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1 Einleitung

1.1 Grundlagen der GefaBneubildung

Die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen bildet die Grundvoraussetzung fur
das Uberleben sowohl physiologischer als auch pathologischer Gewebe. Aufgrund
der vergleichsweise geringen Gewebediffusionsstrecke fur Sauerstoff von
100-200 um, wird die Nahrstoffversorgung der Zellen mittels Diffusion auf wenige
Millimeter limitiert. Tumorgewebe sind als komplexe Gewebeverbande ebenso wie
physiologische Gewebe auf die Ausbildung eines zugehorigen Gefallsystems zur
Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen sowie zum Abtransport von
Kataboliten angewiesen. Erst der funktionelle Anschluss an das Blutgefalisystem
ermdoglicht durch ausreichende Blutversorgung ein ungehindertes lokales Tumor-
wachstum sowie die weitere Tumorausbreitung durch Metastasierung. Die
Notwendigkeit der Bildung tumordser GefalRe besteht dabei in gleichem Malie fur
sowohl solide Tumore als auch maligne hamatologische Systemerkrankungen wie
beispielsweise dem Multiplen Myelom. Bei der Gefal3neubildung unterscheidet
man die Angiogenese von der Vaskulogenese. Beide Mechanismen spielen nach
neuen Erkenntnissen sowohl im Rahmen physiologischer als auch pathologischer

Prozesse eine entscheidende Rolle.

1.1.1 Angiogenese

Unter Angiogenese versteht man alle Prozesse der Gefal3neubildung auf der
Basis eines bereits existenten Kapillarsystems. Nach friherem Verstandnis wurde
dabei der Begriff Angiogenese mit dem der Gefal3neubildung durch Aussprossung
gleichgesetzt. Neuere Studien haben jedoch zeigen konnen, dass mindestens
zwei Neubildungsmechanismen unterschieden werden konnen: die Gefalbildung
durch Aussprossung (sprouting angiogenesis) und die Gefalbildung durch

Intussuszeption (nonsprouting angiogenesis) (Tang und Conti 2004).
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Gefalbildung durch Aussprossung:

Die Kapillarbildung durch Aussprossung ist in der Forschung bereits seit ca. 150
Jahren bekannt und daher vergleichsweise gut verstanden. Sie spielt unter
anderem in Prozessen der Wundheilung sowie im Rahmen der Tumor-
angiogenese eine bedeutende Rolle. Durch initialen Sauerstoffmangel im zu
versorgenden Gewebegebiet, und die daraus resultierende Expression
Angiogenese-stimulierender Faktoren, wird die GefalRaussprossung eingeleitet.
Eine Schlusselrolle kommt hierbei dem zellularen Wachstumsfaktor VEGF
(Vascular endothelial growth factor) zu, der als wichtiger Uberlebensfaktor fiir
Endothelzellen gilt (Ferrara 1999). Als weitere proangiogenetische Faktoren sind
unter anderem FGFa und FGFb (Fibroblast growth factors), TGFa und TGF(
(Transforming growth factors), HGF (Hepatocyte growth factor), TNFa (Tumor
necrosis factor), Angiogenin und Interleukin-8 zu nennen (Karamysheva 2008).
Durch Bindung verschiedener Wachstumsfaktoren an Endothelzell-Rezeptoren mit
Tyrosin-Kinase-Aktivitat, kommt es zu einem proteolytischen Abbau der
Basalmembran und der umgebenden extrazellularen Matrix. Es folgen eine
gesteigerte Endothelzellbildung durch Aktivierung der Endothelzellproliferation und
die anschlieRende Einwanderung der Zellen in Richtung des angiogenen Reizes in
das umgebende Bindegewebe (Endothelzellmigration). Gleichzeitig kommt es zu
einer verstarkten Expression membranstandiger Integrine und Glykoproteine, die
als Mediatoren eine zentrale Rolle im Rahmen der Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-
Adhasion einnehmen. Nach Ausbildung eines neuen Lumens durch benachbarte
Zellen folgen der Aufbau einer Basalmembran und die Anordnung von Stiutz- und

glatten Muskelzellen um das neue Gefall (Mazitschek et al. 2002).

Geféalbildung durch Intussuszeption:

Die GefalRbildung durch Intussuszeption basiert auf der Teilung eines
bestehenden GefalRes durch die Bildung sogenannter interkapillarer Stutzpfeiler
(Risau, 1997). Burri et al. haben in ihrer Publikation im Jahre 2004 zeigen kdnnen,
dass je nach Lokalisation der beteiligten Endothelzellen verschiedene

Mechanismen zur S&ulenbildung unterschieden werden kdnnen. Die Herstellung
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eines direkten Zellkontakts gegenuberliegender bzw. benachbarter Endothelzellen
und damit die Ausbildung einer endothelialen Kontaktbricke spielt dabei in allen
Prozessen eine Schlusselrolle. Durch die anschlielende Verstarkung der primaren
Kontaktzone mittels Infiltration von Fibroblasen und Perizyten kommt es durch
Ausbildung eines bzw. im weiteren Verlauf mehrerer interkapillarer Stutzpfeiler zur
Gefaldteilung und damit -neubildung. Je nach Art des Zellkontaktes sowie der
Lokalisation, des Bildungszeitpunktes und der Entstehungsfrequenz benachbarter
interkapillarer Saulen, kommt es zu unterschiedlichen Resultaten im Rahmen der
Gefalbildung. Als Beispiele konnen die Erweiterung des Kapillarbettes, die
Bildung von GefaBbaumen, die Ausbildung von GefalRgabelungen und

Anderungen des existenten GefaRverlaufs genannt werden (Burri et al., 2004).

1.1.1.1 Tumorangiogenese

Tumorgewebe bendtigt in gleichem MalRe wie physiologisches Gewebe eine
ausreichende Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung sowie einen effizienten
Abtransport gewebeschadlicher Stoffwechselprodukte, um Uberleben und
Wachstum zu sichern (Papetti und Herman, 2002). Die Sicherstellung eines
Zugangs zum Blutgefalsystem des Wirtsorganismus und die gleichzeitige
Ausbildung eines tumoreigenen Gefalinetzes stellen somit limitierende Schritte
des Tumorwachstums und der Tumorausbreitung dar (Bergers und Benjamin,
2003).

Der Prozess der Angiogenese wird durch eine Vielzahl von Aktivatoren und
Inhibitoren reguliert und somit in einem empfindlichen Gleichgewicht gehalten. Als
Angiogenese-Agonisten und somit Aktivatoren von Endothelzell-Proliferation
sowie -Migration (siehe 1.1.1 Gefal3bildung durch Aussprossung) agieren vor
allem Tyrosinrezeptor-Kinase-Liganden wie VEGF (Vascular endothelial growth
factor), FGFs (Fibroblast growth factors), PDGF (Platelet-derived growth factor)
und EGF (Epidermal growth factor) (Bergers und Benjamin, 2003). Anti-
angiogenetisch ~ wirken in diesem Zusammenhang unter anderem

Thrombospondin-1  (Bergers und Benjamin, 2003), Angiostatin (internes
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Spaltprodukt von Plasminogen) (O'Reilly et al., 1994), Endostatin (Kollagen XVIII-
Fragment) (O'Reilly et al., 1997), Antithrombin Ill, Interferon-B und Plattchenfaktor-
4 (Carmeliet, 2000).

Die Verlagerung des angiogenetischen Gleichgewichts zu  Gunsten
proangiogenetischer Faktoren (Agonisten) durch einen Tumor, wird als
.=angiogenetic switch® bezeichnet und ist ein typisches Kennzeichen der
Tumorprogression (Abdollahi et al., 2007). Im avaskularen Tumorstadium besteht
der Tumor zunachst aus einer Ansammlung weniger Tumorzellen, die in ihrer
Gesamtheit primar als sogenannte ,Schlaferzelle® (dormant) agieren. Mit
zunehmender Tumorzellproliferation kommt es durch vermehrte Expression
proangiogenetischer Faktoren wie VEGF durch den Tumor zum ,angiogenetic
switch“: Das Verschieben des Gleichgewichts zu Gunsten der Proangiogenese
resultiert in einer gesteigerten Gefallneubildung durch Aussprossung. Die
zunehmende Vaskularisierung des Tumorgewebes stellt im weiteren Verlauf eine
verbesserte Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung sowie den Abtransport von
Stoffwechselprodukten aus nekrotischen Tumorgebieten sicher, wodurch ein

weiteres Tumorwachstum ermdglicht wird.

Der Ubergang vom avaskularen zum vaskularen Tumorstadium ist in Abbildung 1
dargestellt und erlautert. Dabei ist zu beachten, dass sich der ,angiogenetic
switch“ selbst als relativ unscheinbarer Schritt in der Tumorentwicklung vollzieht
und zu verschiedenen Zeitpunkten der Tumorprogression die Vaskularisierung des
Tumorgewebes einleiten kann (Bergers und Benjamin 2003). Im Rahmen der
Erforschung tumorangiogenetischer Mechanismen wird, neben der Tumor-
gefallbildung durch klassische Angiogeneseprozesse, zunehmend auch der
Beitrag vaskulogenetischer Prozesse im Sinne einer postnatalen Vaskulogenese
sowie die Rolle endothelialer Progenitorzellen in diesem Zusammenhang
diskutiert.
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Abbildung 1: Tumorangiogenese und ,,angiogenetic switch“ (nach Bergers und Benjamin
2003)

Im avaskuldren Tumorstadium (1) besteht der Tumor zunachst aus einer Ansammlung weniger
Tumorzellen, die in ihrer Gesamtheit zunachst als ,Schlaferzelle® bezeichnet werden. Durch
zunehmende Tumorzellproliferation und die daraus resultierende Expressionszunahme pro-
angiogenetischer Faktoren kommt es zum ,angiogenetic switch®: Initial erfolgen eine perivaskulare
Zelllésung und Gefaldilatation (2), gefolgt von einer beginnenden Gefalineubildung durch
Aussprossung (3), die bereits im Anfangsstadium eine Versorgung des wachsenden Tumors
sicherstellt. Im weiteren Verlauf kommt es zur vollstdndigen Ausreifung der Endothelzellen samt
Rekrutierung perivaskularer Zellen zur Stabilisierung des wachsenden Gefalinetzes (4) (Bergers
und Benjamin 2003).

1.1.2 Vaskulogenese

Der Begriff Vaskulogenese steht fur die de novo Entstehung von GefalRen und
wurde bis vor einigen Jahren ausschliellich im Zusammenhang mit der
Gefalibildung wahrend der Embryonalentwicklung verwendet (Ergun et al., 2008).
Die Ausbildung eines primitiven Gefal3systems zur Organversorgung gilt dabei als
eines der fruhesten Ereignisse wahrend der Embryogenese. Initial differenzieren
mesodermale Zellen zu Hamangioblasten, die als Vorlauferzellen fur sowohl

endotheliale also auch hamatopoetische Zellen gelten. Durch weitere



Einleitung 9

Zelldifferenzierung entstehen Angioblasten, welche durch Zellaggregation
sogenannte Blutinseln (Blood islands) bilden. Die anschlielfende Fusion mehrerer
Blutinseln sowie die abschlieBende Zelldifferenzierung zu Endothelzellen
resultieren in der Bildung eines primaren Blutgefal3plexus (Karamysheva, 2008).
Die Entdeckung sogenannter endothelialer Progenitorzellen durch Asahara et al.
im Jahre 1997 und deren vermutete Rolle bei der Gefalneubildung im adulten
Organismus im Sinne einer postnatalen Vaskulogenese haben das traditionelle
Bild der Vaskulogenese Ende der 90er Jahre revolutioniert. Seitdem konnte in
zahlreichen Folgestudien die Existenz endothelialer Progenitorzellen belegt, sowie
ihre Rolle im Rahmen physiologischer als auch pathologischer Prozesse der
Gefalneubildung durch Rekrutierung aus dem Knochenmark in das periphere

Blutsystem beleuchtet werden.

1.2 Endotheliale Progenitorzellen

1997 beschrieben Asahara et al. erstmals die Isolation CD34 positiver Zellen aus
dem peripheren Blut und deren Differenzierungsfahigkeit zu ausgereiften
endothelialen Zellen unter bestimmten Kulturbedingungen (Asahara et al., 1997).
Aufgrund ihres Differenzierungsverhaltens wurde diese Zellpopulation als
endotheliale Vorlauferzellen (Endothelial Progenitor Cells, EPCs) bezeichnet.
Zahlreiche Folgestudien unterstitzen die Hypothese der Existenz endothelialer
Vorlauferzellen, ihre Bildung im Knochenmark, sowie ihre Rolle bei der
Gefalneubildung im adulten Organismus im Sinne einer postnatalen

Vaskulogenese (Ria et al., 2008).

Da der Oberflachenmarker CD34 nicht exklusiv auf immaturen hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks exprimiert wird, sondern in geringerem Ausmaf
auch auf der Oberflache sich differenzierender Endothelvorlauferzellen
nachgewiesen werden kann, wurde in spateren Studien der in der
Stammzellhierarchie hoher gestellte Oberflachenmarker CD133 fur die
Immunselektion endothelialer Progenitorzellen bevorzugt (Urbich und Dimmeler,

2004). Die Zellaufreinigung nach CD133 als Stammzellmarker zur Selektion
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humaner endothelialer Progenitorzellen aus dem Knochenmark oder peripheren
Blut wird derzeit jedoch zunehmend kontrovers diskutiert. So hat CD133 seine
Exklusivitat als reiner Stammzellmarker endothelialer Progenitorzellen unter
zahlreichen  Forschungsgruppen verloren (Ribatti, 2007). In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass sowohl fruhe endotheliale
Progenitorzellen als auch Vorlauferzellen der hamatopoetischen Zellreihe
(Hematopoietic Stem and Progenitor Cells, HSPCs) die Oberflachenmarker
CD133, CD34 und VEGF-R2 exprimieren, welche vor einigen Jahren noch als rein
EPC-spezifisch aufgefasst wurden. Unterstitzend zu diesen Daten konnten Loges
et al. 2004 in vitro zeigen, dass sich endotheliale und hamatopoetische
Progenitorzellen aus derselben Vorlauferzelle, dem Hamangioblast, entwickeln
(Loges et al., 2004).

Bone Marrow Stromal Cells

CD”?‘ @ < m E O\Hcmatopoie(ic
D34
VEGFR-2* i Precursor

o Qe 0, o

VEGFR-2*
WRGHR:23 @ N cD31*
iyt . @ o o VE-cacherin*
VE-cadherin* o VWE*
vWF*
early circulating EPC circulating EPC

Co (o > e o e X X -
Vascular Endothelial Cells

Abbildung 2: Mobilisation endothelialer Progenitorzellen (EPCs) aus dem Knochenmark

Initial kommt es durch die Matrix-Metallo-Proteinase-9 (MMP-9) zur Transformation von mKitL
(membrane-bound Kit ligand) zu sKitL (soluble Kit ligand), woraufhin cKit-positive Stammzellen in
die Gefallzone des Knochenmarks wandern. Zu dieser Stammzellengruppe gehort der
Hamangioblast (HABL), der als gemeinsamer Vorlaufer endothelialer und hamatopoetischer
Progenitorzellen (EPC/ HPC) agiert. (nach Hristov et al., 2003)
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Die Mobilisation endothelialer Progenitorzellen aus dem Knochenmark wird von
zahlreichen Faktoren im Rahmen komplexer Wechselwirkungen reguliert. Durch
Aktivierung von Matrix-Metallo-Proteinasen wird Uber weitere Mediatoren das
Einwandern von Stammzellen (Hamangioblasten) in die Gefallzone des
Knochenmarks bewirkt. Es folgen die Differenzierung in hamatopoetische sowie
endotheliale Progenitorzellen und deren Mobilisierung in den peripheren
Blutstrom. Dabei kdnnen sogenannte “frihe zirkulierende EPCs” phanotyptisch
teilweise durch die Expression des Oberflachenmarkers CD133 von sogenannten

hoher differenzierten "zirkulierenden EPCs” unterschieden werden (Abbildung 2).

Betrachtet man die Mehrzahl aktueller Studien, konnen endotheliale
Progenitorzellen in mindestens zwei Phanotypen mit unterschiedlichem

Proliferationsverhalten unterschieden werden:

1. frihe endotheliale Progenitorzellen (Expression der Oberflachenmarker
CD34, CD133 und VEGF-R2/KDR) mit niedriger Proliferationskapazitat

2. spate endotheliale Progenitorzellen (Verlust der Expression von CD133 und
zunehmende Expression Endothelzell-spezifischer Oberflachenmarker wie
VWEF, VE-Cadherin/CD144 und eNOS (Endothelial nitric oxide synthase) mit
hoher Proliferationskapazitat und der Fahigkeit zur eigenstandigen
Gefalibildung sowie Integration in sich entwickelnde Gefalinetze in vitro
(Napoli et al., 2011).

Allgemein ist bei kritischer Betrachtung der derzeitigen Studienlage zu beachten,
dass zahlreiche widerspruchliche Ergebnisse bezuglich des Phanotyps, des
Ursprunges und der Eigenschaften endothelialer Progenitorzellen im Rahmen der
Gefalneubildung im adulten Organismus gefunden wurden. Die Heterogenitat der
Ergebnisse ist hochstwahrscheinlich auf den derzeit fehlenden Konsens bezuglich
des Phanotyps endothelialer Progenitorzellen zurickzuflhren: unterschiedliche
Methoden der Zellselektion flihren zu unterschiedlichen Basis-Zellpools der
einzelnen Forschungsarbeiten und damit zu einer Verwirrung in der Ergebnislage.

Als Selektions- und Analysemethoden sind derzeit hauptsachlich die Kultivierung
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mononuklearer Zellen aus dem peripheren Blut auf Fibronektin-beschichteten
Kulturplatten, die Nutzung monoklonaler Antikérper zur durchflusszytometrischen
Analyse (FACS-Analyse) und die Verwendung sogenannter in vitro ,colony
forming cell assays” (CFU (Colony forming unit)-Hill-Assay / ECFC (Endothelial

colony forming cell)-Assay) zu nennen (Yoder und Ingram, 2009b).

