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1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Das Multiple Myelom (MM) gehért zu den haufigsten bésartigen hamatologischen
Erkrankungen und ist aufgrund des rezidivierenden Verlaufs und der
Resistenzentwicklung gegeniber konventioneller Chemotherapie bis heute nur in
wenigen Fallen heilbar.

Durch bedeutende Fortschritte in der Erforschung der pathobiologischen
Zusammenhange, die zu Entwicklung und Progression der Erkrankung fuhren,
wurden neue Mdoglichkeiten flr eine gezielte Therapie des MM eréffnet. Dabei
spielen das sog. Mikroenvironment des Knochenmarks und die vielfaltigen
Wechselwirkungen  zwischen  Myelomzellen und den sie umgebenden
Knochenmarkstromazellen eine wesentliche Rolle. Diese Wechselwirkungen werden
zum grof3ten Teil durch Signalmolekile und ihren Rezeptoren, die unter anderem zu
einer Zunahme der Vaskularisierung des Knochenmarks durch Angiogenese sowie
Wachstum, Uberleben, Proliferation und Migration der Myelomzellen fiihren,
vermittelt. Unter diesem Aspekt wurden in den letzten Jahren pharmakologische
Substanzen entdeckt und gezielt entwickelt, deren therapeutische Wirkung auf der
Hemmung der Angiogenese und/oder fir Wachstum und Uberleben der
Myelomzellen essentieller Signalwege beruht.

In dieser Arbeit wurde die Wirkung einer neuen antiangiogenetischen Substanz
(SU6668) in der Behandlung von Patienten mit Multiplem Myelom untersucht. Mittels
RT-PCR und ELISA wurde dabei der Verlauf des fur die Pathogenese des Multiplen
Myeloms bedeutsamen Zytokins, Interleukin-6, der angiogenetischen Molekile,
VEGF 165 und VEGF 121, sowie der apoptotischen Marker, BAX und BCL-2 unter
Therapie beobachtet.
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2. EINLEITUNG

2.1 DAS MULTIPLE MYELOM

Das Multiple Myelom ist eine maligne lymphoproliferative B-Zell-Erkrankung, die
durch Vermehrung von monoklonalen Plasmazellen gekennzeichnet ist. Ein maligne
entarteter Plasmazellklon akkumuliert und siedelt sich bevorzugt im Knochenmark
an, wo er die normale Hamatopoese verdrangt und zu Knochendestruktionen fuhrt.
Dabei werden von den reifen B-Zellen monoklonale Immunglobuline sezerniert, die
den Klassen IgG, IgA, IgM, IgD und IgE zugeordnet werden kénnen und im Serum
nachweisbar sind (Goldschmidt H, 2002).

Das Multiple Myelom (MM) ist eine Erkrankung des hoheren Lebensalters. Die
mittlere jahrliche altersspezifische Inzidenzrate steigt stark mit dem Alter an, und
erreicht die hdochsten Werte in der 8. Lebensdekade. In Mitteleuropa liegt das
Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung zwischen 60 und 70 Jahren.
Die relative Haufigkeit des Multiplen Myeloms wird fir Europa und Nordamerika mit
ca. 1% aller malignen Neoplasien angegeben. In Industriestaaten betragt die
Inzidenz des MM ca. 4 pro 1000000 Einwohner. Mit ca. 10% stellt das Multiple
Myelom die haufigste B-Zell-Erkrankung innerhalb der bdsartigen hamatologischen
Erkrankungen dar (Hideshima et al., 2004).

Dabei missen die ,Monoklonale Gammopathie unbekannter Signifikanz* (MGUS)
sowie das ,smouldering myeloma“ vom Multiplen Myelom abgegrenzt werden.

Die ,Monoklonale Gammopathie unbekannter Signifikanz“ ist durch das Vorliegen
von monoklonalem Immunglobulin im Serum und dem Fehlen sonstiger fir das
Multiple Myelom typischer Diagnosekriterien charakterisiert. Diese Erkrankung ist mit
einer Pravalenz von 3,4% der Bevdlkerung der dber 50-Jahrigen in den USA
aulRergewohnlich haufig (Hideshima et al., 2004).

Obwohl das MGUS in der Mehrzahl der Falle gutartig verlauft, gilt es als pramalignes
Stadium und geht in etwa 16% der Falle nach 10 Jahren in ein Multiples Myelom
Uber. Nach 20 Jahren betragt die Haufigkeit der ,malignen Transformation“ 33% und
nach 25 Jahren 40% (Kyle, 1993).

Das sog. ,smouldering myeloma“ wurde 1992 von Kyle beschrieben und umfasst
eine kleine Untergruppe von MM-Patienten im friilhen Stadium mit asymptomatischer

Erkrankung, die Uber Jahre stabil bleiben kann. Die Plasmazellen kdnnen
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Malignitatskriterien  aufweisen, haben jedoch immer einen niedrigen

Proliferationsindex.

Die Diagnose eines Multiplen Myeloms wird wegen uncharakteristischer Symptome
oft erst nach Monaten gestellt. Leitsymptome der Erkrankung sind
Knochenschmerzen bis hin zu pathologischen Frakturen, Anamiesymptome,
bakterielle Infektionen, zentralnervose Symptome und periphere Polyneuropathien.
Die Komplikationen der Plasmazellerkrankung konnen tddliche Konsequenzen
haben. Als Folge der exzessiven Bildung eines monoklonalen Immunglobulins,
besonders der Leichtketten, kann eine Nierenschadigung auftreten, die bis zur
Niereninsuffizienz fortschreiten kann. AuRerdem kann die Proteiniberproduktion eine
Amyloidose verursachen. Die Infiltration des Knochenmarks durch Myelomzellen
fuhrt gekoppelt mit dem Einfluss verschiedener Zytokine zur Hemmung der
Blutzellbildung, was in einer normozytdren normochromen Anamie resultiert.
Ebenfalls erfolgt Uber eine Aktivierung der Osteoklasten eine Knochendestruktion,
die durch Knochenschmerzen sowie Hyperkalzamie symptomatisch wird. Die oben
genannte Nierenschadigung tragt dann ihrerseits zu pathologischen Verdnderungen
des Skeletts im Sinne einer ,renalen Osteopathie” bei. Viele Patienten haben somit
bereits vor Diagnosestellung pathologische Frakturen erlitten. Uber eine Interaktion
zwischen dem monoklonalen Protein und den Thrombozyten bzw. den
Gerinnungsfaktoren kommt es zu einer Verlangerung der Blutungszeit. Zuséatzlich
kann es durch den sekundaren Mangel an polyklonalen Immunglobulinen gehauft zu

bakteriellen und viralen Infektionen kommen (Bataille and Harousseau, 1997).

Die Prognose der Erkrankung ist ungunstig - etwa 80 % der Patienten versterben in
den ersten 5 Jahren nach Diagnose. Hinsichtlich des Uberlebens von Patienten mit
malignen Plasmazellerkrankungen gibt es jedoch eine breite interindividuelle
Variabilitéat. Wichtige prognostische Faktoren ergeben sich aus der Tumormasse, der
Krankheitsaktivitdt, dem Ansprechen auf Chemotherapie sowie chromosomalen
Veranderungen und dem {3,-Mikroglobulin.

Vor Einfihrung der Alkylantien Melphalan und Cyclophosphamid wurden fir die
Patienten mit Multiplem Myelom mittlere Uberlebenszeiten von 6-12 Monaten

beschrieben (Osgood, 1960). Prospektive Studien zeigten unter konventioneller
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Chemotherapie mediane Uberlebenszeiten zwischen 19 und 50 Monaten (Gregory et
al., 1992). Intensivierung der Therapie durch Erhéhung der Melphalandosis oder
Kombination mit anderen Zytostatika erhoht die Remissionsrate, verlangert aber nicht
die Uberlebenszeit der Patienten (Alexanian and Dimopoulos, 1994; Gregory et al.,
1992; Peest et al.,, 1996). Etwa 30 % der Patienten sprechen auf die initiale

Induktionsbehandlung nicht oder nur unzureichend an, sog. Non-Responder.

Es gibt Hinweise daflr, dass eine Hochdosis-Chemotherapie mit autologem
Knochenmark oder Stammzellersatz die Uberlebenszeit im Vergleich zur
konventionellen Chemotherapie verlangert (Attal et al.,, 1996). Der Vorteil einer
allogenen Knochenmarktransplantation im Langzeitiiberleben wurde jedoch bisher
mit einer sehr hohen Frihletalitat (ca. 40%) bedingt durch GvHD und deren
Komplikationen Dbelastet (Bjorkstrand et al.,, 1996). Somit wird eine
Hochdosischemotherapie oft aufgrund des hohen Alters der betroffenen Patienten
und haufig bestehenden Begleiterkrankungen nicht als Therapie der ersten Wabhl

durchgefuhrt.

Trotz Verbesserung der Behandlungsergebnisse und Erhaltungstherapie erleidet ein
Grol3teil der Patienten nach initialer Chemotherapie einen Progress. Nur noch 20 %
der Patienten befinden sich 5 Jahre nach initialer Chemotherapie in Remission (Attal
et al.,, 1996). Auch nach erfolgreicher Hochdosischemotherapie, wird eine stringent
definierte komplette Remission (CR) nur von 20-40% der Patienten erreicht, von
denen die meisten im weiteren Verlauf einen Relaps erleiden (Cavo et al., 2000;
Lemoli et al., 2000; Matrtinelli et al., 2000).

Die Ansprechrate auf Chemotherapie oder Kortikosteroide nach dem ersten Rezidiv
bzw. bei einem progressiven Krankheitsverlauf liegt bei 30-50%, wobei die Dauer der
Remission haufig weniger als ein Jahr betragt und das mediane Uberleben mit 6-17
Monaten beschrieben wird (Barlogie et al., 1984; Giles et al., 2000; Mineur et al.,
1998; Parameswaran et al., 2000). Zusatzlich verkurzt sich die Remissionsdauer
nach wiederholter Therapiegabe, infolge der Entwicklung von

Resistenzmechanismen der Myelomzellen wahrend der Erkrankung zunehmend.
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Abbildung 1: Typischer Krankheitsverlauf eines MM (modifiziert n. (Durie, 1993).

Eine komplette Heilung der Erkrankung lasst sich derzeit nicht erreichen, so dass
weiter an therapeutischen Optionen geforscht wird, die das Behandlungsergebnis
verbessern.

In den letzten Jahren konnten tiefere Erkenntnisse in die Pathogenese des Multiplen
Myeloms gewonnen werden, aus denen sich neue Behandlungsmoglichkeiten
ableiten lieRen, deren Vorteil in der selektiv an den Tumorzellen bzw. den
spezifischen pathophysiologischen Mechanismen der Erkrankung angreifende
Wirkungsweise liegt. Dabei spielen die spezifischen Bedingungen des
Knochenmarkstromas, die Sekretion von Zytokinen, die als Wachstumsfaktoren
Uberleben und Proliferation der Myelomzellen fordern, und die durch angiogene
Faktoren induzierte Neoangiogenese im Knochenmark der Myelompatienten eine

erhebliche Rolle.

2.1.1 Das ,Knochenmark-Mikroenvironment*

Interzellulare Kommunikation ist eine wesentliche Voraussetzung physiologischer
und pathologischer Prozesse in multizellularen Organismen. Dieses ist auch fur die
Pathogenese maligner Erkrankungen erwiesen, bei denen, trotz vielfacher
Mutationen, die das unbegrenzte Zellwachstum der Tumorzellen verursachen und
aufrechterhalten, ein enges Zusammenspiel Uber diverse Mechanismen gegeben
sein muss, um das Wachstum tberhaupt zu erméglichen.

Tumoren bedienen sich dabei der Mikroumgebung ihres Wirtsgewebes und
kommunizieren Uber Wachstumsfaktoren und Oberflachenrezeptoren. Ohne diese
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Maoglichkeit, in eine koordinierte Interaktion mit dem Wirtsgewebe zu treten, kdme es
zu einem Sistieren des Wachstums und eine Metastasierung der Erkrankung ware

nicht moglich.

Ahnlich der Wechselwirkungen, die bei der physiologischen Ansiedlung der normalen
Plasmazelle im Knochenmark bestehen, sind auch die Zellen eines MGUS und MM
stark von der gegenseitigen Wechselbeziehung zu den Stromazellen und
extrazellularen Komponenten des Knochenmarks abhangig.

Dabei binden die Tumorzellen mittels exprimierter Adhasionsmolekile wie z.B.
Syndecan-1 und VLA-4 an extrazellulare Matrixproteine tber Typ-l1 Kollagen und
Fibronectin, sowie an Knochenmarkstromazellen via VLA-4 seitens der Myelomzellen
und dem ,vascular cell adhesion molecule 1“ (VCAM-1, CD 106) auf den
Stromazellen. Dieses fuhrt nicht nur zur Ansiedlung der Tumorzellen im
Knochenmark, sondern hat auch eine wichtige Kklinische und pathophysiologische
Funktion.

Insgesamt besteht eine fein regulierte Wechselwirkung von Hemmung und
Stimulierung zwischen den Stromazellen des Knochenmarks und den Myelomzellen,
die durch eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und korrespondierender Rezeptoren
auf der Zelloberflache reguliert wird. Dabei beeinflussen die Zytokine entscheidend
Wachstum (IL-6, IGF-1, VEGF), Uberleben (IL-6, IGF-1), Therapieresistenz (IL-6,
IGF-1, VEGF) und Zellmigration (IGF-1, VEGF, SDF-1a) der Myelomzellen und

fuhren zu Neoangiogenese im Knochenmark (VEGF) (Hideshima et al., 2004).
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Abbildung 2: Wechselwirkungen zwischen dem Knochen mark und Myelomzellen (Hideshima
et al., 2004)

2.1.2 Interleukin-6

In den letzten Jahren konnte mit Interleukin-6 (IL-6) ein Zytokin charakterisiert
werden, welches fur die Vorgédnge der Differenzierung und Wachstum sowohl
normaler als auch maligner Myelomzellen von essentieller Bedeutung ist (Kawano et
al.,, 1988; Klein et al., 1995; Zhang et al., 1989). Interleukin-6 vermittelt die
Proliferation von normalen Plasmablasten und induziert die Differenzierung von
reifen B-Zellen zu Immunglobulin-sezernierenden Plasmazellen (Zhang et al., 1989).
Ebenso fungiert IL-6 als Wachstumsfaktor fir Myelomzellen — es verhindert die
Apoptose und ist ein wichtiger Proliferationsfaktor (Ohta et al., 1996). Die Bedeutung
des IL-6 fur die Entwicklung des Multiplen Myeloms wird durch Folgendes
verdeutlicht: Transgene Mause, die humanes IL-6 Uberexprimieren, entwickeln
Plasmozytome (Suematsu et al., 1992), wohingegen es nicht moglich ist, bei
homozygoten IL-6-Knock-out-Mausen Plasmozytome zu induzieren oder diese uber
bereits etablierte Plasmozytomzelllinien zu propagieren (Hilbert et al., 1995). Dieses
wird durch weitere Forschungsergebnisse unterstitzt: Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Serumspiegel von IL-6 und IL-6R mit der Krankheitsaktivitat des
Multiplen Myeloms korrelieren. Durch Therapie mit einem Anti-IL-6 monoklonalen

Antikdrper konnten Krankheitssymptome und Manifestationen der Erkrankung bei
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Myelompatienten zurtickgedrangt werden und monoklonale Antikorper gegen IL-6
oder seinen Rezeptor zeigten eine proliferationshemmende Wirkung auf
Myelomzellen in vitro (Frassanito et al., 2001). IL-6 unterdriickt die spontane,
therapie-induzierte und Fas-induzierte Apoptose und greift dadurch positiv in das
Zellwachstum und —Uberleben des Multiplen Myeloms ein (Frassanito et al., 2001).
Obwohl einige Myelomzelllinien IL-6 sezernieren und Uber diesen autokrinen
Mechanismus proliferieren, wird IL-6 im Knochenmark vordergrindig durch die
Stromazellen produziert, und das Wachstum dort Uber die parakrine Sekretion
gefordert. Dabei wird IL-6 Ausschittung Uber die Adhasion von Myelomzellen an
Knochenmarkstromazellen oder durch Zytokine (wie z.B. TNFa, VEGF, IL-10)
hochreguliert (Hideshima et al., 2004).

Die extrazellulare Bindung von IL-6 an die alpha-Kette (gp80) des IL-6 Rezeptors
induziert die Bildung eines transmembranen Rezeptorkomplexes, der aus je zwei
Molekilen IL-6, gp80 und signaltransduzierender [-Kette (gpl130) besteht (41).
Phosphorylierung des gpl30 aktiviert wiederum die Ras/Raf/Mitogen-Activated
Protein Kinase (MAPK) Kinase (MEK)/Extracellular Signal-Related Kinase (ERK),
Janus Kinase (JAK)/ Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) und
Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3-K)/Akt (PKB) und deren nachgeschaltete
Signalwege, die Wachstum, Uberleben und Resistenz gegeniiber Chemotherapie in
Myelomzellen regulieren (Hideshima et al., 2004). Mittels des JAK2/STAT3- sowie
des PI3-K/Akt-Signalweges wird das Uberleben und die Resistenzentwicklung der
Tumorzellen z.B. durch Expression von antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-
Familie, Bcl-xL und Mcl-1, geférdert. Der Ras-MAPK-Signalweg fuhrt Uber die
Aktivierung einer Kinasenkaskade zur Transkription von sog. IL-6 Targetgenen,
welche die Zellteilung und das Uberleben von MM-Zellen regulieren.

