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1. Einleitung

1.1 Das multiple Myelom

1.1.1 Epidemiologie des multiplen Myeloms

Das multiple Myelom (Synonym: Plasmozytom, Morbuahker) ist eine maligne, hamatologi-
sche Tumorerkrankung, die durch eine Infiltrati@s &nochenmarks durch monoklonale, Im-
munglobulin-bildende Plasmazellen charakterisigtrtAktuell erkranken in Deutschland jahr-
lich etwas mehr als 6000 Menschen neu an einemiptauitMyelom, wobei das ménnliche
Geschlecht etwas haufiger betroffen ist 8,1:100.000; Q: 6,7:100.000) (Robert Koch Institut
2010). Weltweit macht das multiple Myelom etwa 13%er hamatologischen Erkrankungen
aus (zweithaufigste Erkrankung dieser Gruppe narhlymphomen) und ist fir ca. 20% der
Todesfalle an Erkrankungen des blutbildenden Systeerantwortlich (Jemal, Siegel et al.
2008). Haufige Beschwerden sind Anamie, Infektdigigit, Osteolysen mit Knochenschmer-
zen und Niereninsuffizienz durch Paraproteinablaggen.

Das multiple Myelom ist eine Erkrankung des hohdrebensalters (nur etwa 2% der Erkrank-
ten sind unter 45 Jahre alt) mit einem medianeerAlbn etwa 65 Jahren bei Diagnosestellung
(Caers, Vande broek et al. 2008). Die Erkrankurigadg noch nicht dauerhaft heilbar und hat
eine hohe Rezidivquote. Die relative 5-Jahres-dbemsrate liegt bei etwa 40%, was die im-
mer noch ungunstige Prognose dieser Knochenmarksdng verdeutlicht (Robert Koch
Institut 2010). Ein haufiger Grund fur das Versagen langfristigen Therapie ist die Ausbil-
dung einer Resistenzentwicklung gegenuber gangigesetzten Wirkstoffen (Multiple Drug

Resistance).

1.1.2 Therapeutische Ansatze beim multiplen Myelom

Das multiple Myelom wird therapeutisch meist ensg@gangen, wenn es Symptome verur-
sacht. Gangige Behandlungsstrategien des multiieriloms umfassen bei jingeren Patienten
in gutem Allgemeinzustand eine Hochdosis- Chemattier gefolgt von einer autologen

Stammzelltransplantation (Lokhorst, Einsele eafl0). Im Anschluss sollte stets eine Erhal-

tungstherapie erfolgen.
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Alternative Erstlinientherapeutika haben dazu beiggen, das progressionsfreie Uberleben
und auch das Gesamtuberleben der Patienten mafigehbliverbessern (Kumar, Rajkumar et
al. 2008). Dazu zahlen u.a. die Immunmodulatorealidomid/Lenalidomid und der Protea-
som-Inhibitor Bortezomib. Diverse Kombinationssclaamit Melphalan, Dexamethason und
Thalidomid/Lenalidomid oder Bortezomib gehoren ziiherapiestandard und sind vor allem
auch fur Hochrisikopatienten (z.B. fortgeschriter@&adium, bestimmte zytogenetische Aber-
rationen etc.) geeignet (Rajkumar 2013).

Trotz der hohen Ansprechrate bei Applikation vonrtBoomib (z.B. in Kombination mit
Dexamethason) (Harousseau, Attal et al. 2010) &hedie haufige Resistenzentwicklung und
die Entstehung einer peripheren Neuropathie lingtide Faktoren der Chemotherapie
(Delforge, Blade et al. 2010). Nebenwirkungsarnitene. effektivere Weiterentwicklungen von
Proteasom-Inhibitoren (z.B. Carfilzomib, Marizomibimmunmodulatorischer Substanzen
(Pomalidomid), Inhibitoren der Histondeacetylase umhibitoren des Phosphatidylinositol-3-
Kinase-Singnalwegs (PI3K) sind Gegenstand aktué&lteschung (Mahindra, Laubach et al.
2012, Moreau, Richardson et al. 2012).

Aufgrund der héheren Nebenwirkungsrate ist der &mson Therapieschemata mit alteren
Zytostatika wie etwa Vincristin, Doxorubicin, Dexathason (VAD-Schema) und anderer To-
poisomerase-Hemmstoffe eher ricklaufig. Trotzdemnkd diese Medikamente bei Neuer-
krankten helfen, die Tumormasse initial zu redwnerZudem ist beispielsweise durch den
Wirksamkeitsnachweis von liposomalem Doxorubicain¢ Form des ,drug delivery system*)
in Kombination mit Bortezomib das Interesse an lamtwnellen Zytostatika in der Therapie

des multiplen Myeloms wieder gewachsen (PloskeB200
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1.2 Die Positronenemissionstomographie beim multiplen Melom

Das Staging des multiplen Myeloms erfolgt nachKlassifikation von Durie und Salmon, die
im Jahr 2006 um das Attribut ,Plus® ergénzt wurbtlieben den weiterhin relevanten klassi-
schen Blut- und Urinmarkern (z.B. monoklonale Immlobuline, Hamoglobin, Serum-
Kalzium, beta-2-Mikroglobulin) und der konventiolegl Rontgenaufnahme wurde der radiolo-
gischen Entwicklung durch die Hinzunahme von Coregamographie (CT), Magnetreso-
nanztomographie (MRT) und Positronen-Emissions-Tgnayshie (PET) Rechnung getragen.
Ein haufig bei der PET eingesetzter Tracer ist @agkoseanalogoi®F-FDG, bei dem eine
Hydroxygruppe des Glukosemolekiils durch das RadiahifFluor ersetzt wird.

8c_.FDG wird von Korperzellen wie normale Glukose siasaufgenommen. Die Aufnahme
erfolgt Uber transmembranare GlukosetransportetX3LIm Inneren der Zelle wird die Glu-
kose durch ein Schliisselenzym der Glykolyse (Heyxade) zu®F-FDG-6-Phosphat phospho-
ryliert. Dieses Substrat kann nicht weiter versteithselt werden und reichert sich somit intra-
zellular an (sog. metabolic trapping). Besondeaskserfolgt die Aufnahme des Tracers in Tu-
morzellen, da diese gegeniiber dem Normalgewebeb&neu 10-fach erhéhte Glykolyserate
aufweisen konnen (Czech, Brenner et al. 2000)

Ein wesentlicher Unterschied d&§-FDG-PET im Vergleich zu CT oder MRT ist die Mdg-
lichkeit zur Quantifizierung der metabolischen Aitéit des Gewebes und weniger seiner ana-
tomischen Parameter. Oft lasst sich zu Beginn ddraBdlung im CT oder MRT kaum eine
GroRRenanderung des Tumorgewebes nachweisen. EmehAte der Glukoseversorgung und
damit des SUV (standardized uptake value) in'8@iFDG-PET geht haufig dieser morpholo-
gischen Entwicklung voraus und eignet sich so elgefriher Marker fir die Beurteilung des
Therapieresponsivitat des Tumors (Delorme and Béeinyk 2009).

Beim multiplen Myelom korrelieren erhdhte SUV-Wertdt einer signifikant schlechteren
Prognose (Zamagni, Patriarca et al. 2011). Esibtlatasich gezeigt, dass die Bestatigung einer
kompletten Remission imM®F-FDG-PET vor einer autologen Stammzelltranspléomatias
Outcome der am multiplen Myelom erkrankten Patienterbessert (Bartel, Haessler et al.
2009). Ein weiterer Vorzug deé&-FDG-PET ist, dass es fokale Knochenmarksléasiceersi-
tiv erfassen kann. Dies ist insofern wichtig, alks Ainzahl und nicht etwa die Grof3e der Kno-
chenmarksaffektionen invers mit dem Uberleben deieRten korreliert (Walker, Brown et al.
2012).

Die Kombination aus®F-FDG-PET und CT brachte einen weiteren Fortschritler Bildge-
bung, da hierbei durch Uberlagerung der Bilder gjng anatomische Korrelation der Aktivi-
tatsmuster des Tumorgewebes erstellt werden karder# ist mit dent®F-FDG-PET-CT eine
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Ganzkorperuntersuchung mdoglich, die in einer Stwiee Sensitivitdt von Uber 89% in der
Erkennung lokaler Lasionen zeigte (Winterbottom &héw 2009) und damit jeder vergleich-
baren Aufnahmetechnik mindestens gleichwertig (PERT) bis deutlich tberlegen war (CT,
konventionelles Réntgen). In einer der grofRten pekBven Studie konnte festgestellt werden,
dass der Nachweis von mehr als df#i-FDG-affinen Lasionen im®F-FDG-PET-CT den
maRgeblichen Faktor fiir das progressionsfreie @berl von Myelom-Patienten darstellt
(Bartel, Haessler et al. 2009).

Nachteile dieser Technik sind neben den hohereteliatie relativ hohe Strahlenbelastung fur
den Patienten (etwa 15-20 mSv pro Untersuchunglpefdem scheint das MRT flr gewisse
Fragestellungen, beispielsweise zur Detektion ediffissen Knochenmarkbefalls mit niedri-
gem Infiltrationsgrad (z.B. des Beckens und de@lsaule) das geeignetere Nachweisverfah-
ren zu sein (Dimopoulos, Terpos et al. 2009). Ejridere, systematische Analyse deutet an,
dass die Weiterentwicklung des Ganzkoérper-MRT ditikere Sensitivitat als da&F-FDG-
PET-CT erreichen durfte (van Lammeren-Venema, Rdgel al. 2012).

Als weiteres, grundsatzliches Problem d¥-FDG-PET-Diagnostik muss beachtet werden,
dass das eingesetZfl-FDG nicht tumorspezifisch ist. Es reichert sigispielsweise auch in
metabolisch aktiven Entzindungen, Abszessen, Guaren, Heilungsprozessen etc. an. Ein
erhohter Blutzuckerspiegel kann ebenfalls mit ¥erFDG-Aufnahme interferieren und ver-
falschte Ergebnisse liefern (Shreve, Anzai et @99).

Auch in der Chemotherapie eingesetzte Zytostatikenkn auf di¢®F-FDG -Aufnahme von
Tumorzellen Einfluss nehmen, wie im Verlauf die&doeit anhand von in-vitro Zellversuchen

an Myelomzellen gezeigt werden wird.
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1.3 Die DNA damage response

Die DNA damage response (DDR) ist ein essentigfissument der Zelle, um ihre genomi-
sche Integritat zu bewahren. Die DDR umfasst eile&z®hl an Signalwegen und Enzymen, um
zielgerichtet auf Schadigungen der DNA-Strukturgieeen zu konnen. Defekte in diesem
DNA-Reparatursystem sind oftmals urséachlich fur iegzinogenese und fur das deregulierte
Wachstum der Tumorzelle (Ciccia and Elledge 2010).

Wahrend kleinere Schaden an der DNA meist durctBdgenexzisionsreparatur (BER) beho-
ben werden kdnnen, induzieren schwere Schadentwa Roppelstrangbriiche zwei wesentli-
che Mechanismen der DDR: die homologe RekombingtitiR= homologous recombination)
und die die nicht-homologe, sequenzspezifische Rékwation (NHEJ= nonhomologous end-
joining) (Finlay and Griffin 2012).

Bei der homologen Rekombination versucht die Zelie,urspriingliche DNA-Sequenz an der
Schadstelle zu bewahren. Dazu wird ein Teil der MAden Doppelstrangbruch reseziert und
das intakte, homologe Schwesterchromatid als Verfég die Synthese der neuen DNA ver-
wendet.

Im Gegensatz dazu werden bei der sequenzspeziiisRekombination (NHEJ) mithilfe der
Integrase die nicht-homologen Enden der Doppelghiithe zunachst gespalten und dann
miteinander ligiert. Dieser Prozess ist zwar eih@acaber auch fehleranfalliger und verursacht
dadurch haufiger mutagene Lasionen (Lord and Astiwz12).

Diese Reparaturvorgdnge werden durch sog. phodghatsitol 3-kinase related kinases
(PIKKSs) initiiert, zu denen die Enzym&TM (ataxia telangiectasia mutated protein); ATM-
Rad3-related (ATR) und DNA-dependent protein kineatalytic subunit (DNA-PKcs) geho-
ren. Diese PIKKs reagieren auf schadigende Eirdliss der Phosphorylierung einer Vielzahl
nachgelagerter Kinasen und Proteine wie etwa p23> Chk1/Chk2 etc. (Woods and Turchi
2013).

Es wurde gezeigt, dass Topoisomerase-InhibitorenBtoposid und Doxorubicin die Aktivie-
rung der DNA damage response uber eine StimulagorsSerin-Proteinkinase ATM induzieren
kénnen (Bakkenist and Kastan 2003). Die Topoisosgerait den Subklassen | und Il ist ein
Enzym, das fur die raumliche Anordnung der DNA-Malle verantwortlich ist und essentielle
Bedeutung fur die Transkription und Replikation deil-DNA hat. Sie sorgt daftr, dass die
wahrend replikativer Vorgange entstehenden Torkiérfie des DNA-Strangs abgeschwacht
werden. Dies geschieht, indem die TopoisomeraskearEnden des Ablesevorgangs der DNA-
Helix gezielt Einzel- (Topoisomerase 1) bzw. Dombeelngbriiche (Topoisomerase Il) setzt und

so einer ,Uberspiralisierung® des DNA-Strangs egtgevirkt. Am Ende der Umbauvorgange
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verschliel3t die Topoisomerase die Strangbriicheewxiedd féllt von der DNA ab. Topoisome-

rase-Hemmstoffe stabilisieren die entstandenenn@bréche durch kovalente Bindung der
Topoisomerase an die Nukleotide der DNA. Diesergstandenen Spaltungskomplexe kénnen
zu irreparablen Doppelstrangbrtichen fuhren, diepdgse induzieren oder auch am Anfang der

Tumorentwicklung stehen kénnen (Nitiss 2009).

Veranderungen im Reparaturmechanismus von Dopaetgirichen in Tumorzellen kénnen
wichtige Auswirkungen auf die effektive Wirkweiserv DNA-schadigenden Substanzen ha-
ben. NHEJ-defiziente Tumorzellen reagierten belspieise sensitiver auf eine Behandlung
mit Topoisomerase-lI-Hemmern (Caldecott, Bankd.e1200), wohingegen eine hohe Aktivitat
der DNA-PKCcs zu einer erhéhten Resistenzbildungnatignen Zellen gegentiber Doxorubicin
und Etoposid beitrug (Shen, Schultz et al. 1998 dda, Lundin et al. 2003).
Topoisomerase-Hemmstoffe des Typs | (z.B. Topofedd@mnen auch Einzelstrangbriiche
(SSB= single-strand breaks) induzieren. Diese wewdenehmlich durch den Vorgang der Ba-
senexzisionsreparatur reguliert. Dabei werden dgelddigten Basen entfernt und ihr zugeho-
riges Zucker-Phosphat-Ruckgrat ausgeschnitten. Whhaer komplementaren Basen des
Schwesterstrangs werden die neuen Nukleotide sysitreé Ein Schlisselenzym bei der Initia-
tion und Regulierung dieser Basenexzisionsreparatudie Poly(ADP-ribose)-Polymerase.
Eine Inhibition von PARP hat zur Folge, dass Eiszahgbrtiche nur noch mit Hilfe der homo-
logen Rekombination behoben werden kénnen, welblee ia malignen Zellen haufig fehler-
haft ist (Furgason and Bahassi el 2013).

Man hat bereits einige Vorgdnge wahrend der DNAatgmresponse identifizieren kbnnen, die
energieverbrauchende Prozesse darstellen. So weidgge ATP-abhangige Umbauprozesse
des Chromatins wahrend der DNA-Reparatur entdetditen vollstandige Bedeutung noch
nicht ganz geklart ist (Lans, Marteijn et al. 2Q1&)3erdem konnte fur die Proteinfamilie der
SMC (structural maintenance of chromosome, wichtigler strukturellen Organisation der
DNA) gezeigt werden, dass diese uUber eine ATP-Bigdwnd ATP-Hydrolyse DNA-
Doppelstrangbriche prozessieren konnen (Kinoshatader Linden et al. 2009).
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1.4 Der Tumorglukosemetabolismus

1.4.1 Ubersicht zur regularen Glykolyse

Die Glykolyse ist der bedeutsamste Abbauweg vonléditydraten im Organismus zur Ener-
giegewinnung. Sie lauft sowohl unter oxischen alshaunter anoxischen Bedingungen zu-
nachst gleichartig ab. In zehn enzymatischen Zwissbhritten wird ein Glukosemolekil zu
zwei Molekilen Pyruvat abgebaut. In der ersten @lugs Abbaus wird zunachst der Energie-
trager Adenosintriphosphat (ATP) eingesetzt, umdarsaufgenommenen Glukose (eine Hexo-
se) zwei Triosen zu bilden. Die dabei entsteherzex Molekile Glycerinaldehyd-3-phosphat
werden unter Gewinnung von ATP und der Reduktionsatente NADH (Nicotinamidaden-
indinukleotid) weiter zum Endprodukt Pyruvat vefstechselt (Harris 2013).

Somit ergibt sich fur die zellulare Glykolyse zusaangefasst:

Glukose + 2 ADP + 2P 2 NAD" — > 2 Pyr + 2 ATP + 2 NADH + 2'H-2 H,0

Falls die Kérperzelle Uber ein ausreichendes Angab&auerstoff verfiigt, wird das Pyruvat in
das Mitochondrium importiert und dem Zitratzyklusgefiihrt. Dabei kommt es zum Abbau
des ,Universalbrennstoffs“ Acetyl-CoA zu GOnd HO und Ubertragung der bei der Oxidati-
on freigesetzten Elektronen mittels NADH bzw. FADiA die Atmungskette. Am Ende des
Prozesses der Zellatmung steht eine Energieausbeuietwa 36 mol ATP/mol Glukose.

Unter Sauerstoffdeprivation wird die mitochondridlBmungskette weitestgehend umgangen
und Pyruvat durch die Laktatdehydrogenase (LDHpu@xidation von NADH zu NAD zu
Laktat umgesetzt (,Milchsauregarung®). Die Regetierades Coenzyms NADist essentiell
fur die Zelle, da es sofort wieder in die Glykolysieagespeist werden kann. Bei diesem Ab-

bauweg werden durchschnittlich nur 2 mol ATP/malkKaise generiert (Harris 2013)

Somit ergibt sich fur die Milchsauregarung zusamge¢asst:

Glukose + 2 ADP+2P — 5 2 Laktat + 2 H+ 2 ATP + 2 HO
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1.4.2 Der Warburg-Effekt (aerobe Glykolyse)

Es ist hinlanglich bekannt, dass viele Tumorzetlen Grol3teil ihrer Glukose im Rahmen der
Energiegewinnung zu Laktat abbauen, selbst wenacbgi Bedingungen vorherrschen. Die
Mitochondrien der Tumorzellen verbleiben zwar oftktionell aktiv, es wird aber nur ein rela-
tiv geringer Bruchteil des Zuckers in Tumorzellendativ metabolisiert. Auf diese Weise ge-
neriert die Tumorzelle etwa 4 mol ATP/mol GlukoSar{der Heiden, Cantley et al. 2009).
Dieses Phanomen der ,aeroben Glykolyse" entdeckte\Warburg schon vor vielen Jahrzehn-
ten und wird seitdem unter dem Begriff ,Warburgdktf* gefiihrt (Warburg, Wind et al. 1927).
Otto Warburg vermutete als Ursache der Transfoonader Tumormetabolismus einen Defekt
in der mitochondrialen Atmungskette und glaubte den Schritt zur Entstehung maligner Zel-
len zu erkennen (Warburg 1956). Obwohl dieser Klgésszusammenhang seitdem kontrovers
diskutiert wird (Zu and Guppy 2004), ist der abetrgesteigerte Glukosemetabolismus von
Tumorzellen mittlerweile von gro3em wissenschdiim Interesse und als eines der Haupt-
merkmale von malignen Zellen akzeptiert (Hanahah\@ainberg 2011).

Es besteht eine Vielzahl an Hypothesen daribenymwanaligne Zellen zur aeroben Glykolyse
und damit (im Vergleich zur oxidativen Phosphomligg) zu einem scheinbar ineffektiveren,
da mit einer deutlich geringeren ATP-Ausbeute vadamen Metabolismus wechseln. Brandon
et al. postulierten beispielsweise, dass Tumonzetiee Atmungskette umgehen, um mehr reak-
tive Sauerstoffspezies (ROS) zu erzeugen. Diesenfieadikale kbnnen durch Einzelstrang-
briiche Mutationen in Protoonkogenen der DNA verhiea (Brandon, Baldi et al. 2006). Des
Weiteren kann der hohe und schnelle Bedarf an kgt®sgsteinen in proliferierenden Tumor-
zellen nur gedeckt werden, wenn die entscheidemteymatischen Ablaufe der Glykolyse
nicht durch einen Mangel an Coenzymen gebremstemerDie Gewinnung des Coenzyms
NAD" aus der Konversion von Pyruvat in Laktat ist wéggnschneller als es in der oxidati-
ven Phosphorylierung geschieht (Gatenby and Gillg4).