1.3 Bedeutung endothelialer Progenitorzellen fiir die

Tumorangiogenese

Endotheliale Progenitorzellen sind Vorlauferzellen mit hohem
Proliferationspotential, die bei Rekrutierung in Angiogenese-Gebiete die
Eigenschaft zur Differenzierung in ausgereifte Endothelzellen besitzen. Ob, und
wenn ja, in welchem Umfang endotheliale Progenitorzellen zur Tumorangiogenese
beitragen, wird jedoch aufgrund variierender Studienergebnisse derzeit auferst
kontrovers diskutiert (Ahn und Brown, 2009). Lyden et al. konnten 2001 im
Mausmodell zeigen, dass das Tumorgefaldsystem in Abhangigkeit von der
Tumorart zu 50-100% aus Vorlauferzellen des Knochenmarks gebildet wird, und
vermuteten eine zentrale Bedeutung endothelialer Progenitorzellen im Rahmen
der Tumorangiogenese (Lyden et al., 2001). Zahlreiche Studien unterstutzen diese
Hypothese und konnten unter anderem zeigen, dass endotheliale Progenitorzellen
Tumormetastasierung fordern (Gao et al., 2008), proangiogenetisch durch die
Sekretion angiogener Zytokine wie beispielsweise VEGF wirken (Furstenberger et
al., 2006) und das Ansprechen von Tumoren auf Chemotherapeutika
entscheidend beeinflussen (Shaked et al., 2008). Interessanter Weise konnten
erhdohte Serumspiegel endothelialer Progenitorzellen im Blut von Patienten mit
unterschiedlichen malignen Erkrankungen festgestellt werden, was die Theorie
einer Bedeutung endothelialer Progenitorzellen im Rahmen der Tumor-
angiogenese unterstutzt. So konnten beispielsweise Mancuso et al. 2001 eine
signifikante Erhdhung der Serumspiegel endothelialer Progenitorzellen im Blut an
Brustkrebs sowie verschiedenen Lymphomarten erkrankter Patienten (unter

anderem B-Zell-Lymphom, Mantelzell-Lymphom und Hodgkin-Lymphom) unter
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Durchfuhrung durchflusszytometrischer Analysen (FACS) nachweisen (Mancuso
et al.,, 2001). Andere Forschergruppen stellten die Bedeutung endothelialer
Progenitorzellen im Rahmen tumorangiogenetischer Prozesse hingegen in Frage
und konnten lediglich geringe bzw. nicht nachzuweisende Level an endothelialen
Progenitorzellen in Tumorgefalen bestimmen (Goéthert et al., 2004; Purhonen et
al., 2008).

Die derzeitige Diskrepanz bezlglich des Phanotyps endothelialer Progenitorzellen
erschwert die Identifizierung dieser Zellen in vivo und im Besonderen in
Tumorgeweben (Melero-Martin und Dudley, 2010) und stellt eine mogliche
Erklarung fur die breitgefacherte und zum Teil widersprichliche Studienlage dar.
Weiterhin setzen Unterschiede bezlglich der gewahlten Nachweismethoden
endothelialer Progenitorzellen, das Fehlen eines einheitlichen Untersuchungs-
zeitpunkts sowie die Wahl unterschiedlicher Tumorentitaten die Studien-
vergleichbarkeit herab (Ahn und Brown, 2009). Die eindeutige ldentifikation des
Phanotyps endothelialer Progenitorzellen stellt damit aktuell eine der grofRten
Herausforderungen auf dem Gebiet der Stammzellforschung dar (Pasquier und
Dias, 2010). Erst sie wird eindeutig Klarheit schaffen kdnnen, ob, und in welchem

Ausmal, endotheliale Vorlauferzellen zur Tumorangiogenese beitragen.

1.4 Bortezomib

Der Proteasomeninhibitor Bortezomib (Abbildung 3) gehort zu der relativ jungen
Medikamentengruppe der sogenannten ,Targeted Drugs®, welche im Rahmen der
Krebsforschung seit einigen Jahren eine vielversprechende Rolle einnehmen.
.1argeted Drugs® entfalten ihre Wirkung, im Gegensatz zu den traditionellen
Tumormedikamenten, wie beispielsweise dem alkylierenden Zytostatikum
Cyclophosphamid, Uber die Inhibition eines spezifischen Zielmolekulls. 1999
entdeckten bzw. entwickelten Adams et al. mehrere Dipeptidyl-Borsaure-Derivate,
die den zellularen Proteasomstoffwechsel hochspezifisch hemmten (Adams et al.,
1999). Dabei erwies sich Bortezomib (Abbildung 3) als potentestes Praparat im

Hinblick auf Tumorzelltoxizitat und Wachstumsinhibition und gab Anlass zu
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weiterer praklinischer und klinischer Forschung. Seine Affinitat fir andere zellulare
Proteasen ist im Gegensatz zu friheren Proteasomeninhibitoren aufierst gering
und erlaubt ein gezieltes Eingreifen in den Ubiquitin-Proteasom-Stoffwechselweg.
(Teicher et al., 1999)

Abbildung 3: Strukturformel Bortezomib / PS-341 (Teicher et al., 1999)

Ubiquitin-Proteasom-Stoffwechselweg:

Der intrazellulare Abbau von Proteinen wird ausschlief3lich auf molekularer Ebene
reguliert, wobei dem Ubiquitin-Proteasom-Stoffwechselweg eine zentrale
Bedeutung zukommt. Der gezielte Abbau regulativ wirksamer Proteine durch das
26S-Proteasom ist dabei unerlasslich fur die Kontrolle zahlreicher zellularer
Prozesse. In diesem Zusammenhang sind besonders die Aktivierung und
Inhibierung von Transkriptionsfaktoren (z.B durch NF-kB oder IkB) sowie die
Regulation von Zellzyklus (z.B. durch Cyline, p27) und Apoptose (z.B durch den
Tumorsuppessor p53) zu nennen (Nandi et al., 2006). Wird die Protolyse
beschadigter oder initial defekter Proteine gestort bzw. verhindert, fuhrt deren
intrazellulare Anhaufung zum Untergang der Zelle, da sie — bildlich gesprochen —

an ihren eigenen Abfallprodukten erstickt.

Der initiale Schritt fur den Abbau eines Proteins Uber den Ubiquitin-Proteasom-
Stoffwechselweg (siehe Abbildung 4) ist die Koppelung eines Ubiquitin-Molekuls

an die e-Aminogruppe der Lysin-Seitenkette des Substratproteins. Ubiquitin ist ein
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kleines Protein, bestehend aus 76 Aminosauren, mit der Fahigkeit, multimere
Ketten zu bilden. Durch Isopeptidbindung zwischen der Carboxylgruppe eines
Ubiquitin-Molekuls und der e-Aminogruppe eines weiteren Ubiquitins kommt es in
weiteren Reaktionsschritten zur Bildung von Polyubiquitin Ketten (Nandi et al.,
2006). Die Ubiquitinierung ist der wesentliche Selektionsschritt fur den
Proteinabbau und wird durch drei Hauptenzyme Kkatalysiert: das Ubiquitin-

aktivierende- Enzym, die Ubiquitin-Konjugase und die Ubiquitin-Ligase.

268S proteasome complex

189S regulatory
complex

20S Core

UbA OH AMF’

Xq>=o

E,~SH E1—S

fr>< 8
E-S Up ErSH [ PN ]
NH, Eq HN Ub [n
[ \../ . | Degraded

|i| ) Isopeptidases | Lys I ATP proteins

Protein substrate

Ub

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Ubiquitin-Proteasom-Stoffwechselweges

Dargestellt ist die enzymatische Markierung eines Proteins mittels Ubiquitin, die anschliefende
Koppelung an die 26S-Untereinheit des Proteasoms und folgende Denaturierung des Proteins
durch das Proteasom. Bortezomib unterbindet Reaktionsschritt 2 und fiihrt damit zu einer
intrazellularen Anhaufung zelltoxischer Proteine und damit zum Zelltod. [Abb. Gbernommen aus
(Adams, 2002b)].

Der zweite Schritt des Stoffwechselweges besteht in der Denaturierung und
folgendem Abbau des Proteins durch das 26S- Proteasom. Das 26S-Proteasom
besteht aus einem Multiprotein-Komplex und findet sich sowohl im Zytoplasma als
auch im Nucleus aller eukaryonten Zellen (Peters et al.,, 1994). Es besteht aus
zwei funktionellen Komponenten: der 20S-Einheit, die als katalytischer Komplex
fungiert, und der 19S-Untereinheit, der regulative Aufgaben zukommen (Mani und
Gelmann, 2005). Die 19S-Untereinheit bindet initial rezeptorspezifisch an die
Ubiquitinkette des markierten Proteins. Anschlieend folgen die Abspaltung der
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Ubiquitinkette und die teilweise Denaturierung des Proteins als Voraussetzung fur
den eigentlichen Abbau der ,entfalteten” Proteine durch die 20S-Einheit (Nandi et.
al., 2006).

2003 wurde Bortezomib unter dem Handelsnamen Velcade® als erster
Proteasomeninhibitor durch die FDA (United States Food and Drug
Administration) in den USA (Paramore und Frantz, 2003) und seit 2004 auch in
der EU von der EMEA (European Medicines Agency) fur die Behandlung des
Multiplen Myeloms zugelassen. Aufgrund der Ergebnisse einer internationalen
multizentrischen Studie mit an Multiplem Myelom erkrankten Patienten, die keine
Vorbehandlung durchlaufen haben, hat die EMEA die Zulassung 2008
dahingehend erweitert, dass Bortezomib in Kombination mit Melphalan und
Prednison (VMP) zur Primartherapie des Multiplen Myeloms eingesetzt werden
darf. In dieser randomisierten Studie wurden die Patienten entweder mit
Melphalan in Kombination mit Prednison oder zusatzlich zu dieser Kombination
mit Bortezomib behandelt. Die Studie wurde aufgrund einer signifikanten
Verbesserung zugunsten der Bortezomib-Therapie vorzeitig abgebrochen (FDA,
2010). Derzeit gilt diese Erweiterung jedoch lediglich fur Patienten, die fur eine
Hochdosis-Chemotherapie mit anschlielender Stammzelltransplantation (aktueller
Goldstandard) ungeeignet sind (EMEA, 2010).

1.5 Fragestellung

Wie unter 1.4. beschrieben, wird der Proteasomen-Inhibitor Bortezomib derzeit
erfolgreich als sogenannte ,second-line“-Therapie fur die Behandlung von
Patienten mit Multiplem Myelom eingesetzt. Die bisherigen Ergebnisse sind
vielversprechend und zeigen neue Wege in der Behandlung von Patienten auf, die
eine Hochdosis-Therapie aufgrund ihres Allgemeinzustandes nicht tolerieren
konnen bzw. nicht auf das konventionelle Therapieschema ansprechen. Allgemein
werden Bortezomib antiproliferative, proapoptotische sowie antiangiogene
Eigenschaften zugeschrieben, die fur die Therapie von malignen Erkrankungen

genutzt werden konnen. Die Hemmung der Tumorangiogenese und damit der
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Versorgung des Tumors mit lebenswichtigen Nahrstoffen stellt dabei aktuell einen
vielversprechenden Ansatz in zahlreichen Tumortherapien dar. Zahlreiche
Forschergruppen (Nolan et al., 2007; Dome et al., 2008; Du et al., 2008) messen
in diesem Zusammenhang der Hemmung von Vorlauferzellen eine zentrale
Bedeutung bei, wobei besonderes Interesse der Gruppe der endothelialen

Progenitorzellen gilt.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit lagen noch keine Forschungsergebnisse
bezuglich der Wirkung Bortezomibs auf endotheliale Progenitorzellen vor. Die
vorliegende Arbeit steht daher in der Absicht, diese Lucke zu fullen, um ein
besseres Verstandnis der antiangiogenetischen Wirkweise Bortezomibs im
Rahmen der Therapie des Multiplen Myeloms zu schaffen. Zur Klarung der
Wirkung des Proteasomen-Inhibitors auf endotheliale Progenitorzellen und damit
ebenfalls zur Klarung einer moglichen Auswirkung auf die Tumorangiogenese im
Allgemeinen, werden im Einzelnen die Wirkung Bortezomibs auf das
Proliferations- Apoptose- und Differenzierungsverhalten endothelialer Progenitor-
zellen aus dem Blut von Patienten mit Multiplem Myelom untersucht. Die verfolgte
Arbeitshypothese geht dabei der Frage nach, ob Bortezomib in vitro einen direkten
antiangiogenetischen Einfluss auf endotheliale Vorlauferzellen hat und damit eine

direkte Hemmung der Tumorangiogenese in vivo vermutet werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Reagenzien und Kits

Reagenz/Kit

Hersteller

Magnetische Stammzellisolierung

MACS CD 133 MicroBead Kit
enthalt:

» FcR-Blocking Reagent, human

= (CD133 MicroBeads, human

Proliferations-Assay

Cell Proliferation ELISA, BrdU
(colorimetric) enthalt:

BrdU labeling reagent
FixDenat
Anti-BrdU-POD
Antibody dilution solution
Washing buffer
Substrate solution

Apoptose-Assay

Annexin V-FITC Apoptosis Detection
Kit | enthalt:

= Annexin V-FITC (100Tests)
= Propidiumjodid
= Annexin V Binding Buffer

Sonstige Reagenzien

Fibronektin

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

Roche Applied Science (Mannheim)

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Millipore GmbH (Schwalbach)
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FKS (Fetales Kalberserum) Gold PAA Laboratories GmbH (Cdlbe)

H2SO4 Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

Lymphozyten-Separationsmedium PAA Laboratories GmbH (Pasching)

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

Pferdeserum Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Deisenhofen)

Triton® X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

Trypan Blue Solution (0,4%) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

VECTASHIELD Eindeckmedium Vector Laboratories (Burlingame, USA)

21.2 Puffer und Losungen

Puffer /[Losung Hersteller

PBS (Phosphate Buffered Saline) Puffer Gibco / Invitrogen (Karslruhe)

MACS (Blaupuffer fur AutoMACS)
enthalt:
= PBS Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Deisenhofen)
= Humanes Serum Albumin (20%) Biomol GmbH (Hamburg)
= ACD-A (Antikoagulant Citrate Baxter Deutschland GmbH (Munchen)
Dextrose Solution A)

2.1.3 Zellkulturmedien

Medium Hersteller

IMDM (Iscoves Modified Dulbeccos
Medium), L-Glutamin, 25nM Hepes Cambrex Bio Science (Verviers, Belgien)

Medium 200 Gibco / Invitrogen (Karlsruhe)
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21.4 Enzyme, Wachstumsfaktoren und Farbstoffe

Enzym Hersteller

Trypsin/EDTA Gibco / Invitrogen (Karlsruhe)
VersalLyse Beckman Coulter GmbH (Krefeld)
Wachstumsfaktor Hersteller

FLT-3 (FMS-like Tyrosin Kinase 3)
Hydrokortison

SCGF-B (Stemm Cell Growth Factor
Beta)

VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor)

PeproTech GmbH (Hamburg)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Deisenhofen)

PeproTech GmbH (Hamburg)
PeproTech GmbH (Hamburg)

Farbstoff Hersteller

PI (Propidiumiodid) BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

DAPI (4’,6’-Diamidino-2-Phenylindol)  Invitrogen  Molecular  Probes, Inc.
(Paisley, UK)

21.5 Labormaterialien

Labormaterial Hersteller

MACS-Saulen (LS Columns)

Eppendorf-Reaktionsgefalle (1,5ml)

Dispenserspritzen, Combitips Plus
(0,5ml, 1ml, 5ml)

FACS-Tubes (5ml)

Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach)

Eppendorf AG (Hamburg)

Eppendorf AG (Hamburg)
Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht)
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Falcon-Rohrchen (15ml, 50ml)
Objekttrager und Deckglaschen

Pasteurpipette Glas (145mm)
Pipettenspitzen

Pre-Separation-Filter (30um)
Shandon Cytoclips™ (Stainless Steel)

Shandon Single Cytofunnels® (with
white Filter Cards)

Shandon Single Cytoslides

Sterilpipetten (2 ml bis 25 ml)
Transferpipetten (3,5 ml)

Zellkultur Microplatten (96 W)
Zellkultur Multiwell Platten (24, 12, 6W)

Zellkulturflaschen, Nunclon Surface

2.1.6 Antikorper

21

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)

Schutt (Gottingen), Menzel
(Braunschweig)

Brand GmbH & Co. KG (Wertheim)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

Thermo Elctron Corporation (Pittsburgh,
USA)

Thermo Electron Corporation (Pittsburgh,
USA)

Thermo Electron Corporation (Pittsburgh,
USA)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Nunc GmbH & Co. KG (Langenselbold)

Primare Antikorper Farbstoff Hersteller

CD144 / VE Cadherin) FITC
(Rabbit Anti-Human)

Von Willebrand Factor (VWF) FITC
(Sheep Anti-Human)

Acris Antibodies GmbH
(Hiddenhausen)

The Binding Site Limited
(Birmingham, UK)

VEGFR-2 / KDR unkonjugiert Acris Antibodies GmbH

(Mouse IgG Anti-Human)

(Hiddenhausen)
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Farbstoff Hersteller

Goat Anti-Mouse 1gG

2.1.7 Gerate

Acris Antibodies GmbH
(Hiddenhausen)

Gerat

Hersteller

ELISA

Spektralphotometer
Multipette
Photometer-Software Revelation®

Zentrifuge, Sepatech Megafuge

Durchflusszytometrie

FACS-Gerat, Cytomics FC500
Vortex MS2 Minishaker

Zellkultur

Brutschrank
Mikroskop Typ ID03

Neubauer Zahlkammer

Pipetten
Pipetus-Akku

Sterilbank, Typ BSP 4A
Wasserbad, Typ 1003

Immunzytologie

Dynex Technologies GmbH (Berlin)
Eppendorf AG (Hamburg)

Dynex Technologies GmbH (Berlin)
Heraeus Holding GmbH (Hanau)

Beckmann Coulter GmbH (Krefeld)
IKA GmbH & Co. KG (Staufen)

Heraeus Holding GmbH (Hanau)
Carl Zeiss AG (Oberkochen)

Karl Hecht KG ,Assistent” (Sondenheim/
Rhén)

Eppendorf AG (Hamburg)

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.
KG (Eberstadt)

Gelaire (Sydney, Australien)
GFL GmbH (Burgwedel)
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Fluoreszenz-Mikroskop Carl Zeiss AG (Gottingen)
Folienschweil3gerat Krups GmbH (Offenbach am Main)
Fotokamera MetaSystems GmbH (Altlussheim)
Fotosoftware CellCam MetaSystems GmbH (Altlussheim)
Zytozentrifuge Cytospin® 2 Shandon (Pittsburgh, USA)

21.8 Zytostatikum

2.1.8.1 Bortezomib (Velcade®)

Hersteller: Millennium Pharmaceuticals, Inc. (Cambridge, USA)

Summenformel: C19H25BN4O-

Bortezomib liegt fur den stationaren Verbrauch in Pulverform zur Herstellung einer
Injektionslosung vor. Eine Durchstechflasche enthalt dabei 3,5 mg Wirkstoff mit
einem Molekulargewicht von 384.24. Residualbestdande des stationaren
Gebrauchs, die sonst zur Entsorgung vorgesehen waren', wurden fiir die in-vitro-
Versuche zu je 20 pl aliquotiert und bei -20°C gelagert. Zur Aliquotierung wurde
zunachst mit Hilfe des Molekulargewichtes die Konzentration des Restbestandes
errechnet und anschlief3end durch entsprechende Verdinnung eine Konzentration
von 1 yM als Stocklosung hergestellt. Vor Behandlung der Zellen wurde das
Medikament im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und anschlielend in Medium auf
die bendtigten Konzentrationen verdinnt. Bortezomib wurde in der vorliegenden
Arbeit bezuglich seiner antiproliferativen, apoptotischen und differenzierungs-

hemmenden Wirkung auf endotheliale Progenitorzellen untersucht.

