierung ver-
schiedener myelomtypischer Signalwege fuhren. Dieses Zusammenspiel und die Tatsa-
che, dass die Aberrationen im Genom mit fortschreitender Pathogenese zunehmen, un-
terstreicht die molekulare Heterogenitat dieser Erkrankung und somit die Schwierigkeit

eines einheitlichen therapeutischen Vorgehens (Schmidmaier et al., 2012).

1.1.2 Klinik

Wahrend das MGUS definitionsgemalR eine asymptomatische Vorstufe des Multiplen
Myeloms darstellt, zeigt sich auch dieses im friihen Stadium héaufig noch symptomlos mit
allenfalls uncharakteristischen Allgemeinsymptomen (Mudigkeit, Schwache, Leistungs-
minderung, Gewichtsabnahme, Nachtschweil3, subfebrile Temperaturen), die nicht
zwingend auf ein malignes Geschehen hindeuten. Als erstes relativ spezifisches Zei-
chen und haufigste klinische Erstmanifestation gelten dagegen fluktuierende, belas-

tungsabhangige Knochenschmerzen, die vorwiegend im Bereich der Brust oder der Wir-
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belsaule angesiedelt sind (Abedinpour et al., 2012). Zur richtigen Diagnosestellung fihrt
in vielen Fallen jedoch erst das Auftreten von myelomtypischen Komplikationen, die ins-
besondere in spateren Stadien das klinische Bild und den weiteren Verlauf der Erkran-
kung bestimmen. So kommt es durch die Ausbreitung von Plasmazellnestern im Kno-
chenmark vermehrt zu Spontanfrakturen in den befallenen Knochen und durch den ge-
steigerten Knochenabbau eventuell zu symptomatischen Hyperkalzamien. Des Weiteren
fuhrt die maligne Vermehrung der Plasmazellen zu einer Verdrangung des blutbildenden
Knochenmarks, was eine Knochenmarksinsuffizienz mit Bi- oder Panzytopenie bedingen
kann. Als Folge der Beeintrachtigung der medullaren Hamatopoese zeigt sich in den
meisten Fallen sowohl eine symptomatische Anamie als auch ein vermehrtes Auftreten
von Infektionen. Dabei ist die erhdhte Infektanfalligkeit, neben einer eventuellen Leuko-
penie, insbesondere der Entstehung eines sekundaren Antikdrpermangels geschuldet.
Die exzessive Ausschittung von Paraproteinen durch die malignen Plasmazellklone
bedingt einerseits eine geringere Konzentration der normalen Immunglobuline (Antikor-
permangel) und andererseits ein Hyperviskositatssyndrom, das tber die Auslésung von
Durchblutungsstérungen zu neurologischen, ophthalmologischen oder auch kardiologi-
schen Schaden filhren kann (Abedinpour et al., 2012). Die haufigsten sekundéaren Org-
anschaden beim Multiplen Myelom stellen jedoch mit 20-50 % Nierenerkrankung dar,
wobei die Cast-Nephropathie (,Myelomniere) und die AL-Amyloidose zu den renalen
Hauptmanifestationsformen zéhlen, da monoklonale Leichtketten vor allem Gber die
Niere ausgeschieden werden (Schonermarck et al., 2012). Als weitere in der Literatur
beschriebene Komplikationen sind zudem Polyneuropathien, Koagulopathien, nicht ulze-
rierende Hautveranderungen und das Auftreten von Zweitneoplasien zu nennen (Abe-
dinpour et al., 2012; Graf et al., 2012).

1.1.3 Diagnostik und Einteilung

Fir eine leitliniengerechte Behandlung des Multiplen Myeloms ist zun&chst eine sorgfal-
tig betriebene Diagnostik notwendig, um die Erkrankung festzustellen und sie einem
prézisen Stadium zuzuordnen, welches fir eine richtige Therapieplanung und Progno-

seeinschatzung unentbehrlich ist. Im klinischen Alltag stitzt sich dabei das diagnosti-
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sche Konzept auf drei Saulen — die klinisch-chemische Diagnostik, die bildgebende Di-
agnostik und die Knochenmarksdiagnostik.

Haufig wird im Rahmen von allgemeinen Vorsorgeuntersuchungen bei Patienten zu-
nachst ein sogenannter schmalbasiger M-Gradient in der Eiweil3elektrophorese des Se-
rums festgestellt, der eine monoklonale Gammopathie vermuten lasst. Um nun den Ver-
dacht eines Multiplen Myeloms zu bestatigen bzw. dieses von einem weniger malignen,
schleichenden (smoldering) Myelom oder einem MGUS abzugrenzen, sind weitere di-
agnostische Schritte notwendig (Onkopedia, 2011). Ein schleichendes (smoldering)
Myelom erflillt dabei die diagnostischen Kriterien eines Multiplen Myeloms, doch bleibt
es Uber Jahre hinweg asymptomatisch ohne myelomtypische klinische Zeichen.

So wird als weiterfuhrender Laborparameter neben der allgemeinen Blut- und Urinunter-
suchung (Blutbild mit Differatialblutbild, Elektrolyte (Natrium, Kalium, Kalzium), Nierenre-
tentionsparameter (Kreatinin incl. GFR, Harnstoff), Gesamteiweil3 und Albumin, BSG,
LDH, GPT, B2-Mikroglobulin, Leichtketten (Bence-Jones-Proteine) im Serum, Spontan-
und 24 h-Urin) insbesondere eine Immunfixationselektrophorese zur Charakterisierung
und Bestatigung eines monoklonalen Schwer- und Leichtkettentyps im Serum und Urin
empfohlen. Zudem sollte zur Abschatzung der Konzentration des monoklonalen Immun-
globulins und zur Beurteilung der polyklonalen Antikérper eine quantitative Bestimmung
der Immunglobuline G, A und M erfolgen. Diese sind auch als individuelle Verlaufspa-
rameter fir die Tumormasse und das Therapieansprechen von entscheidender klini-
scher Relevanz. Unter diesem Gesichtspunkt hat auch die quantitative Bestimmung von
Kappa- und Lambda-Leichtketten in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen, so-
dass auch diese, inklusive der Berechnung des Kappa/Lambda-Leichtkettenquotienten,
mittlerweile als wichtige diagnostische Hilfsmittel gelten (Onkopedia, 2011; Wick et al.,
2012).

Des Weiteren wird zur Darstellung von osteolytischen Herden im Knochen, die durch die
Vermehrung und VergréRerung von sogenannten ,Plasmazellnestern® entstanden sind,
eine Rontgenuntersuchung nach ,Pariser Schema® (Schadel, Becken, Achsenskelett,
Rippenthoraces, Oberarm- und Oberschenkelknochen beidseits) oder aber direkt eine
niedrig-dosierte Computertomographie des Skeletts empfohlen. Bei Verdacht auf
extramedullare Manifestation kann auch eine Kernspintomographie indiziert sein (Onko-
pedia, 2011).
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Gesichert werden kann die Diagnose des Multiplen Myeloms durch eine Knochenmarks-
punktion aus dem Beckenkamm, wobei der Nachweis der klonalen Plasmazellen entwe-
der auf immunhistologischem oder immunzytologischem Wege erfolgt. Aul3erdem kann
hierbei Material fur zytogenetische Analysen gewonnen werden, sodass uber konventio-
nelle Chromosomen- oder FISH- sowie Uber PCR-Analysen genetische Veranderungen
der Zellen aufgedeckt werden kénnen. Denn, wie unter 1.1.1 beschrieben, kénnen diese
Aberrationen die Pathogenese des Myeloms und nicht zuletzt die Prognose entschei-
dend mitbestimmen (Onkopedia, 2011; Schmidmaier und Franke, 2012).

Im Folgenden sind drei Abbildungen aufgefihrt, die mdgliche Einteilungsformen des
Multiplen Myeloms darstellen. Dabei zeigt Abbildung 3 die diagnostischen Kriterien zur
Abgrenzung des Multiplen Myeloms von seinen unterschiedlichen Varianten. In Abbil-
dung 4 und 5 sind dagegen zwei anerkannte Stadieneinteilungen des Multiplen Myeloms
dargestellt, die derzeit im klinischen Alltag bei der Prognoseabschatzung und Therapie-

entscheidung zur Anwendung kommen.
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Multiples Schleichendes MGUS! Solitares Plasmazell-
Myelom Myelom Plasmozytom Leukamie

Kriterien
Klonale Plasmazellen g 2
im Knochenmark 210% 210% <10% <10 %
und nd | oder und und
Krankhaftes Eiweil} nachweisbar >30g/1 <30g/1 ot
im Serum nachweisbar
und / oder und
Krankhaftes Eiweill nachweisbar c;:ich} "
im Urin nachweisopar
und und und und
Schaden im Korper " nicht nicht nicht
(CRAB Kriterien?) Rachwsisher nachweisbar nachweisbar nachweisbar
und
andere einzeiner 22x10°/1
Krankheitszeichen Knochenherd klonale Plasmazellen
im Blut
und und / oder
Ldonale Plasmazellen| [> 20 % Plasmazellen
gesichert im Blutblut

Abb. 3: Diagnosekriterien zur Unterscheidung des Multiplen Myeloms von seinen
unterschiedlichen Varianten. *"MGUS — monoklonale Gammopathie unklarer Signifi-
kanz; 2CRAB-Kriterien - Hyperkalzamie und/oder Niereninsuffizienz und/oder Anamie
und/oder osteolytische Knochendestruktion (Onkopedia, 2011).

Stadium Kriterien Definition Medianes Uber-
leben [Monate]
I Niedriges B2-Mikroalbumin < 3,5 mg/L 62

2-Mikroalbumin Albumin = 3,5 g/dl

B2-Mikroalbumin < 3,5 mg/L | 44
Albumin = 3,5 g/dl oder
2-Mikroalbumin

= 3,5 mg/L bis < 5,5 mg/L

1l Weder Stadium | noch Il

1] Hohes
B2-Mikroalbumin

B2-Mikroalbumin 25,5 mg/L 29

Abb. 4: Internationales Staging System (ISS) des Multiplen Myeloms (Greipp et al.,
2005).
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Stadium Kriterien

I Erfullung aller 4 Kriterien:
(niedrige Tumorzell- 1. Hb-Wert > 10 g/dI
masse: < 0,6 x 2. Serum-Ca-Wert normal
10%/m?) 3. Rontgenologisch normales Skelett oder nur eine solitare Os-
teolyse
4. Geringe Konzentration monoklonaler Immunglobuline:
a) lgG < 5 g/dl
b) IgA < 3 g/dI
c) Leichtketten im Urin: < 4 g/24 h

Il Weder zu Stadium | noch zu Stadium Il passend

1l Eines oder mehrere der folgenden Kriterien:

(hohe Tumorzell- 1. Hb-Wert < 8,5 g/dI
masse: > 0,6 x 2. Serum-Ca-Wert erhoht
10%/m?) 3. Fortgeschrittene osteolytische Knochenveranderungen
4. Hohe Konzentration monoklonaler Immunglobuline:
a) IlgG > 7 g/dl
b) IgA > 5 g/dI

c) Leichtketten im Urin: > 12 g/24 h

Zusatzstadium nach | A) Serum-Kreatinin < 2 mg/dl
Nierenfunktion B) Serum-Kreatinin > 2 mg/d|

Abb. 5: Stadieneinteilung des Multiplen Myeloms nach Durie und Salmon (Herold,
2009).

1.1.4 Therapie und Prognose

Auch wenn eine vollkommende Heilung von Myelompatienten zum gegenwartigen Zeit-
punkt immer noch keine realistische Zielsetzung darstellt, konnte in den letzten zehn
Jahren die Behandlung und die Prognose des Multiplen Myeloms durch die Entwicklung
neuer Medikamente wie Bortezomib oder Lenalidomid (Thalidomid-Analogon) und neuer
Therapieschemata deutlich verbessert werden. Als angestrebte Therapieziele gelten
derzeit eine mdglichst starke Zurtickdrangung der Plasmazellklone mit dem Erreichen
einer Komplettremission (kein monoklonales Protein in Serum und Urin; £ 5 % Plasma-
zellen im Knochenmark; Verschwinden von Weichteilplasmozytomen) und mit einem
langen progressionsfreien Uberleben. Des Weiteren stehen die Vermeidung bzw. die
Kontrolle von myelomtypischen Komplikationen (u.a. Niereninsuffizienz, Infektionen, Po-

lyneuropathien, Frakturen, Thrombosen) und darlber hinaus die Verbesserung von Mo-
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bilitat, Lebensqualitdt und korperlicher Leistungsfahigkeit im Vordergrund der therapeu-
tischen MalRBhahmen (Straka et al., 2012a).

Die Therapieindikation und die Wahl des geeignetsten Therapieverfahrens fir das Mul-
tiple Myelom werden individuell getroffen und richten sich sowohl nach dem Stadium
und dem Typ der Erkrankung, als auch nach Alter, Symptomatik und Gesundheitszu-
stand des Patienten. So wird im Stadium | bzw. bei asymptomatischen Patienten in der
Regel noch keine Therapie begonnen und ein abwartendes Verhalten mit regelmafdiger
Labor-, Rontgen- und Knochenmarkskontrolle empfohlen (,watch and wait“) (Onkopedia,
2011). Bei symptomatischen Patienten ist dagegen stets die Indikation zur Therapie ge-
geben, wobei sich die auschlaggebende Symptomatik insbesondere anhand der soge-
nannten CRAB-Kriterien definieren lasst. Diese Kriterien umfassen Hyperkalzamie (C),
Niereninsuffizienz (R), Anamie (A) und Knochenlasionen (B) — und stellen somit Endor-
ganschaden dar, die auf direktem oder indirektem Wege durch den Tumor entstanden
sind (Straka et al., 2012a).

Lange Zeit stellte eine reine Chemotherapie aus der Kombination von Melphalan und
Prednison (MP) die wirksamste Therapie des Multiplen Myeloms fur Patienten aller Al-
tersklassen dar. Erst mit Einflhrung der autologen Stammzelltransplantation in den
1980er Jahren konnte eine erste wirkungsvolle Alternative zur alleinigen Chemotherapie
angeboten werden, die auch heute noch als Standardtherapie fur alle geeigneten
Myelompatienten (guter Allgemeinzustand, keine schwerwiegenden Infektionen, keine
relevanten Organschaden) gilt (Dietzfelbinger und Straka, 2012; Straka et al., 2012a).
Bei dieser Therapieform werden dem Korper des Patienten Stammzellen aus dem Kno-
chenmark (autologe Knochenmarktransplantation) oder aus dem peripheren Blut (auto-
loge Blutstammezelltransplantation) entnommen und im Anschluss das restliche Kno-
chenmark, inklusive der malignen Plasmazellen, durch eine Hochdosis-Melphalan-
therapie (200 mg/m?) zerstort. SchlieBlich fuhrt die Reinfusion der Stammzellen zu einer
relativ raschen Erholung des Knochenmarks mit einer kompletten und anhaltenden ha-
matopoetischen Rekonstitution (Straka et al., 2012b). Neben der autologen steht auch
eine allogene Stammzelltransplantation zur Therapie des Multiplen Myeloms zur Verfi-
gung, wobei hierbei die Stammzellen einem fremden, histokompatiblen Spender ent-
nommen werden. Obwohl gezeigt werden konnte, dass das allogene Therapiekonzept,

aufgrund des ,Graft-versus-Myeloma-Effekts“ (Aktivitat der mittransplantierten T- bzw.
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NK-Zellen des Spenders, die sich gegen die Myelomzellen des Empféangers richten), in
vielen Fallen sogar ein kuratives Potential besitzt, ist es im Vergleich zur autologen
Stammzelltransplantation durch das gehaufte Auftreten von AbstoRungsreaktionen
(,Graft-versus-Host-Effekt“) mit einer erhdhten therapieassoziierten Morbiditat und Mor-
talitat verkntpft, sodass der Stellenwert dieser Therapieform kontrovers diskutiert und in
der Regel nicht als Priméartherapie empfohlen wird (Hentrich et al., 2012; Straka et al.,
2012a). Aufgrund des Bedarfs hoher Dosen Melphalan und der damit verbundenen
enormen Belastung des Korpers kommt die autologe Stammzelltransplantation als
Standardverfahren in der Regel nur bei Patienten mit einem Alter unter 70 Jahren und
guten Organfunktionen in Frage. Bei ristigen Patienten kann in Einzelfallen die Therapie
jedoch auch im Alter tber 70 Jahren sinnvoll sein — sollte dann aber mit einer niedrige-
ren Dosierung Melphalan (140 mg/m2) und, wenn mdglich, im Rahmen von klinischen
Studien erfolgen (Onkopedia, 2011; Straka et al., 2012a).

Fur all diejenigen Patienten, bei denen die Durchflihrung einer Stammzelltherapie auf-
grund von Alter, Komorbiditdten oder sonstigen Gegebenheiten nicht mdglich ist, hat
sich im letzten Jahrzehnt das Therapieangebot fir das Multiple Myelom erheblich erwei-
tert und verbessert. Durch die Entwicklung neuer Substanzen wie dem Proteasominhi-
bitor Bortezomib und den Immunmodulator Lenalidomid (Thalidomid-Analogon mit ver-
bessertem Nebenwirkungsprofil) kann heute die jahrzehntelang bestehende Kombina-
tionstherapie aus Melphalan und Prednison um eine der neuen Substanzen erganzt
werden, was die Effektivitat der Chemotherapie und damit die Langzeitprognose signifi-
kant verbessert hat (Onkopedia, 2011; Straka et al., 2012a). Wahrend sowohl die Kom-
bination aus Melphalan, Prednison und Bortezomib (VMP) als auch diejenige aus Mel-
phalan, Prednison und Thalidomid (MPT) bereits in der Primartherapie bzw. Induktions-
therapie des Multiplen Myeloms offiziell zur Verfligung stehen, ist Lenalidomid derzeit
nur in Kombination mit Dexamethason nach vorausgegangener Therapie bzw. in der
Rezidivtherapie zugelassen (Onkopedia, 2011). Die neuen Dreierkombinationen besit-
zen allerdings alle ein erhdhtes toxisches Potential, das ein vermehrtes Auftreten von
Nebenwirkungen (u.a. Neuropathien, Thrombosen, Infektionen) bedingt, sodass indivi-
duell bei jedem Patienten vor Beginn der Therapie eine Nutzen-Risiko-Abwagung
durchgefiihrt werden sollte. Fur altere multimorbide Patienten kann in diesem Zusam-

menhang auch die Verwendung von weniger intensiven Chemotherapeutika wie Ad-
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ramycin, Bendamustin oder Cyclophosphamid in Betracht gezogen werden, um auf ne-
benwirkungsarmere Art und Weise zumindest Symptomatik und Allgemeinzustand zu
verbessern (Straka et al., 2012a).

