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Um Frakturen osteolytischer Lasionen zu heilen und verbleibende maligne Plasmazellen zu
eradizieren, konnten Bortezomib-freisetzende Knochenersatzmaterialien bei Patienten mit
Multiplem Myelom eine innovative Therapieoption darstellen. Unter lokaler Freisetzung geeigneter
Konzentrationen sollte der Proteasomeninhibitor Bortezomib auf Multiple Myelomzellen apoptotisch
wirken, gleichzeitig aber Osteoblasten stimulieren und die Osteoklastenaktivitit hemmen. In
Anbetracht zelluldarer Sensitivitdtsunterschiede gegeniber diesem Wirkstoff miissen zur
Sicherstellung der Wirksamkeit und Unbedenklichkeit dieser Darreichungsform die optimalen
Freisetzungskonzentrationen bestimmt werden. Ob diese Sensitivitdtsunterschiede auf eine
unterschiedliche zellulare Pharmakokinetik oder Pharmakodynamik von Bortezomib zurlickzufiihren
sind, ist bisher unbekannt. Auch ist bislang ungeklart ist, worauf die in vivo beschriebene
Uberlegenheit Bortezomib-haltiger Kombinationstherapien mit klassischen Zytostatika und
Glukokortikoiden beruhen. Erneut kommen sowohl pharmakodynamische Synergien, als auch eine
veranderte zelluldre Bortezomibkinetik in Frage.

Die vorliegende Arbeit verfolgte daher drei prinzipielle Ziele: (1) Mit Hilfe einer fir die zu
untersuchenden Zellen neu etablierten und hinsichtlich des Extraktionsverfahrens optimierten
massenspektrometrischen Methode sollten erstmals die Zusammenhange zwischen zelluldrer
Bortezomibkinetik, Dynamik am Proteasom und den Zusammenhdngen mit der Zellviabilitat in
Abhangigkeit von der Konzentration und Expositionszeit in den verschiedenen Zelltypen, beschrieben
werden. Zudem sollten die Expressionsmuster der katalytisch aktiven Proteasomenuntereinheiten
mit der Sensitivitdat gegeniliber Bortezomib in malignen Plasmazellen, mesenchymalen Stromazellen
(mesenchymal stroma cells, MSC) und Osteoblasten eines Kollektivs aus gesunden Probanden und
Patienten korreliert werden. (2) In klinischem Kontext sollte zudem untersucht werden, ob die
Expressionshéhe der katalytischen Proteasomenuntereinheiten als prognostischer Marker fiir das
ereignisfreie Uberleben und des Gesamtiiberlebens von Patienten mit Multiplem Myelom geeignet
ist. (3) Ferner galt es zu evaluieren, ob die zeitgleiche Anwendung von Bortezomib mit typischen
Kombinationspartnern (Doxorubicin und Dexamethason (PAd) oder Melphalan und Prednisolon
(VMP) zu einer héheren Anreicherung und Wirksamkeit von Bortezomib in Multiplen Myelomzellen
in vitro fuhrt. Neben den bereits etablierten Wirkstoffkombinationen wurde auch erstmalig geprift,
ob die Antagonisierung des Endothelien-Signalweges in Zelllinien des Multiplen Myeloms mittels
Bosentan die intrazelluldre Konzentration, die Proteasomeninhibitor oder die antiproliferative
Wirksamkeit von Bortezomib beeinflusst.

Ausgehend von diesen drei primaren Zielen, lassen sich die Ergebnisse wie folgt zusammenfassen: (1)
Es wurde erstmalig eine deutlich unterschiedliche Akkumulation von Bortezomib (bei 5nM
Exposition) in den untersuchten Zelltypen belegt. Bortezomib zeigt zwar klinisch eine besonders hohe
Wirksamkeit gegeniiber malignen Myelomzellen, dieser Effekt ldsst sich jedoch anhand der
vorliegenden Daten nicht auf eine hohere Bortezomibakkumulation in diesen Zellen zuriickfiihren. Da
sich auch die Hemmpotenzen an den katalytischen Proteasomenuntereinheiten nicht relevant
zwischen den verschiedenen Zellarten unterschieden, missen weitere Wirkmechanismen zur
selektiven Wirkung von Bortezomib auf Myelomzellen beitragen. Interessanterweise gab es keine
Unterschiede hinsichtlich der zellularen Pharmakokinetik oder Pharmakodynamik zwischen MSC bzw.
Osteoblasten gesunder Probanden und Multiplem Myelompatienten. Dies ldsst den Rickschluss zu,
dass der Einfluss der Myelomzellen auf die Zellen der Knochenmark-Mikroumgebung keinen Einfluss
auf die intrazellulare Kinetik oder Dynamik von Bortezomib hat. (2) Im Rahmen der Prifung eines
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moglichen pradiktiven oder prognostischen Wertes der Expressionshohen konnte gezeigt werden,
dass die Expression der chymotrypsin-, trypsin- und caspase-like Untereinheiten (konstitutives und
Immun-Proteasom in malignen und gesunden Plasmazellen, Knochenmark-Mikroumgebung) die
antiproliferative Wirkung von Bortezomib oder das ereignisfreie Uberleben bzw. Gesamtiiberleben
nicht bestimmen. (3) Die verstarkte Wirksamkeit von Bortezomib innerhalb von
Kombinationstherapieregimen (PAd oder VMP) beruht nicht auf einer verbesserten zelluldren
Bortezomibaufnahme, sondern eher auf einer indirekten Beeinflussung der proteasomalen
Hemmpotenz von Bortezomib, obwohl sich dieser pharmakodynamische Kombinationseffekt
experimentell nicht in einer verbesserten antiproliferativen Wirkung wiederspiegelte. Gleichzeitig
konnte eindeutig belegt werden, dass auch Bosentan nicht zu einer verdnderten zelluldren
Pharmakokinetik oder Pharmakodynamik von Bortezomib in Zelllinien des Multiplen Myeloms fihrt.
Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass durch eine lokale und kurzzeitige (bis zu 48 h)
Freisetzung geringer Bortezomibkonzentrationen (5 nM) durch ein Knochenersatzmaterial eine
selektive antiproliferative Wirkung gegeniiber malignen Multiplen Myelomzellen erreicht wird. Diese
gezielte Wirksamkeit beruht jedoch weder auf einer auflergewdhnlichen zellularen Kinetik oder
Dynamik am Proteasom, noch auf einer bestimmten Expressionshohe der katalytischen
Untereinheiten. Bei hingegen verlangerten Expositionszeiten (5 Tage) ist mit ViabilitatseinbuRRen bei
MSC zu rechnen. Die Daten der vorliegenden Studie weisen auBerdem darauf hin, dass der
synergistische antiproliferative Effekt von Wirkstoffkombinationen gegentiber der alleinigen Therapie
mit Bortezomib ebenfalls nicht auf eine veranderte Bortezomibkinetik bzw. Pharmakodynamik am
target zurlickzufiihren ist.
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To heal osteolytic bone lesions and eradicate remaining malignant plasma cells, bortezomib-releasing
bone substitute materials could be an innovative therapeutic option for patients with multiple
myeloma. The local release of an adequate drug concentration should lead to a direct apoptotic
effect in multiple myeloma cells, while stimulating osteoblasts and inhibiting osteoclasts’ activity.
However, the optimal concentration to be released is yet to be determined to ensure efficacy and
safety of this pharmaceutical form, especially given the known sensitivity differences of myeloma
cells, osteoblasts, or osteoclasts to bortezomib. Whether these differences can be attributed to
heterogeneous cellular pharmacokinetics or pharmacodynamics of bortezomib is still unknown.
Moreover, it remains to be clarified which mechanisms are the underlying reason for the superior in
vivo efficacy of bortezomib when combined with classical chemotherapeutic agents and
glucocorticoids. Again, both pharmakodynamic synergies and altered cellular bortezomib-kinetics
should be considered.

Consequently, the present study pursued three principle objectives: (1) To describe for the first time
the association of cellular uptake kinetics of bortezomib with pharmacodynamic proteasome effects
in different cell types and to investigate the dependency of cell viability on varying concentrations
and exposure times by using a newly established mass spectrometrical method that had been
optimized for the extraction of bortezomib from primary cells. In addition, the expression levels of
the catalytic proteasomal subunits were compared to the sensitivities of malignant plasma cells,
mesenchymal stromal cells (MSC), and osteoblasts to bortezomib, which were obtained from a
cohort comprising healthy volunteers and multiple myeloma patients. (2) In a clinical context, the
proteasomal subunit expression levels were evaluated as a potential prognostic marker for the event-
free survival (EFS) or overall survival (OS) in patients with multiple myeloma. (3) Furthermore, it was
scrutinised whether the concurrent exposure to bortezomib and typical combination partners
(doxorubicin and dexamethasone (PAd) or melphalan and prednisolone (VMP)) leads to a higher
cellular accumulation or efficacy of bortezomib in multiple myeloma cells in vitro. Besides such
established combination regimes, the endothelin receptor antagonist bosentan was examined for the
first time to potentially influence the intracellular concentration, proteasomal inhibition, or the
antiproliferative efficacy of bortezomib in multiple myeloma cells in vitro.

Based on these three main objectives, the results can be summarized as follows: (1) For the first
time, a considerably varying bortezomib accumulation (after 5 nM exposure) in the investigated cell
types was demonstrated with the lowest accumulation in multiple myeloma cells. Although
bortezomib exhibits highly selective apoptotic effects on multiple myeloma cells in vivo, our data
thus demonstrate that this high efficacy cannot be attributed to higher cellular bortezomib uptake.
Because bortezomib’s potency to inhibit the respective catalytic proteasomal subunits did not vastly
differ in the investigated cell types, alternative modes of action are expected to contribute to the
selective efficacy of bortezomib in multiple myeloma cells. Interestingly, there were no differences in
cellular pharmacokinetics or pharmacodynamics of bortezomib between MSC and osteoblasts in
healthy volunteers or patients with multiple myeloma. This indicates that the influence of myeloma
cells on the cells in the bone marrow microenvironment does not influence bortezomib’s intracellular
kinetics or dynamics. (2) The quantities of the chymotrypsin-, trypsin- or caspase-like subunits
(constitutive and immuno-proteasome from both malignant and healthy plasma cells) do not
determine antiproliferative effects in multiple myeloma cells or predict EFS/OS of patients. (3) The
superior efficacy of bortezomib within combination therapy regimes (PAd or VMP) cannot be
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attributed to an altered cellular bortezomib uptake. Alternatively, it rather originates from an
indirect effect on proteasomal subunit functionality potentiating bortezomib’s inhibitory potency.
However, this pharmacodynamic effect did not translate into an enhanced antiproliferative effect in
vitro. Moreover, bosentan was clearly demonstrated to not lead to altered cellular pharmacokinetics
or pharmakodynamic of bortezomib in multiple myeloma cell lines in vitro, contradicting recent
assumptions.

In summary, local and short release (up to 48 h) of low bortezomib doses (5 nM) from a bone
substitute material will achieve a selective antiproliferative effect against multiple myeloma cells.
However, this selective efficacy of bortezomib can neither be attributed to an enhanced uptake of
bortezomib into the myeloma cells (cellular pharmacokinetics), nor to an extraordinary
pharmacodynamic effect at the proteasome, or to higher proteasomal subunit expression levels. In
contrast, prolonged exposure times (5 d) could lead to adversely reduced viability of MSC. Finally, the
present study also indicates that clinically known antiproliferative synergisms of bortezomib with
standard combination compounds do likely not originate from altered cellular bortezomib kinetics or
pharmacodynamics at the molecular target.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Multiples Myelom

1.1.1 Hintergrund

Das Multiple Myelom stellt eine maligne Plasmazellerkrankung mit einer medianen Uberlebensrate
von 8-9 Jahren nach intensiver Therapie dar (Barlogie et al., 2014; Siegel et al., 2018a; Siegel et al.,
2018b). Terminal differenzierte abnormale Plasmazellen (,Myelomzellen”) finden sich bei dieser
Erkrankung vorwiegend im Knochenmark der Patienten, allerdings auch in geringerer Haufigkeit in
anderen Geweben (Kumar et al., 2017b). Bei ca. 97 % der Patienten sezernieren die Multiplen
Myelomzellen ein charakteristisches monoklonales Paraprotein (M-Protein) oder freie monoklonale
Leichtketten (Dupuis and Tuchman, 2016).

Durch Interaktion der malignen Plasmazellen mit der Knochenmark-Mikroumgebung kommt es zum
Abbau der Knochenmatrix unter Freisetzung von Kalzium und Verdrangung der im Knochenmark
lokalisierten hamatopoetischen Zellen. Durch die erhéhte Anzahl von Myelomzellen bzw. durch die
Tumorlast werden vermehrt M-Proteine sezerniert, die durch Akkumulation in der Niere zu einer
renalen Insuffizienz fihren koénnen. Zusammengefasst fiihren diese pathophysiologischen
Veranderungen zu den charakteristischen klinischen Zeichen der Erkrankung. Diese umfassen unter
anderem: Hyperkalzidmie, Frakturen, Andmie, Einschrankung der Nierenfunktion und
Infektanfalligkeit (Kumar et al., 2017b; Landgren and Rajkumar, 2016). Zur Diagnosestellung eines
symptomatischen therapiepflichtigen Multiplen Myeloms werden neben Endorganschadigungen und
Tumorlast vorrangig die sogenannten SLIM-CRAB Kriterien (Tabelle 1) zu Grunde gelegt (Rajkumar et
al., 2014).

Tabelle 1: SLIM-CRAB Kriterien zur Diagnosestellung eines therapiepflichtigen Multiplen Myeloms (nach
(Rajkumar et al., 2014))

Klonale Plasmazellen im Knochenmark >60 %
?—_iu-, oder
= Histologisch gesichertes Plasmozytom
[ Freie Leichtkettenratio > 100
o
>
g_ \ / und
%‘ Absolutwert der betroffenen Leichtkette > 100 mg/dI
(7]
S Fokale Lasionen in der >1
W Magnetresonanztomographie (MRT) (>5 mm)

14N

19



Einleitung

Serum Kalziumspiegel > 0,25 mM Uber
0 g‘m dem oberen
8. 20 Normwert
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®
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Hamoglobin-Wert > 2 g/dl unter dem
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= @ oder
3
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S
I
——

Die Behandlungsstrategien wurden in den letzten 20 Jahren um viele neue Wirkstoffe erweitert und
zahlreiche neue Arzneistoffe befinden sich derzeit in Phase |-l der klinischen Entwicklung (Attal et
al., 2017; Einsele et al., 2017; Kumar et al., 2017b; Moreau et al., 2017; Spencer et al., 2018). Das
Multiple Myelom gilt derzeit immer noch fiir den (iberwiegenden Teil der Patienten als unheilbare
Erkrankung, wobei neue Therapieansatze der letzten Jahre sowohl das progressionsfreie als auch das
Gesamtiiberleben der Patienten steigern konnten (Kumar et al., 2008; Kumar et al., 2017b; Pozzi et
al., 2013; Raab et al., 2009).

1.1.2 Molekulare Pathophysiologie des Multiplen Myeloms

Fir die Entwicklung neuer Wirkstoffe oder Therapiemdéglichkeiten ist das Verstdandnis der
pathophysiologischen Prozesse bis zur molekularen Ebene essentiell. Die Mechanismen, die zur
Auspragung der Krankheit, der Progression sowie deren Korrelation zu Therapieeffizienz und
Uberlebensrate beitragen, sind vielfiltig. Aus hdmatopoetischen Stammzellen reifen B-Zellen bzw.
Plasmazellen durch verschiedene Differenzierungsschritte im Knochenmark sowie den lymphatischen
Organen. Das Multiple Myelom lasst sich beziiglich chromosomaler Aberrationen in zwei grol3e
Gruppen einteilen: Hyperdiploide Karyotypen sind im Wesentlichen durch numerische Aberrationen
gekennzeichnet, vor allem Zugewinne der Chromosomen 3, 5,7, 9, 11, 15, 19 sowie 21. Dagegen sind
non-hyperdiploide Karyotypen vor allem durch strukturelle Aberrationen gekennzeichnet. Haufig sind
dies Translokationen, die den Immunglobulinschwerketten (lgH)-Lokus betreffen, sog. IgH-
Translokationen (wie z.B. t(11;14), t(4;14) und t(14;16)). Durch Exom- und Genomsequenzierung
groRRer Studienpopulationen konnten verschiedenste Mutationen (z.B. der B-rapidly accelerated
fibrosarcoma (B-RAF)-, p53-, kirsten rat sarcoma (KRAS)-Gen-Mutationen) in den Myelomzellen
charakterisiert werden (Manier et al., 2016). Allerdings konnte keine einheitliche driver-Mutation fir
die Entstehung und den Progress der Erkrankung gefunden werden (Bolli et al., 2017). Auch
epigenetische Veranderungen spielen moglicherweise bei der Entstehung und Progression der
Erkrankung eine Rolle, so finden sich sowohl DNA-Hyper-, als auch Hypo-Methylierungen, sowie
verschiedene Expressionsmuster von micro-Ribonukleinsdure (miRNA, z.B. miRNA-19a und miRNA-
19b) bei Patienten mit Multiplen Myelom (Macauda et al., 2017; Walker et al., 2011; Zhang et al.,
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2014). Bei den zu Grunde liegenden Mechanismen der Pathophysiologie handelt es sich demnach um
komplexe Zusammenhange, die interindividuell sehr unterschiedlich sein kénnen und im Fokus
laufender Forschung stehen.

1.2 Knochensubstanzdefekte im Kontext des Multiplen Myeloms

Neben den Myelomzellen spielt in der Pathophysiologie des Multiplen Myeloms auch das
umgebende Knochen-/Knochenmarkgewebe eine wichtige Rolle. Die Knochenmark-Mikroumgebung
setzt sich aus verschiedensten Zellen wie Osteozyten, deren Vorlauferzellen mesenchymalen
Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) sowie Osteoblasten, Endothelzellen,
hamatopoetischen Zellen wie z.B. B- und T-Zellen und Osteoklasten zusammen. Myelomzellen
interagieren direkt (z.B. iber Integrine) oder mit Hilfe von Signalmolekiilen (z.B. Chemokinen) mit
den Zellen der Knochenmark-Mikroumgebung und werden durch einem positiven
Feedbackmechanismus zur Proliferation und Migration veranlasst (Klein et al., 2011; Noll et al,,
2014). Neben dem Einfluss auf die Myelomzellen selbst kommt es auch zur Verschiebung des
Gleichgewichtes zwischen Osteoblasten und Osteoklasten und somit der physiologischen
Knochenbildung (Xiao et al., 2016). Knochensubstanzdefekte sind mit einer schlechten Prognose
assoziiert und erhéhen das Frakturrisiko der Patienten (Melton et al., 2005; Saad et al., 2007; Walker
et al.,, 2007). AuRBerdem konnen hypothetisch in den ossdren Lasionen nach erfolgreicher
Chemotherapie maligne Plasmazellen verbleiben, die im Kontext der sogenannte minimal residual
disease (MRD) und deren Zusammenhang mit der Entwicklung eines Rezidivs diskutiert werden
(unveroffentlichte Daten Hose & Seckinger, mindliche Kommunikation).

1.2.1 Mesenchymale Stromazellen

MSC sind u.a. mulitpotente Vorlauferzellen der Osteozyten, Chondrozyten, Myozyten, Stromazellen
und Adipozyten (Abbildung 1) (Bianco, 2014; Friedenstein et al., 1966). MSC koénnen aus
verschiedensten Geweben, wie z.B. Fettgewebe, Dentin, Nabelschnurblut oder Knochenmarkaspirat
extrahiert und kultiviert werden (Hou et al., 2009; Huang et al., 2009; Pendleton et al., 2013;
Pittenger et al., 1999; Wagner et al., 2005; Wang et al., 2004; Zhang et al., 2006). In einigen Studien
wurde gezeigt, dass die Qualitdt der MSC durch das Gewebe, aus dem sie entnommen werden, dem
Aufreinigungsprozess und der Kultivierung beeinflusst wird (Baksh et al., 2007; Rebelatto et al., 2008;
Wagner et al., 2005)
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des Differenzierungspotentials multipotenter mesenchymaler
Stromazellen (mesenchymal stromal cells; MSC) (adaptiert nach (Caplan and Bruder, 2001)). MSC lassen sich
unter entsprechenden Bedingungen in folgende Gewebearten differenzieren: (1) Aus Praadipozyten zu
Adipozyten, die das Fettgewebe bilden. (2) Myoblasten, die sich zu Myotuben zusammenlagern und den
Aufbau der Muskeln bestimmen. (3) Stromale Fibroblasten, die als differenzierte Stromazellen das
Knochenmark bilden. (4) Osteoblasten als Vorlaufer der Osteozyten. (5) Chondroblasten als Vorlauferzellen der
Chondrozyten, aus denen das Knorpelgewebe aufgebaut ist. Aber auch viele weitere Gewebetypen wie z.B.
Bindegewebe, Haut, Sehnen und Bander konnen aus MSC differenziert werden.

MSC haben keinen eindeutigen Biomarker, allerdings lassen sie sich durch mehrere
Zelleigenschaften charakterisieren. Im Jahre 2006 hat die Internationale Gesellschaft fiir Zelltherapie
(ISCT) zur Charakterisierung von MSC folgende Mindestkriterien definiert (Dominici et al., 2006):
1. Plastikadharenz
2. Multipotenz mit der Fahigkeit zur osteogenen, adipogenen und chondrogenen
Differenzierung
3. Expression (2 95 %) folgender Oberflachenantigene: Cluster of differentiation (CD) 73,
CD90, CD105
4. Fehlen (£ 2 %) folgender Oberflaichenantigene: CD14, CD34, CD45 und human
leucocyte antigen DR-isotype (HLA-DR)

Allerdings nimmt die Differenzierungsfahigkeit in vitro in Abhangigkeit vom Alter des Spenders, sowie
der Passage der Zellen ab (Ganguly et al., 2017; Pittenger et al., 1999; Stenderup et al., 2003).
Expansion und Differenzierung werden auch durch die Zellkulturbedingungen und insbesondere
durch das in der Zellkultur verwendete fotale Kédlberserum (FCS) beeinflusst (Dimarakis and Levicar,
2006; Mannello and Tonti, 2007). Generell zeigt FCS starke interindividuelle Chargenvariabilitat und
immunogenes Potential, das bei der Kultivierung von MSC mdoglichst durch das Verwenden spezieller
Chargen minimiert werden soll.
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In vivo bestimmt insbesondere die Mikroumgebung des Knochenmarks die Migration und
Differenzierung von MSC. Die Differenzierung wird hierbei durch Proteine wie z.B. den bone
morphogenic proteins (BMPs), Hormonen wie z.B. dem parathyroid hormone (PTH) und
Wachstumsfaktoren wie beispielsweise dem transforming growth factor beta (TGFR) beeinflusst
(Chen et al., 2004; Crane and Cao, 2014; Ohishi and Schipani, 2011; Panaroni et al., 2015). Eine
weitere wichtige Eigenschaft der MSC ist deren inhibitorischer Einfluss auf die angeborene und
erworbene Immunantwort. Sie modulieren die Immunantwort z.B. durch Freisetzung von
Chemokinen und Interleukinen, welche die Proliferation, Aktivierung und Differenzierung von T- und
B-Zellen oder die Degranulation von Mastzellen verhindern (Li and Hua, 2017).

MSC spielen auch bei der Entstehung der ossaren Lasionen bei Patienten mit Multiplem Myelom eine
wichtige Rolle. Die MSC gesunder Probanden unterscheiden sich zum einen phanotypisch gegentber
denen von Patienten mit Multiplen Myelom, zum anderen durch die unterschiedliche Expression von
Signalmolekilen, membranstandigen Proteinen und der reduzierten Fahigkeit zur Bildung einer
Matrixmineralisierung (Arnulf et al., 2007; Corre et al., 2007; Garderet et al., 2007; Gregoretti et al.,
1994; Noll et al., 2014; Wallace et al., 2001).

Maligne Plasmazellen interagieren Uber Integrinsysteme durch direkten Zell-Zell-Kontakt mit den
MSC (Gupta et al., 2001; Hideshima et al., 2004a; Hideshima et al., 2004b; Michigami et al., 2000;
Mori et al., 2004; O'Donnell and Raje, 2017). Die dadurch stimulierte Sekretion von Osteoklasten-
aktivierenden und die Migration und Proliferation der Myelomzellen beglinstigenden Botenstoffen
flhren u.a. zur Progression der Osteolysen.

1.2.2 Osteoblasten

Osteoblasten entstehen durch Differenzierung von MSC. Sie stellen einen Bestandteil der
Knochenmatrix dar und tragen zur Kollagensynthese und Mineralisierung bei, produzieren
Osteokalzin und werden letztendlich terminal zu Osteozyten differenziert (Terpos et al., 2018b).
Osteozyten machen rund 90 % der Zellen des gesunden Knochens aus (Bonewald, 2011). Bei
Patienten mit Multiplem Myelom ist die aktive Osteozytenzahl vermindert (Giuliani et al., 2012).

Die verminderte Osteoblastenaktivitat ist auf die Aktivierung bzw. Repression mehrere Signalwege
bei Patienten mit Multiplen Myelom zu erkldren. Osteoblasten sind (iber den receptor activator of
nuclear factor-kB/receptor activator of nuclear factor-kB-ligand/Osteopotegrin (RANK/RANKL/OPG)
Signalweg mit der Bildung von Osteoklasten verknipft (Bonewald, 2011; Schaffler and Kennedy,
2012; Terpos and Dimopoulos, 2005). Die Bindung von RANK an RANKL fihrt zur Fusion der
mononukledren Vorlauferzellen bei der Bildung von Osteoklasten.

Die Interaktion von Osteoblasten mit Multiplen Myelomzellen flihrt zu einer verstarkten Expression
des RANKL und reduzierter Bildung von OPG einem |6slichen RANKL-decoy-Rezeptor, in Osteoblasten
und MSC (Giuliani et al., 2001; Giuliani et al., 2002; Seidel et al., 2001; Terpos and Dimopoulos, 2005).
Eine hohe RANKL/OPG Ratio ist mit einem schlechten Krankheitsverlauf assoziiert (Terpos et al.,
2003b).

Maligne Plasmazellen sezernieren verschiedene |6sliche Faktoren, wie z.B. Sklerostin, Dickkopf-
related protein 1 (DKK-1) oder TGFR, welche die Differenzierung und Aktivitdt vermindern und damit
die numerische Anzahl der Osteoblasten reduzieren (Colucci et al., 2011; Takeuchi et al., 2010; Tian
et al., 2003).

23



Einleitung

1.2.3 Osteoklasten

Osteoklasten sind mehrkernige Zellen, die durch Fusion mehrerer mononukleadrer hamatopoetischer
Vorlauferzellen der Makrophagen-Monozyten Zelllinie entstehen (Walker, 1975). Im gesunden
Knochen sind ca. 10 % der Zellen Osteoklasten (Bonewald, 2011). Die Osteoklastenzahl ist bei den
charakteristisch fir das Multiple Myelom vorliegenden Knochensubstanzdefekten erhéht und
korreliert mit der Tumorlast der Patienten (O'Donnell and Raje, 2017; Terpos et al., 2003a).
Myelomzellen stimulieren die Differenzierung von Osteoklasten lGber verschiedene Signalwege. Zum
einen Uber direkt von malignen Zellen sezernierte Signalmolekiile, wie dem vascular endothelial
growth factor (VEGF), RANKL, Interleukin-3 (IL-3) und tumor necrosis factor alpha (TNF-a) (Colucci et
al., 2004; Giuliani et al., 2001; Gupta et al., 2001; Hideshima et al., 2001b; Lee et al., 2004; Madan et
al.,, 1970; Nanes, 2003; Tanaka et al., 2007). Zum andern kommt es durch den Zell-Zell-Kontakt von
Myelomzellen mit den umgebenden MSC zur Freisetzung von Interleukin-6 (IL-6), RANKL durch die
MSC. Diese und andere |6slichen Faktoren beglinstigen die Differenzierung und Aktivierung von
Osteoklasten (Chauhan et al., 1996; Fulciniti et al., 2009; Michigami et al., 2000; O'Donnell and Raje,
2017).

1.3 Therapieansatze

Fir die Auswahl der Therapie des symptomatischen Multiplen Myeloms unterscheidet man
Patienten, die noch eine Stammzelltransplantation erhalten kdénnen, und jene, die alters- oder
morbiditatsbedingt oder aus freier Entscheidung nicht fiir eine Transplantation geeignet sind. Es wird
eine moglichst lange Remission bzw. symptomfreie Lebenszeit der Patienten angestrebt. Generell
existieren unterschiedliche Therapien bei neudiagnostiziertem, rezidiviertem und/oder
therapierefraktarem Multiplen Myelom.

Als Induktionstherapie bei neu diagnostizierten Patienten vor autologer Stammzelltransplantation
(ASCT) stehen verschiedene Therapieschemata mit Bortezomib, Immunmodulatoren, klassischen
Antineoplastika wie Alkylantien oder Anthrazyklinen, sowie Glukokortikoiden zur Verfiigung. Als
Induktionstherapiestandard in Deutschland gilt derzeit eine Kombination aus Bortezomib (Velcade®),
Cyclophosphamid und Dexamethason (VCD) und einer anschlieBenden Mobilisations-therapie vor
der Stammzell-Sammlung. Als alternative Induktionstherapie steht beispielsweise Bortezomib in
Kombination mit Dexamethason und Doxorubicin (PAd) (Sonneveld et al., 2012) zur Verfiigung. Nach
einer Hochdosisdosistherapie mit Melphalan erfolgt eine autologe Blutstammzelltransplantation.
Eine anschlieBende Erhaltungstherapie mit Lenalidomid oder Bortezomib wird bei
Hochrisikopatienten oder vorliegender Niereninsuffizienz angesetzt (Neben et al., 2012; Scheid et al.,
2014).Bei neu diagnostizierten Patienten, die nicht fir die ASCT geeignet sind, setzt sich die
Primartherapie aus Melphalan und Prednison kombiniert mit entweder Bortezomib, Thalidomid
sowie auch Lenalidomid (VMP, MPT, MPR) zusammen (Facon et al., 2007; Palumbo et al., 2007; San
Miguel et al., 2008; Zweegman et al., 2016). Auch Lenalidomid in Kombination mit Dexamethason
kann bei diesen neu diagnostizierten Patienten eingesetzt werden (Facon et al., 2018).

Die meisten symptomatischen Patienten erleiden trotz initialem Therapieerfolg mit den
Standardtherapieregimen einen Progress oder ein Rezidiv (Dimopoulos et al., 2015). Bei Patienten
mit einer Rezidiv-Diagnose sind u.a. Resistenzen, wie auch Therapielimitierungen durch Toxizitdten
(z.B. myelosuppressive Wirkungen), Ansprechen und Progress unter der vorangegangenen Therapie
zu beachten und in die Therapiewahl einzubeziehen. In diesem Fall werden Patienten unterschieden,
die fiir eine autologe Stammazelltransplantation geeignet sind, und jene, die altersabhdngig oder
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anhand der Remissionsdauer nach ASCT nicht fiir eine weitere Transplantation geeignet sind. Die
Rezidivtherapie setzt sich neben den klassischen chemotherapeutischen Agentien vorwiegend aus
neuen Substanzen in Zwei- und Dreifachkombinationstherapieregimen zusammen. Hierzu zahlen die
Proteasomeninhibitoren Bortezomib und Carfilzomib (z.B. in Kombination Carfilzomib, Lenalidomid
und Dexamethason KRD oder Bortezomib, Cyclophosphamid und Dexamethason (VCD)), den
Immunmodulatoren Lenalidomid und Pomalidomid (z.B. Lenalidomid und Dexamethason (Rd)), der
Histon-Deacetylase (HDAC)-Inhibitor Panobinostat (z.B. in Kombination mit Bortezomib und
Dexamethason), sowie monoklonale Antikorper wie Daratumumab (Dara-VD oder auch Dara-Rd)
oder Elotuzumab (Abramson, 2018; Costello, 2017; Kumar et al., 2017a; Rajkumar, 2016).

Begleitend wird zur Behandlung der osteolytischen Lasionen in Patienten mit symptomatischem
Multiplen Myelom eine Bisphosphonat-Therapie mit Zoledronsdaure, Pamidronsaure oder
Ibandronsdure angesetzt, begleitet von einer Vitamin D3 und Kalzium Substitution (Kumar et al.,
2017a; Terpos et al., 2018a). Ein Nachteil der Bisphophonate jedoch ist, dass sie kein
knochenanaboles Wirkprofil aufweisen.

1.4 Der Ubiquitin-Proteasom-Signalweg

Das zentrale Element des eukaryotischen ubiquitin-proteasom-pathway (UPP) bildet das
multikatalytische 26S Proteasom. Der fassférmige Proteinkomplex besteht aus einem oder zwei
assemblierten regulatorischen 19S-lid-Komplexen und einem enzymatischen 20S-core-Komplex (Coux
et al.,, 1996; Driscoll and Goldberg, 1990; Hershko and Ciechanover, 1992). Das 26S-Proteasom
degradiert rund 80 % der missgefalteten oder Uberschissigen Proteine, die z.B. in zellularen
Signalwegen eine Rolle spielen (Ciechanover, 1994; Dou et al., 1999; Konstantinova et al., 2008;
Stock, 1991). Weitere Mechanismen, welche die Degradation von Proteinen durch das Proteasom
ergdanzen bzw. entgegenstehen, sind Aggresomen oder der lysosomale Abbau.

Das 26S Proteasom ist sowohl zytosolisch, als auch im Nukleus aller Zellen zu finden (Baumeister et
al., 1998; Xu et al., 2004). Abzubauende Proteine werden in den meisten Fallen mit
Polyubiquitinresten markiert (Wilkinson, 2005). Dieser Prozess gliedert sich in drei Schritte (Hershko
and Ciechanover, 1998): (1) Das ubiquitin-activating enzyme (E1) aktiviert das freie Ubiquitin und
Ubertragt dies auf das (2) ubiquitin-conjugating enzyme (E2). Die Ubiquitinylierung des Zielproteins
erfolgt unter Katalyse des ubiquitin-ligase-enzyme (E3) (Ardley and Robinson, 2005; Lee and
Schindelin, 2008; van Wijk and Timmers, 2010). Das abzubauende Peptid durchlauft diese Zyklen
mehrfach bis ein Polyubiquitinrest von mindestens 4 Ubiquitinmolekiilen entstanden ist (siehe
Abbildung 2).

25



Einleitung

195 lid-Komplex

RP PR

]- 20S core-Komplex

195 lid-Komplex

Abbildung 2: Schematischer Proteinabbau durch das Ubiquitin Proteasom System. Das freie Ubiquitin (Ub)
wird durch ubiquitin-activating enzyme (E1) aktiviert und auf ubiquitin-conjugating enzyme (E2) Ubertragen.
Unter Katalyse durch ubiquitin-ligase-enzyme (E3) wird das Ubiquitin auf an das abzubauende Protein
angehangt. Das abzubauende Protein durchlduft mindestens 4 Zyklen der Ubiquitinylierung, bis ein ausreichend
langer Polyubiquitinrest entsteht. Dieser wird vom 19S-Komplex des Proteasoms erkannt und das Peptid durch
die enzymatische Aktivitdt des 20S-core-Komplex zerkleinert.

Der 19S lid-Komplex dient zur Erkennung und Entfaltung der Proteine. Nach der Erkennung der
Proteine wird der Polyubiquitinrest durch dort lokalisierte deubiquitinating enzymes (DUBs) entfernt
und das Protein in den 20S-core-Komplex transloziert (Hanna et al., 2006; Koulich et al., 2008;
Thrower et al.,, 2000). Die enzymatische Spaltung der Proteine erfolgt in einer der
Proteasomenuntereinheiten der core-Einheit. Die heptamerischen Ringe, die zusammengesetzt die
charakteristische Zylinderform bilden, setzen sich aus strukturdhnlichen a- und BR-Untereinheiten
zusammen (Unno et al., 2002). Die dufReren Ringe des Zylinders sind nicht proteolytisch aktiv und
dienen als Bindeglied zwischen dem lid- und core-Komplex und bestehen aus sieben strukturgleichen
a-Untereinheiten (Tabelle 2) (Tomko and Hochstrasser, 2013). Diese Untereinheiten dienen zum
einen der Verbindung zwischen den regulatorischen Komplexen und der enzymatischen Einheit, aber
auch der Translokation der Substrate (Groll et al., 2000; Sharon et al., 2006). Die drei katalytischen R-
Proteasomenuntereinheiten werden je nach Spaltungsmuster in die chymotrypsin (CT)-like, caspase
(C)-like und trypsin (T)-like Proteasomenuntereinheit gegliedert (Tabelle 2) (Groll et al., 1999; Nazif
and Bogyo, 2001; Orlowski and Wilk, 2000). N-terminale Threoninreste, die in den B-Untereinheiten
selbst vorliegen, dienen als Nukleophil und binden an die Proteinbindungen der abzubauenden
Substrate (Seemuller et al., 1995; Tanaka, 2009). Durch Hydrolyse wird die Proteinbindung gespalten
und es entstehen kurze Peptide mit einer Lange von 2-10 Aminosduren, die entweder noch an
Ubiquitin gebunden sind, oder auch freie Peptide und abgespaltene Ubiquitinketten (Collins and
Goldberg, 2017; Hershko and Ciechanover, 1998; Kisselev et al., 1999). Die entstehenden Fragmente
werden im Zytosol durch Peptidasen gespalten und zur Proteinbiosynthese erneut verwendet.

Die Regulation der Proteasomenaktivitat auf transkriptioneller und posttranslationaler Ebene ist
bisher nicht vollstandig aufgeklart. Die Expression der Proteasomenuntereinheiten wird durch
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Zellstress oder auch Proteasomeninhibitoren verstarkt (Meiners et al., 2003; Zhang and Manning,
2015). Dariiber hinaus kann eine posttranslationale Modifikation der Proteasomenuntereinheiten
z.B. durch Phosphorylierung, Acetylierung und Ubiquitinylierung Einfluss auf die Aktivitat, die
Substratbindungsaffinitat und die Assemblierung des Gesamtkomplexes nehmen (Besche et al., 2014;
Bose et al., 2004, Isasa et al., 2010; Lokireddy et al., 2015; Satoh et al., 2001; VerPlank and Goldberg,
2017; Wang et al., 2013). Die Assemblierung des 26S-Proteasoms ist komplex und wird in mehrere
Teilschritte untergliedert. Zur Bildung der core-Einheit wird mit Hilfe von Chaperonen zunachst der
Ring der oa-Untereinheiten zusammengefligt (Hirano et al., 2006). An diesem Ring werden im
Anschluss die einzelnen katalytischen B-Untereinheiten aufgebaut (Hirano et al., 2005; Murata et al.,
2009). Die Bildung der 19S-Einheit konnte bisher nicht vollstandig geklart werden, es ist lediglich
bekannt, dass die einzelnen Bestandteile zunachst getrennt voneinander assembliert werden (Livneh
et al., 2016).

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Proteasomenuntereinheiten und deren Nomenklatur

Proteasomenuntereinheit Proteolytische

Funktion

Systematische Sonstige Human Genome
Nomenklatur Nomenklatur Organization

Nomenklatur
a-Untereinheiten des 20S-core-Komplexes
al lota PSMA6 -
a2 Cc3 PSMA2 -
a3 c9 PSMA4 -
ad C6 PSMA7 -
a5 Zeta PSMAS -
a6 C2 PSMA1 -
a7 C8 PSMA3 -
B-Untereinheiten des 20S core-Komplexes
k1 Y, delta PSMB6 Caspase-like
32 Z PSMB7 Trypsin-like
R3 C10 PSMB3 -
R4 c7 PSMB2 -
5 X, MB1, epsilon PSMB5 Chymotrypsin-like
R6 C5 PSMB1 -
R7 N3, beta PSMB4 -
R-Untereinheiten des 20S core-Komplexes
R1i LMP2, RING12 PSMB9 Caspase-like
32i MECL1, LMP10 PSMB10 Trypsin-like
R5i LPM7, RING10 PSMBS8 Chymotrypsin-like

Neben den bereits beschriebenen Untereinheiten konnen bei gesteigerter Immunabwehr die
katalytischen  Proteasomenuntereinheiten durch  korrespondierende Immun-Proteasomen-
untereinheiten ersetzt werden (Ferrington and Gregerson, 2012; Griffin et al., 1998). Dies fiihrt dann
zu einem verdnderten Proteinspaltungsmuster (Huber et al., 2012). Durch Interferon y (INFy), TNF-q,
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sowie bakterielle Toxine kann die Expression des Immunproteasoms gesteigert werden, das
vorwiegend in Zellen lymphatischen Ursprungs Peptide prozessiert, die durch Molekiile des major
histocompatibility complex (MHC) class 1 prasentiert werden (Goldberg et al., 2002; Kincaid et al.,
2011; Rock et al., 1994). Andere Funktionen des Immunproteasomes betreffen die Differenzierung
von T-Helferzellen und den Abbau von Proteinen wahrend des oxidativen Zellstresses (Kniepert and
Groettrup, 2014; Pickering et al., 2010; Seifert et al., 2010).

1.5 Proteasomeninhibitoren

Zur Behandlung des Multiplen Myeloms sind die drei Proteasomeninhibitoren Bortezomib,
Carfilzomib und Ixazomib von der Food and Drug Administration (FDA) und der European Medicines
Agency (EMA) zugelassen (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Zugelassene Proteasomeninhibitoren zur Behandlung des Multiplen Myeloms

Wirkstoff Handelsname Darreichungs- Pharmacophor Proteasombindung
form

Bortezomib Velcade® i.v. Borsaure reversibel

Carfilzomib Kyprolis® i.v. Epoxyketon irreversibel

Ixazomib Ninlaro® oral Borsaure reversibel

Weitere Neuentwicklungen, wie Oprozomib und Marizomib befinden sich derzeit noch in klinischen
Studien oder in der praklinischen Phase. Weiterentwicklungen haben eine gesteigerte Wirksamkeit,
Potenz der Proteasomeninhibition und ein besseres Nebenwirkungsprofil zum Ziel.

Im Modellorganismus Hefe wurden durch Mutation der CT-like Untereinheit des Proteasoms der
Proteinabbau und das Wachstum stark reduziert (Chen and Hochstrasser, 1996; Heinemeyer et al.,
1997). Eine Veranderung der T- oder C-like Proteasomenuntereinheit fihrte nicht zu vergleichbaren
Effekten, daher wurde angenommen, dass die CT-like Untereinheit die bedeutsamste katalytische
Funktionseinheit des Proteinabbaus durch das Proteasom darstellt (Arendt and Hochstrasser, 1997
Heinemeyer et al., 1997). Viele der entwickelten Proteasomeninhibitoren wie Bortezomib weisen aus
diesem Grund auch eine sehr hohe Potenz an der CT-like Untereinheit auf. Mit Hilfe von
Proteasomenuntereinheit-spezifischen Inhibitoren wurde im Laufe der Zeit fir humane Zellen
gezeigt, dass eine zytotoxische Aktivitat von Proteasomeninhibitoren nicht nur durch eine Hemmung
einer einzigen Proteasomenuntereinheit hervorgerufen wird, sondern dies immer durch eine
Hemmung der CT- und zusétzlich der T- oder C-like Proteasomenuntereinheit erreicht wird (Britton et
al., 2009; Kisselev et al.,, 2006). Ebenfalls wurde durch spezifische Inhibition der T-like
Proteasomenuntereinheit eine Erhdhung der Sensitivitdt gegenliber Bortezomib und Carfilzomib in
Zelllinien des Multiplen Myeloms beobachtet (Mirabella et al., 2011).

Die zytotoxische Wirkung von Proteasomeninhibitoren kann demnach nicht auf die Hemmung einer
einzigen bestimmten Proteasomenuntereinheit zuriickgefiihrt werden. Ebenso liegt der Zytotoxizitat
der Proteasomeninhibitoren nicht nur ein Mechanismus zu Grunde, sondern sie beruht vielmehr auf
einem Zusammenspiel vieler Signalwege, die letztendlich zur Apoptose fiihren. Im Gegensatz zu
normalen Plasmazellen kommt es bei Zellen des Multiplen Myeloms durch die gesteigerte
Antikorpersynthese basal zu einem gesteigerten Anteil fehlgefalteter Proteine. Die Akkumulation
dieser fehlgefalteten Proteine flihrt zum einem zu einer gesteigerten unfolded protein response
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(UPR) im Endoplasmatischen Retikulum (ER), wie auch zu einem gesteigerten workload fiir die
Proteasomen (Kostova and Wolf, 2003; Obeng et al., 2006; Patil and Walter, 2001). Die UPR fihrt zu
einer verminderten Proteinbiosynthese unter gesteigerter Expression von Transkriptionsfaktoren,
Proteasomenuntereinheiten, Chaperonen und Aggresomen (Lee et al., 2003; Obeng et al., 2006).
Kann die UPR das durch ER-Stress verursachte zellulare Ungleichgewicht nicht wiederherstellen,
kommt es zum Zellzyklusarrest und letztendlich werden Apoptose-Mechanismen aktiviert (Brewer et
al.,, 1999; McCullough et al.,, 2001; Zinszner et al., 1998). Eine Hemmung des proteasomalen
Proteinabbaus flihrt demnach zu einer gesteigerten Akkumulation von abzubauenden Proteinen im
ER und einer hoheren Apoptoserate (Obeng et al., 2006).

Neben der pro-apoptotischen Wirkung durch die gesteigerte UPR wird auch die Expression anti-
apoptotischer Molekiile (z.B. B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)-associated X protein (BAX), NOXA, p53,
Tumorsupressorproteinen (z.B. p27) sowie der Abbau fir den weiteren Ablauf des Zellzyklus

KPl) durch eine

wichtigen Proteine (z.B. Cyclin D oder Cyclin-abhdngige Kinaseinhibitoren wie p27
Inhibition der Proteasomen beeinflusst (Chen et al., 2010; Gandolfi et al., 2017; Gomez-Bougie et al.,
2007; Hideshima et al., 2003; Mitsiades et al., 2002). Einer der in der Literatur meistbeschriebenen
pro-apoptotischen Signalwege, der durch die Proteasomeninhibitoren beeinflusst wird, ist der des
Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells (NF-xB)
(Hideshima et al., 2002; Hideshima et al., 2003; Orlowski and Baldwin, 2002).

Die Ursache der Sensitivitat der Zellen des Multiplen Myeloms gegeniiber Proteasomeninhibitoren ist
bisher nicht eindeutig geklart. In malignen Plasmazellen nimmt durch den gesteigerten workload die
Kapazitat der Proteasomen mit steigender Antikérperproduktion ab und es kommt zu einer
Akkumulation ubiquitinylierter Proteine (Cenci et al., 2006; Meister et al., 2007). Die proapoptotische
Wirksamkeit von Bortezomib in Myelomzellen korreliert in vitro mit der Menge an freigesetzten
Immunglobulinen (Meister et al., 2007). In Myelomzellen ist demnach die Schwelle zur Induktion des
proapoptotischen UPR bzw. des ER-Stresses nach Proteasomen-inhibition niedriger im Vergleich zu
Zellen mit geringerer Antikorpersekretion (Cenci et al., 2006; Meister et al., 2007). Die workload-
capacity Theorie besagt, dass die Sensitivitdt von Myelomzellen gegenliber Proteasomeninhibitoren
hoher ist, je niedriger die Proteasomenaktivitdt bzw. Proteasomenexpression (capacity) ist und je
mehr ubiquitinylierte bzw. abzubauende Proteine in der Zelle akkumulieren (workload) (Bianchi et
al., 2009). Eine in vitro Studie in Zelllinien des Multiplen Myeloms zeigte eine hohere
Expressionstarke der T-, Ti- und Ci-like Proteasomenuntereinheit in diesen Zellen im Vergleich zu
unsensitiven Zellen aus soliden Tumoren (Busse et al., 2008). Neben dieser Theorie konnte auch
gezeigt werden, dass abgesehen von einer direkten Wirkung durch Proteasomeninhibition auch
posttranslationale Modifikation der Untereinheiten durch Bortezomib die Proteasomenaktivitat
verringern (Pitcher et al., 2015).

Darliber hinaus wurden im Laufe der Zeit Inhibitoren entwickelt, die eine hohe Selektivitat fir
Untereinheiten des Immunproteasoms aufweisen (Kuhn et al., 2009; Singh et al, 2011).
Immunproteasomen werden vorwiegend in Zellen mit hoher Aktivitdt des Immunsystems, wie z.B.
dem Thymus und der Milz exprimiert (Kniepert and Groettrup, 2014). Die Anwendung von
Immunproteasom-spezifischen Inhibitoren birgt demnach die Hoffnung auf ein verbessertes
Nebenwirkungsprofil durch die erhdohte Selektivitdt der Wirkstoffklasse. Allerdings zeigen in vitro
Studien Kreuzresistenzen zwischen einem spezifischen R5i-Inhibitor und Bortezomib (Niewerth et al.,
2014b). AuRerdem wurde gezeigt, dass in selektiven Konzentrationen keine zytotoxischen Effekte
auftraten und nur eine simultane CT- und CT-Hemmung zur Apoptose in Multiplen Myelomzellen
fihrt (Niewerth et al., 2014b; Parlati et al., 2009). Es fehlen allerdings bislang Studien, die ein
eventuell verbessertes Nebenwirkungsprofil oder effektivere Wirksamkeit durch Einflussnahme auf
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die Immunantwort (z.B. IL-6 Freisetzung aus Mutiplen Myelomzellen oder Knochenmark-
Mikroumgebung) im Kontext des Multiplen Myeloms zeigen. IPSI-001, ein spezifischer Inhibitor der
C-like Proteasomenuntereinheit, zeigte eine 100-fach geringere zytotoxische Aktivitat in vitro
gegenliber Multiplen Myelomzellen verglichen mit Bortezomib, allerdings war dieser in Bortezomib-
resistenten Zelllinien zytotoxisch wirksam (Kuhn et al., 2009).

1.5.1 Bortezomib

Der Borsdure-haltige Proteasomeninhibitor Bortezomib wurde 1998 erstmalig fir den
therapeutischen Einsatz als Chemotherapeutikum beschrieben (Adams et al., 1998; Adams et al.,
1999). In préaklinischen Studien zeigte Bortezomib allein einen antiproliferativen, sowie
antiapoptotischen Effekt in bereits therapieresistenten Zellen des Multiplen Myeloms, sowie einen
Synergismus mit anderen Chemotherapeutika (Hideshima et al.,, 2001c; LeBlanc et al.,, 2002;
Mitsiades et al., 2003). Nach Veroffentlichung mehrerer klinischer Phase | und Il Daten, wie den
,CREST” und ,SUMMIT“ Studien, erfolgte 2003 die Zulassung durch die FDA (Jagannath et al., 2004;
Kane et al., 2006; Orlowski et al., 2002; Richardson et al., 2003). 2006 wurde Bortezomib von der FDA
auch fur die Behandlung des Therapie-refraktdren Mantelzell-Lymphoms zugelassen (O'Connor et al.,
2009). Bortezomib wurde in verschiedenen Phase | und Il Studien neben dem Einsatz in
hamatologischen auch in soliden Tumoren getestet, allerdings mit geringerer klinischer Wirksamkeit
(Denlinger et al., 2014; Gilbert et al., 2013; Kobrinsky et al., 2013; Kumar et al., 2013; Li et al., 2010b;
Parma et al., 2012; Schelman et al., 2013; Schenk et al., 2013).