Diesbeziglich wurden in Tumorzellen unterschiedlitéoformen des Enzyms Laktatdehydro-
genase (mit Induktion des Subtyps LDH-A und Suppogsvon LDH-B) entdeckt, die diese
.,Hochgeschwindigkeits-Glykolyse” in onkogenen Zalleoch effektiver ablaufen lassen kon-
nen (Koukourakis, Giatromanolaki et al. 2006). DigH-A vermittelte Umleitung von NADH

in die aerobe Glykolyse entzieht dieses Coenzym datochondrialen Elektronenshuttle-
System und kdnnte miterklaren, weshalb in Tumoepetlie mitochondriale Atmungskette eine

eher untergeordnete Rolle spielt.
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Auf molekularer Ebene erfolgt die Induktion diedgaszymwechsels u.a. durch den hypoxia-
inducible factor-1 (HIF-1). Dieser Transkriptionkfar zahlt zu den Schlisselenzymen in der
Steuerung der glykolytischen Antwort der Zelle &afanderungen der Umgebungsbedingun-
gen (Semenza 1998). Auf hypoxischen Stress hingewtgufig in schnell wachsendem Tum-
orgeweben entsteht, induziert HIF-1 angiogenetiddaehstumsfaktoren (z.B. VEGF), hama-
topoetische Faktoren (z.B. Transferrin, Erythropgetber vor allem auch Glukosetransporter
und Enyzyme der Glykolyse wie Hexokinase Il, Pytkirease 2 oder Laktatdehydrogenase- A

(Koppenol, Bounds et al. 2011).

Insgesamt betrachtet vermag die Tumorzelle tbeNdaurg-Effekt aufgrund des Geschwin-
digkeitsvorteils relativ mehr ATP zu generierea e im trageren oxidativen Abbau mdglich
ware (Pfeiffer, Schuster et al. 2001). AuRerdemmetieZwischenprodukte des Glukoseabbaus
als Metabolite des Pentosephosphatwegs, desseseRitiodie Herstellung von Nukleotiden,
Aminosauren, NADPH etc. benétigt wird. Neben biaoge&schen Vorteilen beschleunigt die
ATP-Gewinnung uber die aerobe Glykolyse somit aniolsynthetische Prozesse, die essentiell
sind, um beispielsweise exogen induzierte SchadeNA zu reparieren (DeBerardinis, Lum
et al. 2008).

1.4.3 Transporter und Enzyme des Tumorglukosemetabolismus

Der erste limitierende Schritt des Glukosemetabulis ist der Transport der Glukose Uber die
Zellmembran. Bisher konnten 14 unterschiedlichek@detransporter identifiziert werden, die
aufgrund ahnlicher Aminosaurezusammensetzungenran Klassen unterteilt worden sind
(Mueckler and Thorens 2013). Den wichtigsten Transp fir Zellen des zentralen Nervensys-
tems, der Blutzellen und auch von diversen Tumtaazttaten stellt GLUT-1 dar (Ganapathy,
Thangaraju et al. 2009). Es handelt sich um einsalinunabhangigen Transporter, der unter
physiologischen Bedingungen annahernd gesattigindteine hohe Affinitat fur Glukose be-
sitzt.

Bereits frilhe Studien konnten die UberexpressianGlekosetransporter-1 und 3 mit der on-
kogenen Transformation von Zellen in Verbindungngen (Yamamoto, Seino et al. 1990).
Nachfolgend konnten fiir das Lungenkarzinom, Breikrund Pankreastumoren die Uberex-
pression des GLUT-1 mit einem gesteigertéh-FDG-Uptake im PET assoziiert werden
(Brown and Wahl 1993, Reske, Grillenberger et 887).
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Es wurde festgestellt, dass Tumoren mit starker GilkExpression eine schlechtere Prognose
haben, da dies mit Invasivitat, einem hoheren féraliionsindex und der Neigung zur Metasta-
sierung verbunden war (Airley and Mobasheri 20@twohl z.B. fur gynéakologische Krebs-
erkrankungen mit GLUT-1- Expression ein besserespfethen auf eine nachfolgende Che-
motherapie gezeigt wurde (Cantuaria, Fagotti e2@0D1), konnte fur viele andere Tumorarten
mit GLUT-1 Expression (z.B. HNO, Gastroenterologaf)e erhohte Letalitat bei Patienten
festgestellt werden (Kawamura, Kusakabe et al. 20@hma, Okazumi et al. 2005, Mori,
Tsukinoki et al. 2007).

Die Hexokinase gilt als das Schliisselenzym der @{gde, da es zu Beginn des Zuckerstoff-
wechsels steht und wichtige Verbindungen zur Glgksynthese und zum Pentosephosphat-
weg hat. Gewebespezifisch kommen 4 Subtypen deokiiexse vor, die Expression der Hexo-
kinase 1l (HKII) spielt dabei fur die aerobe Glylgek in Tumoren eine prddominante Rolle
(Pelicano, Martin et al. 2006). Besonders die Bmglder Hexokinase Il an einen spannungs-
abhangigen Anionen-Kanal an der Aul3enseite deschtitadriums tragt zur Resistenzbildung
bei und ist ein Kennzeichen einiger hochmalignehlexht differenzierter Tumore. Hierbei
wird die Glykolyse mit der oxidativen Phosphorylieg gekoppelt, da die Hexokinase Il auf
im Mitochondrium produziertes ATP direkt als Substzugreifen kann, um die rasante Phos-
phorylierung neuer Glukosemolekile am Laufen ztehalPedersen, Mathupala et al. 2002).
Die zentrale Bedeutung der Hexokinase Il fir diéréchterhaltung des Warburg-Effekts konn-
te z.B. in Glioblastomzellen gezeigt werden, woenfusschaltung dieses Enzyms ein deutli-
cher Anstieg des normalen oxidativen Glukosemetsinols bei gleichzeitigem Abfall der
Laktatproduktion erreicht wurde (Wolf, Agnihotri at. 2011). Eine Arbeit an Myelomzellen
konnte demonstrieren, dass durch die InhibitionHixokinase Il eine Medikamentenresistenz
rickgangig gemacht werden konnte und der zytotbeigtifekt einer Behandlung mit Doxoru-

bicin wiederhergestellt wurde (Nakano, Tsuji e24l11).
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1.4.4 Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg in Tumorzellen

Die Expression der erwahnten glykolytischen Enzymeé Transporter des Glukosemetabolis-
mus werden auf molekularer Ebene gesteuert. Hiesp@&lt in vielen Tumorarten der
PI3K/Akt/mTOR-Signalweg eine eminente Rolle in Ubben, Wachstum und Progression der
Tumorzelle (Liu, Cheng et al. 2009). Es sind drkgsen von PI3K bekannt, von denen beson-
ders der Klasse | eine Bedeutung in der Onkogesisieuiert wird.

Nach der Bindung eines Wachstumsfaktors an deméetfibran stimuliert PI3K tber die Bil-
dung des second messengers Phosphatidylinosithl&3-triphosphat (PIP3) die Aktivitat der
Serin/Threonin-Kinase Akt (Liu, Cheng et al. 2009).

Beziglich des Glukosemetabolismus konnte gezeigilere dass Akt die Expression von Glu-
kosetransportern und glykolytischer Enzyme regulieid so das Tumorzelliberleben verbes-
sert (Rathmell, Fox et al. 2003, Wieman, Wofforélet2007). Aul3erdem fordert Akt direkt auf
Ebene der Genexpression die aerobe Glykolyse ukthtproduktion und kann in normalen
wie auch malignen Zellen den Wechsel hin zum Waylktffekt induzieren (Elstrom, Bauer et
al. 2004). Auch die oben bereits erwahnte anti-tgigech wirkende Bindung der Hexokinase
Il an die mitochondriale Membran ist eine Folgetértier Akt-Aktivitat (Majewski, Nogueira et
al. 2004).

Akt tbt seine Wirkung malf3geblich Uber das Zusampiehmit dem mTOR-Komplex aus, der
aus den Enzymen mTORC1 und mTORC2 besteht. mTORi€4t fiber die AMP-aktivierte
Kinase (AMPK) den Energiestatus der Zelle (AMP/ARRti0) und kann so bei Mangelzustan-
den energieverbrauchende Synthesevorgéange stdpipenDeregulation von Akt in Tumorzel-
len kann helfen, hohe ATP-Level in der Zelle zugg@ren und eine mTOR-Inhibition zu um-
gehen, wodurch eine hohe Nahrstoffzufuhr fir aralBsbzesse aufrechterhalten werden kann
(Edinger and Thompson 2002). Allerdings macht dikisiiberexprimierende Zellen abhangig
von konstanter Glukosezufuhr, da sie z.B. keinergieemehr aus anderen katabolen Vorgén-

gen wie der Fettsaureoxidation gewinnen kénnenZBiBauer et al. 2005).

Auch fur diverse Zelllinien des multiplen Myelontsegonders fir OPM-2) wurde eine erhdhte
Aktivitat des PI3SK/Akt/mTOR- Signalwegs gezeigt (HShi et al. 2001, Pene, Claessens et al.
2002) und nachgewiesen, dass molekulare Inhibitdreser Kaskade (z.B. BEZ235) bei der
Behandlung des Myeloms effektiv sein kdnnen (Baumdtandl-Weber et al. 2009).

Neuere Studienergebnisse deuten an, dass Akt aiséttiziich einen Einfluss auf die DNA da-
mage response ausiben kann. Es wurde gezeigt, Akissim Zuge von DNA-

Doppelstrangbrichen in DNA-PKcs oder ATM/ATR-abhigeg Weise aktiviert wurde und die
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Reparatur dieser DNA-Schaden Uber eine Stimulatien nichthomologen, sequenzspezifi-
schen Rekombination (NHEJ) unterstiutzte (Xu, Laale012). Akt vermittelt dadurch mdg-

licherweise die Interaktion der DNA damage respamsiewichtigen Faktoren des Glukose-
stoffwechsels und Warburg-Effekts, was neue thertigmhe Optionen eréffnen kdnnte (siehe
Abb. 1).

Topoisomerasle-Hemmstoffe g bBEZZ35 Glukose
% PI3K GLUT
DNA'‘DSB
NU7026 l

ATM — v

KU55933, DNA-PK Akt H'K
" n ‘MK-ZZOG
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f»
<§9 I
£
&

DNA-Reparatur Caspase

Aktivierung | mTORC1 *
\ / l ‘ BEZ235 Pyr
\

Zellwachstum / \
Proteinsynthese Laktat Zitratzyklus

Zelliiberleben

Abbildung 1 Schematische Darstellung wichtiger Bestandteile @hikolyse (rechts), des PI3K/Akt/mTOR-
Signalwegs (mittig), der DNA damage response (inksl verwendeter molekularer Inhibitoren. Es selideut-
licht werden, wie diese Signalpfade untereinanadknipft sind und wie Tumorzellen ihren Glukoserhets-
mus in Reaktion auf genotoxischen Stress regulikéemten. ) steht fur Aktivierung, [(l) steht fur Hemmung
des entsprechenden Vorgangs. Es sind auch die iilauf/eingesetzten Inhibitoren mit ihren Zielenzymeinge-

tragen (BEZ235, KU55933, MK-2206, NU7026).
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2.

Problemstellung und Zielsetzung

Viele Patienten, die an einem multiplen Myelom ari¢en, erhalten entsprechend der Leitli-

nien eine Hochdosischemotherapie. Um das Theragpeachen zu beurteilen oder auch metas-
tatische Herde zu entdecken, werden moderne Bildugverfahren wie da®F-FDG-PET

eingesetzt. Dabei ist die Interferenz vieler Zyatikh mit dem Glukosemetabolismus der Tu-

morzellen weitestgehend unbekannt. Gerade bei fpeleDNA-schadigenden Medikamenten

liegt die Vermutung nahe, dass Tumorzellen Ubee egrmehrte glykolytische Aktivitat und

daraus resultierender ATP-Produktion versuchen, EBt¥&angschaden zu reparieren und

dadurch einen Uberlebensvorteil zu erzielen.

Die vorliegende Arbeit befasst sich deshalb migéolden Fragestellungen:

Wie ist der Glukosestoffwechsel in Myelomzellen dgps OPM-2 reguliert?

Gibt es einen Unterschied in der Modulation desk@emetabolismus zwischen DNA-

schadigenden Topoisomerase-Hemmern (1) und Medikiamenit anderer Wirkweise (2)?

Welche Dosis-Wirkungs-Beziehung haben die beidenerachiedlichen Zytostatika-
Gruppen (1+2) auf das Zelliberleben von OPM-27?

Welche Auswirkung hat eine Zytostatika-Kombinateuns (1) und (2) auf Glukoseaufnah-

me und Zellvitalitat?

Hangt der Zelltod mit Veranderungen in der Exp@ssion Glukosetransportern und gly-

kolytischer Enzyme zusammen?

Welche Bedeutung hat eine Hemmung von Enzymen 8& Bamage response auf die
Zellvitalitdt und den Glukosestoffwechsel in OPM-2?

Lassen sich durch Inhibitoren des PI3K/Akt/mTORgréilwegs Veranderungen im Gluko-
sestoffwechsel und Zelliberleben der OPM-2 indexni@er

Hat eine Kombination dieser Inhibitoren mit Toporsrase-Hemmern synergistische Ef-
fekte auf Zelltod und Glukosestoffwechsel in OPM-27?
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zelllinie

Bei der eingesetzten Zelllinie (OPM-2) handelte sesh um humane, maligne Myelom-
Suspensionszellen (aus dem Bestand von T. Declemlinische Universitat Miinchen).

3.1.2 Radioaktive Substanz

Die Produktion der mit®Fluor versehenen, radioaktiven Fluordesoxygluct%eRDG) erfolg-
te im Zyklotron der Nuklearmedizinischen Klinik, chische Universitat Minchen (Halb-
wertszeit'®F-FDG: 109,71min). Fir die Versuche wurde stetsAgigvitatskontrolle der tagli-
chen Zyklotron-Produktion bestellt, in einer Gré@eimung von 1-1,5 GBq (etwa 27-40mCi).
Die letztendlich benétigte Konzentration fiir di@zginen Proben in defiF-FDG Aufnahme-

versuchen betrug jeweils 370kBq (10uCi).

3.1.3 Zytostatika

Die verwendeten Zytostatika wurden von der Apothede Klinikums rechts der Isar bereitge-
stellt. Es handelte sich dabei um gebrauchsfett@®ingen von Bortezomib, Topotecan, Vin-
cristin (Ausgangskonzentration je 1 mg/ml), Doxucirb (Ausgangskonzentration 2 mg/ml)

und Etoposid (Ausgangskonzentration 10 mg/ml). iDielen diversen Versuchsreihen einge-
setzten Konzentrationsmessbereiche betrugen masimBbrtezomib: 1,953125 ng/ml - 2000

ng/ml, fur Doxorubicin: 0,03125 pg/ml - 32 pg/miy fEtoposid: 0,3125 pug/ml - 640 pug/ml, far

Topotecan: 0,0125 pg/ml - 12,8 pg/ml und fir Vietn: 0,4882815 ng/ml - 1000 ng/ml.

3.1.4 Chemikalien
s. Kapitel 7, Tab.7.1
3.1.5 Gerate

s. Kapitel 7, Tab.7.2
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3.1.6 Software
s. Kapitel 7, Tab.7.3
3.1.7 Verbrauchsmaterial

s. Kapitel 7, Tab.7.4

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Zur Versuchsvorbereitung wurden die OPM-2 Zelleteusterilen Bedingungen in einer La-
minair-Flow-Arbeitsbank behandelt. Die Kulturflagch wurden in einem Brutschrank bei
37°C, 100% Luftfeuchtigkeit und 5,0% G@elagert.

Als Kulturmedium fir die Zellzucht der OPM-2-Zellevurde RPMI-1640 verwendet und mit
fetalem Kéalberserum (FKS) 10%, Penicillin/Strept@my1% und L-Glutamin 1% versetzt.
Das Medium wurde stets im Wasserbad auf 37° erwégmt Wechsel des Mediums in den
Kulturflaschen erfolgte, wenn sich ein Farbumsclidag roten Mediums ins Gelbliche einstell-
te. Bei einer Verdopplungszeit der OPM-2 Zellen ebwa 50-60 Stunden war dies ca. alle drei
Tage notig.

3.2.2 Zellzahlbestimmung und Vitalitatstestung

Die Zellzahl und die Zellvitalitdit wurden mithilfdes digitalen Countess® Automated Cell
Counter bestimmt. Hierfir wurden 10 pl der jewahgProbe mit 10 ul Trypanblau 0,4% ge-
mischt und je 10 ul dieser Zellsuspension in emrgefertigte Z&hlkammer pipettiert. Das digi-
tale Gerat lieferte Angaben Uber die Anzahl deetelen (Membran intakt, helles Zentrum) und
toten Zellen (starke, dunkle Anfarbung) und erntteleren prozentuale Verteilung, wobei fur
die '®F-FDG-Versuche nur die Anzahl der lebenden Zelavant war. Das Gerét lieferte die
genauesten Ergebnisse fiir Zelldurchmesser von [5aéGn einem Bereich von 1x301x10
Zellen/ml. Es wurden flr jede Versuchsanordnuntg stendestens drei Proben einer Konzent-
rationsstufe ausgezéahlt und daraus der Mittelwerédhnet. Die Prazision des Geréates wurde
durch stichprobenartige Gegenkontrollen der Prahgtels Neubauer-Zahlkammer unter dem
Mikroskop bestatigt.
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3.2.3 Herstellung der Verdinnungsreihen

Zur Herstellung der Verdinnungsreihen wurden diemu8.1.3 genannten Zytostatika verwen-
det. Die Verdinnungsreihen wurden durch fortgesst¥erdiinnen erstellt (geometrische Ver-
dinnung). Dazu wurde eine Stammlésung mit der hénhSusgangskonzentration erstellt. In

alle anderen GefalRe wurde je eine gleichdefinigitmge an Medium RPMI1640 vorgelegt.

Das exakt gleiche Volumen wurde nun aus der Ausgésgng in das erste Gefald Gberfuhrt
(1:1 Verdinnung), so dass dieses nur noch die kkadbeentration der vorhergehenden Stamm-
I6sung aufwies. Die zweite Verdinnungsstufe besafh chur noch ein Viertel der Ausgangs-

konzentration usw. Dieses Vorgehen wurde untergstet Suspendieren der einzelnen Proben
durchgefuhrt.

3.2.4 ®F-FDG-Aufnahmeversuche

Zur Durchfihrung der Aufnahmeversuche wurde zurtgghsali 3.2.3 eine Verdinnungsreihe
des jeweiligen Zytostatikums inklusive unbehandeKentrolle hergestellt. Es wurden pro
Verdinnung je 250 ul Zytostatikalésung in eine 2dHatte vorgelegt (Vierfachwerte).

Im néchsten Schritt wurden etwa 25-30 ml Zellsusmeneiner Zellkulturflasche entnommen
und die Zellzahl lebender Zellen gemald 3.2.2 bestinNach Zentrifugation bei 1300 U/min
wurde durch Hinzugabe frischen Mediums eine Suspemsit einer Zellkonzentration von

8 x10/ml OPM-2 Zellen erstellt. Aus dieser Stammldsungden je 250 pl in alle Wells pipet-
tiert, so dass jedes Well letztendlich ein Gesatutaen von 500 pl & 2 x20PM-2 Zellen
enthielt. Die Konzentrationen der Zytostatika wurdieirch den Verdinnungseffekt jeweils auf
die gewtinschten Endkonzentrationen halbiert. Ams@kehd wurden die Platten fir 24 Stunden
im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Proben in 1,5 ml Eppd+@efal3e tberfuhrt. Aus diesen wurden
dann je 50 pl Zellsuspension fur die spatere Zelbestimmung entnommen. Die restlichen
Zellsuspensionen wurden bei 3000 U/min fur drei dém zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. Die so gewonnenen Zellpellets wurde®@ditul PBS einmal gewaschen und einer
erneuten Zentrifugation zugefiithrt. Nun wurden delies je 100 pl PBS zugefiigt und &fe-
FDG-LOsung hergestellt.

Dazu wurde hinter Bleischutz die Grundaktivitat aesn Zyklotron in PBS verdinnt und die
neue Aktivitdt gemessen. Aus dieser GréRe wurde das benétigte Volumen afF-FDG fiir
circa 50-60 Proben a 370 kBq (10 uCi) berechnetinfBS verdinnt. Aus diesem Gemisch

wurden mit einer Multipipette je 100 piF-FDG-Losung auf alle Zellsuspensionen verteilt, so
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dass jede Zellprobe (200 pl) eitfe-FDG-Konzentration von je 185 kBq (5 pCi) enthi€lfte
Proben wurden gevortext und fur 30 Minuten in dekubator (37°C) gestellt. Es wurden fur
jeden Versuch vier Standards (Aktivitat ohne Zéll@ngesetzt. Diese bestanden aus einer 1:10-
Verdiinnung der®F-FDG-Stammlésung. AufRerdem wurden je vier Leemvarigesetzt (Be-
handlung wie Zellproben), die als Hintergrundak#itivon den spateren Messergebnissen der
Zellproben subtrahiert wurden.

Nach Inkubation wurden die Proben sofort auf Eistgjt und die'®-FDG Aufnahme durch
Hinzugabe von 1 ml eiskaltem PBS weitestgehendeammden. Es schlossen sich drei ,Wasch-
vorgange® an: diese bestanden aus der Zentrifugaléo Proben bei 3000 U/min bei 4°C, an-
schlieRendem Absaugen des Uberstands und einenspeeslieren in eiskaltem PBS. Alle
Schritte wurden auf Eis oder bei 4°C durchgefiinm, den radioaktiven Zerfall zu verlangsa-
men. Das Absaugen des Uberstands geschah hinfsciBlez mittels einer speziellen Absaug-
pipettenspitze, die ein sicheres Absaugen ohnekiddie der Zellpellets gewahrleistete. Die
behandelten Pellets wurden schlief3lich de@ounter zugefihrt und so die von den OPM-2
aufgenommene Menge &fF-FDG als counts per minute (cpm) gemessen.

Wahrenddessen wurde die Anzahl der lebenden Mydbemz je Zytostatika-
Konzentrationsstufe bestimmt. Aus den Vierfachwereirde der Mittelwert mit Standardfeh-
ler (SEM) gebildet. Die Messwerte dge€ounters wurden durch diesen Mittelwert geteildd un
stellten die*®F-FDG-Aufnahme je vitaler Zelle dar. Es fand eineriierung auf def®F-FDG
uptake der unbehandelten Kontrolle statt. Die Anma der Kontrolle erhielt so den Wert eins
und die Aufnahmen der Konzentrationsstufen bezagenauf diese als Bruchteil bzw. Vielfa-
ches davon (f.c. = fold control).