Neben dieser oben aufgefihrten Wirkungsweise des Zytokins IL-6, induziert es die
Proliferation der MM-Zellen durch Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins
(pRB), dessen Funktion Uber den Status der Phosphorylierung bestimmt wird.
Wahrend dephosphoryliertes pRB E2F bindet und so Zellen in der G1-Phase des
Zellzyklus verharren lasst, treibt phosphoryliertes pRB die Zellteilung voran. IL-6

dezimiert die pRB-E2F Komplexe in den Myelomzellen, indem es die Produktion von
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dephosphoryliertem Retinoblastom-Protein herunterreguliert und unterstitzt so die
Myelomzellprolieferation (Frassanito et al., 2001).

Desweiteren beeinflusst IL-6 auch Expression und Sekretion von VEGF in
Tumorzellen von Plasmozytompatienten (Dankbar et al., 2000) und hemmt die
Antigenprésentation von dendritischen Zellen, indem es die Differenzierung von
Monozyten zu dendritischen Zellen blockiert (Ratta et al., 2002). Auf diesem Weg
tragt IL-6 ebenfalls zu der fir Myelompatienten symptomatischen
Immunabwehrschwache sowie zur Steigerung der Vaskularisierung des

Knochenmarks bei.

2.1.3 Andere wichtige Zytokine

IGF-1 wurde bereits im oberen Abschnitt kurz erwahnt. Mittels der durch IGF-1
induzierten Signalwege (MEK/ERK und PI3K/Akt) tragt das Zytokin ebenfalls als
Ausloser fur das Tumorzellwachstum und die Resistenzentwicklung zum
Fortschreiten des Multiplen Myeloms bei (Hideshima et al., 2004).

AulRerdem produzieren Myelomzellen und im Knochenmarkstroma angesiedelte
mononukledre Zellen TNFa m-RNA und das entsprechende Protein. TNFa induziert
einerseits die Apoptose von Tumorzellen Uber den Fas-assoziierten ,Death
Domain/Caspase-8“ Signalweg, wie andererseits das Uberleben der Myelomzellen
mittels Aktivierung von NF-kB und der Hochregulation von antiapoptotischen
Proteinen (wie z.B. BcL-xL). Obwohl das von Myelomzellen sezernierte TNFa nicht
direkt Proliferation, Uberleben und Therapieresistenz des Tumors fordert, ist seine
Ausschittung ein potenter Trigger fur die IL-6 Transkription und Sekretion der
Knochenmarkstromazellen (Hideshima et al., 2004). Auf3erdem flhrt es zu einer
verstarkten  Expression  von  Adhasionsmolekilen  auf  Myelom-  und
Knochenmarkstromazellen und somit zu einer héheren Bindungskapazitat auf beiden
Seiten, was wiederum auf diesem Weg die Ausschittung von Zytokinen wie IL-6,
IGF-1 und VEGF férdert (Hideshima et al., 2001a).

Das angiogene Zytokin VEGF wird von MM-Zellen und Knochenmarkstromazellen
sezerniert und spielt eine wichtige Rolle fur die gesteigerte Angiogenese, die im
Knochenmark von Myelompatienten nachgewiesen werden kann. Die genauen
Mechanismen der Neoangiogenese und die Funktion des VEGFs werden in den

folgenden Abschnitten eingehend erlautert. Dariber hinaus lo6st VEGF die
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Phosphorylierung von Flt-1 und dariiber die Aktivierung der MEK/ERK- und PI3-
K/PKCa-Signalkaskaden in Myelomzellinien sowie in Patientenzellen aus, welches
zu einer moderaten Erhdhung der Proliferationsrate und zu Migration der Zellen fihrt
(Hideshima et al., 2004).

2.1.4 Apoptose und Multiples Myelom

Wie bereits oben beschrieben, beeinflussen viele dieser Zytokine die Mechanismen
der Apoptose von Myelomzellen. Unter Apoptose versteht man den regulierten
Prozess der zum physiologischen Zelltod fuhrt. Dabei wird in den Zellen die
Aktivierung intrazellularer Proteine ausgeltst, die ein Absterben der Zelle einleiten.
Es handelt sich um einen Vorgang, der fur die Erhaltung der Homobostase von
Geweben der Hamatopoese und der Lymphopoese bedeutsam ist. Die Apoptose
resultiert aus der Wirkung intrazellularer Cystein-Proteasen, den sogenannten
Caspasen. Sie werden nach Aufspaltung der DNA aktiviert und fihren zu einer
Verdauung der DNA durch Endonukleasen und zum Zerfall des zellularen Skelettes.
Diese Vorgange werden durch Signaltransduktion (ber Rezeptoren auf der
Zellmembran durch FAS oder Tumor-Nekrose-Faktor ausgelost oder bedingen die
Freisetzung von Cytochrom C durch die Mitochondrien. Beide Wege aktivieren
Caspasen. So konnen durch z.B. Chemotherapeutika verursachte DNA-Schaden
Apoptose auslosen (Chauhan and Anderson, 2001). Das Protein p53 spielt bei der
Erkennung von DNA-Schaden eine wichtige Rolle. Es aktiviert die Apoptose durch
Erh6hung des intrazellularen BAX-Spiegles, der dann die Freisetzung von Cytochrom
C erhoht und blockiert den Zellzyklus, so dass sich die geschadigten Zellen nicht
mehr teilen kbnnen (Kerr et al., 1994).

Die BCL-2-Protein-Familie zu der u.a. die Proteine BAX, BCL-2 und BcL-xL gehéren,
reguliert die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien in das Zytosol.
Einige Proteine dieser Familie hemmen die Apoptose (BCL-2, BcL-xL, Bcl-W, Bfl-
1/A1, Mcl-1) wahrend andere sie fordern, z.B. BAX, Bak, Bid, Bcl-XS, Bad, Bik, Bim,
Hrk. Somit tragt das intrazellulare Verhéaltnis der pro- und antiapoptotischen Proteine
der BCL-2-Familie zu der relativen Empfanglichkeit der Zellen fir Apoptose bei und
kénnte durch Regulation der Cytochrom C-Freisetzung wirksam werden (Cory et al.,
2003; Gross et al., 1999).
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In MM-Zellen wird Caspase-8 als Antwort auf extrazellulare apoptose-induzierende
Liganden, wie z.B. TNFa und TRAIL, und Uber zytoplasmatische ,Death-Domains*,
wie z.B. die Fas-assoziierte Death Domain (FADD) aktiviert. Auf der anderen Seite
erfolgt eine Aktivierung der Caspase-9 uber Faktoren, die zu einer Freisetzung von
Cytochrom C aus Mitochondrien fihren (Hideshima et al., 2004).

Signalwege der Apoptose

= 38 | E I’Bzﬂliltﬂl'ﬂﬂ'

Mitochondrnien

Abbildung 3: Signalwege der Apoptose
(http://www.uni-ulm.de/aktuelles/aktuelles themal/ak  tuell0308/cast/abb05.ijpg ; 25.05.06)

Wahrend der Tumorgenese des Multiplen Myeloms wird dieses Gleichgewicht, wie in
obigen Kapiteln bereits angedeutet wurde, durch molekulargenetische und
zytokingetriggerte Mechanismen gestort. Bcl-2 spielt eine wichtige Rolle in der
physiologischen Entwicklung von hamatopoetischen und nicht-h&matopoetischen
Zellen, indem es das Uberleben der Zellen durch Unterdriickung der Apoptose
sichert. In vitro Versuche mit Maus- und humanen Leukamiezelllinien zeigten, dass
hohe Bcl-2-Protein Spiegel die Apoptose der Zellen in Gegenwart von
Glukokortikoiden und verschiedenen Chemotherapeutika verhindern konnten, bzw.
interleukinabhéngige hamatopoetische Zelllinien trotz Entzug von
Wachstumsfaktoren mittels Zugabe von Bcl-2 langer Uberlebten (Campos et al.,
1993; Catlett-Falcone et al., 1999).

In einer Studie konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit MGUS und

Multiplem Myelom eine signifikant hohere Anzahl an BcL-2-positiven Plasmazellen
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aufwiesen und dieses Protein im Vergleich zu Patienten mit reaktiven Plasmazellen/
nicht-klonalen Plasmazellerkrankungen ,uberexprimiert* wurde (Miguel-Garcia et al.,
1998). Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine Dysregulation der BcL-2-Protein
Transkription bedeutsam fir die Onkogenese und das Ansprechen des Patienten auf
eine Therapie sein kénnte.

2.2 ANGIOGENESE

Als Angiogenese oder Neovaskularisation wird die Neubildung von Gefal3en
bezeichnet, die wunter verschiedenen physiologischen wund pathololgischen
Bedingungen im menschlichen Korper stattfindet. Dabei beschreibt der Begriff
Vaskulogenese die Bildung von BlutgefaRen durch endotheliale Vorlauferzellen,
wogegen sich der Begriff Angiogenese auf die Aussprossung bereits bestehender
Blutgeféal3e und folgende Stabilisierung durch Bindegewebszellen bezieht (Carmeliet,
2003).

Wahrend der embryonalen Entwicklung des Menschen ist der Prozess der
Angiogenese notwendig, um das Kapillarnetz und BlutgefalRe des Kreislaufsystems
ausbilden zu koénnen. Im erwachsenen menschlichen Organismus findet
Angiogenese nur noch wahrend des weiblichen Menstruationszyklus, in der
Schwangerschaft und der Wundheilung statt oder wann immer die
Sauerstoffversorgung eines Gewebes stark herabgesetzt ist (Folkman, 1971;
Folkman, 1995). Eine durch lokale Ischamie induzierte Angiogenese tritt bei
Erkrankungen des Auges wie diabetischer Retinopathie und altersabhangiger
Makuladegeneration, vaskular bedingten Erkrankungen im Sinne von ischamischer
Herzkrankheit und Arteriosklerose, bei chronisch entzindlichen Erkrankungen
(Psoriasis, rheumatoide Arthritis) und letztendlich auch bei neoplastischen
Erkrankungen in Erscheinung (Folkman, 1971; Folkman, 1995; Mangi and Newland,
2000).

Zu den Prozessen, die zur Gefal3neubildung fuhren, gehéren die Migration und
Proliferation von Endothelzellen, die Expression proteolytischer Enzyme, der Umbau
der extrazellularen Matrix und schlie3lich der morphologische Prozel3 der tubularen
Anordnung der Endothelzellen und die Formierung eines neuen Gefél3es. In
Ubereinstimmung mit der allgemein anerkannten ,Angiogenic switch hypothesis*

hangt die Angiogenese wesentlich von dem Gleichgewicht zwischen Aktivatoren und




Molekularbiologische Analyse der Wirkung des Angiogeneseinhibitors SU6668 als Second-line Therapie im Rahmen einer
Studie bei Patienten mit Multiplem Myelom

Kapitel 2: Einleitung Seite 16 von 100

Hemmfaktoren der Angiogenese ab (Parangi et al., 1995). Zahlreiche angiogenetisch
wirksame Molekile sind an diesem Prozess beteiligt; vornehmlich Molekile aus der
Gruppe der Zytokine und Wachstumsfaktoren, aber auch niedermolekulare

Substanzen wie Stickstoffmonoxid besitzen indirekt angiogenetische Potenz.

Ausgewahlte proangiogenetische Faktoren Ausgewahlte antiangiogenetische Faktoren

Vascular endothelial growth factor (VEGF) Endostatin

VEGF-B Angiostatin

VEGF-C y- und a-Interferon

VEGF-D Thrombospondin

Placental growth factor (PIGF) Fibronectin

Basic/acidic fibroblast growth factor (FGF) Platelet factor 4 fragment
Angiogenin Epidermal growth factor fragment
Angiopoitin-1 Tissue inhibitor of metalloproteinases
Angiopoitin-2 Retinoic acid

Platelet-derived growth factor (PDGF) Thalidomide

Platelet-derived epidermal growth factor Interleukin (IL)-1

Hepatocyte growth factor (HGF) Interleukin (IL)-12

Epidermal growth factor (EGF) Anti-VEGF

Insulin-like growth factor (IGF-1)

Tumour necrosis factor a (TNFa)

Transforming growth factor (TGF-a und B)
Granulocyte-macrophage  colony-stimulating  factor
(GM-CSF)

Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF)
Interleukin (IL)-2

Interleukin (IL)-6

Interleukin (IL)-8

Tabelle 1: Aktivatoren und Hemmstoffe der Angiogene  se (frei nach (Mangi and Newland,
2000)).

2.2.1 Tumorangiogenese

Angiogenese stellt eine wesentliche Voraussetzung fur das Wachstum und die
Ausbreitung maligner Tumoren dar (Folkman, 1974; Holmgren et al., 1995). Ohne
Ausbildung neuer Blutgefafe wirden entartete Zellen schnell einen Mangel an
Sauerstoff und Nahrstoffen erleiden, der Zellmetabolismus und Zellproliferation zum
Erliegen brachte. Es konnte gezeigt werden, dass die Ausbildung neuer BlutgefalRe
eine essentielle Bedingung fiir das Wachstum eines Tumors tiber 2 mm? darstellt
(Folkman, 1995).

In diesem Zusammenhang wurde eine Vielzahl an Faktoren entdeckt, die eine
angiogene Potenz aufweisen. Dazu gehoren die Zytokine VEGF, PDGF, basic FGF
(FGF2) sowie auch die Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 (Folkman and
Klagsbrun, 1987). VEGF und bFGF stellen wesentliche Faktoren der Initilerung der
Blutgefalineubildung dar. Metalloproteinasen bauen dabei als proteolytische Enzyme

verschiedene Komponenten der extrazellularen Matrix ab und um. Reifung und
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Stabilisierung der GefalRwand werden von Angiopoietin-1 (Ang-1) reguliert, welches
vornehmlich an den auf Endothelzellen exprimierten Tie2-Rezeptor bindet. Im
Gegenteil dazu antagonisiert Ang-2 die Bindung von Ang-1 an Tie2 und fuhrt somit
zu einer Instabilisierung der Blutgefal3e, aus der heraus eine Aussprossung der
Gefalle resultieren kann (Mangi and Newland, 2000). VEGF, bFGF, Ang-1 und
,hepatocyte growth factor“ (HGF) stimulieren dariiber hinaus Proliferation, Uberleben
und Migration von Endothelzellen (Giuliani et al., 2003).

Eine erhohte Sekretion von VEGF konnte in vielen humanen Tumoren nachgewiesen
werden (Ohta et al., 1996), wobei eine Korrelation zwischen der Hohe des VEGF-
Spiegels und der Progression der Erkrankung im Tiermodell besteht (Larcher et al.,
1996). Gleichermalien steht die Vaskularisierung des Tumorgewebes in enger
Beziehung zu der Invasivitat und seiner Bereitschaft zur Metastasierung (Fontanini et
al., 1995; Weidner et al., 1991).

Obwohl die meisten der anfanglichen Untersuchungen tber Angiogenese an soliden
Tumoren erfolgten, gibt es Ergebnisse und Daten, die die Bedeutung der
Angiogenese als zentrales pathophysiologisches Prinzip auch fur hamatologische
Erkrankungen beweisen.

Fur einzelne angiogenetische Faktoren konnte bereits gezeigt werden, dass sie bei
Patienten mit verschiedenen hamatologischen Erkrankungen erhoht sind. Viele
hamatopoetische Tumorzelllinien so wie auch frisch isolierte hamatologische
Tumorzellen produzieren und sezernieren VEGF entsprechend eines autokrinen
VEGF-Signalwegs (Bellamy et al., 1999; Dankbar et al., 2000; Fiedler et al., 1997). In
klinischen Studien wurden hohe FGF-Spiegel im Serum und Urin von ALL- und CLL-
Patienten nachgewiesen (Mangi and Newland, 2000). Auf3erdem zeigten
verschiedene Untersuchungen, dass bei Patienten mit héamatologischen
Erkrankungen wie Leukamien, Lymphomen und MDS, eine erhdhte Vaskularisierung
des Knochenmarks vorhanden war beziehungsweise in Lymphknotenbiopsien eine

Zunahme der Kapillardichte sichtbar wurde (Mangi and Newland, 2000).

2.2.2 Multiples Myelom (MM) und Angiogenese

Angiogenese stellt ein wesentliches Kennzeichen der Entwicklung und Progression
des MM dar. Die Pathophysiologie der myelom-induzierten Angiogenese ist komplex
und verbunden mit der direkten Sekretion von angiogenetischen Zytokinen durch

Plasmazellen selbst, sowie der Induktion durch parakrine Wechselwirkungen mit
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anderen Zellen des Knochenmarks (Knochenmarkstromazellen, Endothelzellen,
Osteoklasten) (Vacca and Ribatti, 2006).

In einem Tiermodell fir das Multiple Myelom wurde in Bereichen des infiltrierten
Knochenmarks angiogenetische Aktivitat nachgewiesen (Yaccoby et al., 1998). Des
weiteren scheint der Grad der Blutgefal3neubildung ein Malf3 fir die Aggressivitat der
Plasmazellneoplasie zu sein, denn die Dichte der Vaskularisierung ist bei Patienten,
die an einem Multiplen Myelom erkrankt sind, wesentlich héher als bei Patienten mit
monoklonaler Gammopathie unsicherer Signifikanz (MGUS) (Vacca et al., 1994).

In von hamatologischen Neoplasien abgeleiteten Zelllinien wurde die Bildung
verschiedenster angiogenetischer Faktoren analysiert. Das Vorhandensein von
VEGF mRNA konnte in 12/12 Zelllinien gezeigt werden, wogegen FGF-2 mRNA nur
in 6/12 der Zellinien zu finden war. AufRerdem wurde VEGF in 12/16
Knochenmarksbiopsien von Patienten, die an einem aktiven Multiplen Myelom
erkrankt waren, nachgewiesen (Bellamy et al., 1999). Diesen Untersuchungen
zufolge wird die Angiogenese durch unterschiedliche Kombinationen von
angiogenetischen Faktoren moduliert und gesteuert.