Die Pharmakokinetik nach der Gabe von Bortezomib i.v. wird durch ein Zwei-Kompartimentmodell
mit einer schnellen Distribution zu Beginn (Distributions t;, < 10 min) und einem grof3en
Verteilungsvolumen (498-1884 I/m?) beschrieben (Moreau et al., 2008; Papandreou et al., 2004;
Schwartz and Davidson, 2004). Die hochste systemische Anreicherung findet sich im
Gastrointestinaltrakt und der Leber (Tan et al., 2018). Die Plasmaproteinbindung liegt bei 83 % fir
Dosierungen zwischen 260 nM-2,6 pM Bortezomib. Die terminale Halbwertszeit variiert
interindividuell und liegt zwischen 10-31 h (Moreau et al.,, 2012; Tan et al., 2018). Vergleichende
Studien zwischen der intravendsen (i.v.) und subcutanen (s.c.) Gabe von Bortezomib in Patienten mit
rezidivierendem Multiplen Myelom zeigten vergleichbare systemische Exposition bei gleicher
Wirksamkeit (Mateos and San Miguel, 2012; Moreau et al., 2012; Moreau et al., 2011; Tan et al.,
2018). Lediglich die maximale Plasmakonzentration (C..,) war nach s.c. Gabe im Vergleich zur i.v.
Applikation reduziert, demnach wird die Wirksamkeit von Bortezomib vorrangig durch die
systemische Exposition bestimmt (Moreau et al.,, 2012). Bortezomib wird vorwiegend uber
Cytochrom P450 (CYP) 3A4, CYP2C19 und CYP1A2 zu inaktiven deboronierten Metaboliten abgebaut
(Pekol et al., 2005; Uttamsingh et al., 2005). Aufgrund der schnellen Distribution von Bortezomib aus
dem Plasma in das Gewebe lassen Plasmakonzentrationen keine eindeutige Aussage (ber die
Pharmakodynamik und Wirksamkeit zu. Hierzu werden Daten zur Proteasomeninhibition in Blut,
Leukozyten oder Biopsien des Tumors bendtigt. Die Inhibition der katalytischen
Proteasomenuntereinheiten im Blut ist dosisabhdngig, die maximale Inhibition wurde 1 h nach i.v.
Bortezomibgabe ermittelt, die sich nach 72 h wieder erholte (Aghajanian et al., 2002; Lightcap et al.,
2000; Orlowski et al., 2002). Allerdings deuten Studien darauf hin, dass die Proteasomenhemmung
im Blut nicht mit der in malignen Plasmazellen korreliert (Papandreou et al.,, 2004). Bortezomib
bindet spezifisch und reversibel mit unterschiedlicher Bindungsaffinitdit und Potenz an die drei
proteolytischen Untereinheiten des konstitutiven und Immun-Proteasoms (Habib et al., 1989).
Hierbei bildet die Borsauregruppe ein Addukt mit dem Sauerstoff der Threonin und Glycinreste der
Proteasomenuntereinheiten (Groll et al., 2006). Die CT und CT;-like Untereinheit wird wie in Tabelle 4
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gezeigt, mit der hochsten Potenz in Zellen des Multiplen Myeloms inhibiert (Berkers et al., 2005;
Crawford et al., 2006; Ettari et al., 2016). In vitro wurde eine 20- bis 40-fach hohere Bortezomib
Sensitivitat in Zelllinien des Multiplen Myeloms im Vergleich zu Plasmazellen gesunder Probanden
bestimmt (Hideshima et al., 2001c).

Tabelle 4: Inhibitorische Potenz (ICso) von Bortezomib auf die katalytisch aktiven konstitutiven und Immun-
Proteasomenuntereinheiten (adaptiert nach (Ettari et al., 2016))

Proteasomenuntereinheit IC5o [nM]
C-like 74-100
C-like 5,5

T-like 1500-4200
Ti-like 940
CT-like 7,0

CT:-like 3,3

Wie alle Proteasomeninhibitoren beeinflusst Bortezomib viele Signalwege in Zellen des Multiplen
Myeloms, die letztendlich zur Apoptose fiihren (Abbildung 3). Einer der Hauptsignalwege ist der des
Transkriptionsfaktors NF-kB. Man unterscheidet bei diesem den induzierbaren und intrinsischen
Signalweg, die beide durch Proteasomeninhibitoren beeinflusst werden. Die Aktivierung von NF-xB
erfolgt beim induzierbaren Signalweg durch die Dissoziation des Proteins nuclear factor kappa light
chain enhancer of activated B cells inhibitor (IkB), das anschliefend durch das Proteasom abgebaut
wird (Palombella et al., 1994). Der Transkriptionsfaktor NF-kB. gelangt vom Zytosol in den Nukleus
und beeinflusst dort die Transkription verschiedener Gene, die antiapoptotische oder Molekiile der
Immunabwehr codieren. Kann IkB nicht abgebaut werden, bleibt dieses an NF-kB gebunden und
letzteres in seiner Aktivitdt gehemmt (Traenckner et al., 1994). In Myelomzellen fihrt dies zu einer
verringerten Expression antiapoptotischer Molekiile (z.B. Caspaseinhibitoren und Bestandteile der
DNA-Reparaturmechanismen), Angiogenese-induzierender Faktoren, sowie von Proteine, die
Proliferation und Migration der Zellen fordern (Podar et al., 2004; Roccaro et al., 2006). NF-kB spielt
auch eine wichtige Rolle bei der Interaktion der Myelomzellen mit dem umgebenden
Knochengewebe, so wird die IL-6 Produktion oder die Aktivitdt der Osteoklasten unter Beteiligung
dieses Signalweges reguliert. Sowohl in primaren Myelomzellen als auch in MSC von Patienten wurde
eine erhohte basale Aktivitdt des NF-kB-Signalweges festgestellt (Chauhan et al., 2005). Allerdings ist
die Wirkung von Bortezomib nicht allein auf die Beeinflussung des NF-kB-Signalweges
zurickzufihren (Hideshima et al., 2002). Durch die eingeschriankte Abbaurate kommt es auch zur
Akkumulation proapoptotischer Signalmolekiile wie z.B. BAX, das zur intrinsischen Apoptose fiihrt
(Kubiczkova et al., 2014). Die intrinsische Apoptose wird ebenfalls durch eine verstarkte
Akkumulation von NOXA, p53 und der verringerten Expression von antiapoptotischen
Signalmolekilen verstarkt (Gomez-Bougie et al., 2007; Kubiczkova et al., 2014; Mitsiades et al., 2002;
Qin et al., 2005). Neben der intrinsischen Apoptose wird Uber eine gesteigerte Aktivitat der c-Jun-N-
terminal kinase (JNK), vermittelt (iber den Rezeptorligand Fas, auch eine extrinsische Apoptose (iber
die sogenannten Todesrezeptoren vermittelt (Mitsiades et al., 2002).

In verschiedenen Studien wurde auch eine Beteiligung anderer Signalwege, wie zum Beispiel der
stressinduzierten heat shock proteins (HSP), einer erhohten Expression der c-Jun-NH, terminalen
Kinase und Einschrankungen der DNA-Reparaturmechanismen gezeigt (Chauhan et al., 2005; Chinault
and Blumer, 2003; Mitsiades et al., 2003; Orlowski and Kuhn, 2008). In Zellen des Multiplen Myeloms
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wurde neben einem verdanderten Membranpotential der Mitochondrien auch eine erhéhte Menge
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) nachgewiesen (Nerini-Molteni et al., 2008; Orlowski and Kuhn,
2008). Ebenso wurde neben einer basalen Erniedrigung antioxidativer Systeme in Serumproben von
Multiplen Myelompatienten auch eine gesteigerte ROS-Synthese infolge des durch
Proteasomeninhibitoren verursachten ER-Stresses nachgewiesen (Gangemi et al., 2012; Landowski et
al., 2005; Sharma et al., 2009; Smirnova et al., 2014; Spisek et al., 2007).

Abgesehen von der direkten Inhibition der Proteasomen werden auch pleiotrope Effekte von
Bortezomib diskutiert. Neben der Beeinflussung des induzierbaren NF-kB-Signalweges durch die
Hemmung des Abbaus von IkB, konnte gezeigt werden, dass Bortezomib auch genau gegenlaufig eine
nicht Proteasomen-abhangigen Abbau von IkB aktiviert, sowie dessen konstitutive Expression
verringert (Hideshima et al., 2009; Li et al., 2010a). Darliber hinaus wurde beschrieben, dass die
durch Apoptose aktivierten Caspasen das Proteasom zusatzlich inhibieren und so moglicherweise
den Effekt von Bortezomib verstdrken (Sun et al., 2004). Zusatzlich zeigen neue Studien, dass
Bortezomib zu einer Konformationsanderung des Proteasoms fiihrt, welche die inhibitorische
Wirkung verstarkt (Pitcher et al., 2015).

Abgesehen von den Effekten auf die malignen Plasmazellen beeinflusst Bortezomib die Zell-Zell-
Kontakte von Myelomzellen zu den Zellen der Knochenmark-Mikroumgebung wie z.B. MSC und auch
deren Signalwege. Die durch diese Zellinteraktion stimulierte Zytokinausschittung wird durch
Bortezomib vermindert (Hideshima et al., 2001a). Neben der Zell-Zell-Interaktion beeinflusst
Bortezomib auch das Osteoblasten-Osteoklasten-Gleichgewicht und damit das Knochen-remodeling
(Chauhan et al., 1996). In vitro Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen Inhibition des
Proteasoms und der Differenzierungsfahigkteit von MSC zu Osteoblasten. Die Expression des bone
morphogenic protein 2 (BMP-2) wird durch Proteasomeninhibitoren in Osteoblasten stimuliert und
wirkt durch autokrine Mechanismen auf die Differenzierung von MSC (Garrett et al., 2003). Ebenso
wurde sowohl in Osteoblasten als auch deren Vorldauferzellen eine erhéhte Aktivitat der durch BMP-2
induzierten Transkriptionsfaktoren runt-related transcription factor 2/ core-binding factor alpha (1)
(Runx2/Cbfa-1) unter niedrigen Bortezomibkonzentrationen festgestellt (Giuliani et al., 2007). In vitro
wurde eine gesteigerte Matrixmineralisierung der Vorlauferzellen von Osteoblasten auf eine
Stabilisierung von f3-catenin und des Transkriptionsfaktors TCF zuriickgefihrt (Qiang et al., 2009).
Dieser osteoanabole Effekt wird zusatzlich durch eine niedrigere Expression von DKK-1, einem
Antagonisten dieses Signalwegs, unter Bortezomib verstarkt (Accardi et al., 2015; Qiang et al., 2009).
Bortezomib wirkt aber nicht nur auf Osteoblasten, sondern hemmt auch die Differenzierung von
Osteoklasten (Zavrski et al., 2005). Die Bindung von RANKL an RANK aktiviert den NF-kB Signalweg
und damit die Differenzierung von Osteoklasten, genau dieser Signalweg wird durch die
inhibitorische  Wirkung von Bortezomib unterbunden. Ebenfalls wird die reduzierte
Differenzierungsrate der Osteoklasten mit einer erniedrigten TNF receptor associated factor 6
(TRAF6) Expression in Zusammenhang gebracht (Hongming and Jian, 2009).

In vitro wurde eine dosis- und zeitabhadngige Inhibition der Differenzierung und Aktivitat der
Osteoklasten und Stimulation der Differenzierung und Aktivitdt der Osteoblasten nachgewiesen
(Giuliani et al., 2007; Kaiser et al., 2013; Mukherjee et al., 2008; Pennisi et al., 2009; Terpos et al.,
2006; Zangari and Suva, 2016). Auch die Autophagie-induzierte Apoptose der Osteozyten ist in Zellen
des Multiplen Myeloms reduziert (Toscani et al., 2016). Diese Ergebnisse konnten in vivo durch eine
hohere Zahl von Osteoblasten, reduzierte Osteoklastenzahl und erhohten Knochenstoffwechsel
bestéatigt werden (Delforge et al., 2011; Giuliani et al., 2007; Heider et al., 2006; Mohty et al., 2014,
Ozaki et al., 2007; Pennisi et al., 2009; Terpos et al., 2010; Terpos et al., 2007; Zangari et al., 2005;
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Zangari et al., 2011). In klinischen Studien wurde ebenfalls eine erhéhte Knochendichte, ein
verringertes Frakturrisiko und sogar eine Frakturheilung in manchen Patienten unter
Kombinationstherapieregimen mit Bortezomib beschrieben (Delforge et al., 2011; Terpos et al.,
2010). In anderen Studien konnte dieser Effekt hingegen nicht reproduziert werden (Nifontova et al.,
2008; Sezer et al., 2017).

Apoptose 1
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ROS +
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Anti-apoptetische Signale - ERst
DNA Reparaturmechanismen. Zellzvklusarrest ress ‘T‘
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Abbildung 3: Molekulare Wirkmechanismen von Bortezomib in malignen Plasmazellen und mesenchymalen
Stromazellen (mesenchymal stroma cells, MSC). Durch Inhibition der proteasomalen Untereinheiten
akkumulieren verschiedene abzubauende Proteine in malignen Plasmazellen. (1) Nuclear factor kappa light
chain enhancer of activated B cells inhibitor (IkB) wird nicht durch den ubiquitin-proteasome pathway abgebaut
und bleibt an den Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells (NFkB)
gebunden. Die Translokation des Transkriptionsfaktors in den Zellkern wird unterbunden und Zielgene wie
Zytokine, anti-apoptotische Signalmolekiile, DNA-Reparaturenzyme, sowie Zelladhasionsmolekile werden nicht
transkribiert. (2) Cyclin-dependant kinases (CDK) werden nicht abgebaut und fiihren zum Zellzyklusarrest und
gef. zur Apoptose. (3) Der intrinsische Apoptosemechanismus wird durch die verstarkte Akkumulation und
Expression pro-apoptotischer Faktoren, wie p53 und NOXA, aber auch durch eine ER-Stress-bedingte erhéhte
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) begiinstigt. (4) Auch die extrinsische Apoptose uber
Todesrezeptoren und deren Liganden (z.B. Fas oder p53) wird durch eine Hemmung des Proteinabbaus
getriggert. (5) Die Akkumulation einer groen Menge abzubauender Proteine fiihrt zu erhéhtem ER-Stress und
damit zu einer erhohten Autophagierate. Bortezomib reduziert durch eine erniedrige Zytokinsynthese die
Bildung von Zell-Adhadsionsmolekiilen. Die Zell-Zell-Interaktion mit den Zellen der Knochenmark-
Mikroumgebung wird dadurch erschwert. Unter Bortezomibexposition werden auch osteoanabole Signalwege
in MSC beglinstigt. (6) Durch Inhibition des Proteinabbaus wird der Transkriptionsfaktor runt-related
transcription factor 2/ core-binding factor alpha (1) (Runx2/Cbfa-1) nicht degradiert und fiihrt zur erhéhten
Expression von bone morphogenic protein 2 (BMP-2), das zur Differenzierung der MSC beitragt. (7) Die
Matrixmineralisierung der MSC wahrend der Osteoblastogenese wird durch das akkumulierte 8-Catenin und
reduzierte Expression des Antagonisten Dickkopf-related protein 1 (DKK-1) beglinstigt.

1.5.1.1 Resistenzmechanismen gegeniiber Bortezomib

Wie bei den meisten Chemotherapeutika kénnen auch gegeniiber Proteasomeninhibitoren
Resistenzen auftreten. Studien in zuvor unbehandelten Patienten zeigten lediglich bei 80 % ein
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Ansprechen auf Bortezomib, was unter anderem auf intrinsische Resistenzmechanismen, verursacht
durch die genetische Variabilitdat der malignen Plasmazellen sowie epigenetische Veranderungen
zurickgefuhrt werden kann (Chapman et al., 2011; Egan et al., 2012; Jagannath et al., 2005; Lohr et
al., 2014; Qiang et al., 2018; Rastgoo et al., 2017). Aber auch erworbene Resistenzen bei
therapierefraktaren Patienten wurden beobachtet. Mutationen an den Funktionseinheiten des
Proteasoms, wie z.B. der CT-like Untereinheit, flihrten zum Wirksamkeitsverlust von Bortezomib in
Zelllinien, aber auch in isolierten Zellen aus Patienten (Barrio et al., 2018; Niewerth et al., 2015;
Oerlemans et al., 2008). Posttranslationale Veranderungen am Proteasom bzw. dessen Expression,
Zusammensetzung sowie Konformations-danderungen, welche die Bindungsaffinitdt von Bortezomib
beeinflussen, werden ebenfalls in der Literatur diskutiert (Franke et al., 2012; Lu et al., 2008;
Oerlemans et al., 2008; Ruckrich et al., 2009; Verbrugge et al., 2012). In einer Studie an resistenten
Zelllinien des Multiplen Myeloms wurde gezeigt, dass bei diesen im Vergleich zu Bortezomib
sensitiven Zelllinien die Expression des konstitutiven Proteasoms erhéht und die des
Immunproteasoms erniedrigt war (Niewerth et al., 2013; Niewerth et al., 2014a).

Durch Proteasomeninhibition werden zellulare Alternativmechanismen zum Abbau missgefalteter
Proteine aktiviert und zugehorige Funktionsproteine verstarkt exprimiert. Ein Beispiel hierfiir ist der
gesteigerte Abbau von Proteinen durch Aggresomen bzw. Autophagiemechanismen in resistenten
Ziellinien (Catley et al., 2006). Ein weiterer Prozess, der bei Blockade des Proteinabbaus tGber den UPS
infolge von Zellstress aktiviert wird, ist die Unterstiitzung der Proteinfaltungsmechanismen durch
eine gesteigerte Expression und Aktivitdt von HSP und deren zugehorigen Chaperonen (Adomako et
al.,, 2015; Chauhan et al.,, 2003; Hamouda et al., 2014; Mitsiades et al., 2006). Die HSP kdnnen
zusatzlich indirekt die konstitutive, proteasomunabhangige Aktivitdt von NF-kB beglinstigen
(Markovina et al., 2008; Mitsiades et al., 2006; Shah et al., 2015). In vitro Daten zeigten eine
verstarkte Expression von Genen des anti-oxidativen Signalweges, wie z.B. des proteasome
maturation protein (POMP), die auch wiederum zur Assemblierung von Proteasomen beitragen und
somit eine Bortezomibresistenz beglinstigen (Li et al., 2015). Die Differenzierung von Plasmazellen
wird u.a. durch den Tanskriptionsfaktor X-box binding protein 1 (XBP-1) gesteuert. B-Lymphozyten,
die eine hohe Expression aufweisen, werden demnach zu Plasmazellen differenziert, produzieren
mehr Immunglobuline und sind damit sensitiver gegeniiber Bortezomib (Perez-Galan et al., 2011). In
XBP-1 negativen malignen Plasmazellen konnte in vitro ein Zusammenhang mit der
Bortezomibresistenz nachgewiesen werden (Leung-Hagesteijn et al., 2013).

Wie auch bei anderen malignen Erkrankungen wird eine Therapieresistenz durch die Uberexpression
von Arzneistofftransportern wie P-Glycoprotein (P-gp) diskutiert. Ein Zusammenhang zwischen
Expression und Resistenz wurde in Multiplen Myelomzellen bereits gezeigt (Abraham et al., 2015).
Bortezomib ist ein P-gp Substrat, induziert jedoch nicht dessen Expression (Clemens et al., 2017).
Generell kdnnen Arzneistofftransporter die Pharmakokinetik von Bortezomib beeinflussen und somit
auch dessen intrazelluldare Konzentration. Ob jedoch die intrazellulare Konzentration die Wirksamkeit
von Bortezomib bestimmt, ist bisher noch nicht abschliefend geklart. In klinischen Studien konnte
bisher kein Zusammenhang zwischen der P-gp Uberexpression und der Resistenz gegeniiber
Bortezomib gezeigt werden (Niewerth et al., 2015).

Dennoch gilt es zu beachten, dass viele der in vitro untersuchten erworbenen Resistenzmechanismen
unter lang anhaltender Bortezomibexposition auftraten, somit moglicherweise nicht die klinischen
Bedingungen der Therapie reflektieren und deshalb nicht mit in vivo Daten zu untermauern sind
(Niewerth et al., 2015).

Neben den intrazelluldaren Resistenzmechanismen kénnen auch Veranderung bzw. Zell-Zell-Kontakte
der Knochenmark-Mikroumgebung die Sensitivitdat der Myelomzellen gegeniiber Bortezomib
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beeinflussen (Murray et al., 2014). Zell-Zell-Kontakte Uber Integrine zwischen den malignen
Plasmazellen und den umgebenden Zellen der Knochennische fiihren zur sogenannten cell adhesion
mediated drug resistance (CAM-DR) (Damiano et al., 1999; Meads et al., 2008; Nefedova et al., 2003;
Schmidmaier et al., 2006). Zellen der Knochenmark-Mikroumgebung exprimieren und sezernieren
auch losliche Faktoren, wie IGF-1, das auch in Bortezomib-resistenten Zelllinien konstitutiv erhoht ist
und die Resistenz gegenliber Bortezomib begtinstigt (Chiron et al., 2013; De Bruyne et al., 2010; Kuhn
et al., 2012). Ein anderer wichtiger Faktor bei der Entstehung von Bortezomibresistenzen ist IL-6, das
durch die umgebenden Stromazellen verstarkt freigesetzt wird und somit die intrazelluldre Inhibition
von IL-6 durch Bortezomib in Multiplen Myelomzellen umgeht (Hao et al., 2011; Voorhees et al.,
2007). Diese und andere loslichen Faktoren wirken zum einen proliferationsfordernd auf die
Multiplen Myelomzellen, zum anderen aktivieren sie molekulare Mechanismen, die zu einer
Resistenz beitragen (Robak et al., 2018). Dariiber hinaus kann die Expression von miRNAs in malignen
Plasmazellen durch umgebende MSC Uber Zell-Zell Signale tiber Exosomen moduliert werden (Abdi et
al., 2016; Wang et al., 2014).

1.5.1.2 Unerwiinschte Nebenwirkungen von Bortezomib

Neben den erwiinschten Wirkungen von Bortezomib sind vor allem gastrointestinale Beschwerden,
Andmie, Thrombozytopenie und periphere Neutropathien bekannte unerwiinschte Nebenwirkungen
(Cavaletti and Jakubowiak, 2010; Delforge et al., 2010; Meregalli, 2015; Richardson et al., 2006; San
Miguel et al., 2006). Die periphere Neuropathie entsteht als Effekt der kumulativen Dosis durch die
Therapiezyklen (Cavaletti and Jakubowiak, 2010). Sie manifestiert sich vor allem in den duReren
Extremitaten (Stratogianni et al., 2012). Mechanistisch werden off-target Effekte von Bortezomib an
Neuronen-spezifischen Proteasen diskutiert, die auch erklaren wiirden, warum diese unerwiinschte
Nebenwirkung seltener bei anderen Proteasomeninhibitoren auftritt (Arastu-Kapur et al., 2011). Die
periphere Neuropathie ist in den meisten Fallen die Nebenwirkung, die zu einer Non-Compliance von
Patienten fiihrt oder eine Dosisanpassung erforderlich macht (Dimopoulos et al., 2011; Richardson et
al., 2009). Ein erhohtes Risiko fiir das Entstehen einer Polyneuropathie haben Patienten mit einer
Neuropathie in der Vorgeschichte, sowie anderer Komorbiditdten wie z.B. Diabetes (Lanzani et al.,
2008; Meregalli, 2015). Eine Reduktion der peripheren Neuropathie wurde durch ein verlangertes
Dosierungsintervall auf eine einmal wochentliche Gabe oder eine s.c. Verabreichung von Bortezomib
bei gleicher systemischer Exposition und Wirksamkeit erreicht (Mateos and San Miguel, 2012;
Moreau et al., 2012; Moreau et al., 2011; Petrucci et al., 2014; Tan et al., 2018). Ein Zusammenhang
zwischen dem Auftreten der unerwiinschten Nebenwirkungen und pharmakokinetischen Parametern
Ciax 0der AUC konnten bisher nicht durch Studien belegt werden. Des Weiteren ist auch (ber die zu
Grunde liegenden Mechanismen wenig bekannt (Meregalli, 2015).

Toxische Effekte von Bortezomib auf das hadmatologische System wurden in Form von
Thrombozytopenien und Neutropenien in klinischen Studien beschrieben (Gallerani et al., 2013;
Lonial et al., 2005; Siegel et al., 2012). Mechanistisch wird fiir die Thrombozytopenie zum einen eine
durch den Proteasomeninhibitor induzierte Inhibition der Bildung von reifen Thrombozyten aus
Megakaryozyten, zum anderen der Einfluss der Proteasomenaktivitat als Lebenszeit-bestimmender
Parameter von Thrombozyten diskutiert (Murai et al., 2014; Nayak et al., 2013; Shi et al., 2014).

1.5.2 Bortezomib-freisetzende Knochenersatzwerkstoffe
Im Rahmen des Sonderforschungsbereichs/Transregio 79 , Werkstoffe fir die Geweberegeneration

im systemisch erkrankten Knochen” (SFB/TRR 79) wurden abbaubare Knochenersatzwerkstoffe fir
den Einsatz in Patienten mit Multiplem Myelom entwickelt. Durch Bortezomib-freisetzendes
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Knochenersatzmaterial sollte es neben der Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften des
Knochens auch zu einer Verminderung maligner Plasmazellen in den betreffenden Lasionen
kommen.

Nach Chemotherapie in fokalen/osteolytischen Lasionen verbleibende Myelomzellen kénnten
ursdchlich fur das Auftreten eines Rezidivs sein und durch lokale Wirkstoffkonzentrationen besser
abgetotet werden als dies bei einer systemischen Therapie der Fall ist (unveroffentlichte Daten Hose
& Seckinger, miindliche Kommunikation). Im Fall einer Therapieresistenz oder Therapielimitierungen
durch auftretende Toxizitdten (z.B. Myelosuppression) kénnten wie im Rahmen des SFB/TRR 79
postuliert lokale Therapieformen eine alternative Behandlungsmoglichkeit im Progress darstellen
(Abbildung 4).

Derzeit verfligbare Materialien, wie der aus Polymethylmethacrylat (PMMA) bestehende Zement
sind nicht resorbierbar und kénnen nicht bei einer Regeneration des Knochengewebes integriert
werden. Neben den Vorteilen der stabilisierenden Eigenschaft und Moglichkeit zur lokalen Therapie,
konnten Wirkstoff-freisetzende Knochenersatzmaterialien die Lebensqualitdit der Patienten
verbessern, die Morbiditat und die damit einhergehenden Klinik- oder Ambulanzaufenthalte sowie
auf lange Sicht auch die Mortalitatsrate reduzieren.

In Zusammenarbeit mit den Universitidten GieBen und Dresden wurden innerhalb des SFB/TRR 79
Bortezomib-freisetzende Kalziumphosphatzemente (CPC, Keramik) und Xerogele (Verbundwerkstoff
aus Biopolymeren und Keramik) entwickelt und in vitro sowie in vivo in Tiermodellen getestet. Neben
den eingebrachten Wirkstoffen haben die Materialien selbst eine osteoanabole Wirkung durch den
Einbau von Silikat in das Material. Im Fall der Herstellung der Verbundwerkstoffe wird aus Kollagen
und Silikat ein Hydrogel gebildet, das letztendlich unter atmospharischer Trocknung ein mesopordéses
Xerogel bildet, das als Granulat in den Knochen eingebracht wird. Sowohl in vitro als auch im
Tiermodell in vivo zeigte dieses Material eine apoptotische Wirkung gegeniiber Myelomzellen, eine
Abnahme der Mylomzellinfiltration und einen osteoanabolen Effekt. Ein weiteres neu entwickeltes
Wirkstoff-freisetzendes Material stellen mit Maltose-modifizierte-Polyethylenimin(PEI-Mal)-
Nanopartikel beladene CPC dar, die Bortezomib ebenfalls Gber einen langeren Zeitraum freisetzen
kénnen. Die Nanopartikel lagern sich nach Freisetzung an die Myelomzellen an und setzen
Bortezomib direkt an der Zelle frei. Auch hier konnte in vitro eine proapoptotische Wirkung des
Materials auf Myelomzelllinien und primare Myelomzellen nachgewiesen werden.

Abbildung 4: Modell des Wirkstoff-freisetzenden Knochenersatzmaterials. (1) Maligne Plasmazellen eines
Multiplen Myelompatienten in einem osteolytischen Defekt. (2) Nach Eradikation der Myelomzellen durch eine
Chemotherapie wird das Knochenersatzmaterial in die ossadre Lasion eingebracht. (3) Der Wirkstoff wird lokal
freigesetzt und wirkt apoptotisch auf verbliebenen malignen Plasmazellen, inhibierend auf die Osteoklasten
und osteoanabol. (4) Ausheilung des Knochensubstanzdefekts unter Degradation des biokompatiblen
Knochenersatzmaterials.

1.6 Der Endothelin-Signalweg im Kontext des Multiplen Myeloms
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Man unterscheidet drei Isoformen des Endothelins: Endothelin-1 (ET-1), Endothelin-2 (ET-2) und
Endothelin-3 (ET-3) (Inoue et al., 1989a; Kawanabe and Nauli, 2011; Yanagisawa et al., 1988). Diese
aktiven Peptide werden aus Vorstufen, sogenannten pre-pro-Endothelinen unter Beteiligung
verschiedener Proteasen und den endothelin converting enzymes (ECE-1 und ECE-2) gebildet (Inoue
et al., 1989b). Jede dieser Formen bindet mit unterschiedlichen Affinitdten an die beiden G-Protein
gekoppelten Rezeptoren Endothelinrezeptor A (ETs-Rezeptor) und Endothelinrezeptor B (ETg-
Rezeptor) (Hosoda et al.,, 1991; Sakamoto et al., 1991). Der ET,-Rezeptor zeigt die hochste
Bindungsaffinitat fir ET-1, wohingegen die Bindungsaffinitaten des ETg-Rezeptors gegeniliber den
drei Endothelinen vergleichbar sind. ET-1 wird vor allem in den GefaBendothelzellen gebildet, wo es
seine vasokonstriktive Wirkung durch Bindung an den ETa-Rezeptor der glatten Muskelzellen
vermittelt. Eine gegensatzliche vasodilatierende Wirkung wird durch die Bindung am ETgz-Rezeptor
der Endothelzellen hervorgerufen. Endotheline kénnen sowohl parakrin, als auch autokrin wirksam
sein.

Der Endothelinsignalweg spielt allerdings nicht nur bei der Regulation des GefaRtonus eine Rolle, in
der Literatur wird auch eine Beteiligung an der Kanzerogenese und dem Progress von Tumoren
diskutiert (Bagnato and Spinella, 2003; Rosano et al., 2013). In verschiedenen Tumorentitdten
wurden unterschiedliche Expressionsmuster der Endothelinrezeptoren nachgewiesen (Irani et al.,
2014b). So konnte u.a. in Gewebeproben von Prostata-, Kolon- und Schilddriisen-Karzinomen eine
erhohte ET,-Rezeptor Expression, in Melanom-Gewebeproben eine erhéhte ETg-Rezeptor Expression
und eine Uberexpression beider Rezeptortypen in Patientenproben von Blasen- und Vulva-Krebs
gezeigt werden (Demunter et al., 2001; Donckier et al., 2007; Egidy et al., 2000; Eltze et al., 2007;
Godara et al., 2005; Ishimoto et al., 2012; Wulfing et al., 2005). Ebenfalls wurde in verschiedenen
soliden Tumoren auch eine basal erhohte ET-1 Freisetzung der malignen Zellen gezeigt (Cook et al.,
2015; Irani et al., 2014a; Liakou et al., 2012). In vitro Studien in verschiedenen Tumorzellen weisen
auf eine mogliche Beteiligung an der Zellproliferation hin, die durch Endothelinrezeptor-Antagonisten
verringert werden konnte oder sogar zur Apoptose fihrte (Grant et al., 2007; Ishimoto et al., 2012;
Mai et al., 2006; Rosano et al., 2007). Einige Studien zeigen auch einen synergistischen Effekt
zwischen klassischen chemotherapeutischen Wirkstoffen und Endothelinrezeptor-Antagonisten in
vitro und in Tiermodellen (Banerjee et al., 2007; Berger et al., 2006; Rosano et al., 2007; Rosano et
al., 2004). Ein Signalweg, der die Angiogenese von Tumoren begiinstigt und zur Bildung von VEGF
fihrt, basiert auf der Aktivierung des hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF1a). Dieser kann durch die
Bindung von ET-1 an den ET,-Rezeptor aktiviert werden (Bagnato and Spinella, 2003; Spinella et al.,
2014).

Trotz vielversprechendem Einsatz von Endothelinrezeptor-Antagonisten in vitro und im Tiermodell,
zeigten klinische Studien bislang keine Verbesserung hinsichtlich der Tumorprogression und dem
Gesamtiiberleben (Carducci et al., 2007; James et al., 2010). Zudem kam es unter der Therapie meist
zu schweren unerwiinschten Nebenwirkungen, die z.T. auf unspezifische Bindungen der Wirkstoffe
zurlickzufiihren sind. So ist z.B. die durch Bosentan verursachte Lebertoxizitdt auf die unspezifische
Hemmung eines Gallentransporters zurtickzufiihren (Fattinger et al., 2001). Neben der Beteiligung an
verschiedenen Signalwegen, die eine Proliferation, Angiogenese und Metastasierung von Tumoren
beglinstigen, spielt der Endothelin-Signalweg auch eine wichtige Rolle bei der Knochenbildung
(Kristianto et al., 2017). Zum einen kommt es durch die Bindung von ET-1 an den ET,-Rezeptor von
Osteoblasten zur Aktivierung des wingless and integration-1 (WNT)-Signalwegs und zur niedrigeren
Expression von DKK-1, zum anderen konnten ET,-Rezeptor-Antagonisten die Knochenneubildung in
Metastase-Modellen reduzieren (Clines et al., 2007; Nelson et al., 2003; Nelson et al., 1999). ET-1
wirkt demnach dem Knochenabbau entgegen und beglinstigt die Metastasierung solider Tumoren.
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Im Jahr 2016 wurden erstmals die Effekte von ET-1 auf die Proliferation und Proteasomenaktivitat in
zwei Zelllinien des Multiplen Myeloms untersucht (Vaiou et al., 2016). In beiden Zelllinien wurde die
Expression von ET,-, ETg-Rezeptoren und ET-1 nachgewiesen. Es wurde gezeigt, dass ET-1 die
Proliferation und Aktivitat der Proteasomenuntereinheit in einer Bortezomib-resistenten Zelllinie
steigern konnte. AuRerdem konnte durch eine gleichzeitige Exposition der Zellen mit Bortezomib und
ET-1 die antiproliferative Wirksamkeit von Bortezomib verringert werden. Durch Blockade des ETg-
Rezeptors mittels des spezifischen ETg-Rezeptor-Antagonisten BQ788 oder knockdown mittels small
interfering RNA (siRNA) wurde in Bortezomib-resistenten Zellen die Wirksamkeit von Bortezomib
wieder erhoht. Fir die Blockade des ET,-Rezeptors konnten diese Effekte nicht gezeigt werden.

Diese Daten wurden durch eine Studie untermauert, die zeigte, dass die proliferationsfordernde
Wirkung von ET-1 durch selektive ET,- und ETg-Rezeptor-Antagonisten (BQ123 und BQ788)
aufgehoben werden konnte (Russignan et al., 2017). Es ist daher denkbar, dass die Effektivitat der
Behandlung mit Bortezomib in Kombination mit Endothelinrezeptor-Antagonisten gesteigert wird.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Bortezomib zeichnet sich vor allem durch seine hohe Spezifitat gegeniiber malignen Plasmazellen
aus. Trotz anhaltender Forschung konnten die intraindividuellen Sensitivitatsunterschiede, wie auch
die Mechanismen, die zur Spezifitat fihren, in vivo und in vitro nicht abschlieBend geklart werden.
Eine mogliche Erklarung wéare eine unterschiedliche zellulire Pharmakokinetik und/oder
Pharmakodynamik in verschiedenen Zelltypen oder bei verschiedenen Patienten. In Vorarbeiten
konnte erstmals eine massenspektrometrische Methode etabliert werden, um intrazellulare
Bortezomibkonzentrationen in Zelllinien des Multiplen Myeloms zu quantifizieren und mit der
Wirksamkeit in Bezug auf Proteasomeninhibition und antiproliferativen Effekt zur korrelieren
(Clemens et al., 2014; Clemens et al.,, 2015; Dettmer et al.,, 2016). Es wurde gezeigt, dass die
intrazellulare Konzentration in den getesteten Zelllinien nicht mit der Wirksamkeit am target oder
dem Einfluss auf die Zellviabilitat korrelieren. Allerdings konnte eine sehr hohe intrazellulare
Wirkstoffkonzentration und damit intrazelluldre Anreicherung von Bortezomib in allen Zelllinien
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu war bislang unbekannt, welche Wirkstoffkonzentrationen
in primdren Myelomzellen sowie den Osteoblasten und deren Vorlduferzellen erreicht werden.
Gerade im Kontext eines lokal Bortezomib-freisetzenden Knochenersatzmaterials ist es von groRer
Bedeutung, die intrazellulare Konzentrationen und mdgliche schadlichen Effekte in Osteoblasten und
deren Vorlauferzellen zu kennen, um in dem Knochenersatzmaterial die Wirkstoffkonzentrationen
festlegen zu kdénnen, die keinen apoptotischen Effekt auf diese nicht-malignen Zellen des umgebenen
Knochenmarkgewebes haben.

Ziel dieser Arbeit innerhalb des Kooperationsprojektes mit das Labor fiir Myelomforschung der
Abteilung Innere Medizin V des Universitdtsklinikums Heidelberg im SFB/TRR 79 war es daher,
intrazelluldare Bortezomibkonzentrationen in primaren Myelomzellen, MSC und Osteoblasten zu
quantifizieren. Dartber hinaus sollte der Effekt des Wirkstoffs am target (Proteasom) und auf die
Zellviabilitat in Abhangigkeit von der intrazellularen Akkumulation untersucht werden. In
Kooperation mit dem Labor fiir Myelomforschung des Universitdtsklinikums Heidelberg wurde
untersucht, ob unterschiedliche Expressionsmuster der katalytisch aktiven
Proteasomenuntereinheiten mit den zellularen Sensitivitatsunterschieden in Zusammenhang stehen
oder einen prognostischen Marker in Bezug auf das ereignisfreie Uberleben und des
Gesamtiiberlebens darstellen. In Anbetracht der Tatsache, dass Bortezomib in vivo als Monotherapie
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lediglich eine Ansprechrate von 30 % zeigt, wohingegen in Kombinationstherapieregimen (wie z.B.

PAd und VMP) Ansprechraten von bis zu 90 % erreicht werden, wurde in dieser Arbeit auch

untersucht, ob die Kombination mit weiteren Wirkstoffen zu einer héheren Anreicherung und

Wirksamkeit von Bortezomib in Multiplen Myelomzellen fiihrt (Murray et al.,, 2014; Raab et al.,,

2009). Ebenso wurde untersucht, ob der Endothelin-Signalweg in Multiplen Myelomzelllinien basal

aktiv ist und dessen Antagonisierung durch Bosentan zu einer veranderten Pharmakokinetik oder

Pharmakodynamik von Bortezomib fihrt.

Das Arbeitsprogramm umfasste:

I. Methodenentwicklung und Etablierung:

Etablierung der Expansion von MSC aus Knochenmarkaspirat gesunder Probanden
und Patienten mit therapiepflichtigem unbehandeltem Multiplen Myelom sowie
deren Charakterisierung und in vitro Differenzierung zu Osteoblasten.

Adaption und Validierung der etablierten ultra-performance liquid chromatography
(UPLC) gekoppelt mit Tandem Massenspektrometrie (MS/MS) Methode zur
Quantifizierung von Bortezomib in primaren Myelomzellen, MSC und Osteoblasten
und deren Zellkulturmedien.

Il. Vergleich der zellulare Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Bortezomib in primaren

Myelomzellen, Zelllinien des Multiplen Myeloms, MSC und Osteoblasten:

Quantifizierung der intra- und extrazelluldren Bortezomibkonzentrationen in
primaren Myelomzellen, MSC und Osteoblasten von Normalspendern und Patienten
mittels UPLC/MS/MS nach variierender Expositionsdauer mit 5 nM Bortezomib.
Untersuchung des Konzentrations- und Expositionszeit-abhangigen antiproliferativen
Effekts von Bortezomib in Multiplen Myelomzelllinien, MSC und Osteoblasten
gesunder Probanden und Patienten mit therapiepflichtigem unbehandeltem
Multiplen Myelom.

Messung der Konzentrations- und Expositionszeit-abhangigen Wirksamkeit von
Bortezomib in Bezug auf die Hemmung der katalytischen Aktivitdt der
Proteasomenuntereinheiten in Myelomzelllinien, MSC und Osteoblasten gesunder
Probanden und Patienten mit therapiepflichtigem unbehandeltem Multiplen
Myelom.

lll. Zusammenhang zwischen der Expression von katalytischen Proteasomenuntereinheiten

und der zellularen Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Bortezomib in

Myelomzelllinien, sowie dem ereignisfreien und Gesamtiiberleben von Patienten.

Quantifizierung der Expression der katalytischen Proteasomenuntereinheiten in
Zelllinien des Multiplen Myeloms, normalen und malignen Plasmazellen, MSC und
Osteoblasten mittels Genexpressionsanalyse (gene expression profiling, GEP).
Korrelation der Expression der katalytischen Proteasomenuntereinheiten in Zelllinien
des Multiplen Myeloms mit der intrazellularen Anreicherung von Bortezomib und
dessen Wirksamkeit am Proteasom.

Zusammenhang zwischen der Expression der katalytischen
Proteasomenuntereinheiten in malignen Plasmazellen und dem ereignisfreien und
Gesamtiiberleben von Myelompatienten.
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IV. Vergleich der zellularen Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Bortezomib als

Monotherapie und innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd und VMP in Zelllinien des

Multiplen Myeloms.

Quantifizierung der intra- und extrazellulairen Bortezomibkonzentration nach
Exposition mit den Kombinationstherapieregimen PAd und VMP gegeniber der
Inkubation mit Bortezomib allein in Myelomzelllinien.

Vergleich der Konzentrations- und Expositionszeit-abhangigen antiproliferativen und
Proteasomen-inhibierenden  Wirksamkeit von Bortezomib innerhalb  der
Kombinationstherapieregimen PAd und VMP gegeniber der alleinigen Exposition mit
Bortezomib in Myelomzelllinien.

V. Einfluss des Endothelin-Signalweges auf die Wirksamkeit von Bortezomib in Zelllinien

des Multiplen Myeloms.

Bestimmung der basalen Aktivitdit des Endothelin-Signalweges durch
Expressionsanlyse von ET-1, sowie den ETs- und ETz-Rezeptoren in
Myelomzelllinien, sowie primaren normalen und malignen Plasmazellen.

Quantifizierung der intra- und extrazelluldren Bortezomibkonzentration
nach Exposition mit Bortezomib in Kombination mit Bosentan im
Vergleich zur Einzelinkubation mit Bortezomib in  Multiplen
Myelomzelllinien.

Vergleich der Konzentrations- und  Expositionszeit-abhangigen
Viabilitatsreduktion durch Bosentan in Kombination mit Bortezomib
gegenuber der alleinigen Exposition mit Bortezomib in Zelllinien des
Multiplen Myeloms.

Einfluss von Bosentan allein und in Kombination mit Bortezomib auf die
Inhibition der katalytisch aktiven Proteasomenuntereinheiten in
Myelomzelllinien.