3.2.5 Vitalitatsmessung

Zur Etablierung eines Konzentrationsmessbereiclisvedevendeten Zytostatika fuhrten wir
den CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assalrch. Es wurde ein weitgefasster Kon-
zentrationsverlauf gewahlt, um einen mdglichst siglalen Dosis-Wirkungs-Bereich mit Pla-
teaus gen 100% bzw. 0% Vitalitat abzubilden.

Beim CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Asgavird nach Zelllyse die Menge an frei-
gesetztem ATP durch das katalysierende Enzym Lasé&als Luminiszenzsignal photomet-
risch messbar. Die Intensitdt des Signals ist tipekportional zur Menge des vorhandenen

ATP und damit zur Anzahl der lebenden Zellen.
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Es wurden Vierfachwerte einer Zytostatika-Verdumgsreihe plus Kontrolle mittels Multich-
annel-Pipette ausgeséat und fur 24 Stunden in 9@1a®en inkubiert. Das Gesamtvolumen pro
Well betrug 180ul und setzte sich aus 90ul Zytdsddtosung und 90 pl OPM-2-Suspension
zusammen. Die Zellzahl pro Well betrug 2X Z@llen (2,2x 10 Zellen/ml).

Am néchsten Tag wurden der CellTiter-Glo® Buffeduas CellTiter-Glo® Substrat (-20°C)
zwei Stunden vor Anwendung bei Raumtemperatur emvddanach wurden beide Reagenzien
zusammengefuhrt und mittels Multichannel-Pipetté&@epul in eine lichtundurchlassige (zur
Verminderung der Streuluminiszenz) 96-Wellplattegebtegt. Im Verhaltnis 1:1 wurden die
inkubierten Proben hinzugegeben und auf einem 3Hiak&0 Minuten lysiert.

Die photometrische Messung des ATP-Gehalts erfalgegnem Mikroplatten Reader. Die Be-
rechnung und Auswertung der Uberlebenskurve edalgiter Ermittiung der Mittelwerte des
Luminiszenzsignals der einzelnen KonzentrationeBenug auf die Kontrolle, die als Vitalitat
mit 100% definiert wurde. Die Berechnung deggCMNertes (mittlere Hemmkonzentration)

erfolgte mittels nicht-linearer Regression in Gragth Prism 5.
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3.2.6 Western Blotting (Wet-Transfer der Proteine)

3.2.6.1Vorbereitung der Zellen

Zunachst wurde gemafl 3.2.3 eine Zytostatika-Verdiigsreihe inklusive Kontrolle herge-
stellt. Es wurden den Kulturflaschen fur jede Pr@be30 ml OPM-2 Suspensionslésung ent-
nommen, diese bei 1300 U/min fiir 3 Minuten zengigut und der Uberstand vorsichtig abge-
saugt. Die vorhandenen Zellpellets wurden in 2-3RRMI1640-Medium suspendiert und in
einem Gefald vereint. Aus dieser Stammlosung wuedea@ 3.2.2. der Mittelwert der lebenden
Zellen pro Milliliter bestimmt. Die Stammlésung vdér erneut bei obigen Bedingungen zentri-
fugiert und mit dem errechneten Volumen an Mediwfyefiillt (Zielkonzentration: 1xI@el-
len/ml). Nachfolgend wurde je 1 ml dieser Zellsuspen in die vorbereiteten Zytostatika-
Losungen a 9 ml dberfihrt (1:10-Verdinnung). Die&esnisch wurde in Zellkulturflaschen
der GroRe 75cMiberfiihrt und fiir 24 Stunden bei 37 °C und 5% @fer Nacht inkubiert.

3.2.6.2 Proteinextraktion

Nach der 24-stiindigen Inkubation wurden die Zelted5 ml Falcons Uberfuhrt und auf Eis
gestellt. Die Zellen wurden dann in einer auf 4%gekihlte Zentrifuge bei 1300 U/min zent-
rifugiert. Die entstandenen Zellpellets wurden talgfend dreimal mit 10 ml eiskaltem PBS
gewaschen. Nach letztmaliger Zentrifugation wurde BBS-Uberstand sorgfaltig abgesaugt
und das Zellpellet mit dem Lysepuffer versehenhBsdelte sich um gebrauchsfertigen 10x
RIPA Zell-Lysepuffer (0,5M Tris-HCI, 1,5M NaCl, 26 Deoxycholsaure, 10% NP-40, 10mM
EDTA), der zuvor 1:10 mit destilliertem Wasser \v@rdt und mit einer Proteaseinhibitor-
Tablette versetzt wurde. Pro Zellpellet wurden et®8 - 200 pl Lysepuffer (4°C) hinzugege-
ben und die Suspension stark gevortext. Die Prehaden zur Lyse fur 30-40 Minuten auf Eis
gelagert (unter regelmafligem vortexen), bis esiaer esichtbaren Trennung von DNA und
Plasmabestandteilen kam. AnschlielRend wurden diberin 1,5 ml Eppendorf-Cups uber-
fuhrt und bei maximal 14800 U/min fur 20 Minuterf@ zentrifugiert. Der klare, proteinrei-
che Uberstand wurde in neue 1,5 ml Eppendorf-Cupsttiert und der Proteinbestimmung

zugefuhrt.
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3.2.6.3Quantitative Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinbestimmung der Lysate erfolgte kolorimseh mittels eines BCA (Bicinchoninsau-
re) Protein Assay Kit auf einer 96-Well-Plate. Zmmittlung der Eichkurve wurde eine BSA
(Bovines Serum Albumin) Standardreihe erstellt (tifLeerwert] 25; 125; 250; 500; 750;
1000; 1500; 2000 pg/mt Volumen: je 10ul). Ebenso wurden je 10 pl der Lgsairgelegt und
alle Proben in 200 ul der beiden beigefliigten Rezmydstrate suspendiert. Es schloss sich eine
halbstindige Inkubation der Platte bei 37°C an.chhsRend wurde die Platte auf Raumtempe-
ratur gekihlt

Die Extinktionsmessung erfolgte bei einer Wellegirvon 570 nm im Mikroplatten Reader.
Mit den ermittelten Werten fir die BSA-Konzentrawgm wurde in Excel eine Kalibrationskur-
ve erstellt und eine polynomische Gleichung errethim diese wurden (nach Subtraktion des
Leerwerts) die Extinktionswerte der Lysatprobergefiigt. So ermittelte sich die je Probe vor-
handene Proteinkonzentration in pg/ml. Die letziehdzu ladende Proteinmenge in der Gel-
elektrophorese wurde auf 15- 20 pg festgelegt. Eslevdann ein Vielfaches der jeweiligen
Einzelprobe entnommen und mit der entsprechendarg®16x SDS-Sample-Buffer (312,5mM
Tris, 250mM DTT, 10% SDS 0,05% Bromphenol Blau, 5G¥gcerol, pH 6,8) ergénzt. Diese
Proben wurden dann fir 5-10 Minuten bei 95° erhitzérauf erfolgte entweder eine sofortige
SDS-Gelelektrophorese oder die Lagerung der Lyseite?0°C.

3.2.6.4SDS-Gelektrophorese

Die fur die Gelelektrophorese bendétigten Gele wanaheist tags zuvor gegossen und zur Aus-
hartung in den Kihlschrank gelegt (Acrylamid/Bigéamid 30%/0,8%, 1 M TrisCl mit pH
8,8, 1 M TrisCI mit pH 6,8, SDS 10 %, APS, TEMED)je Gele (meist 10-12,5 % Acrylamid-
Gele) wurden in die Elektrophoresekammern eingekieomd die innere und &ufRere Kammer
mit kaltem SDS-Laufpuffer (250 mMTris, 1,96 M Glg¢il% SDS) bis zur Markierung gefullt.
Nach Freispilen der Geltaschen wurden die Geledent berechneten Volumina der Lysate
beladen. Es wurden stets 5 pl eines GroRenstanfiarBsoteine (Page Ruler) geladen, so dass
die Auftrennung der Proteine nach Molekilgrof3e lfanbkenntlich gemacht wurde. Die ionto-
phoretische Auftrennung der Proteine erfolgte fiwael0 Minuten bei 80-100 Volt, bevor fir
die restliche Laufzeit eine Spannung von ca. 150§etegt wurde. Die Laufzeit betrug meist
etwa 120-150 Minuten. Danach wurden die beiden &wetkern vorsichtig eréffnet und direkt
in den Transferpuffer (48 mM TRIS, 39 mM Glycin %2Methanol) Gberfihrt.
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3.2.6.5Transferblot

Der Transfer der aufgetrennten Proteine vom SDSeb€Eleine PVDF-Membran erfolgte im

~Wet-Blot“-Verfahren. Die PVDF-Membran wurde nachaRabe der Gelgrof3e zurechtge-
schnitten und 1 Minute in Methanol inkubiert. Naalrzem Spulen in destilliertem Wasser
erfolgte eine etwa 10-minutige Inkubation der Meambim Transferpuffer. In der Zwischenzeit
wurden Schwamme und Blot-Papier im Transferpuftarankt. Es erfolgte das Zusammenset-
zen des ,Blot-Sandwichs” in folgender Reihenfolgern( Kathode zur Anode): Schwamm —
Filterpapier —Gel —Membran —Filterpapier —Schwanium eine Luftblasenbildung zwischen

den Schichten zu vermeiden, wurde das ,Sandwicli“emiem Falcon-Gefal3 ausgerollt. Der
fertig zusammengesetzte Blot wurde in die Blotkamorger Achtung der elektrischen Orien-
tierung gesetzt und die Kammer mit eiskaltem Trammsfffer aufgefillt. Um eine UberméaRige
Hitzeentwicklung zu verhindern, wurde die Kammet giner Kihleinheit und einem Ruhr-

fisch versehen. Es wurde eine konstante Stromstéykeca. 150-200 mA fir etwa 1 Stunde
angelegt. Der Erfolg des Transfers konnte anhascadédie Membran Ubertragenen, farbigen
GroRRenmarkers abgeschatzt werden. Bei Bedarf wudigeGele mit Coomassie-Brilliant-Blau

gefarbt oder eine Ponceau S-Farbung der Membra@mommen.

3.2.6.6 Inkubation mit Antikérpern und Entwicklung

Zunachst wurde der Waschpuffer TBST (1x TBS, 0,MW&dn-20) aus 10x TBS (20 mM Tris,
80g NaCl, pH 7,6) hergestellt. Die geblottete Meambwurde fur 5x5 Minuten in TBST gewa-
schen. Danach erfolgte das ,Blocken” der Membrab%mMagermilchpulver bzw. BSA 3-5%,
um unspezifische Bindungen zu vermeiden und detekjrund bei der spateren Entwicklung
zu verringern. Nach einem kurzen Waschvorgang iST,Bvurde die Membran mit dem pri-
maren Antikorper inkubiert. In den meisten Falleschah dies in 5-10 ml-Magermilch-Losung
bei 4°C Uber Nacht im Rollentaumelmischer.

Am néchsten Tag wurde die inkubierte Membran auwf d&ittler in TBST fur 5x5 Minuten
gewaschen. Nun wurde der sekundare Antikorper khahaler, peroxidase-konjugierter Anti-
kbper gegen Maus oder Kaninchen) im Verhéaltnis @0D0appliziert und die Membran fur 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einenewtem mehrstufigen Waschvorgang in
TBST wurde die Membran entwickelt. Dazu wurde dienvbran in einer ECL (enhanced che-

miluminescence)-Losung fur 1 min inkubiert. Die curdas ECL katalysierte Farbreaktion
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wurde mithilfe einer CCD-Kamera (ChemiDoc™ XRS+ t8ys) digital dargestellt. Die Inten-
sitat der dargestellten Banden entsprach der Kdragem an exprimiertem Protein. Als Lade-
kontrolle wurdea-Tubulin eingesetzt (fir Spezifitat und Verdinnuwdey primaren Antikdrper
s. Tab 1)

Tab. 1: Liste der verwendeten priméaren Antikorper

Primare Antikorper gegen Verdinnung Molekulargewicht

Kaninchen —anti Mensch,
monoklona
GLUT-1 1:200 50 kDa

Kaninchen —anti Mensch,

polyklonal
Hexokinase Il 1:5000 102 kDa

Kaninchen —anti Mensch,
polyklonal
(Cleaved) PARP-1 1:1000 116 kDa; 89kDa

Kaninchen —anti Mensch,

monoklona

(98]
=

(Cleaved) Caspase- : 1000 19 kDa; 17kDa

Maus —anti Mensch

monoklona
a-Tubulin 1:2000 50kDa
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zum Glukosemetabolismus und Zelltodlir DNA-

schadigende Substanzen

4.1.1 Doxorubicin

4.1.1.1Untersuchung des Glukosestoffwechsels anhand d€F-FDG-Aufnahme
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Abbildung 2 KonzentrationsabhangidéF-FDG-Aufnahme (counts per minute) vitaler OPM-2m&4-stiindiger
Inkubation mit Doxorubicin. Dié®-FDG Aufnahme der unbehandelten Kontrolle (0) veuadf den Wert 1 nor-
miert und die der Konzentrationen als Vielfachew.lBruchteil davon berechnet (fold of control). Biehlerbal-

ken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (SHAk}elwerte aus n=5.

Die ®F-FDG -Aufnahme der OPM-2 Zellen unter BehandlurigDoxorubicin wurde fiir die
Konzentrationen von 0 pg/ml, 0,0625 pg/ml, 0,12%mig0,25 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2
pg/ml, 4 pg/ml, 8 pug/ml, 16 pg/ml, 32 pg/ml getesiie OPM-2 Zellen wurden mit dem To-

poisomerase-Hemmstoff fir 24 Stunden inkubiert.
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Es zeigte sich fur die ersten drei niedrigsten Kmtationsstufen ein nahezu linearer Anstieg
des'®F-FDG uptakes von plus 18,2% (0,0625 pg/ml) aut®0(0,125 pg/ml) bis zu einer ma-
ximalen Zunahme von plus 42,7% (0,25 pug/ml) bezagérdie Kontrolle. Bei einer Konzent-
ration von 1 pg/ml war mit eineMF-FDG uptake vom 1,07-fachen der Kontrolle in etiea
Ausgangwert wieder erreicht. Bis zu einer Konzeiravon 8 pg/ml nahm dié’F-FDG-
Aufnahme stark ab und erreichte bei 32 pg/ml eimémimalen’®F-FDG uptake vom 0,085-
fachen der Kontrolle.

ZusammengefasstieR sich bei Doxorubicin eine Steigerung f&-FDG-Aufnahme im nied-
rigen Konzentrationsbereich von 0,0625- 0,25 pdpedbachten. Dieser folgte eine fast lineare
Abnahme'®F-FDG-Aufnahme.

4.1.1.2Vitalitatsprufung mittels ATP-Assay
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Abbildung 3 Konzentrationsabhéngige Uberlebenskurve der ORMeh 24-stiindiger Inkubation mit Doxorubi-
cin. Mit dem CellTiter-Glo® wurde der ATP-Gehaltrdéellen kolorimetrisch bestimmt. Das Uberleben Ken-
trolle wurde als 100% festgesetzt. Werte Uber 10@¥euten eine Zunahme, Werte unter 100% eine Abaales
Uberlebens Die Ergebnisse sind die Mittelwerte 4. Dargestellt ist der Fehlerbalken als Stanedniéf des
Mittelwerts (SEM).
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Zur Bestimmung der Zellvitalitdt der OPM-2 Zelleach 24-stiindiger Inkubation mit Doxoru-
bicin wurde der ATP-Assay mit folgenden Konzentmaéin durchgefuhrt: 0 pg/ml, 0,03125
pg/ml, 0,0625 pg/ml, 0,125 pg/ml, 0,25 pg/ml, Ogérpl, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 4 pg/ml, 8 pg/mi,
16 pg/ml, 32 pg/ml. In den geringsten Verdinnungest zeigt sich kein inhibitorischer Ein-
fluss des Doxorubicin auf das Zelliberleben. BgidIml betrug die Vitalitat im Mittel noch
74,11 % der Kontrolle. Im Bereich zwischen 1 ungddg2ml kam es zu einem starken Abfall des
Uberlebens. Bei 2 pg/ml betrug die Vitalitat im ditnoch 17,95 % der Kontrolle. Derdgfur
Doxorubicin wurde bei 1,29 pg/ml ermittelt mit em&5 % -KI von 1,19 -1,41 pg/ml. Im wei-
teren Konzentrationsverlauf nahm das Uberlebeibisin Minimum von 7,49 % der Kontrol-
le (bei 32 pg/ml) ab.

Zusammenfassendzeigte Doxorubicin im Bereich von 1-2 pg/ml diérgste Dynamik mit
einem starken Absinken der Vitalitat. Sowohl indrigen als auch in hohen Konzentrationsstu-

fen war der Kurvenverlauf eher statisch.

4.1.1.3Charakterisierung von Apoptose und Glukosestoffweckel mittels Western Blot

Doxorubicin [ug/ml]
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Abbildung 4 Proteinexpression von Markern des Glukosestoffselsh(GLUT-1, Hexokinase 1l) und des Zell-
tods (PARP-1, CC3) nach 24-stundiger BehandlungDuitorubicin. 0 pg/ml bezeichnet die unbehandelba-K
trolle (Referenzwert). Eine Zunahme der Bandengitéhweist auf eine vermehrte ProteinexpressionTubulin

diente als Ladekontrolle. Die dargestellten Ergebmiwurden mindestens dreimal verifiziert.
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Um die molekulare Basis der bisherigen Resultateligi Behandlung der OPM-2 mit Doxoru-
bicin zu ermitteln (anfangliche Zunahme d&-FDG -Aufnahme, starker Abfall der Vitalitat
zwischen 1- 2ug/ml), fuhrten wir Western Blots \Markern des Zelltods und des Glukoseme-
tabolismus durch. Dafir wurde ein Konzentrationstoér von 0,03125 - 2 pg/ml Doxorubicin
ausgewahlt.

Der Glukosetransporter-1 (GLUT-1) wies in der urdnetelten Kontrolle eine deutliche Ex-
pression auf. Im weiteren Konzentrationsverlauf Weine merkliche Abschwéchung der Ex-
pression zu erkennen. Das Intensitatsmaximum lagtaa 0,125 -0,25 pg/ml. Ab der letzten
Konzentrationsstufe (2 pg/ml) sank die Expressioras unter Ausgangsniveau.

Die Hexokinase Il war ebenfalls in der Kontrollet gxprimiert. Dies zeigte sich auch fur die
beiden ersten Konzentrationen, wahrend nachfolgendeichter Intensitatsverlust einsetzte.
Die Spaltung des PARP-1 Komplexes setzte ab 0,I2&lpein und nahm dosisabhangig bis
zur hochsten Konzentrationsstufe zu. Die Spaltuag @aspase-3 wurde ebenfalls ab einer
Konzentration von 0,125 pg/ml evident und war d&b0g/ml erheblich.

Insgesamt zeigten OPM-2 Zellen nach Inkubation mit Doxorutitn fast allen getesteten
Konzentrationen eine unveradndert hohe Expression GbUT-1. Im Vergleich dazu zeigte
Hexokinase Il eine leichte, dosisabhangige Heruvegedation. Die Abschwéchung der HK I

korrelierte mit der Spaltung von Caspase-3 und PARP
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4.1.2 Etoposid

4.1.2.1Untersuchung des Glukosemetabolismus anhand d&F-FDG -Aufnahme
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Abbildung 5 KonzentrationsabhangigéF-FDG-Aufnahme (counts per minute) vitaler OPM-2ma&4-stiindiger
Inkubation mit Etoposid. Dié*-FDG Aufnahme der unbehandelten Kontrolle (Opghwlyde auf den Wert 1
normiert und die der Konzentrationen als Vielfachew. Bruchteil davon berechnet (fold of contr@)e Fehler-

balken zeigen den Standardfehler des MittelwefE5 Mittelwerte aus n=5.

Fur die'®F-FDG-Aufnahmeversuche nach 24-stiindiger InkubadienOPM-2 Zellen mit Eto-
posid wurden folgende Konzentrationen gemesse/fl11,25 pg/mi, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 10
pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 80 pg/ml, 160 pg/ml, 3&PmI und 640 pg/ml.

Die ®F-FDG-Aufnahme lag in den ersten fiinf niedrigstemngentrationen deutlich tiber dem
Kontrollwert. Die prozentuale Steigerung d&&8-FDG uptake lag fiir die Konzentrationen von
1,25-20 pug/ml bei je folgenden Werten: plus 98,8%5%, 95,8%, 86,4% und 57,2%. An der
Konzentrationsstufe von 20 auf 40 pg/ml ergab sicle signifikante Abnahme dé¥%-FDG
uptakes. Bei 40 pg/ml war mit einefir-FDG uptake vom 1,05-fachen der Kontrolle das Aus-
gangsniveau erreicht. Danach nahm*8ieFDG Aufnahme stetig ab bis zum 0,28-fachen der

Kontrolle bei der Hochstkonzentration (640 pug/ml).
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Insgesamtzeigten die OPM-2 Zellen unter Etoposid Behandleingn starken Anstieg d&¥-
FDG-Aufnahme, die fir die ersten drei Verdinnungfest bei etwa dem 2-fachen des Aus-
gangswerts lag. Danach erfolgte eine relativ lamgsaAbflachung der **F-FDG-

Aufnahmekurve.