Weitere mdgliche therapeutische Vorgehensweisen umfassen eine lokale Strahlenthe-
rapie oder eine Operation, deren Anwendung inshesondere bei lokalen extramedullaren
Plasmozytomen, aber auch als Prophylaxe bzw. Fixation von frakturgefahrdeten Skelett-
anteilen zum Einsatz kommt. Daruber hinaus stellt die Supportivtherapie mit Kontrolle
und adaquater Behandlung der weiteren myelomtypischen Komplikationen (u.a. Kno-
chenschmerzen, Anamie, Hyperkalzamie, Infektion, Niereninsuffizienz, Hyperviskositats-
und Antikdrpermangelsyndrom) einen bedeutsamen Eckpfeiler in der Therapie des Mul-
tiplen Myeloms dar. Hierbei sind neben der Gabe von Bisphosphonaten oder Blutkon-
serven auch intraventse Substitutionen von IgG oder Plasmaseperationen als die wich-
tigsten ergdnzende TherapiemalRnahmen zu nennen (Onkopedia, 2011).

Auf Grund der Ausschodpfung aller genannten therapeutischen Méglichkeiten hat sich die
Prognose des Multiplen Myeloms in den letzten Jahrzehnten deutlich verbessert. Wah-
rend unbehandelt die mediane Uberlebenserwartung von Myelompatienten bei etwa
sechs Monaten liegt, kann diese durch die neuen Kombinationschemotherapien auf Uber
drei Jahre und durch eine Hochdosistherapie mit anschlielender Stammzelltransplatati-
on sogar auf bis zu finf Jahren gesteigert werden. In Einzelfallen wird heute sogar von
Lebensverlangerung bis zu zehn Jahren berichtet, was, trotz vieler Schwierigkeiten und
Enttduschungen, die intensive und stetige Forschung auf dem Gebiet des Multiplen

Myeloms bestatigt (Dietzfelbinger und Straka, 2012).

1.2 Der Hedgehog-Signalweg
1.2.1 Entdeckung und Funktion der Hedgehog-Genfamilie

Ende der 1970er Jahre endeckten Christiane Nusslein-Volhard und Eric Wieschaus ein
Gen in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster, welches in der Embryonalentwicklung
die Erstellung des richtigen Bauplans von Koérperabschnitten kontrollierte. So zeigte eine
Fruchtfliege bei Mutation des Gens eine veranderte, komplett behaarte Oberflachen-
struktur, die vom Aussehen her an einen Igel erinnerte, was letztlich die Namensgebung

des Gens bestimmte (Nusslein-Volhard und Wieschaus, 1980). Wahrend in Drosophila
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melanogaster nur ein Hedgehog-Gen existiert, konnten Anfang der 1990er Jahre in Ver-
tebraten drei homologe Hedgehog-Gene (Sonic-/Indian-/Desert-Hedgehog) nachgewie-
sen werden, von denen heute bekannt ist, dass sie in unterschiedlichem Malie die Ent-
stehung und Differenzierung verschiedener Organsysteme regulieren (Echelard et al.,
1993). Dabei spielt das Sonic-Hedgehog-Gen (Shh) die gro3te Rolle u.a. in der Entwick-
lung des Zentralnervensystems, des Darms oder bei der Entstehung von Gliedmal3en
(Echelard et al., 1993; Litingtung et al., 1998). Indian-Hedgehog (lhh) ist dagegen vor
allem bei der enchondralen Knochenbildung aktiv, wahrend sich Desert-Hedgehog
(Dhh) in der Gonadenentwicklung tUberexprimiert zeigt (Bitgood et al., 1996, Iwasaki et
al., 1997). Die Hedgehog-Gene werden daher auch als Morphogene bezeichnet. Sie
codieren die Bildung von extrazellularen Signalmolekilen — den Hedgehog-Proteinen,
welche tber den Aufbau eines Konzentrationsgradienten im Gewebe Zielgene aktivieren
bzw. reprimieren, um so Wachstums- und Differenzierungsprozesse zu steuern (Ingham
und McMahon, 2001).

1.2.2 Biosynthese und Modifikation des Sonic-Hedgehog-Proteins (ShhP)

Da bislang von allen Hedgehog-Proteinen das Sonic-Hedgehog-Protein (ShhP) am bes-
ten untersucht wurde, sollen die Biosynthese und die Wege der Signaltransduktion an-
hand des ShhP erlautert werden.

Bevor das ShhP als extrazellulares Signalmolekil fungieren kann, muss es mehrere
Modifikationsschritte wahrend der Biosynthese durchlaufen. Innerhalb der Zelle wird das
ShhP zunéachst als 45 kDa schweres Vorlauferprotein synthetisiert, welches durch einen
autokatalytischen Prozess in eine 25 kDa schwere N-terminale und eine 20 kDa schwe-
re C-terminale Domane gespalten wird (Bumcrot et al., 1995). Wahrend der C-terminale
Rest die Proteaseaktivitat inne hat und nach der Spaltung funktionslos wird, bildet die N-
terminale Domane den signalaktiven Anteil des Proteins. Dieser wird durch weitere Mo-
difizierung mit hydrophoben Cholesterin- und Palmitoyl-Resten verknupft, welche das
aktive Signalprotein beféahigen, extrazellulare Interaktionen mit Zellmembranen einzuge-
hen. Auf diese Weise kdnnen die flr die Wirkung wichtigen Konzentrationsgradienten im

Gewebe aufgebaut werden (Pepinsky et al., 1998; Porter et al., 1996). Im letzten Schritt
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gelangt das fertige, lipidmodifizierte ShhP mit Hilfe von Dispatched (Disp), ein dem
Patched (Ptch) strukturverwandtes Protein, in die Peripherie (Burke et al., 1999).

1.2.3 Signalmolekule/-weiterleitung im Hedgehog-Signalweg

Um nun die Wirkung auf eine Erfolgszelle auszuliben, bindet das aktive ShhP als Ligand
an den Rezeptor Ptch, ein Protein mit zwolf Transmembrandoménen und zwei extrazel-
lularen Schleifen mit den ShhP-Bindungsstellen (Johnson et al., 1996). Neuere Studien
haben ergeben, dass sich der Hauptteil der Ptch-Rezeptoren in den Membranen von
Zellausstulpungen (,primary cilium®) befindet, sodass man diese mittlerweile als den
Hauptort der Hedgehog-Signalweitergabe betrachtet. Dies lasst darauf schliel3en, dass
neben den Signalproteinen/-rezeptoren, auch der Aufbau und die Struktur der Zelle
wichtige Bestandteile des Hedgehog-Signalweges sind (Caspary et al., 2007; Corbit et
al., 2005; Garcia-Garcia et al., 2005).

Im ungebundenen Zustand inhibiert Ptch ein weiteres Signalmolekil, das Smoothened
(Smo), ein Protein mit sieben Transmembrandomanen und Ahnlichkeiten eines G-
Protein gekoppelten Rezeptors, welches durch die Inhibition in einem inaktiven zytosoli-
schen Zustand gehalten wird (Philipp et al., 2008; Philipp und Caron, 2009). Bindet nun
ein ShhP an Ptch fuhrt dies zu einem intrazellularen ,Switch® zwischen Ptch und Smo.
Wahrend der Ptch-Ligand Komplex endozytiert wird und dadurch seine inhibierende
Wirkung auf Smo verliert, verlagert sich Smo in die Zellmembran und wird aktiv (Corbit
et al., 2005). Neuere, von Drosophila auf Vertebraten tibertragende Studien lassen ver-
muten, dass hierbei eine Phosphorylierung von Smo und die Beteiligung von [3-Arrestin
notwendig sind (Chen et al., 2004).

Das aktive Smo-Protein ist nun in der Lage, den Transkriptionsfaktor Gli im Zytosol zu
aktivieren, indem es dessen Bindung zu dem Retentionsprotein SUFU l6st. Dadurch
wird es Gli erméglicht, in den Zellkern zu translozieren und dort Zielgene des Hedgehog-
Signalweges zu aktivieren (Tukachinsky et al., 2010). Zu den Zielgenen von Gli zahlen
neben eigenen Genen des Hedgehog-Signalweges (Ptch, Glil), insbesondere auch
Apoptose (bcl2) und Zellzyklus regulierende Gene (CCND1, CCND2). Die Proteine der
Gli-Familie stellen Transkriptionsfaktoren vom Zinkfinger-Typ dar, von denen drei Isof-
ormen - Glil, Gli2, Gli3 - existieren (Ok et al., 2012).
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Durch Inaktivierung von Smo kommt es zur Bildung eines Gli-Degradationskomplexes in
der Zelle. Zunachst werden alle Gli-lsoformen durch Proteinkinasen (u.a. Caseinkinase
1 (CK1), Glycogen Synthase Kinase-3[3 (GSK3R), Proteinkinase A (PKA)) phosphory-
liert, anschliel3end durch die phosphorylations-abhangige E3-Ubiquitin-Ligase ubiquiti-
niert und letztlich dem Proteasom zugefuhrt. Wahrend die als Aktivator des Hedgehog-
Signalweges fungierenden Glil- und Gli2-Isoformen im Proteasom komplett abgebaut
werden, wird Gli3 nur partiell degradiert und wandert als Repressorform (Gli3R) in den
Zellkern, um dort die Transkription der Hedgehog-Zielgene zu reprimieren (Huntzicker et
al., 2006; Katoh und Katoh, 2006). Der Hedgehog-Signalweg ist somit in der Lage sich
sowohl durch negative Feedback-Mechanismen (Ptch), als auch durch positive Feed-

back-Mechanismen (Glil) selbst zu regulieren und seine Wirkung zu graduieren.

SMO

PTCH - i . ' :
Pnmary cilium i Primary cilium

@ PKA GLI/23
st caxa

‘ crn '
UGN - @

GLI3 ) mg. | : i

GLIZ!R : :

GLIY, BCL2
PTCH, CCND2
CCND1, ABCG2

Unterdrickter Hh-Signalweg Aktivierter Hh-Signalweg

Abb. 6: Schematische Darstellung des unterdrickten und des aktivierten Hedge-
hog-Signalweges. In Abwesenheit des Hedgehog-Liganden lokalisiert sich Ptch ins
~primary cilium“ und inhibiert das Signalmolekil Smo, welches nun nicht mehr in der La-
ge ist Gli-Transkriptionsfaktoren im Zytosol zu aktivieren. Hierdurch wird es diesen un-
maoglich gemacht, in den Zellkern zu translozieren, um dort Zielgene des Hedgehog-
Signalweges (u.a. Ptch, Glil, bcl2, CCND1,CCND2) zu aktivieren. In Anwesenheit des
Hedgehog-Liganden verliert Ptch seine inhibierende Wirkung auf Smo und die Signal-
kaskade zur Aktivierung von Zielgenen des Hedgehog-Signalweges kann erfolgen (mo-
difiziert nach Ok et al., 2012).
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1.2.4 Der Hedgehog-Signalweg in der Tumorentstehung

Der Hedgehog-Signalweg stellt in der Ubertragung von Fruchtfliege zum Menschen ein
hochkonserviertes Transduktionsereignis dar, welches zusammen mit anderen Signal-
wegen (Wnt- /Notch-Signalweg) die Selbsterneuerung und Differenzierung von Zellen in
der Embryonalentwicklung reguliert. Wahrend der Signalweg im Erwachsenenalter in
den meisten Geweben heruntergefahren wird, kann er in verletztem Gewebe wieder an-
geschaltet werden, um die Reparatur und Erneuerung von geschadigten Zellen voranzu-
treiben (Ingham und McMahon, 2001). Insbesondere in Stamm- und Vorlauferzellen
wurden erhéhte Aktivitditen des Hedgehog-Signalweges nachgewiesen, was seine Be-
deutung fur Erhalt, Regeneration und Homodostase im Gewebe untermauert (Beachy et
al., 2004).

In Anbetracht des grof3en Einflusses auf Zellproliferation, Selbsterneuerung und
Apoptose, ist es daher nicht verwunderlich, dass eine Stérung des Hedgehog-
Signalweges zur Entstehung von Tumoren fuhren kann. So deckten Mitte der 1990er
Jahre zwei Studien jeweils unabhangig voneinander Mutationen in Ptch-Genen bei Pati-
enten mit Gorlin Syndrom (autosomal-dominant vererbtes Syndrom mit Auftreten zahl-
reicher Basalzellkarzinome im frihen Lebensalter sowie multiplen weiteren Fehlbildun-
gen, insbesondere des Skelettsystems und des ZNS (,Naevoides Basalzellkarzi-
nomsyndrom®) auf (Altmeyer, 2010). Diese fuhren zu einem Verlust der Ptch-Funktion,
verbunden mit einer Hyperaktivitat des Hedgehog-Signalweges und erklaren die Pradis-
position dieser Patienten flr Basalzellkarzinome, Medulloblastome oder Rhabdomy-
osarkome (Hahn et al., 1996; Johnson et al., 1996).

Bei der Suche nach weiteren Zusammenhangen zwischen Tumorentstehung und dem
Hedgehog-Signalweg fand man weitere Mutationen auch in anderen Genen als Ptch. So
deckten Studien neben Smo-Mutationen in sporadischen Basalzellkarzinomen auch Mu-
tationen des SUFU-Gens in einzelnen Medulloblastomen auf, die jeweils zur konstituti-
ven Stimulierung des Signalweges fuhrten (Taylor et al., 2002; Xie et al., 1998).

Obwohl mittlerweile auch in den meisten anderen Tumoren des Kdorpers ein aktiver
Hedgehog-Signalweg nachgewiesen wurde, konnte hierftr in der Mehrzahl der Falle
keine Genmutation verantwortlich gemacht werden. Man nimmt daher heute an, dass
Mutationen, die zu einer Liganden-unabh&ngigen Stimulierung im Hedgehog-Signalweg

fuhren, eher eine Sonderstellung in der Tumorentstehung einnehmen, und entwickelte
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neue Modelle, die eine Liganden-abhangige Stimulierung favorisieren (Bar et al., 2007;
Dormoy et al.,, 2009; Karhadkar et al., 2004; Lin et al., 2010; Watkins et al., 2003).
Grundlage dieser Modelle ist eine Uberexprimierung des Hedgehog-Liganden, die in
vielen Tumoren nachgewiesen werden konnte. Dabei lassen sich die Modelle, je nach
Ursprungs- und Zielzelle des Liganden, weiter unterteilen. Fir viele Karzinome u.a. in
Prostata, Lunge oder Niere, aber auch fur Leukamien und Glioblastome, wurde ein au-
tokrines/juxtakrines Modell beschrieben, in denen die Tumorzelle den Hedgehog-Ligand
selber produziert, um sich und auch die benachbarten Tumorzellen zu stimulieren (Bar
et al., 2007; Dormoy et al., 2009; Karhadkar et al., 2004; Lin et al., 2010; Watkins et al.,
2003).

Andere Autoren gehen dagegen von einem parakrinen Stimulierungsmodell der Tumor-
zelle aus, in welchem der Hedgehog-Ligand von Stromazellen im Umfeld des Tumors
produziert wird und die Tumorzelle lediglich als Empfanger dient. Beweise fir dieses
Modell lieferten Untersuchung an B-Zell-Tumoren, die erhdhte Hedgehog-Ligand-
Konzentrationen in Stromazellen von lymphatischem Gewebe nachwiesen. Sie zeigten,
dass diese Stromazellen den Hedgehog-Ligand sekretierten, um Wachstum und Prolife-
ration von Tumorzellen, sowohl in Leukamien als auch in Lymphomen oder Multiplen
Myelomen, zu stimulieren (Blotta et al. 2012; Dierks et al., 2007).

Eine Modifizierung dieses parakrinen Modells wurde von Yauch et al. (2008) fir Tumore
in Kolon, Pankreas und Prostata vorgeschlagen. Hier konnten erhdohte Hedgehog-
Ligand-Konzentration in Tumorzellen festgestellt werden, die jedoch nicht zu einer Glil-
Erhéhung fuhrten. Folglich nahm man an, dass der Hedgehog-Ligand die Tumorzelle
nicht autokrin stimulierte und vermutete einen indirekten Weg, in welchem der Ligand
Stromazellen in der Umgebung des Tumors parakrin aktiviert, die daraufhin ihrerseits
Wachstumsfaktoren ausschitten, um das Tumorwachstum zu unterhalten (Yauch et al.,
2008). Die genauen Wachstumsfaktoren sind zwar noch unbekannt, jedoch deuten alte-
re Studien darauf hin, dass eventuell der Insuline-like-growth-factor (IGF) oder auch der
Vascular-endothelial-growth-factor (VEGF) in diesem Modell beteiligt sind (Ingram et al.,
2002; Pola et al., 2001).

Auch wenn diese neuen Modelle allesamt gute Erkl&rungen bieten, inwieweit der
Hedgehog-Signalweg den Prozess der Tumorentstehung aufrecht erhalt, bleibt die Fra-

ge der Ursache fur die erhdhte Hedgehog-Liganden-Konzentration ungeklart. Da, wie
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bereits oben erwéahnt, in der Mehrzahl der Tumore jegliche Nachweise von Mutationen
in Hedgehog-Signalgenen fehlen, ist es sehr wahrscheinlich, dass andere Signalwege
existieren, die mit dem Hedgehog-Signalweg und dessen Genen interagieren kdnnen.
Einige Autoren konnten hierzu bereits Beziehung zum MAPK- oder auch PI3K/Akt-
Signalweg nachweisen, indem sie zeigten, dass diese Signalwege auch unabhéngig von
der Ptch-Smo-Gli-Achse zu einer Erhéhung von Glil in der Zelle fihren kénnen (Madha-
la-Levy et al., 2012; Liu et al., 2012; Riobo et al., 2006; Stecca et al., 2007). Insgesamt
ist uber den Bereich der Hedgehog-Signalweg-Interaktionen jedoch noch recht wenig

bekannt und derzeit Gegenstand intensiver Forschung.

1.2.5 Hedgehog-Signalweg-Inhibitoren

Die deutlichen Hinweise auf eine Beteiligung des Hedgehog-Signalweges an der Tumo-
rentstehung und das zunehmende Verstandnis Uber die genauen intra- und extrazellula-
ren Ablaufe weckten in den letzten Jahren enormes Interesse an der Erforschung und
Erstellung von Substanzen, die in der Lage sind, den Hedgehog-Signalweg zu unterdri-
cken.