40



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Ubersicht der

materialien und Gerate

verwendeten

Reagenzien, Verbrauchs-

Tabelle 5: Verwendete Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

Material

Hersteller

2-(N-Morpholino)ethansulfonsadure (MES)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Absolute QPCR SYBR Green Mix

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland

Aceton (> 99,5 %)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Acetonitril (ACN; = 99,5 % HPLC Grad)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Acquity UPLC Ethylen Bridged Hybrid (BEH)-C18-
Saule

Waters, Milford, USA

Acquity UPLC System

Waters, Milford, USA

Affymetrix GeneChip™ Human Genome U133 Plus
2.0 Array

Thermo Fisher, Langenselbold, Deutschland

Alamar Blue® cell viability reagent

Invitrogen by Thermo Scientific, Eugene, USA

Alpha-Minimal Essential Medium (aMEM)

Gibco by Life Technologies, Paisley, UK

Alizarinrot

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

AllPrep DNA/RNA Mini Kits

Qiagen, Hilden, Deutschland

Ameisensdure (UHPLC Optigrade®)

LGC PromoChem, Wessel, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Anti-B-Actin Antikdrper (monoclonal), human
anti-rabbit, Klon: AC-74

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Anti-CD 14 Antikorper, mouse anti human,
Fluorescein-Isothiocyanat- (FITC) gekoppelt, Klon:
MoP9

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Anti-CD 19 Antikoérper, mouse anti-human, FITC-
gekoppelt, Klon: HIB90

Becton Dickinson, San Jose, USA

Anti-CD 34 Antikorper, mouse anti-human, FITC-
gekoppelt, Klon: 581

Becton Dickinson (Pharmingen), San Jose, USA

Anti-CD 38 Antikorper, mouse anti-human, FITC-
gekoppelt Klon: HIT2

Becton Dickinson, San Jose, USA

Anti-CD 45 Antikoérper, mouse anti-human,
Phycoerythrin- (PE) gekoppelt, Klon: HI30

Becton Dickinson (Pharmingen), San Jose, USA

Anti-CD 73 Antikorper, mouse anti-human, PE-
gekoppelt, Klon: AD2

Becton Dickinson (Pharmingen), San Jose, USA

Anti-CD 90 Antikorper, mouse anti-human, PE-
gekoppelt, Klon: 5E10

Becton Dickinson (Pharmingen), San Jose, USA

Anti-CD 105 Antikorper, mouse anti-human, PE-
gekoppelt, Klon: SN6

Becton Dickinson (Pharmingen), San Jose, USA

Anti-CD 138 Antikorper, mouse anti-human, PE-

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
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gekoppelt, Klon: 44F9

Anti-CD 138 MicroBeads, human

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Anti-ETg-Rezeptor Antikdrper (polyclonal), rabbit
anti-human

Abcam, Cambridge, UK

Anti-HLA-DR Antikorper (ab117529), mouse anti-
human, FITC-gekoppelt, Klon L243

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Anti-lmmunglobulin G (1gG) Antikérper
Simultest™ Control y1/y1, mouse anti-human
FITC- und PE-gekoppelt, Klon: X40

Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey,
USA

Aprotenin

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Aqua purificata (Aqua B. Braun)

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Automated magnetic-activated cell sorter
(AutoMACS Pro)

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Auto MACS Laufpuffer

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

R-Glycerophosphat-Di-Natriumsalz-Pentahydrat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Bioanalyzer 2100

Agilent, Santa Clara, USA

Biocoll Trennlésung (5 ml)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Bortezomib Selleckchem, Miinchen, Deutschland
Bosentan Carbosynth Limited, Berkshire, UK
BQ123 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA
BQ788 Alomone Lab, Jerusalem, Israel

Brutschrank Binder CB-E2

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

CASYblue Scharfe System, Reutlingen, Deutschland
CASY® Cups Omni Life Science, Bremen Deutschland
CASYton Omni Life Science, Bremen Deutschland
CASY® TTC Zellzéhler Version 2.2D Scharfe System, Reutlingen, Deutschland
Cellwash Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

d8-Bortezomib

Alsachim, lllkirch-Graffenstaden, Frankreich

Dexamethason zur osteogenen Differenzierung
(wasserloslicher Cyclodextrinkomplex)

Sigma- Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Dexamethason

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Doxorubicinhydrochlorid

Biotrend, Wangen, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ohne
Phenolrotindikator

Gibco by Life Technologies, Paisley, UK

Durchflussyztometer FACS Calibur mit CellQuest
Pro Version 6.0

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Durchflusszytometrie-Rohrchen (Polystyren)

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

ECL™ Prime Western Blotting Kit

Amersham by Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
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Endothelin-1

Abcam, Cambridge, UK

Ethanol (99,8 %)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromidlésung (0,07 %)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Life Technologies, Paisley, UK

Fast red TR Salz

Serva, Heidelberg, Deutschland

Fotales Kalberserum (FCS) zur Kultivierung von
MSC (FCS MSC)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

FCS

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

FluoroChem

Protein Simple, San Jose, USA

Fluoroscan Ascent Fluorometer

Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland

Formaldehyd (10 %)

Protocol for Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

GeneElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

GloMax® 96 Mikroplatten Luminometer

Promega, Madison, WI, USA

Glycerin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Glycin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

GroBenmarker zur Proteinbestimmung
prestained MBI-Ladder

Fermentas by Thermo Fisher, Waltham, USA

GroRRenmarker fur Nukleinsauren
pUC 19/Mspl

Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Heparin

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Hydrophilic-lipophilic balanced N-
vinylpyrrolidone-divinylbenzene Harz (HLB)
Chromabond Kartusche

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

Indometacin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Insulin-Transferrin-Selenium Lésung (ITS Losung)

Gibco by Life Technologies, Paisley, UK

IL-6 rekombinant hergestellt

R & D Systems, Abingdon, UK

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)

Life Technologies, Paisley, UK

Isobutylmethylxanthin (IBMX)

Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA

Kryo-Einfriergerat, Mr. Frosty, Nalgene®

VWR, Thermo Scientific, Radnor, USA

Kryordéhrchen

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

L-Ascorbinsaure-2-Phosphat-
Sesquimagnesiumhydrat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

L-Glutamin 200 mM (GLU)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Ladepuffer

Fermentas by Thermo Fisher, Waltham, USA

Leupeptin

Biomol, Hamburg, Deutschland

Lichtmikroskop Olympus CK 40

Olympus, Hamburg, Deutschland

LightCycler™480

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland

Low binding Reaktionsgefal (1,5 ml)

Life Technologies, Paisley, UK

Mastercycler® Gradient

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mayers Hamalaun

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Melphalan

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Mepivacain

AstraZeneca, Wedel, Deutschland
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Methanol (> 99,8 %)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol UPLC Grad

Biosolve Chemical, Dieuze, Frankreich

Methyl-tert-Butylether (MTBE)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Multiskan Mikrotiterplattenphotometer RC

Labsystems, Helsinki, Finnland

Mykoplasmen polymerase chain reaction (PCR)
Testkit

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid (NacCl)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Natrium-Naphtyl-Hydrogenphosphat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Natriumthiosulfat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Neubauer Zellzahlkammer

Meka Glas, Kaufbeuren, Deutschland

Oil Red O Lésung (0,5 % in Isopropanol)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Optitran BA-S 85 Tragermembran

Schleicher & Schiill by Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Pefabloc

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Penicillin Streptomycin (PS, 10000 U/ml;
10 mg/ml)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Pepstatin

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

pH-Meter PB-11

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Phosphate buffered saline (PBS) ohne Kalzium-
und Magnesium

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Pierce Bicinchoninsdure (BCA) Protein Assay Kit

Pierce, Rockford, USA

Pierce ECL Western Blotting Substrate

Thermo Fisher, Langenselbold, Deutschland

Prednisolon

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Primer

Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland

Proteasome-Glo™ C-like assay

Promega, Madison, WI, USA

Proteasome-Glo™ CT-like assay

Promega, Madison, WI, USA

Proteasome-Glo™ T-like assay

Promega, Madison, WI, USA

Quantikine® ELISA Endothelin-1 Immunoassay

R&D Systems, Abingdon, UK

QuantiTect Primer Assay (Hs_EDN1_1 SG)

Qiagen, Hilden, Deutschland

ReaktionsgefdRe (0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

RevertAid H minus First Strand cDNA Synthese
Kits

Fermentas by Thermo Fisher, Waltham, USA

Roswell Park Memorial Institue (RPMI) 1640
Medium

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Salzsdure 1 M

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sample buffer

BioRad, Hercules, USA

Schittler Kv2/1500

Noctua GmbH, M6&ssingen, Deutschland

Schittler mit Heizfunktion (Thermomixer 5436%)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Silbernitrat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Spritze (20 ml, Luer-Lok, zentrisch)

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Sterilfilter Miltex-GS (33 mm, PorengroRRe 22 um)

Merck Milipore, Tullagreen, Irland

Sterilwerkbank HERAsafe®

Thermo Scientific, Roskilde, Danemark

Sterilwerkbank Laminar Air Flow KSafety KR

Kojair, Vippula, Finnland
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Tetramethylethylenediamine (TEMED)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Thermomixer Eppendorf

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Scientific Absolute gPCR SYBR green Mix

Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland

Turk‘sche Losung

VWR, Thermo Scientific, Radnor, USA

Triple Quadrupol Massenspektrometer (Waters
Xevo TQ-S)

Waters, Milford, USA

Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan (TRIS)-HCI

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

TRIS Base

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Triton® X-100

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Trypsin/EDTA (0,25 %/1 mM)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Tween®-20

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Vakuumabsauganlage

neolab, Heidelberg, Deutschland

Vortex N2400-6010

Starlab, Hamburg, Deutschland

Wasser (UPLC Gradientengrad)

Biosolve Chemical, Dieuze, Frankreich

Wasserbadschittler GFL-1083

GFL, Burgwedel, Deutschland

Wippschuttler

VWR International, Darmstadt, Deutschland

Zellkulturflaschen (25, 75 und 175 cm?)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Zellkulturplatte, durchsichtig, 6-Well

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturplatte, durchsichtig, 24-Well

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturplatte, durchsichtig, 96-Well

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zellkulturplatte, weil3, transparenter Deckel, 96-
Well

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturplatte, weil, transparenter Boden und
Deckel, 96-Well

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Zellschaber

Costar, Corning, Mexiko

Zentrifuge Multifuge L-R

M&S Laborgerate, Wiesloch, Deutschland

Zentrifuge 2019R

Napco, Unterhaching, Deutschland

Zentrifuge 5415 D

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge 5430 D

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zellsieb (40 um und 100 um, Nylon)

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Zytotoxizitats Detektionskit (LDH)

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Tabelle 6: Verwendete Stammldsungen

Stamml6sungen Konzentration Herstellung
2-Naphtylphosphat Natriumsalz 8,12 mM 10 mgin 5 ml 0,05 M TRIS-
Puffer: Aqua purificata (1:3)
Acrylamid 1,5 ml Acrylamid
40 pl Bisacrylamid
Alizarinrot 40 mM 10 mg in 10 ml Aqua purificata
Ascorbinsadure-2-Phosphat 2mM 5,8 mgin 10 ml Aqua purificata
Bortezomib 853 uM 3,28 mg Bortezomib in 10 ml
(Verwendungszweck: Kalibration der ACN/H,0 (1:2, v/v) + 0,01 %
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UPLC/MS/MS Methode, intra- und Ameisensdure
extrazellulare Quantifizierung, Bestimmung der
Aktivitat der Proteasomenuntereinheiten in
Abhangigkeit von der Zeit)

Bortezomib 1,68 mM 6,64 mgin 10 ml ACN/H,0 (1:2,
(Verwendungszweck: Quality Control v/v) + 0,01 % Ameisensaure
Standards der UPLC/MS/MS Methode)

Bortezomib 30,9 mM 19,9 mg in 1670 ul DMSO

(Verwendungszweck: Viabilitatsassay,
Bestimmung der Aktivitat der
Proteasomenuntereinheiten in Abhangigkeit
von der Konzentration)

Bosentan 100 mM 100 mg in 1756 pul DMSO
BQ123 7,5 mM 10 mgin 2216 pl DMSO
BQ788 7,5 mM 10 mgin 2075 pl DMSO
-Glycerophosphat-Di-Natriumsalz- 500 mM 2,7 gin 25 ml Aqua purificata
Pentahydrat
d8-Bortezomib 1 mgin 5 ml ACN/H,0 (1:2, v/v)
+ 0,01 % Ameisensaure
Dexamethason 100 uM 15 mg in 25 ml Aqua purificata
Doxorubicin 4,5 mM 26,1 mgin 10 ml Aqua
purificata
ET-1 40 uM 100 pgin 1 ml PBS
Fast Red TR Salz 7,78 mM 10,0 mgin 5 ml 0,05 M TRIS-
Puffer: Aqua purificata (1:3)
IBMX 25 mM 27,8 mgin 5 ml 96 %-igem
Ethanol
Indomethacin 50 mM 89,4 mg in 5 ml 96 %-igem
Ethanol
Laufpuffer (10x, pH = 8,3) 30,3 gTRIS
144 g Glycin
10 g SDS
Ad 1| mit Aqua purificata
Lower buffer (pH = 8,8) 18,2 g TRIS
400 mg SDS
Ad 100 ml Aqua purificata
Melphalan 10 mM 6,1 mgin 2 ml DMSO
NaCl-MES-Puffer 0,53 g MES
0,88 g NaCl
Ad 100 ml Aqua purificata
Natriumthiosulfat 316 uM 2,5 mg in 50 ml Aqua purificata
Oil Red O 1,22 mM 500 mg Oil Red O in 100 ml
99 %-igem Isopropanol
Paraformaldehyd 4% 20 g Paraformaldehyd in 500

ml PBS (60 °C)
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Prednisolon

10 mM

18 mgin 5 ml DMSO

Quantikine® Waschlésung

16 ml 25 x Waschpufferlosung
384 ml Aqua purificata

Quantikine® Substratlosung

10 ml Substratlosung A
10 ml Substratlésung B

Quantikine® calibrator diluent

5 ml calibrator diluent
20 ml Aqua purificata

RevertAid H Mastermix

4 ul Transcription RT reaction
buffer 5 x

2 pl dNTP

1 ul RNAse Inhibitor

1 ul Transc. Reverse
Transkriptase

SDS-Probenpuffer (4x, pH = 6,8)

800 ul Sample buffer
200 pl 1M DTT

Silbernitrat

29,4 mM

250 mgin 5,00 ml Aqua
purificata

Transferpuffer (10x, pH = 8,2-8,4)

30,3 g TRIS

144 g Glycin

ad 1 I mit Aqua purificata
=» Zur 1x Verdinnung:
100 ml 10x Transferpuffer
200 ml Methanol

700 ml Aqua purificata

TRIS Puffer

0,05 M

6,06 g TRIS-HCI
1,39 g TRIS Base
11 Aqua purificata

Upper buffer (pH = 6,8) 6,06 g TRIS

400 mg SDS

Ad 100 ml Aqua purificata
Waschpuffer (10 x, pH = 7,6) 81,8 g NaCl

24,2 g TRIS

ad 1 | Aqua purificata
= Zur 1x Verdiinnung:
100 ml 10x Waschpuffer
1 ml Tween®-20

899 ml Aqua purificata
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2.2 Probenaufarbeitung

2.2.1 Rekrutierung geeigneter Probanden und Patienten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwischen August 2015 und April 2018 n = 17 Patienten mit
symptomatischem, therapiepflichtigem Multiplem Myelom sowie n =9 gesunde Spender untersucht.
Die Knochenmarkpunktion erfolgte in der Medizinischen Klinik, Abteilung Innere Medizin V,
Hamatologie, Onkologie, Rheumatologie des Universitatsklinikums Heidelberg nach arztlicher
Aufklarung und schriftlicher Einwilligung der Probanden bzw. Patienten gemaR der aktuellen
Richtlinien des Klinikums sowie der gesetzlichen Anforderungen nach der Deklaration von Helsinki.
Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt Heidelberg hat der Studie zugestimmt (Ethikvotum
S-152/2010).

2.2.2 Probengewinnung und Plasmazellaufreinigung

2.2.2.1 Knochenmarkpunktion

Die Entnahme erfolgte nach Lokalanasthesie mittels Mepivacain im Bereich der Spina iliaca posterior
superior. Die Aspiration von 3-5 x 20 ml Knochenmark wurde mit 20 ml Spritzen durchgefiihrt, die mit
jeweils 1 ml Heparin beflllt waren. Die Punktionsnadel wurde dabei innerhalb der gleichen
anadsthetisierten Region 2-3 x umgesetzt, d.h. liber die Compacta des Knochens zurlickgezogen und
anschlieRend eine weitere Punktion der Compacta durchgefiihrt. Die so erhaltenen Proben wurden
durch Invertieren homogenisiert und im Anschluss durch das Labor fiir Myelomforschung der
Abteilung Innere Medizin V zur Isolation von normalen bzw. malignen Plasmazellen und MSC
verwendet.

2.2.2.2 Isolation von MSC aus Knochenmarkaspirat

Zur lIsolation der in der mononukledren Zellfraktion (MNC) enthaltenen MSC mittels Biocoll
Dichtegradientenzentrifugation wurden jeweils 10 ml des Knochenmarkaspirats (1:2) mit IMDM
verdinnt und mehrmals invertiert (adaptiert nach (Fuhler et al., 2010; Wagner et al., 2005). Dieser
Ansatz wurde erneut mit 1 x PBS/2 mM EDTA auf ein Volumen von 35 ml aufgefillt. In einem
weiteren Schritt wurde die Probe langsam 15 ml einer vorgelegten Biocoll Trennlésung tberschichtet
(siehe Abbildung 5 (A)). Nach einer Zentrifugation bei 700 g, 30 min bei Raumtemperatur (RT) ohne
Bremse wurden die Bestandteile der Probe nach Dichte und Sedimentationsgeschwindigkeit
getrennt.  Erythrozyten und Granulozyten bilden eine Ablagerung am Boden des
Zentrifugenrdhrchens, die MNC erscheinen in einer ringartigen Abtrennung an der Phasengrenze
(siehe Abbildung 5 (B)). Die MNC Fraktionen eines Spenders/Patienten wurden aus den
verschiedenen Zentrifugenrohrchen abgenommen, lGber ein Zellsieb (100 um) gegeben und gepoolt.
Die Probe wurde mit 50 ml PBS/2 mM EDTA aufgefillt und erneut fir 5 min bei 200g, RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml PBS/2 mM EDTA resuspendiert.
Eine anschlielende Zellzahlbestimmung erfolgte durch das Anfarben einer 1:50 Verdiinnung eines
10 ul  Probenvolumens mit 490 pul Tirk'scher Losung und Zadhlung mit Hilfe einer
Neubauerzahlkammer am Lichtmikroskop. Die Probe wurde anschlieBend erneut ad 50 ml PBS/2 mM
EDTA aufgefiillt und 5 min bei 200 g, RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen.
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Abbildung 5: Abtrennung der mononukledren Zellfraktion (MNC) mittels mittel Biocoll Dichtegradienten-
zentrifugation. (A) Uberschichten der vorgelegten Biocoll-Separationslésung mit dem in Iscove’s Modified
Dubleccos Medium und phosphate buffered saline verdiinnten Knochenmarkaspirat. (B) Nach erfolgter
Zentrifugation erscheinen die MNC als Ring (rote Umrandung) an der Phasengrenze.

1 x 10’ der CD138-negativen Zellen, die sogenannte Negativfraktion, wurden zentrifugiert (5 min,
1600 rpm, RT) und nach Verwerfen des Uberstandes in 9 ml DMEM + 10 % FCS + 1 % GLU + 1 % PS
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde anschlieRend in einer mittleren Zellkulturflasche (75 cm?)
in Kultur genommen und fiir 48 h unter den Zellkulturbedingungen fiir MSC kultiviert. Aufgrund der
fir MSC charakteristischen Plastikadhdarenz werden diese von anderen Zelltypen durch einen
Mediumwechsel mit 9,00 ml frischem Medium abgetrennt (DMEM + 10 % FCS+ 1 % GLU + 1 % PS).

2.2.2.3 Plasmazellaufreinigung aus Knochenmarkaspirat

Aus der MNC-Fraktion wurden maligne Plasmazellen anhand des fiir normale und maligne
Plasmazellen charakteristischen Oberflachenantigens CD138 mittels AutoMACS Pro abgetrennt
(Chilosi et al., 1999; Dhodapkar et al., 1998). Je 1 x 10’ Zellen der Probe wurden in 180 pul MACS
Laufpufferlosung resuspendiert und mit 10 pl der anti-CD138 MicroBeads versetzt. Nach einer
Inkubation der Probe bei 4 °C lber einen Zeitraum von 15 min wurden die Proben ber ein Zellsieb
(40 um) gegeben und anschliefend ad 50 ml mit MACS-Laufpuffer aufgefiillt. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (200 g, 5 min bei RT) wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 2 ml
MACS-Laufpuffer resuspendiert. Nach der Auftrennung mittels Auto MACS wurden die CD138
positive (,Positivfraktion”) und CD138 negative (,Negativfraktion”) Zellfraktion erhalten. Zur
Qualitatskontrolle (QC) wurde eine Probe von 5 x 10* Zellen der Positiv- und Negativfraktion, sowie
der unsortierten Gesamtfraktion zundchst durchflusszytometrisch auf ihre Reinheit untersucht.
Hierzu wurde die entsprechende Zellmenge mit 4 pl der in Tabelle 7 aufgefiihrten, mit einem
Fluorophor gekoppelten, Antikérper zur Farbung fir 15 min bei 4 °C inkubiert. CD38 ist ein
Oberflachenantigen, das vorwiegend auf Leukozyten wie Lymphozyten und natirlichen Killerzellen
exprimiert wird (Funaro and Malavasi, 1999).
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Tabelle 7: Verwendete Fluorophor-gekoppelte Antikérper zur Bestimmung der Reinheit der unsortierten
Gesamtfraktion

Antikorper | Fluoreszenzfarbstoff

1gG/1gG Control y1 FITC/y2a PE
CD38 CD38 FITC
CD138 CD138 PE

Nach Inkubation wurde die Probe kurz gevortext und mit 3 ml cellwash befillt. Nach einer
Zentrifugation der Proben fiir 5 min (200 g, RT) wurde der Uberstand verworfen und das
verbleibende Pellet in 200 ul cellwash aufgenommen. Eine Reinheit von > 70 % wurde als
Qualitatskriterium definiert. Bei ausreichender Zellzahl wurden 5 x 10° Zellen durch Zentrifugation
(5 min, 200 g, RT) pelletiert. Nach Abnehmen des Uberstandes, wurde das Pellet in 10 m| RPMI 1640
Medium + 10 % FCS+1 % PS + 1 % GLU + 10 ug/ml IL-6 aufgenommen.

2.3 Zellkultur

Die Zellkultur erfolgte unter sterilen Bedingungen und aseptischer Arbeitsweise. Die Zellen wurden
zur Expansion und Differenzierung in (je nach Anforderung geeigneten) 6-, 24- oder 96-Well-Platten
oder 25, 75 oder 175 cm? groRen Zellkulturflaschen kultiviert. Die allgemeinen Zellkulturbedingungen
(37 °C, 5% CO,, 100 % Wasserdampfsattigung) des Brutschrankes waren fiir alle Zellen gleich.

2.3.1 Zellkulturbedingungen humaner Myelomzelllinien

Neun verschiedene Myelomzelllinien wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (Braunschweig, Deutschland) bezogen. Hierbei wurden zwischen teiladharent
wachsenden Zelllinien EJM, KMM-1, LP-1, RPMI-8226, U266 und Suspensionszellen Karpas-620, KMS-
12-BM, L363 und OPM-2 unterschieden (Diehl et al., 1978; Hamilton et al., 1990; Katagiri et al., 1985;
Matsuoka et al., 1967; Nacheva et al., 1990; Namba et al., 1989; Nilsson et al., 1970; Pegoraro et al.,
1989). Das entsprechende Zellkulturmedium wurde mit 10 % FCS, 2 mM GLU, 10 % PS versetzt. Die
Kultivierung von LP-1 und EJM Zellen erfolgte in IMDM, wohingegen fiir die anderen Ziellinien RPMI
1640 Medium verwendet wurde. Ein Mediumwechsel erfolgte regelmaRig alle 3-4 Tage. Zur
Passagierung der Zellen bei einem Konfluenzgrad von ca. 90 % wurden die teiladhdrenten Zellen
mittels Zellschaber von der Zellflasche gelost und ebenfalls wie die Suspensionszellen nach
Zentrifugation (5 min, 4608 g, RT) in frischem Zellkulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden
maximal fir 90 Tage in Kultur gehalten.

2.3.2 Zellkulturbedingungen primdrer Myelomzellen

Primare Myelomzellen wurden nach der Isolation in 10 ml RPMI 1640 Medium + 10 % FCS+ 1 % PS +
1 % GLU + 10 pg/ml IL-6 aufgenommen. Die Zellen wurden anschlieRend in 6-Well-Platten mit einer
Zelldichte von 1 x 10% in 1 ml Medium ausplattiert und fiir maximal 48 h kultiviert.

2.3.3 Zellkulturbedigungen MSC

Die aus der Negativfraktion erhaltenen plastikadhdrenten Zellen hafteten nach dem ersten
Mediumwechsel nach 48 h in kugelférmiger Morphologie am Zellkulturflaschenboden an. Nach 4-6
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Tagen bildeten sich spindelférmige charakteristische Zellen aus. Zur Expansion wurden die Zellen in
sterilfiltriertem DMEM + 10 % FCS + 1 % GLU + 1 % PS bis zur einer Konfluenz von 80-90 % an der
dichtesten Stelle der Flasche kultiviert. Zur Passagierung wurde zundchst das Medium abgenommen,
die Zellen mit PBS gespllt und mit einem entsprechenden Volumen 0,25 %/1 mM Trypsin/EDTA nach
5 min Inkubation bei 37 °C von der Zellkulturflasche gel6st. Durch Klopfen an den AuBenwanden der
Zellkulturflasche und anschlieBender Lichtmikroskopie wurde die Effizienz der Trypsinierung
Uberprift. Lagen alle Zellen kugelférmig in Trypsin suspendiert vor, wurde zur Neutralisierung der
Trypsinwirkung eine entsprechende Mengen des Abstoppmediums (DMEM + 20 % FCS, entsprechend
der 5-fachen Menge des zugebenen 0,25 %/1 mM Trypsin/EDTA) zugegeben. Die Zellsuspension
wurde in ein Zentrifugenrohrchen tberfiihrt und anschliefend fir 5 min, 4608 g bei RT pelletiert. Das
Zellpellet wurde erneut im Zellkulturmedium aufgenommen und nach Zellzdhlung mittels Casy® TTC
ausplattiert. Die MSC wurden in neuen ZellkulturgefaBen mit den in Tabelle 8 aufgefiihrten
Zelldichten ausgesat. Die Zellen wurden bis Passage 5 in Zellkulturflaschen kultiviert und dann fir die
Bereitstellung flir verschiedene Versuche in 6-, 24- oder 96-Well-Platten ausplattiert. MSC wurden
maximal bis zur 6. Passage kultiviert.

Tabelle 8: Ausgesate Menge mesenchymaler Stromazellen pro entsprechendes Zellkulturgefal

ZellkulturgefaB Ausgesate Zellmenge
6-Well-Platte 5x10*1x10°
24-Well-Platte 1x10%2,5x 10
96-Well-Platte 5 x 10°-1x 10*

Kleine Zellkulturflasche (25 cm?) 1x10*1x10°
Mittlere Zellkulturflasche (75 cm?) 1x10°-7 x 10°

GroRe Zellkulturflasche (175 cm?) 7x10>-1,2 x 10°

2.3.4 Zellkulturbedingungen fiir die osteogene Differenzierung

Die MSC wurden in Passage 5 zur osteogenen Differenzierung in 6-, 24- oder 96-Well-Platten
ausplattiert (siehe Tabelle 8). Nach Erreichen einer Konfluenz von 100 % an der dichtesten Stelle,
wurde das osteogene Differenzierungsmedium gemall der Zusammensetzung in Tabelle 9
zugegeben. Der Mediumwechsel erfolgte alle 3-4 Tage, wobei die sterilfitrierten Zusdtze dem
Basismedium fir MSC (DMEM + 10 % FCS + 1 % GLU + 1 % PS) aus Stabilitatsgriinden bei jedem
Mediumwechsel erneut zugesetzt wurden. Die Zellen wurden unter regelmaRiger
lichtmikroskopischer Kontrolle der morphologischen Veranderungen maximal 4 Wochen bis zum
positiven Nachweis der osteogenen Differenzierung kultiviert. Dies erfolgte durch Prifung der
Aktivitat der alkalischen Phosphatase (ALP), Fillung der Ca** lonen mittels Alizarinrot S (alizarin red
staining, ARS) oder Reaktion von Silbernitrat mit den vorhandenen Phosphationen (von Kossa
Farbung).
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Tabelle 9: Zusammensetzung des osteogenen Differenzierungsmediums

Ansatz bezogen auf 10 | Substanz Konzentration im Konzentration der
ml osteogenes Medium Stamml6sung
Medium
8790 pl DMEM
200 ul 3-Glycerophosphat 10 mM 500 mM
10 pl Dexamethason 100 nM 100 uM
(wasserloslich)
1000 pl Ascorbinsaure-2- 0,2 mM 2mM
Phosphat

2.3.5 Zellkulturbedigungen adipogene Differenzierung

Die MSC wurden analog der osteogenen Differenzierung in einer 6-Well-Platte ausgesat (siehe
Tabelle 8). Die Zugabe des adipogenen Differenzierungsmediums nach Tabelle 10 erfolgte bei einer
Konfluenz von 100 % an der dichtesten Stelle. Alle 3-4 Tage fand der Mediumwechsel statt. Das
Differenzierungsmedium wurde vor jeder Zugabe frisch angesetzt. Der Nachweis der terminalen
Differenzierung, erfolgte durch Oil Red O Farbung. Die Zellen wurden fir maximal 4 Wochen in
adipogenem Differenzierungsmedium kultiviert.

Tabelle 10: Zusammensetzung des adipogenen Differenzierungsmediums

Ansatz bezogen auf 10 | Substanz Konzentration im Konzentration der

ml adipogenes Medium Stamml6sung

Medium

9610 pl DMEM

200 pl IBMX 500 puM 25 mM

100 pl Dexamethason 1uM 100 uM
(wasserléslich)

40 ul Indomethacin 200 nM 50 mM

50 ul ITS Lésung 5 pg/ml 0,01 mg/ml

2.3.6 Zellzahlung mittels CASY® TTC

Die automatische Zellzahlung mittels CASY® TTC beruht auf dem Prinzip eines Kapillarpartikelzahlers
mit Pulsflichenanalyse. 50 ul einer zu messenden Zellsuspension wurden in 10,0 ml einer
isotonischen Pufferlésung (CASYton) geldst. Die Zellen werden (ber eine Messkapillare, an der Gber
zwei Platinelektroden eine elektrische Spannung angelegt ist, geleitet. Wenn Zellen das elektrische
Feld passieren, entsteht ein Impuls, dessen Anzahl die Zellzahl reprdsentiert. Bei dem sogenannten
Stromausschlussverfahren korreliert die Hohe des Impulses mit der ZellgréRe. Die Bestimmung der
Viabilitat der Zellen beruht darauf, dass intakte Zellmembranen isolieren und im Gegensatz zu
permeabilisierten Membranen der Strom nicht durch die Zelle geleitet wird (Lindl et al., 2005). Bei
toten Zellen entspricht der Impuls nicht der GroRe der gesamten Zelle, sondern nur noch dem
Zellmatrixvolumen, das ungefahr dem Volumen des Zellkerns entspricht. Neben der Gesamtzellzahl
[Zellen/ml], der Zellzahl der viablen Zellen [Zellen/ml], dem Zellvolumen [fl], dem Zelldurchmesser
[um] und der Zellviabilitat [%] wird zusatzlich der Aggregationsfaktor der gemessenen Probe
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ermittelt. Zur Erstellung eines Messprogrammis fiir einen bestimmten Zelltyp wurden 200 ul 3 5 x 10°

Zellen in PBS mit 800 pl CASYblue, einer gebrauchsfertigen Losung zur Bestimmung des
Zellmatrixvolumens, versetzt. Nach 2 min Inkubationszeit wurden 9 ml CASYton hinzugefiigt und die
Probe mehrmals durch Invertieren vermischt. Mit Hilfe des CASY® TTC wurde anschlieBend eine
Dreifachmessung von 400 pl Proben durchgefiihrt. Neben dieser , Totprobe” wurde auch eine Probe
der viablen Zellen (200 pl Zellprobe + 9,8 ml CASYton) ohne CASYblue durchgefiihrt. Die Daten
wurden in das CASYblue Evaluationsprogramm eingebeben und dort Excel-basiert die optimale
Cursorpositionen zur Unterscheidung der Viabilitat mittels eines hinterlegten Algorithmus bestimmt
(siehe Abbildung 6). Hierbei ist das Volumen des Zellkerns fiir jede Zellart spezifisch. Die
Messprogramme flir MSC und Osteoblasten wurden aus gepoolten Zellen von n = 3 Normalspendern
erstellt.
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Abbildung 6: Messvorlage des CASY TTC® zur Bestimmung der Gesamtzellzahl [Zellen/ml], der Zellzahl der
viablen Zellen [Zellen/ml], dem Zellvolumen [fl], dem Zelldurchmesser [um] und der Zellviabilitit [%] von
mesenchymalen Stromazellen. Die Cursorpositionen wurden so berechnet, dass eine eindeutige
Unterscheidung der Zelltrimmer, toten Zellen und viablen Zellen moglich ist.

2.3.7 Kryokonservierung und Lagerung

Zur Langzeitlagerung von Zellen wurden diese in DMSO-haltigem Kryomedium in Stickstoff gelagert.
Stickstoff hat eine Temperatur von -196 °C und liegt somit unterhalb der Glasiibergangs-temperatur
(-138 °C) von Wasser, bei der Eis nicht mehr kristallin sondern amorph vorliegt. Eiskristalle wirden
die Zellen wahrend der Lagerungen schadigen, was durch diesen Prozess vermieden werden kann.
Zur Kryokonservierung der Zelllinien wurden diese wie bei der Zellpassagierung von der Flasche
gelost und auf eine Zellzahl von 8 x 10° bis 2 x 10° Zellen/ml in entsprechendem Medium eingestellt.
In einem auf 4 °C vorgekihlten, mit 99 %-igem Isopropanol gefiillten Kryo-Einfriergerat (Mr. Frosty)
wurden die Kryovials bereits mit 1 ml des Kryomediums (20 % DMSO + 80 % entsprechendes FCS)
befiillt. Der Mr. Frosty gewahrleistet eine gleichméaRige Temperaturerniedrigung von 1 °C/min. Die
Zellsuspension wurde dem vorgelegten Kryomedium langsam zugetropft. Die Kryovials wurden fir
24 h auf -80 °Cim Mr. Frosty gelagert und letztendlich in den Stickstofftank zur dauerhaften Lagerung
Uberfihrt.

Zur Wiederaufnahme der Zellen fir die weitere Kultivierung wurden die Kryovials aus dem
Stickstofftank entnommen und im 40 °C warmen Wasserbad soweit geschmolzen, bis lediglich ein
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gefrorener Kern im Vial erkennbar war. Diese Suspension wurde unverziiglich in 25 ml frischem
Kulturmedium aufgenommen und zentrifugiert (5 min, 4608 g, bei RT). Durch die Verdiinnung des
Kulturmediums und der schnellen Abnahme des Zentrifugationsiiberstandes konnen die
zytotoxischen Effekte des DMSO beim Auftauen so gering wie moglich gehalten werden. Die Zellen
wurden anschlieBend entsprechend der zuvor eingefrorenen Zellzahl in einer mittleren oder grofRen
Zellkulturflasche kultiviert.

2.3.8 Test auf Infektion der Zellen mit Mykoplasmen

Die Testung der Zellen auf mogliche Infektion mit Mykoplasmen wurde mit Hilfe des Mykoplasmen-
PCR Reaktionskits der Firma AppliChem durchgefiihrt. Es wurde gemal der Anleitung des Herstellers
1 ml Zellkulturtiberstand abpipettiert und zentrifugiert (2 min, 250 g bei RT). Der entstandene
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefil iiberfiihrt und erneut fiir 10 min, 20000 g bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das verbleibende Pellet in 50 pl des im Reaktionskit
enthaltenen Puffers resuspendiert. Die Probe wurde anschlieflend fiir 3 min bei 95 °C inkubiert. Zur
Vorbereitung der PCR wurden 5 pl Probe bzw. 1 pl der mitgelieferten Positivkontrolle in 4 pl Wasser
mit je 10 ul Reaktionsmix in 35 ul RNAse-freiem Wasser angesetzt. Der Reaktionsmix des Herstellers
enthalt Primer, eine thermostabile DNA-Polymerase, einen RNAse Inhibitor, entsprechende Puffer
und Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP). Zur Aktivierung der thermostabilen DNA-Polymerase
wurde zunachst im MasterCycler™ in einem 30 s andauernden Schritt die Probe auf 94 °C erhitzt. Zur
Amplifizierung wurde erneut 30 s auf 94 °C erhitzt, um die Helixstruktur der DNA aufzulésen. Das
Anlagern der Primer, das sogenannte Annealing, geschah bei 60 °C fiir 120 s. Die Amplifikation des
DNA Stranges erfolgt durch die enthaltene Polymerase (72 °C fir 5 min). Es wurden 35 Zyklen
ausgefuhrt. Zur Analyse mittels Elektrophorese wurden 20 ul des Produktes zusammen mit 1 pl des
6 x Ladepuffer auf ein 1,5 %-iges Agarosegel + 1 Tropfen Ethidiumbromid/50 ml (in TBE-Puffer, m/V)
aufgetragen. Ebenfalls wurde 1 pl des pUC 19/Mspl GréRenmarker zusammen mit 1 pl des 6 x
Ladepuffer und 4 ul Aqua purificata auf das Gel aufgetragen. Die Trennung erfolgte unter Anlegen
von 60 V Spannung fir die ersten 5-10 min bzw. 120 V im weiteren Verlauf der Elektrophorese. Das
zu erwartende Produkt, die RNA der 16S Ribosomen der Mykoplasmen (rRNA), ist 270 bp groR.

2.4  Charakterisierung von MSC

MSC werden Uber verschiedene Zelleigenschaften charakterisiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die MSC-Charakterisierung auf folgende beschriebene Merkmale beschrankt (Dominici et al., 2006):

e positive Oberflaichenantigenexpression: CD73, CD90, CD105,

o fehlende Oberflachenantigenexpression: CD14, CD19, CD34, CD45 und HLA-DR,

e plastikadhdrentes Wachstum,

e osteogene Differenzierungsfahigkeit,

e adipogene Differenzierungsfahigkeit,

e Expansionsfahigkeit in vitro.
Die Charakterisierung der MSC nach den angegebenen Kriterien erfolgte fiir jede in der Arbeit
verwendeten Spender- oder Patientenproben. Jegliches Bildmaterial zur Dokumentation wurden mit
einem Iphone 6S und dem Betriebssystem iOS 11.4 aufgenommen.
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2.4.1 Durchflusszytometrische Charakterisierung

Zur immunphéanotypischen Charakterisierung der MSC mittels Durchflusszytometrie wurden 1-5 x 10*
Zellen in 50 ul PBS in einem Durchflusszytometrie-Rohrchen vorgelegt. Die Zellen wurden fir 15 min
bei 4 °C unter Ausschluss von Licht mit 4 pl des entsprechenden Fluoreszenzantikérpers gegen CD14,
CD19, CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, HLA-DR, sowie IgG inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Probe mit 3 ml cellwash aufgefiillt und 5 min bei 200 g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das verbleibende Pellet in 200 ul PBS resuspendiert und zur Messung verwendet.
Die Zellen passieren wahrend der Messung verschiedene Laserstrahlen, durch deren Beugung
(forward scatter) bzw. Streuung (side scatter) das Volumen und die Granularitat der Zellen bestimmt
werden kann. Diese Eigenschaften der Zellen wurden fiir jede Probe anhand von ungefarbten Zellen
bestimmt, um somit fiir die fluoreszenzbasierte Messung die richtige Population auszuwahlen. Bei
den mit FITC- oder PE-gekoppelten Antikérpern werden durch den Einfall der Laserstrahlung
Elektronen in einen angeregten Zustand {berfihrt. Die Rilickkehr der Elektronen auf das
urspriingliche  Energieniveau wird von einem fir das Fluorophor charakteristischen
Photonenemissionsspektrum begleitet. Die Menge an detektierten Photonen ist dabei proportional
zur Menge der exprimierten Oberflaichenantigene. Pro Messung wurden 10000 PE- oder FITC-
markierte Zellen erfasst. Die Messung erfolgte mittels BD FACSCalibur™ mit der Software BD Cell
Quest Pro Version 6.0. Die Auswertung erfolgte mittels der Software FlowJo Version 10.1r5.

2.4.2 Nachweis des osteogenen Differenzierungspotentials

Zum Nachweis des osteogenen Differenzierungspotentials wurden die MSC fir 4 Wochen in
Differenzierungsmedium in einer 6- bzw. 24-Well-Platte kultiviert. Gleichzeitig wurden zur
Kontrollfarbung MSC auf der gleichen Platte mit Medium zur Expansion von MSC versetzt. Zur
osteogenen Differenzierbarkeit wurden die in den folgenden drei Kapiteln beschriebenen
Nachweismethoden verwendet.

2.4.2.1 Von Kossa Farbung

Bei dieser Fallungsreaktion reagieren die durch Mineralisierung entstehenden Phosphationen der
Osteoblasten mit den in dem Reagenz enthaltenen Silberionen unter UV-Lichteinwirkung zu einem
dunkelbraunen bis schwarzen Niederschlag (von Kossa, 1901; Clark, 1981). Nach Abpipettieren des
Mediums wurde der Zellrasen einmal mit 500 ul PBS gewaschen und anschlieBend mit 200 pul einer
auf -20 °C gelagertem Methanol:Aceton (1:1, V/V) Mischung bedeckt und fir 10 min bei -20 °C
inkubiert. Nach Abnahme des Fixierungsgemisches und Waschen des Zellrasens mit 500 pl Aqua
purificata wurde eine 5 %-ige Silbernitratlésung (m/V) auf die Zellen gegeben. Mit getffnetem
Plattendeckel wurde die 24-Well-Platte fir 10 min vor einer UV-Lampe inkubiert. AnschlieSend
wurde erneut mit 500 pl PBS gespilt und 2 min mit 300 pl einer 5 %-igen Natriumthiosulfatlosung
fixiert (m/V). Die Proben wurden am Ende jeder Reaktion zweifach mit 500 pl Leitungswasser
gewaschen.

2.4.2.2 ARS

Alizarinrot bildet mit zweiwertigen Kalziumionen charakteristische rote Chelatkomplexe aus. Nach
Entfernen des Mediums wurde der Zellrasen mit 500 pl PBS gewaschen, bevor dieser mit 200 ul
10 %-igem Formaldehyd (V/V) fur 15 min bei RT fixiert wurde. Nach zweimaligem Waschen mit 500 pl
PBS wurden die Zellen mit 200 pl einer 40 mM ARS-Losung fir 20 min unter Schiitteln (500 rpm) bei

55



Material und Methoden

RT inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die ARS-LOsung abpipettiert und die Probe viermal mit
je 800 ul Aqua purificata unter Schiitteln gewaschen.

2.4.2.3 Nachweis der ALP

Die ALP ist ein Enzym, dessen Expression bei der Osteogenese gesteigert wird (Robinson und
Soames,1924). Zum Nachweis wurde zunachst das Medium abgenommen und der Zellrasen mit 500
pl PBS gespiilt, um ihn anschliefend mit 200 pl 4 %-igem Paraformaldehyd fiir 3 min zu fixieren. Nach
erfolgreicher Fixierung wurde die Probe erneut dreifach mit 500 pl Aqua purificata gewaschen und
fir 30 min unter Ausschluss von Licht mit einer frisch angesetzten und filtrierten Farbelosung
inkubiert. Diese Farbelosung setzt sich in einem 1:2 Mischungsverhaltnis aus einer Natrium-Naphtyl-
Hydrogenphosphat- und Fast Red TR-Salz-Stamml6sung zusammen. Nach der Farbung wurde die
Probe dreimal mit Leitungswasser gespiilt.

Bei Bedarf wurden die Zellkerne nach Nachweis der ALP oder der von Kossa-Farbung mit Mayers
Hamalaun und anschlieBendem Leitungswasser gegengefarbt und mit einigen Tropfen Glycerin
bedeckt. Die Auswertung erfolgte makroskopisch sowie mit Hilfe eines Lichtmikroskops.

2.4.3 Nachweis des adipogenen Differenzierungspotentials

Die adipogene Differenzierung von MSC nach 4 Wochen Inkubation der Zellen in entsprechendem
Differenzierungsmedium wurde mittels Oil Red O-Farbung nachgewiesen. Simultan wurden MSC auf
der gleichen Platte mit MSC-Expansionsmedium versetzt, um eine Kontrolle zu gewahrleisten. Fir die
Farbung wurde zunadchst das Medium abpipettiert und die Zellen mit 500 ul PBS gewaschen. Zur
Fixierung wurden die Zellen fir 3 min in 200 pl 4 %-igem Paraformaldehyd fixiert und anschliefend
zweimal mit 500 pl Aqua purificata gewaschen. Nach 5-mindtiger Inkubation mit 200 pl 60 %-igem
Isopropanol wurden die Zellen fiir 15 min bei RT mit der Oil Red O-Gebrauchslosung (Oil Red O-
Stammldsung im Mischungsverhiltnis 6:4 mit Aqua purificata verdinnt und nach 24 h filtriert)
gefarbt. Der lipophile Farbstoff lagert sich in dieser Zeit in die Lipidvakuloen der Zellen ein.
Abschlieend wurde die Probe kurz mit 60 %-igem Isopropanol differenziert und zweifach mit
Leitungswasser gesplilt.

Eine Gegenfarbung der Zellkerne mit Mayers Hamalaun und anschlieBendem Blauen mit
Leitungswasser wurde bei Bedarf vorgenommen. Die Zellen wurden im Anschluss mit einigen Tropfen
Glycerin bedeckt.

2.5 Bortezomibquantifizierung mittels UPLC/MS/MS

Die Aufarbeitung und Messung der Proben wurde im Analytischen Labor der Abteilung Klinische
Pharmakologie und Pharmakoepidemiologie durchgefiihrt. Nach der Extraktion von Bortezomib aus
den Probenmatrices durch liquid-liquid-extraction (LLE) oder solid-phase-extraction (SPE) erfolgte die
Quantifizierung von Bortezomib in Zellpellets und Zellkulturiiberstinden mittels der bereits
etabliertem und validierten UPLC/MS/MS-Methode (Clemens et al., 2014). Bei diesem Verfahren
wird die Probe in einem Eluentengradienten unter hohem Druck (30 PSI, Flussrate 0,80 ml/min) tber
die stationdre Phase mit integriertem Filter (Acquity BEH-C18-S&dule mit 1,7 um; 2,1 x 50 mm) unter
konstanter Temperatur (40 °C) gepumpt. Die Trennung erfolgt nach dem reversed phase Prinzip der
FlUssigchromatographie durch verschiedene Wechselwirkungen der Probe mit der mobilen und
stationdren Phase. Der Eluent setzte sich zu Beginn aus 5 % ACN + 0,01 % Ameisensaure (E1) und
95 % H,0 (UPLC Grade) + 0,01 % Ameisensaure (E2) zusammen. Die Zusammensetzung des Eluenten
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wurde zeitabhangig nach Injektion der Probe wie in Tabelle 11 angegeben variiert
(Eluentengradient).

Tabelle 11: Eluentengradient der ultra-performance liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry Methode zur Quantifizierung von Bortezomib

Zeit nach Injektion der Zusammensetzung Anteil der Anteil
Probe [min] organischen Phase wassrigen
E1 [%] Phase E2 [%]

0-0,25 Konstant 5 95

0,25-1 Langsamer Gradient auf 30 70

1-1,5 Konstant 30 70

1,5-1,75 Langsamer Gradient auf 90 10

1,75-2 Langsamer Gradient auf 5 95

Die Retentionszeiten (d8-Bortezomib = 1,32 min und Bortezomib = 1,33 min) der Analytmolekile
ermoglichen eine chromatographische Trennung der Analyten von der Probenmatrix, bevor diese
durch Elektrosprayinonisation (ESI) in den gasformigen Zustand Uberfihrt und ionisiert werden. Bei
diesem Verfahren wird der Eluent mit den enthaltenen Analyten einer Kapillare zugefiihrt an der eine
Spannung (spray voltage 1800 V, Cone voltage 20 V) anliegt. Durch das elektrische Feld zwischen
Kapillare und Gegenelektrode werden die Analyttropfen gleicher Ladung am Ende der Kapillare
gesammelt und bilden einen sogenannten Taylor-Konus aus, der an seiner Spitze aufgrund der
Coulomb-AbstoRung der Ladungen zu einem Aerosol fiihrt. Das Verdampfen des Eluenten durch das
eingeleitete Desolvationsgas (Stickstoff, 600 |/h, Desolvationstemperatur 600 °C) fihrt letztendlich
zum Vorliegen der reinen vorwiegend ionisierten Analytmolekiile. Uber die sogenannte cone werden
diese mittels StepWave™ zum Triple-Quadrupol-System geleitet. Im ersten Quadrupol werden die
geladenen Analytionen zunachst in einem elektrischen Feld beschleunigt. Passieren diese dann die
Stabelektroden findet eine Trennung nach Masse (m) und Ladung (z) statt. Durch eine voreingestellte
Wechselspannung gelangen nur Teilchen mit einem definierten m/z Verhiltnis den Quadrupol und
werden im Anschluss in einer StoBkammer durch das enthaltene Kollisionsgas Argon (0,18 ml/min)
fragmentiert (collision induced dissociation). Diese Fragmente werden im nachgeschalteten zweiten
Quadrupol erneut nach einem bestimmten m/z Verhiltnis getrennt und letztendlich durch einen
Detektor quantifiziert. Die m/z Ubergédnge der Haupt- zu Fragmentionen wurden mittels multiple
reaction monitoring mode registiert und eindeutig zugeordnet (m/z = 367 2 m/z = 226 bei 18 V fir
Bortezomib (quantifier), m/z = 367 = m/z = 208 bei 28 V fiir Bortezomib (qualifier) und m/z = 375 2>
m/z = 234 bei 18 V fir d8-Bortezomib).

Die etablierte Methode wurde gemald der geltenden FDA Guideline (FDA, 2018; EMA, 2011) und den
darin enthaltenen Angaben zur Genauigkeit (accuracy), Prazision (precision), Extraktionsraten
(recoveries) und Robustheit (robustness) validiert. Die Parameter wurden in drei unabhangigen
Experimenten mit 6 x 4 QC Proben und 8 Kalibrationspunkten erhoben und innerhalb eines
Versuches (within-batch), als auch im Vergleich unter den Versuchsreihen (batch-to-batch).

2.5.1 Bortezomibexposition der Zellen und Probenaufarbeitung

Zur Quantifizierung der intra- und extrazelluldren Bortezomibkonzentration nach Inkubation der
Zellen mit Bortezomib allein oder in Kombination mit anderen Wirkstoffen (Tabelle 12) wurden diese
stets mit einer Konzentration von 5 nM Bortezomib exponiert. Diese Konzentration wurde gewahlt,
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da sie klinisch relevant ist und der mittleren ICsq der Zellviabilitatsversuche und Hemmung der CT-like
Proteasomenuntereinheit aller getesteten Myelomzelllinien entspricht (Clemens et al., 2015;
Dettmer et al., 2016). Die verwendete 854 uM Stammldsung zur Herstellung der Verdlinnung fir die
Inkubationsexperimente entsprach der fir die Kalibration der UPLC/MS/MS Methode verwendeten
Wirkstofflosung.

Fir die Simulation des Kombinationstherapieregimes PAd in vitro wurden 2 uM Doxorubicin,
entsprechend der Plasmakonzentration nach einer i.v. Infusionsrate von 9 mg/m? und 0,3 uM
Dexamethason, Ubereinstimmend mit einer C..,« von 126 pg/l nach einer oralen Einfachgabe von 20
mg (EMA Assessment Report Neofordex, 2014), mit 5 nM Bortezomib kombiniert (Barpe et al., 2010).
Die therapeutischen Plasmakonzentrationen in vivo bildeten auch die Grundlage zur Wahl der
Konzentrationen der Substanzen des VMP Therapieregimes. Die Zellen wurden mit 5 nM Bortezomib,
0,6 uM Melphalan bezogen auf die C,. nach Gabe einer oralen Dosis von 10 mg und 3 uM
Prednisolon entsprechend eines maximalen Plasmaspiegels nach 100 mg oraler Dosierung exponiert
(Czock et al., 2005; Sviland et al., 1987). Prednisolon ist der in der Leber gebildete aktive Metabolit
des in vivo verabreichten Prednison. Prednison wird in vivo zu 100 % zu Prednisolon metabolisiert
(Frey and Frey, 1990). Die in vitro verwendete Prednisolonkonzentration entspricht demnach der C,,,
nach oraler Predisongabe.

Zur Untersuchung des Einflusses der Endothelinrezeptorblockade auf die intrazellulare Akkumulation
wurde 5 nM Bortezomib mit 100 uM Bosentan, einem unspezifischen Endothelinrezeptorblocker
kombiniert.

Die Zellen wurden in 6-Well-Platten, je nach Fragestellung, mit den unterschiedlichen Wirkstoffen
unter variierenden Inkubationszeiten exponiert (Tabelle 12).

Tabelle 12: Zellart-spezifische Wirkstoffexposition unter Beriicksichtigung der Expositionszeit und
eingesetzten Zellmenge

Zellart Wirkstoffexposition Expositionszeit Ungefahre
Zellzahl pro
Pellet

Vorversuch zur 5 nM Bortezomib 10min,1h,2h,4h,6h,24h 1x 10

intrazelluldren
Quantifikation von
Bortezomib in
<1x10° Zellen/Pellet

Primare 5 nM Bortezomib 1h,4h,24h 5x 10*

Myelomzellen

MSC 5 nM Bortezomib 10 min, 1h,2h,4h,6h,24h, |1x10°
48 h

Osteoblasten 5 nM Bortezomib 10 min,1h,2h,4h,6h, 24 h, 1x10°
48 h

Myelomzelllinien 5 nM Bortezomib 10 min, 1 h, 2 h, 1x10°

4h,6h,24h,48h
PAd Therapieregime: 10 min,1h,2h,4h,6h, 24 h, 1x10°
5 nM Bortezomib 48 h
+ 200 nM Doxorubicin
+300 nM
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Dexamethason
VMP Therapieregime: | 10 min,1h,2h,4h,6h, 24 h, 1x10°
5 nM Bortezomib 48 h

+ 600 nM Melphalan
+ 3,1 uM Prednisolon
5 nM Bortezomib 10 min,1h,2h,4h,6h, 24 h, 1x10°
+ 100 uM Bosentan 48 h

In Abhadngigkeit vom Zelltyp wurden die Pellets der Proben auf unterschiedliche Weise generiert: Zur
Bestimmung der tatsachlichen zugegebenen Bortezomibkonzentration (Soll: 5 nM) wurde in jedem
Experiment zweimal 500 ul der Ausgangslosung von Bortezomib in entsprechendem
Zellkulturmedium entnommen. Zur Anfertigung der Kalibrierreihe und QC-Proben der extrazelluldren
Bortezomibquantifizierung mittels UPLC/MS/MS wurde bei jedem Versuchsansatz 15 ml des
verwendeten Mediums in ein Zentrifugenréhrchen abgefillt. Alle Proben wurden bis zur analytischen
Aufarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.5.1.1 Vorversuch zur intrazelluliren Quantifikation von Bortezomib in < 1 x 10°
Zellen/Pellet

Zur Quantifizierung von Bortezomib in Pellets primérer Zellen < 1 x 10° Zellen/Pellet wurde zunéchst
ein Vorversuch in Multiplen Myelomzellen durchgefiihrt. Hierzu wurden 1 x 10* Karpas-620
Zellen/ml/Well in einer 6-Well-Platte fiir 10 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h und 24 h mit 5 nM Bortezomib
haltigem RPMI-8226 1640 + 10 % FCS + 1 % PS + 1 % GLU exponiert. Diese Multiple Myelomzelllinie
zeigte in vorangegangenen Experimenten nach Inkubation mit 1 nM Bortezomib die niedrigste
mittlere intrazellulare Maximalkonzentration (22 pM) (Clemens et al., 2015). Die Zellen wurden nach
der entsprechenden Inkubationszeit im Well resuspendiert und in ein 2 ml ReaktionsgefaR auf Eis
Uberfuhrt. Die Zellzahl, Zellviabilitat, Zellvolumen und Zelldurchmesser wurden mittels CASY® TTC mit
dem Messprogramm fir Karpas-620 ermittelt. Nach der Zentrifugation der Proben (4 °C, 271 g, fir
5 min) wurden 500 pl des Uberstandes zur Analyse in ein neues ReaktionsgefiR tberfiihrt. Der Rest
des Uberstandes wurde verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml auf 4 °C vorgekiihltem PBS
resuspendiert, zentrifugiert (4 °C, 271 g, fir 5 min) und anschlieRend der Uberstand nochmals
verworfen. Dieser Schritt wurde zum erneuten Waschen wiederholt. Fiir jeden Inkubationszeitpunkt
wurden Tripletts der Proben angefertigt. Fiir die QC-Probe wurde ein Pellet aus 1 x 10* Zellen ohne
Bortezomibexposition generiert.

2.5.1.2 Primdre Myelomzellen

Eine Gesamtzahl von 5 x 10° primaren Myelomzellen wurden direkt nach der Isolation mit je 10 ml
Medium in einer Endkonzentration von 5 x 10* Zellen/ml/Well in einer 6-Well-Platte ausgesat. Die
Proben wurden sofort mit 1 ml Bortezomib-haltigem RPMI 1640 + 10 % FCS+ 1 % PS + 1 % GLU
(10 nM Bortezomib, da 1:2 verdiinnt) versetzt. Nach 1 h, 4 h und 24 h Inkubation unter
Standardzellkulturbedingungen wurden drei Proben durch Resuspendieren und Uberfiihren der
gesamten Zellsuspension in ein 2 ml ReaktionsgefalR direkt auf Eis gestellt. Zur Kontrolle der Zellzahl,
Zellviabilitat und Ermittlung des Volumens, sowie Durchmesser der Zellen wurden 50 ul der Probe zur
Analyse mittels CASY® TTC entnommen. Ein individuelles Messprogramm war aufgrund der
limitierten Zellmenge nicht umsetzbar, aus diesem Grund wurden alle primaren Myelomzellen mit
der Messvorlage fir die Myelomzelllinie EJM gemessen. Nach der Zentrifugation der Proben bei 4 °C,
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271 g, fiir 5 min wurden 500 pl des Uberstandes zur Analyse entnommen. Der Rest des Uberstandes
wurde verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml auf 4 °C vorgekiihltem PBS erneut resuspendiert und
zentrifugiert (4 °C, 271 g, fir 5 min) und anschlieBend der Uberstand abgenommen. Dieser Schritt
wurde zum erneuten Waschen wiederholt. Fir jeden Inkubationszeitpunkt wurden Tripletts der
Proben angefertigt. Fiir die QC-Probe wurde ein Pellet aus 1 x 10* Zellen ohne Bortezomibexposition
generiert.