4.1.2.2Vitalitatspriufung mittels ATP-Assay
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Abbildung 6 Konzentrationsabhangige Uberlebenskurve der ORideh 24-stiindiger Inkubation mit Etoposid.
Mit dem CellTiter-Glo® wurde der ATP-Gehalt der Bel kolorimetrisch bestimmt. Das Uberleben der Kalfe
wurde als 100% festgesetzt. Werte Uber 100% bedezitee Zunahme, Werte unter 100% eine Abnahme des
Uberlebens Die Ergebnisse sind die Mittelwerte @mwigt. Dargestellt ist der Fehlerbalken als Starfeatdr der
Mittelwerte (SEM).

Die Vitalititdtstestung der OPM-2 Zellen nach Inktibn mit Etoposid erfolgte nach 24 Stun-
den durch Messung des vorhandenen ATP nach Zellsigende Konzentrationen wurden
betrachtet: O pg/ml, 0,3125 pg/ml, 0,625 pg/mis@/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/mi, 20
pg/ml, 40 pg/ml, 80 pg/ml, 160 pg/ml, 320 pg/ml @4d pg/ml.

Es zeigte sich ein flacher, sigmoidaler Abfall d@alitdtskurve ab 5 pg/ml. Die mittlere inhi-
bitorische Hemmkonzentration @€ lag bei 81,98 pug/ml mit einem 95 %-KI von 66,004,7
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pg/ml. Selbst in der hochsten Konzentration (640ml)glieR sich das Uberleben der OPM-2
~hur‘ auf 27,76 % der Kontrolle senken.

Insgesamtwar die Potenz des Topoisomerase-ll-Hemmstoffpd&iol auf das Uberleben der
OPM-2 Zellen als eher gering einzustufen. Eine gdgtische Annéherung an den Maximalef-

fekt konnte nicht erreicht werden.

4.1.2.3Charakterisierung von Apoptose und Glukosestoffweckel mittels Western Blot
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Abbildung 7 Proteinexpression von Markern des Glukosestoffselsh(GLUT-1, Hexokinase Il) und des Zell-
tods (PARP-1, CC3) nach 24-stindiger BehandlungBtiposid. Opg/ml bezeichnet die unbehandelte kdatr
(Referenzwert). Eine Zunahme der Bandenintensigdstvauf eine vermehrte Proteinexpression hin. Tialaien-

te als Ladekontrolle. Die dargestellten Ergebniggaden mindestens dreimal verifiziert.

Die Behandlung mit Etoposid hatte fiir dfe-FDG Aufnahme der OPM-2 eine deutliche Stei-
gerung des®F-FDG uptakes fiir niedrige bis mittlere Konzentomasbereiche ergeben. Zusétz-
lich konnte im ATP-Assay nur fir hohe Konzentragaoneine Affektion des Zelliberlebens
nachgewiesen werden. Zur Korrelation mit Verandgemnim Glukosestoffwechsel flhrten wir
Western Blots im Konzentrationsbereich von 1,25u80mI durch.

Die OPM-2 Zellen zeigten nach 24-stindiger Inkuratinit Etoposid eine starke GLUT-1 Ex-
pression relativ zur Kontrolle (bis auf 80 pg/miuch die Hexokinase II-Expression wurde bis
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etwa 20 pg/ml nicht supprimiert. Die Marker deslels und der DNA-Reparatur zeigten erst
spat eine Aktivierung. In den beiden hdochsten Katragionen von 40 und 80 pg/ml zeigte sich
die Spaltung von PARP-1 und Caspase-3.

In Zusammenschauder Ergebnisse konnte fir OPM-2 Zellen unter Esop@ine konstant
starke Expression fur GLUT-1 und Hexokinase Il ggizeverden. Cleaved PARP-1 und
Cleaved Caspase-3 wurden ab 40 pg/ml sichtbarl@leral Abnahme von HKII.
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4.1.3 Topotecan

4.1.3.1Untersuchung des Glukosemetabolismus anhand déiF-FDG-Aufnahme

2.5+
]
o 2.04
o
©
o
E 1.5+
)
T 1.0
o
=]
=
™ 0.5+
e
Olc ) L} v ] L} L} | J L] L} v L
© ‘ﬁ:’gga Q'..\ Q‘}' Q?‘ Q?’ .\‘P n;»" Q,?‘\?
(\})
Topotecan in pg/ml

Abbildung 8 KonzentrationsabhangigéF-FDG-Aufnahme (counts per minute) vitaler OPM-2m&4-stiindiger
Inkubation mit Topotecan. Di®F-FDG Aufnahme der unbehandelten Kontrolle (0) veuadif den Wert 1 nor-
miert und die der Konzentrationen als Vielfachew.lBruchteil davon berechnet (fold of control). Biehlerbal-

ken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (SHAK}elwerte aus n= 5.

Die fir die*®F-FDG -Aufnahmeversuche in OPM-2 Zellen verwendé¢enzentrationen von
Topotecan waren: 0 pg/ml, 0,025 pg/ml, 0,05 pglrl, pg/ml, 0,2 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,8
pg/ml, 1,6 pg/ml, 3,2 pg/ml, 6,4 ug/ml und 12,8mig/Die Inkubationsdauer betrug 24 Stun-
den.

Die funf niedrigsten Konzentrationen von Topotegdasen einen deutlichen Anstieg d&k-
FDG Aufnahme auf. Dabei war fiir 0,025 pg/ml eineigtrung de&’F-FDG uptake um 90,4%
zu verzeichnen, fur 0,05 pg/ml um 109,6%, fur Oginpl um 132,5%, fir 0,2 pg/ml um 94,6%,
fur 0,4 pg/ml um 78,4% und fur 0,8 pg/ml um 53,Béi 0,8 pg/ml kam es zu einem signifi-
kanten Abfall des®F-FDG uptake unter den Kontrollwert mit einem weiteAbsinken auf ein

Minimum vom 0,30-fachen der Kontrolle bei 12,8 pg/m
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InsgesamtlieR sich bei der Behandlung der OPM-2 Zellen noipdtecan eine stafkF-FDG
uptake-steigernde Wirkung im Konzentrationsbereioh 0,025- 0,8 ug/ml feststellen bis zu

einem Maximalwert vom 2,33-fachen der Kontrolle ®di pg/ml.

4.1.3.2Vitalitatsprufung mittels ATP-Assay
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Abbildung 9 Konzentrationsabhangige Uberlebenskurve der ORMeh 24-stiindiger Inkubation mit Topotecan.
Mit dem CellTiter-Glo® wurde der ATP-Gehalt der Bel kolorimetrisch bestimmt. Das Uberleben der Kaolfe
wurde als 100% festgesetzt. Werte Uber 100% bedezitee Zunahme, Werte unter 100% eine Abnahme des
Uberlebens Die Ergebnisse sind die Mittelwerte 4. Dargestellt ist der Fehlerbalken als Standdndf der
Mittelwerte (SEM).

Fur Topotecan wurde mit folgenden Konzentration dhsrleben der OPM-2 per ATP-Assay
bestimmt (24- stindige Inkubation): 0 pg/ml, 0,0428ml 0,025 pg/ml, 0,05 pug/mi, 0,1

ug/ml, 0,2 ug/ml, 0,4 pg/ml, 0,8 pg/ml, 1,6 pg/BIR pg/ml, 6,4 pg/ml und 12,8 pg/ml.

Ab 0,1 pg/ml lieR sich ein relevanter Abfall deseldbbens feststellen. Im Konzentrationsbe-
reich von 0,2 -1,6 pg/ml fiel die Vitalitat der OPR4von 83,08 % auf 12,4 % in Bezug auf die
Kontrolle. Der 1Go wurde mit 0,54 pg/ml errechnet (95 %- KI.0,50- D Bg/ml). Danach
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flachte die Uberlebenskurve bis zu einem minimaldgrt von 4,35 % vitaler Zellen (12,8
pg/ml) ab.

Zusammenfassendiel3 sich fir OPM-2 Zellen unter Topotecan-Behandlab einer Konzent-
ration von 0,1 pg/ml ein dosisabhéngiger, zytotchxés Effekt nachweisen, mit maximaler

Depletion des Uberlebens ab 1,6 pg/ml.

4.1.3.3Charakterisierung von Apoptose und Glukosestoffweckel mittels Western Blot

Topotecan [ug/mi]
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Abbildung 10 Proteinexpression von Markern des Glukosestoffselsh(GLUT-1, Hexokinase II) und des Zell-
tods (PARP-1, CC3) nach 24-stiindiger Behandlunglogpibtecan. Opg/ml bezeichnet die unbehandelterkitbat
(Referenzwert). Eine Zunahme der Bandenintensigistvauf eine vermehrte Proteinexpression hin. Tialaien-

te als Ladekontrolle. Die dargestellten Ergebniggaden mindestens dreimal verifiziert.

Bisher fiel fir OPM-2 Zellen unter Topotecan-Behlang eine initiale erhebliche Steigerung
des'F-FDG uptake auf. In diesem Bereich konnte auck e@rlangsamte Abnahme der Zell-
vitalitdt der OPM-2 Zellen gezeigt werden. Zur CGiiderisierung von Zelltod und Glykolyse
wurden Western Blots im Bereich von 0,025- 1,6 [ giopotecan durchgefihrt.

GLUT-1 und Hexokinase Il waren in der unbehandeKentrolle der OPM-2 gut exprimiert.

Die Expression war fur beide bis 0,05 pg/ml in eta@intens im Vergleich zur Kontrolle.

Wahrend die GLUT-1 Banden im weiteren Verlauf wesugpprimiert wurden, nahm die Ex-
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pression von Hexokinase Il stetig ab. PARP-1 waldeiner Konzentration von 0,4 pg/ml und
Caspase-3 ab 0,2 pg/ml vermehrt gespalten.

Zusammengefasstiel3 sich fur die Topotecan-Behandlung feststeldEass GLUT-1 und HKII
relativ zur Kontrolle nur in den niedrigen Konzexttonsbereichen isointens exprimiert waren.
Die Expression von GLUT-1 zeigte sich stabilerditssvon HKII. Die Spaltung von Caspase-3
und PARP-1 stieg maf3geblich mit der Aktivitatsminateg von HKII.
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4.2 Untersuchungen zum Glukosemetabolismus und Zelltodir Nicht-
DNA-schadigende Substanzen

4.2.1 Bortezomib

4.2.1.1Untersuchung des Glukosestoffwechsels anhand d€F-FDG-Aufnahme

8F.FDG uptake (fold of control)

Bortezomib in ng/ml

Abbildung 11 Konzentrationsabhangig&F-FDG-Aufnahme (counts per minute) vitaler OPM-2cma24-
stiindiger Inkubation mit Bortezomib. D&F-FDG Aufnahme der unbehandelten Kontrolle (0) veuedif den
Wert 1 normiert und die der Konzentrationen aldfeliehes bzw. Bruchteil davon berechnet (fold oftcol). Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des MitidWEEM). Mittelwerte aus n=5.

Der ®F-FDG-Aufnahmeversuch nach Behandlung der OPM-Z#ehit Bortezomib wurde
fur Konzentrationen von 0 ng/ml, 1,953125 ng/m90&25 ng/ml, 7,8125 ng/ml, 15,625 ng/ml,
31,25 ng/m| 62,5 ng/ml, 125 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml bestimBie Inkubationszeit be-
trug 24 Stunden.

Es zeigte sich ein sofortiger, starker Abfall 48 FDG uptake der OPM-2 um 83,2 % inner-
halb der ersten beiden Konzentrationsstufen relaivKontrolle. Danach war défF-FDG
uptake fast vollstandig supprimiert innerhalb eiBeseichs von 8,1 % (7,8125 ng/ml) bis auf
1,7 % (500 ng/ml) de¥’F-FDG Aufnahme der Kontrolle.
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Insgesamtfihrte Bortezomib in allen getesteten Konzentraiorau einem starken Abfall des
8c_.FDG uptake in OPM-2 Zellen bis hin zu einer faslistandigen Depletion défF-FDG

Aufnahme.

4.2.1.2 Vitalitatsprufung mittels ATP-Assay
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Abbildung 12 Konzentrationsabhingige Uberlebenskurve der OPh&ch 24-stiindiger Inkubation mit Borte-
zomib. Mit dem CellTiter-Glo® wurde der ATP-Gehalker Zellen kolorimetrisch bestimmt. Das Uberleben d
Kontrolle wurde als 100% festgesetzt. Werte Ub&% Bedeuten eine Zunahme, Werte unter 100% einalfbe
des Uberlebens Die Ergebnisse sind die Mittelwaug n=4. Dargestellt ist der Fehlerbalken als Statfehler
der Mittelwerte (SEM).

Fur die Testung der Vitalitat der OPM-2 Zellen n&zhstindiger Inkubation mit Bortezomib
wurde ein ATP-Assay durchgefiihrt. Die dabei vervetad Konzentrationen des Bortezomib
betrugen 0 ng/ml, 1,953125 ng/ml, 3,90625 ng/n8125 ng/ml, 15,625 ng/ml, 31,2f/ml;
62,5 ng/ml, 125 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml, 10@2nm und 2000 ng/ml.

Im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich ein dosisabbiger Riickgang der Uberlebensrate der
OPM-2. Der IGq lag bei einer Konzentration von 13 ng/ml bei ein@®do-Konfidenzintervall
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von 9,4- 19 ng/ml. Bei der hochsten Konzentration 2000 ng/ml lebten im Mittel noch 7,51
% der Zellen.

Zusammenfassendiel3 fur Bortezomib eine klassische Dosis-Wirkulgsziehung feststellen
mit kontinuierlicher, fast linearer Abnahme des tidtgens. Es bleibt zu beachten, dass diese

Suppression bereits mit Dosierungen im nanomolBerrich zu erzielt werden konnte.

4.2.1.3 Charakterisierung von Apoptose und Glukosestoffwdtsel mittels Western Blot

Bortezomib [ng/ml]
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Abbildung 13 Proteinexpression von Markern des Glukosestoffselsh(GLUT-1, Hexokinase II) und des Zell-
tods (PARP-1, CC3) nach 24-stiindiger BehandlungBoittezomib. 0 bezeichnet die unbehandelte Komtroll
(Referenzwert). Eine Zunahme der Bandenintensigdstvauf eine vermehrte Proteinexpression hin. Tialaien-

te als Ladekontrolle. Die dargestellten Ergebniggeden mindestens dreimal verifiziert.

Der dosisabhéngige Einfluss von Bortezomib aufEk@ression von Proteinen des Zelltods
und des Glukosestoffwechsels in OPM-2 wurde mitfédstern Blot charakterisiert. Der Mess-
bereich lag bei 1,953125 - 500 ng/ml Bortezomib.

GLUT-1 wurde in der Kontrolle und in den beidendrigsten Konzentrationsstufen gleichma-
Big stark exprimiert. Ab 7,8125 ng/ml zeigte sicheeAbnahme der Intensitat, die sich dosis-

abhangig fortsetzte. Die Hexokinase Il war in urdreteltem Zustand und bis zu einer Kon-
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zentration von 15,625 ng/ml gut exprimiert. Danéelgann eine Herunterregulierung des En-
zyms.

Die Toxizitat von Bortezomib auf OPM-2 Zellen lisith anhand der Spaltung von PARP-1
nachvollziehen. Schon ab der ersten Verdinnungsssetzte eine Spaltung des PARP-
Komplexes ein, deren Intensitat dosisabhangig zmnadthnliches lieR sich fir die Caspase-3
beobachten, fiir die ab 15,625 ng/ml eine vermebptdtung einsetzte.

Zusammenfassendiel sich in OPM-2 nach Bortezomib-Behandlung ettexunterregulie-
rung des Glukosetransporters-1 und der Hexokinaab hiedrigen Konzentrationsbereichen
feststellen. Gegenlaufig wurden die ,apoptotiscMarker PARP-1 und Cleaved Caspase-3
zunehmend hochreguliert.
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4.2.2 Vincristin

4.2.2.1Untersuchung des Glukosemetabolismus anhand déiF-FDG -Aufnahme

1.0+
3
S 0.84
o
S
©
E 0.6+
)
S 0.4
Q.
=]
O
E. 0.2+
ml.l.

0.0 T T T T T T T T T T T

VDV D 5 O H H O Q Q QO
(\f é\; y\q' q' \Qr é},\ \q' rf? ‘)Q QQ
) QQ by N
'\‘,’j’ WP AT T B
Vincristin in ng/ml

Abbildung 14 Konzentrationsabhangig®F-FDG-Aufnahme (counts per minute) vitaler OPM-2cina24-
stiindiger Inkubation mit Vincristin. Di€F-FDG Aufnahme der unbehandelten Kontrolle (0) veuadf den Wert
1 normiert und die der Konzentrationen als Vieltaslbzw. Bruchteil davon berechnet (fold controlie Behler-

balken zeigen den Standardfehler des MittelwefE8\(5 Mittelwerte aus n=5.

Fur die Messung dédF-FDG uptake von OPM-2 Zellen nach Behandlung ririckistin wur-
den Konzentrationen von 0 ng/ml, 1,953125 ng/m®0825 ng/ml, 7,8125 ng/ml, 15,625
ng/ml, 31,25ng/ml; 62,5 ng/ml, 125 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml und A0@/ml verwendet.
Die OPM-2 Zellen wurden fir 24 Stunden mit Vinansnkubiert.

Die ®*F-FDG-Aufnahme der OPM-2 Zellen fiel in der niediign Konzentrationsstufe der Vin-
cristin-Therapie um 58,5% im Vergleich zur KonteolAnschliel3end bildete der Kurvenverlauf
eine ,Schulter* aus, bevor défF-FDG uptake ab 15,625 ng/ml weiter abfiel. B¥e-FDG
Aufnahme war in der Folge fast vollstandig supperhund erreichte bei 1000 ng/ml ein Mi-
nimum vom 0,031-fachen der Kontrolle.

Zusammenfassendwirkte Vincristin auf die'®F-FDG-Aufnahme OPM-2 ,uptakesenkend®.

Dosisabhéngig war eine stetige Abnahme'8efDG -Aufnahme fiir OPM-2 zu verzeichnen.
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4.2.2.2Vitalitatsprufung mittels ATP-Assay
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Abbildung 15 Konzentrationsabhangige Uberlebenskurve der OPM¢h 24-stiindiger Inkubation mit Vincri-
sitn. Mit dem CellTiter-Glo® wurde der ATP-GehattrdZellen kolorimetrisch bestimmt. Das Uberleben iKien-
trolle wurde als 100% festgesetzt. Werte Uber 10@¥euten eine Zunahme, Werte unter 100% eine Abaalas
Uberlebens Die Ergebnisse sind die Mittelwerte 4. Dargestellt ist der Fehlerbalken als Standdnidf der
Mittelwerte (SEM).

Das Uberleben der OPM-2 Zellen nach 24-stiindigkubation mit Vincristin wurde mittels
ATP-Assay bestimmt. Dabei wurde eine Verdinnungsrenit folgenden Konzentrationen be-
stimmt: 0 ng/ml, 0,4882815 ng/ml, 0,976563 ng/mB5B125 ng/ml, 3,90625 ng/ml, 7,8125
ng/ml, 15,625 ng/ml, 31,2%g/ml; 62,5 ng/ml, 125 ng/ml, 250 ng/ml und 500 ng/ml.

Die Vitalitdt der OPM-2 Zellen sank in den erstemeidkonzentrationsstufen bis 1,953125
ng/ml fast linear auf 56,7 % des Kontrollwerts. alnigel3end ergab sich fir die folgenden drei
Konzentrationen ein Plateau, bevor bei 31,25 ngfimlweiterer Abfall des Uberlebens der
OPM-2 auf 32,08 % der Kontrolle erfolgte. Derd@r Vincristin lag bei 6,8 ng/ml (95 %- KI:
5,7- 8,0 ng/ml).

Insgesamtsenkte Vincristin das Uberleben der OPM-2 zunaahstihernd linear, bevor zwi-
schen 1,953125 ng/ml und 15,625 ng/ml ein Plateaicht wurde. Danach liel3 sich der Zell-
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tod der OPM-2 wieder verstarken. Auffallig war, sld8ncristin schon im niedrigsten nanomo-
laren Bereich toxisches Potential hatte.

4.2.2.3Charakterisierung von Apoptose und Glukosestoffweckel mittels Western Blot

Vincristin [ng/ml]
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Abbildung 16 Proteinexpression von Markern des Glukosestoffselsh(GLUT-1, Hexokinase Il) und des Zell-
tods (PARP-1, CC3) nach 24-stiindiger Behandlungvinitristin. 0 bezeichnet die unbehandelte KonérgRefe-
renzwert). Eine Zunahme der Bandenintensitat veriftine vermehrte Proteinexpression hin. Tubukmt als

Ladekontrolle. Die dargestellten Ergebnisse wumntdmdestens dreimal verifiziert.

Fur OPM-2 Zellen unter Vincristin-Therapie hattelsbisher eine deutliche Verminderung des
8F_.FDG uptakes und ein hohes zytotoxisches Poteatifildie OPM-2 Zellen gezeigt. Um
Veranderungen auf proteinbiochemischer Ebene naoliziehen, wurde fur den Bereich von
1,953125- 500 ng/ml eine Western Blot-Analyse markérn des Zelltods und des Glukose-
stoffwechsels angefertigt.

Unbehandelte OPM-2 Zellen zeigten auch in diesesudhsreihe eine starke Expression von
GLUT-1 und HKII. Fir GLUT-1 ergab sich eine sofgsj starke Herabregulation. Fur die ho-
hen Konzentrationsbereiche von Vincristin war daohlie3lich kaum mehr ein Signal zu er-

kennen. Die Expression der Hexokinase Il zeigtk bis 3,90625 ng/ml kaum verandert, nahm
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danach aber deutlich ab. Die Spaltung des PARPdlden Caspase-3-Komplexes erfolgte ab
den niedrigsten Konzentrationen.