Ahnliche Ergebnisse zeigen sich in den Veroffentlichungen von Vacca et al. (Vacca
et al., 1999). Die Arbeitsgruppe bestatigte und vertiefte ihre Annahme, dass eine
enge Korrelation zwischen der Krankheitsaktivitat des Multiplen Myeloms und der
mikrovaskularen Dichte im Knochenmark besteht und stellten fest, dass bei der
aktiven Form der Erkrankung im Unterschied zu der inaktiven Form eine fiinffach
erhohte Vaskularisierung vorlag. In weiteren Untersuchungen arbeitet die Gruppe an
der Analyse eines von aus Patientenproben hergestellten aufgereinigten, primaren
Plasmazellkulturen gewonnenen Uberstandes. Mit Hilfe eines in vivo Angiogenese-
Assays konnte auch unter diesen Bedingungen eine gesteigerte angiogenetische
Aktivitat in den Patientenproben, der an einem aktiven Multiplen Myelom erkrankten
Patienten, aufgezeigt werden, wogegen die Aktivitat bei Proben von Patienten mit
einem inaktiven Multiplen Myelom bzw. mit einem MGUS nicht erhéht war. Zusatzlich
enthielten die Zellkulturiberstdande von Patienten mit einer aktiven Erkrankung
signifikant hohere Konzentrationen an FGF-2 und MMP-2. Eine Zunahme von VEGF
oder MMP-9 war nicht identifizierbar. Schlie3lich lie3 sich feststellen, dass eine

Hinzugabe von Anti-FGF-2 die angiogenetische Aktivitdt, d.h. die Anzahl der
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Faktoren deutlich reduzierte. Zusammengefasst lasst sich anhand dieser Ergebnisse
annehmen, dass der Krankheitsprogress beim Multiplen Myelom von einer Zunahme
der vaskularen Dichte begleitet wird und dass sowohl FGF-2 als auch MMP-2 eine
wesentliche Rolle in diesem Prozess spielen.

Die Arbeitsgruppe von Yaccoby et al. konnte in ihren Studien nachweisen, dass die
Sekretion von VEGF im Knochenmark von SCID (severe combined
immunodeficiency) — Mausen, die Zellen von Multiplen Myelom Patienten erhalten
hatten, zu verstarkteter Angiogenese fuhrte (Yaccoby et al., 1998). Insgesamt
unterstreichen diese Ergebnisse, dass hoch proliferative Plasmazellen, &ahnlich wie
solide Tumorzellen, Gber die Sekretion von proangiogenen Zytokinen Angiogenese
induzieren kdnnen. So wie das Voranschreiten solider Tumorerkrankungen von in
situ Tumoren zu invasivem Wachstum und Metastasierung von dem Wechsel aus
einer avaskularen in eine vaskulédre Phase begleitet wird, deuten sie darauf hin, dass
das aktive Multiple Myelom fiir die vaskulére Phase der Plasmazelltumoren steht und
das inaktive MM bzw. MGUS reprasentiert die avaskulare Phase. Die zunehmende
Angiogenese des Knochenmarks mag somit die Progression von einer inaktiven
Plasmazellerkrankung/MGUS zu einem aktiven MM begtinstigen (Vacca and Ribatti,
2006).
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Abbildung 4: “Angiogenic Switch” beim Multiplen Mye lom (Hypothese) (Vacca and Ribatti,
2006)
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In mehreren aktuellen Studien wurde gezeigt, dass Myelomzellen einerseits direkt
VEGF produzieren und sezernieren sowie auf der anderen Seite auch die VEGF-
Sekretion in Knochenmarkstromazellen anregen konnten (Giuliani et al., 2003).
Plasmazellen des Knochenmarks von Myelompatienten sezernierten VEGF und die
Expression von Rezeptoren des angiogenetischen Zytokins, VEGF-1 und VEGF-2,
war wesentlich erhdht, so dass ein parakriner Signalweg, der durch die durch VEGF
aktivierten Stromazellen des Knochenmarks vermittelt wird, anzunehmen ist. Dabei
sezernieren die Knochenmarkstromazellen ihrerseits IL-6, welches wiederum das
Wachstum der Myelomzellen férdert (Vacca and Ribatti, 2006). Die Arbeitsgruppe
von Vacca et al. stellte im Knochenmark von Patienten mit aktivem MM die Sekretion
von VEGF-A Isoformen durch Plasmazellen fest. Ebenso wurde eine Uberexpression
von VEGFR-2 auf Endothelzellen der Blutgefale des Knochenmarks sowie auf
isolierten Endothelzellen und von VEGFR-1 auf anderen Knochenmarkstromazellen
nachgewiesen. Desweiteren wurde die Sekretion von VEGF-C und VEGF-D durch
Knochenmarkstromazellen und Expression des entprechenden Rezeptors VEGFR-3
auf Plasmazellen belegt, was eine weitere parakrine Schleife zwischen Myelomzellen
und Knochenmarkmikroenvironment, die zu Angiogenese und Tumorwachstum bei
Myelompatienten fihrt, annehmen lasst (Vacca et al., 2003). In Studien der
Arbeitsgruppe um Kumar et al. wurde ebenfalls eine Sekretion von VEGF durch
verschiedene Myelomzelllinien und Plasmazellen, die aus dem Knochenmark von
Mylompatienten gewonnen wurden, festgestellt. Desweiteren konnte die Expression
von VEGFR-1 und VEGFR-2 in diesen Zellen nachgewiesen werden, was die
Annahme von multiplen VEGF-vermittelten autokrinen Signalwegen, die zu
Tumorwachstum des MM beitragen, sowie parakriner Stimulation der Angiogenese

durch Myelomzellen bestatigen konnte (Rajkumar et al., 2000).
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Abbildung 5: Tumorwachstum und Angiogenese im Mult iplen Myelom: Autokrine und
parakrine VEGF-Signalwege (Vacca and Ribatti, 2006)

2.2.3 Rezeptortyrosinkinasen, ihre Signalmolekule und ihre Rolle in der
Angiogenese

Rezeptortyrosinkinasen sind an einer Vielzahl zellularer Prozesse beteiligt. Diese
Molekile besitzen eine extrazellulare ,Ligandenbindungsdoméne*, die sich aus einer
transmembrandésen Doméne und einer intrazellularen Tyrosinkinasendoméane
zusammensetzt. Durch die Bindung eines Liganden, dimerisieren diese Rezeptoren
und durchlaufen eine Transphosphorylierung, die zu der Aktivierung des Rezeptors
fuhrt (Folkman and Klagsbrun, 1987). Die Enzymkaskade, die durch die Aktivierung
initialisiert wird, reguliert zellulare Vorgange wie Proliferation, Differenzierung und
Morphogenese.

VEGF-, PDGF- und FGF-Rezeptoren spielen als Rezeptortyrosinkinasen
nachweislich eine wichtige Rolle in der autokrinen Stimulation der Tumorzellen und
der interzellularen Kommunikation dieser mit dem Wirtsgewebe.

Auch in der Entwicklung neuer therapeutischer Substanzen, deren Wirkmechanismus
an der Angiogenese ansetzt, stehen folgende Rezeptoren im Fokus der

Untersuchungen.

2.2.3.1 VEGF und seine Rezeptoren

VEGF-A stellt einen wesentlichen Initiator der Angiogenese dar. Das Protein ist
strukturell mit PIGF (,placenta growth factor®), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und Orf-
Virus-derived VEGF (auch als VEGF-E bezeichnet) verwandt. Uber mRNA Splicing
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entstehen funf verschiedene Isoformen des Proteins: VEGF 121, VEGF 145, VEGF
165, VEGF 189 und VEGF 206. Bis heute wurden zwei Rezeptortyrosinkinasen, die
VEGF-A binden, entdeckt; VEGFR-1, auch Fms-like tyrosine kinase, Flt-1 genannt,
und VEGFR-2 (Kinase Domain Region, KDR). VEGFR-3 (FLT-4) ist eine
Rezeptortyrosinkinase, die Lymphangiogenese vermittelt, wobei VEGF-C und VEGF-

D als Liganden dieses Rezeptors fungieren (Molina and Rajkumar, 2003).

VEGF-A121
VEGF-Aq45
VEGF-B1g7 VEGF-A165
VEGF B VEGH Ape VEGF-E VEGHD

PIGF-1,2

~ 7 N— |

0
- 58

55

VEGFR1 NRP-1 VEGFR2 VEGFR3  NRP-2
(Flt-1) (FIk-1/KDR) (FIt-a)
Vasculogenesis Lymphangiogenesis
Angiogenesis

Abbildung 6: VEGF Rezeptoren und ihre Signalmolekil e (Hicklin and Ellis, 2005).

VEGF und seine Rezeptoren spielen eine wesentliche Rolle in der physiologischen
und pathologischen Angiogenese. Die Aktivierung der VEGF/VEGF-Rezeptor-
(VEGFR)-Achse fuihrt tUber verschiedene Signalwege zu Uberleben, Mitogenese,
Migration und Differenzierung von Endothelzellen, sowie zu Verdnderung der
vaskularen Permeabilitdt und Mobilisierung von Endothelvorlauferzellen (EPCs) aus
dem Knochenmark in die periphere Zirkulation. Die Rezeptoren VEGFR-1 (Flt-1) und
VEGFR-2 (KDR), die die Wirkung von VEGF-A vermitteln, wurden erstmalig auf
Endothelzellen identifiziert. In aktuellen Studien konnte ebenfalls eine Expression
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dieser Rezeptoren auf diversen hamatopoetischen Zelllinien und verschiedenen
Tumorzellen nachgewiesen werden (Hicklin and Ellis, 2005).

Das zeitliche und raumliche Muster der VEGF-Expression und ihrer Rezeptoren,
KDR und Flt-1, bestatigen dabei die zentrale Rolle dieses Proteins in der
Angiogenese (Laird et al., 2000). In Mausen fihrte die homozygote oder
heterozygote Deletion des VEGF-Gens zum Absterben der Embryonen bedingt durch
defizitare Vaskulogenese und kardiovaskulare Abnormalitaten (Hicklin and Ellis,
2005).

Die Uberexpression von VEGF ist eng mit der Progression von Tumoren und einer
schlechten Prognose verknupft. Dieses konnte in einer Vielzahl von humanen
Tumoren wie Kkolorektalen Karzinomen, Magentumoren, Pankreaskarzinomen,
Mammakarzinomen, Prostatakarzinomen, Bronchialkarzinome und Melanomen
festgestellt werden (Hicklin and Ellis, 2005).

Die Bedeutung von VEGF fir die Tumorangiogenese durch Stimulation der auf
Endothelzellen des Tumorgewebes exprimierten VEGF-R wurde mehrfach bewiesen.
Es gibt jedoch immer mehr Hinweise, dass VEGF auch hinsichtlich einer Aktivierung
von VEGFR auf Tumorzellen eine endothelzell-unabhédngige Rolle in
Krebserkrankungen spielt. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass liquide und
solide Tumorzellen VEGFR ausbilden; dies galt beispielsweise fir das
nichtkleinzellige Bronchialkarzinom, Prostatakarzinom, Leukamien, Mesotheliome
und Mammakarzinome. Auch wenn diese Ergebnisse mit Vorsicht interpretiert
werden mussen, kdnnte hypothetisch angenommen werden, dass VEGF-Liganden
das Tumorwachstum nicht nur durch Steigerung der Angiogenese unterstltzen,
sondern auch direkt mit Rezeptoren auf der Oberflaiche von Tumorzellen
interagieren. Dieses wurde in aktuellen Studien tber Leukamiezellen bestétigt, bei
denen VEGF-Rezeptoren durch autokrine VEGF/VEGF-R Schleifen eine wesentliche
Rolle fur das Wachstum der Tumorzellen spielen, da die Unterbrechung dieses
Mechanismus zum Sistieren des Tumorzellwachstums und Apoptose fuhrte (Hicklin
and Ellis, 2005). Auch in Myelomzelllinien, die den VEGFR-1 exprimieren, konnte ein
autokriner Signalweg aufgezeigt werden, der in Zunahme des Tumorwachstums
resultierte (Vacca and Ribatti, 2006).

Zusammengefasst sprechen diese Ergebnisse eindeutig fir die wichtige Rolle, die

der VEGF-basierte Signalweg in der Angiogenese des soliden Tumorwachstums
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sowie in der Entwicklung von hamatopoetischen Neoplasien spielt. Diese Daten
lassen vermuten, dass ein effektiver Hemmstoff der VEGF-Rezeptoren einen

positiven therapeutischen Effekt auf Tumorerkrankungen haben kann.

2.2.3.2 FGF und PDGF und ihre Rezeptoren

Aufgrund der haufig beobachteten Redundanz mit der Signaltransduktionswege im
Korper aufgebaut sind, ist es unwahrscheinlich, dass VEGF-Rezeptoren die einzigen
Rezeptortyrosinkinasen darstellen, die an der Neoangiogenese beteiligt sind. Fur
PDGF, ,Platelet-derived Growth Factor® und ,Fibroblast Growth Factor* (FGF), wie
auch fur ihre Rezeptoren, konnte ein Zusammenhang mit der Tumorangiogenese
bewiesen werden. PDGF- sowie auch FGF-Rezeptoren regulieren die Interaktionen
zwischen Tumor- und Stromazelle und das uber autokrine Mechanismen positiv
beeinflusste Wachstum des Tumorgewebes und agieren dabei zum Teil synergistisch
mit VEGF.

VEGF

POGFRY) VEGFR-1
EGFR VEGFR.2
FLT4

Abbildung 7: Abbildung wesentlicher an Vaskulogene se und Angiogenese beteiligter
Rezeptortyrosinkinasen und Wachstumsfaktoren (Musto nen and Alitalo, 1995)
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PDGF ist ein pleiotroper Faktor, der entweder als Homo- oder Heterodimer von zwei
Polypeptiden, A- und B-Kette genannt, vorliegt. PDGF-Liganden treten mit zwei
Rezeptorsubtypen in Wechselwirkung, dem PDGF-a-Rezeptor (PDGFR a) und dem
PDGF-3-Rezeptor (PDGFR (). Dabei konnten PDGF und seine Rezeptoren in
verschiedenen humanen Tumoren wie Gliomen, Dermatofibrosarkomen,
Neurofioromen, myelomonozytarer Leukdmie und Osteosarkomen sowie
Osteoblastomen nachgewiesen werden (Yu et al., 2003).

PDGF-Rezeptoren werden von Tumorzellen exprimiert und mit dem Fortschreiten der
Tumorerkrankung kontinuierlich hochreguliert. Verstarkte Expression von PDGF
konnte mittels immunohistochemischer Analysen in Weichteiltumoren und
fortgeschrittenen Mammakarzinomen nachgewiesen werden (Bronzert et al., 1987;
Palman et al., 1992; Seymour et al., 1993).

In vielen Artikeln wurde belegt, dass Tumorzellen nicht nur den PDGF-R exprimieren
sondern auch PDGF sezernieren. In klinischen Studien war eine Korrelation
zwischen Vaskularisierung und der Expressionsstarke von VEGF und PDGF bei
Mammakarzinomen nachweisbar (Anan et al., 1996).

Aus Tumorzellen freigesetztes PDGF induziert die Migration von Endothelzellen und
vaskularen glatten Muskelzellen und férdert auRerdem deren Proliferation, wodurch
eine direkte Beeinflussung des angiogenetischen Prozess durch PDGF deutlich wird
(Yu et al., 2003).

Somit wird auf verschiedenen Wegen das Wachstum maligner Zellen mittels auto-

und parakriner Mechanismen durch PDGF und seine Rezeptoren beeinflusst.

Die dritte Familie von TRKs, die eine Rolle in der Tumorangiogenese spielt, ist die
Familie der ,fibroblast growth factor“- (FGF-) Rezeptoren. Humane FGF-R, mit einer
zytoplasmatischen Tyrosinkinase-Domane, werden auf vier verschiedenen Genen
verschlisselt (Dionne et al., 1990; Isacchi et al., 1990; Keegan et al., 1991; Partanen
et al., 1990). Durch Transkription dieser vier humanen FGF-R-Gene entstehen
jeweils verschiedene alternative Splice-Varianten, die zu einer Vielfalt an
Ubertragungswegen fiihren. Wahrend einige nicht innerhalb der Membran lokalisiert
sind, fehlt anderen die Domane fiir die Kinase (Givol and Yayon, 1992; Green et al.,
1996; Jaye et al., 1992). Bis zu zwanzig verschiedene FGF-Molekiile konnten bislang
identifiziert werden (Johnson and Williams, 1993). FGF-1 (acid FGF) und FGF-2
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(basic FGF) gehorten dabei mit zu den ersten Wachstumsfaktoren, bei denen eine
proangiogenetische Wirkung nachgewiesen werden konnte (Jaye et al., 1992).

In vitro lie3 sich eine mutagene und chemotaktische Wirkung von FGF auf
Endothelzellen beobachten. Desweiteren wurde die Produktion von Proteasen wie
Kollagenasen und Plasminogenaktivatoren stimuliert, welches die Bildung von
primaren Kapillarschlauchen durch Endothelzellen induzierte (Sato et al., 1991).
Kultivierte Endothelzellen exprimierten FGFR-1, wohingegen keine signifikanten
Konzentrationen von hoher-affinen FGF-Rezeptoren nachgewiesen werden konnten
(Green et al., 1996). Interessanterweise zeigten Analysen mit in-situ Hybridisierung
nur geringe oder keine FGFR-Expression in Endothelien von Mausembryonen oder
humanen Melanomzellen. Somit werden die angiogenetischen Effekte dieses
Proteins zumindestens zum Teil auf indirektem Weg vermittelt (Mustonen and Alitalo,
1995).