Betrachtet man die Transduktion des Signalweges genauer (Abb. 6), kbnnten mehrere
Schlisselpositionen genutzt werden, um den Hedgehog-Signalweg zu blockieren. Folgt
man dabei den Ablaufen chronologisch, findet man die erste Interventionsméglichkeit
bei der Bindung des Hedgehog-Liganden an Ptch. Neben dem Hedgehog-Antikorper
5E1 ist hierbei mit Robotnikinin derzeit nur ein weiteres synthetisch hergestelltes Mole-
kil bekannt, das als direkter Inhibitor des Hedgehog-Liganden wirkt (Stanton et al.,
2009).

Die zweite Méglichkeit zur Inhibition bietet das Protein Smo. Es ist derzeit wohl das am
besten und haufigsten untersuchte Molekil im Hedgehog-Signalweg fur welches u.a. mit
Cyclopamin, Vismodegib, IP1-929, LDE225 oder Cur-61414 auch die meisten Inhibitoren
auf dem Markt sind (Stanton und Peng, 2010). Die vielversprechenden préklinischen
Ergebnisse flhrten sogar soweit, dass Smo-Antagonisten, als erste und bislang einzige
Gruppe der Hedgehog-Inhibitoren u.a. bei Medulloblastomen oder Basalzellkarzinomen,
den Weg in klinische Studien fanden (Rudin et al., 2009; Von Hoff et al., 2009).
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Den letzten Angriffspunkt fur Hedgehog-Inhibitoren bietet der Transkriptionsfaktor Gli.
Seine Aktivitat lasst sich entweder indirekt GUber Hemmung des intraflagellaren Trans-
ports des Smo-Proteins (HPI-1-4) oder direkt durch Stérung der Bindung an den Promo-
tor (GANT58, GANT61) unterdriicken (Hyman et al., 2009; Lauth et al., 2007). Die direk-
te Inhibition von Gli ist noch ein recht junges Forschungsgebiet, doch zeigten auch hier
neuere praklinische Studien mit GANT61 fur Tumore von Colon, Pankreas oder Leukéa-
miezellen erste ansprechende Ergebnisse und somit Potential, auch diesen Zweig der
Hedgehog-Inhibitoren zukiinftig weiter in die Tumorforschung zu integrieren (Agyeman
et al., 2012; Fu et al., 2013; Pan et al., 2012).

Da jedoch die bislang bedeutungsvollsten Ergebnisse fir Hedgehog-Inhibition in den
letzten Jahren aus der Gruppe der Smo-Antagonisten kamen und auch in der vorliegen-
den Arbeit zwei Smo-Inhibitoren verwendet werden, soll im Folgenden diese Gruppe

anhand von Cyclopamin und Vismodegib naher betrachtet werden.

1.2.5.1 Cyclopamin

Cyclopamin gehdrt in die Gruppe der Alkaloide (Abb. 7) und z&hlt neben Jervin zu den
ersten bekannten, natirlich vorkommenden Hedgehog-Inhibitoren. Entdeckt wurde die
Substanz in den 1960er Jahren als Inhaltsstoff des Liliengewéachses Verartrum californi-
cum, nachdem man beobachtete, dass die Nachkommen von Schafen, die diese Pflan-
ze verzehrt hatten, an Holoprosencephalie und Zyklopie litten (Binns et al., 1963; Keeler
und Binns, 1968). Es gelang jedoch erst Jahrzehnte spéater, nach der Entdeckung des
Hedgehog-Signalweges, den genauen Wirkmechanismus von Cyclopamin aufzudecken
und seine Rolle als Smo-Inhibitor zu definieren (Cooper et. al., 1998). Man konnte
nachweisen, dass die direkte Interaktion von Cyclopamin mit Smo eine Konformations-
anderung und damit Inaktivierung des Proteins bedingt, was letztlich zu einer Blockade
des Hedgehog-Signalweges fuhrt (Chen et al., 2002). Bei Untersuchungen von Ba-
salzellkarzinomen und Medulloblastomen konnte gezeigt werden, dass Cyclopamin in
der Lage ist, die Effekte onkogener Mutationen in Smo und Ptch teilweise bis vollstandig
aufzuheben (Taipale et al., 2000). Trotz der vielversprechenden préklinischen in vitro
und in vivo Versuche an unterschiedlichen Tumoren, konnte sich die Substanz aufgrund
schlechter oraler Bioverfuigbarkeit in klinischen Studien kaum etablieren (Tabs und Avci,

2004). Nach Herstellung von potenteren Cyclopamin-Derivaten mit besserer Bioverflg-
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barkeit verschwand die Substanz schlief3lich ganzlich aus der Klinik, stellt aber weiterhin
die Referenzsubstanz fir Hedgehog-Inhibitoren in préklinischen Studien dar (Lin und
Matsui, 2012).

Abb. 7: Strukturformel von Cyclopamin

1.2.5.2 Vismodegib

Vismodegib, auch unter dem Namen GDC-0449 bekannt, ist ein synthetisch hergestell-
ter Hedgehog-Inhibitor, der ebenfalls seine Wirkung als Smo-Antagonist ausiibt, doch
mit Cyclopamin keine strukturelle Verwandtschaft aufweist (Abb. 8) (Rudin, 2012). Meh-
rere vielsprechende, praklinische in vivo Versuche an Basalzellkarzinomen, Medullo-
blastomen oder Pankreastumoren, gepaart mit einer pharmakokinetischen Optimierung
der Substanz, ebneten Vismodegib als ersten Hedgehog-Signalweg-Inhibitor den Weg
in klinische Studien (De Smeale et al., 2010; Robarge et al., 2010; Romer et al., 2004).
Rudin et al. (2009) und Von Hoff et al. (2009) konnten dabei die ersten positiven Ergeb-
nisse einer Phase | Studie zur Behandlung von Basalzellkarzinomen und Medullo-
blastomen mit Vismodegib aufweisen. Weitere Anstrengungen und nachfolgende Stu-
dien fuhrten schlie3lich im Januar 2012 zur Zulassung von Vismodegib fir fortgeschrit-
tene und metastasierende Basalzellkarzinome durch die U.S. Food and Drug Administ-
ration (FDA). Letztlich ausschlaggebend hierfur war eine Phase Il Studie von Sekulic et
al. (2012), die zeigte, dass von 96 Patienten mit Basalzellkarzinom uber 43 % auf Vis-
modegib ansprachen und immerhin noch 30 % der Patienten mit einer fortgeschrittenen
und metastasierten Krankheit von dieser Therapie profitierten. Angetrieben von diesen
jungsten Erfolgen mit Vismodegib sind derzeit Gber 62 weitere klinische Studien am Lau-
fen, welche die Wirkung von Smo-Inhibitoren auf verschiedenste Tumortypen untersu-
chen (Sandhiya et al., 2013; U.S. National Institutes of Health, 2013). Die dabei fir die
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vorliegende Doktorarbeit wohl interessanteste ist eine laufende Phase | Studie von Huff
(2011), welche die Wirkung von Vismodegib bei Patienten mit rezidivierendem Multiplen
Myelom nach autologer Stammzelltherapie untersucht. Fur diese Studie sind jedoch bis-
lang noch keine Zwischenergebnisse veroffentlicht worden (Huff, 2011).

Cl
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Abb. 8: Strukturformel von Vismodegib

1.2.6 Untersuchungen des Hedgehog-Signalwegs beim Multiplen Myelom

Die ersten Arbeiten, die sich mit der Beziehung zwischen Hedgehog-Signalweg und
Multiplen Myelomzellen beschéftigen, wurde von Peacock et al. (2007) und Dierks et al.
(2007) im Jahre 2007 veroffentlicht. Beide Arbeiten gelten als Vorreiter auf diesem Ge-
biet und zeigen verschiedene Ansatze und Aspekte auf, inwieweit der Hedgehog-
Signalweg Entstehung, Wachstum und auch Erhalt von Myelomzellen beeinflusst
(Dierks et al., 2007; Peacock et. al., 2007).

Die Ergebnisse von Peacock et al. (2007) gehen dabei von der Existenz der Tu-
morstammzelltheorie aus, die besagt, dass in jedem Tumor eine kleine Untergruppe von
undifferenzierten Zellen besteht, die, mit Selbsterneuerungs- und Differenzierungspoten-
tial ausgestattet, typische Eigenschaften von Stammzellen besitzen (Bonnet und Dick,
1997). Im Vergleich zur Masse der differenzierten Tumorzellen erweist sich diese Unter-
gruppe deutlich resistenter gegentuber herkdbmmlicher Chemotherapie, so dass man die
Tumorstammzelltheorie als Erklarung fur Rezidive wie auch fur die Entstehung von Me-
tastasen heranziehen kann (Matsui et al., 2008). Ruckblickend betrachtet stellte man
eine funktionell heterogene Gruppe von Zellen bereits Ende der 1960er Jahre im Multip-
len Myelom fest, doch verliehen erst Studien um die Jahrtausendwende diesen Zellen
eine wichtige Bedeutung (Bergsagel und Valeriote, 1968). Nach der Tumorstamm-
zelltheorie bestehen Myelomzellen aus wenigen (< 5%) entarteten CD19'/CD138-B-
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Lymphozyten, die als ,Stammzellen“ die Fahigkeit besitzen, sich zu erneuern und suk-
zessive in maligne CD197/CD138"-Plasmazellen zu differenzieren (Matsui et al., 2004).
Anhand dieses Konzepts und dem Wissen, dass gesunde Stammzellen in hohem Mal3e
vom Hedgehog-Signalweg reguliert werden, vermuteten Peacock et al. (2007) auch im
Multiplen Myelom eine erhéhte Hedgehog-Aktivitat, welche die Entstehung und den Er-
halt des Tumors beeinflusst (Ingham und McMahon, 2001). Verglichen mit gesunden
Plasma- und B-Zellen, konnten sie eine vermehrte Expression von Hedgehog-Genen in
Myelomzellen (untersucht wurden sowohl mehrere Myelomzelllinien, als auch Myelom-
zellen aus frischen Knochenmarksproben) nachweisen, wobei insbesondere eine signifi-
kant erhohte Hedgehog-Aktivitiat in der CD19*/CD138-,Stammzellfraktion feststellt
wurde. Des Weiteren zeigten sie, dass eine ligandenabhéngige Stimulation des Hedge-
hog-Signalweges das Selbsterneuerungspotential signifikant steigerte und diese Zellen
zudem in einem undifferenzierten Zustand hielt. Behandlungen mit Hedgehog-
Inhibitoren wie Cyclopamin fiihrten dagegen zu einem Verlust der ,Stammzellfraktion®
durch Hemmung des Selbsterneuerungspotentials und der gleichzeitigen Uberfiihrung
undifferenzierter Zellen in maligne CD19/CD138"-Plasmazellen (Peacock et. al., 2007).
Peacock et al. (2007) betonten jedoch in ihrer Arbeit, dass diese differenzierten Zellen —
und damit der Hauptanteil der Myelomzellen, durch eine Intervention des Hedgehog-
Signalweges nicht beeinflusst werden kann. Im Detail machten sie darauf aufmerksam,
dass sie, anhand von konventionellen Messungen in vitro, bei der Behandlung mit Cyc-
lopamin keinerlei Auswirkungen auf Zellwachstum, Lebensfahigkeit oder Apoptose
nachweisen konnten (Peacock et. al., 2007).

Zusammengefasst beschreibt dies demnach ein Modell, in welchem der Hedgehog-
Signalweg eine vermehrungsféahige, undifferenzierte Zellgruppe im Multiplen Myelom
aufrechterhalt und Hedgehog-Inhibitoren nicht auf zytotoxischem Wege, sondern durch
Induktion von Differenzierung, zu einer Reduktion dieser Zellgruppe fuhren.

Die Ergebnisse von Dierks et al. (2007) gehen dagegen von einem direkt parakrinen
Stimulationsmodell im Multiplen Myelom aus, wobei die Stromazellen des Knochen-
marks Faktoren produzieren, die das Wachstum von Myelomzellen beeinflussen. In ihrer
Arbeit verwendeten sie ausschlie3lich Myelomzellen aus frischem Knochenmark (prima-
re Myelomzellen), die ohne das Beisein von Stromazellen nur kurzzeitig lebensfahig wa-

ren. Sie wiesen nach, dass neben anderen Wachstumsfaktoren (u.a. IL-6 und IL-7) auch
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Hedgehog-Liganden in Stromazellen produziert werden und betonten ihre entscheiden-
de Rolle fur das Uberleben des Tumors, sowohl bei in vivo Versuchen an Mausen, als
auch in vitro mit co-kultivierten Stromazellen. Anhand der zusatzlichen Behandlung mit
Cyclopamin konnte gezeigt werden, dass Hedgehog-Inhibitoren in der Lage waren, Bcl-
2 herunter zu regulieren und Apoptose in Myelomzellen zu induzieren (Dierks et al.,
2007).

Zusammengefasst beschreiben Dierks et al. (2007) demnach ein Modell, in welchem
Myelomzellen das Stroma des Knochenmark bendtigen, um sich tber den Hedgehog-
Signalweg vor Apoptose zu schiitzen und Hedgehog-Inhibitoren in der Lage sind, durch

Herunterregulation von Bcl2, Apoptose in Myelomzellen zu induzieren.

1.3 Ziele und Fragestellungen der Arbeit

Von den scheinbar gegensatzlichen Aussagen von Dierks et al. (2007) und Peacock et
al. (2007) motiviert und der Tatsache, dass Peacock et al. (2007) die genauen Daten
dazu nicht veroffentlichten, versucht die vorliegende Doktorarbeit Gber eine eigene Ver-
suchsreihe das Apoptoseausmald bei der Behandlung von Multiplen Myelomzellen mit
Hedgehog-Inhibitoren zu analysieren. Hierzu werden drei verschiede Myelomzelllinien
ausgewahlt und jeweils mit Cyclopamin und Vismodegib behandelt. Nach Bestimmung
des Apoptoseverhaltens sollen anschlieBend die vermeintlich widersprichlichen Aussa-
gen anhand der eigenen erhobenen Daten diskutiert und, wenn mdglich, auch eine Er-
klarung des scheinbaren Widerspruchs geliefert werden.

Zusatzlich werden in dieser Arbeit Kombinationsbehandlung der Hedgehog-Inhibitoren
mit drei weiteren therapeutischen Substanzen — Bortezomib, Lenalidomid, NVP-BEZ235
— durchgefiihrt. Diese verfolgen das Ziel, tiber eventuelle Anderungen des Apoptosever-
haltens, Interaktionen zwischen den Stoffen bzw. der betroffenen Signalwegen aufzude-
cken

Im Einzelnen soll die vorliegende Doktorarbeit insbesondere Antworten auf folgende

Fragen geben:

1. Induzieren die Hedgehog-Inhibitoren Cyclopamin und Vismodegib Apoptose in Multip-

len Myelomzellen in Abwesenheit von Stromazellen in vitro?
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. Ist das parakrin beschriebene Hedgehog-Modell das einzige, welches Myelomzellen

benutzen, um sich vor Apoptose zu schitzen?

3. Gibt es Unterschiede in den Ansprechraten zwischen Cyclopamin und Vismodegib?

4. Kénnen die Hedgehog-Inhibitoren die Apoptoseraten anderer Apoptose induzierender

Medikamente/Signalwege beeinflussen?
. Kénnte der Hedgehog-Signalweg als weiterer Signalweg betrachtet werden, der das

Uberleben von Myelomzellen mitbestimmt?



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

-34 -

Produkt

Hersteller

Autoklav: Varioklav® Dampfsterilisator

Cytomics FC 500 Series

Lichtmikroskop: Olympus CKX 41

Multi-Mode Mikroplatten Reader (Syn-
ergy'™ 2)

Pipetboy

QuadroMACS™ Seperator
Sicherheitswerkbank (HERAsafe)
VortexGenie2

Wasserbad

Zellkultur-Brutschrank (HERAcell240)
Heraeus Multifuge 3SR+

Allegra® X-15 Centrifuge

Eppendorf-Mikrozentrifuge 5417R

H+P Labortechnik GmbH, Obeschleif3-

heim
Beckman Coulter, Krefeld

Olympus Deutschland GmbH, Ham-
burg

BioTek®, Bad Friedrichshall

Integra Biosciences, Fernwald
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Thermo scientific, Karlsruhe

Scietific Industrie, New York, USA
Memmert GmbH+Co.KG, Schwabach
Thermo scientific, Karlsruhe

Thermo scientific, Karlsruhe
Beckman Coulter, Krefeld

Eppendorf, Hamburg
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller

6-Loch-Kulturplatte Greiner Bio-One Gmbh, Frickenhausen,
96-Loch-Flachbodenplatte Greiner Bio-One Gmbh, Frickenhausen,
96-Loch-V-Bodenplatte Greiner Bio-One Gmbh, Frickenhausen,
Combitips Eppendorf AG, Hamburg
FACS-R06hrchen Beckman Coulter, Krefeld
Kryoréhrchen, 1 und 1,8 mi Nalge Nunc, Wiesbaden

MACS® Seperation Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Oberflachen-Desinfiziens Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt
Peha-Soft-Handschuhe Ansell Healthcare, Richmond, USA

Pipetten (10, 20, 100, 200 und 1000 pl) Eppendorf AG, Hamburg
und Multistep Pipette

Pipetten, gestopft (2, 5, 10, 25 und 50 Corning Incorporated, New York, USA

ml)
Pipettenspitzen Greiner, Erlangen

Polypropylenréhrchen Falcon® (10 und Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
50 ml)

Reaktionsgefal3/Microtube 1,5 ml Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Zellkulturflasche (75 cm?) BD Biosciences, Erembodegem, Belgien
Zellkulturflasche (Triple Flask) Thermo Fisher Scientific, Roskilde,

Danemark
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Name

Ursprung

AMO1

KMS11

U266

Native CD19"-B-Lymphozyten

DSMZ-Nr. ACC-538, Plasmozytom; Zel-
len entnommen aus Aszites einer
64jahrigen Patientin mit Plasmozytom
(IgAkappa) des Zwolffingerdarms zwei
Monate nach Resektion der Tumormas-
se im Jahre 1984

JCRB-Nr. 1179, Multiples Myelom; Zel-
len entnommen aus IgG-infiltrierter
Pleuraeffusion einer 67jahrigen Patientin
im Jahre 2006