Zusammengefasstregulierten OPM-2 Zellen nach Vincristin-Behandjudexokinase Il und
in besonderem Mal3e GLUT-1 herunter mit ausgeprafytérzeitiger Induktion von Zelltod-

proteinen.
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4.3 Untersuchungen zum Glukosemetabolismus und Zelltodnter DNA-
schadigenden Substanzen mit Inhibitoren der DDR und
PI3K/Akt/mTOR

Nachdem die OPM-2 Zellen in den vorausgegangenesuv¥ben nach Behandlung mit den
Topoisomerase-Hemmern Doxorubicin, Etoposid undofegan einen erhohtéfF-FDG upt-
ake fur niedrige bis mittlere Konzentrationsbereigezeigt hatten, untersuchten wir, ob sich
dieser Effekt unter Applikation von Inhibitoren dé&nergiestoffwechsels bzw. der DNA-
Strangbruch-Reparatur modulieren lie3e im SinnerelRReversion der erhdohten Glukoseauf-
nahme und dessen Auswirkung auf das Zelliberlei2szu wurden Inhibitoren des
PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs [Akt 1/2/3-Inhibitor (MKZ206) und mTOR-Inhibitor (NVP-
BEZ235)] und Inhibitoren der DNA damage responseasen (PIKKs) [ATM (KU55933) und
DNA-PKcs (NU7026)] in Einzelgabe und in Kombinationt Topoisomerase-Hemmern getes-
tet.

In diesen®F-FDG-Aufnahme-Versuchen wurden die Mittelwerte férFDG-Aufnahme der
lebenden OPM-2 Zellen nach Behandlung mit InhileigTopoisomerase-Hemmern und deren
Kombination nach 24-stiindiger Inkubation ausgeweBer**F-FDG uptake der mitgefiihrten,
unbehandelten Kontrolle wurde auf den Wert 1 norimiad die Aufnahme der jeweiligen Pro-
be als Bruchteil bzw. Vielfaches davon beschrieffeld control). Die verwendeten Zytostati-
ka-Konzentrationen wurden anhand der Konzentratiiinder héchstert®’F-FDG-Aufnahme
aus den Vorversuchen ausgewaki¢he Kap. 4.1; fir Doxorubicin: 0,25 pg/ml, Etoposid: 10
pg/ml und Topotecan: 0,1 pug/ml). Die ausgewahlt@mbitor-Konzentrationen wurden nach
ausfuhrlicher, vergleichender Literaturrecherchstgelegt und betrugen: BEZ235 (200nM),
MK-2206 (1uM), KU55933 (10uM), NU7026 (10uM). (u@aumann, Mandl-Weber et al.
2009, Mukherjee, Tomimatsu et al. 2012, RamakrishKamlinger et al. 2012).

Die Lysate fur die Western Blots (Anleitung s. K&d=2.6) wurden analog dieser Versuchsan-
ordnung mit den immer gleichen Konzentrationen Tgroisomerase-Hemmestoffe und Inhibi-
toren nach 24-stundiger Inkubation erstellt. Eslgté eine Applikation der bisher verwendeten
Antikdrper (GLUTH, Hexokinase II; PARP-1, Cleaved caspase-<,Tubulin).
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4.3.1 Untersuchungen zum Glukosemetabolismus und Zelltodnter Doxorubicin und
Inhibitoren der DDR und PI3K/Akt/mTOR
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Abbildung 17 OPM-2 blieben unbehandelt (Co) oder wurden fuBS84den mit festen Konzentrationen der Inhi-
bitoren (A) BEZ235 (200 nM), (B) KU55933 (10 uMEX MK-2206 (1uM), (D) NU7026 (10uM) einzeln oder in
Kombination mit Doxorubicin (0,25 pg/ml) behandelie Ergebnisse resultieren ad&-FDG uptakes
(cpm/viable cells, fold control) und Western Bletsn GLUT-1, Hexokinase Il, Cleaved caspase-3 unmPA.

Die Ergebnisse wurden mindestens zweimal best&gdtlerbalken = SEMy-Tubulin = Ladekontrolle.
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a) BEZ235/ Doxorubicin

Die OPM-2 Zellen zeigten nach Einzelbehandlung Bi#Z235 eine Aufnahme vom 0,73-
fachen der Kontrolle. Die Kombination aus BEZ23%I uboxorubicin bewirkte eine Senkung
des *®F-FDG uptake vom 1,56- fachen (bei Doxorubicin imZ€lgabe) auf das 0,71-fache
(Riickgang um 54,63%.) und damit auf unter Kontie#iau (= 1) und leicht unter di&-FDG
Aufnahme bei BEZ235-Einzelgabe.

Diese Abnahme defF-FDG-Aufnahme fand ihre Entsprechung in den WasBiots, wo in
der Kombinationsbehandlung eine deutliche AbnahareBéndenintensitat sowohl fur GLUT-
1 als auch fur HKII ersichtlich wurde im Vergleiziir Kontrolle und Doxorubicin-Einzelgabe.
Auch die ,Apoptosemarker” Cleaved PARP-1 und Cleb@aspase-3 waren in Kombinations-

behandlung stark hochreguliert, wobei auch schoAZBE allein diesen Effekt zeigte.

b) KU55933/ Doxorubicin
Unter Behandlung mit KU55933 hatten die OPM-2 Zekéne zur Kontrolle fast unveranderte

¥c_FDG-Aufnahme im Vergleich zur Kontrolle. Nachdéiin Doxorubicin die erwartete Stei-
gerung des®F-FDG uptakes (1,56-fache der Kontrolle) gemessardey nahm von diesem
Wert ausgehend die Aufnahme in Kombinationsbehangdium 28,62 % auf das 1,12-fache der
Kontrolle ab.

In der proteinbiochemischen Analyse zeigte sich GLlUunverandert stark exprimiert in der
Kombinationsbehandlung. HKII jedoch war deutlichniger exprimiert. Eine Spaltung der
Caspase-3 war in KU55933 Einzelgabe nachweisbavenstarkung der Spaltung in Kombina-
tionsbehandlung, in der auch Cleaved PARP-1 |edinbht war.

c) MK-2206/ Doxorubicin

Der Einsatz von MK-2206 in dieser Versuchsreihakrfjir OPM-2 einé®F-FDG-Aufnahme
vom im Schnitt 0,89-fachen bezogen auf die Kongrolhd vom 1,61-fachen flr Doxorubicin.
Von diesem Wert filhrte die Kombination zu einertimien Senkung deF-FDG-Aufnahme
auf das 0,9-fache (fold control), was eine Abnalume43,81 % bedeutete.

Die Kombinationsbehandlung mit Doxorubicin hatte @awf die Expression von HKII eine
abschwachende Wirkung. Auch die Spaltung der ,@eédhzyme” PARP-1 und Caspase-3 war

in dieser Doppelbehandlung eher schwach ausgepragt.
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d) NU7026/ Doxorubicin

Unter Behandlung mit NU7026 zeigten die OPM-2 Zekéne'®F-FDG-Aufnahme vom 1,17-
fachen bezuglich der Kontrolle. Auch fur diesenilbior ergab die Kombination mit Doxoru-
bicin eine ,uptakesenkende® Wirkung, diesmal unb2® (vom 1,46-fachen bei Doxorubicin
auf das 0,72-fache der Kontrolle in Kombinationstretiung).

Wiederum zeigten die OPM-2 Zellen hinsichtlich dérkolytischen Enzyme eine starke Her-
unterregulierung fir HKII in Kombinationsbehandlyragich die GLUT-1 Expression zeigte
sich deutlich vermindert. Die Spaltung der Casgasear in Doppelbehandlung deutlich aus-

gepragt, die von PARP-1 hingegen nicht.

Zusammengefasstiel3 sich feststellen, dass hinsichtlich der Iitbiten nur BEZ235 (s. Abb.
17 A) einen deutlich supprimierenden Einfluss aef'8F-FDG-Aufnahme der OPM-2 in Ein-
zelgabe hatte. DEPF-FDG uptake der anderen Inhibitoren (B-D) lagsstethe des Kontroll-
werts.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass alle vier gewst@bxorubicin-Inhibitor-Kombinationen im
Vergleich zur alleinigen Doxorubicingabe dfe-FDG-Aufnahme relevant abschwachen konn-
ten. Dabei wurden die relativ starksten SenkungeBEZ235 (A), NU7026 (D) und MK-2206
(C) gemessen, fiir die in Kombinationsbehandlung Baikorubicin die'®F-FDG-Aufnahme
jeweils unter den Wert der unbehandelten Kontriodle

In Bezug auf die Expression von GLUT-1 hatte diez€lgabe der Inhibitoren kaum einen Ein-
fluss. Doxorubicin (0,25 pg/ml) allein bewirkte @vin den Vorversuchen, s. 4.1.1.3) eine Her-
aufregulierung des Glukosetransporters-1, die sicKombinationsbehandlung mit BEZ235
und NU7026 deutlich abschwachen liel3. Hexokinaseulide in allen Kombinationsbehand-
lungen in seiner Expression geschwacht, wobeideerEinfluss des Doxorubicin in Einzelga-
be beachtet werden muss. Eine Apoptose-Induktiorinfiibitor- Einzelgabe (erkennbar an-
hand der Caspase-3 und PARP-1-Spaltung) war aiesiotih fir BEZ235 nachweisbar, wobei

die Spaltung der Caspase-3 durch alle Kombinatatressata hervorgerufen werden konnte.
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4.3.2 Untersuchungen zum Glukosemetabolismus und Zelltodnter Etoposid und
Inhibitoren der DDR und PI3K/Akt/mTOR
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Abbildung 18 OPM-2 blieben unbehandelt (Co) oder wurden fuS84den mit festen Konzentrationen der Inhi-
bitoren (A) BEZ235 (200 nM), (B) KU55933 (10 uMEX MK-2206 (1uM), (D) NU7026 (10uM) einzeln oder in
Kombination mit Etoposid (10 pg/ml) behandelt. [Eegebnisse resultieren alf¥-FDG uptakes (cpm/viable
cells, fold control) und Western Blots von GLUTHegxokinase I, Cleaved caspase-3 und PARP-1. Djelthis-

se wurden mindestens zweimal bestatigt. Fehlerbak8EM.a-Tubulin = Ladekontrolle.
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a) BEZ235/ Etoposid

Die Behandlung der OPM-2 Zellen mit dem dualen PWROR-Inhibitor BEZ235 erbrachte
einen verminderten'®F-FDG uptake vom 0,75-fachen zur Kontrolle. Untetog®sid-
Behandlung wurde die Aufnahme der OPM-2 mit den7-2athen (f.c.) bestimmt. Bei gleich-
zeitiger Gabe beider Substanzen wurde eine Mindedes'°F-FDG uptakes um 51,83% auf
das 0,75-fache der Kontrolle erzielt.

In den Western Blots bewirkte BEZ235/ Etoposid iAND2 Zellen eine starke Minderexpres-
sion von GLUT-1 und HKII im Vergleich zur Kontroliend zu den Einzelbehandlungen. Auch
die Zelltodmarker CC3 und Cleaved PARP-1 waren makhochreguliert in BEZ235 Einzel-

und Kombinationsbehandlung.

b) KU55933/ Etoposid

Unter Behandlung mit dem den ATM-Inhibitor KU55988rde ein'®F-FDG uptake-Wert vom
1,08-fachen der Kontrolle ermittelt. Wahrend §&-FDG uptake fiir Etoposid in dieser Ver-
suchsreihe durchschnittlich beim 1,99-fachen dentkadle lag, ging er bei gleichzeitiger An-
wendung von Etoposid und KU55933 auf das 1,38-fazhréck, was einem mittleren Ruck-
gang von 30,88 % entsprach.

Hinsichtlich der Expression glykolytischer Enzynmand eine Modulation der Hexokinase |l
unter Kombinationsbehandlung statt, deren Exprasseutlich unter der unbehandelten OPM-
2 Kontrolle lag. Die GLUT-1 Expression blieb weigshend unveréndert. KU55933 konnte
bereits in Einzelgabe eine Spaltung von Caspased3PARP-1 bewirken, die auch unter Zu-

gabe von Etoposid éhnlich stark ausgepragt war.

c) MK-2206/ Etoposid

Die Behandlung der OPM-2 mit dem Akt-Inhibitor MKR@6 erbrachte einé®F-FDG-
Aufnahmesenkung von im Mittel 11,25 %. verglichem Kontrolle. Etoposid konnte in dieser
Versuchsreihe dié®F-FDG-Aufnahme der OPM-2 auf das 2,08-fache dertittle steigern.
Die beiden Substanzen zusammen zeigten einen \@erem®F-FDG uptake von 1,28 (f.c.),
mit einer relativen Senkung zur Einzelgabe von Bsagpum 38,68 %.

Im Western Blot zeigte sich fur MK-2206 in Einzdigaein abschwéchender Effekt auf die
GLUT-1 Expression im Vergleich zur Kontrolle. DieoKbinationsbehandlung mit Etoposid
bewirkte eine malgebliche Minderexpression von HKdie auch fir die Etoposid-

Einzelbehandlung ersichtlich war. Eine Aktivierutgr Cleaved caspase-3 in OPM-2 fand flr
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alle Behandlungen statt, wohingegen PARP-1 nuramBinationsbehandlung leicht vermehrt

gespalten wurde.

d) NU7026/ Etoposid

Der Einsatz des DNA-Pkcs-Hemmstoffs NU7026 in OPMe&virkte im Mittel einen Anstieg
des'®F-FDG uptakes um 16,63 % im Vergleich zur Kontrolach mit diesem Inhibitor konn-
te in Kombination die®F-FDG-Aufnahme gesenkt werden. Im Vergleich zurzEigabe von
Etoposid betrug die die Differenz hier 53,41 % (v@y@5- auf das 0,95-fache relativ zur Kon-
trolle).

NU7026 hatte einen schwach negativ-regulierendefiuss auf die Expression von GLUT-1
in OPM-2. Ansonsten lUberwog der ,uptakesteigerrigiefluss von Etoposid auf die GLUT-1
Expression. NU7026 hatte keinen modulierenden Etiek HKII, wahrend die Kombinations-
behandlung eine deutliche Abschwéchung dieses Emzlgawirkte. Auch die Apoptose-
Induktion konnte anhand der Verstdrkung von CC3 Ghehved PARP-1 in OPM-2 unter
NU7026/ Etoposid nachgewiesen werden.

Zusammengefasstergab die Versuchsreihe, dass alle vier Inhibitofg Abb. 18 A-D) in
Kombinationsbehandlung mit Etoposid den erh6HteFFDG uptake der OPM-2 im Vergleich
zur alleinigen Etoposidgabe revidieren konntenpisid plus BEZ235 (A) bzw. plus NU7026
(D) konnten derf®F-FDG uptake auf unter Kontrollniveau senken, wdakgz235 allein schon
diesen Effekt hatte. Die NU7026 Einzelgabe sellbsgdgen hatte eine leicht ,uptakesteigern-
de“ Wirkung.

Bei den Western Blots bestatigte sich fir OPM-2lefelkeine Zunahme der Expression von
GLUT-1 unter alleiniger Inkubation mit Etoposid &ug/ml (s. Kap.4.1.2.3), die sich durch
NU7026 leicht und durch BEZ235 deutlich unter Kofitiveau senken lie3. Die HK II-
Aktivitat wurde bereits stark durch Etoposid heasrgguliert, was auch in Kombinationsbe-
handlungen erhalten blieb bzw. sich leicht vers&ark

Sowohl die Inhibitoren [z.B. BEZ235 (A), KU55933)(Bals auch Etoposid selbst [bei MK-
2206 (C), NU7026 (D)] konnten eine Induktion derp@gptose-Marker” hervorrufen und die
Spaltung von Caspase-3 und PARP-1 in Kombinatidresiieiung weiter verstarken.
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4.3.3 Untersuchungen zum Glukosemetabolismus und Zelltodnter Topotecan und
Inhibitoren der DDR und PI3K/Akt/mTOR
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Abbildung 19 OPM-2 blieben unbehandelt (Co) oder wurden fiir Rh&en mit festen Konzentrationen der Inhi-
bitoren (A) BEZ235 (200 nM), (B) KU55933 (10 uMEX MK-2206 (1uM), (D) NU7026 (10uM) einzeln oder in
Kombination mit Topotecan (0,1 pg/ml) behandelte Birgebnisse resultieren ali5-FDG uptakes (cpm/viable
cells, fold control) und Western Blots von GLUTHegxokinase I, Cleaved caspase-3 und PARP-1. Djelthis-

se wurden mindestens zweimal bestatigt. Fehlerbak8EM.a-Tubulin = Ladekontrolle.
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a) BEZ235/ Topotecan

Der ®F-FDG uptake in vitalen OPM-2 unter Behandlung Bf#Z235 betrug in dieser Reihe
im Mittel das 0,74-fache der Kontrolle. Einer métén Aufnahme de¥F-FDG vom 2,05-
fachen der Kontrolle bei Topotecan in Einzelgabgté eine'®F-FDG-Abnahme in Kombina-
tion mit BEZ235 um 56,8 % auf das 0,89-fache dentkalle.

Dieses Ergebnis spiegelte sich auch im Westernviahigr, wo sich eine massive Abnahme von
GLUT-1 und HKII zeigte, sowohl in BEZ235-Einzeltlapie als auch in Doppelbehandlung mit
Topotecan. Auch der Zelltod der OPM-2 unter dieBehandlungen war anhand der starken

Expression von CC3 und Cleaved PARP-1 nachvollaehb

b) KU55933/ Topotecan

Fir KU55933 erbrachte die Messung §8FDG uptakes in OPM-2 in diesen Versuchen eine
kaum messbare Veranderung zum Kontrollwert. Es teoame'®F-FDG uptake-Steigerung fiir
Topotecan um 104,4 % im Vergleich zur Kontrolletgestellt werden. Die Kombinationsbe-
handlung KU55933/ Topotecan hatte eine durchsdichiet ‘®F-FDG-Aufnahme vom 1,56-
fachen der Kontrolle, was einem Ruckgang im Veofjlezur alleinigen Topotecangabe von
27,8 % entsprach.

Die ,glykolytischen Marker” in OPM-2 liel3en sich @ieser Behandlung nur wenig modulie-
ren. Ausschlie3lich die Expression von HKIl war der Kombinationsbehandlung abge-
schwécht. Apoptotische Vorgange der OPM-2 warenaatheiner CC3-Expression unter

KU55933-Einzelgabe und in Kombination mit Topotecachweisbar.

c) MK-2206/ Topotecan

Fur die Behandlung der OPM-2 mit MK-2206 zeigtehsiin *®F-FDG Messwert der vitalen
Zellen vom 0,89-fachen der Kontrolle. Die Kombinatgbehandlung mit Topotecan zeigte ei-
nen mittleren'®-FDG uptake vom 1,28-fachen der Kontrolle, waseeiSenkung det®F-
FDGAufnahme um 38,7 % entsprach, bei einer Aufnatiome 2,08-fachen (f.c) unter Topote-
can.

Die Therapie mit MK-2206 bewirkte einen leichtencRgang der GLUT-1-Expression flr
OPM-2, der auch in Kombinationsbehandlung erhaditezb. Auch die HKII-Expression war in
Doppeltherapie mit Topotecan ricklaufig. Caspasét¥ngige Zelltodinduktion der OPM-2

war nur in Kombinationsbehandlung nachweisbar.
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d) NU7026/ Topotecan

Der *®F-FDG uptake vitaler OPM-2 Zellen unter BehandlanigNU7026 lag bei dieser Mess-
reihe im Mittel beim 1,17-fachen der Kontrolle. CK®@mbinationsbehandlung mit Topotecan
erbrachte einé®F-FDG-Aufnahme vom 1,04-fachen der Kontrolle undke so, verglichen
mit der Topotecan-Einzelgabe (2,03-fache der Kdiel,oum 48,77 % gesenkt werden.
NU7026 konnte eine Abschwachung der ,,Glukosepararh&@LUT-1 und zusammen mit To-
potecan fur HKIl erzielen. Die NU7026/ Topotecarefdpie induzierte eine Spaltung der

Caspase-3 bei leichter Induktion von Cleaved PARP-1

Zusammengefassthat auch die Kombination der vier Inhibitoren rdgm Topoisomerase-
Hemmer Topotecan (s. Abb 19 A- D) die unter allgémi Topotecangabe erhoht&-FDG -
Aufnahme signifikant senken kénnen. Am starkstem dia Senkung de$F-FDG uptakes
abermals unter Kombination mit BEZ235 (A) und NUB(D).

In der proteinanalytischen Auswertung ergab die Kimrationsbehandlung fur die OPM-2 Zel-
len eine stabile Expression des GLUT-1, wahrendlmligbitoren selbst eher eine Abschwa-
chung herbeifuhrten, insbesondere BEZ235 (A) und22K6 (C). Kombinationsbehandlungen
mit Topotecan konnten die HKII-Expression deutlsdihwéchen. Wahrend Topotecan plus In-
hibitoren einen synergistischen Effekt auf die 8paj der Caspase 3 hatten, blieb die Auswir-
kung auf die Spaltung von PARP-1 eher schwach ém@mymen BEZ235).
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4.4  Untersuchungen zum Glukosemetabolismus und Zelltodei

Kombination von Zytostatika

In dieser Versuchsanordnung sollte der Effekt ekmmbinierten Zytostatikagabe auf df-
FDG-Aufnahme und das Uberleben von OPM-2 unterswentlen. Es wurden Verdinnungs-
reihen der zuvor als ,uptakesenkenden® Zytostakeezomib und Vincristin (s. Abb. 11 und
14) erstellt und zu jeder Konzentrationsstufe dise,aptakesteigernd“ ermittelten Doxorubicin
bzw. Etoposid (s. Abb. 2 und 5) hinzugefligt, umermitteln, welcher Effekt sich als stabiler
erweisen wirde.