" Diese ungewohnliche Vorgehensweise musste aufgrund der immens hohen Kosten des Wirkstoffes gewahlt
werden und erfolgte mit Zustimmung der Abteilungsleitung.
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21.9 Zelllinien und biologische Materialien
2.1.9.1 Leukaphereseprodukte

Die Leukapheresepraparate, aus denen die CD133 positiven Stammzellen als
Ausgangsmaterial dieser Arbeit isoliert wurden, stammen von autologen
Stammzellspendern. Alle Spender waren in die Einrichtung fur Knochenmark-
transplantation der Universitatskliniken Schleswig-Holstein (Campus Lubeck)
eingebunden und gaben ihre Einwilligungserklarung fur die Verwendung ihrer
Zellen fur wissenschaftliche Zwecke. Die Nummer des zugehorigen Ethikantrags
mit dem Titel ,Untersuchungen zum Einfluss auf die endothelialen
Progenitorzellen im Blut von Tumorpatienten® lautet 07/188 (Ethikvotum vom
23.5.2005). Die Proben wurden ausschliel3lich aus dem bei der Aufreinigung
entstehenden Uberstand im Schlauchsystem der Leukapheresebeutel gewonnen,
so dass den Patienten keine Zellen fur die spatere Behandlung verloren gingen.

Insgesamt wurde Apheresematerial von 14 Spendern fur diese Arbeit verwendet.

2.1.9.2 HUVEC-Zellinie

Die HUVEC-Zellen (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) wurden von der
Firma Cascade Biologics Incorporation, Portland USA bezogen und in Medium
200 plus LSGS (Low Serum Growth Supplement) kultiviert. Bei dieser Zelllinie
handelt es sich um eine rein endotheliale Zelllinie, deren Zellen als
phanotypisches Merkmal die Oberflachenantigene VWF (von Willebrand Faktor)
und CD31/PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) tragen. Sie
dienten im Rahmen der vorliegenden Arbeit als Kontrollzellen fur die

immunzytologischen Farbungen.
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2.2 Methoden

221 Stammzellisolierung CD133 positiver Zellen aus humanen

Leukaphereseprodukten

2.21.1 Isolierung mononuklearer Zellen aus frischen

Leukaphereseprodukten

Zur lIsolation der im Leukaphereseprodukt enthaltenen mononuklearen Zellen
(MNC), wurden jeweils 2-4 ml Leukapheresat im Verhaltnis 1:5 mit PBS verdunnt
und auf 20 ml Ficoll-Hypaque geschichtet. Die Zellen wurden in direktem
Anschluss 20 Minuten bei 672 xg ohne Bremse zentrifugiert und Uber einen
Dichtegradienten von der restlichen Probe getrennt. Die in der Grenzschicht
zwischen wassriger Losung und hochmolekularer Polysaccharidlésung
befindlichen MNCs wurden vorsichtig in ein 50 ml Falcon-Rdéhrchen uberfuhrt und
1x mit PBS im Verhaltnis 1:2 fur 10 Minuten bei 203 xg gewaschen. Anschliel3end
wurde das Zellpellet fur 10 Minuten in Erythrozytenlysepuffer inkubiert, um eine
hohere Probenreinheit zu garantieren, 1 mal mit MACS-Puffer gewaschen und
erneut in 10 ml MACS-Puffer resuspendiert. Die gewonnenen Zellen wurden in der
Neubauer-Zahlkammer gezahlt und die resultierende Gesamtzellzahl berechnet
(MW x 10* x Verdiinnung x ml Ausgangsvolumen). AnschlieRend erfolgte die
Einstellung der Zellzahl mit MACS-Puffer zur immunmagnetischen Selektion der
CD 133 positiven Zellen (siehe 2.2.1.2).

2.21.2 Immunmagnetische Selektion von CD133 positiver Zellen aus

mononukledren Zellen

Nach der Isolation der MNCs aus den Leukaphereseprodukten erfolgte die
immunmagnetische Selektion der CD133 positiven Stammzellen (siehe 2.2.1.1).
Das Prinzip dieser Methode besteht in der Koppelung monoklonaler Anti-CD133-
Antikdrper an paramagnetische Partikel. Dieser Komplex bindet unter Inkubation

an zellulare CD133-Rezeptoren und ermoglich unter Verwendung einer
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magnetischen Saule die Isolierung der antikdrpertragenden Zielzellen aus einem
Zellpool. Bei der vorliegenden Arbeit wurde das MACS- System der Firma Miltenyi
Biotech verwendet (siehe Abbildung 5). Im ersten Schritt erfolgte die Bindung der
Paramagnetpartikel-tragenden Antikorper an die im Vorfeld isolieten MNCs des
mobilisierten peripheren Blutes. Hierzu wurde die Zellzahl auf 1 x 10° Zellen pro
300 yl MACS-Puffer eingestellt und mit 100 yl FCR-Blockierungsreagenz je 1 x
10® Zellen vermischt, um unspezifische Anitkdrperbindungsstellen abzusattigen.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 100 pl CD133-Microbeads je 1 x 102 Zellen.
Dieser Ansatz wurde 30 Minuten bei 4°C inkubiert, wobei alle 10 Minuten eine
vorsichtige Probendurchmischung erfolgte. Im nachsten Schritt wurden die Zellen
Uber einen sogenannten MACS-Pre-Separationsfilter der Firma Miltenyi Biotec
(PorengroRe 30 pm) gegeben und mit MACS-Puffer 10 Minuten bei 203 xg
gewaschen. AnschlieRend wurde das Zellpellet in 500ul MACS-Puffer je 1 x 108
Zellen aufgenommen. Aus dieser Suspension erfolgte die Isolierung der fur die
Forschungsarbeit relevanten CD133" Zellen unter Verwendung von LS-Columns
der Firma Miltenyi Biotec. Die Zellen wurden dabei Uber zwei Saulen gegeben, um
eine hohere Reinheit zu gewahrleisten. Zu beachten ist, dass mit diesem
Programm die groRtmogliche Reinheit der isolierten Zellen erzielt werden kann,
jedoch Zellen, die das Zielantigen nur schwach exprimieren, nicht ausreichend
genug markiert werden, um immunmagnetisch vom Gesamtzellpool selektiert zu
werden. Die Reinheit der isolierten Stammzellen wurde mit Hilfe der

Durchflusszytometrie analysiert (siehe Kapitel 2.2.3).



Material und Methoden 27

2

Abbildung 5: Prinzip der Inmunmagnetischen Selektion CD133
positiver Zellen

Zur immunmagnetischen Aufreinigung CD133 positiver Zellen (lila)
aus einem mononuklearen Zellpool, wurde das MACS Seperation
System der Firma Miltanyi Biotec verwendet. Die Zellen werden im
ersten Schritt mit CD133 MicroBeads inkubiert (blau) und
anschlielend in MACS-Puffer Uber eine Separationssaule in einem
magnetischen Feld gegeben (Magnet griin dargestellt). Die CD133
positiven Zellen verbleiben durch die vorherige magnetische
Immunmarkierung in der Saule, die CD133 negative Zellfraktion

i befindet sich in der Negativfraktion. AnschlieRend wird die Saule aus

dem Magnetfeld entfernt und die CD133 positiven Zellen unter
Verwendung von MACS-Puffer mit Hilfe eines passenden
Separationsstempels als Positivfraktion aus der Saule gepresst. Der
Separationsstempel dient in diesem Zusammenhang zur Beschleuni-
gung des Auswaschens der Zellfraktion durch den Puffer.

2.2.2 Isolierung mononuklearer Zellen gesunder Spender aus

dem peripheren Blut

Zur Isolierung der mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut erfolgte im
ersten Schritt die Entnahme ca. 4 ml Blutes durch Punktion einer Cubitalvene
eines gesunden Spenders. Im nachsten Schritt wurden je 2 ml Blut in 10 ml
Erythrozytenlysepuffer aufgenommen, fir 10 Minuten inkubiert und anschlieend
in einem Waschschritt mit je 10 ml PBS bei 203 xg fur 5 Minuten zentrifugiert. Die
Zellpellets wurden in je 5 ml PBS aufgenommen, gepoolt und auf 15 ml Ficoll-
Hypaque geschichtet. Das weitere Verfahren entspricht dem unter 2.2.1.1
beschriebenen. Anschliefiend wurden die isolierten mononuklearen Zellen in einer
Zytozentrifuge mit einer Dichte von 2 x 10* Zellen/ 200 pl PBS bei 71 xg fiir 10
Minuten auf Cytospins zentrifugiert. Im letzten Schritt wurden die Objekttrager 10
Minuten luftgetrocknet und bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert. Die

mononukledaren Zellen dienten im Rahmen der in dieser Arbeit durchgeflhrten
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Immunfluoreszenz-Farbungen als Negativkontrolle. Der Grund fur die Wahl

gesunder Spender bestand in der unkomplizierten Zuganglichkeit des Materials.

2.2.3 Durchflusszytometrische Analyse isolierter CD133

positiver Stammzellen
2.2.3.1 Grundlagen FACS

Die durchflusszytometrische Messung fluoreszenzaktivierter Zellen (FACS-
Analyse) ermoglicht die quantitative Bestimmung von sowohl zellspezifischen
Oberflachenmolekilen als auch intrazellularen Proteinen. Grundlage des
Verfahrens ist die Kopplung der zu untersuchenden Zellen mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikdrpern, die nach zellspezifischer Bindung
durch einen Laser angeregt und anhand ihrer charakteristischen
Emissonsspektren detektiert nach Grolle, Granularitat und Fluoreszenz
differenziert werden konnen. Zur Analyse werden die markierten Zellen in
Suspension gebracht und einzeln an einem Laserstrahl vorbeigeleitet: Die in
einem Probenréhrchen vorgegebene Zellsuspension wird durch Uberdruck (iber
einer Stahlkapillare in die MelRkluvette gesogen. Durch die umgebende
Mantelflussigkeit wird der Zellenstrom dahingehend beschleunigt, dass es zu einer
Auftrennung kleinerer Zellaggregate kommt. Die Zellen erreichen sequentiell, wie
an einer Perlschnurkette aneinandergereiht, den Analysepunkt und werden
einzeln mit einem Argon-Laser bei einer Wellenlange von 488 nm bestrahlt. Nach
dem Prinzip der Fluoreszenz werden die Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes
dadurch auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Unter Abgabe von Photonen
fallen die Elektronen auf ihr Ursprungsniveau zurtck, wobei die freigesetzten
Photonen ein farbstoffspezifisches Emissionsspektrum bilden. Die Verwendung
von Farbstoffen mit ahnlichen Absorbtionsspektren bei unterschiedlichen
Emissionsspektren ermdglicht daher eine Differenzierung verschiedener Signale

und damit verschiedener Zellpopulationen.
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Die Analyse umfasst Fluoreszenzintensitdt und Lichtstreuung, wobei das
einfallende Licht in Vorwartsrichtung (forward light scatter, FS) und im rechten
Winkel zum einfallenden Licht (sideward light scatter, SS) gestreut wird. Fir die
Identifizierung der gesuchten Zellpopulation wird eine sogenannte Dot-Plot-
Graphik mit den Parametern FS auf der Abszisse und SS auf der Ordinate
generiert. Der FS-Wert dient dabei der Abschatzung der relativen Zell- bzw.
Partikelgrolle wobei der SS- Wert zur Abschatzung der Zellgranularitat dient.
Durch Setzen eines sogenannten Gates kann die Zellpopulation von Interesse
selektiert werden, so dass fur alle weiteren Analysen nur diese
Ausgangspopulation berucksichtigt wird. Die anschlieRende Darstellung der
fluoreszenzpositiven Zellen der ausgewahlten Population erfolgt am
Ubersichtlichsten im 4-Felder-Dot-Plot, da sich hier auf einen Blick der Anteil
einfach- bzw. doppeltpositiver Zellen ablesen lasst. Parallel zur Zelldarstellung,
mithilfe der Felder zugeordneten Farbpunkten im Dot-Plot, stellt der sogenannte
Density-Plot die Dichte der Zellen am jeweiligen Punkt dar. Jeder Punkt entspricht

bei beiden Darstellungsweisen einer Zelle.

2.2.3.2 Durchflusszytometrische Reinheitsmessung nach Isolation

In direktem Anschluss an die immunselektive Aufreinigung (2.2.1.2), wurden die
CD133 positiven Zellen exemplarisch mittels FACS-Analyse auf ihre Reinheit
Uberpruft. Als Negativkontrolle wurden jeweils PE- und PC7-konjugierte
Isotypenkontrollen mitgefiihrt. Hierfir wurden pro Ansatz 1x10° Zellen in 100 pl
PBS aufgenommen und in entsprechend der verwendeten Antikorper beschriftete
FACS-Rohrchen pipettiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit der entsprechend
vom Hersteller empfohlenen Antikorpermenge 30 Minuten dunkel bei 4°C
inkubiert:
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Tabelle 1: Antikorper zur Reinheitskontrolle CD133 positiver Zellen nach Isolation im FACS-
Zytometer (je 1x1 0° Zellen in 100 ul PBS)

Antikérper Konjugation AK-Konzentration
Ansatz 1 CD133 PE 1:6

CD34 PC7 1:6
Ansatz 2 lgG 2Bk-Kette PE 1:6

(mouse) PC7 1:6

IgG (mouse)

IgG (mouse) PC7 1:6

Im Anschluss wurden die Zellen 2mal mit je 1ml PBS bei 203 xg fur je 5 Minuten
gewaschen und fur die Messung in je 270 uyl PBS plus 30 pl Paraformaldehyd
aufgenommen. Bei der durchflusszytometrischen Analyse wurden jeweils 10.000

Ergebnisse pro Messung erfasst.

2.2.3.3 Durchflusszytometrische Reinheitsmessung unter

Expansionskultur

Unter Expansionskultur (siehe 2.2.4) wurden die CD133 positiven Stammzellen
analog zu Punkt 2.2.1.3 exemplarisch an Tag 2, 5, 7, 14 und 21 auf ihre Reinheit
mittels FACS-Analyse untersucht.

2.2.4 Expansionskultur CD133 positiver Zellen

Expansionsmedium:

100 ng/ml SCGF-B; 50 ng/ml VEGF; 50 ng/ml FLT3L; 10%FKS; 10% Pferde-
serum; 10° M Hydrokortison in IMDM mit L-Glutamin, 25 mM Hepes

Die Verwendung der Wachstumsfaktor-Kkombination aus SCGF-B, VEGF und
FLT3L erfolgt in Anlehnung an die Forschungsarbeiten von Gehling et al.,Loges et
al. und Butzal et al. (Gehling et al., 2000; Loges et al., 2004; und Butzal et al.,
2004). Loges et al. konnten 2004 zeigen, dass endotheliale Progenitorzellen ihr

Differenzierungspotential in sowohl hamatopoetische als auch endotheliale Zellen
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unter diesen Kulturbedingungen bis zu 28 Tage lang bewahren und zusatzlich
eine gesteigerte Proliferationsrate aufweisen (Loges et al., 2004). Zur Kultivierung
der isolierten CD133"* Zellen wurden 96-, 24-, 12- und 6 Well-Platten bzw. 25 cm?
Suspensionszellflaschen 2 Stunden bei Raumtemperatur mit Fibronektin in einer
Konzentration von 1 mg/ml beschichtet. Die frisch isolierten CD133" Zellen wurden
in einer Zelldichte von 2 x 10° Zellen/ml in das Expansionsmedium aufgenommen
und in die beschichteten Vertiefungen der Zellkulturplatten ausgesat (96-Well:
5x10° Zellen, 24-Well: 3x10° Zellen). Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO; im
Brutschrank kultiviert. Das Medium wurde alle 3 Tage unter Verteilung der Zellen
gewechselt, wobei die Zellen nach Ermittlung des Mittelwertes entsprechend ihrer
aktuellen Zellzahl wie folgt geteilt wurden: 12-Well: 6x10° Zellen, 6-Well: 1,5x107
Zellen, 25cm? Suspensionszellflasche: (a) stehend: 1x10” Zellen (b) liegend:
3,5x10 Zellen. Die Gesamtexpansionsdauer betrug 21 Tage. Die Zellen wurden in
direktem Anschluss fur Versuche bezuglich ihres Proliferations- und
Differenzierungsverhaltens unter dem Einfluss des Proteasomeninhibitors
Bortezomib, sowie zur Analyse der Bortezomib-induzierten Zellapoptoserate
verwendet (siehe 2.2.5.3, 2.2.6.2, 2.2.7.1)

2.2.5 BrdU-ELISA
2.2.5.1 Grundlagen

Das Pyrimidin-Analogon BrdU (5-bromo-2'-desoxyuridin) wurde erstmals 1985 von
Porstmann et al. als nicht-radioaktives Substrat eines Immunoessays zur
Ermittlung der Proliferationsrate einer Zellpopulation beschrieben (Porstmann et
al., 1985). Diese Methode wurde seitdem durch mehrere Arbeitsgruppen variiert
und optimiert. Bei der vorliegenden Arbeit wurde der Cell Proliferation ELISA,
BrdU (colorimetric) der Firma Roche verwendet. Es handelt sich dabei um einen
reinen in-vitro-ELISA, der infolge Herstellerangaben sowohl fur adharente Zellen
als auch fur Suspensionszellen geeignet ist. Das Prinzip des ELISAs beruht auf
dem Einbau BrdUs anstelle von Thymin in die DNA proliferierender Zellen: An die

integrierten BrdU-Molekule binden nach einem Zell-Denaturierungsschritt anti-
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BrdU-Peroxidasen im Verhaltnis 1:1. An diese Immunkomplexe binden im
Folgeschritt Tetramethylbenzidine (TMB) unter Ausbildung einer blauen
Farbreaktion. Das Reaktionsprodukt wird anschliefend Uber Messung der
Extinktion durch ein Multiwell-Spektrophotometer bei einer Wellenlange von
450 nm quantifiziert und entspricht der Anzahl proliferierender Zellen in der
untersuchten Mikrokultur. Aufgrund des schwer zuganglichen Zellmaterials wurde
in der vorliegenden Arbeit keine Standardreihe etabliert. Als Standard wurden
stattdessen jeweils unbehandelte Zellen mitgefuhrt, zu denen die restlichen

Konzentrationen ins Verhaltnis gesetzt wurden.