FGF-1 und FGF-2 werden von vielen verschiedenen Zelltypen sezerniert und binden
an alle FGF-Rezeptoren. Diese Proteine Uben eine chemotaktische und mitogene
Wirkung auf Endothelzellen, Fibroblasten und andere Zellen aus (Li et al., 1994).
FGF induziert die Angiogenese in der Chorioantalloismembran in vivo (Mignatti et al.,
1989). Uberraschenderweise entwickelten weder FGF-1 noch FGF-1/FGF-2
Knockout-Mause GefalRabnormalitaten und die Wundheilung in FGF-1 Knockout-
Mausen verlief physiologisch. Andererseits kam es zu einer zeitlich verzdgerten
Wundheilung in FGF-2 und FGF-1/FGF-2 Knockout-Mausen, was auf eine
Regulation der Aussprossung von neuen Gefal3en im Rahmen der Gewebsreparation
durch FGF-2 hindeutet (Distler et al., 2003).

Expression von FGFs sowie ihren Rezeptoren konnten in einer Vielfalt von humanen
Tumoren nachgewiesen werden. Dazu zahlen z.B. urologische Tumoren (Cronauer
et al., 2003), Mammakarzinome (Smith et al., 1999), Pankreaskarzinome (Kornmann
et al., 1998), Melanome (Easty and Bennett, 2000) und Prostatakarzinome (Kwabi-
Addo et al., 2004). Ebenfalls wiesen mehrere Arbeiten die Expression und Sekretion
von FGF-2 in verschiedenen Myelomzellinien sowie durch aufgereinigte von MM-
Patienten gewonnenen Myelomzellen nach (Bellamy et al., 1999; Vacca et al., 1999).
Zusatzlich bestand in Untersuchungen von Knochenmarkaspiraten und peripherem
Blut von Patienten mit Multiplem Myelom eine positive Korrelation zwischen FGF-2

Konzentration und der Aktivitat der Erkrankung (Di Raimondo et al., 2000; Sato et al.,
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2002; Sezer et al., 2001). Bisping et al. konnten in ihren Studien den Nachweis fur
eine parakrine Wechselwirkung zwischen FGF-2 und Interleukin-6 erbringen. Sie
zeigten, dass die Stimulation von Stromazellen des Knochenmarks von MM-
Patienten mit FGF-2 zu einer zeit- und dosisabhangigen Steigerung der IL-6
Sekretion fuhrt, die durch Hinzugabe von FGF-2-Antikérpern komplett aufgehoben
werden konnte (Bisping et al., 2003). FGF-2 spielt somit auch in der Pathogenese

des Multiplen Myeloms eine wesentliche Rolle.

2.3 ANTIANGIOGENETISCHE WIRKSTOFFE

Aufgrund der entscheidenden Rolle der Angiogenese in der Entwicklung und dem
Fortschreiten neoplastischer Erkrankungen, forscht man bereits seit einiger Zeit nach
Therapien, deren Wirkmechanismus an der Neovaskularisierung des Gewebes
ansetzt (Kerbel, 1997).

VEGF-Antikorper bewirkten im Tiermodell eine Unterdrickung des Tumorwachstums
(Kim et al., 1993). In aktuellen Kklinischen Studien konnte die Wirksamkeit von VEGF-
Antikdrpern in Kombination mit konventioneller Chemotherapie bei verschiedenen
soliden humanen Tumoren wie z.B. kolorektalen Karzinomen, nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen und Mammakarzinomen belegt werden. Der VEGF-Antikdrper
Bevacizumab, der die Bindung aller VEGF-Isoformen an alle VEGF-Rezeptortypen
unterbindet, wurde bereits flr die kombinierte Chemotherapie mit 5-FU/Folinsaure
und Irinotecan als Erstlinientherapie beim metastasierten kolorektalen Karzinom
zugelassen (Rosen, 2005).

Der Wirkstoff Thalidomide zeigt eine sehr potente antiangiogenetische Aktivitat
(D'Amato et al., 1994) und weist eine gute Wirksamkeit bei Patienten mit
fortgeschrittenem Multiplen Myelom auf (Singhal et al., 1999). In der dazugehérigen
Studie wurde bei 84 Patienten mit refraktarem Multiplen Myelom einer Behandlung
mit Thalidomid bei einer Dosierung von 200-800 mg/die durchgefiihrt. Die Mehrzahl
der eingeschlossenen Patienten waren vor Beginn der Studie bereits intensiv
vorbehandelt, die meisten hatten sogar bereits mindestens eine Hochdosistherapie
mit Stammzelltransplantation hinter sich. Die durchschnittliche Remissionsrate lag
bei 32 % und die Patienten wiesen dabei eine Abnahme der Plasmazellinfiltration

des Knochenmarks sowie gesteigerte Hamoglobinwerte auf. Interessanterweise
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konnte in dieser Studie kein Zusammenhang zwischen dem Ansprechen und einer
Reduktion der Vaskularisierung des Knochenmarks nachgewiesen werden.

Zusammenfassend stellt somit die weitere Arbeit mit Hemmstoffen der Angiogenese
beim Multiplen Myelom sowie die tiefergehende Erforschung der Zusammenhange
zwischen bosartigen hamatologischen Erkrankungen und Neoangiogenese einen
wichtigen Schritt auf dem Weg zu einem besseren Verstandnis der

Tumorpathogenese und zu wirksamen neuen Therapieoptionen dar.

2.4 DER WIRKSTOFF SU6668

SU6668 ist ein kleines Molekil mit der chemischen Formel C18H18N203. Das
Molekulargewicht liegt bei 310.36. Die durch den Wirkstoff induzierte Hemmung des
Tumorwachstums basiert auf einer Interaktion mit den Tyrosinrezeptorkinasen des
VEGFR-2 (FIk-1/KDR), PDFGR und FGFR.

Dabei handelt es sich um einen direkten Effekt des Wirkstoffes auf die
Endothelzellteilung, direkte Wirkung auf die Tumorzellteilungsrate und einem
direktem Effekt auf die Stromazellen, die in der Interaktion fur das Wachstum des

Tumors eine wichtige Rolle spielen.

SU6668 ist ein wirksamer Tyrosinkinasehemmstoff, der den PDGF-, FIk-1/KDR sowie
den FGF- Rezeptor blockiert und als neuartiges antiangiogenetisches Agens wirkt.
SU6668 ist ein oral verfugbares, kleines synthetisches, lipophiles, stark protein-
gebundenes Molekil, welches die Autophosphorylation der oben genannten
Tyrosinrezeptorkinasen inhibiert (Kuenen et al., 2005). Aul3erdem wird die VEGF-
und FGF-stimulierte Zellproliferation von humanen Endothelzellen durch SU6668
wirkungsvoll gehemmit.

In vivo konnte eine gute antitumordse Aktivitat der Substanz in zahlreichen in
Mausen implantierten Tumorxenografts nachgewiesen werden. Dabei wurden A431
(human epidermoid), Colo205 (human colon), H460 (human non-small cell lung
carcinoma), SF767T (human glioma), C6 (rat glioma) und A375 (human melanoma)
Tumorzellen verwendet (Laird et al, 2002). SU6668 fuhrt zu einem
Wachstumsstillstand oder einer Gréfienabnahme bereits langer bestehender

Tumoren und konnte eine Streuung des Tumors verhindern.




Molekularbiologische Analyse der Wirkung des Angiogeneseinhibitors SU6668 als Second-line Therapie im Rahmen einer
Studie bei Patienten mit Multiplem Myelom

Kapitel 2: Einleitung Seite 29 von 100

Intravitale mikoskopische Videoaufnahmen von C6-Xenografts und
immunhistochemische Anséatze wurden angewandt, um den Nachweis zu erbringen,
dass eine Behandlung mit SU6668 mit einer Hemmung der Tumorvaskularisierung
und der Tumorzellproliferation einhergeht. Im Vergleich mit eine Kontrollgruppe
konnte gezeigt werden, dass die Tumorvaskularisierung in den behandelten
Tumoren um 65-95% abnahm (Laird et al., 2000).

Die Fahigkeit der Substanz SU6668 die Tyrosinkinasenaktivitat verschiedener RTKs
effektiv zu verringern, wurde in biochemischen Assays mit aufgereinigtem Enzym
analysiert. Dort zeigte sich der Wirkstoff als potenter Inhibitor (die ATP-Bindung
bericksichtigend) des PDGFRB mit einer Hemmkonstante (K;j) von 0,008 pM,
schatzungsweise 300-mal geringer als die Ky der Kinase fur ATP (Ky= 2,2 uM).
Somit kann SU6668 als ein effektiver Hemmstoff dieses Enzyms betrachtet werden.
Uber den Mechanismus der kompetetiven Hemmung (beztiglich der ATP-Bindung)
hemmt SU6668 ebenfalls die Flk-1-Tyrosinkinase und die FGFR-1-Tyrosinkinase.
Eine Hemmung des ,epidermal growth factors* (EGF-R)-Rezeptors konnte bei den
getesteten Konzentrationen des Wirkstoffes jedoch nicht nachgewiesen werden
(ICs0> 100 uM) (26-28).

Die Kinetik der Hemmung durch SU6668 wurde mittels biochemischer trans- und

autophosphorylisations Assays bestimmt. Die Werte wurden dabei in yM angegeben.

Flk-1 FGFR1 PDGFRf EGFR
Transphosphorylierung | Transphosphorylierung | Autophosphorylierung

K Kn (ATP) K Kn (ATP) K Kn (ATP) ICso
2,1 0,53 1,2 4,61 0,008 2,21 > 100

Tabelle 2: Kinetik der Hemmung duch SU6668 (Laird,  1999a; Laird, 1999b; Laird et al., 2000).

Die Proliferation von Endothelzellen ist wesentlich flr den angiogenetischen Prozess
und wird primér durch VEGF und FGF vermittelt. ,Humane umbilical vein endothelial
cells* (HUVECs) wurden mit verschiedenen Konzentrationen von SU6668

vorbehandelt und dann mit einer proliferationsférdernden Dosis von VEGF oder FGF
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stimuliert. Nach 48 Stunden wurde die Zellteilungsrate Uber die Bestimmung der
eingebauten Bromodeoxyuridine in der zellularen DNA ermittelt.

Der Wirkstoff SU6668 konnte die VEGF-vermittelte Steigerung der Zellteilung in
HUVECSs dosisabhangig hemmen. Dabei lag die mittlere ICso bei 0,34 uM. Bei einer
mittleren 1Cso von 9,6 uM der Substanz wurde auch die FGF-abhangige Proliferation
der Zellen blockiert. Diese Ergebnisse zeigten, dass SU6668 ein potenter Hemmstoff
des durch diese physiologischen Liganden gesteigerten Endothelzellwachstums ist
(Laird, 1999a; Laird, 1999b; Laird et al., 2000).

In weiteren Studien wurde die Fahigkeit des Wirkstoffes SU6668, das Wachstum von
Tumorzellen unter Zellkulturbedingungen durch direkte Hemmung zu unterbinden,
untersucht. Bestandteil dieser Experimente waren menschliche Tumorzelllinien wie
A431 (Epidermoid), Colo205 (Kolon) und NCIH460 (Lunge). SU6668 hemmte das
Wachstum der Kulturen dieser Zelllinien bei ICso -Werten von 23 yM (oder mehr).
Diese Dosis stellt sich im Vergleich zu der von zytotoxischen Chemotherapeutika, die
eine IC5p von generell < 1 yM unter ahnlichen Bedingungen aufweisen, als relativ
hoch dar.

Diese Feststellung, gekoppelt mit den Ergebnissen aus den HUVEC-Daten, fiihrt zu
der Annahme, dass der hauptsachliche Ansatzpunkt der Wirkung an den
Endothelzellen des Gewebes liegt, anstatt dass er seine Wirkung direkt an den

Tumorzellen entfaltet.

Die in-vivo-Aktivitat von SU6668 wurde anhand von menschlichen Tumorzellen
verschiedenen Ursprungs erforscht, die dafir immundefizienten Mausen subkutan
implantiert wurden. Am Tag 1 nach der Tumorimplantation wurde mit einer ab diesem
Zeitpunkt taglichen, oralen Gabe von SU6668 begonnen. In allen getesteten
Zelllinien wurde eine effektive Hemmung des Wachstums der Tumorzellen
beobachtet.

Ahnliche Ergebnisse wurden in Versuchen erzielt, bei denen Mause nach
Implantation mehrerer subkutaner Tumoren SU6668 mit einer Dosis von 75-100
mg/kg/Tag intraperitoneal verabreicht wurde. Auch hier wurde das Wachstum der
Tumoren deutlich gehemmt (Laird, 1999a; Laird, 1999b; Laird et al., 2000). In diesen
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Studien konnte die Fahigkeit der Substanz, das Wachstum von Tumoren bei taglicher
Gabe zu vermindern bzw. zu blockieren, belegt werden.

Zuséatzlich zu diesen Untersuchungen, die bei der Firma SUGEN durchgefihrt
wurden, konnte die in vivo-Aktivitat des Wirkstoffes in Versuchen mit Mausen auch
bei menschlichen Magentumoren, Mamma- und Kolonkarzinomen nachgewiesen
werden (Yonekura, 2000).

Die Hemmung des Wachstums von bereits langer bestehender subkutan
implantierter Tumorxenografts in athymischen Mausen wurde mittels des ,A431
humanen epidermoid carcinoma“ Modells evaluiert. Dabei wurde eine therapeutische
Anwendung der Substanz SU6668 in drei Gruppen mit jeweils unterschiedlichen
TumorgréRen begonnen, welche zu einer dramatischen und einheitlich
nachweisbaren Regression der Tumoren, unabh&ngig von der Ausgangsgrolle,
fuhrte. Bei ungefahr 50% der untersuchten Tiere kam es zu einer kompletten

Remission.

Nach den positiven Ergebnissen, die in experimentellen Studien mit der Substanz
SU6668 erzielt werden konnten, waren im nachsten Schritt die
pharmakodynamischen Effekte der antiangiogenetischen Substanz SU6668 bei der
therapeutischen Behandlung von Patienten mit Multiplem Myelom, einer Erkrankung
in deren Pathogenese die Angiogenese des Knochenmarks nachweislich eine
wesentliche Rolle spielt, im Rahmen von klinischen Studien zu untersuchen.
Ausgangspunkt fir diese Arbeit stellt eine klinische Studie mit SU6668 als
Secondlinetherapie bei Patienten mit fortgeschrittenem Multiplen Myelom dar. Um die
pharmakodynamische Wirksamkeit der Substanz zu messen und den
Krankheitsverlauf zu monitorieren, wurden im Rahmen der Studie verschiedene, fur
die Pathogenese des Myeloms wesentliche Zytokine, apoptotische Marker und
angiogenetische Proteine bestimmit.

Interleukin-6 (IL-6), ein wesentlicher Wachstumsfaktor des Multiplen Myeloms, wurde
im Serum mittels ELISA und in den Stromazellen des Knochenmarks (CD 138-
negative Zellen), durch RT-PCR vor und unter Studienmedikation analysiert. IL-6
stellt einen prognostischen Faktor fir den Krankheitsverlauf des Multiplen Myeloms
dar, so dass eine Abnahme der Serumkonzentration dieses Zytokins fiir eine positive

Entwicklung der Erkrankung sprechen konnte. Um einen Anhalt Uber die
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Apoptosebereitschaft der Myelomzellen und somit einen Parameter fur die
Empfindlichkeit der Zellen gegentber der Therapie im Verlauf der Studie zu
erlangen, wurde die Hohe der BAX (proapoptotisch) und BCL-2 (antiapoptotisch)
Expression in den CD 138-positiven Myelomzellen des Knochenmarks ermittelt.
Unter dem Gesichtspunkt, dass Angiogenese eine wesentliche pathophysiologische
Rolle in der Entwicklung und Progression des Multiplen Myeloms spielt, wurde
anhand der Bestimmung der VEGF mRNA (Isoformen VEGF 121 und VEGF 165) in
Myelomzellen des Knochenmarks, der Verlauf dieser stark proangiogenetisch
wirksamen Proteine unter Einfluss der Therapie betrachtet.

Neben der Analyse der biologischen Aktivitdt der antiangiogenetischen Substanz
wurde die Rate des Ansprechens auf die Therapie mit SU6668 anhand

verschiedener klinischer Kriterien ermittelt.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 STUDIENDESIGN

Die antiangiogenetische Substanz SU6668 wurde im Rahmen einer offenen, nicht
randomisierten Phase | / Il — Studie untersucht.

Innerhalb Deutschlands wurden 20 Myelompatienten in die Studie eingeschlossen
und nach einem standardisierten Protokoll behandelt. Voraussetzung fir den
Einschluss war, dass der Patient auf eine bereits erfolgte Chemotherapie nicht
angesprochen hatte, sich in einem Progress befand, ein Rezidiv zeigte oder eine
Chemotherapie aus medizinischen Griinden nicht tolerierte. Desweiteren sollte eine
Chemotherapie inklusive einer alpha-Interferon-Therapie sowie die Behandlung mit
Kortikosteroiden mindestens vier Wochen zurtickliegen und es durfte keine
Teilnahme an einer klinischen Studie mit neuen Wirkstoffen wie Thalidomid oder
SU6668 vorausgegangen sein. Die Sekretion von Paraproteinen musste im Serum
oder im Blut nachweisbar sein. Um zu gewahrleisten, dass der Patient die
allgemeinen Belastung der Studie gut toleriert, wurde ein Karnofsky-Index von > 60%
festgelegt. Frauen sollten sich in der Menopause befinden oder Kontrazeption
gewahrleisten, um einer moglichen Teratogenitat der Prifsubstanz vorzubeugen. Es
war erforderlich, dass die renale, hepatische und kardiale Funktion adaquat war und
ein psychiatrischer Normalbefund vorlag. Fir das Blutbild wurden Mindestwerte von
Hamoglobin > 8 g/dl, Neutrophile (ANC) > 1,0 x 10%L und Thrombozyten > 75 x 10%/L
festgelegt. Ein insulinpflichtiger Diabetes mellitus oder weitere maligne
Erkrankungen, bis auf ein Basaliom oder ein Carcinoma in situ der Cervix, mussten
ausgeschlossen werden. Alle Patienten wurden arztlich aufgeklart und erteilten ihre
schriftiche Einwilligung, an der Studie teilzunehmen und ihre Proben fir
wissenschaftliche Zwecke zur Verfigung zu stellen. Die Studie wurde gemald den
aktuellen Richtlinien des Arzneimittelgesetz (AMG) durchgefiihrt und von der

Ethikkommission der Hamburger Arztekammer genehmigt.