Fur Doxorubicin und Etoposid wurden Konzentratiogemwahlt, die in den Vorversuchen eine
maximale'®F-FDG-Aufnahme gezeigt hatten (c= 0,25 pg/ml bzZOud/ml). Die Inkubations-
zeit lag bei 24 Stunden. Es wurde te-FDG-Aufnahme der vitalen OPM-2 Zellen gemessen
und auf die unbehandelte Kontrolle (fold contro}b&zogen. Das Zelluberleben wurde wieder
kolorimetrisch mittels CellTiter-Glo® (ATP-Assaygbtimmt.

4.4.1 Vitalitatstestung und **F-FDG -Aufnahmeversuch bei Kombination von Vincrisin

und Etoposid
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Abbildung 20 OPM-2 Zellen blieben unbehandelt (0) oder wurdén\Mimcristin (Verdiinnungsreihe) und Etopo-
sid (je 10 pg/ml) 24 Stunden lang inkubiert. Es deudie’®F-FDG-Aufnahme der OPM-2 (cpm/viable.cells, fold
control= 1) und die Zellvitalitat mit dem CellTit&lo® bestimmt (Kontrolle=100%). Die Ergebnissedsither
Mittelwert aus n=3. Der Fehlerbalken zeigt den 8tadfehler des Mittelwerts (SEM).
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Es wurden def®F-FDG uptake und die Zellvitalitat der OPM-2 benesi Verdiinnungsreihe
von Vincristin im Bereich von 0,4882815- 312,5 nplmter Addition von je 10 pg/ml Etopo-
sid nach 24-stindiger Inkubation untersucht.

Die ®*F-FDG-Aufnahmekurve zeigte ein sofortiges Abfaltier ‘°F-FDG-Aufnahme um 54,08
% in der ersten Vincristin-Verdiinnungsstufe (0,4882 ng/ml). In der n&chsten Konzentrati-
onsstufe fiel def®F-FDG uptake auf 19,54% beziiglich der Kontrolle urahm im Verlauf
weiter bis auf 10,56% der Kontrolle ab. Insgesalmtrivog folglich die ,uptakessenkende”
Wirkung von Vincristin gegeniber Etoposid und nagimen ahnlichen Verlauf wie unter allei-
niger Vincristingabe (s. Abb. 15).

Fast korrespondierend dazu entwickelte sich didvifaitat der OPM-2, die schon in der drit-
ten Konzentrationsstufe (1,953125 ng/ml) auf ud@¥ Uberleben abgesunken war. Somit
zeigte die Kombination aus den beiden Zytostatika synergistische Wirkung bzgl. der Toxi-

zitat auf das Zelliberleben der OPM-2 als die milgs Gabe von Vincristin.

4.4.2 Vitalitatstestung und **F-FDG -Aufnahmeversuch bei Kombination von

Bortezomib und Doxorubicin
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Abbildung 21 OPM-2 Zellen blieben unbehandelt (0) oder wurdeh Bortezomib (Verdinnungsreihe) und
Doxorubicin (je 0,25 ug/ml) 24 Stunden lang inkubieEs wurde die'®F-FDG-Aufnahme der OPM-2
(cpm/viable.cells, fold of control=1) und die Zethlitat mit dem CellTiter-Glo® bestimmt (KontroHd00%).
Die Ergebnisse sind der Mittelwert aus n=3. Derlé&itlalken zeigt den Standardfehler des MittelwESEM).
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Es wurde auch die Kombination aus Bortezomib unadBabicin getestet, um d&F-FDG
uptake und die Zellvitalitat zweier unterschiedlehf den Glukosestoffwechsel wirkender Zy-
tostatika auf die OPM-2 Zellen zu Uberprifen. Dazude eine Bortezomib-Verdinnungsreihe
im Bereich von 1,953125-125 ng/ml in Kombinatiort jgi0,25 pg/ml Doxorubicin erstellt.

Es zeigte sich bereits fur die niedrigste Konzeiumgstufe (1,953125 ng/ml) eine sofortige
Abnahme des$®F-FDG uptakes auf 32,07% relativ zur Kontrolle.Hidete sich fiir die folgen-
den Konzentrationen ein Plateau aus, in der sieH®8iFDG-Aufnahme in einem engen Be-
reich zwischen 46,58 % (78,125 ng/ml) und 40,131%6(ng/ml) bezuglich der Kontrolle be-
fand. Die Zellvitalitat nahm in Doppelbehandlungnéahst fast linear auf 27,37 % lebender
OPM-2 ab (3,90625 ng/ml), bevor sich eine langsanmddmahme des Uberlebens zeigte. Im
Vergleich zur Einzelgabe von Bortezomib (s. Abb) 2@igte der Kurvenverlauf der OPM-2 in
Doppelbehandlung einen deutlich steileren Abfatl Zelvitalitat.

Insgesamtliel3 sich so fur die Kombination aus Bortezomila uboxorubicin ein stark auf-
nahmehemmender Effekt fdfF-FDG in allen Konzentrationsstufen ermitteln. Séhnlich
dazu entwickelte sich die Uberlebenskurve, die sigwrgistischen Effekt von Bortezomib und
Doxorubicin auf das Zelliberleben OPM-2 verdeutkch
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4.5 Untersuchungen zum Glukosemetabolismus flr Zytostéta in

verandertem Nahrmedium

Um den Einfluss eines veranderten Nahrstoffangedatslie'*F-FDG-Aufnahme der OPM-2
Zellen zu untersuchen, variierten wir den Glukossibdes Mediums. Das bisher verwendete
,=hormale“ RPMI1640-Néhrmedium wies eine Glukosekamtrzation von 2 g/l (11 mM) auf.
Durch Zugabe von D-Glucose erhdhten wir diese @uj/inl (55 mM) und verglichen dféF-
FDG-Aufnahme der OPM-2 nach 24-stindigerinkubationhEtoposid, Topotecan und Vincris-
tin bei normalem und kunstlich erhdhtem Glukoseaoge-ur Etoposid und Topotecan wahl-
ten wir Konzentrationen (10 pg/ml bzw. 0,1 pg/nm)denen def®F-FDG uptake in den Vor-
versuchen moglichst hoch war (s. Abb. 6 und 9).\Ricristin wurde eine Konzentrationsstufe
nahe des I von 7,8125 ng/ml ausgewahlt (s. Abb. 15).

Um zu ermitteln, wie sich ein restriktives Glukosgebot auf die®*F-FDG-Aufnahme der
OPM-2 Zellen auswirken wiirde, verglichen wir déR-FDG uptake im iblichen RPMI 1640
Medium (2 g/l Glukose) mit einem glukosefreien RPMKO. Die sonstige Zusammensetzung
(0% FKS, 1% L-Glutamin und 1% P/S) blieb erhaltéfir testeten die drei ,uptakesteigern-
den“ Zytostatika Etoposid (10 pg/ml), Topotecarl (Qg/ml) und Doxorubicin (0,25 pg/ml)
nach 24-stundiger Inkubation in den beiden unteesitichen Medien. Es erfolgte eine Nor-
mierung der®F-FDG uptake-Werte vitaler OPM-2 Zellen auf die ifotie (unbehandelte Pro-
be) bei unveréanderter Glukosekonzentration (foldawftrol=1).
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4.5.1 Untersuchung des Glukosemetabolismus mitte/SF-FDG-Aufnahmeversuch in
Medium mit erhdhter Glukosekonzentration

Glukose normal (11mM)
Glukose erhoht (55mM)
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Abbildung 22 Die Abbildung zeigt di¢’F-FDG -Aufnahme der OPM-2 nach 24-stiindiger InkubatioNé#hrme-
dien mit unterschiedlicher Glukosekonzentration Eiioposid, Topotecan und Vincristin. Es wurde ¥&rFDG
uptake (CPM/viable cells) im Standardmedium (RPM4#Q, 11mM Glukose) mit dem eines glukosereichen Me-
diums (RPMI 1640, 55mM) verglichen. Die Werte wurdeuf die'®F-FDG-Aufnahme der Kontrolle (Ko) des
normoglykamischen (11mM) Mediums bezogen. Gezéigt die Mittelwerte aus n=3 und der SEM.

Innerhalb der Kontrollen der beiden Medien zeigth &ein messbarer Einfluss der erhéhten
Glukosekonzentration auf diéF-FDG-Aufnahme in unbehandelten OPM-2 Zellen. Swuige
im Medium mit erhthtem Glukoseanteil dt&F-FDG-Aufnahme 96,3% der Kontrolle mit
normwertigem Glukoseanteil.

Nach Behandlung mit Etoposid (10 pg/ml) fihrte dasmehrte Glukoseangebot zu einem
deutlichen Riickgang dé&-FDG uptakes in OPM-2. Wahrend im Kontrolimediurit BimM
Glukose die'®F-FDG-Aufnahme auf das 1,8-fache der Kontrolle iagstsank der®F-FDG
uptake der OPM-2 Zellen im Medium mit 55mM Glukaa# das 0,72-fache der Kontrolle,
was einem Rickgang von 60,02 % entsprach.

Fur die Behandlung mit Topotecan ergab sich eiticttes Ergebnis. Wahrend d&F-FDG
uptake der OPM-2 einen durchschnittlichen Anstiafj das 2,12-fache des Ausgangniveaus
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verzeichnete, reduzierte sich dfe-FDG-Aufnahme der OPM-2 im erhéhten Glukosemedium
um 53,95 % auf das 0,98-fache der Kontrollaufnahme.

Fir Vincristin betrug det®F-FDG uptake der OPM-2 im normalen Medium 24,4 %eggiber
32,2% der Kontrolle im glukosereichen Medium. Déggspricht einem Anstieg déiF-FDG-
Aufnahme um 32,04 % im Medium mit erh6htem Glukoseih

In Zusammenschauhatte die Erhéhung des Glukosegehalts des Nahstditims fur unbe-
handelte OPM-2 Zellen kaum einen Einfluss auf défef-DG-Aufnahme. Unter Behandlung
der OPM-2 Zellen mit den Topoisomerase-Hemmern @igpbund Topotecan im Medium mit
erhohter Glukosekonzentration reduzierte sich d&feffDG-Aufnahme deutlich bis unter den
Ausgangswert der Kontrolle. Dieser Effekt liel3 sighVincristin nicht feststellen. Hier erhdh-
te sich die Aufnahme dé&-FDG in OPM-2 Zellen leicht.

4.5.2 Untersuchung des Glukosemetabolismus mitte/SF-FDG-Aufnahmeversuch in
glukosefreiem Medium

Glukose normal (11mM)

Glukosefrei (0mM)
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Abbildung 23 Die Abbildung zeigt di¢’F-FDG -Aufnahme der OPM-2 nach 24-stiindiger InkubatioNé#hrme-
dien mit unterschiedlicher GlukosekonzentrationDigxorubicin, Etoposid und Topotecan. Es wurde'@eDG
uptake (CPM/viable cells) im Standardmedium (RP&4Q, 11mM Glukose) mit dem eines glukosefreien Medi
ums (RPMI 1640, OmM) verglichen. Die Werte wurderf die *F-FDG-Aufnahme der Kontrolle (Ko) des
normoglykamischen (11mM) Mediums bezogen. Gezéigt die Mittelwerte aus n=3 und der SEM.
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Im Vergleich beider Kontrollen zeigte sich eine imiale mittlere Zunahme deéfF-FDG-
Aufnahme in OPM-2 um 7,46% zugunsten des glukosgfi@lediums.

Unter Behandlung der OPM-2 Zellen mit Doxorubiaim glukosefreien Medium ergab sich ein
starker Anstieg de$F-FDG uptakes in um 84,1% vom 1,41-fachen auf gagazhe der Kon-
trolle.

Nach Inkubation der OPM-2 mit Etoposid fiel der fieg der'®F-FDG-Aufnahme in den bei-
den unterschiedlichen Nahrmedien geringer aus (BRi88 %) bei erhéhtem Aufnahme-
Ausgangsniveau. Hier war di€®F-FDG-Aufnahme der OPM-2 im normoglykadmischen
RPMI1640-Medium um das 2,12-fache gesteigert ued sich im glukosefreien Medium auf
das durchschnittlich 2,73-fache d&8-FDG uptakes der Kontrolle erhéhen.

Nach Behandlung der OPM-2 Zellen mit Topotecanliukasefreiem Medium ergab sich eine
¥-_FDG-Zunahme von im Mittel 46,2 % beziiglich desnmoglykamischen Mediums.
Einer'®F-FDG uptake-Steigerung von 81,6 % (f.c.) unterdfepantherapie im normoglykami-
schen Medium stand eifl&-FDG-Zunahme der OPM-2 im glukosefreien Medium ©68,64
% (f.c.) gegeniber.

Zusammengefassthat der Entzug von Glukose im RPMI1640-Medium dfe-FDG-
Aufnahme in OPM-2 Zellen nach 24-stindiger Behangllmit Topoismomerase-Hemmern
weiter steigern kdnnen, besonders unter TherapieDoxorubicin und Topotecan. Die unbe-
handelte Kontrolle der OPM-2 wies in glukosefreibtadium einen schwach gesteigertéh-
FDG uptake auf.
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5. Diskussion

Tumorzellen unterscheiden sich in ihren Eigenseimaéirheblich von normalen Koérperzellen.
Sie sind unter anderem durch eine hohe Proliferatade, Umgehung von ,,Checkpoints” des
Zellzyklus, Resistenzentwicklung gegeniber Apopiodgezierenden Signalen und Invasion
ins Nachbargewebe gekennzeichnet (Levine and Ru#ier 2010). Um dies alles zu ermégli-
chen, muss der Tumormetabolismus einen effiziefieergieumsatz gewdahrleisten. Hierbei
spielt der Glukosestoffwechsel als ATP-Generata Kinhlenstofflieferant eine entscheidende
Rolle fiir z.B. die Synthese von Proteinen, Amineséwnd DNA-Bausteinen.

Otto von Warburg erkannte schon friih die Bedeutlgrgtumorspezifischen Glykolyse fur die
Energieversorgung in Tumorzellen. Der deutlich mgeren Energieausbeute (etwa 4 mol
ATP/mol Glukose versus 36 mol ATP/mol Glukose b&i dxidativen Phosphorylierung) steht
hierbei die hohe Geschwindigkeit der aeroben Gyelgegeniber (Warburg, Wind et al.
1927) .

Lange Zeit wurde der Warburg-Effekt eher als eiipBgnomen und weniger als eine moégliche
Ursache der Karzinogenese betrachtet und die Ramgslschwerpunkte lagen vermehrt auf der
Klarung der Entstehung und Bedeutung genetischerrabonen in Tumoren.

Maf3geblich durch die Etablierung der Postitronendsians-Tomographie im klinischen All-
tag und der Verwendung von Tracern wie ¥&r2-Fluoro-2-Deoxyglukose, ist der spezifische
Glukosemetabolismus von Tumorzellen mittlerweiler \gyo3em diagnostischem Nutzen und
Gegenstand therapiebezogener Forschung (Hanahaweinberg 2011, Bayley and Devilee
2012).

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit dem Eisdluwvon DNA-schadigenden, klinisch-
etablierten Zytostatika auf Mechanismen der zaltrl@>NA-Reparatur (DNA damage respon-
se), vor allem den DNA-(Doppel)strangbriichen. \Wgtén den Fokus dabei besonders auf die
Interaktion dieser potentiell genotoxischen Submtanmit dem Glukosestoffwechsel und die
Auswirkung auf das Zelluberleben von Myelomzell&iPM-2).

In unserer Versuchsanordnung wurden zunéachst ORAdHi2n mit Verdinnungsreihen finf
verschiedener Chemotherapeutika behandelt, wolgeiDiNA-schadigenden Topoisomerase-
Hemmstoffe Doxorubicin, Etoposid und Topotecan dkontroll“-Zytostatika Bortezomib
(Proteasom-Inhibitor) und Vincristin (Mitose-Hemmeayegenibergestellt wurden, die beide
keine direkten DNA-Schaden verursachen.
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Die Glukoseaufnahme von OPM-2 Zellen unter Behamgllwurde mittels in vitro Quantifizie-
rung im *°F-FDG uptake charakterisiert und der Einfluss dafldberlebensrate mittels eines
Vitalitatsassays bestimmt, der luminometrisch dé@iPAsehalt metabolisch aktiver Zellen er-
fasste. Auf molekularer Ebene wurden die Expressiuster des Glukosetransporters-1
(GLUT-1), des glykolytischen Schlisselenzyms Hereke Il (HKII) und der Reparatur- und
Apoptosenzyme PARP-1 und Cleaved caspase- 3 n&astatyscher Behandlung bestimmt.

Im weiteren Verlauf versuchten wir die bis dato geiten Ergebnisse zu Glukoseaufnahme
und Vitalitat der OPM-2 durch den kombinierten Eitzsvon Zytostatika und molekularer In-
hibitoren von relevanten Signalkaskaden zu modeifeai. Dazu entschieden wir uns zum einen
fur Inhibitoren des PISK/Akt/mTOR-Signalwegs (BEZ&ZMK-2206), da dieser in Bezug auf
die metabolische Transformation in Tumorzellen $gtufig aberrant ist und auf vielen Ebenen
den Glukosestoffwechsel beeinflusst (Jones and psom2009).

Zum anderen galt es herauszufinden, ob nach Irmlukibon DNA-Strangbrichen die zusatzli-
che Inhibition der besonders fur die homologe Rdkoation wichtigen Kinase ATM (Blocka-
de durch KU55933) oder der fur die nicht-homolodgeeparatur maf3geblich bedeutsamen
DNA-Pkcs (Blockade durch NU7026) das Uberleben lliiemmung des Glukosestoffwech-
sels in OPM-2 Zellen gesenkt werden kdnnte.

Diverse Studien in zurtickliegenden Jahren haberigezass ein intakter Tumorglukoseme-
tabolismus mit einer Apoptose-Resistenz und ein@mbassertem Langzeit-Uberleben von
Tumorzellen assoziiert ist (Vaughn and Deshmukh820@n, Rago et al. 2009). Dabei wurde
oft die Bedeutung der Glukosetransporter und dewokiease betont, u.a. auch deswegen, weil
Stoffwechselanalysen in Tumorzellen ergeben hadass diese beiden Molekile mit etwa
70% den Hauptanteil an der Steuerung des Glukaseffu in Tumorzellen Gbernehmen
(Rodriguez-Enriquez, Marin-Hernandez et al. 2009).

Auch die verstarkte Expression von GLUT-1 und dexsékinase Il im Grundzustand und de-
ren Korrelation zur erhdhtetfF-FDG-Aufnahme ist bereits fiir etliche Tumorenétitbe-
schrieben worden (Binder, Binder et al. 1997, Qg et al. 2008). Wir konnten dies fir unsere
Myelomzellen bestatigen, die ebenfalls im unbehtiede<ontrollzustand bereits einen guten
8c_.FDG uptake und eine stabile Expression von Hexaslé Il und GLUT-1 aufwiesen.

Es wurden bisher wenige Untersuchungen durchgefdlgtden inhibitorischen Einfluss von
DNA-Schaden induzierender Substanzen (in diesderkdlisplatin, Camptothecin, Doxorubi-
cin, Etoposid) auf die Regulation der Glukosetransgggene und der glykolytischen Aktivitat
zum Thema hatten (Zhou, Vander Heiden et al. 20G2anabe, Naraba et al. 2010).
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Nach Durchfilhrung unserer experimentellen Verswgher lieRen sich fir dié®F-FDG-
Aufnahme von OPM-2 grob gefasst zwei unterschibdlicverlaufsmuster der Tracer-
Aufnahme erkennen, je nach Wirkmechanismus der Gti@rapeutika: unter Behandlung mit
den DNA-Strangbruch-induzierenden Topoisomerase+hgmifen Doxorubicin, Etoposid und
Topotecan kam es in OPM-2 Zellen Uberraschendesnaiseiner erheblichen, gut reprodu-
zierbaren Steigerung défF-FDG-Aufnahme in niedrigen bis mittleren Konzetitiasberei-
chen im Vergleich zur Kontrolle (z.T. auf mehr dis Doppelte).

Im Gegensatz dazu fuhrte die Therapie mit dem Bsot@-Hemmer Bortezomib und dem Mi-
tosehemmer Vincristin im Vergleich zur unbehandelk®ntrolle zu einem sofortigen, stark
verringerten'®F-FDG uptake.

Die vermehrte Tracer-Aufnahme unter Topoisomerasevidstoff-Therapie korrelierte in der
ATP-Vitalitatstestung mit einem Uberlebensvortedr ©®PM-2 Zellen in diesen Konzentrati-
onsbereichen. Auffallig war dabei die entsprecheadKontrolle gesteigerte Expression von
GLUT-1 und Hexokinase Il in der proteinbiochemistiAaalyse. Die Ergebnisse zeigten, dass
OPM-2 Zellen auf exogene, subletale Schadigungest DNA mit einer Erhéhung der glyko-
lytischen Kapazitat Gber eine vermehrte Glukosestuime und -verarbeitung zu reagieren ver-
mochten. Fur die Zellen dirfte dies sowohl Vort@leler ATP-abhé&ngigen DNA-Reparatur als
auch in der Bereitstellung von Phospholipidgerishukleotiden zur DNA-Synthese aus dem
Pentosephosphatweg etc. bedeuten. Diese metalmhBmthregulation trug zu einer relativen
Resistenzausbildung gegeniber den eingesetztetogeuhen Zytostatika bei.

Unter Bortezomib- und Vincristin-Einsatz hingegeeigte sich in den Myelomzellen eine
hochsensitive, eindriickliche ATP-Depletion bei fréitiger Herrunterregulation von GLUT-1
und Hexokinase II. Offensichtlich konnten die OPNE&len unter Einfluss dieser Substanzen
die Storung im Ablauf der aeroben Glykolyse nicbimpensieren, sodass der Zelltod initiiert

wurde.