DSMZ-Nr. ACC-9, Multiples Myelom,;
Zellen entnommen aus peripheren Blut
eines 53jahrigen Patienten mit refrakta-
rem IgE-sezernierendem Myelom im
Jahre 1968

freiwilliger Spender

2.1.4 Reagenzien

Produkt

Hersteller

Aprotinin

Bortezomib

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Millenium Pharmaceuticals Limited,
Cambridge, USA



Cyclopamin
DEVD-AMC

DMSO

DTT

EDTA

Ethanol

Lenalidomid
Natriumorthovanadat
NVP-BEZ235
Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS)
Propidiumiodid

SDS

Staurosporin

TritonX

Trypanblau
Trypsin-EDTA 0,05 %
Vismodegib (GDC-0449)
X-VIVO™20 Medium

zVAD-FMK
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LC Laboratories, Woburn, USA

Alexis Biochemicals, Griinberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
AppliChem, Darmstadt

Selleck Chemicals, Houston, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Novartis Deutschland GmbH, Ntrnberg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Selleck Chemicals, Houston, USA
BioWhittaker, Verviers, Belgien

Bachem Distribution Services GmbH,

Weil am Rhein
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Produkt

Hersteller

BCA™.-Protein Assay Kit

Ficoll-Paque Plus

Thermo Fisher Scientific, Roskilde,

Danemark

Amersham Biosciences, Freiburg

2.1.6 Medien und Antibiotika

Produkt

Hersteller

Fetales Kalberserum (FCS)
Penicillin/Streptomycin (PenStrep®)
Plasmocin

RPMI 1640 + GlutaMAX™

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
InvivoGen, San Diego, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.1.7 Puffer und Lésungen

Produkt

Zusammensetzung

2XRx-Mix

Gebrauchsldsung fur Apoptose-

aktivitatsmessung (Rx-Mix)

MACS®-Puffer

100 mM HEPES, 200 mM NacCl, 20 %
Sucrose, 0,2 % CHAPS 4 mM CacCl,

2XRx-Mix, 13 mM DTT, 70 uM DEVD-
AMC in H,0 (1:1)

0,5 % BSA, 2 mM EDTA in PBS (pH 7,2)



Reagenz A

Reagenz B

RIPA-Puffer

RIPA-Lysepuffer

Propidiumiodid-Lésung fur Apoptose-

messung nach Nicolleti
Bortezomib-Stocklésung
Cyclopamin-Stocklésung
Lenalidomid-Stocklésung
NVP-BEZ235-Stocklosung
Staurosporin-Stocklosung
zVAD- Stocklésung

Vismodegib-Stockldsung
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0,886 % Bicinchoninsaure, 0,16 % Na,-
Tartrat, 2 % Natriumcarbonat (wasser-
frei), 0,95 % Natriumhydrogencarbonat,
pH 11,2

4 % Kupfer(ll)-Sulfat-Pentahydrat

1 % Igepal CA-630, 0,5 % Na-Deoxycho-
lat, 0,1 % SDS, 2 mM EDTA

2 pg/ml Aprotinin, 1 mM PMSF, 1 mM
Na-Orthovanadat in 1 ml RIPA

0,1 % TritonX, 0,1 % Na-Citrat, 0,05
mg/ml Pl

1 mg/ml geldst in NaCl 0,9 %
10 mM gel6st in Ethanol

10 mM gel6st in DMSO

1 mM gel6st in DMSO

2 mM geldst in DMSO

20 mM geldst in EtOH/DMSO

50 mM geldst in DMSO
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zelllinien

Um den Einfluss der Hedgehog-Inhibitoren Cyclopamin und Vismodegib (GDC-0449)
auf das Apoptoseverhalten von Multiplen Myelomzellen zu untersuchen, wurden die drei
Myelomzelllinien AMO1, KMS11 und U266 verwendet. Es erfolgte die Kultivierung aller
Zelllinien bei 37 °C unter einer Atmosphéare von 4 % Kohlenstoffdioxid (CO,) in einer 75

cm? Zellkulturflasche in folgendem Medium:

RPMI 1640+GlutaMAX ™-1 + 10 % FCS + PenStrep (5000 U/ml Penicillin, 5000 pg/ml
Streptomycin) + 5 pg/ml Plasmocin

Um jeder Zelllinie eine optimale Voraussetzung zu Wachstum und Vermehrung zu er-
maoglichen, beobachtete man die Entwicklung der Zellen taglich unter dem Lichtmikro-
skop. Die Zellen erhielten jede Woche mehrmals frisches Medium in Form eines Medi-
umwechsels und wurden bei ausreichender Vermehrung in kleinere Zellkolonien gesplit-
tet, um stets die einheitlichen Voraussetzungen fir Wachstum und Vermehrung zu ge-
wabhrleisten. Fur das Zellsplitting wurden die Zellen bei 524 g (1500 rpm) 5 Minuten
(min) lang bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert, das alte Medium als Uberstand ver-

worfen und eine kleinere Anzahl an Zellen in neuem frischen Medium aufgenommen.

2.2.1.2 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der Zelllésung und 10 pl Trypanblau ge-
mischt und die Suspension mittels Neubauerzahlkammer unter dem Lichtmikroskop be-
trachtet. Da Trypanblau nur die Zellmembran toter Zellen durchdringt und gesunde Zel-
len nicht anfarbt, wurde auf diese Weise die Zahl der lebenden Zellen ermittelt und an-

hand folgender Formel errechnet:

Errechnete Zellzahl = Lebendzellzahl /4 x Verdinnungsfaktor x Zahlkammerfak-
tor 10*
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2.2.1.3 Einfrieren von Zellen

Um zu jeder Zeit alle Zelllinien schnell verfugbar zu haben, wurden im Laufe der Arbeit
aus allen gehaltenen Kulturen Zellen bei -80 °C weggefroren. Die Anzahl der einzufrie-
renden Zellen wurde bei Suspensionszellen (AMO1) auf ca. 5x10° und bei Adharenzzel-
len (KMS11, U266) auf etwa 1x10° festgelegt und mittels Neubauerzéahlkammer be-
stimmt. Die dieser Zellzahl entsprechende Menge an Medium wurde der Kultur ent-
nommen, bei 524 g 5 min lang bei RT zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand
verworfen. Das zurlckbleibende Zellpellet wurde in 1 ml Einfriermedium (800 pl FCS +
80 pl DMSO) resuspendiert und die Zellsuspension in einem Kryoréhrchen bei -80 °C

weggefroren.

2.2.2 Isolierung von nativen B-Lymphozyten

Zur Isolierung von nativen B-Lymphozyten aus heparinisiertem Blut von einem gesun-
den freiwilligem Spender bediente man sich den Techniken der Ficoll-
Gradientenzentrifugation, der X-VIVO 20-Adhasion und der magnetischen Zellseperati-
on (MACS®).

2.2.2.1 Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Die Ficoll-Methode ist ein physikalisches Trennverfahren, bei der die zu untersuchende
Probe Uber eine Ficoll-Polysacharrose-Lésung (Ficoll-Paque) mit einer Dichte von 1,077
g/ml geschichtet wird und durch Zentrifugieren die einzelnen Bestandteile anhand eines
Dichtegradienten aufgetrennt werden (Bgyum, 1976).

Unter der Sterilbank wurden 50 ml des Spenderblutes mit PBS verdinnt und auf 180 ml
aufgeflllt. Jeweils 30 ml dieses Blut/PBS-Gemisches wurden Uber 12 ml der Ficoll-
Losung geschichtet. Im Anschluss an eine 20minitige Zentrifugation bei 755g (1800
rpm) und RT ohne Bremse wurde der sich gebildete Leukozytenring oberhalb der Ficoll-
Losung, aufgrund seiner Dichte hauptséchlich bestehend aus mononukledren Zellen
(Monozyten und Lymphozyten), abgesaugt und in ein weiteres Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt. Hier erfolgte ein zweimaliger Waschvorgang mit Resuspension in 50 ml PBS

und 5minltiger Zentrifugation bei 524 g und RT mit Bremse. Nach Abkippung des Uber-
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standes wurde das Zellpellet in X-VIVO 20 Medium aufgenommen und die Gesamtzell-

zahl mittels Neubauerzahlkammer ermittelt.

2.2.2.2 X-VIVO 20-Adhasion

Zur weiteren Isolierung wurden 1x10° der gezéhlten Zellen in einer Gewebekulturflasche
mit 10 ml X-VIVO 20 Medium gel6st und fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Durch die Fahigkeit
zur Adharenz der Monozyten am Plastik der Zellkulturflasche verblieb die Lymphozyten-
fraktion isoliert im Uberstand. Nach Absaugung und dreimaliger Waschung der Kultur-
flasche mit jeweils 10 ml PBS wurde dieser in ein Zentrifugenréhrchen tberfihrt und bei
524 g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen, das Zellpellet in Kul-
turmedium geldst und die Zellzahl des Lymphozytengemisches per Neubauerzdhlkam-

mer bestimmt.

2.2.2.3 Magnetische Zellseperation (MACS®)

Mittels magnetischer Zellseperation (MACS®), einem Trennverfahren, welches eine Kél-
ner Arbeitsgruppe Anfang der 1990er Jahre entwickelte, wurden im nachsten Schritt rei-
ne B-Lymphozyten anhand des Oberflachenmarkers CD19 aus dem Lymphozytenge-
misch separiert (Miltenyi et al., 1990). Beim MACS®-Verfahren wird eine bestimmte
Oberflachenstruktur der Zielzellen von Antikérpern, welche ihrerseits an MicoBeads
(kleine magnetische Kigelchen) gebunden sind, markiert. Im Anschluss werden die Zel-
len in eine sich in einem Magnetfeld befindende Trennsaule Uberfuhrt. Wéahrend die
nicht markierten Zellen die Trennsaule passieren, bleiben die markierten Zielzellen in
der Trennsaule haften und sind so fur weitere Untersuchungen zugénglich.

Zur Separierung wurde das im Kulturmedium geléste Lymphozytengemisch zunachst
bei 300g (1135 rpm) fiir 10 min bei RT zentrifugiert, der Uberstand verworfen und an-
schlieRend das Zellpellet in kaltem MACS®-Puffer und einer CD19-MicroBeads-Lésung
resuspendiert. Nach 15miniitiger Inkubation bei 4 °C, wurden die Zellen mit MACS®-
Puffer gewaschen, bei 300g fur 10 min bei RT zentrifugiert und nach Abkippen des
Uberstandes das Zellpellet erneut in MACS®-Puffer geldst. AnschlieRend wurde der
MACS®-Separators vorbereitet, die LS+-Trennsaule in ein Magnetfeld gebracht und mit
der Zelllosung beladen. Wéhrend die nicht markierten Zellen im Durchfluss verworfen
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werden konnten, wurden die CD19 markierten B-Lymphozyten in der LS+-Trennsaule
festgehalten. Durch Entfernung der LS+-Trennsaule vom Magneten, konnten im Fol-

genden die reinen CD19*-Zellen mit MACS®-Puffer in ein 50 ml Falcon eluiert werden.

2.2.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, welches es ermdglicht, auf einfache
und schnelle Weise, Morphologie und Eigenschaften einzelner Zellen aus grol3en oder
kleinen Zellzahlen zu bestimmen. Die Grundlagentechnologie wurde bereits 1968 von
Wolfgang Ghode an der Westfalischen Wilhelms-Universitat in Minster entwickelt und in
den folgenden Jahrzenten stetig verbessert und modernisiert. Sie ist heute aus der Kili-
nik als Routinediagnostik in der Hamatologie, Infektiologie und Immunologie nicht mehr
wegzudenken (Khmel, 2009).

Das Prinzip des Verfahrens beruht auf einem Laser, welcher die nacheinander in eine
Messklvette gesogenen Zellen einzeln bestrahlt. Beim Aufeinandertreffen von Laser
und Zelle treten zwei Ereignisse auf, welche sich anhand moderner Computertechnolo-
gie objektivieren lassen.

Zum einen wird der Laserstrahl beim Treffen auf die Zelle in verschiedene Richtungen
gestreut, wobei dieses Ereignis Informationen tber die morphologischen Eigenschaften
einer Zelle darstellt. Das Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter), welches in einem
flachen Winkel von Detektoren zwischen 0° und 10° gemessen wird, korreliert dabei mit
der GrolRe und dem Volumen einer Zelle, wahrend das Seitwartsstreulicht (SSC = Side
Scatter), im 90° Winkel gemessen, Informationen Uber die Granularitat einer Zelle liefert.
Das zweite Ereignis stellt die antigenen Eigenschaften einer Zelle in den Vordergrund,
welche anhand von Fluoreszenzfarbstoffen gemessen werden. Hierbei werden zunachst
die zu untersuchenden Merkmale einer Zelle von einem Antikérper markiert, welcher
seinerseits an einer fluoreszierenden Gruppe gebunden hat. Trifft nun der Laser auf eine
fluoreszenzmarkierte Zelle, wird dieser angeregt und sendet Lichtstrahlen einer be-
stimmten Wellenlange aus, die von einem Detektor des Durchflusszytometers erfasst
wird. Wichtig hierbei ist, dass es verschiedene Farbstoffe gibt, die jeweils nur von einem
passenden Laser mit bestimmter Wellenlange angeregt werden kdnnen, und dass die

angeregten Farbstoffe ihrerseits Lichtstrahlen mit unterschiedlich grof3en Wellenl&angen
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aussenden, die von verschieden Detektoren erfasst werden missen. Daher sind die
modernen Durchflusszytometer mittlerweile mit mindestens zwei verschiedenen Lasern
ausgestattet und verfugen tUber mehrere mit Filtern ausgestattete Fluoreszenzkanale
(FL), die Fluoreszenzen mit unterschiedlichen Wellenlangen detektieren.

Das im Rahmen dieser Arbeit fur die Apoptosemessung verwendete Durchflusszytome-
ter ,FC 500 Series“ von der Firma Beckman Coulter verflgt Gber zwei Laser, wobei der
einfache 488 nm-Argon-Laser fur die Anregung der Pl gefarbten Zellen zum Einsatz
kam. Mit funf Fluoreszenzkanalen (FL1-FL5) ausgestattet ist das Gerét in der Lage,
Wellenlangen von 185-900 nm zu detektieren, wobei Pl mit einem Emissionsmaximum

von 590 nm auf Kanal 3 (FL3) gemessen wurde.

Die Auswertung fur die in 2.2.5 beschriebenen Versuche erfolgte nach der Methode von
Nicolleti et al., (1991) und wurde durch die CXP-Software der Firma Beckman Coulter
graphisch dargestellt. In den erstellten Histogrammen wurden die Zellzahlen gegen die
Propidiumiodid-markierte DNA-Menge einer Zelle aufgetragen. Dabei stellten sich fur
gesunde Zellen zwei Peaks dar, welche jeweils dem DNA-Gehalt der Zelle zu einem
bestimmten Zeitpunkt des Zellzyklus entsprachen. Der erste Peak mit weniger DNA
zeigte die postmitotischen diploiden Zellen in der G1/G0-Phase, wahrend der zweite
Peak mit mehr DNA die postreplikativen Zellen in der G2/M-Phase wiederspiegelte. Da-
zwischen stellten sich diejenigen Zellen mit intermediarem DNA-Gehalt dar, welche ge-
rade die S-Phase des Zellzyklus durchliefen. Ausschlaggebend zur Apoptosemessung
war jedoch der Sub-G1-Bereich im Histogramm, welcher apoptotische Zellen mit Kern-
fragmentation, Kondensation des Chromatins und somit geringerem DNA-Gehalt dar-
stellte. Folglich wurde zur Bestimmung der Kernfragmentation die Zellzahl im Sub-G1-
Bereich herangezogen, welcher den DNA-Gehalt hypodiploider Kerne von apoptotische

Zellen wiederspiegelte.

2.2.4 Propidiumiodid (PI) — Farbung

Propidiumiodid (PI) ist ein roter Farbstoff, der mit der DNA interkaliert. Er hat die Eigen-
schaft zwischen Basenpaaren zu binden. Da PI nicht die Fahigkeit besitzt intakte Zell-

membranen von lebenden Zellen zu permeieren und daher nur tote Zellen mit perforier-



- 45 -

ten Membranen anfarbt, ist die PI-Farbung ein gangiges Verfahren zur Diskriminierung
der Zellviabilitat. Dartber hinaus ist Pl in der Lage durch die Emission von Licht (Fluo-
reszenz) Informationen tber den DNA-Gehalt einer Zelle zu geben, was eine Untertei-
lung zwischen vitalen oder apoptotischen Zellen ermdglicht. Die Mdglichkeit der Unter-
teilung beruht darauf, dass verglichen mit vitalen Zellkernen, der fragmentierte DNA-
Gehalt apoptotischer Zellen nur geringere Mengen von PI bindet, was durchflusszyto-
metrisch anhand schwacherer Fluoreszenzsignale nachgewiesen werden kann (Nicoletti
et al., 1991). Dabei verwendete man eine spezielle Propidiumiodid-Losung u.a. mit dem
Zusatz TritonX, welches die Fahigkeit besitzt Zellmembranen fur andere Stoffe permea-

bel zu machen (Jamur und Oliver, 2010).

2.2.5 Untersuchung des Apoptoseverhaltens von Multiplen Myelomzellen

Um die Kernfragmentation von Multiplen Myelomzellen unter dem Einfluss der Hedge-
hog-Inhibitoren Cyclopamin und Vismodegib zu untersuchen, wurden verschiedene An-
satze gewahlt, in denen die Zelllinien AMO1, KMS11 und U266 mit unterschiedlicher
Konzentration der Hedgehog-Inhibitoren und mit dem Caspase-Inhibitor zVAD behandelt
wurden. Die unter 2.2.2 durch Ficoll-und MACS®-Verfahren isolierten CD19*-B-Lympho-
zyten dienten dabei als Kontrolle fir den Einfluss auf gesunde Zellen.

Dartber hinaus wurde der prozentuale Anteil fragmentierter Zellen bei gleichzeitiger Be-
handlung mit Hedgehog-Inhibitoren und einer weiteren therapeutischen Substanz (Bor-
tezomib, Lenalidomid, NVP-BEZ235) untersucht. Das Ausmald der Kernfragmentation in
den unterschiedlichen Ansatzen wurde jeweils nach Propidiumiodid (PIl)-Farbung im
Durchflusszytometer gemessen.