Als priméares Ziel der Studie wurde die objektive Rate des Ansprechens (Response)
auf die Therapie mit SU6668 festgelegt. Die sekundaren Endpunkte waren die

Evaluation der Sicherheit und Toxizitat von SU6668, die Analyse der biologischen
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Aktivitat des Wirkstoffes mit Hilfe von biologischen Markern sowie die Bestimmung

der Dauer bis zum Progress und des Gesamtiiberlebens.

Die Response des Patienten wurde unterteilt in komplette (CR), partielle (PR) oder
geringfugige (MR) Remissionen, stabile Erkrankung (SD) und Progress (PD).

Dabei wurde eine komplette Remission (CR) folgend definiert: kein nachweisbares
Paraprotein im Serum oder Urin fur die Dauer von mindestens sechs Wochen, < 5%
Plasmazellen im Knochenmark, keine neuen kndchernen L&sionen am Skelett und
die komplette Ausheilung eines Weichteilplasmozytoms.

Eine partielle Remission (PR) war festgelegt als: >50% Senkung des Paraproteins
im  Serum fur mindestens sechs Wochen, >90% Reduktion der 24h-
Leichtkettenproduktion oder Senkung <0,29/24h Uber einen Zeitraum von
mindestens sechs Wochen, keine neuen Skelettlasionen und die Reduktion eines
Weichteilplasmozytoms um > 50%.

Der Patient befand sich in einer geringfligige Remission (MR = Minor Remission),
wenn: 25-49% weniger Paraprotein im Serum nachgewiesen wurde, eine 50-89%
Senkung der 24h-Leichtkettenproduktion tber den Zeitraum von mindestens sechs
Wochen auftrat, kein Zuwachs in der Anzahl oder Gré3e der Iytischen
Skelettlasionen und der Weichteilplasmozytome stattfand. Eine stabile
Krankheitslage (SD = Stable Disease) war gegeben, wenn keine der obigen Kriterien
erfullt wurden und kein Progress (PD) vorlag, der wie folgt definiert wurde: Erh6hung
des Serumparaproteins sowie der 24h-Leichtkettenproduktion um >25%, Anstieg der
Plasmazellkonzentration im Knochenmark um >25% wie auch der absoluten
Plasmazellkonzentration im Blut um mindestens 10%, Zunahme in der Anzahl oder
VergroRerung der Knochenlasionen am Skelett sowie der Weichteilplasmozytome
und Hyperkalzamie.

Die Plateauphase wurde nicht als eigenstandiges Response-Kriterium gesehen und
im Zusammenhang mit CR, PR, MR oder Stable Disease betrachtet. Sie ist dadurch
charakterisiert, dass Serum und/oder Plasmaparaproteinwerte unabhéngig von ihrer
Konzentration fir mindestens drei Monate stabil bleiben, die Patienten keine oder nur
geringe Symptome des Myeloms zeigen und ihre Hamoglobinwerte ohne Transfusion

stabil bleiben.
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Zu Beginn der Therapie wurde allen Patienten 100 mg/m? SU6668 zweimal taglich
als Kapsel in oraler Form verabreicht. Basierend auf momentan laufenden Studien
wird angenommen, dass die maximale tolerierte Dosis (MTD) im Bereich von 300
mg/m? liegt.

Da pharmakokinetische Studien nach einer kontinuierlichen Verabreichung von 28
Tagen bei allen Dosierungen eine Reduktion der Plasma-Drug-Exposure um ca. 50%
zeigten, wurde eine Dosissteigerung festgelegt. Sofern keine medikament-
spezifischen Nebenwirkungen auftraten, wurde die Dosis nach 28 Tagen auf 200
mg/m? angehoben und erhéhte sich nach 56 Tagen auf 300 mg/m?. Die Patienten
erhielten orales SU6668 fur den Zeitraum von drei Monaten, vorausgesetzt, dass
keine unakzeptablen Toxizitdt oder Progression festgestellt wurde. Bei klinischem

Ansprechen konnte die Behandlung bis zu einem Jahr fortgesetzt werden.

Zu den in klinischen Dosiseskalationsstudien aufgetretenen Nebenwirkungen von
SU6668 zahlen: leichte Ubelkeit und Kopfschmerzen, Miudigkeit, briichige
Fingernagel, milde Oberbauchbeschwerden gelegentlich verbunden mit Durchfall
oder Verstopfungen sowie die orange-gelbliche Verfarbung von Urin und Stuhlgang.

Die dosislimitierende Toxizitat lag bei 800 mg/m? bei zweimaliger Gabe taglich.

3.2 PATIENTENPROBEN

Vor der ersten Dosisgabe sowie auch an Tag 29 und nach drei Monaten wurden
Knochenmarksaspirate zur Untersuchung der Tumorzellapoptose Uber die Analyse
der BCL-2 und BAX mRNA-Konzentrationen, der IL-6 mRNA-Spiegel und anderer
angiogenesespezifischer Faktoren gewonnen. Die RNA-Untersuchung wird im
Gesamtknochenmark, der Plasmazellfraktion und der plasmazellfreien Fraktion (nach
vorheriger immunomagnetischer Isolierung) durchgefuhrt.

Zur Bestimmung von Plasma-TNF-a und IL6-Spiegel mittels ELISA wurden je 10 ml
Plasma vor sowie vier Stunden nach Einnahme der ersten Dosis (Tag 1), nach 2, 4,
8 und 12 Wochen abgenommen.

Knochenmarksstanzen werden vor Studienbeginn, nach drei Monaten und einem
Jahr enthommen und fir Messungen der Kapillardichte und fir Apoptosestudien

genutzt.




Molekularbiologische Analyse der Wirkung des Angiogeneseinhibitors SU6668 als Second-line Therapie im Rahmen einer
Studie bei Patienten mit Multiplem Myelom

Kapitel 3: Material und Methoden Seite 36 von 100

3.3 ISOLIERUNG VON MONONUKLEAREN ZELLEN AUS DEM KNOCHENMARK

Den Patienten wurde ungefahr 7-8 ml Knochenmark in Heparinréhrchen (Becton-
Dickinson, San Jose, Kalifornien) entnommen. Nach 1:3 Verdinnung des Aspirates
mit PBS (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien) wurde die Isolierung von Mononukle&ren
Zellen mit Hilfe von Ficoll (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
vorgenommen. Daftr wurden 20 ml steriles Ficoll in ein 50 ml Falcon gefillt, langsam
mit dem verdiinnten Knochenmark Uberschichtet und bei 4° C 20 Minuten lang mit
2000 rpm zentrifugiert. Die Auftrennung der Zellen erfolgt mittels eines
Dichtegradienten. Nach Zentrifugation lag den mononuklearen Zellen (MNCs) nur
noch zellfreies Plasma auf, so dass diese Schicht der MNCs vorsichtig mit einer
sterilen Pipette abgenommen und gewaschen werden konnte. Das Waschen erfolgte
nach Zugabe von PBS in einem Verhéltnis von 1:2 und anschlieender fiunfminatiger
Zentrifugation bei 4 T mit 1200 rpm. Danach wurde das Uberstandige PBS
vorsichtig von dem sich gebildeten Zellpellet abgesaugt. Um zu vermeiden, dass sich
noch restliche Erythrozyten in der Probe befinden, die die weitere Auftrennung stéren
konnten, wurden die Zellen in 5 ml Ery-Lysepuffer aufgenommen, fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieBend erneut wie oben beschrieben

mit PBS gewaschen.

3.4 AUFREINIGUNG DER CD138+-ZELLEN

Die CD138+ Zellen wurden mittels eines immunomagnetischen Selektionsverfahrens
aus den mononuklearen Zellen isoliert. Zur Separation der CD138+-Zellen wurde mit
CD138 Microbeads und dem VarioMACS (beides Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach, Deutschland) gearbeitet. Dieses Selektionsprinzip basiert darauf, dass
sich die magnetischen Beads an entsprechende antigentragende Zellen haften und
diese uber eine im magnetischen Feld des VarioMACS befindliche Saule separiert
werden konnen. Die markierten Zellen werden auch nach mehrfachen
Waschschritten in der Saule gehalten und erst nach Entfernung der Saule aus dem
Magnetfeld eluiert. CD 138 wird nur von physiologischen und malignen Plasmazellen
exprimiert, nicht dagegen von zirkulierenden B-Zellen, T-Zellen oder Monozyten
(Referenzen siehe Macs-Beschreibung). Somit stellt es einen adaquaten Marker fur

die Isolierung der Plasmazellfraktion dar.
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Zur Aufreinigung der CD138+-Zellen wurde MACS-Puffer verwendet, der aus 485 ml
sterilem PBS, 12,5 ml 0,5% Humanem Serum Albumin (DRK Blutspendedienst
Niedersachsen, Springe, Deutschland) und 3 ml steril filtriertem 0,6% ACD-A
(Fresenius, Emmer, Niederlande) angesetzt wurde. Die mononuklearen Zellen
wurden nach dem letzten Waschschritt je nach Grol3e des Zellpellets in 1-5 ml
MACS-Puffer aufgenommen und mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer gezahlt. Ein
Zytospin wurde angefertigt, um zu Uberprifen, ob die Morphologie der isolierten
Zellen Plasmazellen entsprach und einen Anhalt Uber die Infiltration des
Knochenmarks zu gewinnen.

Jeweils 5 x 10° mononukleare Zellen wurden in 90 pl MACS-Puffer aufgenommen
(fur weniger als 5 x 10° Zellen wurde ein Minimum von 90 pl MACS-Puffer
verwendet), nach Zugabe von 10 ul CD138-Microbeads durchmischt und im
Kihlschrank 15 Minuten inkubiert. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen in
500 upl MACS-Puffer resuspendiert und auf die bereits mit 3 ml MACS-Puffer
angefeuchtete VS+-Saule des VarioMACS gegeben. Die CD138-negativen Zellen,
die auch im Magnetfeld des VarioMACS mit dem Puffer die Séule sofort durchlaufen,
wurden aufgefangen. Um zu gewéhrleisten, dass sich keine Ruckstande von CD138-
negativen Zellen auf der Saule befinden, wurde die Saule in finf Schritten mit je 3 ml
MACS-Puffer gewaschen, der ebenfalls in dem Ro6hrchen der Negativfraktion
aufgefangen wurde. Die VS+-Sdule wurde dann aus dem Magnetfeld des
VarioMACS herausgenommen und die CD138-positiven Zellen mit 5 ml MACS-Puffer
aus der Saule eluiert.

Die Zellen der Positiv- und Negativfraktion wurden gewaschen, gezahlt und der
Zellzahl entsprechend mit 2000 rpm pelletiert (Biofuge, Eppendorf, Hamburg). Die
Zellpellets wurden anschlie3end in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80 C
gelagert.

3.5 ISOLIERUNG VON RNA UND SYNTHESE VON KOMPLEMENTARER DNA

Die Gesamt-RNA der CD138-positiven und —negativen Patientenzellen wurde mit
dem RNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert.

Die bei —80 T gelagerten Zellpellets wurden in 350 pl RLT-Puffer (Lyse Puffer)
resuspendiert und auf eine Quiashredder-Saule gegeben. Zur Homogenisierung

wurden die Zellen bei 14000 rpm zwei Minuten Uber die Saule zentrifugiert. Danach
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wurde der Durchlauf mit 350 yl 70 % DEPC-Ethanol zur Fallung der Nucleinsauren
durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren gut vermischt. AnschlieBend wurde die
Losung auf eine RNeasy-Mini-Saule dbertragen und 15 Sekunden bei 2000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, wodurch die RNA auf einer Membran in der
Saule haften bleibt und der Durchlauf verworfen werden kann. Dann wurden 350 pl
RW 1-Puffer auf die Saule pipettiert und bei 10000 rpm fir 15 Sekunden zentrifugiert.
Nach diesem Waschschritt wurde die Membran der Saule vorsichtig mit den vorher in
70 ul RDD-Puffer pipettierten 10 pl DNAse-Stock-Losung (Qiagen, Hilden,
Deutschland) ausfillend befeuchtet und 15 Minuten lang bei Raumtemperatur
inkubiert, wodurch Reste von genomischer DNA entfernt wurden. Auf die Saule
wurden dann wieder 350 yl RW1-Puffer pipettiert und bei 10000 rpm 15 Sekunden
lang zentrifugiert. Danach wurden zweimal jeweils 500 pl RPE-Puffer auf die Saule
gegeben und beim ersten Mal 15 Sekunden bei 10000 rpm und anschlielBend 2
Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Zur Elution der RNA wurden 35 ul
Diethylpyrocarbonat-Wasser (DEPC) direkt auf die Membran der S&ule pipettiert.
Nach einer einmindtigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde eine Minute bei
10000 rpm zentrifugiert und die Losung dann sofort auf Eis gekunhlt.

Mittels einer spektrophotometrischen Messung (Biophotometer, Eppendorf,

Hamburg) wurde die Konzentration und Qualitat der isolierten RNA ermittelt.

Bei der folgenden cDNA-Synthese mit dem You-Prime-First-Strand cDNA-Synthese
Kit (Amersham, Picataway, New Yersey) wurden je 3 uyg Gesamt RNA mit DEPC-
Wasser auf ein Endvolumen von 32,5 ul gebracht. Um die RNA zu denaturieren
wurde sie in einem Heizblock (Trio Thermo Block Biometra, Tampa, Florida) 10
Minuten lang bei 65 T erhitzt und danach 2 Minuten auf Eis wieder abgekuhlt.
Anschlielend wurde die RNA-Losung in ein Reaktionsgefald, welches zwei First-
Strand Kugeln enthielt, pipettiert und solange auf- und abpipettiert, bis sich die
Kugeln ganz geldst hatten. Nach Hinzugabe von 0,2 ug Random Primers (Invitrogen,
Carlsbad, Kalifornien) wurde sie 60 Minuten lang bei 37 T inkubiert. Die cDNA

wurde bei —20 T eingefroren und gelagert.
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3.6 QUANTITATIVE REAL-TIME PCR

Die Bestimmung der Expression folgender Gene VEGF 121, BAX, BCL-2 und IL-6
erfolgte mittels der hergestellten cDNA. Die Analyse der Proben wurde in Form einer
Real-Time PCR an dem ABI Prism™ 7700 Sequence Detector System (ABI/PE
Biosystems Forster City California, USA) durchgefuhrt.

Die Real-Time Quantitative PCR oder auch quantitative Echtzeit-PCR stellt eine
Weiterentwicklung der Mitte der achtziger Jahre von K.B. Mullis entwickelten
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dar (Mullis and
Faloona, 1987). Die PCR ist eine sehr schnelle und sensitive Methode zur in-vitro-
Amplifizierung spezifischer DNA-Abschnitte und ermdglicht somit die Detektion
kleinster DNA-Mengen. Dabei basiert das Prinzip der PCR-Reaktion auf der
enzymatischen Vermehrung eines bestimmten DNA-Abschnittes, der zwischen zwei
Startersequenzen, den sogenannten Primern, liegt. Die Basenabfolge beider Primer
muss komplementéar zur amplifizierenden DNA-Sequenz sein. Binden die Primer an
die komplementaren DNA-Abschnitte, katalysiert das Enzym DNA-Polymerase die in-
vitro DNA-Synthese. Dies erfolt im wesentlichen in drei Schritten: einem
Denaturierungsschritt bei 959 um die beiden DNA-Strange voneinander zu trennen,
einem Hybridisierungschritt, in dem die beiden Primer an den jeweils
komplementaren Strang binden und einem Syntheseschritt, wéhrenddessen der
zwischen den Primern liegende DNA-Abschnitt mithilfe der DNA-Polymerase und der
im Reaktionsmix vorhandenen Desoxyribonucleotide selektiv synthetisiert wird (Erlich
et al., 1991).

Die Methode der Real-Time Quantitative PCR am ABI Prism™ 7700 Sequence
Detector System lauft dabei voll automatisch ab, ist reproduzierbar und gestattet es,
gleichzeitig 96 Proben zu analysieren.

Die speziellen Tagman™ Reagenzien arbeiten dabei mit Sonden. Dies sind
synthetische, mit fluoreszierenden Farbstoffen markierte Oligonukleotide, welche
spezifisch an die gesuchte Zielsequenz der cDNA binden. Ihr Bindungsort liegt dabei
zwischen dem Vorwarts- und dem RuUckwarts-Primer. Sie enthalten zwei
Farbstoffmolekile, Reporter und Quencher. Der energiereichere Farbstoff, Reporter,
liegt am 5 Ende und ein energiedrmeres Molekul, welches als Quencher bezeichnet
wird, befindet sich am 3'Ende der Sonde. Solange die Farbstoffmolekile aneinander

gebunden vorliegen, findet ein Energietransfer von dem energiereicheren zum
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energiedrmern Molekdl statt, der auch ,Forster-Type Energy Transfer* genannt wird.
Das Fluoreszenzsignal des Reporter-Molekuls wird durch die raumliche Anordnung
vom Quencher-Molekll unterdriickt. Erst wenn die Sonde durch die Aktivitat der
5'Nuclease des Primers von der cDNA hydrolysiert wird, endet der Energiefluss
zwischen den Molektlen und die Fluoreszenzemission des Reporters steigt, wahrend

die des Quenchers abnimmt.