Die Bedeutung einer hochregulierten Glukoseaufnaiibee Glukosetransporter auf das Uber-
leben von Tumorzellen ist bekannt. Wachstumsfaktwiiagige, hamatopoetische Vorlauferzel-
len konnten im Falle einer Uberexpression von GLU&poptotische Vorgange verlangsamen,
nachdem ihnen der essentielle Wachstumsfaktor Yl&éA8zogen worden war (Vander Heiden,
Plas et al. 2001). Watanabe et al. konnten zemgss durch eine Behandlung mit Doxorubicin
und Etoposid die Expression von GLUT-3, nicht atiervon GLUT-1 in HeLa-Zellen vermin-

dert werden konnte (Watanabe, Naraba et al. 2010).
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass nichterogen zugeflhrte Substanzen, sondern
auch Veranderungen im Umgebungs- und N&ahrstoffindier Zelle zu &hnlichen Modulationen
der Expression von Glukosetransportern fuhren kénmel so auf ein gemeinsames, grundle-
gendes Reaktionsmuster der Tumorzellen in zellnlg&resssituationen hinweisen.

In unserer Testreihe waren OPM-2 Zellen nach 2desgier Inkubation mit allen drei To-
poisomerase-Hemmestoffen in glukosefreiem Mediuntamde, die®*F-FDG-Aufnahme weiter
zu steigern. Auch der Sachverhalt, dass Doxorul§aimAnthrazyklin, zugleich Topoisomera-
se-ll-Hemmer), Etoposid (reiner Topoisomerase-liveer) und Topotecan (Topoisomerase-I-
Hemmer) genaugenommen leicht unterschiedliche Wik@n aufweisen, fihrte zu sehr ahnli-
chen'®F-FDG uptakes und Expressionsmustern von GLUT-1Hexbkinase Il in OPM-2.

Trotzdem erschweren sicherlich die spezifischenr&@ttaristika von Zellarten unterschiedli-
chen Ursprungs und der Grad der Zellentwicklung aligemeine Vorhersagbarkeit des An-
sprechverhaltens von Tumorzellen auf DNA-schadigeBdbstanzen. Beispielsweise reagier-
ten hamatopoetische Vorlauferzellen aus fetalerrjnan Leberzellen auf genotoxische Stres-
soren (Etoposid, Cisplatiny;Strahlung) mit einer stark verminderten Expression GLUT-1
und GLUT-3, verbunden mit einer Stérung der glykisshen Aktivitat (schon nach etwa 4-
stundiger Inkubation), aber auch in der Folge dgochondrialen Funktionalitat dieser Zellen
(Zhou, Vander Heiden et al. 2002).

Wahrend unter der Behandlung mit Topoisomerase-Heoffan die hohe Expression von
GLUT-1 auch in héheren Konzentrationen erhalteellikorrelierte die Abschwachung der
Expression von Hexokinase Il mit einer vermehrteal®ing von Caspase-3 und PARP-1 und
mit einem ATP-Abfall im Vitalitdtsassay und daménd Zelltod der OPM-2. Es ist vorstellbar,
dass die Behandlung zu einer Dissoziation der igleviumorarten mit aerober Glykolyse be-
schriebenen Bindung der Hexokinase Il vom spanrabigingigen Anionen-Kanal an der mi-
tochondrialen AuRenmembran fiihrte und so den Zkltigiierte. Diese Bindung ist bereits oft
als ausschlagendgebend fur den Warburg-Effekt watterdals interessanter, therapeutischer
Angriffspunkt beschrieben worden (Mathupala, Kale2009).

Beispielsweise zeigte eine Arbeit von Nakano etaal. Hexokinase ll-tberexprimierenden
Myelomzellen, dass eine Hemmung der Hexokinaseutthd das synthetische Molekul 3-
Bromopyruvat (3BrPA) mdglich ist und eine ATP-Retiak und Apoptose-Induktion in diesen
Zellen ausloste (Nakano, Miki et al. 2012). Eingwaerwandte Studie konnte nachweisen,
dass durch den von 3-Bromopyruvat bedingten ATPalAlafie Funktion von ATP-abhangigen

Efflux-Pumpen (ABC-Transporter-Familie) in dieserydlbmzellen beeintrachtigt wurde. Die-
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ser Transporter-Typ wird oft in Zusammenhang mit Alesbildung einer multiplen Medika-
menten-Resistenz gebracht, da dieser in ATP-abpényeise Medikamente aus dem Zellin-
neren zu entfernen vermag. In dieser Versuchsi@hate durch die ATP-Depletion eine vor-
herige Resistenzbildung der Myelomzellen gegenéber Doxorubicin-Behandlung rickgan-
gig gemacht werden (Nakano, Tsuji et al. 2011)isEsicht auszuschlie3en, dass bei der Be-
handlung unserer OPM-2 Zellen mit Topoisomerase-fistoffen dieser Resistenzmechanis-

mus zum beobachteten anti-apoptotischen Effekiel@igen haben kdnnte.

Insgesamt blieb nach Einzelbehandlung mit den DilA&digenden Substanzen festzuhalten,
dass nur sehr hohe Zytostatika-KonzentrationenRME Zellen zu einer relevanten Senkung
des ATP-Gehalts und Abnahme von GLUT-1 fuhrten,fdidoenigne Kérperzellen wohl hoch-
toxische Nebenwirkungen bedeuten wirden. In degd-eersuchten wir eine tumorselektivere
und synergistische Wirkung auf den Glukosestoffwetliurch Einsatz molekularer Inhibito-
ren des PISK/Akt/mTOR-Signalwegs (BEZ235, MK-2206pn ATM (KU55933) und DNA-
Pkcs (NU7026) zu erzielen.

Besonders auffallige Ergebnisse lieRen sich in Koatibnsversuchen der Topoisomerase-
Hemmestoffe mit dem dualen PI3K/mTor-Inhibitor BEZ&28rzielen, der schon in Einzelgabe
sowohl die'®F-FDG-Aufnahme auf unter Kontrollniveau senken Kerals auch die Expressi-
on von GLUT-1 und Hexokinase Il deutlich abschwachEs ist gut belegt (z.B. flr
Glioblastom- und Lymphomzellen), dass BEZ235 netbendualen Hemmung von PI3K und
MTORC 1/2 ebenfalls die Phosphatidylinositol-3-k@averwandten Kinasen (PIKKs) ATM
und DNA-Pkcs blockieren und tber diese kombinidnieibition der homologen wie auch
nichthomologen DNA-Doppelstrangreparatur (DSB) emedikamentbse Resistenzentwick-
lung dieser Tumorzellen Uberwinden konnte (Mukreerfeomimatsu et al. 2012, Shortt, Martin
et al. 2013). In diesen Studien Uberwog der DSBar&pr-inhibierende und damit Zelltod-
induzierende Effekt von BEZ235 den von selektivehibitoren der DNA damage response
(u.a. KU55993, NU7026).

Eine gesteigerte Apoptose-Induktion durch BEZ235dguauch bereits fur Myelomzellen
nachgewiesen (Baumann, Mandl-Weber et al. 2009, MoMOoi et al. 2009), jedoch hatte
keine dieser Studien dies auf Verdnderungen inEdg@ression von glykolytischen Markern
zuruckgefuhrt.
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Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Kombination Biig235 und den Topoisomerase-
Inhibitoren am effektivsten zu einer konstantenuégrregulierung von GLUT-1 (und HK II)

bei gleichzeitiger, starker Spaltung von Caspase¥® PARP-1 fuhrte. Die Studienlage ver-
dichtet sich dahingehend, dass eine duale Inhibitan PI3K/Akt bzw. der verwandten PIKK-

Enzyme und mTORC1/2 notwendig ist, um die Apopiad€rebszellen zu induzieren (Muller,

Zang et al. 2013). Der Einsatz des klinisch hagigesteten mTORC1-Inhibitors Rapamycin
limitierte sich aufgrund einer Aktivierung von AKjpAkt) durch Rapamycin-induziertes
MTORC2 mit Resistenzausbildung gegen diesen WiitkeRamakrishnan, Kimlinger et al.

2012).

Die Notwendigkeit einer Hemmung mehrerer paralleled/oder untergeordneter Signalkaska-
den wurde auch fur bestimmte Translokations-Sulbbtyyman Mylomzellen festgestellt, bei de-
nen rickgekoppelte Aktivierungssignale von PI3K un@OR unterhalb des MAP (mitogen-
activated protein)-Kinase-Signalwegs daflr sorgtiass einzeln gegen Akt oder den mTOR-
Komplex gerichtete Medikamente inaktiviert wurd&tengel, Cheung et al. 2012).

Der Einfluss der getesteten ATM und DNA-PKcs-Intobén in Kombination mit den To-
poisomerase-Hemmstoffen auf den Zelltod und dier&sgon von GLUT-1 und HKII in
OPM-2 war nachweisbar, aber nicht so evident wid-atbe von BEZ235. Dies kann moglich-
erweise damit erklart werden, dass diese Repakanasen besonders von bestimmten Zell-
charakteristika wie Tumorsuppressorgen-Statuszyldlisphase, Proliferationsindex etc. ab-
hangig sind. So konnte etwa der ATM-Inhibitor KU339einen Etoposid-induzierten DNA-
Schaden nur in hochproliferativen, aber nicht irhemnden Leukamie-Zellen verstéarken
(Korwek, Sewastianik et al. 2012). Es wurde auckegg, dass eine ATM-Inhibition nur in
p53-defizienten Tumorzellen zu einer Sensibiligigrgegeniber DNA-schadigenden Substan-
zen fihrte. Gleichzeitig konnte in diesen Zellem Defekt in der homologen Rekombination
(verursacht durch die ATM-Inhibition) dazu genutz¢rden, unter gleichzeitiger Suppression
von DNA-Pkcs (und damit der sequenzspezifischenoRknation) eine Resensibilisierung
gegenuber Doxorubicin-induzierten Doppelstrangbeiichu erreichen (Jiang, Reinhardt et al.
2009).

Unserer Datenlage nach war der DNA-PKcs- Inhibly7026 ebenfalls gut geeignet, in
Kombination mit den Topoisomerase-Hemmstoffen eMmschwachung der GLUT-1 und
Hexokinase-lI-Expression und Spaltung von Caspage-Bhduzieren. Da DNA-PKcs, neben
seiner Rolle als Reparaturenzym, eine wichtige Eankin der Interaktion mit dem Onkogen

Akt nach DNA- Doppelstrangbriichen einnimmt (Bozueirucu et al. 2008), konnte die mog-
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liche Entwicklung von dualen DNA-PKcs/PI3K/Akt-Irhitoren durchaus eine therapeutische
Option beim multiplen Myelom darstellen.

Die Mutation der anti-apoptotisch und proliferaséiirdernd wirkenden Serin/Threonin-Kinase
Akt (Proteinkinase B) ist ein haufiges Phdnomefdumorzellen und eine moégliche Ursache
fur Resistenzen gegentber Radio- und ChemothergpBefacosa, Kumar et al. 2005). Nach
Wachstumsfaktorentzug konnte fur hamatopoetischierzgezeigt werden, dass Akt fir eine
post-transkriptionelle Hochregulierung der Glykaygerantwortlich war, vor allem tber eine
verstarkte Expression von GLUT-1 und Hexokinasee Bermehrte Glukoseaufnahme und
Bereitstellung von Coenzymen (NAD(P)H) konnte deslltdd Gber die Hemmung des pro-
apoptotosichen Bax verhindern. (Rathmell, Fox e2@03).

Akt scheint auch die bereits erwahnte, die aerolyidB/se aufrechterhaltende Bindung der
Hexokinase Il an die mitochondriale AuBenmembrastabilisieren (Gottlob, Majewski et al.
2001). Unsere Ergebnisse zeigen, dass der AktitohiMK-2206 in Kombination mit den
Topoisomerase-Hemmstoffen zu einer deutlichen Egwasminderung von Hexokinase Il
fuhrte und die Spaltung von Caspase-3 hervorridchidem auch die Reparaturenzym-
Inhibitoren (KU55933, NU7026) eine sehr ahnlicheaR®n bewirkten, deutet dies auf eine
maogliche Schnittstelle im metabolischen ProgrammTdenorzelle mit der DNA damage con-
trol hin. Wir gehen davon aus, dass das Zusamnffarreciner fehlerhaften DNA-
Rekombination und eines hoch aktiven Akt potentalle genomische Instabilitdt mit Deregu-
lation des Glukosestoffwechsels in OPM-2 zur Fdlge



Diskussion 67

Insgesamt konnten wir in unserer Arbeit zeigensdase Behandlung von Myelomzellen des
Typs OPM-2 mit Zytostatika (je nach Wirkweise) znterschiedlichen Veranderungen in der
zellularen Aufnahme und Verwertung vofF-FDG filhrte. Auf proteinbiochemischer Ebene
konnten wir dies anhand der Parameter GLUT-1 unxbkiease Il nachvollziehen. Interessan-
terweise reagierten OPM-2 Zellen auf DNA-schadigeBdbstanzen wenig sensibel und erziel-
ten einen relativen Uberlebensvorteil. Paralle® Isich eine Erhéhung der beiden Glukosepa-
rameter beobachten, was fir eine enge InterakiéésnGlukosemetabolismus mit der DNA da-
mage response control spricht.

Subletale DNA-Schaden kurbelten die aerobe GlyloipsOPM-2 weiter an, was zu der An-
nahme fihrte, dass Uber die erhdhte BereitstellesyEnergietragers ATP (und seiner Zwi-
schenprodukte und Redoxaquivalente fir anderevi&ofiselwege) neben replikativer Vorgan-
ge die Zellhomdostase und die DNA-Reparatur effizgachergestellt werden konnte. Das be-
deutet auch, dass der transformierte Glukosemesalas in Myelomzellen kein statisches
Element darstellte, sondern auf interne und ext&tnessoren mit einer dynamischen Hochre-
gulation zu reagieren vermochte.

Eine weitere Kernaussage unserer Datenlage is,dtasZelltod von OPM-2 nach hohen Kon-
zentrationen von Topoisomerase-Hemmern und seldrigen von Bortezomib und Vincristin
stabil mit einer nahezu dosisabhangigen AbnahmeHdswokinase II-Expression verbunden
war. Dies betont die Wichtigkeit der Hexokinaseigiét in Bezug auf das Tumorzelliberle-
ben, da selbst bei erhaltener Glukoseaufnahme @h&iT-1 die fehlende Phosphorylierung
der aufgenommenen Glukose und die erwahnte Dismugter mitochondrialen Homoostase
bei Hexokinase-Ausfall eine Caspasen-Aktivierunylyelomzellen zur Folge hatte.

Vermutlich ist die signifikante Abnahme der aerolé&liykolyse das entscheidende Signal fur
die Zelle, auch die oxidative Phosphorylierung én dVitochondrien einzustellen. Deren Be-
deutung fur die ATP-Produktion und BereitstelluranWAD(H) fir die Glykolyse in Tumor-
zellen wird in neueren Forschungsergebnissen vetmsttont (Moreno-Sanchez, Marin-
Hernandez et al. 2014), sodass sich die korrektétiun von aerober und anaerober Glykolyse

in Tumorzellen wechselseitig zu bedingen scheinen.

Wir konnten ebenfalls die Bedeutung und Effektitvither therapeutischen Intervention des
.Energiestoffwechsel-Signalwegs” PISK/Akt/mTOR zumorselektiveren Wirkung auf OPM-

2 demonstrieren. Neben der oben diskutierten, tirekVirkung der Inhibitoren lasst sich be-
sonders Uber das Onkogen Akt eine BeeinflussungDiéhA-Reparatur vermuten (s. auch
Abb.1)



Diskussion 68

Ein wichtiger Schritt der Histon-Modifikation derNA zur Offnung der Chromatin-Struktur

(bedeutsam flur die Transkription) beruht auf deetilierung der Nukleotide durch Acetyl-

CoA. Dieses Acetyl-CoA wird in einem ATP-abhangidgechritt durch das Enzym ATP-Citrat-

Lyase aus von der Glykolyse stammendem Citrat debilvodurch der Zellglukosemetabolis-
mus indirekt mit der Genexpression verknipft iste(Mh, Hatzivassiliou et al. 2009). Neue
Studien zeigen, dass das Acetyl-CoA/CoA- Verhaltysamisch Uber die Glukoseverfligbar-
keit reguliert wird. Zudem kann Akt Gber Phosphmmydng der ATP-Citrat-Lyase selbst bei
niedrigem zellularen Glukoselevel die Histon-Acetying aufrechterhalten und dadurch wei-
terhin auf DNA-Schaden reagieren (Lee, Carrer e2@14). Neben den in der Einleitung dis-
kutierten ATP-abhangigen Prozessen, mag dies eneteren Mechanismus darstellen, wie

Glukosestoffwechsel und DNA damage control in Turetien interagieren.

Es gilt weiter zu erforschen, Uber welche anderatidnismen und Signalwege Zytostatika
den glykolytischen Status von Tumorzellen im Allggnen und von Myelomzellen im Beson-
deren zu beeinflussen vermogen. Beispielsweise B&h unsere Versuchsreihe durch die De-
tektion weiterer involvierter Glukosetransportedurerdnderter Expressionsmuster von Enzy-
men wie Pyruvatkinase (besonders PK-M2), Laktatdedgenase, Phosphofruktokinase etc.
erweitern. Neben einem schon langer erforschtentgloodic targeting” der eben erwahnten
Enzyme Uber synthetische Molekile, werden mittldevauch direkte Inhibitoren der Gluko-
setransporter (z.B. GLUT-1) erfolgversprechend gfete(Wu, Ho et al. 2009, Liu, Cao et al.
2012).

Zusatzlich zu den von uns durchgefiihrten Experierenttirden eine methodische Erweiterung
der Versuchsreihe durch immunhistochemische Vezfalmder der PCR, z.B. unter Beobach-
tung des zeitlichen Verlaufs der Glukoseregulatemwie die Verifizierung der Ergebnisse an
weiteren Myelom-Zelllinien eine sinnvolle Erganzuthaystellen.

Auch Untersuchungen zum jeweiligen Phosphoryliesungnd damit Aktivierungsstatus des
Onkogens Akt (pAkt) waren interessant, um die Rebla Akt als mogliche ,Drehscheibe” in
der Interaktion von DNA damage response und Gluitoffierechsel weiter herauszuarbeiten.
Um die Integration genetischer und metabolischesd¢faung weiter voranzutreiben, durfte es
von Relevanz sein, den Status von Onkogenen undiBupressorgenen wie p53 und PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog) in den Zellenmaitteln, da etwa der Verlust von p53 oft
einen wichtigen Schritt in der Deregulation derkglytischen und Glukosetransportergen-

Aktivitat darstellt (Bensaad, Tsuruta et al. 2006).
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Neben den ,klassischen® in-vitro Versuchen sollteradas Potential défF-FDG Bildgebung
Beachtung finden. So konnte Uberprift werden, oh die vorliegenden in-vitro Ergebnisse
zum modulierten Tumorglukosestoffwechsel nach Zugtisa/Inhibitor-Therapie in®F-FDG
PET-Messungen als reproduzierbar erweisen. Es vaeidpielsweise an 3D-Tumorsphéroiden
in-vitro die Wirksamkeit von PI3K-Inhibitoren (u.8EZ235) anhand der Abnahme dés-
FDG uptakes gemessen und das Potential als Fribmiarkler Therapieresponsivitat hervor-
gehoben (Kelly, Hussien et al. 2012). Auch flr bhkibition von Akt konnte im Tierversuch
die Bedeutung de$F-FDG PET als pharmakodynamischer Biomarker zutuzgion der anti-
tumoralen Aktivitdt nachgewiesen werden (Maynardketts et al. 2013).

Idealerweise konnte diF-FDG Bildgebung dazu eingesetzt werden, unwirks&inerapien
am Patienten rechtzeitig zu erkennen und in Tunlerz&onstitutiv aktivierte Signalwege zu
identifizieren helfen. Diesbezuglich weist unsemddit an Myelomzellen auf die potentielle
Einschrankung hin, dass eine chemotherapeutischeoder Parallelbehandlung beim Patien-
ten Einfluss auf dié®F-FDG Verwertung in Tumorzellen nehmen und dangtBéurteilbarkeit

des Behandlungserfolgs einschranken kann.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Moglichlesitzur Beeinflussung des Glukosemetabo-
lismus von humanen malignen Myelomzellen (OPM-2cHwytostatika und mit molekularen
Mechanismen, durch die der Glukosestoffwechsel naellvitalitat und DNA-
Reparaturmechanismen (DNA damage response) innderbg steht.

Dazu wurden in der klinischen Routine verwendeteo&atika an OPM-2 Zellen in-vitro ge-
testet. Die Glukoseaufnahme wurde mittels Messuerg"#-FDG-Aufnahme imy-Counter
guantifiziert und mit der Vitalitdt (ATP-Assay), dAktivierung von Caspasen sowie der Ex-
pression des Glukosetransporters-1 (GLUT-1) und Hiexokinase Il (Schlisselenzym der
Glykolyse) korreliert.

Es zeigte sich, dass Topoisomerase-Hemmstoffe (Dbion, Etoposid und Topotecan), die
potentiell (Doppel)strangbriiche der DNA verursack@nnen, im niedrigen bis mittleren Kon-
zentrationsbereich die zellula¥&-FDG-Aufnahme verstarkten und dies einen Uberlsben
teil fir OPM-2 Zellen bedeutete. Hohere Konzentragn hemmten di€®F-FDG-Aufnahme
und induzierten eine Caspasen-abhangige Apopto€¥M-2. Zytostatika mit anderen Wirk-
mechanismen (Bortezomib und Vincristin) hemmtergbigen dert®F-FDG uptake bereits in
niedrigsten Konzentrationen.