Des Weiteren dienten die Ansatze zur Erstellung von Gesamtzellproteinlysaten, welche
es ermdglichten, mittels Fluoreszenz die Caspase 3-Aktivitat der Zellen nach Behand-
lung mit Hedgehog-Inhibitoren zu bestimmen, um somit weitere Rickschlisse auf das

Apoptoseverhalten von Multiplen Myelomzellen zu erhalten.

2.2.5.1 Behandlung von Multiplen Myelomzellen mit Cyclopamin/Vismodegib

Fur die einzelnen Ziellinien AMO1, KMS11 und U266 erstellte man jeweils getrennte

Ansatze fur Cyclopamin oder Vismodegib in 6-Loch-Platten. Es wurde die Apoptose-
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Induktion bei den Cyclopamin-Konzentrationen 5, 10 und 20 uM sowie bei den Vismo-
degib-Konzentrationen 10, 20 und 40 pM untersucht. Um die Caspase-vermittelte
Apoptose-Induktion eindeutig verifizieren zu kdnnen, wurden parallel Ansatze mit Cyclo-
pamin bzw. Vismodegib in Kombination mit dem pan-Caspase-Inhibitor zVad durchge-
fuhrt. Jeder Ansatz, bestehend aus neun Kavitaten, enthielt neben zVAD eine Negativ-
kontrolle mit Ethanol/DMSO und eine Positivkontrolle mit Staurosporin. Pro Kavitat wur-
den in 10 ml N&hrmedium jeweils 1,7x10° Zellen fiir die AMO1-Ansatze, 1,5x10° Zellen
fir die KMS11-Ansétze und 2x10° Zellen fiir die U266-Anséatze verwendet. Die mit zZVAD
zu behandelnden Zellen wurden eine Stunde mit dem pan-Caspaseinhibitor bei 37 °C
vorinkubiert und anschlieend mit Cyclopamin bzw. Vismodegib behandelt. Die Ansatze
wurden fir 48 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, im Anschluss die Zellen ge-
erntet, mit PI gefarbt und mit Hilfe des Durchflusszytometers analysiert.

Das genaue Arbeits-/Pipettierschema ist im folgendem fiir Cyclopamin und Vismodegib

getrennt dargestellt:

Cyclopamin-Ansatz fur AMO1, KMS11 und U266

Kavitat 1: 45 ul Ethanol + 25 pl DMSO
Kavitat 2: 2,5 pl Staurosporin

Kavitat 3: 50 pl zVAD

Kavitat 4: 50 ul zVAD + 5 ul Cyclopamin
Kavitat 5: 50 ul zVAD + 10 pl Cyclopamin
Kavitat 6: 50 pl zZVAD + 20 ul Cyclopamin
Kavitat 7: 5 pl Cyclopamin

Kavitat 8: 10 ul Cyclopamin

Kavitat 9: 20 ul Cyclopamin
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Vismodegib-Ansatz fir AMO1, KMS11 und U266

Kavitat 1: 25 pl Ethanol + 33 pl DMSO
Kavitat 2: 2,5 pl Staurosporin

Kavitat 3: 50 ul zVAD

Kavitat 4: 50 ul zVAD + 2 ul Vismodegib
Kavitat 5: 50 ul zVAD + 4 ul Vismodegib
Kavitat 6: 50 ul zVAD + 8 ul Vismodegib
Kavitat 7: 2 ul Vismodegib

Kavitat 8: 4 ul Vismodegib

Kavitat 9: 8 ul Vismodegib

2.25.2 Behandlung von nativen CD19-B-Lymphozyten mit Cyclopamin/
Vismodegib

Fur Cyclopamin und Vismodegib wurden die gleichen Konzentrationen wie unter 2.2.5.1
beschrieben gewahlt und ein gemeinsamer Ansatz auf 6-Loch-Platten erstellt. Dieser
bestand aus acht Kavitaten mit je 1,7x10° Zellen in 10 ml RPMI. Als Negativkontrollen
dienten Ethanol bzw. DMSO. Der Ansatz wurde fur 48 h bei 37 °C im Brutschrank inku-
biert, dann die Zellen geerntet und mit PI gefarbt. Im Anschluss wurde die Kernfragmen-
tation durchflusszytometrisch bestimmt. Das Arbeits-/Pipettierschema ist im folgendem

dargestellt:

Cyclopamin/Vismodegib-Ansatz von CD19*-B-Lymphozyten

Kavitat 1: 20 ul Ethanol Kavitat 5: 8 ul DMSO
Kavitat 2: 5 pl Cyclopamin Kavitat 6: 2 pl Vismodegib
Kavitat 3: 10 pl Cyclopamin Kavitat 7: 4 pl Vismodegib

Kavitat 4: 20 pl Cyclopamin Kavitat 8: 8 ul Vismodegib
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2.25.3 Behandlung von Multiplen Myelomzellen mit Cyclopamin/Vismodegib
und weiteren therapeutischen Substanzen

Als weitere Substanzen wurden der Proteasominhibitor Bortezomib mit physiologischer
Konzentration von 1 ng/ml und 2 ng/ml, der Immunmodulator Lenalidomid mit 2 pM und
5 uM und der duale PI3K/mTOR-Inhibitor NVP-BEZ235 mit 250 nM und 500 nM unter-
sucht. Als Referenz wurde fir Cyclopamin eine 10 uM Konzentration und fur Vismodegib
eine 20 uM Konzentration gewéhlt. Es wurden verschieden Ansatze erstellt, bestehend
aus sechs Kavitaten, wobei fur die jeweiligen Zelllinien die in 2.2.5.1 beschriebenen
Zellzahlen verwendet und in jeweils 10 ml Nahrmedium gesat wurden. Die Ansatze wur-
den fir 48 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, dann die Zellen geerntet, mit Pl gefarbt
und die Kernfragmentation mittels des Durchflusszytometers bestimmt. Das Arbeits-
[Pipettierschema ist im folgendem dargestellt:

Cyclopamin-Ansatz mit Bortezomib fiir AMO1, KMS11 und U266

Kavitat 1: 10 pl Ethanol + 2 pl NaCl 0,9 %
Kavitat 2: 10 pl Cyclopamin

Kavitat 3: 1 ul Bortezomib

Kavitat 4: 10 ul Cyclopamin + 1 pl Bortezomib
Kavitat 5: 2 pl Bortezomib

Kavitat 6: 10 pl Cyclopamin + 2 pl Bortezomib

Cyclopamin-Ansatz mit Lenalidomid fir AMO1, KMS11 und U266

Kavitat 1: 10 ul Ethanol + 5 pl DMSO

Kavitat 2: 10 pl Cyclopamin

Kavitat 3: 2 pl Lenalidomid

Kavitat 4: 10 pl Cyclopamin + 2 pl Lenalidomid
Kavitat 5: 5 ul Lenalidomid

Kavitat 6: 10 pl Cyclopamin + 5 pl Lenalidomid



- 49 -

Cyclopamin-Ansatz mit NVP-BEZ235 fiir AMO1, KMS11 und U266

Kavitat 1: 10 pl Ethanol + 5 pl DMSO
Kavitat 2: 10 pl Cyclopamin

Kavitat 3: 2,5 pl BEZ235

Kavitat 4: 10 pl Cyclopamin + 2,5 pl BEZ235
Kavitat 5: 5 ul BEZ235

Kavitat 6: 10 pl Cyclopamin + 5 pl BEZ235

Vismodeqgib-Ansatz mit Bortezomib fiir AMO1

Kavitat 1: 4 yl DMSO + 2 ul NaCl 0,9 %
Kavitat 2: 4 ul Vismodegib

Kavitat 3: 1 pl Bortezomib

Kavitat 4: 4 ul Vismodegib + 1 pl Bortezomib
Kavitat 5: 2 ul Bortezomib

Kavitat 6: 4 ul Vismodegib + 2 pul Bortezomib

Vismodegqib-Ansatz mit Lenalidomid fir AMO1

Kavitat 1: 9 ul DMSO

Kavitat 2: 4 yl Vismodegib

Kavitat 3: 2 pl Lenalidomid

Kavitat 4: 4 ul Vismodegib + 2 pl Lenalidomid
Kavitat 5: 5 ul Lenalidomid

Kavitat 6: 4 ul Vismodegib + 5 pl Lenalidomid
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Vismodegib-Ansatz mit NVP-BEZ235 fiir AMO1

Kavitat 1: 9 ul DMSO

Kavitat 2: 4 yl Vismodegib

Kavitat 3: 2,5 pl BEZ235

Kavitat 4: 4 ul Vismodegib + 2,5 pl BEZ235
Kavitat 5: 5 ul BEZ235

Kavitat 6: 4 pl Vismodegib + 5 pl BEZ235

Nach Inkubation der Ansétze bei 37 °C fir 48 h mit den jeweils vorgegebenen Substan-
zen, wurden die Zellen aus den Kavitaten geerntet und bei 524 g fur 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, die Zellpellets in jeweils 2 ml PBS aufgenommen und
die Zellzahl bestimmt. Fur die Bestimmung der Rate hypodiploider Kerne im Durch-
flusszytometer wurden jeweils mindestens 2x10° Zellen benétigt. Nach erneutem Zentri-
fugieren wurden die Zellpellets mit 300 pl PI-L6sung in FACS-R6hrchen resuspendiert

und die Kernfragmentation im Durchflusszytometer bestimmit.

2.2.6 Herstellung von Gesamtzellproteinlysaten

Zur Herstellung von Gesamtzellproteinlysaten wurden die behandelten Zellen zur restli-
chen Entfernung des Nahrmediums mit 1 ml PBS gewaschen und in Eppendorfer Reak-
tionsgefalRe Uberfuhrt. Nach Zentrifugation der Zelllosung mit 524 g bei RT fur 5 min
verwarf man den Uberstand und I6ste das Pellet in RIPA-Lysepuffer. Im Anschluss wur-
de die Zellsuspension fur 20 min bei zwischenzeitlichen Vortexen auf Eis inkubiert. Da-
nach wurden die unldslichen Bestandteile bei 14000 rpm und 4 °C fur mindestens 30
min abzentrifugiert und der proteinhaltige Uberstand in Kryorohrchen tberfiihrt. Nach
Entnahme eines 5 ul Aliquot fur die Proteinkonzentrationsbestimmung lagerte man das

restliche Lysat bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C.
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2.2.7 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bicinchoninsaure

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration verwendete man Bicinchoninsaure (BCA),
welche Uber eine zweischrittige Farbreaktion die Messung des Proteingehalts in einer
Losung ermoglicht (Smith et al., 1985). Im ersten Schritt fihren die Peptidbindungen der
Proteine zu einer Reduktion von Cu®* zu Cu*-lonen, welche anschlieRend in einer zwei-
ten Reaktion mit BCA einen farbigen Komplex bilden. Dieser violette Komplex absorbiert
Licht der Wellenlange 562 nm linear zur Hohe des Proteingehaltes, sodass mittels ELI-
SA-Messgerat Uber das Absorptionsverhalten die Proteinkonzentration bestimmt werden
kann.

Die unter 2.2.6 entnommenen 5 pl Aliquots der Gesamtzellproteinlysate wurden mit 20
pl RIPA-Lysepuffer im Verhéltnis 1:5 verdinnt und jeweils 10 pl in Doppelbestimmung in
einer 96-Loch-Flachbodenplatte gegen sechs BSA-Standardproteinlésungen und einer
Negativkontrolle mit RIPA-Puffer aufgetragen. Nach Ansetzen der BCA-Reagenz durch
Mischung der Reagenz A und Reagenz B im Verhéltnis 50:1 wurden jeweils 200 pl des
BCA-Gemisches den Kavitaten hinzugefiigt und der Ansatz fur 30 min bei 37 °C inku-
biert. Anhand der Standardproteinlésungen wurde mittels des im Synergy™ 2 integrier-
ten ELISA-Readers der Firma BioTek® eine Eichgrade erstellt, mit deren Hilfe bei einer

Absorption von 562 nm die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte.

2.2.8 Caspase 3-Aktivitatsuntersuchung

Der Caspase 3-Aktivitatsuntersuchung ist eine Methode, um den Vorgang der Apoptose
in einer Zelle nachzuweisen. Dieses Verfahren beruht auf der Tatsache, dass die beim
Apoptosevorgang aktivierten Caspasen, insbesondere die Caspase 3, spezielle Amino-
sauresequenzen innerhalb von Proteinen und Enzymen spalten, um den programmier-
ten Zelltod einzuleiten. Nach Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffes (Aminomehylcumarin
(AMC)) — gebunden an eine Aminosauresequenz (DEVD) — ist die aktivierte Caspase 3
in der Lage, die DEVD-Sequenz zu spalten und AMC freizusetzen. Durch fluorimetrische
Messung im ELISA-Synergy™ 2 kann die Caspase 3-Aktivitat anhand des freigesetzten
Farbstoffes AMC gemessen werden.

Zur Durchfihrung wurden 20 pg des Gesamtzellproteinlysates auf 50 pl mit RIPA-Puffer
verdinnt und in Dreifachbestimmung in eine 96-Loch-Flachbodenplatte pipettiert. An-
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schlieBend wurde jede Kavitat mit 150 pl Rx-mix-Puffer, der 70 uM des DEVD-AMC
Substrates enthielt, auf 200 pl aufgeflillt. Das freigesetzte AMC wurde mittels ELISA-
Reader in einer zweistiindigen Kinetik bei einer Exzitation von 360 nm und einer Emissi-

on von 460 nm gemessen.

2.2.9 Statistik

In den Abbildungen des Ergebnisteils werden die Mittelwerte mit den Standardabwei-
chungen gezeigt. Die deskriptive Statistik wurde mittels Microsoft Excel ausgewertet.
Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student's t-Test berechnet. P < 0,05 wurde

als statistisch signifikant angesehen. * (P < 0,05); ** (P < 0,01)
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3. Ergebnisse

3.1 Auswertung der Ansatze zum Apoptoseverhalten von Myelomzelllinien

Zur Auswertung der Versuche wurden aus den durch die PI-Messung erstellten Histo-
gramme die Kernfragmentation der einzelnen Zellansatze nach dem Nicolleti-Verfahren
bestimmt und als Saulendiagramme graphisch dargestellt. Dabei wurden die Anséatze fir
die verschiedenen Myelomzelllinien, wie unter 2.2.5 beschrieben, gewahlt, um einerseits
eine konzentrationsabhéangige apoptotische Wirkung der Hedgehog-Inhibitoren nachzu-
weisen und andererseits die Moéglichkeit zu bieten, die Wirkung zweier verschiedener

Hedgehog-Inhibitoren auf Multiple Myelomzellen zu vergleichen.

3.1.1 Behandlung von AMO1 mit Cyclopamin/Vismodegib

AMO1-Zellen wiesen nach einer 48 h Inkubation mit 20 uM Cyclopamin eine signifikante
Steigerung der Rate hypodiploider Kerne (Kernfragmentation) von tber 43 % auf. Wah-
rend sich bei kleineren Konzentrationen mit 10 pM noch eine leichte Tendenz zur
Apoptose andeutete, konnte fir 5 uM kein Apoptose-Effekt mehr gezeigt werden.

Auch nach der 48 h Behandlung mit Vismodegib fiihrte die mittlere Konzentration von 20
UM zu einer Rate hypodiploider Kerne von 12 %, welche sich bei gewahlter Hochstkon-
zentration von 40 pM signifikant auf Uber 38 % steigern lief3. Die niedrigste gewahlte
Konzentration von 10 uM Vismodegib zeigte dagegen keine apoptotische Wirkung.
Durch die Zugabe des Caspase-Inhibitors zVad, welcher als Kontrolle fur die Apoptose-
induktion gewahlt wurde, beobachtete man fiur alle Konzentrationen, sowohl bei Cyclo-
pamin als auch bei Vismodegib, ein Rickgang der Kernfragmentation. Insbesondere fir
die hohe Konzentration von 20 puM Cyclopamin und 40 pM Vismodegib lieen sich die
Raten hypodiploider Kerne signifikant auf unter 11 % bzw. unter 9 % senken. Zusam-
menbetrachtet zeigen die Ergebnisse eine Caspase-Aktivierung und daraus resultieren-
de Apoptose-Induktion in AMO1-Zellen bei Behandlung mit hohen Konzentrationen von
Cyclopamin und Vismodegib.
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Abb. 9: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinie AMO1
nach 48 h Inkubation mit Cyclopamin in Kombination mit zVad. Dargestellt sind Mit-
telwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen Versuchen aufgezeigt ge-
gen EtOH/DMSO. ** (P < 0,01); * (P <0,05)
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Abb. 10: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinie
AMO1 nach 48 h Inkubation mit Vismodegib in Kombination mit zVad. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen Versuchen aufge-
zeigt gegen EtOH/DMSO. * (P < 0,05)
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3.1.2 Behandlung von KMS11 mit Cyclopamin/Vismodegib

Wahrend sich bei KMS11-Zellen nach der 48 h Behandlung mit Cyclopamin signifikante
Steigerungen der Raten hypodiploider Kerne nachweisen lieRen, konnte mit Vismodegib
fur keine der gewahlten Konzentrationen ein derartiger Apoptose-Effekt ausgeltst wer-
den.

Fir Cyclopamin liel3 sich bei der mittleren Konzentration von 10 uM eine Kernfragmenta-
tion von uber 16 % feststellen, die sich bei der Hochstkonzentration von 20 pM signifi-
kant auf Uber 34 % steigern liel3. Bei 5 uM zeigte sich die Rate bezogen auf die Negativ-
kontrolle unverandert.

Wie schon fur die AMO1-Zellen gezeigt, wurden auch bei KMS11 die gesteigerten Raten
hypodiploider Kerne durch die Zugabe von zVAD signifikant gesenkt. Hier fiel die Rate
bei 10 uM Cyclopamin auf unter 5 % und bei 20 uM auf unter 7 %.
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Abb. 11: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinie
KMS11 nach 48 h Inkubation mit Cyclopamin in Kombination mit zVad. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen Versuchen auf-
gezeigt gegen EtOH/DMSO. * (P < 0,05)
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Abb. 12: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinie
KMS11 nach 48 h Inkubation mit Vismodegib in Kombination mit zVad. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen Versuchen aufge-
zeigt gegen EtOH/DMSO. Die Ergebnisse sind zueinander nicht signifikant.