2.2.5.2 Etablierung an mononukleadren Zellen gesunder Spender

Aufgrund der relativ geringen Zellmenge, die pro Patientenprobe zur Verfugung
stand, wurde die optimale Durchfuhrung des ELISAs im Vorfeld an mononuklearen
Zellen gesunder Spender etabliert. Das ursprungliche Protokoll wurde dabei
dahingehend verandert, dass alle Inkubationsschritte in Dunkelheit durchgefuhrt
wurden. Der Wechsel flussiger Reagenzien fand ausschlieRlich nach vorheriger
Zentrifugation und anschlieBend vorsichtigem Absaugen des Flussigkeits-
Uberstandes unter Verwendung einer 200 pl-Pipette statt, um die Fehlerquote

durch Zellverluste zu minimieren.

2.2.5.3 Inkubation CD133 positiver Zellen mit Bortezomib

An Tag 21 der Expansionskultur wurden die kultivierten CD 133 positiven Zellen
auf Fibronektin-beschichtete 96-Well-Platten mit einer Zelldichte von 5x10°
Zellen/190 pl pro Well ausgebracht. AnschlieBRend wurde den Zellen 10 pl
Bortezomib/Well in den Konzentrationen 2, 5, 25, 50, 75, 100 und 500 nM
zugesetzt (je 5 Wells/Konzentration) und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; 24
Stunden bzw. 48 Stunden inkubiert. Eine unbehandelte Probe desselben
Patienten sowie reines Expansionsmedium in ebenfalls 5 Duplikaten dienten dabei

als Kontrolle. Es erfolgte pro Patient eine Inkubation Uber 24 und 48 Stunden.
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2.2.5.4 Inkubation CD133 positiver Zellen mit BrdU-Solution und ELISA-

Messung

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit einer 200 pl Pipette/Well
gut resuspendiert, um eine gleichmalige Zellenverteilung zu gewahrleisten.
Anschliefend wurden 20 pl BrdU-Solution/Well zugegeben (Endkonzentration
10 M BrdU/Well) und die Zellen erneut 4 Stunden bei 37°C und 5% CO; im
Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen erneut
resuspendiert und 10 Minuten bei 284 xg zentrifugiert. Anschlielend wurden mit
einer 200 pl Pipette vorsichtig 180 pl Medium/Well abgenommen und die Platte fur
2 Stunden bei 60°C im Warmeschrank vollstandig getrocknet. Nach diesem
Arbeitsschritt konnte die Platte nach Herstellerangaben Vakuum-verschweif3t und
bei +4°C maximal eine Woche bis zur ELISA-Messung gelagert werden. Zur
Weiterarbeit wurde den Zellen 200 pl FixDenat (siehe 2.2.1)/ Well zugesetzt und
60 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Anschlielend wurde
erneut 10 Minuten bei 284 xg zentrifugiert und das FixDenat mit einer 200 pl
Pipette vorsichtig abgenommen. Zur Beseitigung eventueller Flussigkeits-
ruckstande wurde die Platte kurz im Dunkeln bei Raumtemperatur vollstandig
getrocknet. Zur Weiterarbeit wurde Anti-BrdU-Working-Solution (siehe 2.2.1) im
Verhaltnis 1:1000 mit BrdU-Dilution-Solution verdunnt, den Zellen in einer Menge
von 100 pl/Well zugesetzt und 90 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit
inkubiert. Anschlie®end folgte eine Zentrifugation fir 10 Minuten bei 284 xg und
das vorsichtige Abpipettieren des Flussigkeitsiberstandes. Es folgten 3
Waschschritte mit jeweils 300 yl Washing Solution (siehe 2.2.1)/Well, wobei vor
dem Abnehmen der Flussigkeit jeweils 10 Minuten bei 284 xg zentrifugiert wurde,
um Zellverluste zu minimieren. Dann wurden 100 pl Substrat Solution (siehe
2.2.1)/Well zugesetzt, 30 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert und
in direktem Anschluss 25 pl HSO4 (1M)/Well als Stop Solution zugesetzt. Die
anschlieRende Messung der Extinktion wurde innerhalb von 5 Minuten nach
Zugabe der Stop Solution mit einem ELISA-Photometer bei einer Wellenlange von
450 nm durchgefuhrt.
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2.2.6 Annexin V-FITC Apoptose-Assay
2.2.6.1 Grundlagen

Unter Apoptose durchlauft jede Zelle charakteristische morphologische
Veranderungen, wobei zwischen einer fruhapoptotischen und einer
spatapoptotischen Phase unterschieden wird. Die beginnende Veranderung der
Zellmembran und damit verbundene Translokation des Membran-Phospholipid
Phosphatidylserin auf die MembranaulRenseite, gehort zu den frihesten
Prozessen der Apoptose und kann damit zur Identifizierung der Frihapoptose
herangezogen werden. Spate Stadien der Apoptose kennzeichnen den
vollstandigen Verlust der Zellmembran-Integritdt und die damit verbundene
Durchlassigkeit fur extrazellulare Farbstoffe wie beispielsweise den Nukleinsaure-

Interkalator Propidiumiodid (P1).

Das in diesem Assay verwendete Annexin-V-FITC ist ein Ca** abhingiges
Phospholipid bindendes Protein mit einer hohen Affinitat fir Phosphatidylserin.
Aus diesem Grund eignet es sich hervorragend fur die Detektierung von
Phosphatidylserin auf der Zelloberflache frihapoptotischer Zellen. Da
Phosphatidylserin jedoch auch in spatapoptotischen Zellen gebunden werden
kann, wird Propidiumiodid als weiterer Farbstoff verwendet. Propidiumiodid kann
erst in Stadien der Spatapoptose oder Nekrose die Zellmembran penetrieren und
somit die im Zellkern befindliche Nukleinsaure farben. Durch die kombinierte
Anwendung beider Farbstoffe kann in diesem Assay durchflusszytometrisch
zwischen vitalen Zellen (Annexin negativ/Pl negativ), fruhapoptotischen Zellen
(Annexin positiv/Pl negativ) und spatapoptotischen (Annexin positiv/Pl positiv)
unterschieden werden. Eine Unterscheidung zwischen spatapoptotischen,

nekrotischen oder toten Zellen ist hierbei jedoch nicht moglich.
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Abbildung 6: Prinzip des Annexin V-FITC Apoptose Assay

Gezeigt ist die Farbung der Zelle in Abhangigkeit von ihrem Vitalitdtszustand. Bei der lebenden
Zelle befindet sich das Phosphatidylserin auf der Plasmamembran-Innenseite ohne Kontakt zur
Zellumgebung. Im Rahmen frihapoptotischer Zellveranderungen wird Phosphatidylserin auf die
Membran-AuBRenseite transferiert und kann nun von Annexin V-FITC gebunden werden. Durch
spatapoptotische Prozesse verliert die Zelle ihre Membranintegritat: als Folge kann Propidiumiodid
(PI) die Zellmembran penetrieren und sich in der Zelle anreichern.

[modifiziert nach
http://www.lifesci.dundee.ac.uk/services/flow_cytometry/PDF/flow_cytometry lecture.pdf.
Stand 07.01.2011]

2.2.6.2 Durchfiihrung

An Tag 21 der Expansionskultur wurden die Zellen analog zu Punkt 2.2.5.3
ausgebracht und inkubiert. Die Aussaat erfolgte in Duplikaten je Konzentration
Bortezomib (unb., 5, 25, 50, 75 und 100 nM) zuzuglich 3 Kontroll-Wells mit
unbehandelten Zellen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen gut
resuspendiert, um eine gleichmaRige Zellverteilung 2zu gewahrleisten.
AnschlieRend wurden die Zellen in, den einzelnen Proben zugehdérige und analog
beschriftete, FACS-Rdhrchen pipettiert und jedes Well mit 200 ul kaltem PBS

grundlich nachgespult, um Fehler durch Zellverluste zu minimieren. Die Proben
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wurden fur 10 Minuten bei 203 xg zentrifugiert und der FlUssigkeitsiberstand im
Anschluss mit einer Glas-Pasteurpipette vorsichtig fast vollstandig abgesaugt. Es
folgte ein weiterer Waschschritt mit 200 pl kaltem PBS und anschlieRender
Zentrifugation. Nach vorsichtigem Absaugen des Flussigkeitsiberstandes wurden
die Proben in je 100 pl Binding Buffer (siehe 2.2.1) aufgenommen und je
Konzentration einem Duplikat 5 pl Annexin bzw. 5 pl Pl zugesetzt. Den 3
unbehandelten Kontrollproben wurde 5 pl Annexin, 5 pl Pl bzw. nichts zugesetzt.
Die Proben wurden anschliel’end erneut gut resuspendiert, fir 15 Minuten dunkel
bei Raumtemperatur inkubiert und den Zellen nach Ablauf der Inkubationszeit je
400 ul Binding Buffer zugesetzt. Die Proben wurden danach bei 4°C gelagert. Die

durchflusszytometrische Messung erfolgte innerhalb einer Stunde.

2.2.7 Differenzierung CD133 positiver Zellen in endotheliale

Zellen unter Bortezomib-Inkubation

2.2.71 Differenzierungskultur unter Bortezomib-Inkubation und

anschlieBende Kryokonservierung

Differenzierungsmedium:

50 ng/ml VEGF; 10% FKS; 10% Pferdeserum; 10°M Hydrokortison in IMDM mit L-
Glutamin, 25 mM Hepes

Die Verwendung von VEGF als einzigem Wachstumsfaktor zur Induktion
endothelialer Differenzierung erfolgt in Anlehnung an die bereits erwahnte
Publikation von Butzal et al. (siehe 2.2.4; Butzal et al., 2004). Zur Induktion der
endothelialen Differenzierung der CD133" Zellen wurden diese nach 21 Tagen
Expansionskultur in endotheliales Differenzierungsmedium aufgenommen und in
einer Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/190 pl pro Well in Duplikaten auf einer 96-
Well-Platte ausgebracht. Anschlielend wurde den Zellen einmalig 10 pl
Bortezomib/Well in den Konzentrationen 1, 2, 5, 10, 25, 50, 75, 100 und 500 nM

zugesetzt. Eine unbehandelte Probe diente dabei als Kontrolle. Das Medium der
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Differenzierungskultur wurde alle 3 Tage gewechselt, wobei 100 ul verbrauchtes
Medium vorsichtig in 2 Arbeitsschritten mit einer Pipette abgenommen und durch
100 pl frisches Differenzierungsmedium ersetzt wurden. Die endotheliale
Differenzierung der CD133" Zellen unter Bortezomib-Einwirkung erfolgte tber 14
Tage. An Tag 14 der Differenzierungkultur wurde der Zelliberstand je Well mit
einer Pipette abgenommen, anschlieRend 50 pl eiskaltes Ethanol (100%) /Well zur
Fixierung der Zellen zugesetzt und fur 10 Minuten bei -20°C inkubiert. Das Ethanol
wurde im Anschluss mit einer Pipette abgenommen und die praparierte 96-Well-

Platte bis zur weiteren Analyse eingeschweil3t und bei -20°C gelagert.

2.2.7.2 Zytospins differenzierter CD133 positiver Zellen

Zur spateren Zentrifugierung differenzierter CD133"Zellen auf Objekttrager wurden
die kultivierten CD133" Zellen nach 21 Tagen Expansionskultur in endotheliales
Differenzierungsmedium aufgenommen und in einer Zelldichte von 3x10°
Zellen/2ml pro Well auf einer 12-Well-Platte ausgebracht. Den Zellen wurde im
Anschluss kein Bortezomib zugesetzt. An jedem dritten Tag wurde ein
Mediumwechsel durchgefuhrt, wobei das verbrauchte Differenzierungsmedium je
Well vollstandig aspiriert und fur 10 Minuten bei 203 xg zentrifugiert wurde. Die
adharenten Zellen wurden sofort mit 1 ml frischem Medium versorgt und die
Zellpellets nach Zentrifugation in je 1ml frisches Medium aufgenommen und dem
Ausgangswell erneut zugefuhrt, um Zellverluste zu verhindern. An Tag 14 der
Differenzierungskultur wurde das Medium mit Hilfe einer Pipette abgesaugt und
die adharenten differenzierten Zellen unter Verwendung von Trypsin/EDTA
(0.025%/0.01%) infolge Herstellerangaben 5 Minuten bei 37°C inkubiert.
Anschlielend wurden die in Suspension gebrachten Zellen 5 Minuten bei 203 xg
bei RT =zentrifugiert, in PBS aufgenommen und mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Unter Verwendung einer Zytozentrifuge wurden die
Differenzierungszellen im Anschluss mit einer Zelldichte von 2x10* Zellen/200 pl
PBS fur 10 Minuten bei 71 xg auf Zytospins zentrifugiert. AnschlieRend wurden die
Objekttrager 10 Minuten luftgetrocknet und bis zur weiteren Analyse — in Alufolie

eingewickelt — bei -20°C gelagert.
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2.2.8 Immunfluoreszenzanalyse der Endothelmarkerexpression
differenzierter CD133 aufgereinigter Zellen unter

Bortezomib-Inkubation

2.2.8.1 Prinzip

Um die Oberflachenantigene der in der Differenzierungskultur morphologisch
endothelial differenzierten Progenitorzellen zu untersuchen, wurden die Zellen
immunzytologisch gefarbt und fluoreszenz-mikroskopisch analysiert. Verwendet
wurden die Endothelzell-Marker vWF (von-Willebrand-Faktor), VE-Cadherin/
CD144 und VEGFR-2 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor)/KDR. Die
Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte durch DAPI (Diamidin-2-Phenylindol-
Dihydrochlorid). Als Positiv-Kontrolle wurden HUVEC-Zellen, als Negativ-Kontrolle

MNCs gesunder Spender verwendet.

2.2.8.2 Durchfiihrung

Zur Farbung wurden die auf Objekttrager zentrifugierten Zellen 20 Minuten bei
Raumtemperatur aufgetaut und anschliel3end kurz in PBS getaucht. Zur Fixierung
wurde mit Paraformaldehyd 15 Minuten bei 4°C Uberschichtet, gefolgt von drei
Waschschritten mit PBS. AnschlieRend wurde fur 1 Sekunde mit 0,1% Triton
Uberschichtet und erneut drei Mal in PBS getaucht. Danach wurden die Zellen mit
den entsprechend verdunnten Primarantikdrpern — wie folgt — dunkel in einer

feuchten Kammer inkubiert:
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Tabelle 2: Antikorperkonzentrationen und Inkubationszeiten fiir die Immunfluoreszenz-
analyse CD133 aufgereinigter Zellen nach Differenzierungskultur

Primér- AK Sekundéar- AK | Konjugation | AK-Konzentration Inkubationszeit
vVWF FITC 1:50 1h
CD144 FITC 1:25 2h
KDR 1:50 1h
Mouse-IgG FITC 1:1000 1h

Fur die KDR-Farbung wurden die Zellen nach Inkubation mit dem Primarantikorper
in PBS gewaschen und anschlieliend mit dem Sekundarantikorper inkubiert. Fur
die anderen Farbungen wurden die Zellen in direktem Anschluss an die
Primarantikdrper-Inkubation drei Mal lichtgeschatzt fur 5, 10 und 10 Minuten in
PBS gewaschen und anschlieend lichtgeschutzt luftgetrocknet. Zum Eindeckeln
wurde der blaue Fluoreszenzfarbstoff DAPI (1ug/ml) in Vectashield-Einbettungs-
medium verwendet. Die Deckgladschen wurden mit farblosem Nagellack luftdicht
versiegelt und bei 4°C lichtgeschutzt bis zur weiteren Analyse gelagert. Die
immunzytologische Auswertung erfolgte mittels eines Fluoreszenz-Mikroskops mit
50W Quecksilber-Lampe. Die Zellen wurden in zwanzig- bzw. hundertfacher
Vergrof3erung fokussiert und mit einer Digitalkamera fotografisch dokumentiert.
Die Farbungen wurden an insgesamt 4 Patienten durchgeflhrt, wobei jede
Farbung pro Patient 3mal (VWF, CD144) bzw. 2mal (VEGF-R2) wiederholt wurde.
Pro Farbung wurden mit der Digitalkamera 5 sogenannte Hot-Spots erfasst,
anschliellend die Gesamtzellzahl sowie der Anteil Antikdrper-positiver Zellen
jeweils von drei unabhangigen Untersuchern manuell ausgezahlt und zur weiteren

Auswertung die Mittelwerte gebildet.
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2.2.9 Immunfluoreszenzanalyse des Differenzierungsverhaltens

CD133 positiver Zellen unter Bortezomib-Inkubation

2.29.1 Prinzip

Um eine quantitative Auszahlung der unter Bortezomib-Einfluss endothelial
differenzierten Zellen im Fluoreszenz-Mikroskop zu ermdglichen, erfolgte die
Inkubation der Zellen mit Propidiumiodid (PI). PI farbt als Interkalator die DNA der
Zellkerne, deren Zahl proportional zur Gesamtzellzahl ist. Seine optimale
Anregung erfolgt durch grunes Licht, wobei sich die Zellkerne im Grunfilter des

Fluoreszenz-Mikroskops durch das emittierte rote Licht rot darstellen.