2.5.1.3 MSC

Zur Ermittlung der Bortezomibakkumulation in MSC wurden fiir einen Versuchsansatz 5 x 10* bis 1 x
10° Zellen in 1 ml Medium/Well einer 6-Well-Platte ausgesat. Nach den Standardzellkultur-
bedingungen wurden die MSC bis zu einer Konfluenz von 100 % kultiviert. Das Kulturmedium wurde
in jedem Well abgenommen und durch 1 ml/Well einer 5 nM Bortezomiblésung in DMEM + 10 % FCS
+1%PS+ 1% GLU ersetzt. Nach 10 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h, 48 h Inkubation unter
Standardzellkulturbedingungen wurden 500 ul des Uberstandes direkt aus dem Well in ein 1,50 ml
ReaktionsgefaR iiberfiihrt. Der restliche Uberstand wurde abgenommen und die Proben mit 1 ml auf
4 °C vorgekiihltem PBS gewaschen. Zum Ablosen der Zellen vom Boden der Platte wurde nach
Entfernen des PBS 500 pl Trypsin/EDTA (0,25 %/1 mM) zugegeben. Nach 5 min Inkubationszeit bei
37 °C wurde zum Abstoppen der Trypsinwirkung 1 ml des Abstoppmediums (DMEM + 20 % FCS,
entsprechend der 5-fachen Menge des zugebenen 0,25 %/1 mM Trypsin/EDTA) zugegeben,
resuspendiert und in ein 1,5 ml low binding Reaktionsgefall auf Eis Uberflhrt. Eine Probe von 50 pl
Zellsuspension wurde zur Bestimmung der Zellzahl, Zellviabilitdt, Durchmesser und Volumen der
Zellen in der Probe entnommen und mittels CASY® TTC analysiert. Die Proben wurden anschlieend
bei 4 °C fiir 5 min bei 271 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zur Entfernung méglicher
extrazellularer Bortezomibreste wurde die Probe zweimal mit je 1 ml eiskaltem PBS bei den gleichen
Zentrifugationsbedingungen  gewaschen. Es  wurden mindestens drei Proben pro
Inkubationszeitpunkt generiert. Zur Kontrolle wurden zwei unbehandelte Pellets unter gleichem
Versuchsablauf angefertigt.

2.5.1.4 Osteoblasten

Analog zur Quantifizierung der intrazellularen Bortezomibanreicherung in MSC wurden zunachst 5 x
10 bis 1 x 10°> MSC Zellen/Well bis zu 100 % Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden fiir 14 Tage mit
osteogenem Differenzierungsmedium kultiviert. Nach positivem Nachweis der osteogenen
Differenzierung mittels ARS in einem Kontroll-Well wurden die Zellen mit Bortezomib-haltigem
Medium (5 nM Bortezomib in DMEM + 10 % FCS + 1 % PS + 1 % GLU) fiir 10 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h,
24 h, 48 h exponiert. Zur Bestimmung der extrazelluldaren Bortezomibkonzentration wurden 500 pl
des Zellkulturmediums in ein Reaktionsgefald Gberfihrt. Zur Generierung der Pellets wurde zunachst
das verbleibende Medium abpipettiert und 1 ml kaltes PBS zugegeben (4 °C). Die Zellen sind durch
die Kalzifizierung bei der Osteoblastogenese nicht mittels Trypsin abldsbar und wurden daher mit
einem Zellschaber zundchst vom Plattenboden gel6st. Die Zellen wurden mittels Pipette 10-fach
resuspendiert, um die Anzahl der Zellagglomerate zu reduzieren, und anschlieRend in ein
eisgekiihltes 1,5 ml Jlow binding ReaktionsgefalR ((berfihrt. Fir die Berechnung der
Bortezomibkonzentration relevanten Zellparameter wurden mittels CASY® TTC analysiert. Zunachst
wurden die Zellen zu einer besseren Komprimierung der Pellets fir 10 min bei 4 °C, 271 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml kaltem PBS (4 °C) versetzt. Die
Zellen wurden erneut 5 min bei 271 g, 4 °C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes und
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erneutem Hinzufligen von kaltem PBS erfolgte der letzte Zentrifugationsschritt (5 min, 1000 g bei
4 °C. Neben den mit Bortezomib exponierten Zellproben (mindestens n = 3 pro Inkubations-
zeitpunkt) wurde auch mindestens ein Pellet zur QC ohne Bortezomibinkubation generiert.

2.5.1.5 Zelllinien des Multiplen Myeloms

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Myelomzelllinen wurden mit einer Zellzahl von 2 x 10°
Zellen/Well in einer 6-Well-Platte ausgesat. Fir die Versuchsserien mit 5 nM Bortezomib oder den
Wirkstoffkombinationen PAd, VMP oder 5 nM Bortezomib mit 100 uM Bosentan (siehe Tabelle 12)
wurde je 1 ml der doppelt konzentrierten Losung (1:2 Verdiinnung) zur Zellsuspension hinzugegeben.
Nach entsprechender Expositionsdauer (10 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h, 48 h) wurden die
teiladhdarenten Zellen mit einem Zellschaber gelost und analog zu den Suspensionszellen nach
mehrmaligem Resuspendieren wurde je 1 ml der Zellsuspension in ein 1,5ml low binding
Reaktionsgefal auf Eis tiberflihrt. Mittels CASY® TTC wurden die Zellparameter der Proben bestimmt.
Nach Zentrifugation der Zellsuspension fiir 5 min, 271 g, 4 °C wurden 500 pl des Uberstandes
abgenommen und das Pellet unter gleichen Zentrifugationsbedingungen zweimal mit kaltem PBS
(4 °C) gewaschen. Fir eine Kalibrierreihe und die QC-Proben wurden 30 Pellets aus Zellkultivierung
derselben Zellen ohne Bortezomib oder andere Wirkstoffkombination a 1 x 10° Zellen generiert. Fir
jeden Inkubationszeitpunkt wurden mindestens n = 3 Proben generiert.

2.5.2 Standardlésungen der UPLC/MS/MS Methode

Zur Erstellung einer Kalibrierreihe wurde eine 854 uM Bortezomib Stammldsung (in ACN/H,0 (1:1;
V/V) + 0,01 %) Ameisensiure verwendet, die gemaR der bekannten Stabilitdtsstudien bei -25 °C unter
Ausschluss von Licht gelagert wurde (Andre et al., 2005; Clemens et al., 2014). Diese Stammldsung
wurde zum einen zur Herstellung der Kalibrationsstandards der UPLC/MS/MS Methode, zum
anderen auch zur Inkubation der Zellen zur Quantifizierung der intra- und extrazelluldren
Bortezomibkonzentration, sowie zur Aktivitatsbestimmung der Proteasomenuntereinheiten unter
Bortezomibexposition (1 h, 6 h, 24 h, 48 h) der in der Arbeit beschriebenen Zelltypen verwendet.

Zur Kalibrierung wurden 12 Verdiinnungen in ACN/H,0 (1:1; V/V) + 0,01 % Ameisensaure (0,5; 1; 2; 5,
10; 20; 80; 200; 500; 750; 1000 und 2500 pg/Probe) aus der Stammldsung hergestellt. Die niedrigste
Konzentration von 0,5 pg/Probe (13 pM) entspricht hierbei dem lower limit of quantification (LLOQ).
Die Kalibiergerade wurde mittels linearer Regression (1/x) berechnet. Fir die QC-Verdiinnungen
wurden eine 1,7 mM Stammldsung eingewogen. Aus dieser Losung wurden vier QC-Standards
erstellt: QC A = 2,05 pg/Probe (53 pM), QC B = 272 pg/Probe (7,08 nM), QC C = 658 pg/Probe
(17,2 nM) und QC D = 7,26 pg/Probe (189 pM). Die Kalibrier- und QC-L6sungen wurden bei der
Vorbereitung der Uberstinde und Pelletproben unbehandelten Pellets oder reinem Medium
zugesetzt, ebenfalls mittels LLE oder SPE extrahiert und mittels UPLC/MS/MS quantifiziert. Fur alle
Kalibrierpunkte und QC-Standards wurden Zweifachbestimmungen innerhalb einer Messung
durchgefiihrt. Als interner Standard (1S) wurde d8—Bortezomib in einer Konzentration von 200 pg/ml
(entspricht 510 uM) zu jeder Probe zugesetzt.
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2.5.3 LLE-Methode zur Extraktion von Bortezomib aus Zellpellets und
korrespondierendem Zellkulturiiberstand

Wie bereits publiziert wurden die Proben bis Mai des Jahres 2018 mittels LLE zur Analyse
aufgearbeitet. Hierflr wurden je 100 pl der Zellkulturiberstande, reines Medium, sowie der bei den
Experimenten eingesetzten Wirkstofflosung zur Aufarbeitung in ein ReaktionsgefaR Uberfiihrt
(Clemens et al.,, 2014). Die Proben wurden im Anschluss mit 900 pl 0,1 M HCI, 25 ul IS (d8-
Bortezomib) und 25 ul der entsprechenden Kalibrationslosungen, QC oder ACN/H,O (1:1; V/V)
versetzt und fiir 10 s gevortext. Nach Uberfiihrung der Lésung in ein 12 ml Zentrifugenrdhrchen
wurde zur Extraktion der organischen Bestandteile 5 ml MTBE zugegeben. Nach 15-minitigem
Mischen durch Invertieren liber Kopf wurden die Proben 10 min, 3000 g, bei RT zentrifugiert. Von
dem entstandenen Uberstand wurden 4 ml unter konstanter Stickstoffzufuhr eingedampft. Der
Riickstand wurde in 100 pl des Eluenten (ACN + 0,01 % Ameisensaure/H,0 + 0,01 % Ameisensaure im
Mischungsverhaltnis 5/95, V/V) resuspendiert und 5 min gevortext und fir 1 min in das
Ultraschallbad gegeben. Jeweils 350 ul der Probe wurden in eine 96-Well-Platte tberfihrt und 20 pl
durch den Autosampler in das UPLC/MS/MS Gerét injiziert und mit einer Flussrate von 0,80 ml/min
Uber die Chromatographiesdule zur MS/MS gefuhrt.

Zur Aufarbeitung der Pelletproben mit Bortezomib oder unbehandelter Pellets zur Kalibrierung bzw.
QC wurden diese ebenfalls mit 900 pl HCI, 25 pl IS, 25 pl ACN/H,0 (1:1, V/V) und auBerdem 100 pl
H,0 + 0,01 % Ameisensaure versetzt. Die Zellen wurden im Anschluss ebenfalls 10 s gevortext und zur
Auflosung der zelluldren Struktur fir 3 min im Ultraschallbad behandelt. Die weitere Aufarbeitung
erfolgte analog zu der bereits fiir die Zellkulturtiberstande beschriebenen Arbeitsweise.

2.5.4 SPE-Methode zur Extraktion von Bortezomib aus Zellpellets und
korrespondierendem Zellkulturiiberstand

Zur Reduktion von Effekten koeluierender Matrixbestandteile der Proben wurde das
Extraktionsverfahren von Bortezomib optimiert und eine SPE-Methode etabliert und validiert. Zur
Aufarbeitung der Proben wurden diese mit 900 pl 0,1 M HCI, 25 ul IS (d8-Bortezomib) und 25 ul der
entsprechenden Standardlésung bzw. ACN/H,O (1:1; V/V) versetzt. Die Zellsupsensionen bzw.
Losungen wurden im Anschluss gevortext, fir 3 min im Ultraschallbad homogenisiert und 5 min
zentrifugiert (3000 g, RT). Zur Extraktion von Bortezomib wurde eine HLB Chromabond Kartusche pro
Probe zunidchst mit 1 ml 5 %-igen MeOH konditioniert, sowie mit 1 ml 0,10 M HCI gespilt, dem
Losungsmittel in dem die eigentliche Probe gel6st ist. Es wurde ein Probevolumen von 1 ml
aufgegeben und die Kartusche anschlieBend mit 1 ml 0,10 M HCL, sowie 5 %-igen MeOH
nachgewaschen. Die Elution des Analyten aus dem Sorbens der Kartusche erfolgt im Anschluss mit
1 ml MeOH in ein Glasrohrchen. Die Probe wurde fir 30 min unter konstanter Stickstoffzufuhr
eingedampft und anschlieRend in 100 pul des Eluentengemisches (95 % H,0 + 0,01 % Ameisensaure +
5 % ACN mit 0,01 % Ameisensdure) aufgenommen. Nach 5 min vortexen der Proben und 1 min im
Ultraschallbad wurden 350 pl in 96-Well-Platte Uberfihrt. Es wurden 20 pl der Probe mittels
Autosampler zur Analyse mittels UPLC/MS/MS in das Gerét injiziert.
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2.5.5 Berechnung der intra- und extrazellularen Bortezomibkonzentration

Die Bestimmung der Konzentration erfolgt Uber das Verhaltnis der Peakflaichen zwischen den
gemessenen Analyten (Bortezomib quantifier: m/z = 367 -> m/z = 226 bei 18 V) und des IS (d8-
Bortezomib, m/z=375->m/z = 234 bei 18 V).

Die bereits mittels CASY® TTC bei der Probenvorbereitung erhaltene Zellzahl der lebenden Zellen (mit
Ausnahme der Osteoblasten bei denen die Gesamtzellzahl eingerechnet wurde) und mittleres
Zellvolumens [fl] ergeben durch Multiplikation das Pelletvolumen [ul]. Die intrazelluldre
Bortezomibkonzentration wurde folgendermaRen berechnet:

Bortezomibonzentration [%] 6
) . . mol Pelletvolumen [ul] *10
Intrazellulare Bortezomibkonzentration [—l | = 384 L]

mol

Fiir die extrazellulare Bortezomibkonzentration wurde folgende Berechnungsgrundlage verwendet:

6
Bortezomibkonzentration [&pl] * 10) *10

100
384 [ﬁ]

. , , , 1
Extrazellulare Bortezomibkonzentration in [%] = (

Die Versuche wurden mindestens in Triplikaten ausgefiihrt und der Mittelwert = Standard-
abweichung (SD) zur Berechnung und graphischen Darstellung herangezogen.
Zur Beurteilung der Gesamtakkumulation von Bortezomib Uiber den gesamten Inkubationszeitraum
von 48 h wurde fiir die intrazellulare Konzentration auch die AUCy.ss, durch das Integral der Flache
unter der Kurve fir die unterschiedlichen Zelltypen berechnet und verglichen.

2.6 Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitat

Die Beeinflussung der Zellviabilitdit durch verschiedene Konzentrationen von Bortezomib,
Doxorubicin, Dexamethason, Melphalan, Prednisolon, BQ123 und BQ788 bzw. Bortezomib innerhalb
bestimmter Therapieregime (siehe Tabelle 13) wurde mittels alamarBlue® Assay bestimmt. Der im
Reaktionsgemisch enthaltene, nicht zytotoxische, zellpermeable Farbstoff Resazurin ist ein Indikator
fir das Reduktionspotential der Zelle und damit fir deren Aktivitat der Atmungskette. Das nicht
fluoreszierende, blau erscheinende Resazurin wird in viablen Zellen zu Resorufin einem roten,
fluoreszierenden Farbstoff reduziert.

Nach entsprechender Inkubationszeit (Tabelle 13) wurden unabhangig vom Zelltyp in jedes Well der
96-Well-Platte 10 pl alamarBlue® Reagenz hinzugefligt. Die Proben wurden anschlieRBend fiir 3 h bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Fluoreszenz wurde bei 544 nm Anregungswellenldnge und
590 nm Emissionswellenlange mittels Ascent Fluoroskan gemessen. Fir jeden Wirkstoff bzw. jede
Wirkstoffkombination wurden in mindestens drei unabhangigen Experimenten mit je Octuplets jeder
Wirkstoffkonzentration durchgefiihrt. Die Zellviabilitat [%] wurde hierbei folgendermalien berechnet:

Zellviabilitat [%] =

Fluoreszenz der behandelte Zellen—blan
* 100

Fluoreszenz unbehandelt Zellen

Flr die Durchfiihrung der Viabilitdtsassays wurde eine 31 mM Bortezomibstammlésung verwendet.
Die Gebrauchslosungen aller Wirkstoffe wurden auf einen DMSO Anteil < 0.1 % verdinnt, um
zytotoxische Effekte durch das Losungsmittel ausschliefen zu kénnen.
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2.6.1 Bestimmung der Sensitivitdt gegeniiber Wirkstoffen in Zelllinien des
Multiplen Myeloms

Zur Bestimmung der Sensitivitdit von Myelomzellen gegenliber der in Tabelle 13 genannten
Wirkstoffe als Einzelsubstanz oder im Vergleich zu Kombinationstherapieregimen wurden 1 x 10*
Zellen in 50 pl Medium/Well in einer 96-Well-Platte ausgeséat. Die erste Spalte der Platte wurde ohne
Zellen mit lediglich 100 ul reinem Zellkulturmedium befllt (Leerwert). Die Zellen wurden fiir 24 h,
48 h bzw. 5 Tage mit 50 pl Medium mit variierenden Wirkstoffkonzentrationen (zweifach
konzentriert, da 1:2 verdiinnt) gemal} Tabelle 13 bei 37 °C unter normalen Zellkulturbedingungen
exponiert. Eine Spalte wurde mit 100 pl wirkstofffreiem Medium behandelt, um 100 % viable Zellen
als Referenz (Proliferationskontrolle) zu erhalten. Bei einer Inkubation mit Bortezomib innerhalb des
PAd- oder VMP-Regimes wurden aulRerdem Zellen der 96-Well-Platte mit jeweils 0,2 uM Doxorubicin
und 0,3 uM Dexamethason, bzw. 0,6 uM Melphalan und 3,1 uM Prednisolon versetztem Medium
exponiert, um mogliche Einflisse der Substanzen in den verwendeten Konzentrationen auf die
Zellviabilitat auszuschliefen. Die Zellviabilitdt wurde dann wie bereits beschrieben mittels
alamarBlue® Assay bestimmt.

Tabelle 13: Verwendete Konzentrationen und Expositionszeiten zur Bestimmung der Sensitivitdt gegeniiber
Wirkstoffen in Zelllinien des Multiplen Myeloms

Wirkstoff Konzentration [uM] Expositions-
dauer

Bortezomib 0,001; 0,002; 0,01, 0,02; 0,10; 0,20; 1; 2; 10 24 h
0,002; 0,001; 0,002; 0,01; 0,02; 0,1;0,2; 1; 2; 10 48 h
0,000005; 0,00001; 0,00005; 0,0001; 0,0005; 0,001; 5 Tage
0,005; 0,01; 0,05; 0,1

Bosentan 0,01-100 48 h

BQ123 0,002-20 48 h

BQ788 0,002-20 48 h

PAd Therapieregime: 24 h

Bortezomib 0,001; 0,002; 0,01, 0,02;0,1;0,2;1; 2; 10

Doxorubicin +0,2

Dexamethason +0,3

VMP Therapieregime: 24 h

Bortezomib 0,001; 0,002; 0,01, 0,02;0,1;0,2; 1; 2; 10

Melphalan +0,6

Prednisolon +3,1

Bortezomib 0,0002; 0,001; 0,002; 0,01; 0,02; 0,10; 0,20; 1; 2; 10 48 h
+ 100

Bosentan

Bortezomib 0,0002; 0,001; 0,002; 0,01; 0,02;0,1; 0,2; 1; 2; 10 48 h
+ 100

BQ123

Bortezomib 0,0002; 0,001; 0,002; 0,01; 0,02;0,1; 0,2; 1; 2; 10 48 h
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+ 100

BQ788

Bortezomib 0,0002; 0,001, 0,002; 0,01; 0,02; 0,1;0,2; 1; 2; 10 48 h
+0,1

ET-1

2.6.2 Bestimmung der Sensitivitat gegeniiber Bortezomib in MSC

Die MSC wurden in Vorbereitung auf den Assay mit 1 x 10" Zellen/Well in eine 96-Well-Platte
ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 100 % unter Standardzellkulturbedingungen kultiviert. Die
erste Spalte der Platte wurde fiir die Leerwert-Kontrolle bei der Zellaussat ausgespart. Nach
Entfernen des Zellkulturmediums wurden die Zellen mit 100 pl aufsteigenden Konzentrationen
Bortezomib (Tabelle 14) in DMEM + 10 % FCS + 1 % PS + 1 % GLU versetzt. Die ersten beiden Spalten
wurden mit Bortezomib-freiem Kulturmedium versetzt (Leerwert, Proliferationskontrolle).

Tabelle 14: Verwendete Bortezomibkonzentrationen und Expositionszeiten zur Bestimmung der Sensitivitat
gegeniiber Bortezomib in mesenchymalen Stromazellen

Wirkstoff Konzentration [uM] Expositions-
dauer
Bortezomib 0,01;0,05;0,1;0,5; 1; 5; 10; 50; 100 48 h

0,000005; 0,00001; 0,00005; 0,0001; 0,0005; 0,001; 5 Tage
0,005; 0,01, 0,05; 0,1

2.6.3 Bestimmung der Sensitivitat gegeniiber Bortezomib in Osteoblasten

Wie bereits fir MSC beschrieben wurden 1 x 10* Zellen/Well in einer 96-Well-Platte ausgesat und
kultiviert. Nach Erreichen einer Konfluenz von 100 % wurden die Zellen mit osteogenem Medium
versetzt und zwei Wochen bis zur Differenzierung kultiviert. Wie auch die MSC wurden die
Osteoblasten nach Entfernen des Differenzierungsmediums mit 100 ul aufsteigenden
Konzentrationen Bortezomib (Tabelle 15) in DMEM + 10 % FCS + 1 % PS +1 % GLU exponiert. Die
ersten beiden Spalten wurden mit Bortezomib-freiem Kulturmedium versetzt (Leerwert,
Proliferationskontrolle).

Tabelle 15: Verwendete Bortezomibkonzentrationen und Expositionszeiten zur Bestimmung der Sensitivitat
gegeniiber Bortezomib in Osteoblasten

Wirkstoff Konzentration [uM] Expositions-
dauer
Bortezomib 0,01;0,05;0,1;0,5; 1; 5; 10; 50; 100 48 h

2.7  Aktivitatsbestimmung der Proteasomenuntereinheiten

Die Aktivitit der CT-, T- und C-like 20 S Proteasomenuntereinheiten wurde mittels ProteasomeGlo "
Assay in den verschiedenen Zellentypen bestimmt. Bei dieser Methode werden an Aminoluciferin
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gekoppelte Substrate, die spezifisch fir die entsprechenden katalytischen Untereinheiten sind
(Tabelle 16), proteolytisch durch die Proteasomenunterheiten gespalten. Durch die Enzyme wird
Aminoluciferin abgespalten, das durch die im Reaktionsmix enthaltene Ultra-Glo™ rLuciferase unter
Adenosintriphospat  (ATP)-, Magnesium- und Sauerstoffverbrauch  enzymatisch  unter
Lumineszenzfreisetzung umgesetzt wird.

Tabelle 16: Proteasomenuntereinheiten-spezifische, an Aminoluciferin gekoppelte Substrate des
ProteasomeGlo™ Assay Kits

Proteasomenuntereinheit Substrat

CT-like Succinyl-Leucin-Leucin-Valin-Tyrosin (Suc-LLVY)-Aminoluciferin
T-like Z-Leucin-Arginin-Arginin (Z-LRR)-Aminoluciferin

C-like Z-Norleucin-Prolin-Norleucin-Aspartat (Z-nLPnLD)-Aminoluciferin

Der entsprechende Reaktionsmix wurde bei RT rekonstituiert und stets nach Angaben des Herstellers
fir 1 h unter Lichtausschluss bei RT gelagert, bevor dieser verwendet wurde. Wie bereits publiziert
kann der FCS-Gehalt des Mediums die Ergebnisse der ProteasomGlo™ Assays verfadlschen (Dettmer et
al., 2015). Die verwendeten Zellen und Gebrauchslosungen wurden daher in PBS angesetzt. Nach
entsprechender Inkubationszeit (Tabelle 18) mit dem Wirkstoff wurden die Zellen mit 40 pl des
ProtasomeGlo™ Reaktionsmix versetzt und unter Ausschluss von Licht fiir 20 min unter
kontinuierlichem Schiitteln (300 rpm) inkubiert. Die mit der Enzymaktivitit der
Proteasomenuntereinheiten korrelierende Lumineszenz wurde anschliefend mit dem GloMax
Luminometer (Messprogramm ,Steady Glo“) quantifiziert. Fir die Wirkstoffe wurden
Vierfachbestimmungen jeder Konzentration bzw. Inkubationszeit durchgefiihrt. Die Aktivitat der
Proteasomenuntereinheiten [%] wurde hierbei folgendermalien berechnet:

P , . Lumineszenz der behandelte Zellen—blank
Aktivitat der Proteasomenuntereinheit [%] = (

)*100

Lumineszenz unbehandelter Zellen

Zur Evaluation der Hemmung der Proteasomenuntereinheiten durch 5 nM Bortezomib in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit wurde, wie auch bei der Quantifizierung der extra- und
intrazelluldren Bortezomibkonzentration und der Kalibrierlésung der dafiir etablierten UPLC/MS/MS
Methode die 854 uM Stammlosung verwendet. Die konzentrationsabhdngige Beeinflussung der
Proteasomenaktivitat wurde hingegen mit der 97 mM Bortezomibstammlosung durchgefiihrt. Die
Gebrauchslosungen aller Wirkstoffe wurden auf einen DMSO Anteil < 0,10 % verdiinnt, um
Verdanderung der Proteasomenaktivitdit durch den zytotoxischen Effekt des Losungsmittels
auszuschliel3en.

2.7.1 Bestimmung der Aktivitit der Proteasomenuntereinheiten nach
Wirkstoffexposition in Zelllinien des Multiplen Myeloms

In Zelllinien des Multiplen Myeloms wurde die Beeinflussung der Aktivitat der CT-, T- und C-like
Proteasomenuntereinheit nach Inkubation mit den in der Tabelle 17 aufgefiihrten Wirkstoffen in
Abhingigkeit von der Konzentration untersucht. Hierzu wurden 20 pl einer Zellsuspension (5 x 10°/ml
in PBS) pro Well ausgesat und mit 20,0 pl aufsteigenden Wirkstoffkonzentrationen in PBS (1:2, V/V,
Tabelle 17) fur 1 h exponiert. AnschlieBend wurden 40 ul des entsprechenden ProteasomeGlo™
Reaktionsmix zugegeben und erneut bei RT unter Ausschluss von Licht und unter Schiitteln (300 rpm)
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flir 20 min inkubiert. Die Detektion und anschlieBende Auswertung der Lumineszenzsignale erfolgte
wie bereits beschrieben.

Tabelle 17: Verwendete Konzentrationen und Expositionsdauer zur Bestimmung der Konzentrations-
abhangigen Aktivitit der Proteasomenuntereinheiten nach Wirkstoffexposition in Zelllinien des Multiplen
Myeloms

Wirkstoff Konzentration [pM] Expositionsdauer
Bortezomib 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10 1h
Doxorubicin 0,005; 0,01, 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10, 1h
Dexamethason 0,005; 0,01; 0,05;0,1; 0,5; 1; 5; 10 1h
Prednisolon 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10 1h
Melphalan 0,005; 0,01, 0,05;0,1;0,5; 1; 5; 10 1h
Bosentan 0,05; 0,10; 0,50; 1; 5; 10; 50; 100 1h
PAd 1lh
Therapieregime:

Bortezomib 0,001; 0,002; 0,01; 0,02;0,1; 0,2; 1; 2; 10

Doxorubicin +0,2

Dexamethason +0,3

VMP 1h
Therapieregime:

Bortezomib 0,001; 0,002; 0,01; 0,02;0,1; 0,2; 1; 2; 10

Melphalan +0,6

Prednisolon +3,1

Bortezomib 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10, 50, 100 1h
Bosentan + 100

Neben der konzentrationsabhdngigen Hemmung der Aktivitdt der Proteasomenuntereinheiten
wurde auch die zeitabhangige Beeinflussung der CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheiten durch
Wirkstoffe (siehe Tabelle 18) untersucht.

Auch hier wurden 20 pl einer Zellsuspension (5 x 10°/ml in PBS) pro Well ausgesat und mit 20 ul einer
definierten Wirkstoffkonzentration oder Kombination verschiedener Wirkstoffe in PBS (1:2, V/V,
Tabelle 18) fiir 1 h, 6 h, 24 h und 48 h inkubiert. Im Anschluss wurde der Proteasome-Glo™ Assay wie
bereits beschrieben durchgefiihrt.

Tabelle 18: Verwendete Konzentrationen und Expositionsdauer zur Bestimmung der Expositionszeit-
abhangigen Aktivitdt der Proteasomenuntereinheiten nach Wirkstoffexposition in Zelllinien des Multiplen
Myeloms

Wirkstoff Konzentration [pM] Expositionsdauer

Bortezomib 0,005 1h,6h,24 hund
48 h

PAd Therapieregime: 1h,6h,24 hund

Bortezomib 0,005 48 h

Doxorubicin +0,2
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Dexamethason +0,3

VMP 1h,6h,24 hund
Therapieregime: 0,005 48 h

Bortezomib +0,6

Melphalan +3,1

Prednisolon

2.7.2 Bestimmung der Aktivitit der Proteasomenuntereinheiten nach
Bortezomibexposition in MSC

Im Unterschied zu der Durchfihrung des ProteasomeGlo™ Assays in Zelllinien des Multiplen
Myeloms wurden in Vorbereitung auf das Experiment 1 x 10* Zellen/Well in einer weilen 96-Well-
Platte ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 100 % unter Standardzellkulturbedingungen kultiviert.
Die beiden ersten Spalten der Platte wurden fiir die Leerwert-Kontrollen ausgespart. Die Zellen in der
dritten Spalte wurden mit Bortezomib-freiem Kulturmedium versetzt (Proliferationskontrolle). Die
Zellen wurden mit 40 ul aufsteigender Bortezomibkonzentrationen oder 5 nM Bortezomiblésung in
DMEM + 10 % FCS + 1 % PS + 1 % GLU (siehe Tabelle 19) inkubiert. Nach entsprechender
Inkubationszeit (siehe Tabelle 19) wurde das wirkstoffhaltige Medium entfernt und die Zellen
zweimal mit 100 ul PBS gewaschen. AnschlieRend wurde jedes Well mit 40 ul PBS versetzt. Wie auch
bei den Versuchen mit den Zelllinien wurden 40 pl Reaktionsmix zugegeben und 20 min bei RT unter
Ausschluss von Licht unter kontinuierlichem Schiitteln (300 rpm) inkubiert. Die Auswertung erfolgte
wie bereits beschrieben.

Tabelle 19: Verwendete Konzentrationen und Expositionsdauer zur Bestimmung der Konzentrations-
abhangigen Aktivitdit der Proteasomenuntereinheiten nach Wirkstoffexposition in mesenchymalen
Stromazellen

Wirkstoff Konzentration[uM] Expositionsdauer
Bortezomib 0,01;0,05;0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 500 1h
0,005 1h,6h,24hund48h

2.7.3 Bestimmung der Aktivitit der Proteasomenuntereinheiten nach
Bortezomibexposition in Osteoblasten

Die Evaluation der konzentrations- und zeitabhadngige Beeinflussung der der CT-, T- und C-like
Proteasomenuntereinheiten durch Bortezomib in Osteoblasten unterschied sich nur in der
Probenvorbereitung von der fiir Multiple Myelomzelllinien beschriebenen Methode zur Bestimmung
in MSC. Zunichst wurden MSC in einer Dichte von 1 x 10* Zellen/Well in einer white walled 96-Well-
Platte ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 100 % unter Standardzellkulturbedingungen kultiviert
und anschlieRend fiir 14 Tage differenziert. Die beiden ersten Spalten der Platte wurden ebenfalls fiir
die Leerwert Kontrolle ausgespart. Die Zellen in der dritten Spalte wurden mit Bortezomib-freiem
Kulturmedium versetzt (Proliferationskontrolle). Die Durchfihrung und Auswertung des Assays
erfolgte analog wie fiir Zelllinien des Multiplen Myeloms beschrieben.
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2.8 Simultaner Versuchsaufbau

Zur Bestimmung des Zusammenhanges zwischen intrazellularer Bortezomibakkumulation und deren
Auswirkung auf die Zellviabilitat und Aktivitdt der Proteasomenuntereinheiten in Abhangigkeit von
der Zeit wurde ein simultaner Versuchsaufbau gewahlt. Bei dieser Vorgehensweise wurden Zellen
einer Zelllinie, Spenders oder Patienten der gleichen Passage bzw. dem gleichem Kulturansatz
ausgewahlt, um diese zur gleichen Zeit mit den gleichen Wirkstofflosungen zu exponieren. In einem
simultanen Versuchsansatz wurden immer folgende Experimente durchgefiihrt:

e intra- und extrazelluldre Quantifizierung von Bortezomib mittels UPLC/MS/MS

e Bestimmung der Zellviabilitdt mittels alamarBlue® Assay

e Bestimmung der Aktivitat der Proteasomenuntereinheiten mittels ProteasomeGlo™

2.8.1 Intrazelluldre Anreicherung von Bortezomib allein bzw. innerhalb der
Kombinationstherapieregime PAd und VMP, sowie Untersuchung der
Wirksamkeit von Bortezomib in Bezug auf die Zellviabilitdit und
Proteasomenaktivitat in Zelllinien des Multiplen Myeloms innerhalb
der Wirkstoffkombinationen

Bei diesen Experimenten wurden Zellen einer Zelllinie gleicher Passage, entweder mit 5 nM
Bortezomib-haltigem Medium oder mit PAd- und VMP-haltigem Medium Uber 48 h exponiert. Wie in
Abbildung 7 gezeigt, wurden ProteasomeGlo™ Assays der drei Proteasomenuntereinheiten zeitgleich
mit der Probenahme zur intra- und extrazelluldren Bortezomibquantifizierung mittels UPLC/MS/MS
nach 1 h, 6 h, 24 h und 48h Expositionszeit fir alle drei getesteten Wirkstoffe bzw.
Wirkstoffkombinationen durchgefiihrt. Die Bestimmung der Zellviabilitdt erfolgte ebenfalls in
paralleler Arbeitsweise nach 24 h Inkubation mittels alamarBlue® Assay.

Viabilitit
ProGlo ProGlo ProGlo ProGlo

MS MS MS MS MS MS MS
1 5 nM Bortzomib
o PAd
s

I | I | I I

002 1 2 4 6 24 48 Zeit [h]

Abbildung 7: Versuchsaufbau zur Quantifizierung der intrazellularen Anreicherung von Bortezomib allein
bzw. in Kombination mit 200 nM Doxorubicin und 300 nM Dexamethason (PAd) und 600 nM Melphalan und
3,1 uM Prednisolon (VMP), sowie Untersuchung der Wirksamkeit von Bortezomib in Bezug auf die
Zellviabilitdit und Proteasomenaktivitit in Zelllinien des Multiplen Myeloms innerhalb der
Wirkstoffkombinationen. Die Zellen wurden lber einen Zeitraum von 48 h mit 5 nM Bortezomib allein, sowie
innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd und VMP exponiert. Die intra- und extrazellulare
Bortezomibkonzentration wurde 10 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h, und 48 h nach Start der Inkubation mittels
ultra-performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (MS) bestimmt. Die Inhibition
der Proteasomenuntereinheiten (ProGlo) wurde nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h bestimmt, wohingegen die
Beeinflussung der Zellviabilitat (Viabilitdt) nach 24 h ermittelt wurde.
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2.8.2 Intrazelluldre Anreicherung von Bortezomib und deren Auswirkung
auf die Zellviabilitait und Proteasomenaktivitit in MSC und
Osteoblasten

In MSC und Osteoblasten (siehe Abbildung 8) wurde die Aktivitdit der C-, T-, und CT-like
Proteasomenuntereinheiten nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h Inkubation mit 5 nM Bortezomib zeitgleich
mit der Generierung der Zellpellets und Uberstinde zur intra- und extrazelluldren
Bortezomibquantifizierung durch UPLC/MS/MS bestimmt. Die Zellviabilitdt nach 48 h Exposition mit
verschiedenen Bortezomibkonzentrationen wurde simultan mittels alamarBlue® Assay bestimmt.

Viabilitat
ProGlo ProGlo ProGlo ProGlo
MS MS MS MS MS MS MS
Ll | | 1 | /{ | | i
i 1 1 I 1 | 1 I 5 nM Bortzomib
00.2 1 2 4 6 24 48 Zeit [h]

Abbildung 8: Versuchsaufbau zur Quantifizierung der intrazelluliren Anreicherung von Bortezomib und
deren Auswirkung auf die Zellviabilitit und Proteasomenaktivitit in mesenchymalen Stromazellen
(mesenchymal stromal cells, MSC) und Osteoblasten. Die MSC bzw. Osteoblasten wurden lber einen Zeitraum
von 48 h mit 5 nM Bortezomib exponiert. Die intra- und extrazellulare Bortezomibkonzentration wurde 10 min,
1h,2h,4h,6h,24 h, und 48 h nach Start der Inkubation mittels ultra-performance liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (MS) bestimmt. Die Inhibition der Proteasomenuntereinheiten (ProGlo)
wurde nach 1 h, 6 h, 24 h, und 48 h bestimmt, wohingegen die Beeinflussung der Zellviabilitat (Viabilitat) nach
48 h ermittelt wurde.

2.8.3 Intrazelluldre Anreicherung von Bortezomib in Kombination mit
Bosentan und deren Auswirkung auf die Zellviabilitait und
Proteasomenaktivitat

Zur Analyse des Zusammenhanges zwischen intrazelluldrer Bortezomibanreicherung und
Zellviabilitat, sowie Aktivitat der C-, T- und CT-like Proteasomenuntereinheiten nach Inkubation mit 5
nM Bortezomib allein oder in Kombination mit 100 uM Bosentan in Multiplen Myelomzelllinen
wurde nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h simultan die ProteasomeGlo™ Assays, wie auch nach 48 h der
alamarBlue® Assay durchgefiihrt und Proben zur Bortezomibquantifizierung generiert (siehe
Abbildung 9)

Viabilitat
ProGlo ProGlo ProGlo ProGlo
MS MS MS MS MS MS MS
Iy 5 nM Bortzomib

7} 5 nM Bortezomib
+100pM
Bosentan

002 1 2 4 6 24 48 Zeit [h]
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Abbildung 9: Versuchsaufbau zur Quantifizierung der intrazelluliren Anreicherung von Bortezomib in
Kombination mit Bosentan und deren Auswirkung auf die Zellviabilitdt und Proteasomenaktivitdt. Die Zellen
wurden Uber einen Zeitraum von 48 h mit 5 nM Bortezomib allein oder in Kombination mit 100 uM Bosentan
exponiert. Die intra- und extrazellulare Bortezomibkonzentration wurde 10 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h, und 48
h nach Start der Inkubation mittels ultra-performance liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (MS) bestimmt. Die Inhibition der Proteasomenuntereinheiten (ProGlo) wurde nach 1 h, 6 h, 24 h,
und 48 h bestimmt, wohingegen die Beeinflussung der Zellviabilitat (Viabilitat) nach 48 h ermittelt wurde.

29 GEP

2.9.1 Rekrutierung gesunder Probanden und Patienten

Zur molekularen Charakterisierung normaler und maligner Plasmazellen wurden zwischen Januar
2002 und April 2016 n = 765 konsekutive Patienten mit symptomatischem, therapiepflichtigem
Multiplem Myelom sowie n = 90 Patienten mit rezidiviertem/refraktdrem Multiplem Myelom und
n =19 gesunde Spender als Vergleichspopulation eingeschlossen. Die Punktion erfolgte nach einer
arztlicher Aufklarung und schriftlicher Einwilligung der Probanden bzw. Patienten, gemall der
Richtlinien des Klinikums sowie der gesetzlichen Anforderungen nach der Deklaration von Helsinki.
Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt Heidelberg hat den Untersuchungen zugestimmt
(Ethikvotum #229/2003 und #S-152/2010). Die Rekrutierung der Patienten und Probanden, Isolation
und in vitro Differenzierung der Proben, sowie die Durchfiihrung und Auswertung der GEP wurde
durch das Labor fir Myelomforschung der Abteilung Innere Medizin V des Universitatsklinikums
Heidelberg durchgefiihrt wie publiziert (Alaterre et al., 2017; Seckinger et al., 2017; Seckinger et al.,
2015; Seckinger et al., 2009).

2.9.2 Probenaufbereitung

Maligne Plasmazellen und Knochenmark-Plasmazellen gesunder Spender wurden gemafl dem
Protokoll im Labor fiir Myelomforschung aus Knochenmarkaspirat aufgereinigt. Periphere CD27"-
Gedachtnis B-Zellen (memory B-cells, MBC) wurden mittels FACSAria (Becton Dickinson) sortiert und
ein Aliquot in vitro in polyklonale Plasmablasten differenziert (Tarte et al., 2002).

Die humanen Myelomzelllinien L363, SK-MM-2, LP-1, RPMI-8226, AMO-1, KMS-18, JIM-3, JIN3,
KARPAS-620, KMS-12-BM, ANBL-6, KMS-11, MM1S, NCI-H929, KMS-12-PE, OPM-2, MOLP-8, MOLP-2,
KMM-1, U266, und EJM wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, der American Type Cell Culture (Wesel, Germany) bzw. den
National Institutes of Biomedical Innovation, Health and Nutrition (Osaka, Japan) erworben und wie
vorgeschrieben kultiviert. Die HG-Linien HG1, HG3, HG4, HG5, HG6, HG7, HG8, HGY, HG11, HG12,
HG13, HG14, HG15, HG17 und HG19 wurden im Labor fiir Myelomforschung Heidelberg generiert,
die XG-Linien XG1, XG2, XG3, XG4, XG5, XG6, XG7, XG10, XG11, XG12, XG13, XG14, XG16, XG19,
XG20, XG21, XG22, XG23 und XG24 an der CHU Montpellier (Frankreich). Fiir proprietare Zelllinien
wurde die Zelllinienidentitat mittels DNA-Fingerprinting untersucht sowie eine Kontamination mit
Mykoplasmen bzw. eine EBV-Infektion mittels PCR-basierter Untersuchungsmethoden
ausgeschlossen.

Die Isolation von MSC aus dem Knochenmark von Myelompatienten bzw. gesunder Spender, deren
Charakterisierung und die nachfolgende osteogene Differenzierung erfolgten wie publiziert (Fuhler et
al., 2010; Wagner et al., 2005).
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2.9.3 RNA Extraktion

Die RNA der Proben wurde mit Hilfe des AllPrep DNA/RNA Mini Kits nach Anweisungen des
Herstellers extrahiert. Die enthaltene RNA sowie DNA binden an das Sorbens der binding column und
kénnen im Anschluss mit RNAse freiem Wasser eluiert werden. Zur Sicherstellung ausreichender
Qualitat (RNA integration number) und Menge (Fluoreszenzintensitat) der isolierten RNA, wurde die
Probe mittels Agilent 2100 Bioanaylzer analysiert.

2.9.4 DNA Microarray

Die isolierte RNA (30-100 ng) wurde mit Hilfe des 3‘ in vitro transcription (IVT) Plus Reagenzien Kits
des Affymetrix DNA Microarrays U133 2.0 plus nach Herstellerprotokoll in biotinylierte
compelementary desoxyribonucleic acid (cDNA) umgeschrieben. Im ersten Schritt wurde bei dieser
Methode die RNA mittels T7-Oligo(dT) Primer zu einem cDNA Einzelstrang umgeschrieben, der im
Anschluss zum Doppelstrang erganzt wurde. Bei der anschlieRenden IVT wird dieses cDNA Template
mit biotinmarkierten Ribonukleotidanaloga in cRNA umgeschrieben. Die so erhaltene biotinmarkierte
cRNA wurde im Anschluss aufgereinigt, fragmentiert und an Oligonucleotide des DNA-Mikroarrays
hybridisiert. Die relative Fluoreszenzintensitat der einzelnen Gensequenzen wurde im Anschluss mit
Hilfe des Affymetrix GeneChip® Scanner 3000 bestimmt.

2.10 Basale messenger Ribonukleinsdiure (mRNA)-
Expressionsanalyse von ET-1 und ET,- und ETg-Rezeptoren in
Zelllinien des Multiplen Myeloms

Zur Bestimmung der basalen mRNA Menge von ET-1, ETA- und ETg-Rezeptoren in Myelomzelllinien
wurden real time reverse transcription-quantitative PCR (qPCR) Analysen durchgefihrt. Zur
Probenvorbereitung wurden Pellets & 2 x 10° unbehandelter Zellen erstellt und bis zur Analyse bei
-80 °C gelagert.

2.10.1 RNA-Extraktion

Nach dem Auftauen der Zellen auf Eis wurden diese mit 500 pul PBS gewaschen. Zur RNA-Synthese
wurde das GeneElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit nach Anweisungen des Herstellers
verwendet. Die Zellen wurden mit 500 pl einer Lyselésung (10 ml Mercaptoethanol + 1 ml
GeneElute™ lysis solution) versetzt und unter mehrmaligen Resuspendieren lysiert. Das Lysat wurde
in eine Filtrationssaule Uberfihrt und anschlieBend das Filtrat 1:2 mit 70 %-igem Ethanol zur DNA-
Fallung versetzt und sorgfaltig durchmischt. Das Gemisch wurde Uber eine GeneElute™ binding
column gegeben, fir 2 min bei 1000 g, RT zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und
anschlieRend mit 500 pl Waschlosung 1 versetzt. Die Sdule wurde erneut fiir 15 s bei 1000 g, RT
zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und 500 ul GeneElute™ Waschlosung zugegeben. Nach
erneuter Zentrifugation (2 min, 1000 g , RT) wurde der Durchfluss verworfen und die GeneElute™
binding colum erneut aufgesetzt und wiederum zentrifugiert (2 min, 1000 g, RT). Nach Verwerfen des
Durchfluss wurde die GeneElute™ binding column zum letzten Mal zentrifugiert (1 min, 1000 g, RT)
und die RNA mit 50 pl RNAse-freiem Wasser eluiert. Dieses Gemisch wurde fiir 1 min bei 1000 g
zentrifugiert und die GeneElute™ binding column verworfen. Das Eluat wurde auf Eis gestellt und 2 pl
der Lésung + 58 pl einer 10 mM TRIS Lésung photometrisch auf Gehalt (Aapsorption = 260 nm) und
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Reinheit (Verhaltnis zwischen 1,8-2,1 von Aapsorption = 260 NM/ Appsorption = 280 nm) tberprift. Zur
Lagerung wurden die Proben bei -80 °C aufbewahrt.

2.10.2 cDNA Synthese

Die isolierte RNA wurde mit Hilfe des RevertAid H minus First Strand cDNA Synthese Kits in cDNA
umgeschrieben. Nach der photometrischen Gehaltsbestimmung wurde ein Volumen entsprechend
1 pug RNA mit 1 ul der random hexamer primer ad 12 ul in RNAse-freiem Wasser verdinnt und bei
65 °C fur 5 min im Mastercycler inkubiert. Durch diesen Schritt wird die Sekundarstruktur der RNA
zerstort. Die Proben wurden im Anschluss auf Eis mit 8 ul des RevertAid H Mastermix versetzt. Die
cDNA Synthese erfolgte im Mastercyler mit folgendem Programm: 5 min bei 25 °C, 60 min bei 42 °C,
5 min bei 70 °C mit anschlieBendem Herunterkihlen auf 4 °C. Die cDNA wurde als Matrize (template)
zur Amplifikation mittels gPCR genutzt. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert.

2.10.3 gqPCR

Bei der qPCR werden unspezifische DNA-interkalierende Farbstoffe verwendet, in diesem Fall SYBR
Green |, die sich in die doppelstrangigen PCR-Amplifikationsprodukte einlagern. Deren Menge und
damit auch die Fluoreszenzintensitat sind proportional zur Menge bzw. Expressionsstirke des
template. Eine Quantifizierung ist nur in der exponentiellen Phase der qPCR moglich, da nur in dieser
Phase ein direkter Zusammenhang zwischen Signalintensitdt und Menge des Ausgangsmaterials
besteht. Die Fluoreszenz steigt hier bei jedem Amplifikationsschritt an. Zur Quantifizierung wird der
Amplifikationszyklus bestimmt, bei dem die Fluoreszenz erstmals héher als die des Hintergrundes ist
(crossing point, Cp). Je mehr template in der Probe vorhanden war, desto weniger
Amplifikationszyklen sind notig, um den Cp-Wert zu erreichen. Die Cp-Werte des Zielgens werden auf
die Cp-Werte endogener konstitutiv exprimierter Genen der Zellen (Referenzgene) normiert, um auf
unterschiedliche RNA-Extraktions- und cDNA-Synthese-Effizienz zu normieren. Die Stabilitat der in
der Tabelle 20 aufgelisteten Referenzgene wurde in allen Zelllinien mittels des Programmes geNorm
(Version 3.4) ermittelt (Vandesompele et al., 2002; Zisowsky et al., 2007).

Tabelle 20: Primersequenzen entsprechender Referenzgene zur Normierung der quantitativen Bestimmung
der Genexpression von Endothelin-1, Endothelin A- und Endothelin B-Rezeptor mittels quantitative
polymerase chain reaction

Referenzgen

Primersequenzen
(forward 5°‘-3°)

Primersequenzen
(reverse 5°‘-3°)

60S human acidic AGCTCTGGAGAAACTGCTG CAGCAGCTGGCACCTTATTG
ribosomal protein (HUPO)

S-Actin (ACTB) TCCTTCCTGGGCATGGAGT GCACTGTGTTGGCGTACAG
f32mg CCAGCAGAGAATGGAAAGTC CATGTCTCGATCCCACTTAAC
S-Glucuronidase (GU) TTCACCAGGATCCACCTCTG AGCACTCTCGTCGGTGACTG
Glucose-6-Phosphat- ATCGACCACTACCTGGGCAA TCTGCATCACGTCCCGGA
Dehydrogenase (G6PDH)

Hypoxanthin- CTGGCGTCGTGATTAGTG CACACAGAGGGCTACAATG

Phosphoribosyl-Transferase
1 (hPRT)
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Ribosomales Protein L13 GCTCATGAGGCTACGGAAAC TATTGGGCTCAGACCAGGAG
(RPL13)
RNA Polymerase Il (RPII) GCACCACGTCCAATGACAT GTGCGGCTGCTTCCATAA

Fiir die relative Quantifizierung der ET-1 (QuantiTect Primer Assay) und ET,- und ETg-Rezeptor-
Expression wurden f32mg, GU und RPL13 als Referenzgene gewdhlt (Ishida et al., 2012;
Vandesompele et al., 2002). Bei jeder PCR wurde aulerdem ein Kalibrator analysiert, der aus einem
Gemisch der cDNA-Proben neun verschiedener Zelllinien des Multiplen Myeloms bestand, um Lauf-
zu-Lauf Unterschiede auszugleichen. Die Expressionsstarke eines Gens wurde wie folgt mit Hilfe des
Programmes RelQuant Version 1.01 berechnet:

ZielgenProbe
Referenzgenp,ope

Zielgengaiiprator
Referenzgenyaiiprator

normalized ratio =

Am Ende der gPCR wurde zusatzlich eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt um sicherzustellen,
dass ausschlieflich das gewiinschte Produkt und keine unspezifischen Nebenprodukte entstanden
sind. Bei der fiir jedes Amplifikat spezifischen Schmelztemperatur wird hierbei die doppelstrangige
DNA-Struktur unter Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffs zerstort.