Western Blots ergaben eine konstitutive Express@mnGLUT-1 und Hexokinase Il in OPM-2
Zellen in der unbehandelten Kontrolle, die bei ngeh bis mittleren Konzentrationen der
DNA-schadigenden Zytostatika in Korrelation mit d&-FDG-Aufnahme verstarkt exprimiert
wurden. Bei den Nicht-DNA-schadigenden Zytostatikhm die Expression der beiden Gluko-
sestoffwechselparameter GLUT-1 und Hexokinase sisddhangig ab.
Zytostatika-Kombinationen (Bortezomib/DoxorubicMincristin/Etoposid) zeigten synergisti-
sche Effekte auf OPM-2, sowohl in Bezug auf denkgaog der Glukoseaufnahme als auch
auf die Zytotoxizitat.

Diese Ergebnisse fuhrten zu der Hypothese, dassie®DNA-schadigenden Medikamenten
infolge des durch die DNA damage response vergiédknergieverbrauchs zu einer Steigerung
der Glukoseaufnahme und -verwertung in OPM-2 Zellemmt, die fir nicht-DNA-
schadigende Substanzen oder in Kombinationsbehageltunicht festgestellt werden konnte.
Es wurde deshalb untersucht, ob spezifische Irdrdrit von Schlisselenzymen der DNA -
Strangbruch-Reparatur (sog. PIKKs, ATM und DNA-PKesd des Energiestoffwechsel-
Signalwegs PI3K/Akt/mTOR (BEZ235 und MK-2206) diach DNA-Schadigung reaktiv ge-

steigerte Glukoseaufnahme hemmen konnen. In Kortibmder Inhibitoren mit den ,uptake-
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steigernden® Topoisomerase-Hemmstoffen konnte 8&rgkung def’F-FDG-Aufnahme beo-
bachtet werden, bei gleichzeitiger Abnahme der Mg von Hexokinase Il und teils von
GLUT-1. Die verminderte Expression der Hexokinalskolrrelierte mit der Aktivierung von
~Apoptose- und Reparaturmarkern“ (Cleaved Caspasdeaved PARP).

Es kann somit eine Interaktion des Glukosestoffwelshmit der DNA damage response ange-
nommen werden, wobei DNA-schadigende Zytostatika@lukoseaufnahme tber eine Stimu-
lation der fur die aerobe Glykolyse essentielleansporter und Enzyme in Myelomzellen zu
steigern vermogen. Die Myelomzellen erzielen dadwimen Uberlebensvorteil und relative
Unempfindlichkeit gegen entsprechende Zytostafikaser Effekt kann durch molekulare In-
hibitoren der oben genannten Wachstums-und Repsigitalwege blockiert werden.
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7. Tabellenverzeichnis

7.1 Chemikalien

Produkt

Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid 30%/0,8%

Carl Roth, Karlsayibeutschland

Ammoniumpersulfatlosung 10% (APS)

Sigma-Aldrich, [®uis, MO, USA

Anti-cleaved caspase-3 (#9664)

Cell Signaling, New England Biolabs, Frankft
Deutschland

Anti-GLUT-1 monoklonal (Clone SP168)

SpringBiosaenPleasonton, USA

Anti-Hexokinase Il polyklonal (AB3279)

Milliporelemecula, USA

Anti-PARP-1 (#9542)

Deutschland

Anti-a-Tubulin (T8203)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, BS

Aqua destillita steril

Apotheke des RKI, Minchen

CellTiter-Glo® Cell Viability Assay

Promega, MadisoUSA

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets

Ro#asel, Schweiz

D-Glukose Gibco, Karlsruhe, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis]O, USA
DTT (Ditriotheitol) Sigma-Aldrich, St. Louis, MQJSA

Ethanol 70%

Apotheke des RKI, Minchen

Fetales Bovines Serum

Biochrom AG, Berlin, Deutaotl

Glycin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Goat anti-Mouse 1gG,  Sekundar-Ak

(#AP124P) Millipore, Temecula, USA

Goat anti-Rabbit  IgG,  Sekundar-Ak

(#AP132P) Millipore, Temecula, USA

KU55933 (ATM-Inhibitor)

Selleck Chemicals, HoustdnSA

Magermilchpulver

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

MK-2206 (Akt 1/2/3-Inhibitor)

Selleck Chemicals, Hston, USA

NU7026 (DNA-PKcs-Inhibitor)

Selleckchem, HoustdiB A

NVP-BEZ235 (PI3K/mTOR-Inhibitor)

urt,

Cell Signaling, New England Biolabs, Frankfurt,

Selleckchem, Hooist USA
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PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Thernme EF8cientific, Rockford, USA

PBS Dulbecco

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin
(10000U/10000pg/ml)

Biochrom AG, Berlin, Deutschdan

Pierce BCA Protein Assy Kit

Thermo Fisher ScientifRockford,USA

RIPA Lysis Buffer, 10X (20-188)

Millipore, Temecula, USA

RPMI 1640 Medium

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Salzséaure (HCI)

Merck, Darmstadt, Deutschland

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Bio-Rad, Miinchen, Deutsuth

SuperSignal West Pico Chemiluminesa
Substrate

ent

Perbio Science Germany, Bonn, Germany

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, Sbuis, MO, USA

TRIS

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypanblaulésung 0,5%

Sigma-Aldrich, St. Louis, MTCBA

Tween-20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
7.2 Gerate
Gerat Hersteller

Absaugpumpe Eppendorf

Eppendorf, Hamburg, Dewtachl

Analysewaage, Typ LA 230S

Sartorius, Gottingen, tBehland

Brutschrank Typ 6000

Heraeus, Berlin, Deutschland

ChemiDoc™ XRS+ System

BioRad, Miinchen, Deutschland

Countess® Automated Cell Counter

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Gamma-Counter Typ 1480 Wizard TM3

Wallac, Turkurffand

Gefrierschrank (-20 °C)

Heraeus, Berlin, Deutsctilan

Gefrierschrank (-80 °C)

Heraeus, Berlin, Deutsctilan

Heraeus Fresco Microcentrifuge

Heraeus, Berlin,t8&land

Laminair Flow HB 2472

Heraeus, Berlin, Deutschland

Mikroskop, Aktiovert 10

Zeiss, Gottingen, Deutscaida

Milli-Q UF Plus

Millipore, Temecula, USA
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Mini Trans-Blot® Cell

BioRad, Miinchen, Deutschland

Doppel-Elektrophorese-Kammer

Carl Roth, Karlsrubeuytschland

Mithras LB 940, Mikroplattenleser

Berthold Techngiles, Deutschland

pH-Meter, pH 522

WTW, Weilheim, Deutschland

pipetus®-akku

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

\ortex-Genie

Bender/Hobei AG, Zirich, Schweiz

Wasserbad

GFL, Burgwedel, Deutschland

Wellplattenleser BioTek EIX800TM

BioTek, Bad Friadirshall, Deutschland

Zentrifuge, Megafuge

Heraeus, Berlin, Deutschland

7.3 Software

Software

Hersteller

Adobe Photoshop Elements 10

Adobe Systems, SanUsse

GraphPad Prism 5

GraphPad Software, San Diego, lUSA

ImageLab

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

KC Junior

Bio-Tek Instruments, London, UK

Microsoft Office 2010 Windows

Microsoft, Unterschlei3heim

Deutschland

MikroWin

Mikrotek

Deutschaland

Laborsysteme  GmbH,

Thomson EndNote X7

Thomson Reuters, New York, USA
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7.4 \Verbrauchsmaterial

Material

Hersteller

Countess® Chamber Slides

Life Technologies, Damhsizeutschland

Safe-Lock-Reaktionsgefal? (1,5ml)

Eppendorf, HampDeptschland

Falcon® Zentrifugenréhrchen (5ml, 15r
50ml)

nl,

Corning, Bodenheim, Deutschland

Kulturflaschen mit Filter (75, 175 ¢t

Greiner, Solingen, Deutschland

Multipipette

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetten (10ul, 200ul, 1000ul)

Eppendorf, HambDgutschland

PVDF-Membran (0,2um)

Peqglab Biotechnologie

Tissue Culture Plate 24-well

Greiner, Solingen, iSelland

Tissue Culture Plate 6-well

Greiner, Solingen, Behkand

Tissue Culture Plate 96-well

Greiner, Solingen, Belland

Whatman Paper, 7,5x10cm

Bio-Rad, Miinchen, Deutsdhla




Abbildungsverzeichnis 76

8.  Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 Schematische Darstellung wichtiger BestandteileGlgkolyse (rechts), des
PI3K/Ak/mTOR- Signalwegs (mittig), der DNA damaggsponse (links) und verwendeter
molekularer Inhibitoren. Es soll verdeutlicht wendevie diese Signalpfade untereinander
verknipft sind und wie Tumorzellen ihren Glukoseahelismus in Reaktion auf genotoxischen
Stress regulieren konntenr-{ steht fur Aktivierung, [{l) steht fir Hemmung des entsprechenden
Vorgangs. Es sind auch die im Verlauf eingesetltthibitoren mit ihren Zielenzymen eingetragen
(BEZ235, KU55933, MK-2206, NUT7O026).......cuuiiiiieeeeiiiiiiiiiieeeeeeeaasasinnneneeessssssssssneeeesaessannns 12

Abbildung 2 KonzentrationsabhéngigéF-FDG-Aufnahme (counts per minute) vitaler OPM-2ma
24-stiindiger Inkubation mit Doxorubicin. Di#-FDG Aufnahme der unbehandelten Kontrolle
(0) wurde auf den Wert 1 normiert und die der Kanizagionen als Vielfaches bzw. Bruchteil
davon berechnet (fold of control). Die Fehlerbalkergen den Standardfehler des Mittelwerts
(SEM). MIttEIWEITE @US NT5.....eeiiiiiiiii et e e e e e e e 23

Abbildung 3 Konzentrationsabhangige Uberlebenskurve der OPMeR @24-stiindiger Inkubation mit
Doxorubicin. Mit dem CellTiter-Glo® wurde der ATPeBalt der Zellen kolorimetrisch bestimmt.
Das Uberleben der Kontrolle wurde als 100% festgesélerte iber 100% bedeuten eine
Zunahme, Werte unter 100% eine Abnahme des Uberdebie Ergebnisse sind die Mittelwerte
aus n=4. Dargestellt ist der Fehlerbalken als Statidhler des Mittelwerts (SEM).................. 24

Abbildung 4 Proteinexpression von Markern des Glukosestoffwasi(§&LUT-1, Hexokinase II) und
des Zelltods (PARP-1, CC3) nach 24-stiindiger Belugugdmit Doxorubicin. 0 pg/ml bezeichnet
die unbehandelte Kontrolle (Referenzwert). Eineahune der Bandenintensitat weist auf eine
vermehrte Proteinexpression hin. Tubulin dientd_atekontrolle. Die dargestellten Ergebnisse
wurden mindestens dreimal VEIfiIZIEIT. ...........oooi i 25

Abbildung 5 KonzentrationsabhéngigéF-FDG-Aufnahme (counts per minute) vitaler OPM-2ma
24-stiindiger Inkubation mit Etoposid. Dfe-FDG Aufnahme der unbehandelten Kontrolle
(Opg/ml) wurde auf den Wert 1 normiert und die ldenzentrationen als Vielfaches bzw. Bruchteil
davon berechnet (fold of control). Die Fehlerbalkeigen den Standardfehler des Mittelwerts
S S I Y L G =T (T T LS g 27

Abbildung 6 Konzentrationsabhangige Uberlebenskurve der ORMeh 24-stiindiger Inkubation mit
Etoposid. Mit dem CellTiter-Glo® wurde der ATP-Gétaer Zellen kolorimetrisch bestimmt. Das
Uberleben der Kontrolle wurde als 100% festgeseiette Uber 100% bedeuten eine Zunahme,
Werte unter 100% eine Abnahme des Uberlebens DjebBisse sind die Mittelwerte aus n= 4.
Dargestellt ist der Fehlerbalken als StandardfedgeMittelwerte (SEM)............ccccovvvveeeeennnnns 28

Abbildung 7 Proteinexpression von Markern des Glukosestoffwals§&LUT-1, Hexokinase 1) und
des Zelltods (PARP-1, CC3) nach 24-stundiger Beluagdmnit Etoposid. Opg/ml bezeichnet die
unbehandelte Kontrolle (Referenzwert). Eine ZunaldereBandenintensitat weist auf eine
vermehrte Proteinexpression hin. Tubulin dientd_albekontrolle. Die dargestellten Ergebnisse
wurden mindestens dreimal VerifiZier............ooo i 29

Abbildung 8 Konzentrationsabhangigé-FDG-Aufnahme (counts per minute) vitaler OPM-2ma
24-stiindiger Inkubation mit Topotecan. BfE-FDG Aufnahme der unbehandelten Kontrolle (0)
wurde auf den Wert 1 normiert und die der Konzeiunan als Vielfaches bzw. Bruchteil davon
berechnet (fold of control). Die Fehlerbalken zeigen Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
MITEEIWETITE @US N 5.t e e et e e e e e et e e e e e e s smmnne e e e e e e aannnes 31

Abbildung 9 Konzentrationsabhéngige Uberlebenskurve der ORMeh 24-stiindiger Inkubation mit
Topotecan. Mit dem CellTiter-Glo® wurde der ATP-G@élder Zellen kolorimetrisch bestimmt.
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Das Uberleben der Kontrolle wurde als 100% festgesédlerte iber 100% bedeuten eine
Zunahme, Werte unter 100% eine Abnahme des Ubeidebi Ergebnisse sind die Mittelwerte
aus n=4. Dargestellt ist der Fehlerbalken als Statidhler der Mittelwerte (SEM).................. 32

Abbildung 10 Proteinexpression von Markern des GlukosestoffwalsH&LUT-1, Hexokinase II) und
des Zelltods (PARP-1, CC3) nach 24-stuindiger Beluagdnit Topotecan. Opg/ml bezeichnet die
unbehandelte Kontrolle (Referenzwert). Eine ZunadereBandenintensitat weist auf eine
vermehrte Proteinexpression hin. Tubulin dientd_aldekontrolle. Die dargestellten Ergebnisse
wurden mindestens dreimal Verifizierl ... 33

Abbildung 11 Konzentrationsabh&ngigé-FDG-Aufnahme (counts per minute) vitaler OPM-2ma
24-stiindiger Inkubation mit Bortezomib. Df&-FDG Aufnahme der unbehandelten Kontrolle (0)
wurde auf den Wert 1 normiert und die der Konzeiuinan als Vielfaches bzw. Bruchteil davon
berechnet (fold of control). Die Fehlerbalken zeigen Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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Abbildung 12 Konzentrationsabhangige Uberlebenskurve der OPMeh 24-stiindiger Inkubation mit
Bortezomib. Mit dem CellTiter-Glo® wurde der ATP-&#t der Zellen kolorimetrisch bestimmt.
Das Uberleben der Kontrolle wurde als 100% festgesé/erte iber 100% bedeuten eine
Zunahme, Werte unter 100% eine Abnahme des Uberdebie Ergebnisse sind die Mittelwerte
aus n=4. Dargestellt ist der Fehlerbalken als Statfdhler der Mittelwerte (SEM).................. 36

Abbildung 13 Proteinexpression von Markern des Glukosestoffwelsi{&SLUT-1, Hexokinase Il) und
des Zelltods (PARP-1, CC3) nach 24-stiindiger Beluaugdmit Bortezomib. 0 bezeichnet die
unbehandelte Kontrolle (Referenzwert). Eine ZunaldereBandenintensitat weist auf eine
vermehrte Proteinexpression hin. Tubulin dientd_atsekontrolle. Die dargestellten Ergebnisse
wurden mindestens dreimal VErfIZIEIT. ...........uo e 37

Abbildung 14 KonzentrationsabhangigéF-FDG-Aufnahme (counts per minute) vitaler OPM-2ma
24-stuindiger Inkubation mit Vincristin. DI&F-FDG Aufnahme der unbehandelten Kontrolle (0)
wurde auf den Wert 1 normiert und die der Konzéionan als Vielfaches bzw. Bruchteil davon
berechnet (fold control). Die Fehlerbalken zeigen 8tandardfehler des Mittelwerts (SEM).
MITEEIWEITE @US N5ttt e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e s smnnne e e e e e e aannnes 39

Abbildung 15 Konzentrationsabhangige Uberlebenskurve der OPMeh 24-stiindiger Inkubation mit
Vincrisitn. Mit dem CellTiter-Glo® wurde der ATP-@&alt der Zellen kolorimetrisch bestimmit.
Das Uberleben der Kontrolle wurde als 100% festgesélerte iber 100% bedeuten eine
Zunahme, Werte unter 100% eine Abnahme des Ubasebie Ergebnisse sind die Mittelwerte
aus n=4. Dargestellt ist der Fehlerbalken als Statidhler der Mittelwerte (SEM).................. 40

Abbildung 16 Proteinexpression von Markern des GlukosestoffwalsH&LUT-1, Hexokinase II) und
des Zelltods (PARP-1, CC3) nach 24-stindiger Belagdmit Vincristin. 0 bezeichnet die
unbehandelte Kontrolle (Referenzwert). Eine ZunadereBandenintensitat weist auf eine
vermehrte Proteinexpression hin. Tubulin dientd_albekontrolle. Die dargestellten Ergebnisse
wurden mindestens dreimal VerifiZIEr...........oooiiiiiii e 41

Abbildung 17 OPM-2 blieben unbehandelt (Co) oder wurden fur @ &n mit festen
Konzentrationen der Inhibitoren (A) BEZ235 (200 n¥B) KU55933 (10 uM), (C) MK-2206
(1uM), (D) NU7026 (10uM) einzeln oder in Kombinatimit Doxorubicin (0,25 pg/ml)
behandelt. Die Ergebnisse resultieren'86s~DG uptakes (cpm/viable cells, fold control) und
Western Blots von GLUT-1, Hexokinase I, Cleavedpase-3 und PARP-1. Die Ergebnisse
wurden mindestens zweimal bestétigt. Fehlerbalk8&M. a-Tubulin = Ladekontrolle............ 44

Abbildung 18 OPM-2 blieben unbehandelt (Co) oder wurden fur @ &n mit festen
Konzentrationen der Inhibitoren (A) BEZ235 (200 nkB) KU55933 (10 uM), (C) MK-2206
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(1pM), (D) NU7026 (10uM) einzeln oder in Kombinatimit Etoposid (10 pg/ml) behandelt. Die
Ergebnisse resultieren atf6-FDG uptakes (cpm/viable cells, fold control) idstern Blots von
GLUT-1, Hexokinase I, Cleaved caspase-3 und PARBid Ergebnisse wurden mindestens
zweimal bestatigt. Fehlerbalken = SEMTubulin = Ladekontrolle.............cccccceeeiiiiiiiiiiiinnnen. 47

Abbildung 19 OPM-2 blieben unbehandelt (Co) oder wurden fur 2 &n mit festen
Konzentrationen der Inhibitoren (A) BEZ235 (200 n¥B) KU55933 (10 uM), (C) MK-2206
(1uM), (D) NU7026 (10uM) einzeln oder in Kombinatimit Topotecan (0,1 pg/ml) behandelt.
Die Ergebnisse resultieren alis-FDG uptakes (cpm/viable cells, fold control) iNestern Blots
von GLUT-1, Hexokinase I, Cleaved caspase-3 unRfPA. Die Ergebnisse wurden mindestens
zweimal bestétigt. Fehlerbalken = SEdMTubulin = Ladekontrolle...........ccoooevveeiiiiiinnn, 50

Abbildung 20 OPM-2 Zellen blieben unbehandelt (0) oder wurden\imicristin (Verdiinnungsreihe)
und Etoposid (je 10 pg/ml) 24 Stunden lang inkubEs wurde dié®F-FDG-Aufnahme der
OPM-2 (cpm/viable.cells, fold control= 1) und dielitalitat mit dem CellTiter-Glo® bestimmt
(Kontrolle=100%). Die Ergebnisse sind der Mitteltvens n=3. Der Fehlerbalken zeigt den
Standardfehler des Mittelwerts (SEM)...........coo i, 53

Abbildung 21 OPM-2 Zellen blieben unbehandelt (0) oder wurdenBuitezomib (Verdiinnungsreihe)
und Doxorubicin (je 0,25 pg/ml) 24 Stunden languinilert. Es wurde di€F-FDG-Aufnahme der
OPM-2 (cpm/viable.cells, fold of control=1) und dellvitalitat mit dem CellTiter-Glo®
bestimmt (Kontrolle=100%). Die Ergebnisse sind Mitelwert aus n=3. Der Fehlerbalken zeigt
den Standardfehler des Mittelwerts (SEM)..........cooooiiiiiii e 54

Abbildung 22 Die Abbildung zeigt dié®F-FDG -Aufnahme der OPM-2 nach 24-stiindiger Inkiobat
in Nahrmedien mit unterschiedlicher Glukosekonzsidn fur Etoposid, Topotecan und
Vincristin. Es wurde dePF-FDG uptake (CPM/viable cells) im Standardmedi&R NI 1640,
11mM Glukose) mit dem eines glukosereichen Medi(RiMI 1640, 55mM) verglichen. Die
Werte wurden auf di€F-FDG-Aufnahme der Kontrolle (Ko) des normoglykéachien (11mM)
Mediums bezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte a@und der SEM..........ccccevveieeiiiiiiiniinnen. 57

Abbildung 23 Die Abbildung zeigt dié’F-FDG -Aufnahme der OPM-2 nach 24-stiindiger Inkiabat
in Nahrmedien mit unterschiedlicher Glukosekonzditn flir Doxorubicin, Etoposid und
Topotecan. Es wurde d&F-FDG uptake (CPM/viable cells) im Standardmedi&®&R I 1640,
11mM Glukose) mit dem eines glukosefreien MediuRBNII 1640, OmM) verglichen. Die Werte
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