2.2.9.2 Durchfiihrung

Nach der unter Punkt 2.2.7.1 beschriebenen Praparation der Zellen wurden diese
vorsichtig aufgetaut. Anschliefend wurde jedem Well 50 pl Pl (Konzentration
5ug/ml) zugesetzt und die 96-Well-Platte fur 15 Minuten dunkel bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Wells mit
jeweils 100 yl PBS gewaschen. In direktem Anschluss an die PIl-Farbung wurden
die Proben unter Verwendung eines Fluoreszenz-Mikroskops (50W Quecksilber-
Lampe) mit einem Grun-Filter in zwanzigfacher Vergrolerung dargestellt und
fotodokumentiert. Pro Well wurden mit der Digitalkamera 2 bezuglich des
Zellwachstums reprasentative Areale aufgenommen, so dass pro Konzentration 4
Bilder zur weiteren Auswertung vorlagen. Die Zellen wurden in einem
Fotoprogramm mit Hilfe eines Gitterrasters ausgezahlt, und je Konzentration

wurde der Mittelwert gebildet.
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2.2.10 HUVEC-Zellreihe

2.2.10.1 Zellkultur

Kulturmedium:

Medium 200 mit LSGS; 20% FKS

Als Positivkontrolle fur die Immunfluoreszenzanalyse der Endothelmarker-
expression CD133" Zellen diente die HUVEC-Zellenreihe. Fur die Zellkultur
wurden die HUVEC-Zellen vorsichtig aufgetaut und in Medium 200 bei 37°C und
5% CO; kultiviert. Die Zellen wurden alle 3 Tage mit frischem Medium versorgt
und unter Verwendung von Trypsin/EDTA (Verdunnung 1:10) bei Erreichen der

Konfluenz im Verhaltnis 1:3 gesplittet und weiterkultiviert.

2.2.10.2 Zytospins

Bei ausreichender Zellzahl wurden die kultivierten Zellen mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt und in einer Zytozentrifuge analog zu Punkt 2.2.7.2 auf

Objekttrager zentrifugiert und gelagert.

2.2.10.3 Biometrie und Statistik

Die Analyse der Daten und die Generierung der statistischen Parameter
(Mittelwert, Standardabweichung) erfolgte, ebenso wie die Erstellung der
Graphiken, mit dem Computerprogramm Excel (Microsoft). Zu Signifikanz-
berechnungen der Versuchsergebnisse wurde zum Vergleich zweier
unabhangiger Gruppen der Mann-Whitney-Test verwendet. Die Auswertung
erfolgte mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism 4 (GraphPad Software). Es
ist zu beachten, dass fur Probenzahlen n < 2 keine Signifikanzberechnung

vorgenommen wurde. P-Werte < 0,05 werden als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Durchflusszytometrische Reinheitskontrolle

endothelialer Progenitorzellen

3.1.1

Reinheitsmessung nach Isolation

Die Reinheit CD133 positiver Zellen nach Isolation wurde direkt nach der

Aufreinigung (d0) exemplarisch an funf Patienten durchflusszytometrisch im

FACS-Zytometer analysiert. Die Zellen wurden hierfur auf die Expression der

Oberflachenantigene CD34 und CD133 untersucht.

Die Darstellung der

Messungen erfolgte jeweils in Form eines Dotplots (Darstellung im Vorwarts-

Seitwarts-Gitter, Abbildung 8) sowie eines 4-Felder-Dotplots, die Zellen wurden

zur Auswertung nach kleinen, nicht-granularen Zellen gegated (Abbildung 9, siehe
2.2.3.1). Die mittlere Reinheit der CD34/CD133 doppelt-positiven Zellen betrug

nach Isolation 98,6% (n=5, SD 1,08).
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Abbildung 7: Darstellung der
Reinheitsmessung CD133 positiver
Zellen direkt nach der Aufreinigung
(d0) in der FACS-Analyse in Form
eines Dotplots

Die gemessenen Zellen sind nach SS
(sideward light scatter, misst die
Zellgranularitat) und FS (forward light
scatter, schatzt die relative Zell- bzw.
Partikelgrosse) abgebildet. Die Popu-
lation von Interesse (kleine, nicht-
granulare Zellen) ist durch Setzen eines
Gates von anderen korpuskularen Be-
standteilen und Zelldebris abgegrenzt
und betragt 94.1% aller gemessenen
Partikel. Die Darstellung erfolgt in
einem sogenannten Density-Plot, d.h.
die Farbgebung zeigt die Dichte der
jeweiligen Zellen am jeweiligen Punkt
an.
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Abbildung 8: Darstellung der Reinheitsmessung CD133 positiver Zellen nach Isolation (d0)
in der FACS-Analyse in Form eines 4Felder-Dotplots mit zugehoriger Isotypenkontrolle

In Diagramm B stellt die Abszisse logarithmisch die Fluoreszenz fiir den PE-markierten Antikérper
CD133 dar, die Ordinate fir den PC7-markierten Antikérper CD34. In Feld E2 kommt die
Zielpopulation CD133/CD34 doppeltpositiver Zellen zur Darstellung, sie betragt 97.6%. In der
Isotypenkontrolle (Diagramm A) werden 99.8% aller Zellen in Feld E3 dargestellt und zeigen somit
keine Fluoreszenz. Die Isotypenkontrolle dient dabei zum Ausschluss unspezifischer Bindungen.

3.1.2 Reinheitsmessung unter Expansionskultur

Die Reinheit CD133 positiver Zellen wurde unter Expansionskultur exemplarisch
analog zu Punkt 3.1.1 im FACS-Zytometer an einem Patienten untersucht. In
Tabelle 3 ist der Verlauf des prozentualen Anteils positiver Zellen fur die
Stammzellmarker CD34 und CD133 dargestellt.

Tabelle 3: Verlauf der Oberflachenexprimierung der Stammzellmarker CD133 und CD34
direkt nach Isolation und wéahrend 21 tagiger Expansionskultur in Prozent

do d2 dd d14 dz21
CD133"/CD34" 97.9 94.6 38.5 3.4 0.9
CD133"/CD34 1.0 3.4 33.9 4.8 1.1
CD133/CD34+ 0.0 0.2 2.2 0.3 0.2
CD133/CD34 1.1 1.8 254 91.5 97.8
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Abbildung 9 zeigt die Entwicklung der Zellexpression der Oberflachenmarker
CD133 und CD34. Es kann gezeigt werden, dass die Mehrheit der kultivierten
Zellen sowohl den Oberflachenmarker CD133 als auch CD34 nach 21 Tagen

Expansionskultur fast vollstandig verliert.

CD133/CD34 Expression unter Expansionskultur
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Abbildung 9: Expression der Oberflichenmarker CD133 und CD34 unter Expansionskultur

Dargestellt ist der prozentuale Anteil CD133/CD34 doppelt positiver bzw. CD133/CD34 doppelt
negativer Zellen Uber 21 Tage Expansionskultur. FACS-Analyse an den Tagen 0, 2, 5, 14 und 21.

3.2 BrdU-ELISA

3.21 Konzentrationsabhangige Proliferationsrate endothelialer

Progenitorzellen unter Bortezomib-Inkubation

Um den Einfluss des Proteasomen-Inhibitors Bortezomib auf das
Proliferationsverhalten CD133 aufgereinigter Zellen zu untersuchen, wurden diese
nach Expansionskultur mit unterschiedlichen Konzentrationen des Zytostatikums
Uber 24 Stunden und 48 Stunden behandelt und anschlieRend mit Hilfe des BrdU-
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ELISA (siehe 2.1.1) analysiert. Die niedrigste gewahlte Behandlungskonzentration
von 5 nM liegt tausendfach unterhalb der Plasmakonzentration, die nach
intravendser Gabe von 1,3 mg/m? Bortezomib, entsprechend der empfohlenen
therapeutischen Dosierung zur Behandlung des Multiplen Myeloms, erreicht wird.
Die hochste gewahlte Behandlungskonzentration von 500 nM liegt zehnfach
unterhalb der Plasmakonzentration, die nach intravendser Gabe der empfohlenen
therapeutischen Dosierung erreicht wird. Der grolRere der beiden im Rahmen
dieser Arbeit gewahlten Behandlungszeitraume (48 Stunden) liegt dabei unterhalb
der Eliminations-Halbzeit von Bortezomib unter therapeutischen Bedingungen,
welche durchschnittlich, je nach Plasmaverteilungsvolumen, zwischen minimal 76

und maximal 108 Stunden betragt.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, nimmt die Zellproliferationsrate bei steigender
Bortezomib-Konzentration fur sowohl 24 Stunden als auch 48 Stunden
zunehmend ab. Aufgrund des schwer zuganglichen Patientenmaterials und einer
Anpassung des Konzentrationsspektrums wahrend der Arbeit, variieren die
Patientenzahlen in den einzelnen Konzentrationsgruppen (n=8 [5, 25,100] n=6
[50,75] n=3 [500]). Die Verdopplung der Behandlungsdauer von 24 Stunden auf 48
Stunden zeigt in diesem Zusammenhang bei niedrigen Bortezomib-
Konzentrationen (5 nM bis 25 nM) keinen verstarkt hemmenden Effekt bezlglich
des Proliferationsverhaltens der CD133 aufgereinigten Zellen. Die Verdopplung
der Behandlungsdauer bei hdheren Konzentrationen (75 nM bis 500 nM) zeigt
hingegen einen deutlich sichtbaren Effekt bezuglich der Reduktion der
Proliferationsrate. Die Abnahme der Zellproliferation bei Inkubations-
zeitverdopplung zeigt dabei nur fur die Behandlung mit 100 nM eine statistische
Signifikanz (p< 0,01). Weiterhin konnte fur alle Behandlungskonzentrationen ab
50 nM beider Inkubationszeitrdume eine deutliche und statistisch signifikante
Reduktion der Proliferationsrate im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
festgestellt werden (24h: [50]: p= 0,04; [75]: p= 0,04; [100]: p< 0,01; 48h: [50]:
p< 0,01 ; [75]: p< 0,01; [100]: p< 0,01). Es ist zu beachten, dass eine
Signifikanzberechnung fur 500 nM aufgrund der geringen Probenzahl in dieser

Konzentrationsgruppe (n=2) nicht vorgenommen wurde.
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BrdU-Elisa: Zellproliferation unter Bortezomib-Einfluss
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Abbildung 10: In vitro Behandlung CD133 aufgereinigter Zellen von Patienten mit Multiplem
Myelom mit steigenden Bortezomib-Konzentrationen.

Dargestellt sind die Mittelwerte (n=8 [5,25,100] n=6 [50,75] n=2 [500]) sowie
Standardabweichungen der konzentrationsabhangigen Zellproliferationsraten in %. Die
Behandlungsdauer der Zellen mit Bortezomib betrug fir alle Konzentrationen pro Patient 24
Stunden und 48 Stunden. Die Proliferationsrate wurde anschlieend photometrisch mit Hilfe des
BrdU-ELISA ermittelt. Zunehmende Bortezomib-Konzentrationen fiihren dabei zu einer verstarkten
Abnahme der Proliferationsrate fiir beide untersuchten Behandlungszeitraume.

3.3 Annexin-Assay

Zur Untersuchung, ob Bortezomib in steigenden Konzentrationen einen
proapoptotischen Effekt auf CD133 aufgereinigte Zellen hat, wurden die Zellen
nach Expansionskultur parallel zum BrdU-ELISA ebenfalls bezuglich ihres
Apoptoseverhaltens nach 24 stindiger und 48 stundiger Bortezomib-Inkubation
analysiert. Unter Verwendung des Annexin V-FITC Apoptose Assays (siehe 2.1.1)
wurden die Zellen durchflusszytometrisch hinsichtlich ihres frihapoptotischen und
spatapoptotischen Verhaltens unter steigender Bortezomib-Konzentration
untersucht. Die verwendeten Zytostatika-Konzentrationen sind dabei parallel zu

denen des BrdU-ELISAs gewahlt und im niedrigen Konzentrationsbereich um die
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Konzentrationen 2 nM und 5 nM erweitert. Aufgrund des schwer zuganglichen
Patientenmaterials und einer Anpassung des Konzentrationsspektrums wahrend
der Arbeit, variieren die Patientenzahlen den einzelnen Konzentrationsgruppen
(n-Werte: siehe Abbildung 12 bis 16).

3.3.1 Konzentrationsabhangige Zelluberlebensrate
endothelialer Progenitorzellen unter Bortezomib-

Inkubation

Nach Expansionskultur wurden die aufgereinigten Zellen analog zu Punkt 3.2 mit
unterschiedlichen Bortezomib-Konzentrationen Uber einen Behandlungszeitraum
von 24 Stunden und 48 Stunden behandelt. Durch die anschlieRende Analyse der
vitalen Zellen im Annexin-Apoptose-Assay konnen RuUckschlisse auf das

Zelluberleben unter den jeweiligen Behandlungskonzentrationen geschlossen

werden.
1001 100nM Abbildung 11: Scatter-Dot-Plot der

S p=0,0002 Zelliiberlebensrate CD133

£ 801 aufgereinigter Zellen nach 24h bzw.

@ 60- g 48h Bortezomib-Inkubation [100nM] in

8 = %. n=9 (24h) n=8 (48h)

2 40- ® n

3 ¢ _ﬁ_. Dargestellt ist die Patientenverteilung um

§ 20 - den zugehorigen Median, wobei jeder

0 Punkt einem Patienten zugeordnet
N o werden kann. Die Signifikanzberechnung
v > erfolgte  mit dem Mann-Whitney-Test
(siehe 2.2.11).

Wie in Abbildung 12 dargestellt, wird das Zelluberleben im Rahmen beider
Inkubationszeiten erst ab einer Behandlungskonzentration von 25 nM beeinflusst.
Insgesamt liegt die Zelliberlebensrate fur alle Konzentrationen im
Behandlungszeitraum von 24 Stunden Uber der von 48 Stunden. Bei Bortezomib-
Inkubation Uber einen Zeitraum von 24 Stunden sterben 50 Prozent der Zellen bei

einer Konzentration von 100 nM. Im Gegensatz dazu sinkt die Zelluberlebensrate
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bei einer Inkubationszeit von 48 Stunden bereits bei einer Konzentration von
50 nM auf unter 50 Prozent (42,6 Prozent). Fir die Verdopplung der
Inkubationszeit von 24 Stunden auf 48 Stunden fuhrt lediglich eine Zytostatika-
Konzentration von 100 nM zu einer signifikanten Abnahme der Zellzahl (p< 0,01)
(Abbildung 11), fuar alle niedrigeren Konzentration konnte keine signifikante
Abnahme bei Verdopplung der Behandlungsdauer festgestellt werden. Grund
hierfir konnen besonders fur die Konzentrationen 50 nM und 75 nM die
verhaltnismalig geringen Patientenzahlen und die daraus resultierenden relativ

grofRen Standardabweichungen sein.

Annexin-Assay: Zelliiberleben unter Bortezomib-Einfluss
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse nach in vitro Behandlung CD133
aufgereinigter Zellen von Patienten mit Mutliplem Myelom mit steigenden Bortezomib-
Konzentrationen.

Dargestellt sind die Mittelwerte (24h: n=2 [500] n=5 [50,75] n=6 [2] n=9 [100] n=11 [5,25] 48h: n=2
[500] n=4 [2] n=5 [50,75] n=8 [100] n=9 [5,25]) und Standardabweichungen des Zelliiberlebens
nach Zellinkubation mit steigenden Bortezomib-Konzentrationen Uber einen Behandlungszeitraum
von 24 Stunden und 48 Stunden in %. Die Zelliberlebensrate wurde dabei durch Bestimmung der
vitalen Zellen im Annexin-Apoptose-Assay (Annexin negativ + Pl negativ) ermittelt. Zunehmende
Bortezomib-Konzentrationen fiihren dabei in Abhangigkeit von der Behandlungsdauer zu einer
Abnahme des Zelliberlebens.
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Weiterhin konnte ab einer Konzentration von 25 nM fur alle Behandlungs-
konzentrationen beider Inkubationszeitpunkte eine signifikante Reduktion der
Zelluberlebensrate im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe festgestellt
werden (24h: [25]: p< 0,01; [50]: p< 0,01; [75]: p< 0,01; [100]: p< 0,01; 48h: [25]:
p< 0,01 ; [50]: p< 0,01 ; [75]: p< 0,01; [100]: p< 0,01). Es ist zu beachten, dass
eine Signifikanzberechnung fur 500 nM aufgrund der geringen Probenzahl in

dieser Konzentrationsgruppe (n=2) nicht vorgenommen wurde.

3.3.2 Konzentrationsabhangige Apoptoseraten CD133

aufgereinigter Zellen unter Bortezomib-Inkubation

3.3.2.1 Apoptoseraten nach 24h Bortezomib-Inkubation

In Abbildung 13 sind die Fruh- und Spatapoptoseraten der untersuchten CD133
aufgereinigten Zellen fur eine Inkubationszeit von 24 Stunden dargestellt.
Allgemein kann festgestellt werden, dass sich fur alle Konzentrationen mit
Behandlungseffekt (ab 25 nM) nach beiden Inkubationsintervallen prozentual mehr
Zellen in der Fruh- als in der Spatapoptose befinden: es befinden sich also nach
24 Stunden bereits ab einer Bortezomib-Konzentration von 25 nM durchgehend
mehr Zellen im Stadion der Frihapoptose als dem der Spatapoptose (25 nM: 4,2x
mehr Zellen; 50 nM: 6,25x mehr Zellen; 75 nM: 7,14x mehr Zellen; 100 nM:
4,34x mehr Zellen; 500 nM: 7,14x mehr Zellen). Bezuglich der Frih- und
Spatapoptoseraten der einzelnen Konzentrationen st dabei fur alle
Konzentrationen ab einem Wert von 25 nM ein signifikanter Unterschied
festzustellen ([25]: p< 0,01; [50]: p< 0,01; [75] p< 0,01; [100] p< 0,01). Es befinden
sich somit fur diese Konzentrationen signifikant mehr Zellen im Stadium der
Frihapoptose als dem der Spatapoptose. Weiterhin kann gezeigt werden, dass
die Erhohung der Zytostatikakonzentration von 25 nM auf 500 nM zu einer
knappen Vervierfachung der Frihapoptoserate (x3,73) fuhrt, analog hierzu kommt
es bei gleicher Konzentrationserhdhung lediglich zu einer Verdopplung der

Spatapoptoserate (x2,27).
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Annexin Assay: Apoptoseraten unter Bortezomib-Einfluss
Inkubationszeit 24 Stunden
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Abbildung 13: Durchflusszytometrische Analyse nach in vitro Behandlung CD133
aufgereinigter Zellen von Patienten mit Multiplem Myelom mit steigenden Bortezomib-
Konzentrationen iiber einen Behandlungszeitraum von 24 Stunden

Dargestellt sind die Mittelwerte (Friihapoptose: n= 2 [500] n=5 [50,75] n=6 [2] n=9 [100] n=11 [5,25]
Spétapopotse: n=2 [500] n=5 [2,50,75] n=8 [100] n=10 [5,25]) und Standardabweichungen der
prozentualen Anteile friihapoptotischer und spatapoptotischer Zellen. Unter Behandlung mit
Bortezomib flr 24 Stunden zeigt sich eine konzentrationsabhangige Zunahme der apoptotischen
Zellen, wobei der Anteil friihapoptotischer Zellen groRer ist als der Anteil spatapoptotischer Zellen.
Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte unter Verwendung des Annexin V-FITC Apoptose
Assays.