Fiir die in Tabelle 21 aufgelisteten Zielgene wurde die mittlere normalized ratio von n = 3 Proben pro
Zelllinie berechnet.

Tabelle 21: Primersequenzen der Zielgene Endothelin-1 (ET-1), Endothelin A (ET,)- und Endothelin B (ET;)-
Rezeptor zur quantitativen Bestimmung der Genexpression mittels quantitative polymerase chain reaction
(qPCR)

Zielgen Primersequenzen Primersequenzen
(forward 5‘-3°) (reverse 5-3°)
ET-1 * *
ETA-Rezeptor TGTGGTCATTGATCTCCCTATC CGCCAAAGTCATTGTGATCA
ETg-Rezeptor ATCGTCATTGACATCCCTATCA GCTTACACATCTCAGCTCCAAA

* Unbekannte Primersequenz. Es wurde das QuantiTectPrimer Assay Kit EDN1 der Firma Qiagen
verwendet

2.11 Bestimmung der ETg-Rezeptor-Expression mittels Western
Blot

Die tatsachlich exprimierte Proteinmenge des ETz-Rezeptors wurde mittels Western Blot ermittelt.
Ein zuvor generiertes Pellet von 2 x 10° wurde mit 300 pl NaCl-MES-Puffer (sieche Tabelle 22) mit
Proteasehemmern (Pefabloc, Leupeptin, Pepstain und Aprotenin) versetzt und resuspendiert. Die
Probe wurde fiir 20 min auf Eis inkubiert und 5 min bei 1600 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefall zur Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Pierce™ BCA
Protein Assay Kit Gberfihrt.

74



Material und Methoden

Tabelle 22: Zusammensetzung des Proteasenmix in NaCl-2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure (MES) Puffer

Reagenz Menge
NaCl-MES-Puffer 10 ml
Pefabloc 250 ul
Leupeptin 50 ul
Pepstatin 10 ul
Aprotenin 10 ul

2.11.1 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte durch das auf der Biuretreaktion basierenden Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Gornall et al., 1949). Dabei kommt es zur Reduktion von zweiwertigen Kupferionen durch
die in der Probe enthaltenen Peptidbindungen, die durch die im Reaktionsmix enthaltene BCA unter
Bildung eines lilafarbenen Komplexes kolorimetrisch detektiert werden kénnen. Zur Kalibrierung wird
mit BSA eine Verdiinnungsreihe hergestellt (0; 0,025; 0,124; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2 pug/ul) und durch
lineare Regression eine Eichkurve erstellt. Es wurden 8 pl Standard, reinem NaCl-MES-Puffer
(Leerwert) bzw. Probe/Well in eine 96-Well-Platte pipettiert und mit 64 pl der im Kit enthaltenen
Arbeitslosung versetzt. Die Platte wurde zunachst fliir 30 s unter Ausschluss von Licht auf dem
Thermomixer® geschittelt. Im Anschluss wurde sie fir 30 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Die
Messung der Absorption erfolgte bei A = 555 nm mittels Multiskan Photometer. Es wurden jeweils
Duplikate der Proben, des Standards und der Leerwert-Kontrolle bestimmt.

2.11.2 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

Die Auftrennung des Proteingemischs anhand des Molekulargewichts durch ein elektrisches Feld
erfolgte durch SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Zur Vorbereitung
wurden ein 10 %-iges APS Trenngel (Tabelle 23) hergestellt und mit einem Sammelgel (Tabelle 24)
Uberschichtet. Zur Herstellung des Trenngels wurde das Gel bis ca. 2 cm unter dem Rand des
GelgieRstandes gefillt und mit 99 %-igem Isopropanol Uberschichtet. Nach 20 min Polymerisation
wurde das Isopropanol entfernt und das Gel zwei Mal mit Aqua purificata gewaschen. Der Ansatz mit
dem Uberschichteten Sammelgel wurde fir 30 min unter Einsatz eines Kammes fir 10
Beladungstaschen auspolymerisiert.

Tabelle 23: Zusammensetzung des 10 %-igen Tabelle 24: Zusammensetzung des

Ammoniumpersulfat (APS) Trenngels Sammelgels
Reagenz Menge Reagenz Menge
Aqua purificata 2,04 ml Aqua purificata 915 ml
Acrylamid 1,66 ml Acrylamid 200 pl
Lower buffer (pH = 8,8) 1,27 ml Upper buffer (pH=6,8) | 375 ul
APS 26 ul APS 7,5 ul
TEMED 1,7 ul TEMED 1,5 ul

Das Probevolumen wurde entsprechend der Gesamtproteinmenge von 20 ug Protein mit SDS
Probenpuffer auf ein Volumen von 20 pl aufgefiillt und die Proben bei 99 °C fir 5 min im
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Thermomixer denaturiert. Das Gel wurde in die Gelkammer eingespannt und zusammen mit der
Elektrodenkammer mit 1 x Laufpuffer aufgefillt. Zur GroRenbestimmung wurden 8 pl eines
GroéBenmarkers in eine Tasche gegeben und die restlichen Gelkammern mit 20 ul der Proben
bestiickt. Es wurde anfanglich eine Spannung von 110 V fiir 20 min angelegt und sobald die Proben
im Gel aus den Taschen gelaufen waren, wurde die Spannung auf 150 V erhéht. Nach ca. 120 min war
der Lauf beendet.

2.11.3 Blotten der Gele

Durch das sogenannte Nassblott-Verfahren wurden die Proteine vom Gel auf eine Tragermembran
(Optitran BA-S 85) durch ein an die Nassblottkammer angelegtes elektrisches Feld geblottet. Die
Kammer wurde mit 1 x Transferpuffer gefiillt und der Transfer bei 65 V flir 60 min, unter Wippen im
Kihlraum vollzogen. AnschlieBend wurde die Membran mit 1 x Waschpuffer + 3 % Slim-Fast® (m/V)
unter standiger Wipp-Bewegung fiir 45 min bei RT geblockt. Im Anschluss wurde die Membran fiir 5 x
7 min mit 1 x Waschpuffer gewaschen. Die Membran wurde geteilt, um mit den entsprechenden
Antikorpern gegen das Referenzprotein und dem zu bestimmenden ETg-Rezeptor getrennt zu
inkubieren. In diesem Fall wurde eine Membranhalfte Gber Nacht mit einer 1:1000 Verdiinnung des
Erstantikorpers gegen den ETz-Rezeptor (50 kDa) unter Wippen inkubiert. Wohingegen die zweite
Membranhalfte mit dem Erstantikdrper gegen B-Actin (42 kDa) in einer Verdiinnung von 1:20000 fir
30 min bei RT auf einer Wippe inkubiert wurde. Beide Membranstiicke wurden dann fiir 4 x 7 min in
Waschpuffer gewaschen. AnschlieBende wurde der 1:2000 in Blockpuffer verdiinnte,
korrespondierende Zweitantikorper mit den Membranen inkubiert (50 min, RT, unter Wippen) und
es folgte ein erneuter Waschschritt (4 x 7 min mit Waschpuffer).

2.11.4 Entwicklung der Blots

Die getrocknete Membran wurde in der frisch angesetzten Western-Blot-Entwicklerlosung (Pierce
ECL Western Blotting Substrate) unter Ausschluss von Licht, unter Wippen fiir 1 min inkubiert. Die
Intensitat der Chemilumineszenz wurde im Anschluss mittels FluoroChem detektiert. Die
semiquantitative Analyse der erhaltenen Banden erfolgte mittels der Software Image J Version 1.43.

2.12 ET-1 Quantifizierung in  Zellkulturiiberstinden der
Myelomzelllinien mittels enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA)

Die Quantifizierung von ET-1 wurde nach Anweisungen des Herstellers mittels Quantikine® ELISA ET-
1 Immunoassay nach dem allgemeinen Prinzip eines sandwich-ELISA durchgefiihrt. Hierzu wurden 1 x
10° bzw. 2 x 10° Zellen in 3 ml bzw. 1,5 ml korrespondierendem Zellmedium kultiviert. Nach 10 min,
1h, 6 hund 24 h wurden 1,5 ml Zellsuspension in ein low-binding Reaktionsgefall auf Eis liberfiihrt
und mit 1 uM Aprotinin pro Probe versetzt. Der Zusatz des Proteasehemmers soll einen Abbau des
ET-1 durch z.B. im FCS enthaltene Proteasen verhindern. AnschlieBend wurde die Probe fiir 5 min,
2600 rpm bei 4 °C zentrifugiert und 1 ml des Uberstandes bei -20 °C bis zur Durchfiihrung des ELISAs
gelagert. Zur Kalibrierung bzw. spateren Quantifizierung wurde eine Verdiinnungsreihe aus 250 pg/ul
humanem ET-1 in Aqua purificata hergestellt. Diese umfasste folgende Verdliinnungen in calibrator
diluent: 15,7; 31,3; 62,6; 126; 251; 502 und 1003 fM. Auf einer mit einem monoklonalen spezifisch
gegen ET-1 gerichteten immobilisierten Antikorper beschichteten 96-Well-Platte wurden 150 ul

76



Material und Methoden

assay diluent RD1-105 in jedem Well vorgelegt. Je 75 ul reiner calibrator diluent (Nullkontrolle) und
die Kalibrierlésungen wurden als Dupletts in den ersten beiden Spalten der Platten aufgetragen. Fir
jede Zelllinie und entsprechenden Entnahmezeitpunkt wurden Vierfachwerte der 75 upl des
Mediumberstandes, sowie auch frischem Medium zur Kontrolle pipettiert. Die 96-Well-Platten
wurden anschlieBend mit einem Adhasionsstreifen bedeckt und fiir 1 h bei RT unter kontinuierlichem
Schitteln (500 rpm) inkubiert. Die Uberstinde der Wells wurden nach der Inkubationszeit
abgenommen und viermal mit 400 ul/Well Waschpufferlosung gewaschen. Nach vollstandigem
Entfernen des wassrigen Uberstandes wurden 200 pl des ET-1 Konjugats pro Well zugegegeben. Die
Platten wurden erneut mit einem Adhasionsstreifen verschlossen und weitere 3 h bei RT unter
Schitteln (500 rpm) inkubiert. Im Anschluss wurde vierfach mit 400 pl Waschpuffer/Well gewaschen
und nach dem letzten Schritt der wassrige Uberstand restlos entfernt. Jedes Well wurde mit 200 pl
Substratlosung versetzt und fiir 30 min bei RT unter Ausschluss von Licht inkubiert. Im letzten Schritt
vor der photometrischen Bestimmung (450 nm/550 nm) wurde 50 pl einer stop solution in jedes Well
gegeben. Dabei tritt ein Farbumschlag auf von blau zu gelb auf.

Die gemessene Absorption der einzelnen Endothelinverdiinnungen bei 450 nm wurde von dem bei
555 nm ermittelten Wert subtrahiert und man erhalt eine sogenannte , korrigierte optische Dichte”.
Von der korrigierten optischen Dichte wird der Wert der korrigierten optischen Dichte der
Nullkontrolle subtrahiert und mittels linearer Regression eine Kalibriergerade erstellt.

2.13 Zytotoxizitatsbestimmung von Bosentan in Zelllinien des
Multiplen Myeloms

Zur Durchfiihrung des Assays wurden die Zellen auf 6 x 10° Zellen/ml in HBSS resuspendiert. Es
wurden 100 pl der Zellsuspension pro Well in eine 96-Well-Platte ausgesat. Reines HBSS wurde als
Leerwertkontrolle verwendet. Die Zellen wurden 1:2 (V/V) mit 100 pl HBSS ohne Wirkstoff
(Negativkontrolle), 1 % Triton® X-100 (Positivkontrolle) bzw. HBSS mit 50 oder 100 uM Bosentan fiir
1 h bei 37 °C exponiert. Nach der Inkubation wurde die Platte bei 1600 rpm, 5 min, RT zentrifugiert
und 100 pl des Uberstands aus jedem Well in eine neue 96-Well-Platte iiberfiihrt. 100 ul des im
Zytotoxizitats Kit enthaltenen Reaktionsmix wurden jedem Well zugesetzt und fir 30 min bei RT
unter Ausschluss von Licht inkubiert. Nur in viablen Zellen mit bestehendem Redoxvermégen kann
die freigesetzte LDH den bei der Milchsauregarung beteiligten Cofaktor
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD") reduzieren und damit das im Reaktionsmix enthaltene gelbe
Tetrazoliumchlorid in das rote Formazansalz Gberfiihren (Decker and Lohmann-Matthes, 1988). Diese
Farbreaktion kann mittels Photometer bei Aypsorption = 492 Nm photometrisch gemessen werden. Von
den gemessenen Absorptionswerten der Proben wurde der Leerwert subtrahiert und auf die
Negativkontrolle normalisiert.

2.14 Statistische Analyse

Statistische Analysen sowie die Berechnung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven auf Grundlage des
Vier-Parameter-logistischen-nicht-linearen-Regressionsmodells wurden mittels GraphPad Prism
Version 7 erstellt. Fir die Kurven von Konzentrations-Wirkungsbeziehungen wurden die Mittelwerte
+ SD graphisch aufgetragen und die ICso-Werte berechnet. Die Tests zur statistischen Signifikanz
werden in Tabelle 25 beschrieben. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant angenommen.
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Tabelle 25: Ubersicht der verwendeten statistischen Tests

Experiment

Statistischer Test

Vergleich der AUC,.,4, der extra- und intrazellularen
Bortezomibkonzentration in Myelomzelllinien,
primaren Myelomzellen, MSC und Osteoblasten von
Normalspendern und Patienten mit Multiplem
Myelom.

Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s
multiple comparison Test

Vergleich der AUC,45, der extra- und intrazellularen
Bortezomibkonzentration in Myelomzelllinien (n = 9)
nach Exposition mit 5 nM Bortezomib allein oder
innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd und
VMP.

Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s
multiple comparison Test

Einfluss von 24-stlindiger Exposition mit 300 nM
Dexamethason, 200 nM Doxorubicin, 3,1 uM
Prednisolon und 600 nM Melphalan auf die
Zellviabilitat von Myelomzelllinien (n = 7).

Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s
multiple comparison Test

Vergleich der I1Cso nach 24-stiindiger Exposition mit
Bortezomib allein oder innerhalb der
Kombinationstherapieregime PAd und VMP in Bezug
auf die Zellviabilitdat von Myelomzelllinen (n = 7).

Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s
multiple comparison Test

Vergleich der inhibitorischen Potenz (ICso) von
Bortezomib allein oder innerhalb der
Kombinationstherapieregime PAd und VMP an der CT-

like Proteasomenuntereinheit Myelomzelllinien (n = 7).

Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s
multiple comparison Test

Expositionszeit-abhangige Inhibition der katalytischen
Proteasomenuntereinheiten in Multiplen
Myelomzelllinien (n = 7) durch 5 nM Bortezomib allein
oder innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd
und VMP.

Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s
multiple comparison Test

Korrelationsanalyse der fiir den ETz-Rezeptor
codierenden mRNA Menge zur ermittelten
Proteinmenge.

Nicht-parametrische Spearman Korrelation

Vergleich der AUC,45, der extra- und intrazellularen
Bortezomibkonzentration in Multiplen
Myelomzelllinien (n = 4) nach Exposition mit 5 nM
Bortezomib allein oder in Kombination mit 100 uM
Bosentan.

Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s
multiple comparison Test

Vergleich der ICsq nach 48 h Exposition mit Bortezomib
allein oder in Kombination mit 100 uM Bosentan, 100
nM ET-1, 10 uM BQ123 oder BQ788 in Bezug auf die
Zellviabilitat von Myelomzelllinen (n = 7).

Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s
multiple comparison Test

Vergleich der ICsq nach 5 Tagen Exposition mit
Bortezomib allein oder in Kombination mit 100 uM
Bosentan, 100 nM ET-1, 10 uM BQ123 100 puM
Bosentan in Bezug auf die Zellviabilitat von
Myelomzelllinen (n =9).

Nicht-parametrischer Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test

Zytotoxizitatsassay von 100 uM Bosentan im Vergleich
zur Zytotoxizitat von Triton® X-100 in Zelllinien des
Multiplen Myeloms (n = 8).

Nicht-parametrischer Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test
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Die statistische Auswertung der GEP erfolgte mit Hilfe der Programme R Version 3.3 und
Bioconductor Version 2.2 (Gentleman et al., 2004). Die Vorverarbeitung (Hintergrundkorrektur,
Normalisierung, Zusammenfassung der Probes zu einem Probeset) der gewonnenen Rohdaten
erfolgte fir die Heidelberger Kohorte mittels GC-RMA-Verfahren (GC-corrected Robust Microarray
Average) (Wu et al., 2004) bzw. mas5 Algorithmus fir die Daten der total therapy 2/3 (TT2/TT3)
Validierungskohorte. In diesem Schritt werden die Daten um die Hintergrundfluoreszenzen korrigiert
und auf die Kontrollen normiert. Da wahrend der Probenaufarbeitung zwei verschiedene in vitro
Transkriptionskits verwendet wurden, wurde eine Batchkorrektur mittels ComBat vorgenommen
(Johnson et al., 2007). Zur Bestimmung des Vorhandenseins (,,exprimiert) bzw. der Abwesenheit
(,nicht exprimiert”) der Expression eines Gens, unabhangig von den Affymetrix-mismatch-
Probensatzen, wurde der PANP- (presence-absence calls with negative probesets) Algorithmus
angewandt (Warren et al., 2007). Bei Genen, die mehrfach durch verschiedene Probensatze auf dem
Chip codiert sind, wurden die erhaltenen Daten nach Varianz und Signalintensitat sortiert. Lediglich
jene mit der maximalen Varianz bei gleichzeitig hochster Signalintensitat wurden zur anschlieRenden
Analyse verwendet. Die Expressionsdaten wurden in ArrayExpress unter folgenden Zugangsnummern
hinterlegt: E-MTAB-4715, E-MTAB-4717, E-MTAB-5212, E-TABM-937, und E-TABM-1088. Der
statistische Zusammenhang der Expressionhéhe der Proteasomenuntereinheiten und dem Verhaltnis
zwischen intra- und extrazellularer Anreicherung, sowie der korrespondierenden inhibitorischen
Potenz von Bortezomib wurde durch den Korrelationskoeffizient nach Pearson beschrieben.

Die Untersuchung des ereignisfreien und Gesamtiiberlebens von Patienten mit symptomatischem
Multiplem Myelom, welche im Rahmen der Erstlinientherapie mittels einer Hochdosis-
Chemotherapie behandelt wurden, erfolgte mittels Cox-Regression (Fleming et al., 1984). Zur Analyse
der prognostischen Bedeutung wurden Patienten mit einer hohen bzw. niedrigen Expression mittels
Maximally Selected Rank Statistics aufgetrennt. Die Validierung der Uberlebensdaten erfolgte auf der
unabhangigen TT2/TT3 Kohorte (Barlogie et al., 2006; van Rhee et al., 2010). Die Kurven zur
Ereigniszeitanalyse wurden mittels nicht-parametrischer Uberlebenszeitschatzung durch Anwendung
des Kaplan-Meier-Schatzers berechnet (Kaplan und Meier, 1958). Signifikanzniveaus wurden mittels
G-rho Logrank Test ermittelt (Harrington und Fleming, 1982). P-Werte < 0,05 wurden als signifikant
angenommen.

Die bioinformatischen bzw. statistischen Analysen der GEP, sowie der Ereigniszeitanalyse wurden im
Labor fiir Myelomforschung der Abteilung Innere Medizin V des Universitatsklinikums Heidelberg
durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung der Expansion, osteogenen Differenzierung und
Charakterisierung der MSC

Zur Bestimmung der zellularen Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Bortezomib in MSC und
Osteoblasten wurden die Kultivierungs- und Differenzierungsmethoden nach Literaturangaben
etabliert und standardisiert (Protokoll nach Seckinger A.,(Wagner et al., 2005)). Gemals geltenden
Leitlinien wurden die Charakteristika fir MSC sowohl makroskopisch als auch mittels
Durchflusszytometrie und photochemischer Farbung nachgewiesen (Dominici et al., 2006).

3.1.1 Etablierung der Expansion von MSC

Die aus der Negativfraktion gewonnenen MSC adharierten in kugelférmiger Morphologie mit hoher
Teilungsrate nach 48 h an den Boden der Flasche. Nach 5-7 Tagen bildeten sich einzelne
spindelférmige proliferierende Zellen aus. Bei einer Konfluenz bis zu 100 % (Abbildung 10) lagerten
sich die Zellen parallel zu einem fischzugartigen Monolayer zusammen. Die Zellen stagnierten in ihrer
Proliferationskapazitat ab Passage 10-12. Die MSC konnten mit 0,25 %-igem Trypsin von den
Zellkulturflaschen gelost werden und nahmen dabei eine kugelférmige Morphologie an. Das
durchschnittliche Zellvolumen betrug 4338 fl und der mittlere Zelldurchmesser 20,3 pum nach
Trypsinierung. Die kultivierten Zellpopulationen wiesen morphologisch die fir MSC
charakteristischen Merkmale auf. MSC von Spendern und Patienten zeigten in allen Passagen der
Kultivierung das von der Internationalen Gesellschaft fiir Zelltherapie geforderte plastikadharente
Wachstum.

Abbildung 10: Lichtmikroskopische Aufnahme von mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal
cells, MSC) (VergroBerung: 20 x). (A) MSC 7 Tage nach Aussaat der Negativfraktion in einer Konfluenz von 40 %
an der dichtesten Stelle. Spindelférmige und zum Teil noch kugelférmige Zellen mit hoher Teilungsrate sind zu
sehen. (B) MSC 16 Tage nach Aussat der Negativfraktion in einer Konfluenz von 100 %. Die spindelférmigen
Zellen haben sich zu einem fischzugartigen Monolayer parallel zusammengelagert.
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3.1.2 Etablierung der osteogenen Differenzierung von MSC

Zur Differenzierung von MSC wurden unterschiedliche Medien auf Basis von Alpha-Minimal Essential
Medium und DMEM bei 100 % Konfluenz der MSC getestet. Zur vollstandigen osteogenen
Differenzierung kam es unter Kultivierung in DMEM-Medium mit Dexamethason, 8-Glycerophosphat
und L-Ascorbinsdaure. Nach einer Woche Exposition mit Differenzierungsmedium waren erste
morphologische Verdanderungen unter dem Lichtmikroskop sichtbar (Abbildung 11). Osteoblasten
zeigten ein groBeres Zellvolumen und die spindelférmige Gestalt wurde bis hin zur Sternform
erweitert. Die Osteoblasten bildeten teilweise Multilayer mit kopfsteinartigem Muster aus. Nach 10-
14 Tagen zeigten sich auch makroskopisch weiBe Ablagerungen am Boden der ZellkulturgefalSe,
welche auf die Ausbildung der extrazelluldaren Matrix zurickzufihren sind. Ein Nachweis der
positiven Differenzierung mittels ARS wurde nach 10-14 Tagen erreicht. Durch die bis zu diesem
Zeitpunkt eingesetzte Kalzifizierung der Zellen lieRen sich diese nicht mehr durch Trypsin von den
ZellkulturgefaBen l6sen. Die Zellen wurden zur experimentellen Bestimmung der intrazelluldren
Bortezomibkonzentration deshalb mit einem Zellschaber gelost. Nach Differenzierung war eine
weitere Passagierung bzw. Expansion von Osteoblasten nicht moglich. Nach Ablésen der Zellen
betrug das durchschnittliche Zellvolumen 3519 fl und der mittlere Zelldurchmesser 17,8 um.

Abbildung 11: Lichtmikroskopische Aufnahme von Osteoblasten (VergroBerung 20 x). Osteoblasten 18 Tage
nach Zugabe des osteogenen Differenzierungsmediums. Zu erkennen ist das charakteristische kopfsteinartige
Muster und kristalline Ausfallung durch die Bildung der kalzifizierten extrazellularen Matrix.

3.1.3 Test auf Verunreinigung mit Mykoplasmen

Im Zellkulturiiberstand aller kultivierten MSC wurden keine Verunreinigungen mit Mykoplasmen
mittels gPCR festgestellt (siehe exemplarisch Abbildung 12).
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Abbildung 12: Test auf Verunreinigung mit Mykoplasmen. Exemplarisch wird die Bestimmung von
Mykoplasmen im Zellkulturiiberstand der mesenchymal stromal cells (MSC) von den Normalspendern Spender
1-5 und Spender 7-9 mittels Mykoplasmen polymerase chain reaction (PCR) Kit gezeigt. Im Vergleich zur
Positivkontrolle sind in den Proben keine Verunreinigungen mit Mykoplasmen nach Auftrennung im Agarosegel
zu sehen.

3.1.4 Durchflusszytometrische Charakterisierung der MSC

Die fir die weiteren Experimente verwendeten MSC-Kulturen von Spendern und Patienten wurden
durchflusszytometrisch auf deren charakteristische Merkmale hin Gberprift. Zur Bestimmung der in
der Literatur geforderten Minimalkriterien fir MSC wurden die Zellen beziiglich des
Expressionsmusters folgender Oberflachenantigene getestet:

e positive Oberflachenantigenexpression: CD73, CD90, CD105,

e fehlende Oberflichenantigenexpression: CD14, CD19, CD34, CD45 und HLA-DR.
Jede der getesteten Zellpopulation wies den geforderten Phdnotyp auf (Abbildung 13 und 14). Zellen
gesunder Spender unterschieden sich nicht in ihrem Expressionsmuster von den Zellen der Patienten
mit therapiepflichtigem Multiplem Myelom. Die verwendete Isolationsmethode der MSC aus der
Negativfraktion von Knochenmarkaspiraten und die anschlieRende Kultivierung fiihrten zur stabilen
Expression von Markern mesenchymaler Stromazellen.

Normal- lgG Kotrolle FITC Negative Expression lgG Kontrolle PE Negative Expression PE |Positive Expression PE
spender FITC
4o LS g_ns
[co O|cos Q cor:
? coe g oo
— coios
[{ecoss 0
E HLADR
Spender 1

82



Ergebnisse

Normal- lgG Kotrolle FITC Negative Expression lgG Kontrolle PE Negative Expression PE |Positive Expression PE
spender FITC
Ofse O|ss g lal
I___‘ coi4 D Co4s E cors
E cowg Q oo
—— co10s
[]]coss S
[|msor
Spender 2
i
Spender 3 .
;"
s - C
Spender 4
e
o - o’
Spender 5 8
;e
o =" -
Spender 7
' ]
il Rascrmmn st i
Spender 8 N - o o7
o 14 P P
* e /L E //L ¥
o o - ' - - L Cd : o - o o w L
L e 4 P LA Mg PR L enaa g P LI e i 5
Spender 9
, 1. ;.
| ] |
NG - W e v
R s Mo ! P S g
Spender 10
' 1
i 1 i
I 1
i Ci i W w W

83



Ergebnisse

Abbildung 13: Durchflusszytometrische Charakterisierung der mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal
stromal cells, MSC) von gesunden Normalspendern. Fiir die fehlende Expression der Oberflachenantigene
cluster of differentiation (CD) 14, CD19, CD34, CD45 und human leucocyte antigen DR-isotype (HLA-DR) ergibt
sich keine charakteristische Rechtsverschiebung der Probe im Vergleich zur fluorescein-isothiocyanat (FITC)-
bzw. phycoerythrin (PE)-gekoppelten Immunglobulin G-(IgG) Kontrolle. Fur die stark exprimierten
Oberflachenantigene CD73, CD90 und CD105 zeigen die untersuchten Proben eine deutliche
Rechtsverschiebung im Vergleich zu PE-markierten IgG-Kontrolle. Die getesteten Proben wiesen das geforderte
Expressionsmuster auf.
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Charakterisierung der mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal
stromal cells, MSC) von Multiplen Myelom Patienten. Fiir die fehlende Expression der Oberflaichenantigene
cluster of differentiation (CD) 14, CD19, CD34, CD45 und human leucocyte antigen DR-isotype (HLA-DR) ergibt
sich keine charakteristische Rechtsverschiebung der Probe im Vergleich zur fluorescein-isothiocyanat (FITC)-
bzw. phycoerythrin (PE)-gekoppelten Immunglobulin G (lgG) Kontrolle. Fir die stark exprimierten
Oberflachenantigene CD73, CD90 und CD105 zeigen die untersuchten Proben eine deutliche
Rechtsverschiebung im Vergleich zu PE-markierten IgG-Kontrolle. Die getesteten Proben wiesen das geforderte
Expressionsmuster auf.

3.1.5 Nachweis des osteogenen und adipogenen Differenzierungspotentials
der MSC

Eine weitere wichtige Eigenschaft von MSC ist deren multipotente Differenzierungsfahigkeit. Die
Zellen wurden mit osteogenem oder adipogenem Medium exponiert, um nach 14 Tagen
charakteristische Differenzierungsmarker durch histochemische Farbungen nachzuweisen. Das
wahrend der osteogenen Differenzierung angereicherte Kalziumphosphat konnte zum einen
makroskopisch durch Ausfallung von Kristallen und Milchglas-artigen Ablagerungen auf dem Boden
der Platte erfasst werden, zum anderen durch die ARS und von Kossa-Farbung. Die Komplexierung
des Kalziums durch ARS bzw. Reaktion des Kalziumphosphats unter Ausfallung von Silber konnte in
allen Spendern mit unterschiedlicher Auspragung gezeigt werden. Weiterhin mit reinem
Expansionsmedium behandelte Zellen zeigten keine Farbung mit ARS oder von Kossa-Reagenzien. Die
gesteigerte Aktivitat der ALP wurde mittels histochemischer Farbung fir alle differenzierten MSC von
Probanden und Spendern nachgewiesen, wohingegen diese bei unbehandelten MSC nicht
nachweisbar war. Das adipogene Differenzierungsvermégen wurde durch Anfiarben der
entstehenden Lipidvakuolen mittels Oil Red O fir alle getesteten MSC gezeigt. MSC gesunder
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Probanden und Patienten mit therapiepflichtigem Multiplen Myelom wiesen alle ein osteogenes und
adipogenes Differenzierungspotential auf, die Auspragung war allerdings interindividuell verschieden
(Abbildung 15 und 16).
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Abbildung 15: Histochemische Qualitdtskontrolle durch Nachweis der alkalischen Phosphatase (ALP), alizarin
red staining (ARS), von Kossa- und Oil Red O-Farbung in differenzierten Osteoblasten und Adipozyten aus
Normalspendern. Zur Kontrolle dienten mesenchymale Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) in
Expansionsmedium. Alle untersuchten MSC von Normalspendern zeigten eine deutliche Rotfarbung durch ARS
und beim Nachweis der ALP. Ebenso war ein metallischer dunkler Silberniederschlag nach der von Kossa-

Farbung sichtbar. Das adipogene Differenzierungspotential wurde durch die Rotfarbung der Lipidvakuolen fir
alle MSC Proben von Normalspendern bestatigt.
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Abbildung 16: Histochemische Qualitdtskontrolle durch Nachweis der alkalischen Phosphatase (ALP), alizarin
red staining (ARS), von Kossa- und Oil Red O-Farbung in differenzierten Osteoblasten und Adipozyten aus
Patienten mit Multiplem Myelom. Zur Kontrolle dienten mesenchymale Stromazellen (mesenchymal stromal
cells, MSC) in Expansionsmedium. Alle untersuchten MSC von Patienten zeigten eine deutliche Rotfarbung
durch ARS und beim Nachweis der ALP. Ebenso war ein metallischer dunkler Silberniederschlag nach der von
Kossa-Farbung sichtbar. Das adipogene Differenzierungspotential wurde durch die Rotfdarbung der
Lipidvakuolen fiir alle MSC Proben von Patienten bestatigt.

3.2 Adaption der UPLC/MS/MS Methode zur Quantifizierung von
Bortezomib in Proben aus primdren Zellen, MSC und
Osteoblasten

Die intra- und extrazelluldre Konzentration von Bortezomib in den Proben wurde mittels der bereits
publizierten UPLC/MS/MS-Methode quantifiziert (Clemens et al., 2014). Diese wurde nach den
geltenden FDA und EMA Guidelines fiir Bioanalytische Methoden validiert und ein LLOQ von
0,5 pg/1x10° Zellen bzw. 0,5 pg/100 pl Zellkulturmedium erreicht (entsprechen 13 pM) etabliert
(FDA, 2018; EMA, 2011). Die Bestimmung der Aufnahmekinetik von Bortezomib in primare Zellen des
Multiplen Myeloms, MSC und Osteoblasten erforderte die Adaption der Methode an Zellzahlen < 1 x
10° Zellen pro Pellet, andere Zellkulturmedien, sowie verdnderte Matrixeffekte.
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3.2.1 Adaption der UPLC/MS/MS Methode =zur Quantifizierung von
Bortezomib in Proben aus MSC und Osteoblasten

Um eine sensitive, zuverlassige Messung auch bei niedrigen Zellzahlen (< 1 x 10°) experimentell zu
gewihrleisten, wurde zunachst ein Vorversuch unter Einsatz einer Zellzahl von 1 x 10* Karpas-620
Zellen pro Pellet durchgefiihrt. Bortezomib war trotz der eingesetzten niedrigen Zellzahlen zu allen
getesteten Zeitpunkten deutlich Gber dem LLOQ quantifizierbar (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Expositionszeit-abhangige intra- und extrazelluldre Bortezomibkonzentration in Pellets von 1 x
10* Zellen der Myelomzelllinie Karpas-620. Trotz geringer Zellzahl (1 x 10* Zellen/Pellet) waren Uber den
gesamten Expositionszeitraum (10 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h und 24 h) Bortezomibkonzentrationen weit Gber dem
lower limit of quantification (LLOQ = 13 pM) quantifizierbar. Die Daten zeigen den Mittelwert +
Standardabweichung fiir n = 3 Messwerte.

Aufgrund der limitierten Zellzahl konnten auch die Kalibrier- und QC-Proben nicht mit MSC- oder
Osteoblasten-Leerproben angesetzt werden. Alternativ mussten daher Zellen mit vergleichbaren
Matrixeffekten mit den Kalibrier- und Standardlésungen zur Quantifizierung von Bortezomib in MSC
und Osteoblasten versetzt werden. Hierzu wurden 1 x 10° Zellen der murinen Leukédmiezelllinie P388
pelletiert, mit den entsprechenden Kalibrier- und QC-L6sungen gespiked und simultan 1 bzw. 2
Leerpellets der im Versuch verwendeten MSC bzw. Osteoblasten ebenfalls mit der QC B-Lésung
versetzt. Die ermittelte Bortezomibkonzentration des QC B in P388-Zellen wurde im Anschluss mit
denen der Leerproben verglichen. Unabhdngig von der Zellart streuten die ermittelten
Konzentrationen fiir die zugesetzte QC B-Losung in den Pellets stark um den Mittelwert. Die
Mittelwerte der mit der QC B-Losung versetzten P388-, MSC- und Osteoblasten-Zellen unterschieden
sich aber nicht. Die Verwendung von P388 Zellpellets zeigte vergleichbare Extraktionsraten von
Bortezomib bzw. auch dem IS, was auf vergleichbare Matrices der Zellproben schlieRen lasst. Daher
wurden Pellets dieser Zelllinie im Folgenden fiir alle Kalibrier- und QC-Proben verwendet.
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Abbildung 18: Vergleich der Extraktionsraten von Bortezomib aus den mit der quality control B (QC B)-Losung
versetzten Osteoblasten, P388 und mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC).
Aufgrund der limitierten Zellzahl wurden die Kalibrier- und QC-Lésungen zur Quantifizierung der intra- und
extrazellularen Bortezomibkonzentration in MSC oder Osteoblasten in Zellpellets der murinen Leukdamiezelllinie
P388 gespiked. Zum Vergleich der Extraktionsration und damit auch der unterschiedlichen Probenmatrices
wurden, simultan in jedem Batch, auch zwei Pellets der in den Uptake-Versuchen verwendeten MSC oder
Osteoblasten mit der QC B-Losung versetzt. Dargestellt sind die Schwankungen der einzelnen mit der QC B-
Losung versetzten Zelltypen um den Mittelwert der quantifizierten Bortezomibkonzentration [nM] fur alle
gemessenen Batches. Osteoblasten (8,07 nM), P388 (8,11 nM) und MSC (8,04 nM) unterscheiden sich kaum im
Mittewert und dem Streuungsverhalten. Es konnte demnach gezeigt werden, dass P388-Zellpellets
vergleichbare Extraktionsraten von Bortezomib aufweisen, was auf vergleichbare Matrices der Zellproben
schlieRen l3sst.

3.2.2 Validierung der Quantifizierung von Bortezomib mittels UPLC/MS/MS
unter Anwendung der Festphasenextraktionsmethode

Zur Minimierung von Matrixeffekten, die bei der Quantifizierung von Bortezomib im Laufe der
Versuchsserien zunehmend auftraten, wurde die bereits validierte UPLC/MS/MS-Methode
hinsichtlich des Extraktionsverfahrens optimiert. Die Extraktion von Bortezomib aus
Zellkulturiberstanden erfolgte anschlieBend nicht mehr wie bisher mittels LLE, sondern durch SPE.
Zunachst wurde gepriift, ob es durch das veranderte Extraktionsverfahren und insbesondere durch
das veranderte Elutionsmittel zu Verlusten von Bortezomib wahrend der Aufarbeitung kommt.
Hierzu wurden sowohl die zur Konditionierung der Kartusche und Nachspiilen verwendete 0,1 M HCI,
als auch der 5 %-ige Methanol aufgefangen, davon 10 pl in 90 ul Eluent gel6st (95 % H,0 + 0,01 %
Ameisensdure + 5 % ACN mit 0,01 % Ameisensaure) und der relative Bortezomibgehalt mittels
UPLC/MS/MS quantifiziert. Es kam zu keiner Extraktion von Bortezomib (Durchbruch der Substanz),
durch die im Extraktionsprozess verwendete 0,1 M HCI, sowie dem 5 %-igen MeOH.

Vor der Validierung wurden zunichst Triplikate von Zellpellets von 5 x 10* P388 Zellen fiir 10 min
bzw. 48 h mit 5 nM Bortezomib exponiert. Ebenfalls wurden je zwei Leerpellets von MSC und
Osteoblasten mit der dem LLOQ entsprechenden (0,5 pg/100 pl bzw. 13 pM) Lésung gespiked. Die
Proben wurden mittels SPE extrahiert und durch die etablierte UPLC/MS/MS Methode quantifiziert.
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Alle Proben lagen liber dem LLOQ und zeigten geringe Schwankungen (x 15 %) innerhalb der
Triplikate bzw. Duplikate.

Die UPLC/MS/MS-Methode zur Quantifizierung von Bortezomib mit vorangehender SPE wurde nach
den geltenden Richtlinien zur bioanalytischen Methodenvalidierung nach FDA und EMA (FDA, 2018;
EMA, 2011) validiert. Prazision und Genauigkeit der Methode wurden in drei unabhangigen
Validierungsreihen mit drei verschiedenen QC Verdiinnungen (QC A, QC B, QC C, QC D), sowie der
Konzentration des 13 pM LLOQ durch Sechsfach-Bestimmung ermittelt. Beide Qualitatsparameter
wurden innerhalb der einzelnen Validierungsversuche (within-batch) und im Vergleich zwischen den
Validierungsversuchen (batch-to-batch) berechnet. Diese erfillten die geforderten Kriterien von + 15
% Abweichung fiir die QC Proben und + 20 % fiir die LLOQ Konzentrationen (siehe Tabelle 26).

Tabelle 26: Ubersicht der Ergebnisse der Validierung der solid phase extraction Methode fiir Bortezomib in
Zellkulturiiberstanden und Zellpellets

Matrix
Zellkulturtberstand Zellpellet
[pg pro 100 pl] [pg/Zellpellet]

QCA QCB QCC QCD LLOQ [@CA QCB QCC QCD LLoOQ
2,05 272 698 7,26 0,50 (2,05 272 698 7,26 0,50

Within-batch
1 Mittelwert 1,85 270 694 6,97 0,53 1,91 292 707 7,00 0,51
Genauigkeit [%] 8,34 2,02 207 637 597 (423 08 1,72 5,72 9,68

Prazision [% VarK] 9,63 0,60 562 399 6,40 |6,77 7,22 125 3,60 1,80

2 Mittelwert 2,13 274 691 7,24 046 (1,86 223 708 6,86 0,44
Genauigkeit [%] 59 29 134 369 11,82 (3,08 294 133 3,16 3,80

Prazision[% VarK] 395 059 095 0,29 853 (949 179 149 553 124

3 Mittelwert 2,07 270 713 7,75 058 |2,16 289 710 7,15 0,55
Genauigkeit [%] 5,84 3,30 3,32 3,74 104 |6,96 3,33 0,95 481 8,76

Prazision [% Vark] 0,90 0,68 2,24 6,79 15,77 |555 6,11 1,77 1,50 9,83

Batch-to-batch
Mittelwert 2,01 271 698 7,30 0,52 1,97 290 707 6,97 0,49

Genauigkeit [%] 9,02 2,71 268 636 13,5 |831 2,27 1,30 4,77 12,3

Prazision [% VarK] 191 0,23 0,13 0,552 3,69 |411 6,60 142 394 1,02
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In Tabelle 26 sind die Mittelwerte, Genauigkeit [%] und Prazision [Variationskoeffizient, %VarK]
innerhalb (within-batch) und zwischen (batch-to-batch) den 3 Validierungsreihen gezeigt.

3.3 Bestimmung der intra- und extrazelluldren
Bortezomibkonzentration in primaren Myelomzellen, MSC
und Osteoblasten

Zur Klarung der Fragestellung, ob Sensitivitdtsunterschiede auf eine unterschiedliche zellulare
Pharmakokinetik zurtickzufiihren sind, wurden zunachst intra- und extrazellulare Bortezomib-
konzentrationen in primaren malignen Plasmazellen, den Osteoblasten, sowie deren Vorlauferzellen
(MSC) aus gesunden Normalspendern und Patienten mit Multiplem Myelom quantifiziert. Die Zellen
wurden hierzu in vitro mit 5 nM Bortezomib exponiert (10 min, 1 h, 2 h, 6 h, 24 h und 48 h) und die
zelluldre Pharmakokinetik mittels UPLC/MS/MS Uber einen Zeitraum von 24 bzw. 48 h bestimmt.
AuRerdem wurde untersucht, ob sich die Aufnahmekinetik von Bortezomib in MSC und Osteoblasten
von gesunden Normalspendern bzw. Myelom-Patienten unterscheidet.

3.3.1 Intra- und extrazellulire Bortezomibkonzentration in primaren
Myelomzellen

Bezogen auf die  extrazelluldre Bortezomibkonzentration lag die intrazelluldre
Bortezomibkonzentration zu allen Expositionszeitpunkten mit Ausnahme eines Spenders deutlich
(11-54-fach) Uber der im Kulturiberstand bestimmten Bortezomibkonzentration, was auf eine
Anreicherung in den Zellen schlielen lasst (Abbildung 19). In 7 von 9 der getesteten primaren
Myelomzellen wurde die maximale Bortezomibkonzentration nach 4-stiindiger Exposition erreicht,
wobei diese zwischen 41-104 nM variierte. Nach 24 h Bortezomib-Exposition nahm bei 2 Proben die
intrazelluldre Konzentration wieder deutlich (Patient M4 um 55 nM und Patient M9 um 162 nM) ab,
wohingegen bei den weiteren Proben nur eine geringe Abnahme um maximal 0,6 nM der
intrazellularen Akkumulation festgestellt wurde.
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Abbildung 19: Bortezomibkonzentration [nM] in Zellpellets primadrer Myelomzellen und korrespondierendem
Zellkulturiberstanden nach 1 h, 4 h und 24 h Exposition gegeniiber 5 nM Bortezomib (gestrichelte Linie).
Gezeigt sind die Mittelwerte * Standardabweichung fiir n = 3 Messwerte der intra- und extrazelluldren

92



Ergebnisse

Bortezomibkonzentration primarer Myelomzellen unbehandelter Patienten (n = 9). Die Zellen reichern
Bortezomib intrazellular an (11-54-fache intrazelluldre Anreicherung gegeniiber dem Extrazellularraum) und
erreichen die maximale intrazelluldre Konzentration (C..) nach 4 h. Die Messwerte hatte nur geringe
interindividuelle Streuung (Cpax = 45-201 nM).

3.3.2 Zellulare Pharmakokinetik in MSC von Normalspendern und Patienten
mit therapiepflichtigem Multiplen Myelom

In MSC von Normalspendern und Patienten kam es ebenfalls, wie bereits in Multiplen Myelomzellen
gezeigt, in Abhangigkeit der Expositionszeit zu einer hohen intrazelluldren Bortezomib-Anreicherung
(Abbildung 19 und 20). Die zelluldre Kinetik der ersten 6 h zeigte eine starke Zunahme der
Bortezomib-Konzentration. Danach verblieb die intrazelluldre Konzentration auf einem stabilen
Niveau. Ein relevanter Unterschied der zelluldren Pharmakokinetik in MSC von Probanden und
Patienten wurde nicht beobachtet.

3.3.2.1 Intra- und extrazelluldre Bortezomibkonzentration in MSC von Normalspendern

Die intra- und extrazellulare Bortezomibanreicherung in MSC verlief bei allen acht untersuchten
Normalspendern sehr homogen (Abbildung 20 (A)). Die maximale intrazelluldare Konzentration (Cpax)
von 469 nM-1160 nM wurde nach 24 h Expositionszeit beobachtet. Zwischen 6 h und 48 h
Expositionszeit wurde nur eine geringe Anderung der intrazelluliren Bortezomibkonzentration
ermittelt, wohingegen eine Abnahme der Bortezomibkonzentration im korrespondierenden
Zellkulturiberstand zu sehen war.

3.3.2.2 Intra- und extrazelluldre Bortezomibkonzentration in MSC von Patienten mit
therapiepflichtigem Multiplen Myelom

In den Patientenproben ergab sich ebenfalls eine wesentlich hohere intrazelluldre
Bortezomibkonzentration liber den gesamten Expositionszeitraum im Vergleich zur Konzentration
des korrespondierenden Zellkulturiiberstandes (Abbildung 20 (B)). Die Proben der 8 Patienten
unterschieden sich interindividuell jedoch starker in ihrer T. (4, 6, 24 und 48 h) und C.. (255-
2814 nM) im Vergleich zu den gemessen Bortezomibkonzentrationen in MSC gesunder Probanden.
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Abbildung 20: Bortezomibkonzentration [nM] in mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells,
MSC) von Normalspendern bzw. Multiplen Myelom Patienten und korrespondierendem
Zellkulturiiberstanden nach 10 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition gegeniiber 5 nM Bortezomib
(gestrichelte Linie). (A) Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung (SD) fir mindestens n = 3
Messwerte der intra- und extrazelluldren Bortezomib-konzentration von MSC aus Normalspendern (n = 8). Die
Zellen zeigten eine homogene, hohe intrazelluldre Bortezomibanreicherung gegeniiber dem extrazelluldaren
Zellkulturiberstand (95-611-fache intrazelluldre Anreicherung gegeniiber dem Extrazelluldarraum, maximale
Konzentration Cp,x = 565-1160 nM). (B) Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte * SD fiir n = 3 Messwerte der
intra- und extrazelluldaren Bortezomibkonzentration von MSC unbehandelter Patienten mit Multiplem Myelom
(n = 8). Die untersuchten MSC reicherten Bortezomib stark gegeniiber dem Extrazellularraum an (78-1218-
fach). Die intra- und extrazellularen Konzentrationen streuten interindividuell etwas mehr im Vergleich zu den
ermittelten Konzentrationen in MSC von Normalspendern und deren korrespondierendem Zellkulturiiberstand
(maximale intrazellulare Konzentration C,,,, = 288-2815 nM).

3.3.2 Zellulare Pharmakokinetik in Osteoblasten von Normalspendern und
Patienten mit therapiepflichtigem Multiplen Myelom

In Analogie zu den bereits untersuchten MSC kam es in Osteoblasten, unabhangig von ihrem
Ursprung, zu einer héheren intrazelluldaren Bortezomibkonzentration bezogen auf die extrazelluldre
Umgebung (Abbildung 20 und 21). Allgemein wurden groRe interindividuelle Schwankungen der
Cnax-Werte, und der Ratio zwischen extra- und intrazellularen Wirkstoffkonzentrationen im Vergleich
zu MSC festgestellt. Gegeniiber den korrespondierenden MSC-Proben der gleichen Probanden und
Spender reicherte sich Bortezomib in Osteoblasten geringer an.

3.3.2.3 Intra- und Extrazelluldre Bortezomibkonzentration in Osteoblasten von
Normalspendern

Die Anreicherung von Bortezomib in Osteoblastenpellets der 9 untersuchten Normalspender
variierte deutlich (Abbildung 21 (A)). So unterschied sich die C,.x in Osteoblasten von
Normalspendern um Faktor 16 (Spender 5 C.x = 75 nM; Spender 7 C,..x = 1310 nM), was erneut die
hohe interindividuelle Variabilitdt der Osteoblastenproben widerspiegelte.

3.3.2.4 Intra- und extrazelluldre Bortezomibkonzentration in Osteoblasten von Patienten
mit therapiepflichtigem Multiplen Myelom

Wie bereits fir die Osteoblasten von Normalspendern beschrieben, schwankte das Bortezomib-
Aufnahmeverhalten der Osteoblastenproben von Patienten ebenfalls sehr interindividuell (Abbildung
21 (B)). Die ermittelten C., Werte streuten zwischen 40 nM (Patient 4) und 2128 nM (Patient 3). Ein
Trend zu einer Expositionszeit-abhdngigen Bortezomib-Aufnahme innerhalb der ersten 6 h
Expositionszeit war erkennbar. Zeitgleich nahm die Extrazelluldarkonzentration entsprechend ab.
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Abbildung 21: Bortezomibkonzentration [nM] in Osteoblasten von Normalspendern bzw. Myelom-Patienten
und korrespondierendem Zellkulturiiberstinden nach 10 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition
gegeniiber 5 nM Bortezomib (gestrichelte Linie). (A) Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung (SD)
fir mindestens n = 3 Messwerte der intra- und extrazellularen Bortezomibkonzentration von Osteoblasten aus
Normalspendern (n = 9). Die intrazelluldre Anreicherung gegeniliber dem Extrazelluldrraum in den untersuchten
Osteoblasten und deren korrespondierendem Uberstand variierte interindividuell stark (17-354-fache
Anreicherung intrazelluldr vs. extrazellular, maximale intrazelluldre Konzentration C..,x = 75-927 nM). (B)
Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte £ SD fiir n = 3 Messwerte der intra- und extrazelluldaren
Bortezomibkonzentration von Osteoblasten aus unbehandelter Patienten mit Multiplem Myelom (n = 8). Die
intrazelluldre Bortezomibanreicherung in Osteoblasten von Patienten streute ebenfalls Uber einen groflen
Konzentrationsbereich (15-803-fache Anreicherung intrazelluldar vs. extrazelluldr, maximale intrazellulare
Konzentration Cpay = 41-2127 nM).