3.1.3 Behandlung von U266 mit Cyclopamin/Vismodegib

U266-Zellen weisen nach 48 h Behandlung mit Cyclopamin/Vismodegib ein ahnliches
Apoptoseverhalten wie KMS11 auf. Wahrend Vismodegib mit keiner der gewéhlten Kon-
zentrationen einen relevanten Apoptose-Effekt bewirkte, zeigte Cyclopamin bei einer
Konzentration von 20 uM eine signifikante Steigerung der Rate hypodiploider Kerne auf
14 % und deutete somit eine Tendenz zur Apoptose-Induktion bei hohen Konzentratio-
nen an. Zur Uberprifung dieser Tendenz wurde fiir Cyclopamin eine weitere Messung
durchgefuihrt, wobei man das Apoptoseverhalten der U266-Zellen bei einer zusatzlichen
Konzentrationserhéhung betrachtete. Und in der Tat konnte bei einer Konzentration von
40 uM eine deutliche Steigerung der Kernfragmentation auf Gber 43 % beobachtet wer-
den. Die Ergebnisse der zVad-Behandlung von U266 zeigten flr Cyclopamin eine signi-
fikante Senkung der Rate hypodiploider Kerne bei hoher Konzentration. Bei 20 uM Cyc-
lopamin sank die Rate von 14 % auf unter 7 % und bei 40 uM von 43 % auf unter 11 %.
Somit muss auch bei U266 von einer Caspase-Aktivierung und somit einer Apoptose-
Induktion bei hohen Konzentrationen Cyclopamin ausgegangen werden. Mit Vismodegib

konnte durch die Zugabe von zVad keine signifikanten Anderungen im Apoptoseverhal-
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ten von U266-Zellen beobachtet werden, was auf eine Resistenz von U266-Zellen ge-

genuber Vismodegib schliel3en lasst.
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Abb. 13: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinie
U266 nach 48 h Inkubation mit Cyclopaminin in Kombination mit zVad. A) Messung
mit den Standardkonzentrationen fur Cyclopamin (5, 10, 20 uM); B) Extramessung mit
hochster Cyclopamin-Konzentration von 40 uM; Dargestellt sind Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von drei unabhéngigen Versuchen aufgezeigt gegen EtOH/DMSO.
** (P <0,01); *(P<0,05)



-58 -

100 -+

U266

hypodiploide Kerne (%)

&9 0 S S N
O \a &
& N OO oY o o
& & P ) © ®
e O & P & P & P
° ¢ & & o &° o &°
KA\ 2 W g® ¥ g®
X X X
R R R
4 4 4

Abb. 14: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinie
U266 nach 48 h Inkubation mit Vismodegib in Kombination mit zVad.Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen Versuchen aufge-
zeigt gegen EtOH/DMSO. Die Ergebnisse sind zueinander nicht signifikant.

3.1.4 Behandlung von CD19"-B-Lymphozyten mit Cyclopamin/Vismodegib

Um die Wirkung von Cyclopamin und Vismodegib auf gesunde Zellen beurteilen zu kon-
nen und insbesondere unspezifische, zytotoxische Effekte zu hoch gewahlter Stoffkon-
zentration auszuschlieRen, wurden gesunde native CD19*-B-Lymphozyten als Ver-
gleichszellen herangezogen. Die Abbildung 15 macht deutlich, dass bei Behandlung der
CD19"-Zellen, sowohl mit Cyclopamin, als auch mit Vismodegib, keine der gewéhlten

Konzentrationen eine signifikante Anderung der Kernfragmentation bewirkten.
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Abb. 15: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid von nativen
CD19"-B-Lymphozyten nach 48 h Inkubation mit Cyclopamin oder Vismodegib.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen relativ zu EtOH- bzw. DMSO-
behandelten Zellen von drei unabhéngigen Versuchen. Die Ergebnisse sind zueinander
nicht signifikant.

3.2 Auswertungen der Caspase 3-Aktivitatsuntersuchung

Parallel zu den durchflusszytometrisch bestimmten Ergebnissen wurden alle drei mit
Cyclopamin oder Vismodegib behandelten Zelllinien zuséatzlich auf die Caspase 3-
Aktivitat im ELISA-Reader untersucht. Nach heutigem Stand der Forschung stellt die
Aktivierung der Caspase 3 den letzten Abschnitt der Kaskade fir alle bislang bekannten,
caspaseabhangigen Apoptosewege (extrinsisch, intrinsisch, endplasmatisches Retiku-
lum-stressinduziert) dar. Somit kann eine Erhdhung der Caspase-Aktivitat als eindeuti-
ges Charakteristikum fur sich im Apoptoseprozess befindenden Zellen herangezogen

werden.
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3.2.1 Caspase 3-Aktivitat nach Behandlung mit Cyclopamin

Die Auswertung fir Cyclopamin zeigte eine konzentrationsabhéngige Steigerung der
Caspase 3-Aktivitat in allen drei Zelllinien. Insbesondere konnte eine signifikante Ande-
rungen bei den gewahlten Hochstkonzentrationen fur U266 (10, 20 uM) und KMS11 (20
HMM) gezeigt werden.
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Abb. 16: Analyse der Caspase-3-Aktivitat in den Zelllinien AMO1, KMS11 und U266
durch fluorometrische Messung nach 48 h Inkubation mit Cyclopamin. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen relativ zu EtOH-behandelten Zellen von
drei unabhangigen Versuchen. * (P < 0,05)

3.2.2 Caspase 3-Aktivitat nach Behandlung mit Vismodegib

Auch fur Vismodegib konnte in AMO1-Zellen eine konzentrationsabhangige Steigerung
der Caspase 3-Aktivitat festgestellt werden, welche sich bei einer Konzentration von 40
UM deutlich signifikant zeigte. Dagegen lieR sich fir KMS11 und U266 keine Anderung
der Aktivitat nachweisen, was zusatzlich zu den Ergebnissen der Durchflusszytometrie,
nochmals verdeutlichte, dass das Apoptoseverhalten dieser zwei Zelllinien durch eine

Behandlung mit Vismodegib nicht beeinflusst werden kann.
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Abb. 17: Analyse der Caspase-3-Aktivitat in den Zelllinien AMO1, KMS11 und U266
durch fluorometrische Messung nach 48 h Inkubation mit Vismodegib. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen relativ zu DMSO-behandelten Zellen von
drei unabhangigen Versuchen. ** (P <0,01)

3.3 Auswertung der Kombinationsbehandlung von Cyclopmin/Vismode-gib mit
weiteren therapeutischen Substanzen

Aufgrund der stetig zunehmenden Resistenzen in der medikamentdsen Therapie des
Multiplen Myeloms, ist die Erforschung von neuen Kombinationsstrategien/-therapien
von enormer Bedeutung, um diesem Trend entgegenzuwirken.

Zur Untersuchung eventueller additiver oder gar synergistischer Effekte bei der Behand-
lung von AMO1, KMS11 und U266-Zellen wurden die Sonic-Hedgehog-Inhibitoren Cyc-
lopamin und Vismodegib jeweils mit einer weiteren Substanz kombiniert. Dabei verwen-
dete man zum einen die bereits in der klinischen Therapie des Multiplen Myeloms etab-
lierten Medikamente Bortezomib und Lenalidomid. Zum anderen untersuchte man mit
dem dualen PI3K/mTOR-Inhibitor NVP-BEZ235 einen weiteren interessanten Stoff, der
sich bei Apoptosetestungen des Multiplen Myeloms bewahrt hat (Baumann et al., 2009).
Da sich von den drei Zelllinien eine Apoptose-Induktion durch Vismodegib nur fir AMO1
gezeigt hatte, testete man die Kombinationsbehandlungen mit Vismodegib auch nur an

dieser Zelllinie.
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Fur die jeweiligen Stoffe wurden die in 2.2.5.3 beschriebenen Konzentrationen verwen-
det. Die Kernfragmentation der einzelnen Zellansatze wurden auch in diesen Versuchen
nach dem Nicolleti-Verfahren bestimmt und die durch PI-Messung erstellten Histogram-

me in Saulendiagrammen dargestellt.

3.3.1 Additiver Effekt von Bortezomib in Kombination mit Cyclopamin oder
Vismodegib

In dieser Arbeit konnten bei der 48 h Behandlung von 10 uM Cyclopamin mit 1 ng/ml
bzw. 2 ng/ml Bortezomib fiir alle untersuchten Zelllinien additive Effekte mit Steigerun-
gen der Rate hypodiploider Kerne festgestellt werden. Verglichen mit den jeweiligen
Substanzen alleine beobachtete man die maximale Rate apoptotischer Zellen bei der
Kombinationsbehandlung mit 2 ng/ml Bortezomib. Hier stieg die Apoptoserate fur U266
von 25 % auf 34 %, fur KMS11 von 33 % auf 41 % und fur AMO1-Zellen von 73 % auf
tiber 84 %. Ahnliche Ergebnisse zeigten AMO1-Zellen bei der Behandlung mit 20 uM
Vismodegib und Bortezomib, sodass auch hier von additiven apopototische Effekten

ausgegangen werden muss.
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Abb. 18: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinien
AMO1, KMS11 und U266 nach 48 h Kombinationsbehandlung mit Cyclopamin und
Bortezomib Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhan-
gigen Versuchen aufgezeigt gegen EtOH/NaCl 0,9%. Die Ergebnisse sind zueinander
nicht signifikant.
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Abb. 19: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinie
AMOL1 nach 48 h Kombinationsbehandlung mit Vismodegib und Bortezomib. Dar-
gestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen Versuchen
aufgezeigt gegen DMSO/NaCl 0,9%. Die Ergebnisse sind zueinander nicht signifikant.

3.3.2 Lenalidomid hat keinen additiven Effekt

Durch die Kombination mit Lenalidomid sollten Cyclopamin und Vismodegib auch mit
dem zweiten Medikament getestet werden, welches sich in den letzten Jahren erfolg-
reich in der Therapie des Multiplen Myeloms etabliert hat. Auch hier untersuchte man
eine mogliche Anderung der Kernfragmentation durch eventuelle additive oder gar sy-
nergistische Effekte. In der alleinigen Behandlung mit Lenalidomid wiesen AMOL1,
KMS11 und U266 alle ein relativ resistentes Apoptoseverhalten auf, wobei die hochste
Rate hypodiploider Kerne mit nur 12 % in U266-Zellen beobachtet wurde. Auch in Kom-
bination mit Cyclopamin zeigten alle Zelllinien im Hinblick auf zusatzliche apoptotische
Effekte keine signifikanten Anderungen. Ebenfalls konnte bei der Kombination von Vis-
modegib und Lenalidomid fiir keine der gewéhlten Konzentrationen eine signifikante

Steigerung der Kernfragmentation festgestellt werden.
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Abb. 20: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinien
AMO1, KMS11 und U266 nach 48 h Kombinationsbehandlung mit Cyclopamin und
Lenalidomid. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unab-
hangigen Versuchen aufgezeigt gegen EtOH/DMSO. Die Ergebnisse sind zueinander
nicht signifikant.

70 ~
60 -
H Amol
50 -
40 -
30 -
20 -

10 A
o, M i n - . -

hypoploide Kerne (%)

DMSO Vismodegib Lenalidomid Vismodegib Lenalidomid Vismodegib

20uM 2uM 20uM + 5uM 20uM +
Lenalidomid Lenalidomid
pATLY| 5um

Abb. 21: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinie
AMOL1 nach 48 h Kombinationsbehandlung mit Vismodegib und Lenalidomid. Dar-
gestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen Versuchen
aufgezeigt gegen DMSO. Die Ergebnisse sind zueinander nicht signifikant.
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3.3.3 Auch NVP-BEZ235 bewirkt keinen zusatzlichen additiven Effekt

Bei der 48 h-Behandlung mit dem dualen PISK/mTOR-Inhibitor NVP-BEZ235 wiesen die
untersuchten Myelomzelllinien ein unterschiedlich empfindliches Apoptoseverhalten auf.
Wahrend nach Zugabe von 500 nM NVP-BEZ235 die Kernfragmentation der AMO1-
Zellen auf Gber 45 % stieg, waren sowohl die KMS11- als auch die U266-Zellen relativ
resistent mit Raten hypodiploider Kerne von unter 11 % bzw. unter 15 %.

Fir alle untersuchten Zelllinien gemeinsam zeigte sich, dass durch Kombination von
Cyclopamin bzw. Vismodegib mit NVP-BEZ235 in den gewahlten Konzentrationen keine

relevanten zusatzlichen Apoptose-Effekte ausgeldst werden kdnnen.
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Abb. 22: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinien
AMO1, KMS11 und U266 nach 48 h Kombinationsbehandlung mit Cyclopamin und
NVP-BEZ235. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unab-
hangigen Versuchen aufgezeigt gegen EtOH/DMSO. Die Ergebnisse sind zueinander
nicht signifikant.



-66 -

70

50
40
30
20
10
0 Ml |

DMSO  Vismodegib BEZ235 Vismodegib BEZ235 Vismodegib

hypoploide Kerne (%)

20 pm 250 nM 20 uM + 500 nM 20uM +
BEZ235 BEZ235
250 nM 500 nM

Abb. 23: Messung der Kernfragmentation mittels Propidiumiodid der Zelllinie
AMO1 nach 48 h Kombinationsbehandlung mit Vismodegib und NVP-BEZ235.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen Versu-
chen aufgezeigt gegen DMSO. Die Ergebnisse sind zueinander nicht signifikant.
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4. Diskussion

Um den Einfluss von Hedgehog-Inhibitoren auf das Apoptoseverhalten von Myelomzel-
len zu beurteilen und die scheinbar widersprichlichen Aussagen von Dierks et al. (2007)
und Peacock et al. (2007), auch anhand der eigenen Daten, richtig zu diskutieren, ist es
wichtig, sich zunachst die Rahmenbedingungen der einzelnen Studien vor Augen zu
fuhren.

Beide Studien untersuchten den Einfluss von Cyclopamin bei einer Konzentration von 5
UM auf zytotoxische Effekte bzw. auf das Apoptoseverhalten von Myelomzellen. Wah-
rend Peacock et al. (2007) keine zytotoxischen Effekte feststellen konnten, wiesen
Dierks et al. (2007) in ihren Versuchen die Induktion von Apoptose nach.

Dierks et al. (2007) verwendeten in ihrer Studie ausschlief3lich Myelomzellen aus frisch
gewonnenem Knochenmark, welche sich entweder in Mause injiziert oder co-kultiviert
mit Stromazellen vermehren lieBen. Sie benutzten demnach Myelomzellen, die an das
Umfeld des Knochenmarks gewdhnt und ohne das Beisein von Stromazellen nicht le-
bensfahig waren (Dierks et al., 2007). Obwohl Peacock et al. (2007) ihre genauen Daten
Uber das Apoptoseverhalten von Myelomzellen nicht veréffentlichten, kann man ihren
Aussagen und dem allgemeinen Aufbau ihrer Studie deutlich entnehmen, dass ihre Ver-
suche an isoliert kultivierten Myelomzelllinien in vitro durchgefiihrt wurden.

Fir das Verstandnis ist es wichtig, sich bewusst zu machen, dass Myelomzelllinien in
der Regel aus dem peripheren Blut gewonnen werden. Sie stellen somit bereits fortge-
schrittene Myelomzellen oder gar Plasmazellleukamien mit vermehrt genetischen Aber-
rationen dar, die auf den parakrinen Einfluss des Knochenmarkstromas nicht mehr an-
gewiesen sind (Schmidmaier et al., 2012; Zollinger, 2008). Auch die in der vorliegenden
Doktorarbeit verwendeten Myelomzelllinien wurden aus peripheren Blut (U266), Aszites
(AMO1) oder Pleuraeffusionen (KMS11) entnommen und stellen somit alle Tumore dar,
die zu Lebzeiten des Patienten das Knochenmark bereits verlassen hatten.

Vergleicht man die Hedgehog-Aktivitat in Myelomzelllinien mit frisch aus Knochenmark
gewonnen Myelomzellen, so fallt auf, dass die Gene fir Smo und Glil/2, quasi die ,Mo-
toren“ des Hedgehog-Signalweges, in den verschiedenen Zellen unterschiedlich stark
exprimiert sind. Wahrend in der Mehrzahl der Félle die Genexpression fur eine dieser

Proteine in primaren Myelomzellen hochreguliert ist, kann dieses Phdnomen an den
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meisten Myelomzelllinien nicht beobachtet werden (Dierks et al., 2007; Peacock et al.,
2007). Trotzdem konnte in einer neueren Studie an Western Blots gezeigt werden, dass
auch in vielen Myelomzelllinien in vitro eine gewisse Smo-/Glil-Aktivitat existiert. Wie
stark sich diese Aktivitat allerdings im Vergleich zu frisch aus Knochenmark enthnomme-
nen Myelomzellen verhélt, kann hier nur spekuliert werden, da diese Studie nicht mit
primaren Myelomzellen arbeitete und somit leider keine Vergleich-Blots existieren (Blot-
ta etal., 2012).

Deutlichere Ergebnisse zu Unterschieden in der Hedgehog-Aktivitat lieferten dagegen in
vivo und in vitro Versuche mit NCI-H929-Zellen (Myelomzelllinie gewonnen aus einer
Pleuraeffusion einer 62jahrigen Frau mit Tumorrtckfall). Hierbei konnte gezeigt werden,
dass die Genexpression von Smo in denjenigen Zellen, die sich im Knochenmark von
Méausen vermehrten, um ein Vielfaches erhoht war, verglichen mit den Zellen, die in ein-
fachen Zellkulturen in vitro gehalten wurden (Peacock et al., 2007).

Zusammengefasst macht diese Gegenuberstellung von verschieden kultivierten Zellen
sowohl in vitro als auch in vivo deutlich, dass das Umfeld von Myelomzellen fur deren
Hedgehog-Aktivitat eine ganz entscheidende Rolle einnimmt. Wie schon von Dierks et
al. (2007) beschrieben, fuhrt die Interaktion mit Stromazellen des Knochenmarks direkt
parakrin zu einer Steigerung der Hedgehog-Aktivitéat in Myelomzellen und bietet den Zel-
len Schutz vor Apoptose. Der Hedgehog-Ligand scheint dabei den Myelomzellen sogar
ein starkeres Uberlebens-/Proliferationssignal zu vermitteln als IL-6, welches als einer
der Hauptwachstumsfaktoren und Aktivatoren zahlreicher Signalwege in Myelomzellen
gilt (Heinrich et al., 2003; Dierks et al., 2007). Fehlt dagegen der Stimulus der Stroma-
zelle, wird die Hedgehog-Aktivitat in der Myelomzelle heruntergefahren, wie Peacock et
al. (2007) eindrticklich an NCI-H929-Zellen belegen konnten.