3.3.2.2 Apoptoseraten nach 48h Bortezomib-Inkubation

In Abbildung 14 sind analog zu Punkt 3.2.2.1 und Abbildung 13 die Frih- und
Spatapoptoseraten der Bortezomib-behandelten CD 133 aufgereinigten Zellen
nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden dargestellt. Auch bei Verdopplung der
Inkubationszeit von 24 auf 48 Stunden, kann ein Behandlungseffekt im Vergleich
zur unbehandelten Kontrollgruppe fur sowohl Frih- und Spaptapoptose der Zellen
erst ab einer Zytostatikakonzentration von 25 nM festgestellt werden. Vergleicht
man die Frih- und Spatapoptoseraten fur die steigende Konzentrationsreihe,

befinden sich auch nach 48 Stunden Inkubation signifikant mehr Zellen in der
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Frah- als in der Spatapoptose ([25]: p< 0,01; [50]: p< 0,01; [75]: p< 0,01; [100]: p<
0,01). Das Verhaltnis der sich in Frih- bzw. Spatapopose befindlichen Zellen ist
dabei fur 25 nM 1:0,27, 50 nM 1:0,11, 75 nM 1:0,09 und 100 nM 1:0,12. Fir die
Erhohung der Behandlungskonzentration von 25 nM auf 500 nM kann insgesamt
eine Vervierfachung der Zellen im Stadium der Frihapoptose (x4,17) sowie eine
Verdreifachung der sich in Spatapoptose befindlichen Zellen (x3,33) festgestellt
werden.

Annexin Assay: Apoptoseraten unter Bortezomib-Einfluss
Inkubationszeit 48 Stunden
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Analyse nach in vitro Behandlung CD133
aufgereinigter Zellen von Patienten mit Multiplem Myelom mit steigenden Bortezomib-
Konzentrationen liber einen Behandlungszeitraum von 48 Stunden.

Dargestellt sind die Mittelwerte (Friihapoptose: n=2 [500] n=4 [2] n=5 [50,75] n=8 [100] n=9 [5,25]
Spétapoptose: n=2 [500] n=4 [2] n=5 [50,75] n=9 [100] n=10 [5,25]) und Standardabweichungen
der prozentualen Anteile friilhapoptotischer und spatapoptotischer Zellen. Unter Behandlung mit
Bortezomib flr 48 Stunden zeigt sich eine konzentrationsabhangige Zunahme der apoptotischen
Zellen, wobei der Anteil frihapoptotischer Zellen gréRer ist als der spatapoptotischer Zellen. Die
durchflusszytometrische Analyse erfolgte unter Verwendung des Annexin V-FITC Apoptose
Assays.
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3.3.2.3 Fruhapoptose

Abbildung 15 zeigt die Frihapoptoseraten CD133 aufgereinigter Zellen nach
Bortezomib-Inkubation mit steigenden Behandlungskonzentrationen fir einen
Behandlungszeitraum von 24 Stunden bzw. 48 Stunden. Allgemein zeigt sich ab
einer Bortezomib-Konzentration von 25 nM eine Zunahme der Fruhapoptoserate
mit steigender Behandlungskonzentration. Die Inkubation mit 2 nM bzw. 5 nM
zeigt dabei fur beide Inkubationszeitpunkte keinen proapoptotischen Einfluss. Fur
die Verdopplung des Behandlungszeitraumes von 24 Stunden auf 48 Stunden
kann ab 25 nM ein synergistischer Effekt bezuglich der Zellapoptoserate
festgestellt werden, wobei sich die Zunahme der frUhapoptotischen Zellen jedoch
nur fur die Konzentrationen 50 nM bis 100 nM als signifikant erweist ([50]: p= 0,03;
[75]: 0,02; [100]: p< 0,01). Vergleicht man die Zellapoptose der einzelnen
Konzentrationen beider Inkubationszeiten mit einer unbehandelten Kontrollgruppe,
zeigt sich eine signifikante Zunahme der Fruhapoptoserate fur alle
Konzentrationen mit proapoptotischem Behandlungseffekt (24h: [25]: 0,01 [50]:
p< 0,01; [75]: p< 0,01; [100] p< 0,01 / 48h: [25]: p< 0,01 [50]: p< 0,01; [75]: p<
0,01; [100] p< 0,01)
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Annexin-Assay: Friihapoptose unter Bortezomib-Einfluss
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse nach in vitro Behandlung CD133
aufgereinigter Zellen von Patienten mit Mutliplem Myelom mit steigenden Bortezomib-
Konzentrationen. Darstellung der Frithapoptose.

Dargestellt sind die Mittelwerte (24h: n=2 [500] n=5 [50,75] n=6 [2] n=9 [100] n=11 [5,25] 48h: n=2
[500] n=4 [2] n=5 [50,75] n=8 [100] n=9 [5,25] und Standardabweichungen der Friihapoptoseraten
nach Zellinkubation mit steigenden Bortezomib-Konzentrationen Uber einen Behandlungszeitraum
von 24 Stunden und 48 Stunden in %. Die Analyse erfolgte mittels Annexin V-FITC Apoptose
Assay, wobei sich Zellen in Frihapoptose als Annexin positiv + Pl negativ darstellen. Eine
proapoptotische Wirkung kann fir beide Behandlungszeitraume ab einer Konzentration von 25 nM
nachgewiesen werden.

3.3.2.4 Spatapoptose

Abbildung 16 zeigt die Spatapoptoseraten CD133 aufgereinigter Zellen nach
Bortezomib-Inkubation mit steigenden Behandlungskonzentrationen fur einen
Behandlungszeitraum von 24 Stunden bzw. 48 Stunden. Hierbei kann analog zu
Punkt 3.3.2.3 ein Behandlungseffekt erst ab einer Konzentration von 25 nM
festgestellt werden. Insgesamt zeigt sich fur die Zytostatikainkubation Uber 24
Stunden keine kontinuierliche Zunahme der Apoptoserate mit steigender
Bortezomib-Konzentration, sondern es bilden sich zwei Wirkplateaus: Plateau 1

fur die Konzentrationen 25 nM bis 75 nM mit einer durchschnittlichen
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Spatapoptoserate von 4 Prozent und Plateau 2 fur die Konzentrationen 100 nM

und 500 nM mit einer durchschnittlichen Spatapoptoserate von 7,3 Prozent.

Annexin-Assay: Spatapoptose unter Bortezomib-Einfluss
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Abbildung 16: Durchflusszytometrische Analyse nach in vitro Behandlung CD133
aufgereinigter Zellen von Patienten mit Mutliplem Myelom mit steigenden Bortezomib-
Konzentrationen.

Dargestellt sind die Mittelwerte (24h: n=2 [500] n=5 [2,50,75] n=8 [100] n=10 [5,25] 48h: n=2 [500]
n=4 [2] n=6 [50,75] n=9 [100] n=10 [5,25]) und Standardabweichungen der Spatapoptoseraten
nach Zellinkubation mit steigenden Bortezomib-Konzentrationen Uber einen Behandlungszeitraum
von 24 Stunden und 48 Stunden in %. Die Analyse erfolgte mittels Annexin V-FITC Apoptose
Assay, wobei sich Zellen in Spatapoptose als Annexin positiv + Pl positiv darstellen. Ein
proapoptotischer Effekt kann fiir beide Behandlungszeitraume ab einer Konzentration von 25 nM
nachgewiesen werden, wobei die Spatapoptoserate nach 24h zwei Wirkplateaus zeigt und nach 48
Stunden mit steigender Zytostatikakonzentration kontinuierlich zunimmt.

Nach Inkubation Uber 48 Stunden zeigt sich hingegen, wie bereits bei Analyse der
Frihapoptoseraten, eine kontinuierliche Zunahme der Apoptoserate mit steigender
Behandlungskonzentration. Fur die Verdopplung der Inkubationszeit von 24
Stunden auf 48 Stunden kann zwar bereits ab einer Konzentration mit 25 nM ein
synergistischer Effekt gesehen werden, im Gegensatz zur Fruhapoptose erweist
sich jedoch nur die Behandlung mit 100 nM als statistisch signifikant. Bei Vergleich

der Spatapoptoseraten der einzelnen Konzentrationen mit einer unbehandelten
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Kontrollgruppe zeigt sich eine statistisch signifikante Zunahme im Gegensatz zur
Frihapoptose fur beide Behandlungszeitraume erst ab einer Konzentration von 50
nM (24h: [50]: p< 0,01; [75]: p< 0,01; [100]: p< 0,01 / 48h: [50]: 0,03; [75]: p= 0,03;
[100]: p< 0,01).

3.4 Differenzierungsverhalten CD133 aufgereinigter

Zellen unter Bortezomib-Inkubation

3.4.1 Immunfluoreszenzanalyse der Endothelmarkerexpression

differenzierter CD133 aufgereinigter Zellen

Zur Analyse des Differenzierungsverhaltens CD133 aufgereinigter Zellen nach
Expansionskultur wurden die Zellen nach 14 tagiger Differenzierungskultur mittels
Immunfluoreszenzfarbung auf die endothelspezifischen Oberflachenantigene
CD144, vWF und VEGF-Rezeptor-2 untersucht (siehe 2.2.7). Als Positivkontrolle
wurden jeweils Endothelzellen der HUVEC-Zellreihe mitgefuhrt. In Abbildung 17
sind exemplarisch digitale Bildaufnahmen der einzelnen Immunfarbungen an
Patientenzellen plus die zugehodrigen Kontrollfarbungen an HUVEC-Zellen

dargestellt (20fache Vergrolerung, siehe 2.2.8)

In Abbildung 18 ist der prozentuale Anteil Antigen-tragender differenzierter CD133
aufgereinigter Zellen im Vergleich zur HUVEC-Zellreihe fur die gewahlten
Oberflachenmarker dargestellt. Es kann gezeigt werden, dass alle drei
endothelspezifischen Oberflachenmarker von den Differenzierungszellen
exprimiert werden, der prozentuale Anteil positiver Zellen liegt dabei generell unter
dem der Kontrollgruppe. Das Oberflachenantigen VEGF-R2 wird dabei sowohl von
der Kontrollgruppe als auch den Differenzierungszellen am starksten exprimiert,
gefolgt von CD144 und vWF. Das Verhaltnis der Antigenexpression von HUVEC-
Zellen und Patientenzellen betragt fur vVWF sowie VEGF-R2 1:0.7 und fur CD144
1:0.69, d.h. die Endothelzellmarkerexpression der Differenzierungszellen liegt 30%

bzw. 31% unterhalb der Expressionsrate der Kontrollzellen.
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Abbildung 17: Inmunfluoreszenzfarbung CD133 aufgereinigter Zellen nach 14 tagiger
Differenzierungskultur in vitro, Aufnahmen in 20facher VergroRerung

A: Patientenzellen: Farbung nach vWF B: HUVECs: Farbung nach vWF
C: Patientenzellen: Farbung nach CD144 D: HUVECs: Farbung nach CD144
E: Patientenzellen: Farbung nach VEGF-R2 E: HUVECs: Farbung nach VEGF-R2

Dargestellt sind die Immunfluoreszenzfarbungen CD133 aufgereinigter Zellen nach den
endothelspezifischen Oberflachenmarkern vVWF, CD144 und VEGF-R2. Als Kontrolle dienten fir
jede Farbung HUVEC-Zellen. Blau erscheinen die mit DAPI gegengefarbten Zellkerne, Antikdrper-
positive Zellen stellen sich zusatzlich griin dar (FITC).
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CD133 aufgereinigte Zellen: Endothelmarker-Expression
nach Differenzierungskultur
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Abbildung 18: Inmunfluoreszenz-Analyse der Expression endothelspezifischer
Oberflachenmarker CD133 aufgereinigter Zellen nach Differenzierungskultur in vitro.

Dargestellt sind die Mittelwerte (n=) und Standardabweichungen der immunzytologisch gefarbten
CD133 aufgereinigter Zellen nach 14 tagiger Differenzierungskultur in %. Die Analyse erfolgte
mittels Immunfluoreszenzfarbung unter Verwendung der endothelspezifischen Oberflachenmarker
CD144 (VE-Cadherin), vWF und VEGF-R2 (KDR). Als Positivkontrolle dienten Zellen der HUVEC-
Zellereihe.

3.4.2 Immunfluoreszenzanalyse des Differenzierungsverhaltens

CD133 aufgereinigter Zellen

Das Differenzierungsverhalten CD133 aufgereinigter Zellen unter Bortezomib-
Einfluss wurde nach 14 tagiger Differenzierungskultur mittels Immunfluoreszenz-
analyse analysiert. Im Gegensatz zu 3.4.1 wurde nicht nach endothelialen
Oberflachenmarkern gefarbt, sondern die jeweilige Gesamtzellzahl der
differenzierten Zellen unter steigender Bortezomib-Inkubation untersucht und
anschliel3end zu der Gesamtzellzahl einer als Standard dienenden unbehandelten
Zellprobe ins Verhaltnis gesetzt. Ziel ist die Untersuchung des Differenzierungs-
verhaltens CD133 aufgereinigter Zellen wunter VEGF-Einfluss in reife

Endothelzellen unter steigender Bortezomib-Konzentration.

57



Ergebnisse 58

Abbildung 19: Inmunfluoreszenzanalyse des Differenzierungsverhaltens CD133
aufgereinigter Zellen nach 14 tagiger Differenzierungskultur in vitro unter steigender
Bortezomib-Konzentration

Die Bilder A-F zeigen exemplarisch an einem Patienten digitale Fluoreszenzaufnahmen CD133
aufgereinigter Zellen nach 14 tagiger Differenzierungskultur unter dem Einfluss steigender
Bortezomib-Konzentrationen (A = unb. B = 2nM C = 10nM D = 50nM E = 75nM F = 100nM). Die
Zellfarbung zur Bestimmung der Zellzahl erfolgte durch Farbung der Zellkerne mit Pl. Es ist eine
Abnahme der Anzahl differenzierter Zellen mit steigender Zytostatika-Konzentration zu erkennen.
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Abbildung 19 zeigt digitale Fluoreszenzaufnahmen differenzierter Zellen eines
Patienten unter steigender Bortezomib-Konzentration. Bei den untersuchten Zellen
handelt es sich um adharente Zellen, deren Zellkern mit Pl zwecks
Zellzahlbestimmung gefarbt wurde. Die Abnahme der Zellzahl differenzierter
Zellen unter Bortezomib-Inkubation ist erganzend in Abbildung 20 grafisch
dargestellt. Beide Abbildungen zeigen eine deutliche Verringerung der Zellzahl mit
steigender Zytostatika-Konzentration. Bereits ab einer Konzentration von 25 nM
sinkt die Zellzahl unter 50% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, fur eine

Konzentration von 100 nM fallt die Zellzahl auf unter 20%.

Differenzierungsverhalten CD133 aufgereinigter Zellen
unter Bortezomib-Einfluss
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Abbildung 20: Immunfluoreszenzanalyse des Differenzierungsverhaltens CD133
aufgereinigter Zellen nach 14 tagiger in vitro Bortezomib-Inkubation mit aufsteigenden
Zytostatika-Konzentrationen.