3.3.3 Vergleich der intrazellulairen Bortezomibkonzentration (iber den
Zeitraum von 24 h

Abbildung 22 fasst die gesamten intra- und extrazelluldaren Konzentrationsdanderungen (AUC,.,41) der
verschiedenen Proben zusammen. Die intrazellulare Bortezomibanreicherung in primaren Multiplen
Myelomzellen (Median = 1184 nM x 24 h) war im Vergleich zu den MSC oder Multiplen
Myelomzelllinien (Median = 17763 nM x 24 h) signifikant kleiner. MSC Zellen von Probanden und
Patienten (Abbildung 22, blau) akkumulierten Bortezomib in vergleichbarem Ausmal (AUC Median
16443 nM x 24 h vs. 13285 nM x 24 h), jedoch deutlich ausgepragter als die korrespondierenden
Osteoblasten (mediane AUCs Normalspender 2225 nM x 24h vs. 3075 nM x 24h in Patienten)
(Abbildung 22, rot). Die extrazelluliren AUCs lagen alle in vergleichbaren Bereichen (maximale
Abweichung von 24 nM x 24 h).
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Abbildung 22: Area under the curve (AUC) [nM x 24 h] der intra- und extrazelluldren
Bortezomibkonzentration von Myelomzelllinien, primdrer Myelomzellen, sowie mesenchymaler
Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC), als auch Osteoblasten von Normalspendern und
unbehandelter Patienten mit Multiplen Myelom iiber einen Expositionszeitraum von 24 h mit 5 nM
Bortezomib. Dargestellt sind die medianen AUCs der intra- und extrazellularen Bortezomibkonzentrationen
und deren Minima und Maxima. Die AUCs wurden berechnet aus der Bortezomibquantifizierung in Zellpellets
von Multiplen Myelomzelllinien (n = 9) und primaren Multiplen Myelomzellen von Patienten (n = 9) (schwarz),
MSC von Normalspendern (n = 8) und Patienten (n = 8) mit Multiplem Myelom (blau), Osteoblasten von
Normalspendern (n = 9) und Patienten (n = 8) (rot) und deren korrespondierendem Zellkulturmedium. Die
starkste intrazelluldare Anreicherung wurde in den Multiplen Myelomzelllinien quantifiziert, wohingegen die
niedrigste Akkumulation von Bortezomib in den primaren Myelomzellen bestimmt wurde. MSC von
Normalspendern und Patienten zeigten mit den Multiplen Myelomzellen vergleichbare mediane AUCs, die
unabhangig von ihrem Ursprung signifikant hoher als in den untersuchten primaren Multiplen Myelomzellen
waren. Ebenfalls im Vergleich zu der hohen intrazelluliren Konzentration in MSC und Multiplen
Myelomzelllinen wurde in Osteoblasten von Normalspendern und Patienten nur geringe mediane AUCs der
intrazellularen Bortezomibkonzentrationen ermittelt. Die extrazellulairen AUCs lagen alle in vergleichbaren
Konzentrationsbereichen. Die statistische Analyse wurde mittels Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s
multiple comparison Test durchgefiihrt.
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3.4 Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitat von MSC und
Osteoblasten

Im Kontext eines in vivo Bortezomib-freisetzenden Knochenersatzmaterials sollte eine
Wirkstoffkonzentration gefunden werden, die auf Multiple Myelomzellen apoptotisch wirkt, gesunde
in der Knochenumgebung vorhandene MSC und Osteoblasten jedoch nicht in ihrer Viabilitat
beeinflusst. Da Patienten, die mit einem Bortezomib-freisetzenden Knochenersatz-material versorgt
werden, anhaltend mit dem Wirkstoff (lokal) exponiert sind, wurde neben der in vitro meist Ublichen
Expositionszeit von 48 h auch eine verlangerte Expositionszeit von 5 Tagen untersucht. Zudem ist
bekannt, dass in experimentellen Untersuchungen viele Antineoplastika Apoptose nur zeitverzogert
(nach 3-6 Tagen) induzieren kdnnen (Eastman, 2017). In diesen Fallen verbleiben die Zellen zunachst
im Zellzyklusarrest, d.h. Reparaturmechanismen setzen ein, bevor das Gleichgewicht letztendlich
zugunsten der Apoptose verschoben und der Zelltod eingeleitet wird. Daher wurden zellulare
Sensitivitatsunterschiede gegeniiber Bortezomib in MSC und Osteoblasten durch Viabilitdtsassays
unter variierender Konzentration, sowie unterschiedlicher Expositionszeit (48 h und 5 Tagen)
ermittelt.

3.4.1 Konzentrations-abhdngiger Einfluss von Bortezomib auf die
Zellviabilitat von MSC und Osteoblasten nach 48 h Exposition

Unabhangig davon, ob es sich um MSC gesunder Probanden oder Patienten handelte, wurden diese
Uber den Expositionszeitraum von 48 h nur in sehr hohen Bortezomibkonzentrationen moderat in
ihrer Zellviabilitat eingeschrankt (Abbildung 23). Die Inkubation der MSC (iber 48 h mit 500 uM
Bortezomib fihrten zu einer moderat Konzentrations-abhdngigen Reduktion der Zellviabilitdt im
Mittel um maximal 34 % Normalspendern (n = 8) und 38 % in Patienten (n = 8) (Rohdaten der
Viabilitatsassays der MSC von Normalspendern und Patienten siehe Anhang 7.1.1 Abbbildung A.1
und A.2).
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Abbildung 23: Konzentrations-abhdngiger Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitdit [%] von
mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) gesunder Normalspender und Patienten mit
Multiplem Myelom nach 48 h Exposition. MSC von (A) Normalspendern (n = 8) und (B) Patienten mit
Multiplem Myelom (n = 8) wurden fir 48 h mit 0,01-500 uM Bortezomib exponiert. Die gezeigten Daten
entsprechen dem Mittelwert * Standardabweichung von n = 24 Einzelwerten (3 biologische Replikate; jede
Konzentration in 8 technischen Replikaten). MSC von Normalspendern und Patienten zeigten nur eine
moderate Reduktion der Zellviabilitdt bei sehr hohen Bortezomibkonzentrationen.

Ausdifferenzierte Osteoblasten von Probanden (n = 4) und Patienten (n = 5) zeigten ebenfalls bei sehr
hohen Bortezomibkonzentrationen (500 uM) eine 50 %-ige Reduktion der Zellviabilitat nach 48 h
(Abbildung 24). 500 uM Bortezomib reduzierten im Mittel maximal die Viabilitdt in den Osteoblasten
der Normalspender um 46 % und in Patienten um 47 % (Rohdaten der Viabilitdtsassays der MSC von
Normalspendern und Patienten siehe Anhang 7.1.2, Abbildung A.3 und A.4).
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Abbildung 24: Konzentrations-abhangiger Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitdt [%] von Osteoblasten
gesunder Normalspender und Patienten mit Multiplem Myelom nach 48 h Exposition. Osteoblasten von (A)
Normalspendern (n = 4) und (B) Patienten mit Multiplem Myelom (n = 5) wurden fur 48 h mit 0,01-500 uM
Bortezomib exponiert. Die gezeigten Daten entsprechen dem Mittelwert + Standardabweichung von n = 24
Einzelwerten (3 biologische Replikate; jede Konzentration in 8 technischen Replikaten). Osteoblasten von
Normalspendern und Patienten zeigten nur bei sehr hohen Konzentrationen eine Reduktion der Zellviabilitat.

3.4.2 Konzentrations-abhdngiger Einfluss von Bortezomib auf die
Zellviabilitat von MSC nach 5 Tagen Exposition

Eine Verlangerung der Expositionszeit auf 5 Tage zeigte in Vorversuchen eine apoptotische Wirkung
auf MSC im gesamten zuvor eingesetzten Konzentrationsbereich von 10 nM bis 500 uM (Daten nicht
gezeigt). Zur Bestimmung der ICs, von Bortezomib nach 5 Tagen wurden die Zellen daher mit
aufsteigenden Konzentrationen von 5 pM bis zu 100 nM inkubiert. Aufgrund der limitierten
Zellzahlen wurde der Konzentrations-abhdngige Einfluss von Bortezomib nach 5 Tagen
Expositionszeit nur in MSC von n = 2 Normalspendern und n = 3 Patienten mit Multiplem Myelom
bestimmt. Unabhangig davon, ob es sich um MSC gesunder oder erkrankter Spender handelte,
zeigten diese unterschiedlichen Sensitivitditen gegeniiber Bortezomib in Bezug auf die Zellviabilitat.
Wie in Abbildung 25 gezeigt fihrte die Exposition Uber 5 Tage zu einer sehr potenten
Einschrankungen der Zellviabilitdt bei Spender 2 (1Cs, = 0,008 nM) (Abbildung 25, links), wohingegen
die MSC des anderen Normalspenders sich weiterhin relativ resistent gegenliber Bortezomib
(Spender 7) (Abbildung 25, rechts) zeigten. Ahnliche Effekte wurden auch in den untersuchten MSC
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von Patienten mit Multiplen Myelom gezeigt (Abbildung 26). Hier konnte fiir Bortezomib eine
Konzentrations-abhangige Viabilitatsreduktion bei 2 der untersuchten Spender festgestellt werden
(ICso = 2,61 nM; Spender 4, ICs, = 0,12 nM; Spender 8). Im Gegensatz dazu wurden die MSC des
Patienten 9 nicht in ihrer Viabilitat durch Bortezomib beeinflusst.

1254 Spender 2 1254 Spender 7

X 1004 = 100 1
£ 75 2 75
% 2
3 504 IC55 =0,01nM 2 50
3 I
N 25 N 25+

0- 4 x LI T A 0-

10° 107 10" 10° 10! 10? 10° 107 10" 10° 10! 10?
Bortezomib [nM] Bortezomib [nM]

Abbildung 25: Konzentrations-abhdngiger Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitdit [%] von
mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) gesunder Normalspender nach 5 Tagen
Exposition. MSC von Normalspendern (n = 2) wurden fiir 5 Tage mit 0,005-100 nM Bortezomib exponiert. Die
gezeigten Daten entsprechen dem Mittelwert + Standardabweichung von n = 16 Einzelwerten (2 biologische
Replikate; jede Konzentration in 8 technischen Replikaten). Die MSC des Spenders 2 wurden sehr potent in
ihrer Viabilitat durch Bortezomib reduziert (ICsq = 0,008 nM), wohingegen nur bei hohen Konzentrationen eine
moderate Reduktion der Zellviabilitat der MSC des Spenders 7 gezeigt werden konnte.
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Abbildung 26: Konzentrations-abhdngiger Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitdit [%] von
mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) unbehandelter Patienten mit Multiplem
Myelom nach 5 Tagen Exposition. MSC von Patienten (n = 3) wurden fiir 5 Tage mit 0,005-100 nM Bortezomib
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exponiert. Die gezeigten Daten entsprechen dem Mittelwert + Standardabweichung von n = 16 Einzelwerten (2
biologische Replikate; jede Konzentration in 8 technischen Replikaten). Die MSC der Patienten 4 und 8 wurden
potent in ihrer Viabilitdt durch Bortezomib reduziert (1C5o = 2,61 nM und ICsq = 0,12 nM), wohingegen nur bei
hohen Konzentrationen eine moderate Reduktion der Zellviabilitdt der MSC des Patienten 9 gezeigt werden
konnte.

3.5 Einfluss von Bortezomib auf die Proteasomenaktivitit von
MSC und Osteoblasten

Neben der zelluldren Pharmakokinetik wurde auch die zellulare Pharmakodynamik von Bortezomib in
MSC und Osteoblasten von Normalspendern bzw. Patienten untersucht.

Zum einen wurde hierzu die inhibitorische Potenz (1Cs,) von Bortezomib in MSC und Osteoblasten an
der CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheit bestimmt. Simultan zur Quantifizierung der
intrazellularen Bortezomibkonzentrationen nach 1, 6, 24 und 48 h Expositionszeit wurde auch das
Ausmald der Inhibition der drei Proteasomenuntereinheiten zu diesen distinkten Zeitpunkten
bestimmt. Der Einfluss von Bortezomib auf die katalytische Proteasomenaktivitdt in primaren
Multiplen Myelomzellen unbehandelter Patienten konnte aufgrund der limitierten Zellzahl und
begrenzten Kultivierbarkeit in vitro nicht bestimmt werden.

3.5.1 Bestimmung der inhibitorischen Potenz von Bortezomib auf die
katalytische Aktivitit der Proteasomenuntereinheiten in MSC und
Osteoblasten

In MSC, unabhangig von ihrem Ursprung, wurde die Aktivitdt der CT-like Untereinheit durch
Bortezomib sehr potent inhibiert (siehe Tabelle 27 und 28). Die ICso-Werte variierten hier zwischen
470 pM (Spender 5) und 55,5 nM (Patient 2). Simultan zur Hemmung der CT-like Untereinheit stieg in
allen MSC-Zellen die katalytische Aktivitdt der T-like Proteasomen-untereinheit zundchst an (siehe
exemplarisch Abbildung 27), weshalb fiir diese Untereinheit keine Berechnung von ICs-Werten
moglich war. Die maximale Steigerung der Aktivitat betrug 182 % (Spender 3) bei Exposition mit
50 nM Bortezomib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Peptidspaltungsaktivitat der C-like
Untereinheit wurde in MSC durch Bortezomib nur mit geringer Potenz, allerdings deutlichen
interindividuellen Unterschieden gehemmt (ICso von 71,6 nM (Spender 5) bis zu 153 nM (Patient 8)).
Die ICsp-Werte der CT- und C-like Proteasomenuntereinheiten in Zellen von Patienten und Probanden
unterschieden sich im Mittel um 11 nM (CT-like Proteasomenuntereinheit) bzw. 12 nM (C-like
Proteasomenuntereinheit).
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Abbildung 27: Exemplarische Darstellung der Bortezomibkonzentrations-abhangigen Inhibition der Aktivitat
der CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheiten [%] in mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal
stromal cells, MSC) des Spenders 1 und Patienten 9 nach 1-stiindiger Exposition. Sowohl in den MSC des
Spenders 1 (A), als auch in den MSC des Patienten 9 (B) wurde die Aktivitit der CT-like
Proteasomenuntereinheit unter kompensatorischer Aktivitatssteigerung der T-like Proteasomenuntereinheit
nach 1-stiindiger Exposition mit 0,01-500 uM Bortezomib am wirksamsten inhibiert. Die Daten zeigen die den
Mittelwert + Standardabweichung von 8 technischen Replikaten.

Tabelle 27: Inhibitorische Potenz (ICs;) von Bortezomib an den CT- und C-like Proteasomenuntereinheiten in
mesenchymalen Stromazellen von Normalspendern (n = 5) nach 1-stiindiger Exposition mit 0,01-500 uM
Bortezomib

Normalspender ICso der CT-like ICso der C-like
Proteasomenuntereinheit [nM] Proteasomenuntereinheit [nM]

Spender 1 2,39 115

Spender 2 55,5 111

Spender 3 0,75 69,5

Spender 5 0,47 71,6

Spender 10 1,09 120

Mittelwert 12,0 97,3

SD +21,7 +22,1

Tabelle 28: Inhibitorische Potenz (ICs;) von Bortezomib an den CT- und C-like Proteasomenuntereinheiten in
mesenchymalen Stromazellen von unbehandelten Patienten mit Multiplem Myelom (n = 6) nach 1-stiindiger
Exposition mit 0,01-500 uM Bortezomib

Patienten I1Cso der CT-like ICso der C-like
Proteasomenuntereinheit [nM] Proteasomenuntereinheit [nM]
Patient 2 1,42 76,0
Patient 3 3,37 66,9
Patient 4 1,13 Keine Berechnung der I1Cs
moglich
Patient 7 0,89 46,54
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Patient 8 0,87 153,3
Patient 9 2,35 50,49
Mittelwert 1,536 85,7
SD +0,94 + 40,5

Im Vergleich zu den in MSC ermittelten ICso-Werten der CT-like Untereinheiten, variierten diese
interindividuell starker in Osteoblasten (50,0 pM (Patient 1) bis 76,4 nM (Spender 10)) (Tabelle 29
und 30). Im direkten Vergleich der drei Proteasomenuntereinheiten inhibierte Bortezomib dennoch
die CT-like Untereinheit in allen Experimenten am potentesten. Auch in den Osteoblasten der
untersuchten Spender und Probanden wurde (Ausnahme Spender 5) eine kompensatorische
Steigerung der T-like Aktivitdt mit zunehmender Bortezomibkonzentration beobachtet (maximale
Steigerung 175 % (Patient 4)). Die ICso-Werte der C-like Untereinheiten zeigten ebenfalls eine gréRere
Streuung im Vergleich zu den in MSC ermittelten Werten. Die Potenz von Bortezomib zur Inhibition
der CT-like Untereinheit in Probanden unterschied sich im Mittel nur um 9nM von derer in Patienten,
sowie um 34 nM fir die C-like Untereinheit.

Tabelle 29: Inhibitorische Potenz (ICs,) von Bortezomib an den CT- und C-like Proteasomenuntereinheiten in
Osteoblasten von Normalspendern (n = 6) nach 1-stiindiger Exposition mit 0,01-500 M Bortezomib

Normalspender ICso der CT-like ICso der C-like
Proteasomenuntereinheit [nM] Proteasomenuntereinheit [nM]

Spender 2 0,25 153

Spender 5 29,4 79,8

Spender 6 0,29 57,3

Spender 7 1,30 53,4

Spender 9 10,6 113

Spender 10 76,4 90,6

Mittelwert 8,37 85,9

SD +11,2 +40,0

Tabelle 30: Inhibitorische Potenz (IC5;) von Bortezomib an den CT- und C-like Proteasomenuntereinheiten
Osteoblasten von unbehandelten Patienten mit Multiplem Myelom (n = 6) nach 1-stiindiger Exposition mit
0,01-500 uM Bortezomib

Patienten I1Cso der CT-like ICso der C- like
Proteasomenuntereinheit [nM] Proteasomenuntereinheit [nM]

Patient 1 0,05 146

Patient 3 0,42 113

Patient 4 27,5 180

Patient 6 9,10 98,7

Patient 7 1,00 95,7

Patient 9 0,50 36,9

Mittelwert 6,43 112

SD +9,94 +44,5
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Vergleicht man die ICso-Werte der in MSC und Osteoblasten mit denen der in Zelllinien des Multiplen

Myeloms ermittelten Werte, so zeigt sich, dass Bortezomib die CT-like Untereinheit in allen drei

Zellarten mit dhnlicher Potenz inhibiert (siehe Tabelle 31).

Tabelle 31: Inhibitorische Potenz (ICs,) von Bortezomib an den CT- und C-like Proteasomenuntereinheiten in
Myelomzelllinien (n = 6) nach 1-stiindiger Exposition mit 0,001-10 uM Bortezomib

Zelllinie ICso der CT-like ICso der C-like
Proteasomenuntereinheit [nM] Proteasomenuntereinheit [nM]

EJM 0,57 55,5

Karpas-620 4,83 18,7

L363 18,0 75,2

LP-1 85,3 538

OPM-2 96,4 570

RPMI-8226 Keine nicht-lineare Regression moglich 4,28

Mittelwert 41,0 210

SD +41,2 1244

Die mittlere ICso der CT-like Untereinheit fur alle Zellarten lag bei 15 + 27 nM (siehe Abbildung 28).
Bortezomib hemmte somit die CT-like Untereinheit mit einer vergleichbaren Potenz in Zelllinien des

Multiplen Myeloms, MSC und Osteoblasten. Eine héhere Streuung der Werte ergab sich fiir die C-like

Proteasomenuntereinheit um den Mittelwert von 120 + 127 nM.
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Abbildung 28: Inhibitorische Potenz (ICs;) [nM] von Bortezomib an den CT-und C-like
Proteasomenuntereinheiten in Myelomzelllinien, mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells,
MSC) und Osteoblasten. Die CT-like Proteasomenuntereinheit wurde in Myelomzelllinen (n = 6), MSC (n = 11)
und Osteoblasten (n = 12) gesunder und mit Multiplen Myelom erkrankter Patienten am potentesten Inhibiert.
Die C-like Proteasomenuntereinheit wurde insgesamt schwacher in ihrer katalytischen Aktivitat gehemmt,
allerdings ergab sich im Vergleich zur Inhibition der CT-like Untereinheit eine héhere Streuung der ICso-Werte
unabhangig vom Zelltyp.

3.5.2 Einfluss der Expositionsdauer von 5 nM Bortezomib auf die Aktivitat
der Proteasomenuntereinheiten

Die Aktivitdt der drei proteasomalen Untereinheiten wurde in MSC von Probanden (n = 8) und
Patienten (n =8) nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h Expositionszeit (5 nM) bestimmt. Bortezomib inhibierte
die CT-like Proteasomenuntereinheit, unabhangig von der Expositionszeit, in allen Proben hoch
potent. Im Mittel unterschieden sich die Aktivitaiten der Proteasomenuntereinheiten in MSC von
Probanden und Patienten kaum (Abbildung 29). Im Beobachtungszeitraum bis 24 h kam es bei der
Mehrheit der untersuchten Zellen zu einer Abnahme der Aktivitat der CT- und C-like Untereinheit
nach Exposition mit 5 nM Bortezomib. In den MSC, mit Ausnahme denen des Spenders 5, kam es zu
einer Steigerung der T-like Proteasomenaktivitdit unter Bortezomib. Eine Hemmung dieser
Untereinheit wurde zu keinem Zeitpunkt beobachtet. Nach 48-stlindiger Exposition mit Bortezomib
war die Proteinspaltungsaktivitdt der C-like Proteasomenuntereinheit sehr heterogen. Allgemein
waren dhnliche Trends fir die Hemmung der Proteasomenuntereinheiten nach 1 h, 6 h, 24 h und
48 h Inkubation fiir MSC von Probanden und Spendern zu beobachten, allerdings variierten die
Ergebnisse doch stark interindividuell (siehe Anhang Kapitel 7.2.1, Abbildung A.5 und A.6). Aufgrund
des geringen Stichprobenumfangs der unbehandelten Kontrolle, die auf experimentelle
Einschrankungen in der Zellzahl zuriickzufiihren sind, wurden keine statistischen Analysen
durchgefihrt.
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Abbildung 29: Expositionszeit-abhangige Inhibition der Aktivitdt katalytischen Proteasomenuntereinheiten
[%] in mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) von Normalspendern und Patienten.
Mittlere Inhibition + Standardabweichung der CT-, T- und C-like Proteasomenaktivitdit in MSC von (A)
Normalspendern (n = 8) und (B) Patienten mit Multiplen Myelom (n = 8) nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition
mit 5 nM Bortezomib. Unabhéangig von ihrem Ursprung zeigten die MSC im Mittel eine Expositionszeit-
abhangige potente Reduktion der CT-like Proteasomenaktivitdit durch Bortezomib. Eine kompensatorische
Gegenregulation der T-like Proteasomenuntereinheit wurde in MSC von Normalspendern und Patienten
beobachtet (100 % Aktivitdt der Proteasomenuntereinheiten = gestrichelte Linie). Die gezeigten Ergebnisse
wiesen starke interindividuelle Schwankungen auf.
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Auch in Osteoblasten von Normalspendern (n = 7) und Patienten (n = 7) wurde die Expositionszeit-
abhangige Reduktion der Aktivitdt der CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheiten bestimmt
(Daten siehe Anhang Kapitel 7.2.2, Abbildung A.7 und A.8). In den Osteoblasten wurde die CT-like
Untereinheit durch Bortezomib zu jeder Expositionszeit am effektivsten inhibiert (Abbildung 30). Die
mittlere CT-like Proteasomenaktividat in Osteoblasten, unabhdngig von ihrem Ursprung, wurde mit
zunehmender Expositionszeit bis 24 h um 68 % (Normalspender) bzw. 59 % (Patienten) reduziert.
Eine Zunahme der katalytischen Aktivitat der T-like Proteasomenuntereinheit wurde, mit Ausnahme
des Spenders Patienten 4, zu verschiedenen Zeitpunkten in den Osteoblasten beobachtet. Die
Hemmung der C-like Proteasomenuntereinheit variierte stark unter den Probanden und den
Patienten. Auch hier kann durch die starken Unterschiede zwischen den einzelnen Proben nur ein
Trend beschrieben werden. Auch bei der Analyse der Expositionszeit-abhangigen Inhibition der
katalytischen Proteasomenuntereinheiten in Osteoblasten wurde aufgrund des geringen
Stichprobenumfangs der unbehandelten Kontrolle, keine statistischen Analysen durchgefihrt.
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Abbildung 30: Expositionszeit-abhadngige Inhibition der katalytischen Proteasomenuntereinheiten in
Osteoblasten von Normalspendern und Patienten. Mittlere Inhibition + Standardabweichung der CT-, T- und
C-like Proteasomenaktivitat in Osteoblasten von (A) Normalspendern (n = 7) und (B) Patienten mit Multiplen
Myelom (n = 7) nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition mit 5 nM Bortezomib. Unabhé&ngig vom Ursprung der
Osteoblasten wurde im Mittel die CT-like Proteasomenuntereinheit Expositionszeit-abhdngig am potentesten
durch Bortezomib inhibiert. Eine kompensatorische Gegenregulation der T-like Proteasomenuntereinheit
wurde ebenfalls in Osteoblasten von Normalspendern und Patienten beobachtet (100 % Aktivitdt der
Proteasomenuntereinheiten = gestrichelte Linie). Die gezeigten Ergebnisse wiesen starke interindividuelle
Schwankungen auf.

3.6 Zusammenhang zwischen der Expression der enzymatischen
Proteasomenuntereinheiten und der Wirksamkeit von
Bortezomib in Bezug auf die Reduktion der Zellviabilitat und
Aktivitat der katalytischen Proteasomenuntereinheiten

Zur Beschreibung der zelluldren Pharmakodynamik ist es unzureichend, nur die Konzentrations-
Wirkungs- oder Expositionszeit-Wirkungs-Beziehung an der jeweiligen Zielstruktur zu untersuchen.
Die Sensitivitat gegenliber Bortezomib kann auch davon abhadngen, wieviel Proteasom intrazellular
exprimiert wird (Bianchi et al., 2009). Darliber hinaus kann die Anzahl der targets auch das
Gleichgewicht zwischen der intra- und extrazellularen Bortezomibkonzentration bestimmen.
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Zunachst wurde die Expression der konstitutiven, wie auch Immun-Proteasomenuntereinheiten
mittels GEP in folgenden Zellen bestimmt: (1) Zelllinien des Multiplen Myeloms (n = 9), (2) primaren
normalen Plasmazellen, MSC und Osteoblasten gesunder Spender (n = 19) und (3) malignen
Plasmazellen, MSC und Osteoblasten therapiepflichtiger (n = 765), refraktarer bzw. rezidivierender
Patienten mit Multiplem Myelom (n = 90). Die erhaltenen Expressionsmuster der Zelllinien des
Multiplen Myeloms wurden im Anschluss zum einen mit der intrazelluldaren Akkumulation, zum
anderen mit der inhibitorischen Potenz an den Proteasomenuntereinheiten von Bortezomib
verglichen, um ggf. Zusammenhange zu erfassen. Zur Klarung einer moglichen Beeinflussung des
Therapieerfolgs durch unterschiedliche Expressionsstarken der Proteasomenuntereinheiten wurden
die GEP-Daten der malignen Plasmazellen therapiepflichtiger Multiplen Myelom Patienten mit deren
Wabhrscheinlichkeit fiir ein ereignisfreies Uberleben und auch Gesamtiiberleben in Bezug gesetzt.

3.6.1 Expression der Proteasomenuntereinheiten in Zelllinien des Multiplen
Myeloms, Patienten mit Multiplem Myelom, MSC und Osteoblasten

Die Expressionshohe der CT-like Untereinheit hatte nur eine geringe Schwankungsbreite zwischen
den Zelllinien und war im Vergleich zur CT;-like Untereinheit starker exprimiert (Abbildung 31). Auch
die T-like, C-like Proteasomenuntereinheiten hatten &dhnliche Expressionshohen und nur wenig
Schwankungsbreite im Vergleich zwischen den untersuchten Zelllinien.

Die CT-like und C-like Proteasomenuntereinheit zeigten ebenfalls ein homogenes
Expressionsmuster, wohingegen die Expression der Tq-like Proteasomenuntereinheit in den
untersuchten Zelllinien starker variierte. Generell wurden die drei Immunproteasomen-
untereinheiten am starksten in den Zelllinien RPMI-8226 und am schwachsten in KMS-12-BM
exprimiert. Im direkten Vergleich der drei katalytischen Funktionseinheiten war die des
Immunproteasoms im Mittel schwacher in den untersuchten Zelllinien exprimiert.
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Abbildung 31: Relative Expressionsstirke der katalytischen Untereinheiten des konstitutiven und Immun-
Proteasoms in Myelomzelllinien. Mittels gene expression profiling (GEP) wurden Myelomzelllinien (HMCL, n =
9) auf die relative Expressionsstarke der CT- (PSMB5), T- (PSMB7), C- (PSMB6), CT;- (PSMBS), T;- (PSMB10) und
C-like (PSMB9) Proteasomenuntereinheiten untersucht. Die Zellen wiesen interindividuell in der
Expressionsstirke nur eine geringe Schwankungsbreite auf. Die konstitutiven und Immun-
Proteasomenuntereinheiten wurden von allen untersuchten Zelllinien exprimiert. Die relative
Expressionsstarke der konstitutiven Proteasomenuntereinheiten war etwas hoher im Vergleich zu den Immun-
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Proteasomenuntereinheiten. Zur Unterscheidung ,exprimiert/nicht exprimiert” wurde eine Berechnung mittels
PANP-Algorithmus durchgefihrt.

In der untersuchten Patientenkohorte mit unbehandeltem therapiepflichtigem oder rezidivierendem
Multiplen  Myelom und gesunden Probanden waren die CT-, T- und C-like
Proteasomenuntereinheiten in allen untersuchten normalen und malignen Plasmazellen und Zellen
der Knochenmark-Mikroumgebung exprimiert (Abbildung 32). Die Expressionsstirke war fiir die
Zellen von Patienten mit Multiplem Myelom bzw. Zellen von rezidivierenden/refraktdren Multiplem
Myelom Patienten mit denen der untersuchten Zelllinien vergleichbar. Diese Ergebnisse wurden
ebenfalls fiir die CT- und C-like Untereinheiten bestatigt, wohingegen in 5 der Proben der Patienten
mit Multiplem Myelom bzw. 3 der Patienten mit rezidiviertem/refraktdrem Multiplem Myelom keine
Expression fir die Ti-like Proteasomenuntereinheiten mittels GEP nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 33).
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Abbildung 32: Relative Expressionsstarke der katalytischen Untereinheiten des konstitutiven Proteasoms in
primdren normalen und malignen Plasmazellen, sowie der Knochenmark-Mikroumgebung (KMMU). Durch
gene expression profiling (GEP) wurden in mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) (n =
8), Osteoblasten (OB, n= 8), gesunden Plasmazellen (Gedachtnis-B-Zellen (MBC, n = 4), polyklonalen
plasmablastischen Zellen (PPC, n = 5), Plasmazellen des Knochenmarks (BMPC, n = 19)) gesunder Spender,
Myelomzellen von Patienten mit neudiagnostiziertem, therapiepflichtigem Multiplen Myelom (MM; n = 765)
und rezidiviertem/refraktarem Multiplen Myelom Patienten (MMR, n = 90) und humanen Myelomzelllinien
(HMCL n = 54) die relative Expressionsstarke der (A) CT- (PSMBS5), (B) T- (PSMB7) und (C) C-like (PSMB6),
Proteasomenuntereinheiten bestimmt. Die katalytisch aktiven, konstitutiven Proteasomenuntereinheiten
wurden in allen untersuchten Zelltypen exprimiert. Die relative Expressionsstarke der malignen Plasmazellen
war mit der in HMCL vergleichbar. Zur Unterscheidung ,,exprimiert (schwarz)/nicht exprimiert (grau)“ wurde
eine Berechnung mittels PANP-Algorithmus durchgefiihrt.
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Abbildung 33: Relative Expressionsstirke der katalytischen Untereinheiten des Immun-Proteasoms in
primaren normalen und malignen Plasmazellen, sowie der Knochenmark-Mikroumgebung (KMMU). Durch
gene expression profiling (GEP) wurden in mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) (n =
8), Osteoblasten (OB, n= 8), normalen Plasmazellen (Ged&achtnis-B-Zellen (MBC, n = 4), polyklonalen
plasmablastischen Zellen (PPC, n = 5) Plasmazellen des Knochenmarks (BMPC, n = 19)) gesunder Spender,
Myelomzellen von Patienten mit neudiagnostiziertem, therapiepflichtigem Multiplen Myelom (MM; n = 765)
und rezidiviertem/refraktdarem und humanen Multiplen Myelomzelllinien (HMCL = 54) die relative
Expressionsstarke der (A) CT;- (PSMBS), (B) T- (PSMB10) und (C) C-like (PSMB9) Proteasomenuntereinheiten
bestimmt. Die CT;- und Ci-like-Proteasomen-untereinheiten wurden in allen untersuchten Zelltypen exprimiert.
In 5 der Proben der Patienten mit Multiplem Myelom bzw. 3 der Patienten mit rezidivierenden/refraktaren
Multiplem Myelom konnte keine Expression fiir die T;-like-Proteasomenuntereinheit nachgewiesen werden. Die
relative Expressionsstdarke der malignen Plasmazellen war mit der in HMCL vergleichbar. Zur Unterscheidung
Lexprimiert (schwarz)/nicht exprimiert (grau)“ wurde eine Berechnung mittels PANP-Algorithmus durchgefiihrt.

3.6.2 Korrelation der intrazellularen Bortezomibakkumulation mit der
Expression der katalytischen Proteasomenuntereinheiten in Zelllinien
des Multiplen Myeloms

Die mittels GEP erhaltene Expression der C-, T- und C-like Proteasomenuntereinheiten, wie auch die

der entsprechenden Immun-Proteasomeneinheiten wurden mit dem Verhaltnis von extra- und
intrazelluldarer Konzentration nach 6 h bzw. 24 h Exposition mit 5 nM Bortezomib der neun
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getesteten Zelllinien korreliert. Zu diesen Zeitpunkten wurden die jeweils maximalen intrazelluldren
Bortezomibkonzentrationen in den Zelllinien ermittelt. Fir die Expression der CT-, T-like, sowie CT; -
like Proteasomenuntereinheiten konnte keine Korrelation zur intrazelluldren
Bortezomibanreicherung nach 6 h bzw. 24 h gezeigt werden. Nach 6-stiindiger Exposition mit
Bortezomib korrelierte die intrazellulare Anreicherung mit der Expression der C-like, sowie C-like
Proteasomenuntereinheiten (Abbildung 34, siehe auch Anhang Kapitel 7.3.1, Abbildung A.9). Dies
suggeriert, dass eine hohere Expression dieser Proteasomenuntereinheiten zu einer hoheren
Anreicherung von Bortezomib beitragt. Diese positive Korrelation konnte auch fir die T;-like und C-
like Proteasomenuntereinheit und die Akkumulation von Bortezomib nach 24-stlindiger Exposition
gezeigt werden (Abbildung 35 siehe auch Anhang Kapitel 7.3.1, Abbildung A.10).
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Abbildung 34: Korrelation der intrazelluliren Bortezomibkonzentration nach 6 h Exposition mit 5 nM
Bortezomib mit der Expression C- und C;-like Proteasomenuntereinheiten. Zur Korrelationsanalyse wurde die
Bortezomibkonzentration zum einem Zeitpunkt der maximalen Akkumulation (6 h) der Myelomzelllinien (n = 9)
mit der durch gene expression profiling ermittelten Expression C- (PSMB6) und C-like (PSMB9) Proteasomen-
untereinheiten in Bezug gesetzt. Die Expression der C- (p = 0,004) und Cq-like (p = 0,05)
Proteasomenuntereinheiten korrelierte mit der intrazelluldren Bortezomibakkumulation. Fiir alle anderen
Proteasomenuntereinheiten konnte keine signifikante Korrelation ermittelt werden. Die Korrelationsanalyse
erfolgte mit Hilfe der nicht-parametrischen Spearman-Korrelation.
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Abbildung 35: Korrelation der intrazelluliren Bortezomibkonzentration in Zelllinien des Multiplen Myeloms
nach 24 h Exposition mit 5 nM Bortezomib mit der Expression der T; und C;-like Proteasomenuntereinheiten.
Zur Korrelationsanalyse wurde die Bortezomibkonzentration zu einem weiteren Zeitpunkt der maximalen
Akkumulation (24 h) der Myelomzelllinien (n = 9) mit der durch gene expression profiling ermittelten
Expression der T;- (PSMB10) und Ci-like (PSMB9) Proteasomenuntereinheiten in Bezug gesetzt. Die Expression
der T- (p = 0,05) und Ci-like (p=0,02) Proteasomenuntereinheiten korrelierte mit der intrazelluldren
Bortezomibakkumulation. Fir alle anderen Proteasomenuntereinheiten konnte keine signifikante Korrelation
ermittelt werden. Die Korrelationsanalyse erfolgte mit Hilfe der nicht-parametrischen Spearman-Korrelation.

3.6.3 Zusammenhang zwischen der inhibitorischen Potenz (IC;) von
Bortezomib an den CT- und T-like Untereinheiten mit der Expression
dieser Proteasomenuntereinheiten in Zelllinien des Multiplen
Myeloms

Flr die untersuchten Ziellinien (EJM, Karpas-620, L363, LP-1, OPM-2) wurde die inhibitorische Potenz
von Bortezomib an der entsprechenden Proteasomenuntereinheit mit der Expression der
Proteasomenuntereinheit bzw. Immun-Proteasomenuntereinheiten korreliert. Bei der Bestimmung
der Reduktion der katalytischen Aktivitdt der Untereinheiten durch Bortezomib konnte nicht
zwischen der regularen und immunspezifischen Proteasomenuntereinheit unterschieden werden. Es
konnte kein Zusammenhang festgestellt werden zwischen der Expression der CT-, C- und Cy-like
Proteasomenuntereinheiten und der inhibitorischen Potenz von Bortezomib an den Untereinheiten.
Im Gegensatz dazu korrelierte die Menge der CT-like Proteasomenuntereinheit signifikant (p = 0,02)
mit der inhibitorischen Potenz (ICs), d.h. eine hohe Expression dieser Untereinheit ging mit einer
hohen ICs, (geringe Potenz) der proteasomalen Hemmung durch Bortezomib einher (Abbildung 36,
Anhang 7.3.2, Abbildung A.11).
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Abbildung 36: Korrelation der inhibitorischen Potenz (ICs;) an der CT;-like Proteasomenuntereinheit mit
deren Expressionsstiarke in Zelllinien des Multiplen Myeloms. Zur Korrelationsanalyse wurde die ICsq der
Multiplen Myelomzelllinien (n = 5) nach 1 h Exposition mit 0,001-10,0 uM Bortezomib mit der durch gene
expression profiling (GEP) vermittelten Expression CT-like (PSMB8) Proteasomenuntereinheiten in Bezug
gesetzt. Die Expression korrelierte (p =0,02) mit der ICs, dieser Proteasomenuntereinheit. Fiir alle anderen
Proteasomenuntereinheiten konnte keine signifikante Korrelation ermittelt werden. Die Korrelationsanalyse
erfolgte mit Hilfe der nicht-parametrischen Spearman-Korrelation.
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3.6.4 Zusammenhang zwischen der der

Expression enzymatischen

Proteasomenuntereinheiten mit dem ereignisfreien Uberleben und
Gesamtiiberleben von Patienten mit Multiplem Myelom

In der untersuchten Kohorte war der Trend zu beobachten, dass eine niedrige Expression der CT-, T-
und C-like Proteasomenuntereinheiten mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit fir ein verlangertes
ereignisfreies Uberleben und Gesamtiiberleben assoziiert war (Abbildung 37). Eine niedrige
Expression der T-like Proteasomenuntereinheit korrelierte mit einem langeren ereignisfreien
Uberleben(p = 0,003) und eine niedrigere Expression der C- und T-like Untereinheit mit einem
langeren Gesamtuberleben (p = 0,04 und p = 0,02). Auch fiir die Immun-Proteasomen-untereinheiten
CT- und T-like wurde ein Zusammenhang in den Uberlebenszeitanalysen fiir das Gesamtiiberleben
(CTi-like p = 0,02 und C-like p = 0,003) gezeigt. (Abbildung 38). In der TT2/TT3 Validierungskohorte
konnte dieser Trend allerdings nicht bestéatigt werden (siehe Anhang 7.3.3, Abbildung A.12). Dort
ging eine hohere Expression der CT-like Proteasomenuntereinheit signifikant mit einem besseren
Uberleben (p = 0,01), Expression C-like-
Proteasomenuntereinheit signifikant mit einem besseren Gesamtiiberleben (p = 0,03) einher.
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EFS PSMB6 (208827_at) maxstat threshold = 11.7

Survival [%]

OS PSMB6 (208827_at) maxstat threshold = 11.7

Survival [%]

T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144

Time Since BM Assessment [months] Time Since BM Assessment [months]

483 350 208 133 78 46 37 24 13 7 3 2 low
236 185 125 7 38 24 12 6 4 1 high

495 406 305 241 193 161 127 87 57 36 22 9 low
239 214 186 131 100 69 43 26 16 8 2 1 high

Abbildung 37: Zusammenhang zwischen der Expression der katalytisch aktiven, konstitutiven
Proteasomenuntereinheiten und dem ereignisfreien Uberleben (event-free survival, EFS) und
Gesamtiiberleben (overall survival; 0S). Uberlebenszeitanalyse durch Anwendung des Kaplan-Meier-Schitzers
in einer Kohorte unbehandelter symptomatischer Patienten mit Multiplen Myelom, zur Vorhersage des
ereignisfreien Uberlebens (n=719) und Gesamtiiberlebens (n = 734) in Abhingigkeit von der niedrigen
(schwarz) und hohen Expression (rot) der (A) CT- (PSMB5), (B) T- (PSMB7) und (C) C-like (PSMB6)
Proteasomenuntereinheiten. Die Zuordnung der Expressionsstarke (niedrig/hoch) erfolgte mittels maximally
selected rank statistics auf Basis des vorangegangenen gene expression profiling. Niedrige Expressionslevel der
T-like Proteasomenuntereinheit korrelierten mit einem lingeren ereignisfreien Uberleben (p = 0,003) und eine
niedrigere Expression der C- und T-like Untereinheiten mit einer langeren Gesamtuberleben (p = 0,04 und p =
0,02). Fiir die CT-like Proteasomenuntereinheit konnte keine Korrelation mit dem ereignisfreien Uberleben
oder Gesamtiiberleben ermittelt werden.
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Abbildung 38: Zusammenhang zwischen der Expression der katalytisch aktiven Immun-
Proteasomenuntereinheiten und dem ereignisfreien Uberleben (event-free survival, EFS) und
Gesamtiiberleben (overall survival; 0S). Uberlebenszeitanalyse durch Anwendung des Kaplan-Meier-Schitzers
einer Kohorte symptomatischer Patienten mit Multiplen Myelom zur Vorhersage des ereignisfreien Uberlebens
(n = 719) und Gesamtiiberlebens (n = 734) in Abhangigkeit von der niedrigen (schwarz) und hohen Expression
(rot) der (A) CT;- (PSMBS), (B) T;- (PSMB10) und (C) Ci-like (PSMB9) Proteasomenuntereinheiten. Die Zuordnung
der Expressionsstarke (niedrig/hoch) erfolgte mittels maximally selected rank statistics auf Basis des
vorangegangenen gene expression profiling. Fir die CT;- und T-like Proteasomenuntereinheiten wurde ein
signifikanter Zusammenhang fiir das Gesamtiberleben (CT./ike p = 0,02 und Ti-lik p = 0,003) bestatigt.

3.7 Einfluss der Kombinationstherapieregime PAd und VMP auf

die intrazellulare Bortezomibakkumulation, Zellviabilitat und
Inhibition der Proteasomenuntereinheiten

Bortezomib wird in der Induktionstherapie zur Behandlung des Multiplen Myeloms neu
diagnostizierter Patienten immer in Kombination mit anderen Wirkstoffen eingesetzt. Die zellularen,
mechanistischen Grundlagen der in vivo nachgewiesenen, Uberlegenen Wirksamkeit der
Kombinationstherapieregime im Vergleich zur Behandlung mit Bortezomib als Einzelsubstanz wurden
bisher nicht abschlieRend geklart. Unklar ist, ob dies auf die unterschiedlichen zur Apoptose

114



Ergebnisse

fihrenden Wirkmechanismen der Einzelsubstanzen oder zusatzlich auf eine synergistische
Pharmakodynamik an einem gemeinsamen target bzw. Signalweg zurlickzufiihren ist.

Zur Klarung dieser offenen Fragen wurde untersucht, ob die intrazelluldare Bortezomibakkumulation
und damit die zellulare Pharmakokinetik in Kombinationstherapie-regimen im Vergleich zur alleinigen
Exposition mit Bortezomib variieren. Fir die in vitro Experimente wurden hierbei das PAd
Induktionstherapieregime fiir ASCT-fahige Patienten sowie VMP als Wirkstoffkombination der
Induktionstherapie fiir nicht Transplantations-fahige Patienten simuliert. Auch die Veranderungen
pharmakodynamischer Prozesse wurden evaluiert. Hierzu wurde zum einen die inhibitorische Potenz
von Bortezomib an der wirksamkeitsbestimmenden CT-like Proteasomenuntereinheit, zum anderen
dessen Einfluss auf die Viabilitat der Myelomzellen innerhalb der Wirkstoffkombinationen bestimmt
und in Bezug zur Einzelexposition gesetzt. Gleichzeitig wurde auch geprift, ob die verwendeten
Konzentrationen der Wirkstoffe Doxorubcin, Dexamethason, Melphalan und Prednisolon allein einen
Effekt auf die Viabilitdit von Myelomzellen bzw. die Aktivitdt der drei Proteasomenuntereinheiten
haben.

3.7.1 Intra- und extrazellulire Bortezomibkonzentration in Zelllinien des
Multiplen Myeloms innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd
und VMP

Es wurde eine von der Expositionszeit abhdngige, exponentielle Anreicherung von Bortezomib in den
untersuchten Zelllinien (n = 9) nach Inkubation mit alleinigem Bortezomib, sowie innerhalb der
beiden Kombinationstherapieregime beobachtet (Abbildung 39). Die intrazelluldre C..., variierte von
933 nM (LP-1, 24 h) bis 2165 nM (RPMI-8226, 24 h). Die Bortezomibkonzentration im
korrespondierenden extrazellulairen Medium nahm entsprechend zeitabhangig ab. Die intra- und
extrazelluldren Konzentrationen von Bortezomib unterschieden sich weder zwischen den beiden
Wirkstoffkombinationen PAd und VMP, noch zu derer nach Exposition mit alleinigem Bortezomib.
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Abbildung 39: Intra- und extrazellulire Bortezomibkonzentration [nM] in Myelomzelllinien und
korrespondierenden Zellkulturiiberstanden nach 10 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition
gegeniiber 5 nM Bortezomib allein, in Kombination mit 200 nM Doxorubicin und 300 nM Dexamethason
(PAd) oder 600 nM Melphalan und 3,1 puM Prednisolon (VMP). Gezeigt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung fir n = 3 Messwerte der intra- und extrazelluldren Bortezomibkonzentration nach
Exposition Myelomzellen (n = 9) mit 5 nM Bortezomib allein (schwarz) oder innerhalb der
Kombinationstherapieregime PAd (griin) oder VMP (orange). Die zugegebene Bortezomibkonzentration von 5
nM wird durch eine gestrichelte Linie dargestellt. Die Zellen reicherten Bortezomib Expositionszeit-abhangig,
unabhangig davon ob dies als Einzelsubstanz oder in Kombination mit den anderen Wirkstoffen exponiert
wurde, stark intrazelluldr an. Die Messwerte hatte nur geringe interindividuelle Streuung zwischen den
Zelllinien (Cpax = 933-2165 nM).

Die Integration der intra- und extrazellularen Verlaufe der Bortezomibkonzentration (iber einen
Zeitraum von 48 h (AUCy.s 1) zeigte keine signifikanten Unterschiede fiir Bortezomib allein oder
innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd und VMP (Abbildung 40). Die mediane intrazellulare
Konzentration fir die alleinige Exposition mit Bortezomib lag bei 44061 £ 16691 nM, innerhalb des
Kombinationstherapieregimes PAd bei 43702 + 10863 und mit der VMP-Kombination bei 48084 +
14140 nM. Auch die extrazellularen Konzentrationen unterschieden sich im Median nur geringfiigig
flir die ausschlieRliche Inkubation mit Bortezomib (88 nM * 35 nM) oder in der Wirkstoffkombination
PAd (94 + 34 nM) und VMP (93 + 31 nM). Zusammenfassend hat die Kombination von Bortezomib
mit anderen antineoplastisch wirksamen Wirkstoffen innerhalb der PAd oder VMP Therapieregime
keinen Einfluss auf die intrazelluldare Bortezomibakkumulation bzw. die zelluldre Bortezomib-Kinetik.
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Abbildung 40: Area under the curve (AUC) [nM x 48 h] der intra- und extrazelluldren
Bortezomibkonzentration von Myelomzelllinien lber einen Expositionszeitraum von 48 h mit 5 nM
Bortezomib allein, in Kombination mit 200 nM Doxorubicin und 300 nM Dexamethason (PAd) oder 600 nM
Melphalan und 3,1 uM Prednisolon (VMP). Dargestellt sind die medianen AUCs der intra- und extrazellularen
Bortezomibkonzentrationen und deren Minima und Maxima. Die AUCs wurden berechnet aus der
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Bortezomibquantifizierung in Zellpellets von Myelomzelllinien (n = 9) und korrespondierendem
Zellkulturmedium. Die intra- und extrazellularen AUCs zeigte keine signifikanten Unterschiede fiir Bortezomib
allein oder innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd und VMP. Die statistische Analyse wurde mittels
Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s multiple comparison Test durchgefiihrt.

3.7.2 Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitdt verschiedener Zelllinien
des Multiplen Myeloms innerhalb der Kombinationstherapieregime
PAd und VMP nach 24 h Expositionszeit

Zuerst wurde gepriift, ob die verwendeten Konzentrationen von Doxorubcin, Dexamethason, sowie
Melphalan und Prednisolon einen antiproliferativen Effekt ohne Kombination mit Bortezomib auf die
Zellen haben. Es konnte kein Einfluss der Einzelsubstanzen auf die Zellviabilitdt in den innerhalb der
experimentellen Kombinationstherapieregime verwendeten Konzentrationen festgestellt werden
(Abbildung 41).
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Abbildung 41: Einfluss von 300 nM Dexamethason, 200 nM Doxorubicin, 3,1 puM Prednisolon und 600 nM
Melphalan auf die Zellviabilitdt [%] von Myelomzelllinien nach 24 h Expositionszeit. Dargestellt sind die
Mittelwerte aller untersuchten Multiplen Myelomzelllinien (n = 7) + Standardabweichung fir n = 224
Messwerten (Mittelwert der 7 Zelllinien mit je 4 biologischen Replikaten und 8 technischen Replikaten). Die zur
in vitro Simulation der Kombinationstherapieregime (A) PAd und (B) VMP verwendeten Konzentrationen von
Dexamethason, Doxorubicin, Prednisolon zeigten keine signifikanten Effekte auf die Zellviabilitat der Multiplen
Myelomzelllinien nach 24 h Exposition.