Es lasst sich daraus schlussfolgern, dass fortgeschrittene Myelomzellen, also auch
Myelomzelllinien, die das Knochenmark verlassen haben, wahrscheinlich ihre Hedge-
hog-Aktivitat herunterregulieren und autokrin auf einem niedrigeren Niveau aufrecht-
erhalten. Dies wirde auch erklaren, warum erhoéhte Genexpressionen des Indian-
Hedgehog-Ligands in zahlreichen Myelomzelllinien gefunden werden kdénnen, wahrend
im Knochenmarksmilieu dieser Ligand vor allem von Stromazellen produziert wird
(Dierks et al., 2007; Peacock et al. 2007).
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Im Hinblick auf die scheinbar widersprichlichen Aussagen nach Cyclopamin-
Behandlung und auch zur Deutung der eigenen Ergebnisse kénnten diese Unterschiede
in der Hedgehog-Aktivitat einen mdglichen Erklarungsansatz fur das unterschiedliche
Apoptoseverhalten von Myelomzellen bieten, was im Folgenden néher erlautert werden

soll.

Dass der Hedgehog-Signalweg das Apoptoseverhalten von Zellen beeinflusst und
Hedgehog-Inhibitoren in der Lage sind, Apoptose zu induzieren, u.a. durch Herunterre-
gulieren von Bcl2 und Aktivierung von Caspasen, konnte bereits an einer Vielzahl von
Tumoren gezeigt werden (Dierks et al., 2007; Qualtrough et al., 2004; Samarzija und
Beard, 2012). Dabei stehen zur Messung der Apoptose derzeit viele unterschiedliche
Methoden zur Verfigung, die auf verschiedenen Wegen den programmierten Zelltod
feststellen kdénnen. In der vorliegenden Doktorarbeit entschied man sich fir das Verfah-
ren nach Nicoletti, um einerseits Apoptoseeffekte Uber die Messung des DNA-Gehaltes
in Myelomzellen nachzuweisen. Andererseits sollten durch die Nutzung des Caspase 3-
Aktivitatsassays und durch den Gebrauch des Caspase-Inhibitors zZVAD auch direkt
Veranderungen in der Caspasen-Aktvierung gezeigt werden.

Die unter 3.1 dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, dass der Wirkstoff Cyclopamin in
der Lage ist, auch in Myelomzelllinien Apoptose zu induzieren. Es zeigt sich jedoch an-
hand der Versuche, dass die Wirkung konzentrationsabhangig ist und dass eine erhéhte
Schwellendosis von Cyclopamin tberschritten werden muss, um Apoptoseeffekte aus-
zulosen. Wahrend KMS11-Zellen bei einer Konzentration von 10 uM signifikante Ande-
rungen in der Rate hypodiploider Kerne aufweisen, bendtigen AMO1- und U266-Zellen
Cyclopamin-Konzentrationen tber 20 puM, um ihre Raten signifikant zu steigern. Besta-
tigt werden diese Ergebnisse sowohl durch die Caspase 3-Aktivitdtsuntersuchungen als
auch durch die zusatzliche Behandlung mit dem Caspase-Inhibitor zZVAD. Auch in die-
sen Versuchen zeigen sich erst bei hther gewéhlten Cyclopamin-Konzentrationen ab 10
UM, meistens sogar erst ab 20 uM, deutliche Anderungen in der Caspasen-Aktivitat und
somit im Apoptoseverhalten der einzelnen Zelllinien. Betrachtet man die Apoptoseeffek-
te bei 5 uM Cyclopamin, so wird deutlich, dass bei dieser Konzentration alle untersuch-
ten Myelomzelllinien noch keine Anderungen in der Kernfragmentation aufweisen. Dem-

nach konnen anhand der eigenen Ergebnisse die Aussagen von Peacock et al. (2007)
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bestétigt werden — lassen aber auch vermuten, dass bei ihren Versuchen an Myelom-
zelllinien in vitro keine hoheren Cyclopamin-Konzentrationen zum Einsatz kamen und
somit die Schwellendosis nicht tberschritten wurde.

Es bleibt nun aber trotzdem die Frage zu klaren, weshalb Dierks et al. (2007) in ihrer
Studie bereits bei Cyclopamin-Konzentrationen von 5 uM deutliche Apoptoseeffekte an
Myelomzellen nachweisen konnten. Wie zuvor bereits angedeutet, ist es sehr wahr-
scheinlich, dass die Ursache fur dieses Apoptoseverhalten in der Verwendung von pri-
maren Myelomzellen liegt, die, wie bereits diskutiert, eine héhere Hedgehog-Aktivitat
besitzen als isoliert kultivierte Myelomzelllinien. Dabei sollte man sich nochmals vor Au-
gen fuhren, dass das Multiple Myelom ein heterogener Tumor ist, in dem viele verschie-
dene Signalwege (Abb. 3), in jeweils unterschiedlichem Male, das Wachstum, die
Proliferation und auch das Apoptoseverhalten beeinflussen (Kawauchi et al., 2009;
Lunghi et al., 2008). Betrachtet man dabei den Hedgehog-Signalweg als weiteren Sig-
nalweg, der das Uberleben von Myelomzellen mitbestimmt, so verdeutlich die verstarkte
Hedgehog-Aktivitat im Beisein von Stromazellen, dass der Hedgehog-Signalweg insbe-
sondere im Knochenmarksmilieu eine tragende Rolle im Hinblick auf das Apoptosever-
halten von Myelomzellen einnimmt (Dierks et al., 2007). Somit lasst sich nachvollziehen,
dass bereits geringe Konzentrationen von Cyclopamin (5 uM) ausreichen, um in pri-
maren Myelomzellen, deren Uberleben relativ stark an den Einfluss des Hedghog-
Signalweges gebunden ist, Apoptoseeffekte auszulésen (Dierks et al., 2007). Dagegen
muss man davon ausgehen, dass in fortgeschrittenen Myelomzellen, die das Knochen-
marksmilieu bereits verlassen haben, der Hedgehog-Signalweg seine flihrende Rolle
verliert und womadglich, aufgrund weiterer genetischer Veranderungen, andere Signal-
wege das Apoptoseverhalten der Myelomzellen stéarker bestimmen. Dies wirde erkla-
ren, warum die doppelte bzw. die vierfache Konzentration von Cyclopamin (10-20 pM) in
Myelomzelllinien bendtigt wird, um ahnliche Apoptoseeffekte wie in primaren Myelomzel-
len zu erzielen.

Zusammenfassend und mit Bezug auf die Ausgangsfragestellung verdeutlichen diese
Ergebnisse, dass Cyclopamin auch in Mylomzelllinien in vitro, also ohne den parakrinen
Stimulus von Stromazellen, in der Lage ist, Apoptose zu induzieren, wobei die Notwen-
digkeit erhohter Wirkstoffkonzentrationen sehr wahrscheinlich der geringeren Hedge-

hog-Aktivitat geschuldet ist. Das hierbei aber Gberhaupt eine Wirkung durch Hedgehog-
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Inhibitoren auf das Apoptoseverhalten von Myelomzelllinien erzielt werden kann, spricht
zudem fur das Vorhandensein eines autokrinen Hedgehog-Modells, das Myelomzellen

zumindest aul3erhalb das Knochenmarks nutzen, um sich vor Apoptose zu schitzen.

Wahrend Vismodegib als kinstlich hergestellter Hedgehog-Inhibitor mit Cyclopamin
strukturell nicht verwandt ist, gilt er als der potentere Wirkstoff, der mit hoher Affinitat
und Spezifitat an Smo binden kann, um die Aktivitat des Hedgehog-Signalweges zu un-
terdriicken (Robarge et al., 2009; Rudin et al., 2012). Da in der Literatur bislang noch
keine Studien veroffentlicht wurden, die den Einfluss von Vismodegib auf Myelomzellli-
nien untersucht haben, erwartete man in Anbetracht der Cyclopamin-Ergebnisse eine
verstarkte Wirkung auf das Apoptoseverhalten der Myelomzellen — eventuell schon bei
geringeren Konzentrationen.

Die Ergebnisse der Versuche mit Vismodegib zeigen jedoch genau den gegenteiligen
Effekt, wobei die Myelomzelllinien im Vergleich zu den Versuchen mit Cyclopamin deut-
lich schlechter bzw. Uberhaupt nicht auf Vismodegib ansprechen. Wahrend sich fir
AMO1-Zellen erst bei Konzentrationen von 40 uM Vismodegib signifikante Steigerungen
der Kernfragmentation feststellen lassen, weisen KMS11- und U266-Zellen ein resisten-
tes Apoptoseverhalten sogar gegenuber hohen Vismodegib-Konzentrationen auf.

Auch wenn diese Ergebnisse eher unerwartet scheinen, so spiegeln sie dennoch mehr
oder weniger die Resultate wieder, die in den letzten Jahren von vielen Autoren auch bei
Untersuchungen von Vismodegib an anderen Tumoren beschrieben wurden. Aul3er den
vielversprechenden Erfolgen bei der Behandlung von Basalzellkarzinomen oder auch
Medulloblastomen mit Vismodegib konnten namlich bislang bei keiner der Vielzahl ande-
rer untersuchten Tumore derartig positive Ergebnisse nachgewiesen werden. Vielmehr
zeigten einige klinischen Studien, dass solide Tumore wie Ovarial-, Kolorektal- oder
auch das kleinzellige Bronchialkarzinom nur ein schwaches bis gar kein Ansprechen auf
eine Behandlung mit Vismodegib vorweisen (Berlin et al., 2013; Kaye et al., 2012;
Lorusso et al., 2011; Rudin et al., 2009; Sekulic et al., 2012; Tang et al., 2012).

Was die Ursache fiir diese Resistenz gegeniber dem Wirkstoff Vismodegib ist, die ins-
besondere an vielen fortgeschrittenen Tumoren beobachtet werden kann, war lange Zeit
unklar und ist auch heute noch Gegenstand intensiver Forschung. Neuere Studien favo-

risieren hierbei das Auftreten von genetischen Aberrationen bzw. Mutationen in der



-72 -

DNA, die den Phanotyp verandern und auf diese Weise die Resistenz der Tumorzelle
beeinflussen (Loeb, 2011). So identifizierten Yauch et al. (2009) Mutationen in der DNA
von Medulloblastomen, welche die Substitution einer Aminosdure an der Bindungsstelle
von Smo bewirkt (Metcalfe und de Sauvage, 2011). Dadurch verliert Vismodegib die Fa-
higkeit, an das Protein zu binden und seine antitumorése Wirkung auszuiiben, wahrend
die Aktivitat von Smo durch die Mutation unbeeinflusst bleibt (Lin und Matsui, 2012). Da,
wie bereits beschrieben, auch Myelomzelllinien fortgeschrittene Tumore darstellen, de-
ren Phanotyp von genetischen Aberrationen verandert wurde, ist es durchaus denkbar,
dass auch in KMS11- und U266-Zellen Mutationen im Smo-Protein vorhanden sind,
welche die Bindung von Vismodegib und somit dessen antitumorése Wirkung verhin-
dern. Desweitern wirden solche Mutationen auch erklaren, warum sich bei der Behand-
lung von Myelomzelllinien mit Cyclopamin bzw. Vismodegib derartig deutliche Unter-
schiede in der Wirkung auf das Apoptoseverhalten feststellen lassen, obwohl sich die
beiden Stoffe lediglich strukturell, aber nicht im Wirkprinzip unterscheiden (Robarge et
al., 2009). Inwiefern man diesen Wirkunterschied von Vismodegib auch bei priméaren,
weniger fortgeschrittenen Myelomzellen beobachten kann, Iasst sich in dieser Stelle nur
spekulieren und misste anhand von weiteren, insbesondere in vivo Studien tberpruft
werden. Eventuell wird hierbei auch die derzeit laufende und in der Einleitung erwahnte
Studie von Huff (2011) neue Erkenntnisse uber die Wirkung von Vismodegib auf

Myelomzellen liefern kénnen.

Einige Autoren sind nicht davon Uberzeugt, dass ein autokrines Hedgehog-Modell in
Tumorzellen existiert, das die Zellen nutzen, um sich und benachbarte Tumorzellen zu
stimulieren. Sie verweisen darauf, dass die meisten Daten fir dieses Modell auf Studien
basieren, die mit hohen Dosen von Cyclopamin oder anderen Smo-Inhibitoren durchge-
fuhrt wurden und daher eventuell nur unspezifische zytotoxische Effekte darstellen
(Dormoy et al., 2009; Lin und Matsui, 2012; Zhang et al., 2007). Da sich nun auch in der
vorliegenden Doktorarbeit erst bei hoheren Cyclopamin- bzw. Vismodegib-
Konzentrationen Apoptoseeffekte auf die untersuchten Myelomzelllinien nachweisen
lassen, scheint es angebracht, diesen strittigen Sachverhalt ndher zu betrachten.

Auch wenn allgemein bekannt ist, dass alkaloide Substanzen unspezifische Effekte auf

Tumorzellen bewirken kdnnen, gibt es dennoch Hinweise darauf, dass Cyclopamin bzw.
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Vismodegib auch in héheren Konzentrationen ihre Zytotoxizitat nicht unspezifisch, son-
dern spezifisch Uber die Blockade des Hedgehog-Signalweges ausiben (Antoun et al.,
1993; Bonke, 2010). So zeigen die eigenen Ergebnisse an gesunden Vergleichszellen
(siehe 3.1.4), dass sich bei der Behandlung von aus peripherem Blut gewonnenen B-
Lymphozyten mit den Smo-Inhibitoren auch in hohen Konzentrationen keine signifikan-
ten Steigerungen der Kernfragmentation feststellen lassen. Da aus friheren Studien
bekannt ist, dass native, nicht stimulierte CD19%-Zellen keine Smo-Aktivitat besitzen,
machen die eigenen Resultate deutlich, dass Cyclopamin bzw. Vismodegib auch in den
gewahlten Hochstkonzentrationen eher spezifisch tGber die Inhibition des Smo-Proteins
wirken mussen, anstatt lediglich unspezifische zytotoxische Effekte auszutiben (Gorka,
2008).

Natiirlich kénnen native B-Lymphozyten (CD19°/CD138") als Plasmazell-Vorlaufer,
schon aufgrund des Wechsels des Oberflachenmarkers, gesunde, differenzierte Plas-
mazellen (CD197/CD138") als Vergleichszellen von Myelomzelllinien nicht hundertpro-
zentig ersetzen (Anderson und Carrasco, 2011; Matsui et al., 2004). Um jedoch lediglich
der Frage nachzugehen, inwieweit unspezifische zytotoxische Effekte zu hoher Stoff-
konzentrationen die Wirkung auf AMO1, KMS11 und U266 beeinflussen, ist die Wahl
der Vergleichszellen hier eher als zweitrangig zu betrachten. Daher fiel, auch auf Grund
der einfacheren Handhabung, die Wahl der Vergleichszellen auf die Plasmazell-
Vorlaufer.

Einen weiteren Hinweis darauf, dass Cyclopamin in Konzentrationen bis 20 uM spezifi-
sche, anstatt unspezifische Effekte auf Tumorzellen bewirkt, lieferte Bonke (2010) mit
Untersuchungen an Leukamiezelllinien in vitro. Es zeigte sich dabei, dass bei der Be-
handlung mit Tomatidin, einem cyclopamindhnlichen Steroidalkaloid ohne nachweisbare
Wirkung auf den Hedgehog-Signalweg, in Konzentrationen bis 20 uM im Vergleich zu
Cyclopamin keine signifikanten Apoptoseeffekte auf Tumorzellen ausgeldst werden
konnten (Bonke, 2010).

Anhand aller dargestellten Ergebnisse kann man daher schlussfolgern, dass einerseits
die untersuchten gesunden B-Lymphozyten im Hinblick auf das Apoptoseverhalten un-
empfindlich gegentiber Hedgehog-Inhibitoren sind und dass andererseits die beobachte-
ten Kernfragmentationen an Myelomzelllinien nach Behandlung mit Cyclopamin- bzw.

Vismodegib spezifischer, anstatt unspezifischer Natur sein mussen. Des Weiteren un-
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terstreichen diese Resultate erneut die Existenz eines autokrinen Hedgehog-Modells,
das Myelomzelllinien bzw. fortgeschrittene Myelomzellen in Abwesenheit von Stromazel-

len nutzen, um sich vor Apoptose zu schiitzen.

In den letzten Jahren beobachtete man bei der Behandlung des Multiplen Myeloms im-
mer mehr Félle von Resistenzen gegeniber medikamentdser Monotherapie (Baumann
et al., 2009). Es erschien daher sinnvoll Kombinationstherapien in der Klinik zu etablie-
ren, um der Entwicklung derartiger Resistenzen entgegenzuwirken. Trotz des anfangli-
chen Erfolgs wurden in jingster Zeit auch resistente Zellen gegen Wirkstoffkombinatio-
nen gefunden, sodass die Erforschung von immer neuen Kombinationstherapien von
enormer Bedeutung ist, um auch in Zukunft Myelompatienten adaquat behandeln zu
kénnen.

Wahrend der Proteasom-Inhibitor Bortezomib in der Klinik beim Multiplen Myelom in
Kombinationstherapien mit anderen etablierten Medikamenten (VMP) bereits erfolgreich
zur Anwendung kommt, sind bislang nur wenige Studien bekannt, die den Einfluss von
Bortezomib auf den Hedgehog-Signalweg bzw. in Kombination mit Hedgehog-
Inhibitoren untersucht haben.

An Medulloblastomen konnte gezeigt werden, dass Bortezomib durch Hemmung des
Proteasoms in den Hedgehog-Signalweg eingreift, indem es das Protein Ptch erhoht
und gleichzeitig Glil senkt, wodurch eine antitumordse Wirkung ausgetbt wird (Tanigu-
chi et al., 2009). Daher erschien es in der vorliegenden Arbeit sinnvoll, auch an Multiplen
Myelomzellen zu prifen, ob durch derartige Bortezomib-Effekte eventuell die Wirkung
von Cyclopamin bzw. Vismodegib verstarkt werden kénnte. Durch die zusatzliche Inhibi-
tion von Smo erwartete man eine Steigerung in der Apoptoserate - und in der Tat liel3en
sich in allen untersuchten Zelllinien fur Cyclopamin und Vismodegib additive Effekte
nachweisen.