Palymerization A = Aeparier
— R a Q= Cuenchar
I Primer — Frosa ¥
3
5 3
: = —
alaen ]
Sirand displacemsnt s e
|
 — kL  §
=
5 Ja
- —
Cleavage xé',r
Fyn e ™ Q
D — = T e—
5
\ i
Polymerization Satl- G
complated LA DR T W——

1
X
L 3

o —

Abbildung 8: Ablauf der TagMan © - PCR (TagMan® One-Step RT-PCR Master Mix Reagents Kit
— Protocol; © Copyright 2002, Applied Biosystems)

Das proportional zur Produktzahl zunehmende Reportersignal wird im Sequence
Detection System des Tagmans erfasst und von der Software in Form einer
Amplifikationskurve dargestellt.

Diese Kurve spiegelt den typischen Verlauf einer PCR-Reaktion wider, die in drei
Phasen eingeteilt werden kann.

Zuerst erfolgt eine exponentielle Phase (Phase 1), in der sich in jedem Zyklus die
Anzahl der Produkte verdoppelt, das erzeugte Fluoreszenzsignal kann jedoch
physikalisch noch nicht gemessen werden (Gesamtsignal < Rauschen). Nach
Uberschreitung eines Schwellwertes geht die exponentielle Vervielfaltigung weiter
und ist in jedem Zyklus durch ansteigende Fluoreszenzintensitdt messbar. Dann
werden die verschiedenen Komponenten der Reaktion langsam verbraucht, was zu

einer linearen Phase fihrt (Phase 2).
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Zum Schluss erreicht die Reaktion eine Plateau Phase (Phase 3), in der die
Produktzahl konstant bleibt, da keine Reagenzien mehr fur die Amplifikation

vorliegen.
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Abbildung 9: Darstellung der Amplifikationskurven einer TagMan © - PCR (User Bulletin #2: ABI
PRISM 7700 Sequence Detection System, © Copyright 2 002, Applied Biosystems)

Bei der quantitativen Messung der amplifizierten RNA wird von der Software eine
sogenannte , Threshold“-Linie als Schwellenwert gesetzt, ab der eine Reaktion eine
Fluoreszensintensitat erreicht, die vom generellen ,Signalrauschen* signifikant
abgrenzbar und somit auswertbar ist. Diese Linie liegt in der exponentiellen Phase
der Amplifikationskurve, welches eine hohe Prazision der Messung ermdglicht, da in
dieser Phase der PCR-Reaktion keine limitierenden Faktoren, wie Primer oder
Nucleotidmangel, nachlassende Enzymaktivitat oder Inhibition der PCR-Reaktion
durch Generation bestimmter Produkte, bestehen. Der PCR-Zyklus, bei dem das
Fluoreszenzsignal einen gewissen Schwellenwert Uberschreitet und die fiktive
»1hreshold-Linie* kreuzt, wird als ,Cycle Threshold C;* oder Crossing Point (CP)

bezeichnet und stellt einen zentralen Faktor der folgenden quantitativen Berechnung
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dar. Diese Zykluszahl, C;, korreliert mit der Menge der durch die Amplifikation
entstandenen RNA. Je grol3er die Menge des Zielgens, die am Ausgangspunkt der
Real-Time PCR vorliegt, desto fruher wird ein signifikanter Anstieg der
Fluoreszenzsignale von System detektiert, d.h. mit steigender Konzentration der zu
messenden Substanz in der Probe, nimmt der Ci- Wert ab. Basierend auf diesem
Prinzip ist eine quantitative Bestimmung maoglich.

Eine Verdopplung der Ausgangskopienzahl findet sich in der Abnahme des C; um
einen Zyklus wieder, somit wirde in einer perfekten Standardkurve eine Zunahme
der Menge um einen Logarithmus durch die Abnahme des Ct-Wertes um 3,3 Zyklen

deutlich werden.

In einer sogenannten Multiplex-PCR wird mit mehr als einem Primer-Paar in einem
Well gearbeitet, wodurch zwei cDNA-Abschnitte simultan amplifiziert werden. Fur die
separate Detektion der produzierten Kopien ist es wichtig, dass man mit
unterschiedlichen fluoreszierenden Farbstoffen arbeitet, deren Emissionsmaximum
madglichst weit auseinanderliegen sollte, um Interferenzen zu vermeiden.

Die in der Multiplex-PCR verwendeten Reporter-Farbstoffe FAM  (6-
Carboxyfluorescein) und VIC kdnnen klar voneinander differenziert werden. Die
hdchste Emission erzielt FAM bei 518 nm, VIC dagegen bei 555 nm Wellenlange.
Der Universal PCR Master Mix enthalt zusatzlich mit ROX (6-Carboxy-X-Rhodamine)
ein  passives Referenzfluorochrom, welches dazu beitrdgt Volumen-
unregelmaiigkeiten beim Pipettieren auszugleichen.

Die Software des ABI Prism 7700 Sequence Detection System ( AppliedBiosystems,
Forster City California, USA ) arbeitet bei der Multiplex-PCR mit einem speziellen
Prozess, der ,Multicomponenting” genannt wird. ,Multicomponenting® ist ein
mathematischer Algorithmus, der anhand der reinen Farb-Referenzspektren den
Anteil jeder einzelnen Fluoreszenz an dem komplexen experimentellen Spektrum
errechnet, welches von dem Quencher TAMRA (6-Carboxytetramethylrhodamin)
(Amax = 582 nm), dem passiven Referenzfarbstoff ROX (Amax = 610 nm) sowie den
Reporter-Molekilen FAM und VIC gebildet wird.
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3.6.1 Durchfuihrung der RT-PCR
Die Durchfuhrung der PCR erfolgte in Triplikaten, wobei ein jeder Primer/Sonden-Mix

durch eine Negativkontrolle, die statt Probenmaterial nur Wasser enthielt, auf
Kontamination Uberpruft wurde. Als positive Kontrolle wurde eine aus der
Tumorzellline U266 gewonnene cDNA verwendet.

GAPDH, welches als Haushaltsgen eine hohe Expression in allen Zellen aufweist,
wurde als endogenes Referenzgen verwendet. Die Quantifizierung einer gesuchten
m-RNA kann durch das Referenzgen normalisiert werden, da durch sie ein Bezug zu
der Gesamt-RNA der Zelle gesetzt wird. Die Analyse erfolgt simultan in Form einer
Multiplex-PCR.

Auf diese Weise wurde in der cDNA jeder einzelnen wie oben beschrieben
aufgearbeiteten Positiv-Plasmazellfraktion VEGF 121, BAX und BCL-2 simultan mit
GAPDH in einem well bestimmt. Analog dazu erfolgte die IL-6 Messung in der
negativ-selektionierten also der Nicht-Plasmazellfraktion.

Fur die PCR-Analyse wurden als Tragermaterial MircroAmp R Optical 96-well Plates

(Applied Biosystems, Forster City California, USA) verwendet.

3.6.1.1 IL-6 und BAX
Fur die Quantifizierung der genetischen Expression von IL-6 und BAX wurde mit Pre-

Developed-Kits und einem dazu kompatiblen Pre-Developed-Kit fir GAPDH (beides:
Applied Biosystems, Forster City California, USA) gearbeitet. Dabei enthalten die
Pre-Developed-Kits der Zielgene IL-6 / BAX den Fluoreszenzfarbstoff FAM als
Reporter, wogegen GAPDH VIC als Reporterfarbstoff beinhaltet. Allen Pre-
Developed-Kits ist es gemeinsam, dass MGB als Quencher der Sonde verwendet
wird.

Der in der PCR-Reaktion verwendete Amplifikations-Mix betrug 25 pl pro well und
enthielt 12,5 yl des TagMan TM Universal PCR Master Mix, 1,25 pl der jeweiligen
Pre-Developed Mix fur das Zielgen, 1,25 pl des Pre-Developed Mix fur GAPDH, 5,0
Ml aufgereinigtes Wasser und 5,0 pl der zu analysierenden cDNA-Probe.

Der Universal PCR Master Mix enthélt zusatzlich mit ROX (6-Carboxy-X-Rhodamine)
ein  passives Referenzfluorochrom, welches dazu beitrdgt Volumen-

unregelméaiigkeiten beim Pipettieren auszugleichen.




Molekularbiologische Analyse der Wirkung des Angiogeneseinhibitors SU6668 als Second-line Therapie im Rahmen einer
Studie bei Patienten mit Multiplem Myelom

Kapitel 3: Material und Methoden Seite 44 von 100

3.6.1.2 VEGF 121 und BCL-2
Die Primer und Sonden fir die Messung von VEGF 121 und BCL-2 wurden mit der

Primer Express Software (PE Biosystems) entwickelt. Die Sonden umfassen ein

Intron, um eine potentielle Vervielfachung geringer genomischer DNA zu vermeiden,

wie es bei einer Kontamination der cDNA mdglich wére. Dabei wurde von den

folgenden Sequenzen ausgegangen:

VEGF 121

Sense: 5°-AGC TTC CTA CAG CAC AAC AAA TGT

Antisense: 5°-CGC CTC GGC TTG TCA CA

Sonde: 5"FAM- TGC AGA CCA AAG AAA GAT AGA GCA AGA CAA GAA A- 3’ TAMRA
(VEGF-A isoforms. Van Trappen et al. )

BCL-2

Sense: 5°-CCT GTG GAT GAC TGA GTA CCT GA

Antisense: 5°-AGT TCC ACA AAG GCA TCC CA

Sonde: 5"FAM-CGG GAC CTG CAC ACC TGG ATC c-3' TAMRA

Zur Verwendung im PCR-Amplifikations-Mix wurden die Primer (Forward/Reverse)
in, in Testlaufen optimierten, Konzentrationen, 300 nM fur VEGF 121 und 900 nM fur
BCL-2, vorverdinnt. Ebenso wurden die Sonden in jeweils 100 nM- Ldsungen
vorbereitet.

Die Zusammensetzung des Reaktionsmixes bestand aus 12,5 uyl des TagMan TM
Universal PCR Master Mix, 2,5 ul der jeweiligen Vorwarts- und Ruckwartsprimer des
Zielgens, 1,25 yl der Sondenverdinnung fur das Zielgen, 1,25 ul des Pre-Developed
Mix fur GAPDH, 2,5 ul aufgereinigtes Wasser und 5,0 yl der zu analysierenden
cDNA-Probe.

3.6.2 Ablauf der PCR-Reaktion
Nachdem die PCR-Reaktion auf den Mikrotiterplatten vorbereitet wurde, wird sie im

TagMan vollautomatisch durchgefiihrt. Die im ABI Prism™ 7700 Sequence—Detektor
System ablaufenden thermischen Zyklen sind flexibel einstellbar und wurden fur die
Bestimmung der oben genannten Zytokine wie folgt festgelegt: zwei Minuten bei 50
T, zehn Minuten bei

95 T, gefolgt von 40 Zyklen bei 95 C, jeweils fun fzehn Sekunden lang, und eine
Minute bei 65 TC.
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Die anfallenden Daten wurden mittels der im System enthaltenen Software erfasst
und ausgedruckt. Nach Eingabe der Rohdaten in Excel, erfolgte die quantitative
Berechnung mit Hilfe der Delta-Ct Methode.

Die Expression des zu untersuchenden Gens wird dabei mittels eines zweiten,
ubiquitar und homogen exprimierten Gens normalisiert. Diese relative Expresssion
des zu untersuchenden Gens in den behandelten experimentellen Proben wird dann
noch auf ein Kontrollprobenmaterial bezogen. Bei der AACt-Methode wird im ersten
Schritt fur jede untersuchte Probe der Ct-Wert des Referenzgens vom Ct-Wert des
zu untersuchenden Gens subtrahiert (ACt= Ct Zielgen — Ct Referenzgen). Nach
dieser Normierung wird vom ACt-Wert der experimentell behandelten Proben der
ACt-Wert einer Kontrolle abgezogen; man kommt so zum sog. ,delta-delta CT"
Berechnungsmodell. Der relative Expressionsunterschied einer Probe zwischen der
Behandlung und der Kontrolle (Ratio), normalisiert zum Referenzgen und bezogen
auf eine Standardprobe, ergibt sich aus der arithmetischen Formel 224 (Livak and
Schmittgen, 2001).

ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen (GAPDH)

AACt = ACt Behandlung — ACt Kontrolle (U266)

Ratio = 244¢

3.7 ELISA

Zur Bestimmung der IL-6-Spiegel im peripheren Blut wurde ein Quantikine® HS
Human IL-6 Immunoassay (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) durchgefuhrt.
Dieses Analyseverfahren bedient sich der quantitativen Sandwich Enzyme
Immunoassay — Technik. Dabei wird eine Mikroplatte mit einem spezifischen
monoklonalen Antikorper gegen z.B. IL-6 beschichtet. Standardlésungen und Proben
werden in die Wells pipettiert und jegliches in der Probe vorhandenes IL-6-Molekdl
bindet an die fixierten Antikbrper. Ungebundene Antikdrper-Enzyme-Reagenzien
werden durch einen Waschschritt entfernt, und ein enzymgebundener (enzyme-
linked) polyklonaler Antikérper, der ebenfalls spezifisch an IL-6 bindet, wird
hinzugegeben. Wieder erfolgt ein Waschschritt und eine Substratlésung wird jedem
Well zugesetzt. Nach einer Inkubationszeit wird eine ,Verstarkerlosung® (amplifier

solution) hinzugegeben. Die im Well enthaltene Reaktionsfliissigkeit farbt sich
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proportional zu der anfangs im ersten Schritt gebundenen IL-6 Menge an. Die
Farbreaktion wird gestoppt und die Intensitat der Farbung gemessen.

Das Quantikine HS Immunoassay Kit nutzt einen Verstarkermechanismus, in
welchem die Alkalische-Phosphatase-Reaktion einen Kofaktor bereitstellt, der zur
Bildung eines farbigen Produktes fiihrt. Dabei dephosphoryliert die alkalische
Phosphatase die reduzierte Form des Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat,
NADPH, zu dem reduzierten Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid, NADH. Dieses wirkt im
Folgenden als spezifischer Kofaktor, der eine Redoxreaktion aktiviert, welche tUber
die Enzyme Alkoholdehydrogenase und Diaphorase, die in der Verstarkerlosung
enthalten sind, ablauft. In dieser Reaktion, die von der Diaphorase katalysiert wird,
wird durch die NADH-vermittelte Reduktion eines Tetraozoliumsalzes (INT-Violett
oder lodonitrotetrazolium-Violett) ein intensiv farbender Formazan-Farbstoff sowie
auch NAD" gebildet. Aus NAD" wird wiederum mittels einer Alkoholdehydrogenase-
vermittelten Reaktion durch Ethanol erneut NADH hergestellt, welches dann als
Kofaktor wieder in den Redoxzyklus eintritt. Die Reduktionsrate des Tetra-
zoliumsalzes und somit auch die Menge des gebildeten Farbstoffes verhalten sich
direkt proportional zu der IL-6-Menge, die im ersten Schritt des ELISAs an die

Mikrotiterplatte gebunden wurde.

Zur Vorbereitung der Reagenzien wurde der Waschpuffer 1:9 verdunnt (100 ml
Waschpuffer konzentrat in 1000 ml deionisiertem/destilliertem Wasser), die
lyophilisierte Substrat- und Verstarkungslosung wurden gelést und die IL-6-Standard
wurde vorbereitet. Dazu wurde der IL-6 Standard mit 5,0 ml des passenden
Calibrator Diluent RD6-11 vermischt, so dass die Stockldsung (Stammldsung) eine
Konzentration von 10 pg/mL enthielt. In der Standardverdinnungsreihe wurden dann
Losungen gewonnen, deren Konzentrationenvon 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156
pg/mL abnahmen, indem man zu je 500 pl Kalibrationsflissigkeit 500 ul der
Stammldsung bzw. der nachsthéheren Verdinnung hinzugab.

Zu Beginn werden 100 pl eines Assay Diluent RD1-75 in jedes Well der
Mikrotiterplatte gegeben, welche dann mit jeweils 100 ul der Standardreihe oder der
Patientenprobe aufgeflllt wurden. Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden bei
Raumtemperatur wurde die Flissigkeit von der Platte entfernt und jedes Well wurde

in sechs Waschschritten mit 400 yl Waschpuffer von den Uberstanden gereinigt.
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Danach erfolgte die Zugabe von 200 pl der IL-6 Konjugatlosung, die die
enzymgebundenen Antikdrper enthalt, und die Inkubation der Losung fur zwei
Stunden bei Raumtemperatur. Die Uberstande wurden entfernt und die
Mikrotiterplatte wurde erneut Uber sechs Waschschritte gesaubert. Im folgenden
Schritt wurden 50 pl der Substratlésung in jedes Well gegeben und fur eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Hinzugabe von 50 ul der Verstarkerlésung und
einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Reaktion mit
50 pl der Stopperlésung angehalten.

Die Bestimmung der optischen Dichte und somit die Berechnung der enthaltenen IL-
6 Konzentration eines jeden Wells wurde mit Hilfe eines spektrophotometrischen,

auf 490 nm eingestellten Mikroplatten-MeRR3gerats durchgefihrt.

3.8 STATISTISCHE ANALYSE DER DATEN

Die Daten wurden mit Hilfe des Standard Statistikprogramms SPSS 11
zusammengefal3t und deskriptiv ausgewertet. Nicht-parametrische Testverfahren
wie der Wilcoxon-Signed Rank-Test und Mann-Whitney-U-Test wurden zur Analyse
der im Verlauf der Untersuchung erhobenen Parameter der biologischen Aktivitat des
Studienmedikaments SU6668 (IL-6, VEGF-Isoformen, apoptotische Marker)
durchgefiihrt.  AuRerdem wurde eine Korrelationsanalyse (Spearman-Rho)

durchgefuhrt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 DESKRIPTIVE ANALYSE

Von 20 Patienten, die in Deutschland in die Studie eingeschlossen wurden, waren
insgesamt 18 Falle auswertbar. Da das Probenmaterial an einigen Messzeitpunkten
nicht auswertbar war bzw. Patienten vorzeitig aus der Studie ausschieden, wurde die
Analyse, um Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten, zum Teil nur mit den Fallen

durchgeflhrt, deren Verlaufsparameter zu jedem Zeitpunkt bestimmbar waren.