Die antiproliferative Potenz von Bortezomib (ICsp) nach 24-stiindiger Exposition mit Bortezomib allein
oder innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd oder VMP unterschied sich in den meisten der
getesteten Zelllinien nicht (Abbildung 42). Lediglich in den Zelllinien Karpas-620 (p =0,033) und
KMM-1 (p = 0,013) wurde die Potenz wahrend Inkubation mit der Wirkstoff-kombination PAd in
Vergleich zu Bortezomib signifikant verringert (hohere 1Cs). Flr die Exposition mit Bortezomib
innerhalb des VMP Therapieregimes wurde keine Veranderung der Potenz im Vergleich zu alleinigem
Bortezomib beobachtet. Beim direkten Vergleich der Wirkstoffkombinationen PAd und VMP war
Bortezomib innerhalb von PAd in den Zelllinien L-363 (p = 0,032) und LP-1 (p = 0,005) potenter
(Konzentrations-Wirkungskurven siehe Anhang 7.4.1, Abbildung A.14).
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Abbildung 42: Vergleich der inhibitorischen Potenz (1Cso) von 0,001-10 uM Bortezomib allein, in Kombination
mit 200 nM Doxorubicin und 300 nM Dexamethason (PAd) oder 600 nM Melphalan und 3,1 uM Prednisolon
(VMP) in Bezug auf die Zellviabilitit von Myelomzelllinen nach 24 h Expositionszeit. Dargestellt sind die
Mittelwerte der ICsy jeder Multiplen Myelomzelllinie (n = 7) + Standardabweichung fiir n = 4 biologische
Replikate nach Exposition mit 0,001-10,0 uM Bortezomib allein bzw. PAd (orange) und VMP (griin). In den
Zelllinien Karpas-620 (p = 0,033) und KMM-1 (p = 0,013) wurde die ICso durch Exposition mit PAd in Vergleich zu
Bortezomib allein signifikant erhoht. Flir die Exposition mit Bortezomib innerhalb des VMP-Therapieregimes
wurde keine Verdnderung der IC5y im Vergleich zu alleinigem Bortezomib beobachtet. Beim direkten Vergleich
der Wirkstoffkombinationen PAd und VMP war Bortezomib innerhalb von PAd in den Zelllinien L-363 (p =
0,032) und LP-1 (p = 0,005) potenter. Die statistische Analyse wurde mittels Kruskal-Wallis Test mit post hoc
Dunn’s multiple comparison Test durchgefiihrt.

Die Zelllinien EJM und U266 waren nicht ausreichend sensitiv gegenliber Bortezomib (Abbildung 43).
Damit war keine Berechnung der ICs; moglich. Die Viabilitat der Zellen wurde nach Exposition mit
20 uM Bortezomib maximal um 55 % (U266) bzw. 65 % (EJM) reduziert. Dennoch war in der Zelllinie
EJM eine Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve fiir das Kombinationstherapieregime
PAd im Vergleich zu Bortezomib allein zu beobachten. Dies deutet auf eine potentere Wirksamkeit
(ggef. niedrigere ICsq) von Bortezomib innerhalb der Wirkstoffkombination PAd hin.
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Abbildung 43: Zelllinien, die nach 24 h Exposition mit 0,001-10 uM Bortezomib allein, in Kombination 200 nM
Doxorubicin und 300 nM Dexamethason (PAd) oder 600 nM Melphalan und 3,1 uM Prednisolon (VMP) nicht
potent in ihrer Zellviabilitdt [%] reduziert wurden. Zu sehen sind die Mittelwerte + Standardabweichung fir n
= 32 Messwerte (4 biologische Replikate und 8 technische Replikate) nach Exposition mit 0,001-10 uM
Bortezomib allein bzw. innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd (orange) und VMP (griin). Die Zelllinien
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(A) EJM und (B) U266 wurden nach Exposition mit Bortezomib bzw. PAd und VMP nicht mehr als 65 % in ihrer
Viabilitat reduziert. Fur die Zelllinie EJM ist eine mogliche potentere Wirkung von PAd durch Linksverschiebung
der Konzentrations-Wirkungskurve im Vergleich zu Bortezomib allein zu vermuten.

3.7.3 Bestimmung der inhibitorischen Potenz von Bortezomib, Doxorubicin,
Dexamethason, Prednisolon, Melphalan sowie von Bortezomib
innerhalb der Kombinations-therapieregime PAd und VMP an den
Proteasomenuntereinheiten

Die Peptidspaltungsaktivitat der CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheit wurde nach 1-stiindiger
Exposition mit variierenden Konzentrationen von Dexamethason, Doxorubicin, Prednisolon oder
Melphalan in allen getesteten Zelllinien nicht signifikant beeinflusst. Flir Doxorubicin war eine
Hemmung der drei Proteasomenuntereinheiten um ca. 10 % bzw. 20 % in den Konzentrationen 10
und 50 uM zu sehen. Diese Konzentrationen liegen allerdings weit Uber der in dem experimentellen
Kombinationstherapieregime PAd verwendeten Konzentration von 200nM (in Abbildung 44
exemplarisch fiir die Zelllinie RPMI-8266 gezeigt).
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Abbildung 44: Exemplarische Darstellung zur Bestimmung der Konzentrations-abhangigen inhibitorischen
Wirksamkeit von Doxorubicin, Dexamethason, Prednisolon und Melphalan auf die katalytische Aktivitat
Proteasomenuntereinheiten [%] der Myelomzelllinie RPMI-8226. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung fir n = 3 Messwerte (technische Replikate) nach Exposition mit 0,05-10 pM Doxorubicin,
Dexamethason, Prednisolon und Melphalan fir die Multiple Myelomzelllinie RPMI-8226. Fir hohe
Konzentrationen von Doxorubicin (10 und 50 uM) war eine maximal 20 %-ige Reduktion der Aktivitat der CT-, T-
und C-like Proteasomenuntereinheiten zu beobachten. Fiir die aufsteigenden Konzentrationen von
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Dexamethason, Prednisolon und Melphalan wurde keine Beeinflussung der proteasomalen
Peptidspaltungsaktivitdt nachgewiesen.

Im Vergleich zur alleinigen Anwendung zeigte Bortezomib innerhalb der Wirkstoffkombination VMP
in den Zelllinien LP-1 (p = 0,022) und RPMI-8226 (p = 0,022) eine héhere inhibitorische Potenz an der
CT-like Untereinheit (siehe Abbildung 45). Ein signifikant niedrigerer ICso-Wert und damit eine
erhohte inhibitorische Potenz von Bortezomib innerhalb des PAd Regimes wurde in der KMM-1
Zelllinie (p = 0,034) nachgewiesen.
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Abbildung 45: Vergleich der inhibitorischen Potenz (ICso) von 5 nM Bortezomib allein, in Kombination mit 200
nM Doxorubicin und 300 nM Dexamethason (PAd) oder 600 nM Melphalan und 3,1 uM Prednisolon (VMP)
an der CT-like Proteasomenuntereinheit von Myelomzelllinien. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung (SD) der ICs5y bezogen auf die Aktivitat der CT-like Proteasomenuntereinheit der Multiplen
Myelomzelllinien (n = 7) fur n = 3 biologische Replikate nach Exposition mit 0,001-10 uM Bortezomib bzw. PAd
und VMP. Fir Bortezomib innerhalb der Wirkstoffkombination VMP wurde im Vergleich zur Exposition mit
Bortezomib allein in den Zelllinien LP-1(p = 0,022) und RPMI-8226 (p =0,022) eine signifikant starkere
Hemmung der Aktivitat der CT-like Proteasomenuntereinheit nachgewiesen. Ebenso konnte eine potentere
inhibitorische Wirksamkeit von Bortezomib innerhalb des PAd-Kombinationstherapieregimes im Vergleich zu
Bortezomib allein in der Zelllinie KMM-1 (p = 0,034) gezeigt werden. Die statistische Analyse wurde mittels
Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s multiple comparison Test durchgefiihrt.

3.7.4 Einfluss der Expositionsdauer von 5 nM Bortezomib allein oder
innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd und VMP auf die
Aktivitat der Proteasomenuntereinheiten

Unabhangig von der Expositionszeit wurde die CT-like Proteasomenuntereinheit am effektivsten
inhibiert. Allerdings zeigten sich stark variierende Sensitivitdten zwischen den Zelllinien, sowohl bei
Behandlung mit alleinigem Bortezomib als auch in Kombination mit anderen Wirkstoffen (siehe
Abbildung 46, sowie Anhang 7.4.2, Abbildung A.15, A.16 und A.17), wobei keinerlei signifikante
Unterschiede zwischen den Therapieregimen festzustellen waren.

Die Aktivitat der T-like Proteasomenuntereinheit zeigte unter allen experimentellen Bedingungen
(Bortezomib allein/innerhalb von PAd oder VMP) erneut die fir Bortezomib charakteristische
kompensatorische Steigerung (mit Ausnahme der Zelllinie EJM, Karpas-620 und RPMI-8226).Fir die
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C-like Untereinheit konnte kein Trend bzw. signifikante Unterschiede festgestellt werden, da die
gemessenen Werte innerhalb der Zelllinien und der jeweiligen Behandlungen erheblich schwankten.
Die Inhibition der CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheiten innerhalb der
Kombinationstherapieregime PAd und VMP wurde im Vergleich zu Bortezomib zu keinem Zeitpunkt
signifikant verandert.
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Abbildung 46: Expositionszeit-abhdngige Inhibition der katalytischen Aktivitat der
Proteasomenuntereinheiten [%] in Myelomzelllinien durch 5 nM Bortezomib allein, in Kombination 200 nM
Doxorubicin und 300 nM Dexamethason (PAd) oder 600 nM Melphalan und 3,1 pM Prednisolon (VMP).
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung der untersuchten Multiplen Myelomzelllinien (n = 7)
der Aktivitat der CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheiten [%] nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition mit 5
nM Bortezomib allein oder innerhalb der Wirkstoffkombinationen PAd und VMP. Die CT-like
Proteasomenaktivitat wurde durch Bortezomib allein bzw. innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd und
VMP am effektivsten inhibiert Eine kompensatorische Gegenregulation der T-like Proteasomenuntereinheit
wurde ebenfalls in beobachtet (100 % Aktivitdt der Proteasomenuntereinheiten = gestrichelte Linie). Die
gezeigten Ergebnisse wiesen starke interindividuelle Schwankungen auf. Die Hemmung der
Proteasomenuntereinheiten innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd und VMP wurde im Vergleich zu
Bortezomib zu keinem Zeitpunkt signifikant verdndert. Die statistische Analyse wurde mittels Kruskal-Wallis
Test mit post hoc Dunn’s multiple comparison Test durchgefihrt.
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3.8 Einfluss von Bosentan in Kombination mit Bortezomib auf die
intrazelluldire Bortezomibkonzentration, Viabilitait und
Inhibition der Proteasomenuntereinheiten in Zelllinien des
Multiplen Myeloms

Neben den etablierten Wirkstoffkombinationen sind auch Kombinationen von Bortezomib mit
anderen ggf. synergistisch wirksamen Substanzen Bestandteil aktueller Forschung. In vitro Daten
zeigten eine proliferationsférdernde Wirkung von Endothelin, sodass die Blockade entsprechender
Rezeptoren (ETa- und ETg-Rezeptor) mittels Bosentan (einem dualen Antagonisten beider
Rezeptorsubtypen) eine therapeutische Option darstellen kdnnte (Vaiou et al., 2016). Vereinzelte
experimentelle Studien zeigten tatsachlich eine antiproliferative Wirkung von Bosentan auf Zelllinien
eines Multiplen Myeloms (Russignan et al., 2017).

Zur detaillierten Uberpriifung dieser Hypothese unsererseits sollte zunichst sichergestellt werden,
dass der ET-1-Signalweg wie in anderen malignen Zellen auch in unseren Zellmodellen des Multiplen
Myeloms vorhanden und aktiv ist (Irani et al., 2014b; Rosano et al., 2013). Hierzu wurde die
Expression von ET-1, ET,- und ETg-Rezeptoren in den 9 Myelomzelllinen, sowie Plasmazellen
gesunder Spender, malignen Plasmazellen und weiteren Myelomzelllinien bestimmt. Ebenfalls wurde
geprift, ob die zelluldre Bortezomib-Kinetik durch Bosentan (z.B. durch Interaktion an dem
Arzneistofftransporter organic anion transporting polypeptide 1B3 (OATP1B3)) verdndert wird. Um
die bereits publizierte antiproliferative Wirksamkeit einer Endothelinrezeptor-Antagonisierung in den
Myelomzelllinien zu bestatigen, wurden diese zunachst alleinig mit den selektiven Antagonisten
BQ123 bzw. BQ788 oder dem unselektiven Antagonisten Bosentan exponiert und der
Konzentrations-Wirkungs-Zusammenhang bestimmt (Russignan et al., 2017; Vaiou et al., 2016). Im
Anschluss wurde experimentell die kombinatorische Wirkung von Bortezomib und BQ123, BQ788,
Bosentan oder ET-1 bestimmt. Um eine konzentrationsabhdngige Selektivitdt von BQ123 und BQ788
zu berlicksichtigen, wurden die Zellen nicht nur mit der in der Literatur haufig verwendeten, aber
unselektiven Konzentration von 10 uM, sondern auch mit einer niedrigen Konzentration von 0,1 uM
innerhalb der Wirkstoffkombination exponiert (Russignan et al., 2017). Um zu kldren, ob eine
verstarkte antiproliferative Wirksamkeit von Bortezomib in Kombination mit Bosentan auf einen
inhibitorischen Effekt von Bosentan an den katalytischen Funktionseinheiten des Proteasoms
zurlickzufihren ist, wurde die Aktivitdit der Proteasomenuntereinheiten nach Exposition mit
alleinigem Bortezomib sowie in Kombination mit Bosentan bestimmt. Abschlieend wurde gepriift,
ob der antiproliferative Effekt von Bortezomib plus Bosentan auf die akute Zytotoxizitat der
verwendeten Konzentrationen zuriickzufiihren ist.

3.8.1 Expression und Freisetzung von ET-1

Die basale mRNA von ET-1 war in allen Zelllinien nachweisbar, wobei EJM die hochste Expression
aufwies und KMS-12-BM die niedrigste (Abbildung 47 (A)). Zur Untermauerung der mRNA Daten
sollte die ET-1 Proteinmenge in den Kulturiiberstanden der korrespondierenden Zelllinien mittels ET-
1 ELISA bestimmt werden. Der ELISA erwies sich jedoch als zu unsensitiv, um eine verlassliche ET-1
Quantifizierung zu ermaglichen. Fir die Zelllinien EJM, Karpas-620, KMM-1, RPMI-8226 und U266
konnten zwar im Uberstand Endothelinkonzentrationen im fM Bereich quantifiziert werden,
allerdings lagen die der Zelllinien KMS-12-BM, L363, LP-1 und OPM-2 unterhalb des Detektionslimits
(Abbildung 47 (B)). Trotz Uberarbeitung des Protokolls durch eine Steigerung der eingesetzten
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Zellmenge von 1 x 10° Zellen (in 3,00 ml korrespondierendem Medium) auf 2 x 10° Zellen (in 1,50 ml
Medium), waren die quantifizierten ET-1 Mengen bei den verbleibenden Zelllinien zu gering, um
Aussagen Uber die Proteinmenge nach 24 h zu treffen.
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Abbildung 47: Bestimmung der Expression von Endothelin 1 (ET-1) auf mRNA und Proteinebene in Zelllinien
des Multiplen Myeloms. (A) Bestimmung der relativen ET-1 mRNA Expression in unbehandelten Multiplen
Myelom-zelllinien (n = 9) mittels quantitative polymerase chain reaction. In allen Zelllinien wurde die mRNA
von ET-1 in unterschiedlicher Starke exprimiert. In der Zelllinien EJM wurde ET-1 am starksten exprimiert. (B)
Bestimmung der ET-1 Proteinmenge [fM] in Kulturiberstanden von 1 x 10° Zellen von n = 9 Myelomzelllinien
nach 24 h mittels enzyme-linked immunosorbent assay. In den Zelllinien EJM, Karpas-620, KMM-1, RPMI-8226
und U266 konnten ET-1 Konzentrationen fM Bereich quantifiziert werden. Fiir die mit ,#“ gekennzeichneten
Zelllinien lag die ET-1 Proteinmenge unter dem Detektionslimit.

Neben der Expression in Multiplen Myelomzellen konnte mittels GEP gezeigt werden, dass
Endothelin in allen malignen Plasmazellen exprimiert wird (siehe Abbildung 48). Neben diesen
exprimieren auch andere Zelllinien des Multiplen Myeloms (n = 54), sowie nicht maligne Zellen der B-
Zelllinie (Gedachtnis-B-Zellen (n = 5), polyklonale plasmatische Zellen (n = 5), Plasmazellen des
Knochenmarks (n = 19)) ET-1.
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Abbildung 48: Relative Expressionsstarke von Endothelin 1 (ET-1) in primdren normalen und malignen
Plasmazellen, sowie Myelomzelllinien. Durch gene expression profiling (GEP) wurden in Gedachtnis-B-Zellen
(MBC, n = 5), polyklonalen plasmablastischen Zellen (PPC, n = 5), normalen Plasmazellen des Knochenmarks
(BMPC, n = 19)) gesunder Spender, Myelomzellen von Patienten mit monoklonaler Gammopathie unklarer
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Signifikanz (MGUS; n = 64), asymptomatischem Multiplen Myelom (AMM, n = 272), therapiepflichtigem
Multiplen Myelom (MM, n = 765)) und humanen Myelomzelllinien (HMCL n = 54) die relative Expressionsstadrke
von ET-1 (EDN1) bestimmt. Alle Zellen exprimieren ET-1 in vergleichbarer Expressionsstarke. Zur
Unterscheidung ,,exprimiert/nicht exprimiert wurde eine Berechnung mittels PANP-Algorithmus durchgefihrt.

3.8.2 Expression von ET,- und ETg-Rezeptoren

Um das Vorhandensein von ET,- und ETgz-Rezeptoren in den von uns verwendeten Zelllinien zu
bestatigen, wurde deren Expression zunachst auf mRNA Ebene mittels gPCR bestimmt. Die mRNA der
ETA-Rezeptoren konnte nur in KMM-1, KMS-12-BM und RPMI-8226 Zellen nachgewiesen werden
(Abbildung 49 (A)). Der ETg-Rezeptor wurde in allen Zelllinien auBer KMS-12-BM und OPM-2 in
unterschiedlicher Expressionshéhe nachgewiesen (Abbildung 49 (B)).
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Abbildung 49: Bestimmung der Endothelin A- und Endothelin B- (ET, und ET;) Rezeptor-Expression auf mRNA
Ebene in Zelllinien des Multiplen Myeloms. (A) Bestimmung der relativen ET,-Rezeptor mRNA Expression in
unbehandelten Zellen Multipler Myelomzelllinien (n = 9) mittels quantitative polymerase chain reaction. In der
Zelllinie KMS-12-BM wurde die hochste Expression ermittelt. Fir die mit ,,#“ gekennzeichneten Zelllinien lag die
MRNA-Expression unter dem Detektionslimit. (B) Bestimmung der relativen ETz-Rezeptor mRNA-Expression in
unbehandelten Zellen Multipler Myelomzelllinien (n = 9). Der ETg-Rezeptor wurde in allen Zelllinien mit den
Ausnahmen von KMS-12-BM (#) und OPM-2 (#) exprimiert. In der Zelllinie KMM-1 wurde die hochste
Expression ermittelt.

Die GEP in primaren Zellen bestatigte die geringere Expression von ET,-Rezeptoren im Vergleich zur
ETs-Rezeptor-Expression in malignen Plasmazellen von Patienten mit monoklonaler Gammopathie
unklarer Signifikanz (MGUS, n= 64), asymptomatischem Multiplem Myelom (n=272) und
therapiepflichtigem Multiplen Myelom (n = 765), Zelllinien des Multiplen Myeloms (n = 54),
Gedachtnis-B-Zellen (n = 5), polyklonale plasmatische Zellen (n = 5), Plasmazellen des Knochenmarks
(n = 19) (siehe Abbildung 50 (A)). Der ETg-Rezeptor wurde hingegen in allen mittels DNA-Mikroarray
analysierten Proben stark exprimiert (Abbildung 50 (B)).
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Abbildung 50: Relative Expressionsstidrke von Endothelin A- und Endothelin B- (ET, und ET;) Rezeptoren in
primdren normalen und malignen Plasmazellen sowie Myelomzelllinien. Durch gene expression profiling
wurden in (Gedachtnis-B-Zellen (MBC, n = 5), polyklonalen plasmablastischen Zellen (PPC, n = 5), Plasmazellen
des Knochenmarks (BMPC, n = 19)) gesunder Spender, Myelomzellen von Patienten mit monoklonaler
Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS; n = 64), asymptomatischem Multiplen Myelom (AMM, n = 272),
therapiepflichtigem Multiplen Myelom (MM, n = 765)) und humanen Myelomzelllinien (HMCL n = 54) die
relative Expressionsstdarke von (A) ETa-Rezeptoren (EDNRA) und (B) ETg-Rezeptoren (EDNRB) bestimmt. ET,-
Rezeptoren wurden im Vergleich zu ETg-Rezeptoren in den untersuchten Zellen geringer exprimiert. Zur
Unterscheidung ,,exprimiert/nicht exprimiert” wurde eine Berechnung mittels PANP-Algorithmus durchgefihrt.

Zur relativen Bestimmung der Proteinmenge wurden die ETg-Rezeptoren in den Zelllinien mittels
Western Blot nachgewiesen (Abbildung 51). Alle Zelllinien zeigten eine Expression und damit ein
Vorhandensein des ETg-Rezeptors, wobei diese gemittelt (iber n = 6 Versuche in OPM-2 Zellen am
hochsten und den LP-1 Zellen am niedrigsten war.
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Abbildung 51: Exemplarische Darstellung der relativen Proteinquantifizierung des Endothelin B- (ETg)
Rezeptors in Zelllinien des Multiplen Myeloms. Alle untersuchten Myelomzelllinien (n = 9) wiesen im Western
Blot eine quantifizierbare Menge Protein des ETg-Rezeptors auf. Zur relativen Quantifizierung der
Proteinmenge wurde die Expressionsstirke auf Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
normiert.

Es konnte keine Korrelation der relativen mRNA Expression mit der in den Zelllinien ermittelten
Proteinmenge gezeigt werden (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Korrelationsanalyse der fiir den ETg-Rezeptor codierenden mRNA Menge zur ermittelten
Proteinmenge. Es konnte keine Korrelation der relativen mRNA-Expression mit der in den Zelllinien ermittelten
Proteinmenge fiir den ETg-Rezeptor nachgewiesen werden. Die Korrelationsanalyse erfolgte mit Hilfe der nicht-
parametrischen Spearman-Korrelation.

Eine Detektion des ET,-Rezeptors in Zelllinien des Multiplen Myeloms mittels Western Blot konnte
aufgrund unspezifischer Banden unter Verwendung aller drei bisher getesteten Antikoérper nicht
etabliert werden.

3.8.3 Intra- und extrazellulare Anreicherung von Bortezomib in Kombination
mit Bosentan in Zelllinien des Multiplen Myeloms

Die Kombination mit Bosentan hatte keinen Einfluss auf die zelluldare Aufnahme von Bortezomib in
den exemplarisch getesteten Zelllinien des Multiplen Myeloms (EJM, KMM-1, LP-1 und OPM-2)
(Abbildung 53). Bortezomib reicherte sich in den 48 h der Exposition stark intrazellular an (173-fach
bis 625-fach fiir Bortezomib allein und 102-fach bis 799-fach in Kombination mit Bosentan).
Tendenziell wurde die extrazellulare Bortezomibkonzentration nach 48 h Expositionszeit in der
Kombination mit Bosentan weniger reduziert im Vergleich zu der Konzentration nach 24 h, wie dies
bei der Inkubation mit reinem Bortezomib der Fall war. Insgesamt wurde gezeigt, dass sich die intra-
und extrazellularen Bortezomibkonzentrationen nach Exposition mit Bortezomib und Bosentan im
Wesentlichen nicht von der nach Exposition mit Bortezomib allein unterschied.
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Abbildung 53: Intra- und extrazellulire Bortezomibkonzentration [nM] in Myelomzelllinien und
korrespondierendem Zellkulturiiberstdnden nach 10 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition
gegeniiber 5 nM Bortezomib allein oder in Kombination mit 100 uM Bosentan. Gezeigt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung fiir n = 3 Messwerte der intra- und extrazelluldren Bortezomibkonzentration nach
Exposition exemplarisch ausgewédhlter Myelomzellen (n = 4) mit 5 nM Bortezomib allein (schwarz) in
Kombination mit 100 pM Bosentan (blau). Die zugegebene Bortezomibkonzentration von 5 nM wird durch eine
gestrichelte Linie dargestellt. Die Zellen reicherten Bortezomib Expositionszeit-abhangig, unabhangig davon ob
dies als Einzelsubstanz oder in Kombination Bosentan exponiert wurde, stark intrazelluldr an (173-625-fache
intrazelluldre Anreicherung gegeniiber dem Extrazellularraum). Die Messwerte zeigten nur geringe
interindividuelle Streuung zwischen den Zelllinien.

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede fiir die AUCs nach Integration der intra- und
extrazellularen Bortezomibkonzentrationen tber 48 h (AUCy.4g) zwischen der Einzelsubstanz und der
Kombination mit Bosentan (Abbildung 54). Die mediane intrazelluldre Bortezomibakkumulation tber
den gesamten Expositionszeitraum lag bei 21294 nM x 48 h nach alleiniger Bortezomibinkubation
bzw. 19716 nM x 48 h., wohingegen die entsprechende extrazellularen Konzentrationen bei
60,23 nM x 48 h bzw. 64,83 nM x 48 h lagen.
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Abbildung 54: Area under the curve (AUC) [nM x 48 h] der intra- und extrazelluldren
Bortezomibkonzentration von Myelomzelllinien iiber einen Expositionszeitraum von 48 h mit 5 nM
Bortezomib allein oder in Kombination mit 100 uM Bosentan. Dargestellt sind die medianen AUCs der intra-
und extrazelluldren Bortezomibkonzentrationen und deren Minima und Maxima. Die AUCs wurden berechnet
aus der Bortezomibquantifizierung in Zellpellets von Myelomzelllinien (n = 4) und korrespondierendem
Zellkulturmedium. Die intra- und extrazelluldaren AUCs zeigten keine signifikanten Unterschiede fir 5 nM
Bortezomib allein oder in Kombination mit 100 uM Bosentan. Die statistische Analyse wurde mittels Kruskal-
Wallis Test mit post hoc Dunn’s multiple comparison Test durchgefiihrt.

3.8.4 Einfluss von Bortezomib allein oder in Kombination mit ET-1 und
Endothelinrezeptor-Antagonisten auf die Viabilitdt von Zelllinien des
Multiplen Myeloms nach 48 h Exposition

Bosentan allein hatte bis zu einer Konzentration von 20 uM keinen Effekt auf die Zellviabilitat,

wohingegen 100 uM die Zellviabilitdt in KMM-1 um 29 % und RPMI-8226 um 37 % senkte (Abbildung
55).
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Abbildung 55: Exemplarische Darstellung des Konzentrations-abhangigen Einfluss von Bosentan, BQ123 oder
BQ788 auf die Zellviabilitit [%] der Myelomzelllinien KMM-1 und RPMI-8226 nach 48 h Expositionszeit.
Gezeigt werden die Mittelwerte + Standardabweichung der Messwerte (n = 32) (4 biologische Replikate und
jede Konzentrationen in 8 technischen Replikaten) nach 48 h Exposition der Myelomzelllinien (A) EJM und (B)
RPMI-8226 mit 0,01-100 uM Bosentan bzw. 0,002-20 uM BQ123 oder BQ788. Bosentan reduzierte nur in der
hdchsten Konzentration (100 uM) die Zellviabilitdt um maximal 37 %.

Um einen moglichen kombinatorischen antiproliferativen Effekt von Bortezomib und einem dualen
Endothelinrezeptor-Antagonisten zu ermitteln, wurden die Zelllinien mit Bortezomib allein bzw. in
Kombination mit 100 uM Bosentan fiir 48 h exponiert. Die Potenz von Bortezomib (ICs,) variierte von
2,16 nM (KMS-12-BM) bis hin zu 19,2 nM (OPM-2) (Abbildung 56). Die Kombination mit 100 uM
Bosentan fihrte in LP-1 (p = 0,0076) und RPMI-8226 (p = 0,0056) zu einer gesteigerten Potenz von
Bortezomib in Bezug auf die Reduktion der Viabilitat (Abbildung 56). Dieser Trend konnte auBerdem
in den Zelllinien EJM, KMM-1 und OPM-2 gezeigt werden.

Um weiter zu kldren, ob dieser Effekt nur auf die Blockade einer der beiden Endothelinrezeptoren
zuriickzuflihren ist, wurden 0,1 uM bzw. 10 uM der selektiven Endothelinrezeptor-Antagonisten
BQ123 und BQ788, sowie 100 nM ET-1 ebenfalls mit variierenden Konzentrationen von Bortezomib
kombiniert. Die beiden verschiedenen Konzentrationen der spezifischen Endothelin-rezeptor-
Antagonisten wurden gewadhlt, um ggf. eine konzentrationsabhdngige Rezeptor-selektivitat zu
beriicksichtigen. 100 nM ET-1 und 10 uM BQ788 zeigten in Kombination mit Bortezomib keinen
Effekt auf die antiproliferative Potenz des Proteasomeninihibitors in den getesteten Zelllinien
(Abbildung 56). Die Kombination mit 10 uM BQ123 und BQ788 mit Bortezomib flihrte zu einer
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signifikant niedrigeren Sensitivitdt gegentiber Bortezomib in der Zelllinie KMS-12-BM (p = 0,0206 fiir
BQ123 und p = 0,0387 fir BQ788), wohingegen in allen anderen Zelllinien kein Effekt beobachtet
wurde. Einen signifikanten Effekt von 0,1 uM BQ123 gegeniliber der Behandlung von Bortezomib
allein war lediglich in der Zelllinie LP-1 zu beobachten (siehe Anhang 7.5.1, Abbildung A.18).
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Abbildung 56: Vergleich der IC5, nach 48 h Exposition mit Bortezomib allein oder in Kombination mit 100 uM
Bosentan, 100 nM ET-1, 10 uM BQ123 oder BQ788 in Bezug auf die Zellviabilitdit von Myelomzelllinen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung der antiproliferativen Potenz (ICso) von Bortezomib (n =
4 biologische Replikate) nach 48-stiindiger Exposition der Myelomzelllinien (n = 7) gegeniiber 0,002-10 uM
Bortezomib allein oder in Kombination mit 100 nM ET-1, 100 uM Bosentan, 10 uM BQ123 oder BQ788. Die
Kombination von Bortezomib mit 100 uM Bosentan fiihrte in den Zelllinien LP-1 (p = 0,0076) und RPMI-8226 (p
= 0,0056) zu einer gesteigerten Wirksamkeit von Bortezomib in Bezug auf die Reduktion der Viabilitat. Im
Gegensatz dazu zeigte die Kombination von Bortezomib mit 10 uM BQ123 und BQ788 eine Reduktion der
Sensitivitat gegentiber Bortezomib in der Zelllinie KMS-12-BM (p = 0,0206 fiir BQ123 und p = 0,0387 fir
BQ788). Die statistische Analyse wurde mittels Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s multiple comparison
Test durchgefihrt.

3.8.5 Inhibitorische Potenz von Bortezomib allein oder in Kombination mit
100 uM Bosentan auf die Zellviabilitit von Myelomzelllinien nach 5
Tagen Expositionszeit

Nach verldangerter Expositionszeit konnte keine synergistische antiproliferative Wirksamkeit von

Bortezomib in Kombination mit 100 uM Bosentan gezeigt werden (Tabelle 32, Abbildung A.19). Im

Gegenteil, bei den Zelllinien Karpas-620, KMM-1, KMS-12-BM und RPMI-8226 wurde eine signifikante
Erhohung der ICs, fiir die Kombination mit dem dualen Endothelinrezeptor-Antagonisten gezeigt

Tabelle 32: Inhibitorische Potenz (ICs,) von Bortezomib allein oder in Kombination mit 100 uM Bosentan auf
die Zellviabilitat [%] von Myelomzelllinien nach 5 Tagen Expositionszeit

Zelllinie IC5o nach Exposition mit variierenden | ICso nach Exposition mit variierenden
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Konzentrationen Bortezomib [nM] Konzentrationen Bortezomib + 100 uM
Bosentan [nM]
EJM 2,04 2,21
Karpas-620 5,22 7,14*
KMM-1 4,72 7,48%
KMS-12-BM 6,02 8,12%*
L363 6,22 6,06
LP-1 4,23 3,88
OPM-2 8,39 8,90
RPMI-8226 6,40 7,68%
U266 3,83 5,80
Mittelwert 5,27 6,44
SD +1,84 +2,16

Die signifikante Erhéhung der ICs, wird in Tabelle 32 durch einen * markiert.

3.8.6 Einfluss von Endothelinrezeptor-Antagonisten auf die Aktivitat der
Proteasomenuntereinheiten in Myelomzelllinien

Bosentan hatte keinen Einfluss auf die Aktivitat der T- und C-like Untereinheit, wohingegen in drei
der getesteten Zelllinien (EJM, RPMI-8226 und KMM-1) die Aktivitdt der CT-like Proteasomen-
untereinheit um 32-40 % gesenkt wurde (exemplarisch in der Abbildung 57 (A)) fur die Zelllinie
KMM-1 gezeigt). Bosentan in Kombination mit Bortezomib verdanderte die Potenz von Bortezomib in
Bezug auf die Inhibition des Proteasoms im Vergleich zur Inkubation mit dem Wirkstoff alleine nicht
(Abbildung 57). Es wurde auch eine kompensatorischen Steigerung der T-like
Proteasomenuntereinheit nach Exposition der Zellen mit Bortezomib bzw. Bortezomib in
Kombination mit Bosentan in den Zelllinien EJM, KMM-1 und OPM-2 gezeigt (exemplarisch in der
Abbildung 57 (B)).
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Abbildung 57: Exemplarische Darstellung des Einflusses von Bosentan bzw. Bosentan in Kombination mit
Bortezomib im Vergleich zu Bortezomib allein auf die Aktivitdt der Proteasomenuntereinheiten der
Myelomzelllinie KMM-1. In der Graphik werden die Mittelwerte + Standardabweichung von n = 3 Messwerten
der Aktivitdt der CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheiten nach Exposition der Zelllinie KMM-1 mit 0,05-
100 uM Bosentan, 0,005-100 uM Bortezomib allein oder in Kombination mit 100 uM Bosentan gezeigt. (A) Die
Aktivitdt der CT-like Proteasomenuntereinheit in KMM-1 Zellen wurde durch hohe Konzentrationen von
Bosentan (100 uM) um 32 % gesenkt. Die Inhibition der CT-like Proteasomenuntereinheit durch Bortezomib
wurde durch den Zusatz von 100 uM Bosentan nicht verdndert. (B) Bosentan allein hatte keinen Effekt auf die
Aktivitat der T-like Proteasomenuntereinheit, wohingegen es unter Bortezomib bzw. Bortezomib + 100 uM
Bosentan zur charakteristischen Aktivitatssteigerung der katalytischen Aktivitat kam. (C) Bosentan hatte weder
einen direkten Einfluss auf die Aktivitdt der C-like Proteasomen-untereinheit, noch auf die inhibitorische
Wirksamkeit von Bortezomib.

3.8.7 Untersuchung der Zytotoxizitat von 100 M Bosentan

Um den unspezifischen Einfluss auf die Proteasomenaktivitdt und Viabilitat von Bosentan durch
Zytotoxizitat auszuschliefen, wurden die Effekte von 100 uM Bosentan auf die Zelllinien EJM, Karpas-
620, KMM-1, KMS-12-BM, L363, LP-1, OPM-2 und RPMI-8226 im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle und 1 %-igem Triton getestet. Es konnte kein zytotoxischer Effekt von Bosentan in der
verwendeten Konzentration gezeigt werden (Abbildung 58).
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Abbildung 58: Zytotoxizitdat von 100 pM Bosentan in Zelllinien des Multiplen Myeloms. Gezeigt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung fiir n = 3 Messwerte fiir die Zytotoxizitat, bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle nach Exposition der untersuchten Myelomzelllinien (n = 8) mit 100 UM Bosentan oder 1 %-iger Triton
X-100 Losung (Positivkontrolle). Die Zytotoxizitdit wurde durch die Quantifizierung der freigesetzten
Laktatdehydrogenase (LDH) Menge bestimmt. Es konnte kein zytotoxischer Effekt von 100 uM Bosentan
gezeigt werden.
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4. Diskussion

Mit der Markteinfliihrung von Bortezomib und damit der Wirkstoffklasse der Proteasomeninhibitoren
hat sich das Behandlungsspektrum fiir Patienten mit Multiplem Myelom deutlich erweitert. Neben
den bereits etablierten Applikationswegen wurde innerhalb des SFB TRR79 ein lokal in den
Knochenladsionen positioniertes Bortezomib-freisetzendes Knochenersatz-material experimentell in
vitro und in Ratten- und Mausmodellen getestet (unveroffentlichte Daten SFB TRR79). Ein wichtiger
Beitrag zur Sicherheit und Wirksamkeit im Hinblick auf den lokalen Einsatz in den ossaren Ldsionen
bildet hierbei die Wahl einer geeigneten Bortezomibdosis in vivo. Die Freisetzung von Bortezomib
sollte so determiniert werden, dass zum einen eine selektive antiproliferative Wirksamkeit
gegeniliber den malignen Plasmazellen gewahrleistet ist und zum anderen keine apoptotischen
Effekte auf das umliegende gesunde Gewebe auftreten. Zur Klarung dieser Fragestellung wurde in
der vorliegenden Arbeit untersucht, ob fiir eine Exposition mit einer Bortezomibkonzentration von 5
nM Sensitivitatsunterschiede gegeniiber Bortezomib auf eine unterschiedliche zelluldre
Pharmakokinetik, Pharmakodynamik oder variierende Expressions-muster der katalytischen
Proteasomenuntereinheiten zurlickzufiihren sind. Hierfiir wurde erstmalig in vitro die intrazellulare
Bortezomibkinetik in primaren Myelomzellen, MSC und Osteoblasten mittels einer validierten
UPLC/MS/MS Methode bestimmt. Simultan wurden die pharmakodynamischen EffektgréRen
Proteasomeninhibition und Auswirkungen auf die Reduktion der Zellviabilitdt durch Bortezomib in
Abhéangigkeit von der Konzentration und Expositionszeit in MSC und Osteoblasten bestimmt. Dabei
wurden die MSC und daraus in vitro differenzierte Osteoblasten von gesunden Normalspendern und
neu diagnostizierten, therapiepflichtigen Patienten mit Multiplem Myelom verglichen. Ebenso wurde
die Expression der katalytischen konstitutiven und Immun-Proteasomenuntereinheiten auf Eignung
als prognostischen Marker in Bezug auf das ereignisfreie Uberleben und Gesamtiiberleben von
Myelompatienten untersucht. Aufgrund der besseren klinischen Wirksamkeit von Bortezomib
innerhalb von Kombinationstherapieregimen wurde gepriift, ob die Wirkstoffkombinationen zu einer
hoheren Anreicherung und Wirksamkeit von Bortezomib in malignen Zellen fihren (Murray et al.,
2014; Raab et al., 2009).

Die bereits von unserer Arbeitsgruppe publizierte UPLC/MS/MS Methode zur Quantifizierung von
Bortezomib konnte hinsichtlich des SPE-Extraktionsverfahrens optimiert und validiert werden. Die
Kultur primadrer Myelomzellen, MSC und deren Differenzierung zu Osteoblasten wurde nach
aktuellen Standards adaptiert und etabliert (Dominici et al.,, 2006). Die intrazelluldre
Bortezomibquantifizierung in diesen Zellen zeigte (iberraschenderweise eine geringe Anreicherung
des Wirkstoffs in primaren Myelomzellen und Osteoblasten, wohingegen in MSC vergleichbar mit
Zelllinien des Multiplen Myeloms hohe intrazellulare Bortezomibkonzentrationen nachgewiesen
wurden. MSC und Osteoblasten von Normalspendern unterschieden sich trotz der interindividuellen
Schwankungen nicht gegenliber denen von Patienten. In Anbetracht der vorangegangnen Studien, in
denen B-Zellen gesunder Spender relativ resistent gegeniiber Bortezomib waren (Meister et al.,
2007), zeigten sich auch MSC und Osteoblasten weniger sensitiv gegentiber den antiproliferativen
Effekten von Bortezomib im Vergleich zu Multiplen Myelomzellen. Zumindest {ber einen
Expositionszeitraum von 48 h war dies der Fall, allerdings nach 5-tagiger Exposition zeigten sich
manche der untersuchten MSC sensitiv gegeniliber Bortezomib. Die Aktivitat der CT- und C-like
Proteasomenuntereinheiten wurden in MSC und Osteoblasten im Vergleich zu Myelomzelllinien
durch Bortezomib sogar potenter inhibiert.
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Die untersuchten Zellen unterschieden sich nicht hinsichtlich ihrer Expressionsmuster der CT-, T-,
oder C-like Proteasomenuntereinheit, sowie deren korrespondierenden Untereinheiten des
Immunproteasoms. Eindeutige, mit bisherigem Wissensstand erklarbare Zusammenhange zwischen
der intrazellularen Anreicherung bzw. inhibitorischen Potenz von Bortezomib an den
Proteasomenuntereinheiten konnten in Myelomzelllinien nicht beschrieben werden. Ebenso war die
Expression der verschiedenen Proteasomenuntereinheiten kein pradiktiver Faktor fir das
ereignisfreie Uberleben oder Gesamtiiberleben.

Fir Bortezomib innerhalb der Kombinationstherapieregime konnte gezeigt werden, dass die
Uberlegene klinische Wirksamkeit in diesen Regimen nicht auf eine verdnderte zelluldre
Pharmakokinetik bzw. veranderte intrazellulare Akkumulation zurickzufiihren ist. Doxorubicin,
Dexamethason, Melphalan und Prednisolon kdnnen zwar die inhibitorische Potenz von Bortezomib
an der CT-like Untereinheit verstarken, allerdings konnte nicht abschlieRend geklart werden, ob
dieser Effekt tatsachlich ausschlaggebend ist, um die antiproliferative Wirksamkeit von Bortezomib in
Multiplen Myelomzellen zu erhdéhen. Hochstwahrscheinlich ist die (iberlegene Wirksamkeit der
Kombinationstherapieregime auf die unterschiedlichen pharmakologischen targets (z.B. DNA,
Zytoskelett,  Transkriptionsfaktoren) bzw.  Wirkmechanismen der Einzelkomponenten
zurlckzufihren.

In Myelomzelllinien konnte gezeigt werden, dass der ET-1 Signalweg basal aktiv ist, wobei der ETg-
Rezeptor wesentlich starker als der ET,-Rezeptor exprimiert wird. Die in der Literatur beschriebene
potentere antiproliferative Wirksamkeit von Bortezomib in Kombination mit dem dualen
Endothelinrezeptor-Antagonisten Bosentan (Russignan et al., 2017) konnte nicht auf eine veranderte
zellulare Pharmakokinetik von Bortezomib zurlickgefiihrt werden. Die Kombination von Bortezomib
mit Bosentan fiihrte lediglich in zwei der untersuchten Zelllinien zu ViabilitdtseinbuBen, wohingegen
fir die Kombination mit den selektiven Endothelinrezeptor-Antagonisten BQ123 und BQ788 sowie
ET-1 keine Effekte auf die Zellviabilitdt beobachtet werden konnten. Der mogliche Synergismus
zwischen Bortezomib und Bosentan, welcher augenscheinlich mechanistisch lber den
Endothelinsignalweg  hinausgeht, konnte nicht auf eine potentere Inhibition der
Proteasomenuntereinheiten oder Zytotoxizitat von Bosentan zuriickgefiihrt werden.

4.1 Methodenentwicklung und Etablierung

4.1.1 Etablierung der Kultur von MSC und Osteoblasten sowie deren
Charakterisierung nach ISCT Richtlinien

Die durch das Labor fiir Myelomforschung der Abteilung Innere Medizin V des Universitatsklinikums
Heidelberg etablierte Isolation der MSC aus Knochenmarkaspirat von Normalspendern und Patienten
flihrte reproduzierbar zu in vitro kultivierbaren MSC. In allen experimentell verwendeten
Zellpopulationen konnten die folgenden von der ISCT geforderten Kriterien nachgewiesen werden
(Dominici et al., 2006):

e  Plastikadharenz der Zellen

e positive Expression der Oberflachenantigene CD73, CD90, CD105

e fehlende Expression von CD14, CD19, CD34, CD45 und HLA-DR Antigenen,

e  osteogene und adipogene Differenzierungsfahigkeit

e  Expansionsfahigkeit in vitro
Neben der Qualitat der Isolation der MSC aus verschiedenen Geweben wird als Einflussfaktor bei der
Kultur von MSC das verwendete Zellkulturmedium und dessen Zusatze, insbesondere FCS intensiv
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diskutiert (Ho et al., 2008; Lennon and Caplan, 2006; Mushahary et al., 2018; Sotiropoulou et al.,
2006). Durch variable Chargen von FCS kann neben der Morphologie, der Proliferationskapazitat und
der Adhédrenz auch das Differenzierungspotential der Zellen maRgeblich beeinflusst werden. Zur
Reduktion dieses Einflusses wurde fiir die Kultivierung der MSC das Basismedium, sowie die
verwendete FCS-Charge wahrend des gesamten Versuchszeitraums nicht verdndert. Fir die
osteogene und adipogene Differenzierung wurde ebenfalls das zuvor experimentell festgelegt DMEM
Basismedium, sowie die Chargen fir FCS und Differenzierungszusatze wahrend des gesamten
Versuchszeitraums beibehalten. Neben der Wahl der Kulturmedien und Zusdtze haben auch
Zelldichte, Passagierung und Kultivierungsdauer Einfluss auf die Charakteristika von MSC (Gregory et
al., 2005; Reyes et al., 2001; Reyes and Verfaillie, 2001). Bei der Aussat der Zellen nach Passagierung
wurde daher die abnehmende Proliferationskapazitait mit steigender initial ausgesater Zellzahl
bericksichtigt (Bartmann et al., 2007). Die Zelldichte und Dauer der Kultivierung wirken sich auch auf
das Expressionsmuster und die Chromosomenaberrationen der Zellen aus (Aguilar et al., 2007;
Gregory et al., 2003). Die Zellen wurden daher bei 80-90 % Dichte maximal sechsmal passagiert. MSC
von Spendern und Patienten unterschieden sich wie in der Literatur beschrieben nicht in ihrer
Expansionsfahigkeit und Aktivitat der ALP (Corre et al., 2007). Interindividuelle Unterschiede in der
Ausgangspopulation  verschiedener Spender in Bezug auf die Proliferations- und
Differenzierungskapazitat wurden wie ebenfalls zuvor beschrieben beobachtet (Digirolamo et al.,
1999; Muraglia et al., 2000; Pittenger et al., 1999). Zudem zeigten MSC auch innerhalb der gleichen
Ausgangspopulation eine unterschiedliche Morphologie (Colter et al., 2000; Digirolamo et al., 1999;
Sekiya et al., 2002; Vogel et al., 2003). Grob konnten diese in zwei Kategorien unterteilt werden, zum
einen Zellen mit einer spindelformigen Morphologie mit hoher Proliferationskapazitit und
demgegeniiber Zellen mit einem gréBeren Zellvolumen, die nur noch geringe Proliferationskapazitat
aufwiesen. Der mittlere Zelldurchmesser von 20 um stimmte mit den in der Literatur publizierten
Daten Uberein (Ge et al., 2014). Die Heterogenitat der einzelnen Zellpopulation an sich, sowie auch
interindividuell, spiegelt sich in den Ergebnissen der durchflusszytometrischen sowie
histochemischen Charakterisierung der MSC wider.

4.1.2 Adaption und Validierung der optimierten UPLC/MS/MS Methode zur
Quantifizierung von Bortezomib in primaren Zellen, MSC und
Osteoblasten

Die hochsensitive Quantifizierung von Bortezomib mittels UPLC/MS/MS in Kombination mit einer
LLE-Methode wurde bereits im Vorfeld in der Arbeitsgruppe etabliert und validiert (Clemens et al.,
2014). Diese Methode wurde an die limitierten Zellzahlen von primaren Myelomzellen MSC und
Osteoblasten adaptiert. In einem Vorversuch wurde zunachst gezeigt, dass eine Quantifizierung von
Bortezomib nach Exposition von bis zu 5 x 10* Karpas-620 Zellen/Pellet mit 5 nM des Wirkstoffs iber
eine Expositionszeit bis zu 48 h weit (ber dem LLOQ quantifizierbar ist. Ebenfalls wurde
sichergestellt, dass die zur Kalibrierung und QC-Kontrolle verwendeten P388 Zellpellets in den
Matrixeigenschaften und damit die Extraktionsrationsrate von Bortezomib mit denen aus MSC- oder
Osteoblasten-Pellets vergleichbar ist.

Die SPE stellt neben der LLE eine einfache, reproduzierbare und effiziente Extraktionsmethode in der
Bioanalytik von kleinen Wirkstoffen, Proteinen und Peptiden dar (Boyaci et al.,, 2015; Kole et al.,
2011). Zur Optimierung der Methode unter dem Gesichtspunkt der Minimierung von Matrixeffekten
wurde eine Extraktion von Bortezomib mittels SPE etabliert und validiert (FDA, 2018; EMA, 2011;
(Davis et al.,, 1978)). Die Matrixeffekte durch koeluierende Probenkomponenten und die damit
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verbundene Signalsuppression durch fehlende lonenbildung des Analyten konnten durch das
Verfahren deutlich reduziert werden.