Dargestellt sind die Mittelwerte (n=7 [1]-[100] n=2 [500]) und Standardabweichungen der
Differenzierungsrate endothelialer Progenitorzellen nach 14téagier Differenzierungskultur unter
Bortezomib-Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen in %. Die Analyse erfolgte mittels PI-
Farbung und anschlieender Bestimmung der absoluten Zellzahl durch manuelles Auszahlen.
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Fir die Inkubation mit 500 nM Bortezomib konnte eine durchschnittliche Reduktion
der Zellzahl auf knapp 0.5% gezeigt werden. Die Abnahme der Zellzahl ist in
diesem Zusammenhang bereits fur niedrige Behandlungskonzentrationen
statistisch signifikant. Insgesamt kann von einer statistischen Signifikanz der
beobachteten Zellzahlreduktion der einzelnen Konzentrationen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe fur alle Konzentrationen ab 5 nM gesprochen
werden ([5]: p=0,05 [10]: p=0,04 [25]: p< 0,01 [50]: p< 0,01 [75]: p< 0,01 [100]:
p< 0,01).
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4 Diskussion

4.1 Hintergrund

Hintergrund dieser Studie ist, dass die antiangiogenetische Wirkung des
Zytostatikums Bortezomib auf endotheliale Progenitorzellen im Rahmen der
Tumorangiogenese des Multiplen Myeloms noch weitgehend unerforscht ist. Im
Laufe der letzten Jahre konnte bereits eine antiangiogenetische Wirkung
Bortezomibs auf ausgereifte Endothelzellen durch unterschiedliche Mechanismen
nachgewiesen werden. Zum einen lasst die Runterregulation der VEGF-
Sekrektion multipler Myelomzellen durch den Proteasominhibitor (Hayashi et al.,
2003; Roccaro et al., 2006) und die damit verbundene Verringerung dieses fur das
Endothelwachstum essentiellen Wachstumsfaktors eine indirekte Beeinflussung
der Angiogenese endothelialer Zellen durch das Zytostatikum vermuten (Tamura
et al., 2010). Zum anderen konnten Roccaro et al. erganzend hierzu 2006 einen
direkt hemmenden Effekt Bortezomibs auf verschiedene Funktionen
proangiogenetischen Zellverhaltens endothelialer Zellen Multipler Myelom-
Patienten sowie HUVEC-Zellen nachweisen. Wahrend Roccaro et al. 2006 in
diesem Zusammenhang unter anderem eine dosisabhangige Inhibition von
Chemotaxis, Zelladhasisonsverhalten auf Fibronektin und Tubulusbildung im
Matrigel-Assay beider Zellgruppen zeigen konnten (Roccaro et al., 2006), wiesen
Podar et al. bereits zwei Jahre zuvor eine dosisabhangige Reduktion der
Uberlebensrate und des Migrationsverhaltens von HUVEC-Zellen unter
Bortezomib-Inkubation nach (Podar et al., 2004). Die in vitro Erforschung der
antiangiogenetischen Effekte Bortezomibs auf endotheliale Progenitorzellen ist
besonders im Hinblick auf ein besseres Verstandnis des klinischen Wirkspektrums

des Proteasomeninhibiors auf die Tumorangiogenese bedeutsam.
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4.2 Phanotyp und Definition endothelialer Progenitor-

zellen

Wie in der Einleitung besprochen, ist der genaue Phanotyp endothelialer
Progenitorzellen weiterhin umstritten, was in den letzten Jahren zunehmend zu
Kontroversen und ausgepragten Debatten innerhalb der aktuellen Studienlage
gefuhrt hat (Yoder und Ingram, 2009a). Die Verwendung der Stammzellmarker
CD34 und CD133 zur Ildentifizierung endothelialer Vorlauferzellen als Teilmenge
eines mononuklearen Zellpools aus humanem Nabelschnurvenenblut bzw. G-CSF
stimuliertem peripheren Blut wird aktuell noch immer von zahlreichen
Forschergruppen favorisiert (Gehling et al., 2000; Wu et al., 2007; Ramos et al.,
2010). Aufgrund der Tatsache, dass CD133 als Oberflachenmarker von sowohl
hamatopoetischen (Miraglia et al., 1997) als auch endothelialen Vorlauferzellen
exprimiert wird, ist eine Unterscheidung dieser Zellpopulationen nach Aufreinigung
derzeit jedoch nicht sicher mdglich (Ramos et al., 2010). Weiterhin wird die
gegenwartige Diskussion dadurch erschwert, dass einzelne Arbeitsgruppen die
Differenzierungsfahigkeit CD133 positiver Zellen in Endothelzellen bezweifeln
bzw. bestreiten (Timmermans et al., 2007; Case et al., 2007). Dem entgegen zu
setzen ist, dass andere Studien zeigen konnten, dass CD133 positive Zellen unter
bestimmten Kulturbedingungen in vitro in mature Endothelzellen unter Expression
typischer Endothelzell-Oberflachenmarker wie CD144 und vWF differenzieren
konnen bzw. die Fahigkeit besitzen in vitro gefalahnliche Strukturen zu bilden
(Peichev et al., 2000; Gehling et al., 2000; Quirinci et al., 2001; Ramos et al.,
2010).

Zur Definition humaner endothelialer Progenitorzellen werden aktuell drei

verschiedene Methoden bevorzugt (Yoder, 2009):

1. Die Kultivierung mononuklearer Zellen aus dem peripheren Blut auf
Fibronektin-beschichteten Kulturplatten unter dem Einfluss variierender
Wachstumsfaktoren unter Verwerfung der nicht-adharenten Zellen nach

einer variierenden Anzahl an Tagen. Die Zellen der verbleibenden
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adharenten Zellpopulation besitzen die Eigenschaft, low density-
Lipoprotein aufnehmen und bestimmte Lektine binden zu kdnnen, und
werden als endotheliale Progenitorzellen bezeichnet.

2. Die Nutzung monoklonaler Antikérper zur durchflusszytometrischen
Analyse (FACS-Analyse) einer bestimmten Zellpopulation. In Anlehnung an
Asahara et al. haben Peichev et al. ein Protokoll fur die Oberflachenmarker
CD34, CD133 und KDR entworfen und dreifach-positive Zellen aus dem
peripheren Blut bzw. Nabelschnurblut als endotheliale Progenitorzellen
bezeichnet.

3. Die Verwendung sogenannter in vitro ,colony forming cell assays®:

a. CFU(colony forming unit) — Hill — Assay
b. ECFC (endothelial colony forming cell) — Assays
(Yoder, 2009)

Die in der vorliegenden Arbeit gewahlte Aufreinigung nach CD133/CD34 positiven
Zellen, und damit gleichzeitige Selektion endothelialer Progenitorzellen als
prozentuale Teilmenge dieses Zellpools, stutzt sich unter anderem auf die Arbeit
von Peichev et al., die im Jahre 2000 eine Co-Expression des
Oberflachenmarkers CD133 auf einem bedeutenden Anteil CD34/VEGF-R2-
positiver Zellen nachweisen konnten. Methodisch wurden dabei initial CD34
positive Zellen immunmagnetisch aus Nabelschnurblut, G-CSF stimuliertem
peripheren Blut sowie fotaler Leber isoliert und direkt nach Aufreinigung auf die
Expression der Oberflachenmarker CD34, VEGF-R2 und CD133 untersucht.
AnschlieRend wurden die Zellen unter Zugabe des Wachstumsfaktors FGF-2 drei
Tage kultiviert, wonach die Zellpopulation nicht-adharenter Zellen jeweils auf
kollagenbeschichteten Kulturplatten fur 14 Tage weiter kultiviert wurden. Die
Differenzierung dieser Zellen zu ausgereiften Endothelzellen unter Kultur, und der
Verlust des Oberflachenmarkers CD133 zu Gunsten der Endothelmarker vWF und
CD144, fuhrte zu der Hypothese, es handele sich bei der untersuchten

Zellpopulation um endotheliale Progenitorzellen (Peichev et al., 2000).
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Im Hinblick auf die immunomagnetische Isolation CD133 positiver Zellen aus
einem zuvor G-CSF stimulierten mononuklearen Zellpool wurde in dieser Arbeit in
Ubereinstimmung mit der aktuellen Literatur (Freund et al., 2006; Leor et al., 2006)
eine Reinheit von durchschnittlich 98,6 Prozent erzielt. Im Verlauf der 21 tagigen
Expansionskultur nahm die Expression des Stammzellmarkers rapide ab und fiel
bereits innerhalb der ersten Woche auf unter 50 Prozent. Zum Behandlungs-
zeitpunkt konnte somit lediglich eine Zellexpressionsrate von 2 Prozent
nachgewiesen werden. Loges et al. konnten 2004 entsprechende Ergebnisse
vorweisen, die zeigten, dass die Expression des Oberflachenmarkers CD133
zwischen Tag 24 und 29 wieder deutlich zunahm (Loges et al., 2004). Fir den
Ruckgang der gemessenen CD133-Expression sind verschiedene Ursachen
denkbar. Endotheliale Vorlauferzellen konnen, wie bereits in der Einleitung
dargestellt, in fruhe endotheliale Progenitorzellen (CD34+ CD133+) mit
stammzelltypisch geringer Proliferationskapazitat und spate endotheliale
Progenitorzellen unterteilt werden. Spate Vorlauferzellen kennzeichnet dabei ein
ausgepragt hohes Proliferationsverhalten unter Verlust der Oberflachenmarker
CD34 und CD133 bei zunehmender Expression endothelspezifischer Antigene
(Napoli et al., 2010). Die in dieser Arbeit beobachteten hohen Proliferationsraten
im Rahmen der Expansionskultur stitzen die Annahme, dass es sich bei einem
Groliteil der Zellpopulation an Tag 21 um spate Endothelvorlauferzellen handelt.
In diesem Zusammenhang konnte beispielsweise eine im Versuchsverlauf
frihzeitige Umwandlung der Hauptanzahl friher endothelialer Progenitorzellen in
spate endotheliale Progenitorzellen und die anschlieRende Proliferation dieser
Zellen vermutet werden. Ebenfalls denkbar ist die Umwandlung eines lediglich
geringen Anteils fruher endothelialer Progenitorzellen in spate endotheliale
Vorlauferzellen, wobei es im weiteren Expansionsverlauf durch das
unterschiedliche Proliferationsverhalten beider Zellgruppen zu der gezeigten
prozentualen Abnahme CD133 positiver Zellen kommt, ohne dass sich die

eigentliche Anzahl CD133 positiver Zellen verringert.

Kritisch zu diskutieren ist ebenfalls die Frage nach einer moglichen

Teildifferenzierung CD133 positiver Zellen in Zellen der hamatopoetischen Zelllinie
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unter den in dieser Arbeit gewahlten Kulturbedingungen. Da sowohl
hamatopoetische Progenitorzellen (HPCs) als auch frihe endotheliale
Progenitorzellen den Oberflachenmarker CD133 exprimieren (Eguchi et al., 2007),
ist anzunehmen, dass sich in der immunomagnetisch aufgereinigten Zellfraktion
neben den fur den Versuch gewunschten endothelialen Progenitorzellen ebenfalls
hamatopoetische Vorlauferzellen befinden. Das prozentuale Verhaltnis beider
Zellpopulationen zueinander ist dabei in dieser Versuchsanordnung unbekannt. Im
Rahmen weiterfUhrender Studien ware in diesem Zusammenhang zusatzlich zu
einer Reinheitskontrolle unter Expansionskultur (CD34/CD133) eine Untersuchung
auf typtische hamatopoetische Oberflachenmarker wie beispielsweise CD45 unter
Expansionskultur im FACS-Zytometer wunschenswert. Ebenfalls denkbar ware
eine nahere Identifikation der immunomagnetisch aufgereinigten Zellpopulation im
FACS-Zytometer mit einer Zusatzbestimmung von hamatopoetischen sowie
monozytaren Oberflachenmarkern wie beispielsweise CD14 und CD45, um
beispielsweise konstruktiv die Ergebnisse von Rhode et al. miteinzubeziehen,
welche in ihrer Studie von 2006 die Hypothese aufstellten, dass Monozyten und
ihre Nachfolgerzellen phanotypisch endotheliale Progenitorzellen in zahlreichen

experimentellen Modellen nachahmen konnen (Rhode et al., 2006).

4.3 Diskussion zum Proliferations- und Apoptosever-
halten endothelialer Progenitorzellen unter Borte-

zomibeinfluss

Ein  Schwerpunkt der Arbeit bestand in der Untersuchung der
proliferationshemmenden Wirkung Bortezomibs auf endotheliale Progenitorzellen
aus dem Blut Multipler-Myelom-Patienten. In Ubereinstimmung mit den
vorgelegten Ergebnissen konnten Roccaro et al. bereits 2006 einen inhibierenden
Effekt des Klasse-I-Proteasomenhemmers auf die Proliferation reifer
Endothelzellen eines vergleichbaren Patientenkollektivs nachweisen (Roccaro et
al., 2006). Sowohl Roccaro et al. als auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

konnten in diesem Zusammenhang eine Abhangigkeit der proliferations-
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hemmenden Wirkung von Behandlungsdosis und Behandlungsdauer in klinisch
relevanten Konzentrationsbereichen zeigen (siehe Abbildung 10). Zusatzlich
konnte in der Studie von Roccaro et al. 2006 eine konzentrationsabhangige
Reduktion der unter Studienbedingungen erreichten VEGF-Spiegel nachgewiesen
werden. Die anzunehmende Interaktion zwischen endothelialen Progenitorzellen
und reifen Endothelzellen im Rahmen angiogenetischer Prozesse, sowie die
VEGF-Abhangigkeit beider Zellpopulationen, legen den Schluss nahe, dass eine
anti-angiogenetische Teilwirkung Bortezomibs aufgrund der Proliferations-
hemmung beider Zellgruppen sowie der Reduktion des angiogenetisch regulativen
Wachstumsfaktors VEGF erfolgt.

Wie in den Abbildungen 12 bis 16 zu sehen ist, konnten weiterhin eine
dosisabhangige Abnahme des Zelluberlebens sowie eine proapoptotische
Wirkung des Zytostatikums auf endotheliale Vorlauferzellen unter dosisabhangiger
Induktion von sowohl Fruh- als auch Spatapoptose nachgeweisen werden. Als
entscheidender Wirkmechanismus Bortezomibs auf molekularer Ebene ist in
diesem Zusammenhang die Inhibition von Nuklear Factor-kappa B (NF-kB) zu
nennen. NF-kB ist in seiner inaktiven Form im Zytoplasma fast aller Zelltypen
enthalten und beeinflusst als Transkriptasefaktor unterschiedliche Aspekte des
Zellzyklus (Karin und Ben-Neriah, 2000). Die Aktivitat von NF-kB wird hierbei
durch Bindung an ”Inhibitor of kappa B” (IkB) als spezifischen Inhibitor geregelt
(Beg und Baldwin, 1993). Nach Phosphorylierung, Ubiquitinierung und
proteolytischer Degradation von IkB kommt es zur Translokation NF-kBs in den
Zellkern (Zandi und Karin, 1999). Durch spezifische Bindung an sogenannte
"target genes” wird die Transkription von multiplen Zytokinen, Adhasionsmolekulen
und Apoptoseinhibitoren (inhibitor of apoptosis (IAPs) und Bcl-2) gefordert (Adams
et al., 2000). Wie in Abbildung 21 schematisch dargestellt, blockiert Bortezomib
die Aktivierung NF-kBs durch Inhibierung der proteosomalen Degradierung von
IkB, wodurch es indirekt zu einer Abnahme von |IAPs und weiteren Stérungen des
Zellzyklus kommt, die bei ausbleibender Gegenregulation zum Zelltod fuhren

konnen.
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Abbildung 21: Bortezomib inhibiert den Transkriptasefaktor NF-kB

Bortezomib verhindert die Degradation des NF-kB-Inhibitors IkB und damit die Aktivierung des
Transkriptasefaktors NF-kB [modifiziert nach Adams 2002b].

Die proapoptotische Wirkung Bortezomibs konnte bereits sowohl in vitro als auch
in vivo fur unterschiedliche Tumorentitaten bestatigt werden (Sunwoo et al., 2001;
Williams et al., 2003; Nawrocki et al., 2004; Kelley et al., 2004; Codony-Servat et
al., 2006). Hier ist in Bezug auf die vorliegende Arbeit im Besonderen das Multiple
Myelom zu nennen (Hideshima et al., 2001; LeBlanc et al., 2002; Mitsiades et al.,
2003). Bedeutsamerweise konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Tumorzellen
deutlich anfalliger fur die proapoptotischen Effekte von Proteasomeninhibitoren
sind als normale Zellen (Soligo et al., 2001; Adams, 2002a; Ma et al., 2003), was
klinische Bedeutung im Rahmen des vergleichsweise  moderaten

Nebenwirkungsprofils dieser noch jungen Zytostatikagruppe findet.

Wie in den Abbildungen 13 und 14 dargestellt, befinden sich fur beide in dieser
Arbeit gewahlten Inkubationszeitraume nach Bortezomib-Inkubation deutlich mehr
Zellen im Stadium der Fruhapoptose als im Stadium der Spatapoptose. Es stellt
sich hierbei die Frage, in wie weit in Frihapoptose befindliche endotheliale
Progenitorzellen in der Lage sind, sich durch zelleigene Reparaturmechanismen

zu regenerieren. Da es zu dieser Thematik noch keine Literatur gibt, waren zur
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Klarung der Nachhaltigkeit der Apoptoseinduktion durch Bortezomib

weiterfuhrende in vitro Versuche wiinschenswert.

4.4 Diskussion zum Differenzierungsverhalten endo-
thelialer Progenitorzellen unter Bortezomib-

Einfluss

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit bestand in der Untersuchung des
Differenzierungsverhaltens endothelialer Progenitorzellen unter Bortezomib-
Einfluss. Wie in Abbildung 18 schematisch dargestellt, konnte nach
Differenzierungskultur die Zellexpression endothelzelltypischer Oberflachenmarker
nachgewiesen werden. Wie bereits beschrieben, herrscht in der aktuellen
Studienlage Uneinigkeit bezuglich der Differenzierungsfahigkeit CD133 positiver
Zellen in reife Endothelzellen. In Ubereinstimmung mit zahlreichen Studien kann
diese Arbeit die Differenzierungsfahigkeit CD133 positiver Zellen in Endothelzellen
bestatigen (Peichev et al., 2000; Gehling et al., 2000; Quirinci et al., 2001; Ramos
et al.,, 2010). Die Tatsache, dass die Exprimierungsrate aller untersuchten
Antigene prozentual unterhalb der Kontrollgruppe liegt, kdnnte zum einen dadurch
erklart werden, dass noch nicht alle Zellen vollstandig differenziert sind, es sich
also um Zwischenstufen mit unbekanntem noch nicht vollends ausgepragtem
endothelialen Oberflachenprofil handelt. Andererseits ware das Vorhandensein
einer zweiten Zellpopulation mit demnach nicht-endothelialen Oberflachen-
antigenen denkbar. Morphologisch mussten diese Zellen quasi Endothelzellen
mimen, da in dieser Arbeit eine Differenzierung der urspringlichen
Suspensionszellen in  fur Gefaldzellen typische spindelférmig-adharente
Zellteppiche beobachtet werden konnte. Zur Klarung dieser Frage waren
weiterfuhrende Studien unter Ausweitung der immunologisch untersuchten
Oberflachenantigene nach Differenzierungskultur erstrebenswert. Im Vorfeld
bedarf es auch in diesem Zusammenhang der eindeutigen Bestimmung des
Phanotypes endothelialer Vorlauferzellen, um die zu differenzierende

Ausgangspopulation sicher bestimmen zu kdénnen.



Diskussion

Bedeutenderweise konnte in dieser Arbeit eine dosisabhangige signifikante
Inhibierung der Zelldifferenzierung endothelialer Progenitorzellen  unter
Bortezomib-Inkubation nachgewiesen werden (siehe Abbildung 19 und 20).
Aufgrund der bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit kann hierbei kritisch hinterfragt
werden, inwieweit ein Bortezomib-induziertes Zellsterben wahrend der
Differenzierungskultur die Endwerte falsch positiv beeinflult. Fur die Inhibierung
der Tumorangiogenese im klinischen Alltag hat diese Unterscheidung vermutlich

jedoch keine Relevanz, da sich beide inhibitorischen Effekte addieren.