4.1.1 Patientendaten

Das Multiple Myelom ist eine typische Erkrankung des hoheren Alters. Dies wurde
auch an der Altersverteilung der Studienpopulation deutlich, deren Werte zwischen
einem Minimum von 43 Jahren und einem Maximum von 81 Jahren lagen. Im Mittel
betrug das Alter 61 Jahre mit einer Standardabweichung von 8,7 Jahren.

Insgesamt wurden in Deutschland 12 Frauen und 8 Manner in die Studie
eingeschlossen. Im Verlauf der Studie schieden zwei Patienten vorzeitig aus — ein
Patient erlitt eine akute Verschlechterung des Krankheitsbildes und ein weiterer zog
seine Einwilligung zurtck. Acht der 18 verbleibenden Patienten erreichten eine
Stabilisierung der Erkrankung (Stable Disease). Dazu gehoérten die Patienten mit den
Initialen: A-F, F-N, G-S, H-S, H-W, K-B, M-S und P-J. Zwei dieser acht Patienten
beendeten aufgrund eines unerwilnschten Ereignisses die Studie vorzeitig, zwei
zeigten einen Progress und ein Patient beendete aufgrund einer geplanten Operation
kurz vor Abschluss die Studie vorzeitig. Drei Studienteilnehmer schlossen die Studie
in diesem stabilen Zustand ab. Die Dauer der erreichten stabilen Phase lag bei
einem Patienten um zwei Wochen und bei den anderen sieben rangierte sie
zwischen 12 und 19 Wochen. Der Mittelwert der sechs Patienten lag bei 12 Wochen.
Ein progressiver Krankheitsverlauf wurde bei insgesamt zwolf Patienten beobachtet
(Initialen dieser Patienten: A-H, A-P, B-L, F-N, H-J-P, H-K, I-G, I-K, M-S, U-S, U-W,
W-M).

In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten Daten wie Geschlecht, Alter,
Ansprechen und Erreichen einer Plateauphase der Patienten zusammengefasst. Im
Verlauf der Studie durchliefen zwei Patienten eine Plateau-Phase, in der die Serum
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und/oder Plasmaproteinwerte unabhangig von ihrer Konzentration mindestens drei
Monate stabil blieben.
Die in der folgenden Tabelle dargestellten klinischen Daten wurden freundlicherweise

von Pfizer Pharma GmbH zur Auswertung zur Verfigung gestellt.

Patienten-Initialen | Geschlecht Alter Plateau Bestes Ansprechen (Abschluss)
.Drop-Outs” (N=2)
I-S-B weiblich 81 Nein Riucknahme der Einwilligung
R-M weiblich 61 Nein Unerwiinschtes Ereignis
Progress (N=10)
A-H weiblich 70 Nein
A-P weiblich 69 Nein
B-L méannlich 54 Nein
H-J-P mannlich 70 Nein
H-K weiblich 59 Nein Progress
I-G weiblich 66 Nein
I-K weiblich 43 Nein
U-S mannlich 60 Nein
U-w weiblich 67 Nein
W-M weiblich 57 Nein
Stabile Erkrankung (N=6)
A-F weiblich 54 Ja Dauer: 18 Wochen (Operation)
G-S mannlich 58 Ja Dauer: 12 Wochen
H-S mannlich 57 Nein Dauer: 15 Wochen
H-W mannlich 70 Nein Dauer: 2 Wochen (Adverse Event)
K-B weiblich 63 Nein Dauer: 13 Wochen
P-J mannlich 47 Nein Dauer: 12 Wochen (Adverse Event)
Stabile Erkrankung (im Verlauf: Progress) (N=2)
M-S weiblich 66 Nein Dauer: 19 Wochen (Progress)
F-N mannlich 59 Nein Dauer: 14 Wochen (Progress)

Tabelle 3: Zusammenfassung der Patientendaten

4.1.2 VEGF 121 und VEGF 165

Die Expression der Gene VEGF 121 und VEGF 165 wurde mittels einer Real-Time
PCR in den CD 138 positiven Zellen aus Knochenmarksaspiraten zu drei
verschiedenen Zeitpunkten der Studie bestimmt. Entnahme und Messung der
Proben erfolgte vor Gabe der Studienmedikation sowie vier (Zyklus 1) und zwolf

Wochen (Zyklus 3) nach der ersten Einnahme.
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Dabei betrug die Expression im Median 0,013 (VEGF 121) und 0,655 (VEGF 165).
Das mittlere 50% Intervall lag zwischen 0,003 und 0,065 (VEGF 121) bzw. zwischen
0,097 und 1,636 (VEGF 165). Die Werte stellen dabei die relative Expression dieser
Gene bezogen auf ein Haushaltsgen (GAPDH) dar.

Eine im Vergleich zu allen anderen Studienpatienten hohe VEGF 121 Expression
wurde bei zwei Patienten gemessen. Der Patient G-S zeigte im gesamten Verlauf der
Studie erhohte Werte (Prestudy = 879,17, Zyklus 1 = 382,68, Zyklus 3 = 76,11), wie
auch der Patient ISB, von dem aber nur ein Wert vorlag (Prestudy = 16,34). Die
MRNA Expression aller anderen Patienten lag zwischen 0,00004 (W-M, Prestudy)
und 0,1560 (P-J, Zyklus 3), so dass Insgesamt eher niedrige Expressionraten
ermittelt wurden.

Die Spannweite der relativen Genexpression von VEGF 165 variierte zwischen
0,0003 und 23,75, war also nicht so ausgepragt wie bei VEGF 121. Auch die
intraindividuelle Schwankungsbreite im Verlauf stellte sich geringer dar. Patienten mit
eher hohen mRNA Werten blieben im Verlauf innerhalb einer Zehnerpotenz konstant.

4.1.3 Interleukin-6 PCR- und Elisa Daten

Die Expression des IL-6 Gens wurde mittels einer quantitativen Real-Time PCR in
den CD 138 negativen Zellen aus Knochenmarksaspiraten bestimmt.
Knochenmarksentnahmen erfolgten vor der ersten Einnahme der Studiensubstanz
(CO; Prestudy), nach vier Wochen (C1; Zyklus 1) und nach zwdlf Wochen (C3;
Zyklus 3).

Die Analyse der IL-6 Spiegel im Blut erfolgte durch einen Enzyme-Linked Immuno-
Sorbent Assay (ELISA) der Serumproben, die vor (CO; Prestudy), sowie vier Stunden
nach Gabe der ersten Dosis (4 h), nach zwei (Tag 15), vier (C1; Zyklus 1), acht (C2;
Zyklus 2) und zwdlf Wochen (C3; Zyklus 3) entnommen worden waren.

Die Expression von IL-6, die anhand der quantitativen RT-PCR bestimmt wurde,
betrug im Median 2,03, wobei die mittleren 50% der Daten zwischen 0,55 und 22,63
lagen. Insgesamt zeigten die Daten grof3e interindividuelle Unterschiede. Bei Patient
G-S lagen die Werte zu allen Zeitpunkten weit unter Eins (Prestudy = 0,0157, Zyklus
1 = 0,0304, Zyklus 3 = 0,0786), wogegen sie bei anderen Patienten bis an die
Tausendergrenze stiegen, wie bei dem Patient A-H (Prestudy = 23,69 und Zyklus 1=
652,58) oder H-S, dessen Werte im Verlauf 1,95, 49,18 bis zu 2336,28 betrugen.
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Auch intraindividuell bestand eine grofRe Schwankungsbreite: z.T. fiel der Wert
innerhalb eines Zyklus von 26 auf 0,31 (Patient W-M) oder er stieg extrem stark an
wie bei dem oben beschriebenen Patienten H-S.

Dem entsprechend waren die erhobenen Daten zur relativen Genexpression von IL-6
nicht normalverteilt (Kolmogrorov-Smirnov p= 0,00, d.h. kleiner als p = 0.05).
Dagegen zeigten sich die Daten der Interleukin-6-Spiegel im Serum homogener als
die der Genexpression im Knochenmark. Sie betrugen im Median 1,55 pg/ml
(Perzentile: 25%: 0,10 pg/ml, 75%: 5,20 pg/ml). GrofRRere intraindividuelle
Schwankungen gab es nur bei einem Fall P-J (Prestudy = 0 pg/ml, Zyklus 1 = 0,3
pg/ml, Zyklus 3 = 49,8 pg/ml). Dennoch waren auch diese Daten nicht normalverteilt,

wie mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test in SPSS nachgewiesen wurde (p = 0,00).

4.1.4 BAX und BCL-2

Die Expression der Gene BAX und BCL-2 wurde aus mRNA aus den CD138
positiven Knochenmarkszellen in einer quantitativen Real-Time PCR vor der ersten
Einnahme der Studienmedikation (Prestudy), nach vier Wochen (Zyklus 1) und nach
zwolf Wochen (Zyklus 3) bestimmt. Der Quotient BAX/BCL-2 ist ein guter Marker fur
die Bereitschaft zum apoptotischen Zelltod der Zellen. Er wurde in Excel aus den in
der PCR-Analyse gewonnenen Daten berechnet.

Insgesamt lagen 31 Einzelwerte der apoptotischen Parameter BAX und BCL-2 zu
unterschiedlichen Zeitpunkten vor.

Der Median der BAX-Werte lag bei 72,0 (mittleres 50% Intervall: 28,84 — 146,02). Die
Spannweite der BAX-Daten begrindete sich eher auf einer extremen Erhdhung der
Genexpression innerhalb des Verlaufs bei drei Patienten (A-F, M-S, I-K), als dass
grof3e interindividelle Unterschiede vorlag. Die Daten waren nicht normalverteilt.

Die BCL-2 Expression betrug im Median von 0,02, wobei das mittlere 50% Intervall
zwischen 0,002 und 0,12 lag. Im Vergleich einzelner Patienten wurde deutlich, dass
diese bis auf bei zwei Patienten, die eine sehr hohe Expression des BCL-2-Gens
aufwiesen, alle weit unterhalb dem Wert von 1,0 lagen. Bei den Patienten I-S-B
(Prestudy = 263,20, keine weiteren Messzeitpunkte auswertbar) und G-S (Prestudy =
290,02, Zyklus 1 = 249,00, Zyklus 3 = 415,87) zeigte sich eine extrem hohe
Expressionsrate des Gens. Wie mittels des Kolmogorov-Smirnov-Test bestimmt

wurde, waren die Daten nicht normalverteilt (p = 0,00).
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4.2 VERGLEICH DER DATEN IM VERLAUF ZU DEN VERSCHIEDENEN MESSZEITPUNKTEN

Die Entwicklung der relativen Genexpression der Zytokine sowie auch der IL-6
Serumspiegel unter Therapie mit SU6668 wird im Folgenden beschrieben und in
Box-Plot-Diagrammen dargestellt. Um Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, bezieht
sich die Auswertung vor allem auf diejenigen Studienpatienten, deren Daten uber

den gesamten Verlauf der Studie auswertbar waren.

4.2.1 Relative Genexpression von VEGF 121 und VEGF 165 in den CD 138-
positiven Zellen (Myelomzellen)

Fur beide VEGF Splicevarianten zeigte sich innerhalb der ersten vier Wochen unter
Studienmedikation ein Absinken der relativen VEGF Genexpression. Innerhalb der
nachsten acht Wochen kam es wieder zu einem Anstieg der VEGF mRNA, so dass
die gemessene Expression von VEGF zwolf Wochen nach erster Gabe von SU6668
hoher lag, als zu Beginn der Studie.

In dem Diagramm ist der Verlauf der relativen Genexpression von VEGF 121 in den
CD 138 positiven Myelomzellen des Knochenmarks dargestellt. Dabei wurden funf

Patienten ausgewahlt, deren Verlauf tber alle Messzeitpunkte zu beobachten war.

,20
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,051

==

0,004

relative Genexpression VEGF 121
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Abbildung 10: Mediane der relativen Genexpression von VEGF 121 der Patienten A-F, G-S, H-
S, I-G, M-S im Verlauf der Studie zu den Messzeitpu nkten: vor der ersten Gabe von SU6668
(c0), vier Wochen (c1) und zwolf Wochen (c3) nach d  er ersten Gabe von SU6668 (N = 5);
Extremwerte sind ausgeblendet
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Die Expression der VEGF 121 mRNA fiel innerhalb der ersten vier Wochen von
0,0233 (mittlere 50%: 0,00672 — 439,599) auf 0,0092 (mittlere 50%: 0,0039 —
191,3567) und erhohte sich nach weiteren acht Wochen wieder auf 0,0241.

Die Unterschiede zu den Messzeitpunkten waren nicht statistisch signifikant
(Wilcoxon Test : Prestudy — Zyklus 1 p < 0,345, Zyklus 1 — Zyklus 3 p < 0,893,
Prestudy — Zyklus 3 p < 0,893).

Die Entwicklung der relativen Genexpression von VEGF 165 verlief bei den funf
gesondert betrachteten Patienten A-F, G-S, H-S, |-G, M-S parallel zu den VEGF 121-
Daten. In dem folgenden Boxplotdiagramm ist der Verlauf der VEGF 165 mRNA

Expression vor und unter Studienmedikation dargestellt.
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Abbildung 11: Mediane der relativen Genexpression von VEGF 165 der Patienten A-F, G-S, H-
S, I-G, M-S im Verlauf der Studie zu den Messzeitpu nkten: vor der ersten Gabe von SU6668
(c0), vier Wochen (c1) und zwolf Wochen (c3) nach d  er ersten Gabe von SU6668 (N = 5);
Extremwerte sind ausgeblendet

Vor erster Einnahme des Medikaments lag der Wert der VEGF 165 mRNA bei im
Median 0,7684 (Intervall der mittleren 50%: 0,008 — 1,2797) und halbierte sich in den
ersten vier Wochen unter Therapie auf 0,3463 (Intervall der mittleren 50%: 0,14505 —
2,9494). In den folgenden acht Wochen zeigte sich dann eine ungefahr siebenfache
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Steigerung der Expressionsrate auf 2,2662 (Intervall der mittleren 50%: 0,3255 —
5,2844).

Die in den Grafiken sichtbaren Unterschiede der Daten zu den einzelnen
Messzeitpunkten, waren nicht statistisch signifikant (Wilcoxon-Test: Pramedikation —
vier Wochen: p < 0,225, vier — zwolf Wochen: p < 0,068, Pramedikation — zwolf
Wochen: p < 0,144).

Insgesamt fiel im Vergleich der mRNA Verlaufsdaten von VEGF 121 und VEGF 165
eine groRe Ubereinstimmung beziiglich der relativen Hohe der individuellen
Expression im Verlauf auf.

Patienten, deren Mediane im unteren Bereich der Expressionsbreite von VEGF 121
lagen, zeigten auch fir das andere Gen eine niedrige Expressionsrate. Innerhalb des
Patientenkollektivs waren bei A-H, H-J-P, M-S, U-S, W-M nur sehr niedrige Werte
messbar. Eine hohe Ubereinstimmung fand sich auch bei den Patienten mit den
grof3ten individuellen Medianen (VEGF 121: G-S, I-K, ISB, P-J und VEGF 165: G-S,
H-S, I-K, ISB, K-B).

Die  mRNA Expression von VEGF 121 und VEGF 165 im Verlauf der Studie ist im

folgenden Balkendiagramm veranschaulicht.
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Abbildung 12: Verlauf der VEGF mRNA Daten (VEGF 12 1 und VEGF 165) im Vergleich
(logarithmische Darstellung)
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4.3.2 Interleukin-6 Genexpression in den CD 138 —  negativen Zellen des
Knochenmarks

Alle Daten der Interleukin-6 Genexpression, die zu einem Messzeitpunkt der Studie
erhoben werden konnten, einbezogen, wurde insgesamt eine Steigerung der
Expressionsrate im Verlauf der Studie deutlich. Dieses ist auch im folgenden Box-
Plot-Diagramm dargestellt.

Im Verlauf der Studie kam es zu einem Anstieg der IL-6 Genexpression in den CD
138 negativen Zellen des Knochenmarks. Nach den ersten vier Wochen unter
Therapie mit SU6668 zeigte sich eine mehrfache Erh6hung der IL-6 mRNA, die sich
in den folgenden Wochen nivellierte und am Endpunkt der Studie ungeféahr beim
dreifachen Ausgangswert lag.

Bei funf Patienten war die Bestimmung der IL-6 mRNA zu allen Zeitpunkten im
Verlauf moéglich (A-F, F-N, G-S, I-G, H-K, H-S, M-S). Die Werte dieser Patienten sind

im folgenden Diagramm aufgetragen.
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Abbildung 13: Mediane der Patienten A-F, G-S, H-K, H-S, I-G, M-S, P-J im Verlauf der Studie zu

den Messzeitpunkten vor der ersten Gabe von SU6668  (c0), vier Wochen (c1) und zwdlf
Wochen (c3) nach der ersten Gabe von SU6668 (N = 7)

Vor erster Gabe der Studienmedikation lag der Median der relativen Genexpression
von IL-6 bei 1,72 (mittlere 50%: 0,300 — 1,95). Vier Wochen nach Einnahme der
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ersten Dosis war der Median auf den fuinffachen Wert von 9,99 (mittlere 50%: 0,81 —
49,18) gestiegen und sank etwas auf 9,58 (mittlere 50%: 0,55 — 22,63) ab. Anhand
eines Wilcoxon-Tests zum Vergleich der einzelnen Wertpaare, ergab sich ein
signifikanter Unterschied (p < 0,018) fur die Zeitpunkte vor (Pramedikation) und zwolf
Wochen nach erster Einnahme der Medikation (Zyklus 3). Es lag ein signifikanter

Anstieg der Werte vor (Vorzeichen-Test: p < 0,016).