Bestatigt werden die Ergebnisse durch eine kirzlich veréffentliche Studie in der Multip-
len Myelom-Forschung. Hier wurden ebenfalls additive Effekte bei der Kombinationsbe-
handlung von OPM1-Zellen (Myelomzelllinie gewonnen aus dem peripheren Blut einer
56jahrigen Frau) mit Bortezomib und dem Smo-Inhibitor NVP-LED225 in vitro beobach-
tet (Blotta et al., 2012). Warum in beiden Fallen der Effekt in vitro nicht deutlicher ausfiel,

kann eventuell darin begrindet liegen, dass sowohl die Ptch-Erh6hung, als auch die
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verwendeten Hedgehog-Inhibitoren, mit dem Smo-Protein alle das gleiche Ziel inhibier-
ten und so die Hedgehog-Inhibition an diese Stelle ausgereizt wurde.

Daher scheint es fur zuklnftige Studien nicht uninteressant, Bortezomib auch mit
Hedgehog-Inhibitoren zu kombinieren, die an anderer Stelle des Signalweges eingrei-

fen, um so eventuell eine starkere Steigerung der antitumorésen Wirkung zu erzielen.

Beim Immunmodulator Lenalidomid sind Kombinationentherapien mit anderen Medika-
menten (u.a. Melphalan oder auch Bortezomib) zur Behandlung des Multiplen Myeloms
derzeit Gegenstand intensiver Forschung (Rajkumar, 2012). Bislang ist seit 2007 in der
Klinik nur die Kombination von Lenalidomid mit Dexamethason zugelassen. Vergeblich
sucht man dagegen nach Studien, die sich mit der gleichzeitigen Behandlung von
Lenalidomid und Hedgehog-Inhibitoren auf Myelomzellen beschéftigen.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist Lenalidomid ein Thalidomid-Analogon, welches
Uber eine Vielzahl von Mechanismen seine antitumorése Wirkung austbt. Seine heraus-
ragende Wirkung erzielt Lenalidomid im Bereich der Interaktion von Tumorzellen mit
Stromazellen des Knochenmarks (Bartlett et al., 2004). Hier verringert Lenalidomid das
Wachstum der Myelomzellen durch Hemmung der Produktion von IL-6 und TNFa in den
Stromazellen, welche ansonsten diese Wachstumsfaktoren vermehrt in die Peripherie
abgeben wirden (Bartlett et al., 2004). Die zusatzliche Senkung von VEGF im Gewebe
fuhrt zur Reduktion der Angiogenese und somit zu einer Unterversorgung des Tumors
mit Nahrstoffen. Durch Stimulation von T-Zellen kommt es zu erhdhter IL-2 und INF-y
Produktion, wodurch natirliche Killerzellen aktiviert werden, die letztlich ebenfalls zu
einer Reduktion entarteter Zellen fihren (Bartlett et al., 2004). Alles in allem macht diese
Aufzéhlung deutlich, wie wichtig das Umfeld der Myelomzellen fur die antitumorése Wir-
kung von Lenalidomid ist.

In der Literatur ist zwar eine direkte Wirkung von Lenalidomid durch Induktion einer
Caspase-abhangigen Apoptose beschrieben. Da in der vorliegenden Arbeit die isoliert
kultivierten Zelllinien aber in keiner Weise das Umfeld imitierten, das Lenalidomid beno-
tigt, um seine komplexe antitumorése Wirkung auszuiiben, ist es nicht verwunderlich,
dass alle untersuchten Zelllinien in dieser Konstellation ein relativ resistentes Apoptose-
verhalten gegentber Lenalidomid aufwiesen und U266-Zellen mit nur 11% die hdchste

Apoptoserate zeigten (Bartlett et al., 2004).
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Trotzdem lassen sich aus dieser Versuchsreihe einige Hinweise auf die untersuchte Be-
ziehung zwischen Lenalidomid und dem Hedgehog-Signalweg ableiten. Nach Auswer-
tung der Ergebnisse scheint es jedenfalls unwahrscheinlich, dass Lenalidomid auf direk-
tem Wege in den Hedgehog-Signalweg eingreift, um in Myelomzellen Apoptose zu indu-
zieren. Auch deutet nichts darauf hin, dass Lenalidomid in der Lage ist, den Hedgehog-
Signalweg dahingehend zu beeinflussen, dass die antitumordése Wirkung von Smo-
Inhibitoren verstarkt wird.

Um diese Aussage ganzlich zu verifizieren, mussten natirlich noch weitere Untersu-
chungen, insbesondere in vivo Studien, folgen. Das Beisein von Stromazellen kdnnte
womoglich noch mehr Aufschluss Uber eine eventuelle Interaktion von Lenalidomid und
dem Hedgehog-Signalweg geben. Denn wie oben erwahnt, ist Lenalidomid erst im Bei-
sein von Stromazellen des Knochenmarks in der Lage, seine komplette Wirkung auf

Myelomzellen auszutben.

In neueren Studien konnten sowohl Baumann et al. (2009) als auch McMillan et al.
(2009) nachweisen, dass der duale PISBK/mTOR-Inhibitor BEZ235 in mehreren Myelom-
zelllinien (RPMI-8226, NCI-H929, OPM-2, MM1.S, MM1.R) apoptotische Effekte auslost
und somit der PI3K-Signalweg, neben anderen Signalwegen, als ein spezifisches ,Tar-
get” in einer zukunftigen Myelomtherapie gelten kann. Des Weiteren konnten Mohan et
al. (2012) und Buonamici et al. (2010) jeweils an Medulloblastomen nachweisen, dass
einerseits der Sonic-Hedgehog-Ligand in des Lage ist, den PI3K-Signalweg direkt zu
aktivieren, und dass andererseits eine Kombinationstherapie von NVP-BEZ235 mit dem
Smo-Antagonisten NVP-LED235 das Auftreten von Resistenzen verringert und die anti-
tumordose Wirkung verstarkt. Aufgrund dieser beschriebenen Hedgehog/PI3K-
Interaktionen in Medulloblastomen schien es fur die vorliegende Doktorarbeit interes-
sant, auch die Smo-Inhibitoren Cyclopamin und Vismodegib mit NVP-BEZ235 zu kom-
binieren und auf mogliche Hedgehog/PI3K-Wechselwirkungen in Myelomzelllinien
(AMO1, KMS11, U266) zu testen.

Hierbei fiel zunéachst auf, dass sich lediglich bei AMO1-Zellen durch eine Behandlung
mit NVP-BEZ235 die Rate hypodiploider Kerne signifikant steigern liel3 (45%), wahrend
KMS11 und U266 gegenuber diesem Wirkstoff ein resistentes Apoptoseverhalten zeig-

ten. Dies bestatigt einerseits die Ergebnisse von Baumann et al. (2009), die bei der Be-
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handlung von U266-Zellen mit NVP-BEZ235 ebenfalls ein resistentes Apoptoseverhal-
ten nachwiesen. Andererseits verdeutlicht es erneut die Heterogenitat von unterschiedli-
chen Myelomzellen bzw. Myelomzelllinien im Hinblick auf aktivierte Signalwege und der
dadurch bedingten Schwierigkeit einer einheitlichen, spezifischen Therapie.

Auch konnte die zusatzlich Gabe von Hedgehog-Inhibitoren keine relevanten Steigerun-
gen der Kernfragmentation in den untersuchten Zelllinien bewirken. Dies lasst darauf
schliel3en, dass die Signalweg-Aktivitaten im Multiplen Myelom um einiges komplexer zu
sein scheinen, als dass man Erkenntnisse von Hedgehog/PI3K-Interaktionen anderer
Tumore einfach auf die Myelomzellen Ubertragen kann. Andererseits kann man jedoch
auf Grund der Heterogenitat der Myelomzellen auch nicht komplett ausschlieRen, dass
in anderen Myelomzellen bzw. -zelllinien Interaktionen des Hedgehog- und PI3K-
Signalweges auftreten und dass in diesen Tumorzellen womdoglich eine Kombinations-
behandlung von Smo- und PI3K-Inhibitoren zu einer verstarkten Apoptosewirkung fuhrt.
Daher ist es notwendig, in Zukunft noch weitere Forschungen und Studien mit einer
gréReren Anzahl verschiedener primarer Myelomzellen oder Myelomzelllinien zu betrei-
ben, um im Hinblick auf mdgliche Signalweg-Interaktionen genauere und reprasentative-

re Ergebnisse zu erzielen.

4.1 Einordnung der Ergebnisse in den aktuellen Stand der Forschung

Auch wenn die Hochdosis-Chemotherapie mit anschlieBender autologer Stammzell-
transplantation immer noch den Goldstandard in der Behandlung des Multiplen Myeloms
darstellt, so befinden sich die Therapiestrategien aufgrund vieler neuer Erkenntnisse aus
Klinik und Forschung mehr und mehr im Wandel. Heute weif3 man, dass eine Aktivie-
rung bzw. Uberstimulation verschiedener Signalwege, sowohl getriggert durch intrazellu-
lar genetische Veranderungen als auch durch extrazellulare Beeinflussung durch das
Knochenmarksmilieu, die Pathogenese des Multiplen Myeloms mal3geblich bestimmen
(Schmidmaier et al., 2012; Straka et al. 2012a). Hierdurch haben sich einige neue Wege
fir mogliche Therapieansétze ergeben.

Mit Thalidomid und Lenalidomid konnten sich im letzten Jahrzehnt bereits zwei neue
Wirkstoffe in der Behandlung des Multiplen Myeloms erfolgreich etablieren, die ihre anti-
tumorodse Wirkung insbesondere durch eine Unterbrechung der pathologischen Interak-

tionen von Myelomzellen mit dem Knochenmarksumfeld (u.a. Stromazellen, EZM) erzie-
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len (Bartlett et al., 2004; Lang et al., 2012). Neben dieser Méglichkeit zur Intervention
richtet sich der therapeutische Fokus in der Myelomforschung mittlerweile auch verstarkt
auf die direkte Inhibition der verschiedenen aberranten Signalwege. Hierfur lieferten ei-
nige Studien u.a. mit der Inhibition des MEK/MAPK-Signalweges (PD98059, PD184352,
PD0325901) oder auch des PI3K/Akt-Signalweges (NVP-BEZ235, Perfosin) bereits viel-
versprechende Ergebnisse (Baumann et al., 2009; Hideshima et al., 2006; Steinbrunn et
al., 2012). Auch die Resultate der vorliegenden Arbeit unterstitzen das neue Konzept
der spezifischen Inhibition von aktivierten Signalwegen zur Myelomtherapie, indem sie
zeigen, dass eine direkte Blockade des Hedgehog-Signalweges durch Smo-Inhibitoren
zur Induktion von Apoptose in Myelomzelllinien fuhrt. Die erzielten Ergebnisse belegen,
dass, neben den unter 1.1.1 aufgefuihrten Signalwegen, auch der Hedgehog-Signalweg
Einfluss auf das Apoptoseverhalten von Myelomzellen hat und somit als weiterer Sig-

nalweg in der Pathogenese des Multiplen Myeloms diskutiert werden muss (Abb. 24).

Extrzellularmatrix Zytokine und
Integrine Wachstumsfaktoren

Proliferation
PKC Uberleben Chemoresistenz
Proliferation Uberleben
ﬂ Migration Proliferation S _
R Inegine
—— Sekretion auto-und e Selektine
Pro!lfera}tlon parakriner Zytokine und Q Cadherine
Migration Wachstumsfaktoren \ Ig |

Interaktionen zwischen MM-
/Stromazellen und EZM triggern
Proliferation, Uberleben und
Chemoresistent der MM-Zellen

Abb. 24: Um den Hedgehog-Signalweg (Hh) erweiterte Darstellung der wichtigsten
intrazellularen Signalwege im Multiplen Myelom (modifiziert nach Podar et al., 2009).



-79 -

Inwiefern sich derartig spezifische Inhibitionen der verschiedenen Signalwege auch in
der Praxis sinnvoll einsetzen lassen, werden zukunftige klinische Studien zeigen mus-
sen. Aufgrund der Heterogenitat der Signalwege in unterschiedlichen Myelomzellen
werden dabei auch neue diagnostische Konzepte entwickelt werden missen, um vor der
Therapie fur den jeweiligen Patienten festzustellen, welche Signalwege mehr und wel-
che weniger aktiv das Tumorwachstum bestimmen. Eine solche spezielle Diagnostik,
gepaart mit einer individuellen Therapie, kdnnte jedenfalls von vornherein resistente
Substanzen ausschlieen und die Wahl eines geeigneten Wirkstoffes bzw. einer Wirk-
stoffkombination deutlich erleichtern. Mit der Erweiterung der Knochenmarksdiagnostik
durch Genexpressionsanalysen oder auch durch die FISH-Analytik, die bereits teilweise
in der Lage sind, durch Bestimmung von Mutationen konstitutiv aktivierte Signalwege
aufzudecken, wurden hierfur jedenfalls schon die ersten diagnostischen Weichen ge-
stellt (Bacher et al., 2012).

Inwieweit und an welcher Stelle der Hedgehog-Signalweg dabei Einlass in eine spezifi-
sche Myelomtherapie erhalten kdnnte, bleibt jedoch abzuwarten. Wéahrend die eigenen
Daten und auch diejenigen von Dierks et al. (2007) eine direkte apoptotische Wirkung
auf die differenzierten krankheitsbestimmenden Myelomzellen favorisieren, sehen die
Beflrworter der kontrovers diskutierten Tumorstammezelltheorie die Rolle des Hedge-
hog-Signalweges eher in der Regulation von Tumorstammzellen (Peacock et al., 2007).
Bevor diese Frage nicht endgultig geklart ist, wird es schwierig sein, die Inhibition des
Hedgehog-Signalweges in ein sinnvolles Therapiekonzept zu integrieren. Des Weiteren
musste anhand groRere Vergleichsstudien mit primaren Myelomzellen und Myelozellli-
nien auch nochmals getestet werden, ob sich der Verdacht bestétigen lasst, dass der
Hedghog-Signalweg in Myelomzellen im Knochenmarksmilieu starker aktiviert ist, als in
fortgeschrittenen Tumorzellen, die das Knochenmarksmilieu bereits verlassen haben.
Dann konnte folglich der Einsatz von Hedgehog-Inhibitoren als therapeutische Mal3-
nahme insbesondere im frihen Stadium der Erkrankung in Erwdgung gezogen werden.
Trotz dieser vielen noch ungeklarten Fragen zeigt der bisherige Forschungstand, dass
eine individuelle Myelomtherapie mit spezifischer Inhibition von aberranten Signalwegen
einen interessanten neuen Ansatz in der Myelomforschung darstellt und dass hierbei der
Hedgehog-Signhalweg womdoglich in Zukunft auch ein erhebliches Gewicht in der Be-

handlung von Myelompatienten erlangen kann.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die systematische Untersuchung des Einflusses
der Hedgehog-Inhibitoren Cyclopamin und Vismodegib auf das Apoptoseverhalten von
Multiplen Myelomzellen in vitro. Dabei sollte geklart werden, ob Hedgehog-Inhibitoren in
der Lage sind Apoptose in Myelomzellen zu induzieren und damit der Hedgehog-
Signalweg als weitere mdgliche Zielstruktur in einer spezifischen Myelomtherapie disku-
tiert werden muss. Es sollten insbesondere auch die Aussagen zweier Studien von
Dierks et al. (2007) und Peacock et al. (2007) aufgegriffen werden, die sich zuvor kont-
rovers zu diesem Thema geéaulRert haben.

Der Einfluss von Cyclopamin und Vismodegib wurde an den kultivierten Myelomzellinien
AMO1, KMS11 und U266 untersucht und mit deren Wirkung auf native B-Lymphozyten
eines gesunden Spenders verglichen. Zur Aufdeckung einer moglichen Interaktion von
Wirkstoffen bzw. von betroffenen Signalwegen wurden die Stoffe zudem jeweils mit ei-
ner weiteren therapeutischen Substanz kombiniert. Dabei verwendete man zum einen
die Substanzen Bortezomib und Lenalidomid, um mdgliche Interaktionen mit bereits
etablierten Medikamenten in der klinischen Therapie des Multiplen Myeloms festzustel-
len. Zum anderen untersuchte man mit dem dualen PI3K/mTOR-Inhibitor NVP-BEZ235
eine weitere Substanz, die bereits in neueren Studien eine verstarkte antitumordse Wir-
kung in Verbindung mit Hedgehog-Inhibitoren an Medulloblastomen erzielen konnte und
somit eine mogliche Hedgehog/PI3K-Wechselwirkung auch in Multiplen Myelomzellen
vermuten l&sst.

Die Auswertung der Apoptoseeffekte erfolgte einerseits mittels Durchflusszytometrie
anhand des Nicolleti-Verfahrens und andererseits Uber die Bestimmung der Caspase-
Aktivitat mittels Caspase 3-Aktivitatsassay und dem Gebrauch des Caspasen-Inhibitors
zZVAD.

Die Ergebnisse der Untersuchungen belegen, dass Hedghog-Inhibitoren auch in
Myelomzelllinien in der Lage sind, Apoptose zu induzieren. Es zeigte sich jedoch, dass
die Apoptoseeffekte konzentrationsabhangig sind und erst bei hoheren Konzentrationen
signifikant werden. Unspezifische zytotoxische Effekte konnten durch die gesunden B-
Lymphozyten weitestgehend ausgeschlossen werden, wobei eine potentielle toxische

Wirkung der Substanzen anhand in vivo Versuchen noch zu untersuchen ware. Des
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Weiteren zeigten sich in den einzelnen Myelomzelllinien deutliche Unterschiede in den
Ansprechraten auf Cyclopamin und Vismodegib. In Kombinationsbehandlungen der
Hedgehog-Inhibitoren konnte man fiir den Proteasominhibitor Bortezomib additive
apoptotische Effekte nachweisen, wahrend sich fiir Lenalidomid und NVP-BEZ235 keine
zusatzlichen Effekte ergaben.

Zusammenfassend zeigen die gewonnenen Ergebnisse, dass Hedgehog-Inhibitoren
durchaus Potential besitzen, sich zukinftig in der Myelomtherapie zu etablieren. Es
mussen jedoch weitere Untersuchungen folgen, insbesondere grol3ere Vergleichsstu-
dien mit primaren Myelomzellen und Myelomzelllinien, um detaillierte Erkenntnisse Uber
mdogliche Beziehungen, Funktionen und Einflisse des Hedgehog-Signalweges inner-
und aul3erhalb des Knochenmarkmilieus zu erlangen und somit Hedgehog-Inhibitoren in

eine Myelomtherapie zu integrieren.
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