4.5 Beitrag endothelialer Progenitorzellen zur

Tumorangiogenese

Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre deuten zunehmend darauf hin, dass
die Tumorvaskularisation unterschiedlicher Tumorentitaten im Rahmen der Tumor-
angiogenese nicht ausschliel3lich durch mature Endothelzellen erfolgt. Die
Forschungsergebnisse der letzen Jahre lassen zunehmend erkennen, dass
endotheliale Progenitorzellen als Vorlauferzellen mit hoher Proliferationskapazitat
im Rahmen des sogenannten angiogenetic switch in das jeweilige Tumorgebiet
rekrutiert werden um dort durch Bildung eines endothelialen Zellpools maldgeblich
zur Tumorgefal3bildung beizutragen (Vajkoczy et al., 2003; Ribatti, 2004; Nolan et
al., 2007; Du et al., 2008). Einzelne Studien konnten in diesem Zusammenhang
keinen Beitrag endothelialer Progenitorzellen zur Tumorangiogenese nachweisen
und zweifeln demnach die Relevanz endothelialer Vorlauferzellen in Bezug auf
Tumorvaskularisation und —ausbreitung an (De Palma et al., 2003; Goéthert et al.,
2004). Dementgegen vertreten Bagley et al., basierend auf ihren
Forschungsergebnissen aus dem Jahre 2003, die Meinung, endotheliale
Progenitorzellen seien ein deutlich besseres Modell zur Erforschung humaner
Tumorendothelzellen als mature Endothelzellreihen (Bagley et al., 2003). Wie

jedoch bereits im Vorfeld erlautert, ist diese Ergebnisdiskrepanz mit grol3er



Diskussion

Wahrscheinlichkeit durch uneinheitliches Studiendesign und das Fehlen eines

einheitlichen Phanotypes zu erklaren.

Der Beitrag endothelialer Progenitorzellen zur Tumorvaskularisation des Multiplen
Myeloms ist noch weitgehend unerforscht. Bekannt ist, dass die Dichte der
Mikrogefale im Knochenmark mit der Expression proangiogenetischer Faktoren
sowie der Aktivitat des Multiplen Myeloms korreliert (Vacca et al., 1994; Sezer et
al., 2001; Pruneri et al., 2002; Rajkumar et al., 2002; Bhatti et al., 2006; Rana et
al., 2010). Eine Zunahme der MikrogefalRdichte des Knochenmarks fuhrt dabei zu
einem prognostischen Nachteil (Sezer et al., 2000). Zhang et al. untersuchten
2005 in ihrer Studie an 31 Patienten die Relation zwischen endothelialen
Progenitorzellen und Tumoraktivitat und konnten eine Korrelation zwischen
erhdhten Endothelprogenitorzell-Leveln und erhdhten M-Protein-Werten als
Marker fur steigende Tumoraktivitat zeigen (Zhang et al., 2005). Neuere Studien
konnten ebenfalls erhdhte Serumlevel endothelialer Progenitorzellen im Blut von
Patienten mit weiteren malignen Erkrankungen nachweisen (Dome et al., 2008). In
diesem Zusammenhang konnten unter anderem erhohte EPC-Werte fur das nicht-
kleinzellige Lungenkarzinom (Dome et al., 2006), das hepatozellulare Karzinom
(Ho et al., 2006), das Mammakarzinom (Furstenberger et al., 2006), das
kolorektale Karzinom (Willett et al., 2004; Lin et al., 2007), das non-Hodgkin
Lymphom (Igreja et al.,, 2007) und die akute myeloische Leukamie (AML)
(Wierzbowska et al., 2005) festgestellt werden. Die Verwendung endothelialer
Progenitorzellen als pathogenetische Biomarker fur das Multiple Myelom, wie von
Zhang et al. 2005 vorgeschlagen, stellt beispielsweise eine attraktive Moglichkeit
fur die Verifizierung des Therapieansprechens dar, bedarf bis zu ihrem Einsatz
jedoch weiterfuUhrender Forschung. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass
die Bedeutung endothelialer Progenitorzellen im Rahmen der Tumorangiogenese
des Mulitplen Myeloms als hamatologische Neoplasie noch unzureichend
erforscht ist und abschlieBend erst nach eindeutiger Identifizierung des

Phanotypes endothelialer Vorlauferzellen geklart werden kann.
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4.6 Limitierung der in vitro Untersuchung

In der vorliegenden Arbeit sind endotheliale Progenitorzellen aus Stammzell-
Leukapheresaten zur autologen Stammzelltransplantation an Multiplem Myelom
erkrankter Patienten kultiviert und behandelt worden. Unter pathophysiologisch
realen Bedingungen stehen endotheliale Progenitorzellen mit den sie
umgebenden Myelomzellen in wechselseitiger Interaktion. Das Zusammenspiel
dieser Zellen im Tumorgefalbett ist in der in vitro Versuchsanordnung jedoch nicht
gegeben. Myelomzellen stehen Uber eine Vielzahl von Zytokinen in enger
Interaktion mit dem sie umgebenden Knochenmark (Mitsiades et al., 2004;
Mitsiades et al., 2007). Die Sekretion einer Vielzahl von Botenstoffen wie
beispielsweise ANG1, IL-6, IL-9, HGF, VEGF, MMP-9 und TNF-a beeinflusst
hierbei sowohl die Myelomzelle selbst als auch das umgebende
Knochenmarksmilieu, bestehend aus der extrazellularen Matrix, stromalen
Knochenmarkszellen sowie Endothelzellen (Anargyrou et al. 2008). In Bezug auf
die Tumorvaskularisation sind im Besonderen der endotheliale Wachstumsfaktor
VEGF sowie das Interleukin-6 (IL-6) zu nennen, das einen der bedeutendsten
Wachstumsfaktoren multipler Myelomzellen darstellt (Klein et al., 1990; Zhang et
al., 1990; Klein und Bataille, 1992) und Uber einen parakrinen
Ruckkopplungsmechanismus ebenfalls an der Sekretion von VEGF beteiligt ist
(Dankbar et al., 2000). Es ist zu vermuten, dass die Tumorzellen durch ahnliche
wenn nicht gleiche Signalkaskaden, die zur Proliferation maturer Endothelzellen
fuhren, die Proliferation endothelialer Progenitorzellen und ihre Differenzierung in
reife Gefallzellen beeinflut. Ebenfalls ist nach erfolgreicher Rekrutierung ins
Tumorgebiet die Sekretion tumorférdernder Zytokine und Wachstumsfaktoren von
Seiten endothelialer Vorlauferzellen — gleich den bereits ins Tumorgebiet
eingebundenen maturen Endothelzellen — anzunehmen. In wie weit und auf
welche Weise endotheliale Progenitorzellen mit Myelomzellen interagieren, ist in
weiterfuhrenden praklinischen Studien zu klaren. Auch hier ergibt sich erneut die
Problematik, dass der Phanotyp endothelialer Progenitorzellen noch nicht

eindeutig bestimmt werden konnte.
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Ein weiterer Gesichtspunkt, der in der gewahlten in vitro Versuchsanordnung nicht
reprasentiert ist, ist das Zusammenspiel von endothelialen Progenitorzellen und
weiteren — durch die Tumorzelle rekrutierten — Zellgruppen. Hier sind neben
maturen Endothelzellen besonders hamatopoetische Progenitorzellen zu nennen.
Ergun et al. vermuteten 2008 in diesem Zusammenhang eine enge reziproke
Beziehung zwischen endothelialen und hamatopoetischen Progenitorzellen sowie
sogenannten ,cancer stem cells“ (CSC) als Teil eines einzigartigen Mikromilieus
zu Gunsten der Tumorvaskularisation und Metastasierung (Ergin et al., 2008).
Mastzellen tragen durch die Sekretion von VEGF, MMP-9 sowie FGF ebenso wie
Thrombozyten zur Tumorangiogenese bei (Ahn und Brown, 2009). Eine
Interaktion endothelialer Progenitorzellen mit diesen und weiteren Zellgruppen,
wie beispielsweise glatten Gefallmuskelzellen oder Makrophagen, ist bisher zwar

nicht erforscht, jedoch anzunehmen.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass im Rahmen der Tumorangiogenese
des Multiplen Myeloms ein komplexes Zusammenspiel unterschiedlichster
Zellgruppen vermutet werden kann. Die Untersuchung der Wirkung Bortezomibs
auf endotheliale Progenitorzellen als isolierte Zellpopulation gewahrt dabei
Einblick in einen Teilaspekt der antiangiogenetischen Wirkung des
Proteasomeninhibitors auf die Tumorangiogenese des Multiplen Myeloms. In
weiterfuhrenden Grundlagenstudien scheint die in vitro Kombination endothelialer
Progenitorzellen mit anderen Zellgruppen als sinnvoll, um der klinischen Realitat
moglichst nahe zu kommen. Dies zeigt weiterhin, dass in der praklinischen Tumor-

und Therapieforschung auf Tierversuche nicht ganzlich verzichtet werden kann.

4.7  Ausblick

In der aktuellen Studienlage wird endothelialen Progenitorzellen eine immer
grolRere Bedeutung im Rahmen der Tumorangiogenese solider Tumore wie auch
hamatologischen Malignitaten wie dem Multiplen Myelom zugeschrieben. Die
Entwicklung neuer onkologischer Therapiestrategien richtet sich demnach

zunehmend speziell gegen Prozesse der Tumorvaskularisation. Der
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Proteasomeninhibitor Bortezomib wirkt als sogenanntes ,Targeted Drug”
antiangiogenetisch auf das Multiple Myelom und wird bereits klinisch erfolgreich
unter signifikanter Reduktion der Tumorausbreitung eingesetzt (Curran und
McKeage, 2009).

Sowohl etablierte Therapieregime zur Behandlung des Myeloms als auch ihre
Kombination mit beispielsweise Bortezomib sind in der aktuellen Studienlage
relativ gut vertreten. Die antiangiogenetische Wirkung des Proteasomeninhibitors
konnte zwar eindeutig gezeigt werden, in vitro Studien als Grundlage zum
Verstandnis seiner Wirkung — im Rahmen der Tumorangiogenese mit besonderem
Fokus auf die Zellpopulation endothelialer Progenitorzellen — fehlen jedoch fast
vollstandig. Durch die gemeinsame Inkubation endothelialer Progenitorzellen mit
Myelomzellen konnte die Interaktion zwischen Tumorzelle und Vorlauferzelle
naher beleuchtet werden, um ein besseres Verstandnis fur die molekularen
Mechanismen der Tumorangiogenese des Multiplen Myeloms zu erlangen. Von
besonderem Interesse ware hierbei die erneute Untersuchung des Proliferations-
und Apoptoseverhaltens beider Zellgruppen unter Bortezomib-Inkubation sowie
das Differenzierungsverhalten endothelialer Progenitorzellen unter Bortezomib-
Inkubation. Vorab weiterfuhrender Studien sollte mit hoher Forschungsprioritat im
Hinblick auf Schaffung einer gemeinsamen Forschungsgrundlage — und damit
Studienvergleichbarkeit — die Bestimmung des Phanotyps endothelialer
Progenitorzellen erfolgen. Erst danach konnen der Beitrag endothelialer
Vorlauferzellen zur Tumorangiogenese des Multiplen Myeloms und die
antiangiogenetischen Wirkmechanismen Bortezomibs in diesem Zusammenhang

vollends verstanden werden.
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5 Zusammenfassung

Der Klasse I-Proteasomeninhibitor Bortezomib wird derzeit als "Targeted Drug”
erfolgreich im Rahmen der Zytostatikabehandlung des Mulitplen Myeloms
eingesetzt. Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Wirksamkeit von Bortezomib auf
endotheliale Progenitorzellen aus Stammzell-Leukapheresaten zur autologen
Transplantation an Multiplem Myelom erkrankter Patienten zu untersuchen. Sie
beinhaltet dabei die Fragestellung, ob in vitro eine antiproliferative,
proapoptotische sowie differenzierungshemmende Wirkung des Proteasomen-
inhibitors auf endotheliale Progenitorzellen nachgewiesen werden kann. Als
klinisch  relevanter Hintergrund ist in diesem Zusammenhang der
proangiogenetische Beitrag endothelialer Vorlauferzellen im Rahmen der
Tumorangiogenese verschiedener Tumorentitdten wie auch dem Multiplen
Myelom zu nennen. Bis zum Zeitpunkt dieser Arbeit wurden keine Studien zur
Untersuchung der Wirksamkeit Bortezomibs auf endotheliale Vorlauferzellen zur

Hemmung der Tumorangiogenese vorgelegt.

Um die antiproliferative, proapoptotische sowie differenzierungshemmende
Wirkung Bortezomibs auf CD133 positive Zellen untersuchen zu kdnnen, wurden
die Vorlauferzellen aus einem mononuklearen Zellpool immunomagnetisch
selektiert, nach durchflusszytometrischer Reinheitskontrolle kultiviert und
anschlieBend mit aufsteigenden Bortezomib-Konzentrationen im klinisch-
therapeutisch relevanten Bereich Uber einen Zeitraum von 24 bzw. 48 Stunden
inkubiert. Es folgten die Zelluntersuchung mit dem BrdU-Proliferations-ELISA und
die durchflusszytometrische Analyse mit dem Annexin V-FITC Apoptose-Assay.
Zusatzlich wurden die Zellen nach Differenzierungskultur immunzytologisch auf
die Expression endothelialer Oberflachenmarker untersucht sowie das Zell-
Differenzierungsverhalten in reife Endothelzellen unter Bortezomib-Einfluss
analysiert. Nach immunomagnetischer Selektion wurde eine fast hunderprozentige
Zellreinheit erreicht, wobei der Anteil CD133 positiver Zellen nach 21 tagiger
Expansionskultur auf unerwartet niedrige Werte fiel. Durch die durchgefthrten in-

vitro Versuche konnte gezeigt werden, dass bereits niedrige Bortezomib-
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Konzentrationen zu einer signifikanten Reduktion der Zellproliferation CD133
aufgereinigter Zellen fur beide Inkubationszeitraume fuhrten, wobei die
Verdopplung des Inkubationszeitraumes erst bei vergleichsweise hohen
Konzentrationen eine signifikante Wirkverstarkung erzielte. Parallel dazu nahm
das Zelliberleben nach 24 sowie 48 stindigem Behandlungszeitraum bei
niedrigen Zytostatikakonzentrationen signifikant ab, wobei die Verdopplung des
Inkubationszeitraumes ebenfalls erst ab hoherer Behandlungskonzentration einen
signifikanten Effekt zeigte. Fruh- und Spatapoptose wurden fur beide
Behandlungszeitraume durch vergleichsweise niedrige Konzentrationen signifikant
beeinflusst, die Verdopplung des Behandlungszeitraumes fuhrte auch hier erst ab
hoherer Konzentration zu einer Wirkverstarkung. Die Differenzierung endothelialer
Progenitorzellen in mature Endothelzellen unter Expression typischer Endothel-
zellantigene konnte mittels Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen werden.
Weiterhin wurde die Endothelzelldifferenzierung unter VEGF-Einfluss ebenfalls

bereits durch niedrige Zytostatikakonzentrationen signifikant reduziert.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass Bortezomib in Konzentrations-
bereichen unterhalb der therapeutisch erreichten Serumspiegel eine
antiproliferative, proapoptotische und differenzierungshemmende Wirkung auf
endotheliale Progenitorzellen hat, wobei ungeklart bleibt, welche Zellpopulationen
zusatzlich im behandelten Zellpool enthalten waren und wie ihr Einfluss auf die
Tumorangiogenese im Zusammenspiel mit endothelialen Vorlauferzellen zu
werten ist. Die Stammzellforschung steht im Moment vor der anspruchsvollen
Aufgabe, den genauen Phanotyp endothelialer Progenitorzellen zu identifizieren.
Erst nach eindeutiger Charakterisierung dieser Zellpopulation wird es moglich
sein, die Rolle endothelialer Vorlauferzellen im Rahmen der Tumorangiogenese
und die inhibierende Wirkung Bortezomibs auf die Tumorvaskularisation vollends

zU verstehen.
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Abitur, Note: sehr gut (1,3)

Studium der Humanmedizin an der Universitat zu Lubeck
Experimenteller Teil der Promotionsarbeit in der Medizinischen
Klinik | des UK-SH, Campus Lubeck unter der Leitung von

Prof. Dr. med. Thomas Wagner

Praktisches Jahr am UK-SH, Campus Lubeck und

Landspitali Reykjavik, Island

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung, Note: gut (2,0)

Weiterfiihrende Ausbildung:

2001-2002:

2003-2006:

Ohr- und Kdrperakupunktur, Bremer Arztegesellschaft fiir
Akupunktur und Schmerztherapie, Bremen

Ausbildung zur Therapeutin fur Paar- und Familientherapie am
Institut fur Systemisch- Integrative Paar- und Familientherapie
Hamburg (Europaisches Institut des Systemic Family Institute

of California, Prof. M. Kirschenbaum)
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Beruflicher Werdegang:

2009-2010: Assistenzarztstelle der Gefal3chirurgie am Universitats-
krankenhaus Kopenhagen, Rigshospitalet/Gentofte, Danemark
(12 Monate)

2010: Assistenzarztstelle der Ophthalmologie am Universitats-
krankenhaus Kopenhagen Glostrup, Danemark (5 Monate)

2010-2011: Assistenzarztstelle der Ophthalmologie am Universitats-

krankenhaus Odense, Danemark (12 Monate)

Sprachkenntnisse:

Deutsch: Muttersprache

Englisch: FlielRend mundlich und schriftlich
Danisch: FlieRend mundlich und schriftlich
Franzosisch: Gute Sprachkenntnisse

Norwegisch: Gute Sprachkenntnisse
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Ich versichere ausdrucklich, dass ich die Arbeit selbststandig und ohne fremde Hilfe
verfasst und keine anderen als die in der Arbeit genannten personellen,

technischen oder sachlichen Hilfen oder Hilfsmittel benutzt habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertation bisher nicht einem Fachvertreter an
einer anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt oder mich anderweitig um

Zulassung zur Promotion beworben habe.