4.2 Vergleich der zelluldren Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik von Bortezomib in primdren
Myelomzellen, Zelllinien des Multiplen Myeloms, MSC und
Osteoblasten

Bortezomib hat nach systemischer Applikation eine kurze Plasmahalbwertszeit und ein hohes
Verteilungsvolumen bei 83 % Plasmaproteinbindung (Schwartz and Davidson, 2004; Tan et al., 2018).
Der Wirkstoff zeigt eine hohe Selektivitdt fiir die Inhibition von Proteasomenuntereinheiten in
malignen Plasmazellen. Ausgepragte zelluldare Sensitivitatsunterschiede gegeniliber Bortezomib
wurden beschrieben, deren zugrundeliegenden Mechanismen weiterhin unaufgeklart sind
(Hideshima et al., 2001c). Kombiniert man diese Erkenntnisse, deuten diese Daten auf eine schnelle
Distribution zu den entsprechenden Geweben und damit auch auf eine hohe zellulare Anreicherung
in den malignen Plasmazellen hin. Dies fiuhrt folgerichtig zu selektiver und potenter Wirkung in
diesen Zellen. Allerdings konnte trotz dieser hohen Anreicherung von Bortezomib in Zelllinien des
Multiplen Myeloms in vorangegangenen Arbeiten unserer Gruppe keine Korrelation zwischen
intrazellularer Konzentration und der pharmakodynamischen Wirkung oder Wirksamkeit gezeigt
werden (Clemens et al.,, 2015; Dettmer et al.,, 2016). Neben der Klarung der Frage des
Zusammenhangs zwischen zelluldarer Pharmakokinetik bzw. Pharmakodynamik und der Selektivitat
von Bortezomib, muss im Kontext der lokalen Applikation die Konzentrations- und Expositionszeit-
abhangige Sensitivitdt gegenliber Bortezomib in malignen und insbesondere gesunden Zellen der
Knochenmark-Mikroumgebung einbezogen werden. Zur Vermeidung von apoptotischen Effekten auf
das umliegende Knochengewebe, sollten erstmals Konzentrations-Wirkungsbeziehungen von
Bortezomib in MSC und Osteoblasten beschrieben werden.

Die extensive, Konzentrations- und Expositionszeit-abhangige Anreicherung von Bortezomib in
Myelomzelllinien konnte zunachst in primaren Myelomzellen von unbehandelten Patienten nicht
reproduziert werden. Eine intrazellulire Anreicherung von Bortezomib gegeniber dem
Extrazellularraum wurde beobachtet, allerdings in wesentlich geringerem Ausmald als dies in den
Zelllinien der Fall war. Betrachtet man die Unterschiede zwischen priméaren Zellen und stabilen
Zelllinien, kénnte dies auf die eingeschrankte Kultivierbarkeit von primaren Zellen, sowie deren
eingeschrankte Teilungsfahigkeit zurlickzufiihren sein. In den MSC von Patienten und Probanden
konnte hingegen eine mit denen in Zelllinien des Multiplen Myeloms vergleichbare intrazelluldre
Bortezomibkonzentration gezeigt werden. In den ausdifferenzierten Osteoblasten streute die
intrazellulare Bortezomibkonzentration stark zwischen den einzelnen Normalspendern und den
Probanden. Die Osteoblasten reicherten im Mittel eine mit denen in primaren malignen Plasmazellen
vergleichbare Bortezomibkonzentration an. Auch ausdifferenzierte Osteoblasten teilten sich in vitro
nicht mehr, was die Theorie der erhéhten Bortezomibanreicherung in sich schneller teilenden Zellen
untermauert (Kassem et al., 1997). Neben diesem Aspekt kdnnen die methodischen Schwierigkeiten
des Ablosens der kalzifizierten Osteoblasten aus den Zellkultur-platten, das Zdhlen der hochgradig
agglomerierten Zellen, sowie das erschwerte Pelletieren im Vergleich zu den MSC und Zelllinien des
Multiplen Myeloms zur starken interindividuellen Schwankung gefiihrt haben.

Die MSC und Osteoblasten der Normalspender und Patienten zeigten keine Verdanderung der
Sensitivitat gegenliber Bortezomib nach 48-stlindiger Exposition. Die ICsq-Werte flir Bortezomib in
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Myelomzellen stimmten fiir diesen Inkubationszeitraum mit den bereits publizierten Daten Uiberein
(Shabaneh et al.,, 2013). Hohe Bortezomibkonzentrationen bis zu 500 uM fihrten zwar zu
ViabilitatseinbuRen, jedoch nicht zum vollstandigen Zelltod. Bei einer verlangerten Expositionszeit
auf 5 Tage waren die MSC einiger Spender sehr sensitiv gegenliber Bortezomib. Die ICs;-Werte der
entsprechenden MSC waren deutlich niedriger als die der Myelomzelllinien nach gleicher Exposition.
Dies widerspricht der bisher angenommenen Selektivitdit von Bortezomib gegenilber malignen
Plasmazellen und sollte im Kontext eines lokal freisetzenden Knochenersatzmaterials z.B. bei
Uberlegungen zur eingebrachten Dosis und Freisetzungskinetik beachtet werden. Es konnte in dieser
Arbeit allerdings nicht abschliefend geklart werden, worauf diese Unterschiede zuriickzufiihren sind,
die unabhangig von der Herkunft der Zellen aus Normalspendern oder Patienten auftraten.

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der unterschiedlichen antiproliferativen Wirksamkeit
und der Inhibition der Proteasomenaktivitat durch Bortezomib zu evaluieren, wurde zunachst dessen
inhibitorische Potenz in den verschiedenen Zelltypen bestimmt. Aufgrund der limitierten Zellzahl
primadrer Myelomzellen konnte in diesen Zellen keine inhibitorische Potenz von Bortezomib an den
CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheiten bestimmt werden. Zusammenfassend wurde in MSC
und Osteoblasten von Normalspendern und Patienten erwartungsgemaR die CT-like Untereinheit mit
der hochsten Potenz inhibiert. Die C-like Untereinheit wurde mit vergleichsweise niedriger
Wirksamkeit in ihrer enzymatischen Aktivitat gehemmt, wohingegen es bei der T-like Untereinheit zu
einer leichten Aktivitatssteigerung bei niedrigen Bortezomibkonzentrationen kam. Die inhibitorische
Potenz von Bortezomib in Bezug auf die Hemmung der CT-like Untereinheiten war in MSC und
Osteoblasten mit der in Myelom-zelllinien vergleichbar bzw. sogar leicht stdrker in den nicht
malignen Zellen ausgepragt. Die fiir Bortezomib charakteristische potente Hemmung der CT-like
Proteasomenuntereinheit sowie die kompensatorische Aktivitatssteigerung der  T-like
Proteasomenuntereinheit wurden auch bei variierender Expositionszeit bei gleicher
Wirkstoffkonzentration in MSC und Osteoblasten beobachtet (Shabaneh et al., 2013). Obwohl die
Zellen unabhéangig von ihrem Ursprung bzw. Zelltyp sehr stark interindividuell in ihrer Aktivitat der
Proteasomenuntereinheiten variierten, war ein einheitlicher Trend erkennbar:

(1) Je langer (bis 24 h Expositionszeit) die beiden Zelltypen mit 5 nM Bortezomib
exponiert wurden, desto effektiver wurde sowohl die CT-, als auch die C-like
Proteasomenuntereinheit funktionell gghemmt.

(2) Nach 48 h Inkubation wurde die CT-like Aktivitat jedoch nicht weiter reduziert,
sondern im Gegenteil meist wieder minimal gesteigert.

Eine Proteasomenhemmung durch Bortezomib in Osteoblasten und insbesondere MSC war im
Hinblick auf das osteoanabole Wirkprofil von Bortezomib zu erwarten. Bereits publizierte Arbeiten
zeigen u.a., dass eine durch niedrige Bortezomibkonzentrationen hervorgerufene Proteasomen-
inhibition und damit einhergehende Akkumulation von Signalmolekilen zur Differenzierung von MSC
zu Osteoblasten fuhrt (Giuliani et al.,, 2007; Qiang et al, 2009). Somit tragt die
Proteasomenhemmung in MSC und Osteoblasten zur klinischen Wirksamkeit von Bortezomib bei und
der Unterschied in der Wirkung von Bortezomib in den Myelomzellen und den gesunden Zellen in der
Knochenmark-Mikroumgebung geht vermutlich nicht auf eine geringere intrazellulare Anreicherung
und geringere Proteasomenhemmung in letzteren, sondern auf unterschiedliche Auswirkungen der
Proteasomenhemmung in den einzelnen Zelltypen zuriick. Um dies eingehender zu untersuchen, sind
allerdings Kokulturmodelle oder Bioptate notwendig, da eine Untersuchung der Einzelzelltypen nur
partiell die in vivo Situation widerspiegelt (de la Puente et al., 2015; Kirshner et al., 2008). Die enge
Interaktionen auf molekularer Ebene zwischen den malignen Plasmazellen und der Knochenmark-
Mikroumgebung kann Einfluss auf die Sensitivitaten gegeniber Bortezomib in Bezug auf Zellviabilitat
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und Aktivitdt der Proteasomenuntereinheiten nehmen und kann ex vivo nur unzureichend simuliert
werden (Attar-Schneider et al., 2016; Caligaris-Cappio et al., 1991; Hideshima et al., 2007; Mitsiades
et al., 2007).

Unsere Ergebnisse zeigen allerdings, dass 5 nM Bortezomib bei mehrtagiger Exposition auch gesunde
Knochenzellen in ihrer Viabilitdit einschranken kénnen. Zur abschlieBenden Bewertung dieser
Ergebnisse sollten diese mit den in Maus- und Rattenmodell erhaltenen in vivo Daten bewertet
werden.

4.3 Zusammenhang zwischen der Expression von katalytischen
Proteasomenuntereinheiten und der zelluldren
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Bortezomib in
Multiplen Myelomzelllinien sowie dem ereignisfreien
Uberleben und Gesamtiiberleben von Patienten

Eine Theorie der selektiven Wirksamkeit von Bortezomib basiert auf der unterschiedlichen Ratio
zwischen workload und capacity der Proteasomen in einzelnen Zelltypen (Bianchi et al., 2009). Die
capacity wird vorrangig durch die Anzahl der aktiven Proteasomenuntereinheiten bestimmt. Die
Expressionsstarke verschiedener Proteasomenuntereinheiten korrelierte hierbei mit der
antiproliferativen Wirksamkeit von Bortezomib in verschiedenen Zellen maligner B-Zell-Erkrankungen
und solider Tumoren (Busse et al., 2008). Maligne Plasmazellen weisen eine bis zu 25-fach héheren
Expression der Proteasomen im Vergleich zu normalen Plasmazellen auf (Lightcap et al., 2000).
Aullerdem wurde gezeigt, dass resistente Myelomzelllinien die C- bzw. T-like Immun-
Proteasomenuntereinheiten stdrker exprimieren (Busse et al., 2008). Um diese Sensitivitats-
unterschiede in Abhangigkeit von der Expression der Proteasomenuntereinheiten zu verifizieren und
auch in primaren Multiplen Myelomzellen sowie normalen Plasmazellen, MSC und Osteoblasten zu
beschreiben, wurde eine GEP der katalytisch aktiven konstitutiven und Immun-
Proteasomenuntereinheiten in einer groflen Patienten- und Probandenkohorte durchgefiihrt.

Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten Expressionsunterschiede der konstitutiven und Immun-
Proteasomenuntereinheiten in Myelomzelllinien, MSC, Osteoblasten, malignen und normalen
Plasmazellen in der Kohorte. Bisherige Studien untersuchten nur die unterschiedlichen
Proteasomenmengen in normalen/malignen Plasmazellen bzw. Multiplen Myelomzelllinien, jedoch
nicht in derartigem Stichprobenumfang und nicht in MSC oder Osteoblasten (Bianchi et al., 2009;
Busse et al., 2008; Cenci et al., 2006). Uberaschenderweise exprimierten auch die nicht-malignen
MSC und Osteoblasten gesunder Spender die katalytischen Untereinheiten des Immunproteasoms,
die bisher nur in Zusammenhang mit INF-stimulierten bzw. in am Immunsystem beteiligten Zellen
beschrieben wurden (Kniepert and Groettrup, 2014).

In den untersuchten Myelomzelllinien korrelierte die maximale intrazellulare Anreicherung mit der
Expression der C-like Proteasomenuntereinheit. Ein Trend flr einen Zusammenhang zwischen der
Expressionsstarke und der intrazellularen Bortezomibkonzentration war ebenfalls fur die C- und CT;-
und T;-like Proteasomenuntereinheiten zu erkennen. Je mehr der C-like und der drei Immun-
Proteasomenuntereinheiten in den Zellen vorhanden waren, desto hoher war die
Bortezomibkonzentration in den Zellen. Generell wurde aufgrund der Annahme einer
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diffussionsgesteuerten Aufnahme von Bortezomib (oder anderen Proteasomeninhibitoren) eine
Beeinflussung der intrazellularen Aufnahme durch die Anzahl der targets diskutiert (Clemens et al.,
2015; Schafer et al., 2017). Interessant ist, dass fiir die CT-like Proteasomenuntereinheit trotz
hochster Bindungsaffinitdit von Bortezomib kein Zusammenhang zwischen Expression und
intrazelluldrer Konzentration festgestellt werden konnte (Gozzetti et al.,, 2017). Aufgrund dieser
hohen Bindungsaffinitat besteht allerdings nur ein geringer Spielraum fiir Abhangigkeiten zwischen
Expressionshéhe und affinitdtsbedingter Bortezomib-Akkumulation: Selbst wenn sich die CT-like
Proteasomen-Expression stark verdandern sollte, wirkt sich dies nicht auf eine eindeutig
quantifizierbare Anderung der intrazelluliren Bortezomib-Konzentration aus, da nur kleinste
Bortezomib-Konzentrationen noétig sind, um die CT-like Untereinheit vollstandig zu sattigen und
funktionell zu hemmen (Berkers et al., 2005; Crawford et al., 2006; Ettari et al., 2016).

Fir die inhibitorische Wirksamkeit am Proteasom war lediglich fir die CT-like
Proteasomenuntereinheit ein Zusammenhang zwischen niedriger ICso und damit effektiver Hemmung
der Peptidspaltungs-Aktivitdat und niedrigen Expressionslevels festzustellen. Diese Erkenntnis
entspricht den Erwartungen eines Zusammenhangs zwischen Wirksamkeit und target-Menge. Bei
einer niedrigen Anzahl an Zielstrukturen wird weniger Bortezomib bendétigt, um die Gesamtaktivitat
der katalytischen CT-like Proteasomenuntereinheit zu hemmen. Allerdings konnte bei der
Durchfiihrung des Assays zur Bestimmung der inhibitorischen Potenz an der CT-like
Proteasomenuntereinheit nicht zwischen konstitutivem bzw. Immunproteasom unterschieden
werden. Diese methodische Schwierigkeit kdnnte somit den signifikanten Zusammenhang
entkraften.

In der untersuchten Patientenkohorte ergab sich ein Trend fiir den Zusammenhang zwischen einer
niedrigen Expressionshohe der katalytisch aktiven Proteasomenuntereinheiten und dem
ereignisfreien Uberleben bzw. Gesamtiiberleben, der allerdings in der Validierungskohorte nicht
bestdtigt werden konnte. Abschlielend kann demnach keine Aussage Uber eine Assoziation der
beiden Parameter getroffen werden. Die Anzahl der Proteasomenuntereinheiten der Zellen vor
Therapiebeginn hat demnach keinen Einfluss auf das ereignisfreie Uberleben und Gesamtiiberleben
der Patienten mit Multiplem Myelom. In diesem Kontext kénnte die Expressionshohe lediglich ein
Pradiktor fir die Progression darstellen, jedoch nicht fiir das Ansprechen auf Bortezomib, da die
Patienten der Kohorte mit unterschiedlichen Kombinationstherapien und nicht mit diesem Wirkstoff
allein behandelt wurden.

In der vorliegenden Studie wurde zwar die relative Expressionshohe der Proteasomenuntereinheiten
bestimmt, allerdings spiegelt diese nicht wieder, wie viele der Proteasomenuntereinheiten funktional
assembliert vorliegen und damit wie hoch die basale Funktion (capacity) der Proteasomen in den
Zellen tatsachlich ist. Damit ware selbst bei Kenntnis des workload eine abschlieBende Beurteilung
nicht moglich gewesen. Es ware daher wiinschenswert Methoden zu entwickeln mit denen die
funktionelle Proteasomenmenge quantitativ bestimmt werden kann. Neben der Expression oder
Aktivitdt des eigentlichen targets (Proteasomenuntereinheiten), beeinflusst auch die UPR die
Sensitivitdt gegenliber Bortezomib, da sie indirekt die Auslastung der Proteasomen (workload)
bestimmt (Ling et al., 2012). Dariber hinaus, ware zur Untermauerung der Hypothese, wonach das
capacity-workload-Verhaltnis die antiproliferative Wirksamkeit bestimmt, auch eine Quantifizierung
der Anzahl ubiquitinylierter Proteine bzw. abzubauender Proteine (workload) notwendig gewesen.
Alternativ zur workload-capacity Theorie werden in der Literatur folgende andere molekulare
Mechanismen in Bezug auf die Sensitivitatsunterschiede von Zellen gegeniiber Bortezomib diskutiert
(Bianchi et al., 2009; Ungar-Waron et al., 1990):
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(1) Hohere basale Aktivitat von NF-kB und damit auch Abhangigkeit der zelluldren
Homoostase vom NF-kB Signalweg (Hideshima et al., 2009).
(2) Konformationsanderungen an post-translationalen Modifikationen der
Proteasomenuntereinheiten (Pitcher et al., 2015).
Diese Theorien wurden bisher allerdings nur begrenzt in vitro an Modellzelllinien beschrieben und es
bedarf weiterer Daten, die diese Theorien vor allem in vivo belegen.
Zusammenfassend zeigen die Daten unserer Studie, dass Sensitivitatsunterschiede in MSC,
Osteoblasten sowie Myelomzellen nicht vollstandig anhand zelluldrer Bortezomib-Kinetik,
pharmakodynamischer Wirksamkeit oder Potenz an den Proteasomenuntereinheiten oder
unterschiedlichen Expressionsmustern der target-Strukturen erklart werden kénnen.

4.4 Vergleich der zellularen Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik von Bortezomib allein und innerhalb der
Kombinationstherapieregime PAd und VMP in Zelllinien des
Multiplen Myeloms

Bortezomib wird in der Induktionstherapie in Kombination mit Glukokortikoiden und klassischen
Zytostatika eingesetzt. Dabei zeigte sich in mehreren klinischen Studien eine tiberlegene Wirksamkeit
der Kombinationstherapieregime gegeniiber der Einzelgabe von Bortezomib (Murray et al., 2014;
Raab et al., 2009). Zur Klarung, ob die synergistische Wirkverstarkung von etablierten Kombinationen
auf eine pharmakokinetische oder pharmakodynamische Wechselwirkung zuriickzufiihren ist, wurde
die zellulare Pharmakokinetik von Bortezomib allein und innerhalb der Kombinationstherapieregime
PAd und VMP bestimmt. Aulerdem wurden die Kombinationseffekte beziiglich antiproliferativer
Potenz und proteasomaler inhibitorischer Potenz untersucht. Die zu 5 nM Bortezomib kombinierten
Konzentrationen von Dexamethason, Doxorubicin, Melphalan und Prednisolon wurden auf der
Grundlage der in vivo eingesetzten Dosierungen und erreichten Plasmaspiegel gewdhlt (Mai et al.,
2015; Barpe et al., 2010).

Die Wirkstoffe Dexamethason, Doxorubicin, Melphalan und Prednisolon allein zeigten in den
verwendeten Konzentrationen keine Effekte auf die Viabilitat der Myelomzellen. Die in der Literatur
beschriebenen antiproliferativen Effekte von Dexamethason (ICs, = 125 nM) und Doxorubicin (ICs =
150 nM) in einer Zelllinie des Multiplen Myeloms konnten demnach nicht reproduziert werden
(Hideshima et al.,, 2001c; Mitsiades et al., 2003). Eine mogliche Ursache konnte die verkirzte
Expositionszeit in unseren Versuchen darstellen.

Ebenso konnte keine Veranderung der antiproliferativen Potenz von Bortezomib in den getesteten
Myelomzelllinen innerhalb der Kombination VMP fiir einen Expositionszeitraum von 24 h
nachgewiesen werden. In den Zelllinien Karpas-620 und KMM-1 wurden tiberaschenderweise hohere
ICso-Werte fur Bortezomib innerhalb des Kombinationstherapieregimes PAd ermittelt und damit eine
schwachere antiproliferative Wirksamkeit. Jedoch ist aufgrund der kleinen EffektgroBe davon
auszugehen, dass weder die Kombination der Wirkstoffe des Therapieregimes VMP noch PAd in vitro
Einfluss auf die antiproliferative Wirksamkeit von Bortezomib nehmen. Um dennoch mogliche
synergistische Effekte am Proteasom zu ermitteln, wurde zunachst der Einfluss variierender
Konzentrationen der Einzelsubstanzen der VMP- und PAd-Kombinationen auf die Aktivitat der drei
proteasomalen Untereinheiten getestet. Lediglich fiir Doxorubicin war eine Hemmung der drei
Untereinheiten in sehr hohen Konzentrationen (10, 50 uM) zu beobachten, die allerdings weit Gber
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den in den Kombinationsversuchen verwendeten 200 nM lagen. Um eine mogliche Beeinflussung der
Proteasomeninhibition durch Bortezomib (ber einen noch ungeklarten Mechanismus zu
untersuchen, wurden die Effekte der Wirkstoffkombinationen PAd und VMP an der Wirksamkeits-
bestimmenden CT-like Untereinheit untersucht. Die inhibitorische Potenz von Bortezomib an der CT-
like Proteasomenuntereinheit wurde in KMM-1 Zellen innerhalb der PAd Kombination signifikant
verstarkt. Ebenso wurde nach Exposition der LP-1 und RPMI-8226 Zellen mit Bortezomib innerhalb
des VMP-Regimes eine effektivere Hemmung der CT-like Proteasomenaktivitat gezeigt. Die
Expositionszeit-abhangige Veranderung der Aktivitdit der Proteasomenuntereinheiten fihrte zu
keinen signifikanten Unterschieden zwischen Bortezomib allein bzw. innerhalb der
Kombinationstherapieregime PAd und VMP. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass es zu keiner
direkten Hemmung dieser Untereinheit durch Doxorubicin, Dexamethason, Melphalan oder
Prednisolon kommt. Die Wirkstoffe beeinflussen moglichweise durch indirekte Mechanismen die
Aktivitdat der CT-like Proteasomenuntereinheit. Als indirekte Mechanismen wadren z.B.
posttranslationale Modifikationen der Proteasomenuntereinheiten, die zu Konformations-
anderungen fihren kénnen, oder Phosphorylierungen der katalytisch aktiven Funktionseinheiten
denkbar (Pitcher et al., 2015).

Diese Daten untermauern die Theorie, dass der antiproliferative Effekt von Bortezomib in Multiplen
Myelomzellen nicht allein mit dem AusmaR der Inhibition an den Proteasomenuntereinheiten erklart
werden kann (Shabaneh et al., 2013). Der apoptotische Effekt von Bortezomib kann moglicherweise
nicht nur durch die Hemmung des Proteinabbaus durch das Proteasom und die darauf folgenden
zelluldaren Mechanismen erklart werden, sondern wird auch durch andere bisher unbekannte
pleiotrope Effekte in Myelomzellen hervorgerufen. Ebenso bleibt zu klaren, ob Bortezomib die
Apoptose-induzierenden Mechanismen der anderen Wirkstoffe verstirkt und damit zu einer
erhohten Sensitivitdt gegeniliber diesen fiihrt. Dies wurde in vorangegangenen Studien fir
Doxorubicin  gezeigt, entsprechende Mechanismen und ob diese Interaktion auf
pharmakokinetischen oder pharmakodynamischen Interaktionen beruht, wurde jedoch nicht geklart
(Hideshima et al., 2001c; Mitsiades et al., 2003).

4.5 Einfluss des Endothelin-Signalweges auf die Wirksamkeit von
Bortezomib bei Kombination mit Endothelinrezeptor-
Antagonisten und ET-1 gegeniiber der Einzelsubstanz
Bortezomib in Zelllinien des Multiplen Myeloms

Eine Beteiligung des Endothelin-Signalweges an der Entstehung und Progression verschiedener
maligner Erkrankungen aber auch der Knochenhomdoostase wurde bereits in der Literatur diskutiert
(Clines et al., 2007; Nelson et al., 2003; Nelson et al., 1999). Zwei in vitro Studien zeigten eine
mogliche Beteiligung von ET-1 und dessen Rezeptoren ET, und ETg an der Proliferation von
Myelomzellen und eine mogliche synergistische Wirkung von Bortezomib mit Endothelinrezeptor-
Antagonisten in diesen Zellen (Russignan et al., 2017; Vaiou et al., 2016). Beide Studien wiesen
allerdings Schwachen auf: 1) Die verwendeten Bosentankonzentrationen (50 uM und 100 uM) lagen
weit Uber den bisher in vivo erreichbaren Plasmaspiegeln. Bei der Therapie von Patienten mit
pulmonaler arterieller Hypertonie werden in unter Standarddosierungen von 62,5 oder 125 mg im
steady state maximale Gesamt-Plasmakonzentrationen von 2,1 puM bzw. 4,1 puM gemessen
(Dingemanse and van Giersbergen, 2004). Unter Beriicksichtigung der hohen Plasmaproteinbindung
von 98 %, liegen nur 0,042 uM bzw. 0,082 uM Bosentan als freie Fraktion vor (Dingemanse and van
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Giersbergen, 2004). 2) Toxizitaten der verwendeten Konzentrationen auf Zellen des Multiplen
Myeloms wurden nicht untersucht und kdnnen somit nicht ausgeschlossen werden. 3) Die Effekte auf
die Proteasomenaktividt der Kombination wurden nicht untersucht. 4) Es wurden lediglich zwei
Myelomzelllinien getestet, sodass die Reproduzierbarkeit der Daten fraglich ist.

Unsere Daten belegen die Expression von ET-1 und dem ETg-Rezeptor in Myelomzelllinien, normalen
Plasmazellen und malignen Plasmazellen verschiedener Krankheitsstadien. Im Gegensatz dazu
konnte der ETA-Rezeptor nur in wenigen Myelomzelllinien und primaren Myelomzellen nachgewiesen
werden. Diese Daten untermauern bisherige Erkenntnisse, dass der Endothelinsignalweg in malignen
und normalen Plasmazellen basal aktiv ist (Russignan et al., 2017; Vaiou et al., 2016). Ebenso wurde
die variierende Expression des ET,- Rezeptors auch in vorangegangenen Studien gezeigt und in einen
moglichen Zusammenhang mit Bortezomib-resistenzen gebracht (Vaiou et al., 2016).

Die intrazelluldre Anreicherung von Bortezomib wurde in Kombination mit dem dualen
Endothelinrezeptor-Antagonisten Bosentan nicht verdndert. Eine Anderung der intrazelluldren
Pharmakokinetik von Bosentan wurde nicht bestimmt. Allerdings ware hier eine Transporter-
vermittelte Interaktion an OATP1B3 denkbar, da Bortezomib ein Inhibitor und Bosentan ein Substrat
dieses Uptake-Transporters ist (Clemens et al., 2017; Treiber et al., 2007).

Die selektiven Endothelinrezeptor-Antagonisten BQ123 und BQ788 allein zeigten keinen
antiproliferativen Effekt auf Multiple Myelomzelllinen, wohingegen die in der Literatur verwendeten
100 pM Bosentan die Zellviabilitat in RPMI-8226 und KMM-1 Zellen um maximal ca. 40 % senkte. 100
UM Bosentan verstdrkten die antiproliferative Potenz von Bortezomib in den Zelllinien LP-1 und
RPMI-8226 nach 48 h Expositionszeit. Es konnte allerdings kein kombinatorischer Effekt mit BQ123,
BQ788 und ET-1 auf die Reduktion der Zellviabilitat durch Bortezomib festgestellt werden. Diese
Daten untermauern die Annahme, dass die synergistischen Effekte von Bosentan (ber eine
Endothelinrezeptorblockade hinausgehen. Ob Bosentan tatsachlich Effekte auf die Zellviabilitat hat
und evtl. auch zur Aktivitatsanderung des Proteasoms fiihrt, wurde in der Folge untersucht. Bosentan
allein senkte in drei Zelllinien die Aktivitat der CT-like Untereinheit, wohingegen die C- und T-like
Untereinheiten in ihrer Aktivitat nicht verandert wurden. Eine Kombination aus Bortezomib und
Bosentan wirkte dagegen nicht starker inhibierend auf diese Untereinheit als Bortezomib allein.
Mittels Zytotoxizitatsassay wurde ausgeschlossen, dass die Effekte auf eine Toxizitdt der gewahlten
Konzentration von Bosentan zurlickzufiihren sind.

Bosentan und andere Endothelinrezeptor-Antagonisten wurden als effektive Therapeutika zur
verstarkten Wirksamkeit von Bortezomib in vorangegangenen in vitro Studien postuliert, allerdings
ist die experimentelle Evidenz bisher nicht ausreichend. Unsere Ergebnisse deuten auf einen Effekt
von 100 uM Bosentan in Zelllinien des Multiplen Myeloms hin, der nicht iber den Endothelin-
Signalweg vermittelt wird, wie z.B. eine geringe Beeinflussung der CT-like Proteasomenaktivitat in
hohen Konzentrationen. Allerdings konnte dieser Effekt nicht in allen Zelllinien gezeigt werden und
variiert moglicherweise stark in einzelnen Zellmodellen oder auch in Patienten. Darliber hinaus lagen
die effektiven Bosentankonzentrationen weit tiber den zu erreichenden Plasmaspiegeln und haben
somit vermutlich klinische keine Relevanz. Weitere in vitro und praklinische in vivo Modelle sind
notwendig, um die Mechanismen hinter den beobachteten synergistischen Effekten zu klaren und
den moglichen Einsatz von Endothelinrezeptor-Antagonisten in der Therapie des Multiplen Myeloms
genauer zu beschreiben.
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5. Konklusion und Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit in vitro verwendete Bortezomibkonzentration von 5 nM (entsprechend
der mittleren ICsy in Bezug auf die Zellviabilitdt und Inhibition der CT-like Proteasomenuntereinheit in
Myelomzelllinien) flihrte in primdren Myelomzellen, MSC und Osteoblasten zu einer
unterschiedlichen intrazellularen Akkumulation. Allerdings wurde wider Erwarten keine
entsprechend hohere Bortezomibkonzentration in den Myelomzellen im Vergleich zu den
untersuchten Zellen der Knochenmark-Mikroumgebung gefunden. Damit konnte erstmals eindeutig
geklart werden, dass die selektive antiproliferative Wirksamkeit von Bortezomib nicht durch eine
unterschiedliche zelluldre Pharmakokinetik erklart werden kann. Kurzzeit-Expositionen (bis zu 48 h)
mit dieser Bortezomibkonzentration zeigten keinen Einfluss auf die Viabilitit von MSC und
Osteoblasten, wohingegen nach 5 Tagen Expositionszeit in 3 von 5 getesteten MSC von Spender bzw.
Patienten diese potent durch Bortezomib in ihrer Viabilitat reduziert wurden. Die katalytischen
Proteasomenuntereinheiten wurden durch Bortezomib in allen untersuchten Zelltypen mit dhnlicher
Potenz inhibiert. Auch in MSC und Osteoblasten wurde die CT-like Proteasomenuntereinheit am
effektivsten in ihrer Aktivitat gehemmt und es trat eine charakteristische kompensatorische
Gegenregulation der T-like Proteasomenuntereinheit auf. Diese Erkenntnisse zeigen, dass die
antiproliferative Wirksamkeit nicht zwangslaufig mit der Proteasomenhemmung korreliert. Wie
bereits beschrieben kénnte die Proteasomenhemmung in Zelltypen nicht-malignen Ursprungs auch
nicht zu proapoptotisch wirksamen Mechanismen, wie der verstarkten Differenzierung von MSC zu
Osteoblasten fuhren. Fir die zelluldare Pharmakokinetik, Reduktion der Viabilitdt und Inhibition der
Proteasomenuntereinheiten war kein Unterschied zwischen den MSC bzw. Osteoblasten von
gesunden Probanden bzw. Patienten mit Multiplem Myelom zu erkennen.

Zusammengefasst kann eine kurze lokale Freisetzung von 5 nM Bortezomib bis hin zu 48 h eine
selektive antiproliferative Wirkung auf Zellen des Multiplen Myeloms ausiiben. Bei einer konstanten
Freisetzungsrate dieser Konzentration sind allerdings bereits ab 5 Tagen Expositionszeit
ViabilitdseinbufRen bei MSC zu erwarten.

In diesem Zusammenhang gilt es zukiinftig zu prifen, bis zu welcher Expositionszeit mit keiner
Reduktion der Zellviabilitat in MSC zu rechnen ist bzw. welche Faktoren diese Sensitivitat gegeniber
geringen Bortezomibkonzentrationen beeinflussen. Ebenfalls sollte gezeigt werden, ob dieser Effekt
auch fur ausdifferenzierte Osteoblasten zu beobachten ist. Zudem bleibt ungeklart, welche
Auswirkungen eine solche MSC-Viabilitatsreduktion auf die Knochenmark-Mikroumgebung in vivo
hat. Ein weiterer Beitrag zur Wirksamkeit und Sicherheit des Bortezomib-freisetzenden
Knochenersatzmaterials wirde eine Konzentrations- und zeitabhangige Beobachtung der
Differenzierung von MSC zu Osteoblasten und damit dem osteoanabolen Effekt leisten. Fir eine
bessere Simulation der in vivo Situation konnten fiir weitere Experimente auch Kokulturmodelle oder
tierexperimentelle  Studien zur Aufklarung des Einflusses der Knochen-/Knochenmark-
Mikroumgebung Einsatz finden.

Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit kein Zusammenhang zwischen Expressionshohe der
katalytischen Proteasomenuntereinheiten in malignen und normalen Plasmazellen, sowie Zellen der
Knochenmark-Mikroumgebung und der selektiven antiproliferativen Wirkung von Bortezomib gezeigt
werden. Um die Selektivitat von Bortezomib anhand der unterschiedlichen workload/capacity Ratio
eingehend zu untersuchen, ware die Bestimmung der Menge der zum proteasomalen Abbau mit
Ubiquitin markierten Proteine essentiell. Die Expressionsstarken der CT-, T-, C-, CT;-, T; und Ci-like
Untereinheiten stellen auch keinen prognostischen Marker in Bezug auf das ereignisfreie Uberleben
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oder Gesamtiberleben dar. Die Korrelation der Expressionsrate mit dem Ansprechen unter
Bortezomibtherapie ware in diesem Zusammenhang interessant, aber in der Praxis wird dies durch
die Beeinflussung der Wirkstoffe innerhalb der Kombinationstherapieregime erschwert. Die
mechanistische Grundlage fiir die selektive Wirksamkeit auf maligne Plasmazellen konnte in dieser
Arbeit nicht eruiert werden und Bedarf weiterer experimenteller Aufklarung.

Die in vivo beschriebene bessere Ansprechrate von Bortezomib innerhalb von
Kombinationstherapieregimen, wie PAd und VMP, konnte nicht auf eine verdnderte zelluldre
Pharmakokinetik, Potenzierung der Viabilitatsreduktion oder Proteasomeninhibition von Bortezomib
in Myelomzelllinien zuriickgefiihrt werden. Eine Kombination mit dem dualen Endothelinrezeptor-
Antagonisten Bosentan flihrte nicht zu einer verdanderten zelluldiren Pharmakokinetik oder
Pharmakodynamik von Bortezomib.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass das AusmaR der intrazellularen Akkumulation von Bortezomib
keinen Einfluss auf dessen Wirksamkeit austibt.
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7. Anhang

7.1 Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitait von MSC und
Osteoblasten

7.1.1 Sensitivitat von MSC gegeniiber Bortezomib nach 48 h Expositionszeit
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Abbildung A.1: Konzentrations-abhdngiger Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitat [%] von
mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) gesunder Normalspender nach 48 h
Exposition. Die MSC (n = 8) wurden fiir 48 h mit 0,01-500 uM Bortezomib exponiert. Die gezeigten Daten
entsprechen dem Mittelwert * Standardabweichung von n = 24 Einzelwerten (3 biologische Replikate; jede
Konzentration in 8 technischen Replikaten).
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Abbildung A.2: Konzentrations-abhdngiger Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitit [%] von
mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) von Patienten mit Multiplem Myelom nach
48 h Exposition. Die MSC (n = 8) wurden fiir 48 h mit 0,01-500 uM Bortezomib exponiert. Die gezeigten Daten
entsprechen dem Mittelwert + Standardabweichung von n = 24 Einzelwerten (3 biologische Replikate; jede

Konzentration in 8 technischen Replikaten).

7.1.2 Sensitivitdit von Osteoblasten
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Abbildung A.3: Konzentrations-abhdngiger Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitat [%] von
Osteoblasten gesunder Spender nach 48 h Exposition. Die Osteoblasten (n = 4) wurden fiir 48 h mit 0,01-500
UM Bortezomib exponiert. Die gezeigten Daten entsprechen dem Mittelwert £ Standardabweichung von n = 24
Einzelwerten (3 biologische Replikate; jede Konzentration in 8 technischen Replikaten).
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Abbildung A.4: Konzentrations-abhangiger Einfluss von Bortezomib auf die Zellviabilitdt [%] der Osteoblasten
von Patienten mit Multiplem Myelom nach 48 h Exposition. Die Osteoblasten (n = 5) wurden fiir 48 h mit
0,01-500 uM Bortezomib exponiert. Die gezeigten Daten entsprechen dem Mittelwert + Standardabweichung
von n = 24 Einzelwerten (3 biologische Replikate; jede Konzentration in 8 technischen Replikaten).
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Abbildung A.5: Expositionszeit-abhangige Inhibition der Aktivitat katalytischen Proteasomenuntereinheiten
[%] in mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) von Normalspendern. Mittlere
Inhibition * Standardabweichung der CT-, T- und C-like Proteasomenaktivitdt in MSC von Normalspendern (n =
8) nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition mit 5 nM Bortezomib. Unabhangig von ihrem Ursprung zeigten die
MSC im Mittel eine Expositionszeit-abhdngige potente Reduktion der CT-like Proteasomenaktivitdt durch
Bortezomib. Eine kompensatorische Gegenregulation der T-like Proteasomenuntereinheit wurde beobachtet
(100 % Aktivitat der Proteasomenuntereinheiten = gestrichelte Linie). Insgesamt sind starke interindividuelle

Schwankungen zu beobachten.
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Abbildung A.6: Expositionszeit-abhangige Inhibition der Aktivitat katalytischen Proteasomenuntereinheiten
[%] in mesenchymalen Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) von Patienten. Mittlere Inhibition
+ Standardabweichung der CT-, T- und C-like Proteasomenaktivitdt in MSC von Patienten mit Multiplen Myelom
(n =8) nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition mit 5nM Bortezomib. Die MSC zeigten im Mittel eine
Expositionszeit-abhangige potente Reduktion der CT-like Proteasomenaktivitdit durch Bortezomib. Eine
kompensatorische Gegenregulation der T-like Proteasomenuntereinheit wurde beobachtet (100 % Aktivitat der
Proteasomenuntereinheiten = gestrichelte Linie). Insgesamt sind starke interindividuelle Schwankungen zu
beobachten.
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Abbildung A.7: Expositionszeit-abhdngige Inhibition der katalytischen Proteasomenuntereinheiten in
Osteoblasten von Normalspendern. Mittlere Inhibition * Standardabweichung der CT-, T- und C-like
Proteasomenaktivitat in Osteoblasten von Normalspendern (n =7) nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition mit 5
nM Bortezomib. Unabhangig vom Ursprung der Osteoblasten wurde im Mittel die CT-like
Proteasomenuntereinheit Expositionszeit-abhangig am potentesten durch Bortezomib inhibiert. Eine
kompensatorische Gegenregulation der T-like Proteasomenuntereinheit wurde beobachtet (100 % Aktivitat der
Proteasomenuntereinheiten = gestrichelte Linie).
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Abbildung A.8: Expositionszeit-abhangige Inhibition der katalytischen Proteasomenuntereinheiten in
Osteoblasten von Patienten. Mittlere Inhibition + Standardabweichung der CT-, T- und C-like
Proteasomenaktivitdt in Osteoblasten von Patienten mit Multiplen Myelom (n =7) nach1h,6 h, 24 hund 48 h
Exposition mit 5 nM Bortezomib. Unabhangig vom Ursprung der Osteoblasten wurde im Mittel die CT-like
Proteasomenuntereinheit Expositionszeit-abhdngig am potentesten durch Bortezomib inhibiert. Eine
kompensatorische Gegenregulation der T-like Proteasomenuntereinheit wurde beobachtet (100 % Aktivitat der
Proteasomenuntereinheiten = gestrichelte Linie).

7.3 Zusammenhang zwischen der Expression der enzymatischen
Proteasomenuntereinheiten und der intrazellularen
Bortezomibakkumulation, der inhbitorischen Potenz an den
Proteasomenuntereinheiten, dem ereignisfreien Uberleben

und dem Gesamtiiberleben

7.3.1 Zusammenhang zwischen der Expression der enzymatischen

Proteasomenuntereinheiten und der intrazelluldren
Bortezomibakkumulation nach 6 bzw. 24 h Exposition mit 5 nM
Bortezomib
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Abbildung A.9: Korrelation der intrazelluliren Bortezomibkonzentration nach 6 h Exposition mit 5 nM
Bortezomib mit der Expression der konstitutiven und Immun-Proteasomenuntereinheiten. Zur
Korrelationsanalyse wurde die Bortezomibkonzentration zum Zeitpunkt der maximalen Akkumulation (6 h) in
den Multiplen Myelomzelllinien (n = 9) mit der durch gene expression profiling ermittelten Expression der CT-
(PSMBS), T- (PSMB7), C- (PSMB6), CT;- (PSMBS), T- (PSMB10) und C;-like (PSMB9) Proteasomenuntereinheiten
in Bezug gesetzt. Die Expression der C- (p = 0,004) und C-like (p = 0,05) Proteasomenuntereinheiten korrelierte
mit der intrazelluldren Bortezomibakkumulation. Fiir alle anderen Proteasomenuntereinheiten konnte keine
signifikante Korrelation ermittelt werden. Die Korrelationsanalyse erfolgte mit Hilfe der nicht-parametrischen
Spearman-Korrelation.
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Abbildung A.10: Korrelation der intrazelluliren Bortezomibkonzentration nach 24 h Exposition mit 5 nM
Bortezomib mit der Expression der konstitutiven und Immun-Proteasomenuntereinheiten. Zur
Korrelationsanalyse wurde die Bortezomibkonzentration zum Zeitpunkt der maximalen Akkumulation (24 h) in
Myelomzelllinien (n = 9) mit der durch gene expression profiling ermittelten Expression der CT- (PSMB5), T-
(PSMB7), C- (PSMB6), CT;- (PSMB8), T;- (PSMB10) und Ci-like (PSMB9) Proteasomenuntereinheiten in Bezug
gesetzt. Die Expression der T;- (p = 0,05) und C-like (p = 0,02) Proteasomenuntereinheiten korrelierte mit der
intrazelluldren Bortezomibakkumulation. Fir alle anderen Proteasomenuntereinheiten konnte keine
signifikante Korrelation ermittelt werden. Die Korrelationsanalyse erfolgte mit Hilfe der nicht-parametrischen
Spearman-Korrelation.

7.3.2 Zusammenhang zwischen der Expression und der inhibitorischen
Potenz (IC;;) von Bortezomib an den enzymatischen
Proteasomenuntereinheiten
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Abbildung A.11: Korrelation der inhibitorischen Potenz (IC;;) an den CT-, T-, CT; und T;like
Proteasomenuntereinheiten mit deren Expressionsstiarke in Zelllinien des Multiplen Myeloms. Zur
Korrelationsanalyse wurde die ICsy der Multiplen Myelomzelllinien (n = 5) nach 1 h Exposition mit 0,001-10 uM
Bortezomib mit der durch gene expression profiling (GEP) ermittelten Expression der CT- (PSMB5), C- (PSMB6),
CTi- (PSMBS8), und C-like (PSMB9) Proteasomenuntereinheiten in Bezug gesetzt. Die Expression der CT;-like
Proteasomenuntereinheit korrelierte (p = 0,02) mit der ICso dieser Proteasomenuntereinheit. Fir alle anderen
Proteasomenuntereinheiten konnte keine signifikante Korrelation ermittelt werden. Die Korrelationsanalyse
erfolgte mit Hilfe der nicht-parametrischen Spearman-Korrelation.
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7.3.3 Zusammenhang zwischen der Expression der enzymatischen
Proteasomenuntereinheiten und dem ereignisfreien Uberleben und
Gesamtiiberleben in Patienten mit Multiplem Myelom in der
Validierungskohorte
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Abbildung A.12: Zusammenhang zwischen der Expression der katalytisch aktiven, konstitutiven
Proteasomenuntereinheiten und dem ereignisfreien Uberleben (event-free survival, EFS) und

Gesamtiiberleben (overall survival; 0S) in der TT2/TT3 Validierungskohorte. Uberlebenszeitanalyse durch
Anwendung des Kaplan-Meier-Schatzers in einer Kohorte symptomatischer Patienten mit Multiplen Myelom
zur Vorhersage des ereignisfreien Uberlebens und Gesamtiiberlebens (n=559) in Abhingigkeit von der
niedrigen (schwarz) und hohen Expression (rot) der (A) CT- (PSMB5), (B) T- (PSMB7) und (C) C-like (PSMB6)
Proteasomenuntereinheiten. Die Zuordnung der Expressionsstarke (niedrig/hoch) erfolgte mittels maximally
selected rank statistics auf Basis des vorangegangenen gene expression profiling. Hohe Expressionslevel der CT-
und C-like Proteasomenuntereinheit korrelierten mit einem lingeren ereignisfreien Uberleben (p = 0,01und

p = 0,04) Firr die T-like Proteasomenuntereinheit konnte keine Korrelation mit dem ereignisfreien Uberleben
oder Gesamtiiberleben ermittelt werden.
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Abbildung A.13: Zusammenhang zwischen der Expression der katalytisch aktiven Immun-
Proteasomenuntereinheiten und dem ereignisfreien Uberleben (event-free survival, EFS) und
Gesamtiiberleben (overall survival; 0S) in der TT2/TT3 Validierungskohorte. Uberlebenszeitanalyse durch
Anwendung des Kaplan-Meier-Schatzers einer Kohorte symptomatischer Patienten mit Multiplen Myelom zur
Vorhersage des ereignisfreien Uberleben und Gesamtiiberleben (n =559) in Abhingigkeit von der niedrigen
(schwarz) und hohen Expression (rot) der (A) CT- (PSMBS8), (B) T,- (PSMB10) und (C) Cy-like (PSMB9)
Proteasomenuntereinheiten. Die Zuordnung der Expressionsstarke (niedrig/hoch) erfolgte mittels maximally
selected rank statistics auf Basis des vorangegangenen gene expression profiling. Fiir die hohe Expression der
C-like Proteasomenuntereinheiten wurde ein signifikanter Zusammenhang mit dem Gesamtiiberleben
(p =0,03) gezeigt.

7.4 Sensitivitdit der Myelomzellen gegeniiber Bortezomib und
inhibitorischen Potenz an den Proteasomenuntereinheiten

von Bortezomib innerhalb der Kombinationstherapieregime
PAd und VMP

7.4.1 Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Zelllinien des Multiplen

Myeloms von Bortezomib innerhalb der Kombinationstherapieregime
PAd und VMP nach 24 h Exposition
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Abbildung A.14: Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-Kurven von 0,001-10 uM Bortezomib allein oder in
Kombination mit 300 nM Dexamethason, 200 nM Doxorubicin (PAd, orange) und 3,1 uM Prednisolon und
600 nM Melphalan (VMP, griin) in Bezug auf die Zellviabilitit Multipler Myelomzelllinen nach 24 h
Expositionszeit. Dargestellt sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven jeder Multiplen Myelomzelllinie (n = 7)
als Mittelwerte + Standardabweichung fiir n = 4 biologische Replikate nach Exposition mit 0,001-10 uM
Bortezomib bzw. innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd und VMP

7.4.2 Einfluss der Expositionsdauer von 5 nM Bortezomib allein oder
innerhalb der Kombinationstherapieregime PAd und VMP auf die
Aktivitat der Proteasomenuntereinheiten
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Abbildung A.15:; Expositionszeit-abhangige Inhibition der katalytischen Aktivitat der
Proteasomenuntereinheiten [%] in Multiplen Myelomzelllinien durch 5 nM Bortezomib allein. Dargestellt
sind die Mittelwerte + Standardabweichung der untersuchten Multiplen Myelomzelllinien (n = 7) der Aktivitat
der CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheiten [%] nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition mit 5 nM
Bortezomib allein.
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Abbildung A.16: Expositionszeit-abhdngige Inhibition der katalytischen Aktivitdit der Proteasomen-
untereinheiten [%] in Multiplen Myelomzelllinien durch 5 nM Bortezomib in Kombination mit 200 nM
Doxorubicin und 300 nM Dexamethason (PAd). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung der
untersuchten Multiplen Myelomzelllinien (n = 7) der Aktivitdt der CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheiten

[%] nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition mit 5 nM Bortezomib innerhalb des Kombinationstherapieregimes
PAd.
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Abbildung A.17: Expositionszeit-abhdngige Inhibition der katalytischen Aktivitdit der Proteasomen-
untereinheiten [%] in Multiplen Myelomzelllinien durch 5 nM Bortezomib in Kombination mit 600 nM
Melphalan und 3,1 puM Prednisolon (VMP). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung der
untersuchten Multiplen Myelomzelllinien (n = 7) der Aktivitdt der CT-, T- und C-like Proteasomenuntereinheiten
[%] nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h Exposition mit 5 nM Bortezomib innerhalb des Kombinationstherapieregimes
VMP.
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7.5 Sensitivitit der Myelomzellen gegeniiber Bortezomib in
Kombination mit selektiven Endothelinrezeptor-Antagonisten
7.5.1 Sensitivitat der Myelomzellen gegeniiber Bortezomib allein, sowie in

Kombination mit 0,1 bzw. 10 uM BQ123 und BQ788 nach 48 h
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Abbildung A.18: Vergleich der IC5, nach 48 h Exposition mit Bortezomib allein oder in Kombination mit 0,01
oder 10 uM BQ123 oder BQ788 in Bezug auf die Zellviabilitdt Multipler Myelomzelllinen. Dargestellt sind die
Mittelwerte = Standardabweichung der antiproliferativen Potenz (ICs;) von Bortezomib (n = 4 biologische
Replikate) nach 48-stiindiger Exposition Multipler Myelomzelllinien (n = 7) gegeniiber 0,002-10 uM Bortezomib
allein oder in Kombination mit 0,01 und 10 uM BQ123 oder BQ788. Einen signifikanten Effekt von 0,1 uM
BQ123 gegeniiber der Behandlung von Bortezomib allein war lediglich in der Zelllinie LP-1 zu beobachten Die
statistische Analyse wurde mittels Kruskal-Wallis Test mit post hoc Dunn’s multiple comparison Test
durchgefiihrt.
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Anhang

7.5.2 Konzentrations-Wirkungs-Kurven
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Abbildung A.19: Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Bortezomib allein oder in Kombination
mit 100 uM Bosentan in Bezug auf die Zellviabilitat Multipler Myelomzelllinen nach 5 Tagen Expositionszeit.
Dargestellt sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven jeder Multiplen Myelomzelllinie (n = 9) als Mittelwerte +
Standardabweichung fiir n = 4 biologische Replikate nach Exposition mit 0,005-100 nM Bortezomib bzw.

zusétzlich 100 uM Bosentan (blau).
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