4.3.3 Interleukin-6 Serumspiegel (Elisa)

Im Verlauf der Studie kam es zu erheblichen Schwankungen des IL-6
Serumspiegels, der sich dann am letzten Messzeitpunkt wieder im Bereich des
Ausgangswertes befand.

Bei zwolf Patienten war ein direkter Vergleich zwischen den Daten mdglich. Der
Verlauf der Interleukin-6 Serumspiegel ist in dem folgenden Diagramm in Form von

Box-Plots dargestellt.
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Abbildung 14: Mediane der Patienten A-F, A-P, B-L,  F-N, G-S, H-J-P, H-S, |-G, K-B, M-S, P-J im
Verlauf der Studie zu den Messzeitpunkten vor der e rsten Gabe von SU6668 (Pramedikation),
vier Stunden nach der ersten Gabe (4 Stunden), zwei  Wochen (15 Tage), vier Wochen (4
Wochen, Zyklus 1), acht Wochen (8 Wochen, Zyklus 2)  und zwélf Wochen (12 Wochen, Zyklus
3) nach der ersten Gabe von SU6668 (N = 12 (8))

Vergleicht man diese zwolf Patienten, so stiegen die Werte anfangs an, um dann
wieder abzufallen. (Pramedikation: 0,35 pg/ml (50%-Intervall: 0,0 -2,85), 4 Stunden:
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1,05 pg/ml (50%-Intervall: 0,125 -4,325), 15 Tage: 0,55 pg/ml (50%-Intervall: 0,025 -
3,97), Zyklus 1: 1,4 pg/ml (50%-Intervall: 0,075 -8,075), Zyklus 2: 0,8 pg/ml (50%-
Intervall: 0,0 -6,3), Zyklus 3: 0,75 pg/ml (50%-Intervall: 0,0 -5,55)).

Bereits vier Stunden nach Applikation des Studienmedikaments SU6668 wurde ein
starker Anstieg des Serumspiegels auf den dreifachen Wert nachgewiesen, der bis
zum Messwert zwei Wochen nach Erstgabe wieder deutlich absank. Zwei weitere
Wochen spater (Zeitpunkt: 4 Wochen) hatte der Spiegel erneut zugenommen und fiel
dann bis zum letzten Messzeitpunkt der Studie kontinuierlich ab. Insgesamt kam es
zu einem leichten Anstieg der Serumkonzentration von Interleukin-6 auf ungefahr

das Doppelte des Wertes vor Beginn der Therapie mit SU6668.

4.3.4 Relative Genexpression von BAX in den CD 138 -positiven Zellen
Betrachtet man die BAX Genexpression zu den verschiedenen Messzeitpunkten, so
wurde eine Zunahme der Werte im Verlauf deutlich, wie in dem folgenden Diagramm

dargestellt wird.

500

400 1

3001

200+

100+

— =

relative Genexpression BAX

N= 5 5 5
Pramedikation 4 Wochen 12 Wochen

Zeitpunkt

Abbildung 15: Mediane der Patienten A-F, G-S, H-S, |-G, M-S im Verlauf der Studie zu den
Messzeitpunkten: vor der ersten Gabe von SU6668 (cO ), vier Wochen (c1) und zwdlf Wochen
(c3) nach der ersten Gabe von SU6668 (N = 5)

Der Wert der relativen BAX Genexpression nahm dabei stetig bis auf das Vierfache
des Ausgangswertes vor Beginn der Therapie mit SU6668 zu (Mediane: Prestudy =
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55,72 (50%-Intervall: 24,81 — 71,79), Zyklus 1 = 104,69 (50%-Intervall: 29,59 —
597,9), Zyklus 3 = 213,78 (50%-Intervall: 15,735 — 3001,265).

Insgesamt ergab sich jedoch keine signifikante Veranderung der relativen BAX
Genexpression im Verlauf (Wilcoxon-Test: Prestudy — Zyklus 1 (p<0,225), Zyklus 1 —
Zyklus 2 (p<0,5) und Prestudy — Zyklus 3 (p<0,225)).

4.3.5 Relative Genexpression von BCL-2 in den CD 138-positiven Zellen

Insgesamt wurde ein dhnlicher Verlauf der BCL-2 mRNA Daten, wie bei der relativen
Genexpression von BAX beobachtet, deutlich. Diese stiegen in der
Gesamtstudienpopulation, wie auch bei den funf Patienten, die zu allen drei
Messzeitpunkten auswertbare Daten aufweisen, wahrend der zwolf Wochen stetig

an.
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Abbildung 16: Mediane der Patienten A-F, G-S, H-S, |-G, M-S im Verlauf der Studie zu den
Messzeitpunkten: vor der ersten Gabe von SU6668 (cO ), vier Wochen (c1) und zwdlf Wochen
(c3) nach der ersten Gabe von SU6668 (N = 5)

Die Mediane der gemessenen BCL-2 mRNA der bereits oben beschriebenen finf
Patienten zeigten einen Anstieg der Genexpression. Dabei wurden fur die funf
Patienten folgende Werte in der RT-PCR ermittelt: Pramedikation: 0,0078 (mittlere
50%: 0,002 — 145,025), Zyklus 1 (vier Wochen nach erster Gabe): 0,0208 (mittlere
50%: 0,0028 — 124,544), Zyklus3 (zwolf Wochen nach erster Gabe): 0,1199 (mittlere
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50%: 0,0041 — 208,063). Somit lag der Wert der BCL-2 Genexpression am Endpunkt
der Studie 11-fach héher als vor Therapie mit SU6668.

Im Wilcoxon-Test lag dabei kein signifikanter Unterschied zwischen den
Wertepaaren zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor (Pramedikation — Zyklus 1: p <
0,893, Zyklus 1 — Zyklus 3: p < 0,138, Pramedikation — Zyklus 3: p < 0,08).

4.3.6 Quotient BAX / BCL-2

Bei Analyse der Daten der funf Patienten (A-F, G-S, H-S, |-G und M-S) zeigte sich
wie bei der relativen Genexpression von BAX und BCL-2 auch fur das Verhaltnis von
BAX/BCL-2 ein kontinuierlicher Anstieg der Werte im Verlauf (Mediane: 7142,97
(50%-Intervall: 1.104,37 — 21.535,69) — 13.779,65 (50%-Intervall: 592,535 -
44.124,90) — 16.358,00 (50%-Intervall: 492,85 — 38.434,20). Insgesamt kam es zu
einer Verdopplung im Vergleich zum Ausgangswert.
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Abbildung 17: Mediane der Patienten A-F, G-S, H-S, |-G, M-S im Verlauf der Studie zu den
Messzeitpunkten: vor der ersten Gabe von SU6668 (cO ), vier Wochen (c1) und zwdlf Wochen
(c3) nach der ersten Gabe von SU6668 (N = 5)

Im Wilcoxon-Test ergab sich allerdings keine signifikante Verdnderung der Daten im
Verlauf (Wilcoxon-Test: Prestudy — Zyklus 1 (p<0,5), Zyklus 1 — Zyklus 3 (p<0,893)
und Prestudy — Zyklus 3 (p<0,686)).
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4.4 ANSPRECHEN AUF DIE THERAPIE

Das Ansprechen der Patienten auf die Therapie mit SU6668 wurde nach jedem
Zyklus beurteilt und dokumentiert. Dabei erreichten acht Patienten eine ,Stabile
Erkrankung“, von denen fiinf die Studie auch in diesem Stadium abschlossen. Zwolf

Patienten erlitten einen Progress.

4.4.1 Relative Genexpression von VEGF 121 und VEGF 165 der CD 138
positiven Zellen im Knochenmark

Wie in den folgenden Box-Plots dargestellt, sprachen gerade die Patienten mit einer
initial héheren Expressionsrate an VEGF 121 und VEGF 165 auf die Therapie an.
Dabei lag der Unterschied der relativen Genexpression von VEGF 121 bei einer
dreifach erniedrigten Expression mit einem Median von 0,0037 in der Gruppe der
Patienten mit progressiver Erkrankung im Vergleich zu einem Median von 0,0125 in

der Gruppe der Patienten, deren Erkrankung sich im Verlauf stabilisiert hatte.

,20

,157

,104

,051

0,00 —L

relative Genexpression VEGF 121

-,05 . .
N= 13 17
Progress Stabile Erkrankung

Therapieansprechen

Abbildung 18: Mediane der VEGF 121 mRNA Expression  aufgeteilt nach dem besten
Therapieansprechen der Patienten (N = 30)
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Abbildung 19: Mediane der VEGF 165 mRNA Expression  aufgeteilt nach dem besten
Therapieansprechen der Patienten (N = 26)

Die Werte der Expression von VEGF 165 mRNA lagen bei den Patienten mit einem
Progress mit 0,1656 um ein Sechsfaches unter dem Median der Patienten, die eine
Stabile Erkrankung zeigten (0,9434).

In der statistischen Testung konnte allerdings kein signifikanter Unterschied
zwischen diesen beiden Patientengruppen und der Expressionsstarke von VEGF
festgestellt werden (Mann-Whitney-U-Test: VEGF 121 p < 0,170, VEGF 165 p <
0,145).

4.4.2 Relative Genexpression von IL-6 in den CD 13 8 negativen Zellen des
Knochenmarks und IL-6 Serumspiegel

Bezlglich dem Ansprechen auf die Therapie wurde deutlich, dass bei Patienten, die
mit einem Sistieren der Krankheit auf die Therapie mit SU6668 reagierten, deutlich
weniger Interleukin-6 mRNA im Knochenmark nachweisbar war. Der Median der
Gruppe der Patienten, die einen progressiven Krankheitsverlauf zeigten, lag mit 7,6 4
-fach hoher als in der Vergleichsgruppe aller Werte der Patienten, deren Erkrankung
stabil blieb (Median: 1,83). Allerdings zeigte der Unterschied zwischen diesen beiden

Gruppen keine statistische Signifikanz (Mann-Whitney-U-Test: p < 0,176).
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Abbildung 20: Mediane der IL-6 MRNA Expression aufg  eteilt nach dem besten
Therapieansprechen der Patienten (N = 38)
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Abbildung 21: Hohe der Interleukin-6 Serumspiegel i  n Bezug auf das beste
Therapieansprechen der Patienten (Mediane), Gesamtd  aten (N=16)
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Der Serumspiegel der Gruppe von Patienten, deren Erkrankung unter Therapie
fortschritt, lag im Median 11 - fach hoher als in der Vergleichsgruppe, deren bestes
Ansprechen auf die Therapie mit SU6668 eine stabile Erkrankung war. Der Median
lag in Gruppe der Patienten mit einem Progress bei 4,5 pg/ml im Vergleich zu 0,4
pg/ml in der Gruppe der Patienten mit einer Stabilen Erkrankung. Dieser Unterschied

zeigte sich im Mann-Whitney-U-Test als statistisch hoch signifikant (p < 0,000).

4.4.3 Relative Genexpression von BAX und BCL-2 der  CD 138 positiven Zellen
im Knochenmark, sowie Betrachtung des Quotienten BA X/BCL-2

Das Verhalten der relativen BAX- und BCL-2-Genexpression, sowie des Quotienten
BAX/BCL-2 bezlglich des Therapieansprechens, ist in den folgenden Grafiken

veranschaulicht.
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Abbildung 22: Mediane der BAX mRNA Expression aufge  teilt nach dem besten
Therapieansprechen der Patienten (N = 30)
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Abbildung 23: Mediane der BCL-2 mMRNA Expression auf  geteilt nach dem besten
Therapieansprechen der Patienten (N = 30)
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Abbildung 24: Mediane des Verhaltnisses der BAX/BCL -2 mRNA Expression aufgeteilt nach
dem besten Therapieansprechen der Patienten (N=30 )
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Betrachtete man die BAX- und BCL-2-Genexpression der CD 138 positiven Zellen
des Knochenmarks in den zwei verschiedenen Gruppen, so war festzuhalten, dass
die relative Genexpression von BAX sowie auch von BCL-2 in der Gruppe von
Patienten mit einer Stabilen Erkrankung gegeniber der anderen Gruppe (Progress)
erhoht war. Dabei betrug die gemessene BAX mRNA in der Gruppe, deren
Erkrankungsparameter stabil blieben im Median 97,0 und in der Gruppe, deren
Krankheit fortschritt 72,0. Fir BCL-2 lagen die Mediane der beiden Gruppen bei
0,0298 (Stabile Erkrankung) und 0,0017 (Progress).

Wahrend der Unterschied in der Expression von BAX-mRNA nicht signifikant war
(Mann-Whitney-U-Test p < 0,536), konnte fir die BCL-2 Genexpression in diesem
Zusammenhang ein statistisch signifikanter Unterschied in den beiden Gruppen
festgestellt werden (Mann-Whitney-U-Test p < 0,005).

Auch fir den erechneten Quotienten BAX/BCL-2, der in der Gruppe mit Stabiler
Erkrankung niedriger lag (Median: 5.288,14), als bei den Patienten, die im Verlauf
einen Progress erlitten (Median: 28.889,53) lag ein statistisch signifikanter
Unterschied vor (p < 0,01, Mann-Whitney-U-Test).

4.5 ERREICHEN EINER PLATEAUPHASE

Als zusatzlicher Parameter zur Beurteilung des Ansprechens auf die Therapie mit
SU6668 wurde in der Studie das Erreichen einer Plateauphase gewahlt. Eine
Plateauphase war definiert als Zeitraum von mindestens drei Monaten, tber den die
Serum- oder Plasmaproteinwerte des Patienten unabhéngig vom Ausgangswert
stabil blieben.

Insgesamt erreichten zwei Patienten aus der Studienpopulation eine Plateauphase
(A-F und G-S).
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4.5.1 Relative Genexpression von VEGF 121 und VEGF 165 in den CD 138

positiven Zellen des Knochenmarks
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Abbildung 25: Mediane der relativen Genexpression von VEGF 121, aufgeteilt nach dem
Erreichen einer Plateauphase, Gesamtdaten (N = 30)
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Abbildung 26: Mediane der relativen Genexpression von VEGF 165, aufgeteilt nach dem
Erreichen einer Plateauphase, Gesamtdaten (N = 26)
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Verglich man die VEGF 121 und VEGF 165 mRNA Expression der Patienten, die ein
Plateau erreichen konnten, mit dem restlichen Patientenkollektiv, so wurde fur beide
Splicevarianten deutlich, dass die Genexpression dieser Faktoren wesentlich hoher
lag als bei den Patienten, die keine stabile Phase Uber drei Monate erreichen
konnten.

Die relative VEGF 121 Genexpression lag dabei bei den Patienten G-S und H-S
sogar 3600-fach hoher als in der Vergleichsgruppe (Mediane: Plateau = 38,087 und
kein Plateau = 0,0104). Dieser Unterschied erwies sich auch im Mann-Whitney-U-
Test als signifikant (p < 0,011).

Der Unterschied der Genexpression von VEGF 165 mRNA war in den beiden
Gruppen nicht ganz so stark ausgepragt und es lag keine statistische Signifikanz vor
(Mann-Whitney-U-Test p < 0,387). Trotzdem belief sich der Median der relativen
VEGF 165 Genexpression mit 1,0584 auf das Funffache des Wertes der Gruppe von

Patienten, die kein Plateau erreichen konnten (Median: 0,2134).

4.5.2 Relative IL-6 Genexpression in den CD 138 ne gativen Zellen des
Knochenmarks und IL-6 Serumspiegel

Im folgenden Box-Plot-Diagramm sind die Werte der IL-6 mRNA im Knochenmark
der Patienten A-F und G-S, die ein Plateau erreichen konnten, im Vergleich zu den
anderen Patienten aus der Studie aufgetragen.
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Abbildung 27: Mediane der IL-6 Genexpression aufget  eilt nach dem Erreichen einer
Plateauphase, Gesamtdaten (N = 38)
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Abbildung 28: Mediane der IL-6 Serumspiegel, aufget  eilt nach dem Erreichen einer
Plateauphase, Gesamtdaten (N = 86)

Verglich man die Daten der Patienten, die im Verlauf der Studie ein Plateau

erreichen konnten mit denen, deren Werte nicht Uber drei Monate konstant blieben,
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so ergab sich ein deutlicher Unterschied in der Genexpression von IL-6 der CD 138 —
negativen Zellen. Die Expression von IL-6 mRNA lag in der Gruppe von Patienten,
die kein Plateau erreicht haben, mit einem Median von 3,75 signifikant hoher als in

der Vergleichsgruppe, deren Median 0,19 betrug (Mann-Whitney-U-Test: p < 0,010).

Auch in den Serumwerten des Interleukin-6 zeigte sich ein deutlicher Unterschied
zwischen den Patienten A-F und G-S und der restlichen Studienpopulation.

Die Konzentration von Interleukin-6 im Serum war bei den Patienten, die eine
Plateauphase erreichen konnten, wesentlich niedriger als in der Vergleichsgruppe.
Dabei lag der Median bei den Patienten ohne Plateauphase mit 1,65 pg/ml fast
funfmal so hoch wie bei A-F und G-S, deren gemeinsamer Median sich auf 0,35
pg/ml belief. Dieser Unterschied war in der statistischen Testung signifikant (Mann-
Whitney-U-Test p < 0,050).

4.5.3 Relative Genexpression von BAX und BCL-2 in den CD 138 positiven
Zellen des Knochenmarks sowie Quotient BAX/BCL-2

500

400 1

3001

200+

100+

relative Genexpression BAX

Nein Ja

Erreichen eines Plateaus

Abbildung 29: Mediane der relativen Genexpressionv ~ on BAX, aufgeteilt nach dem Erreichen
einer Plateauphase, Gesamtdaten (N = 30)
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Abbildung 30: Mediane der relativen Genexpressionv ~ on BCL-2, aufgeteilt nach dem Erreichen
einer Plateauphase, Gesamtdaten (N = 30)
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Abbildung 31: Mediane des Quotienten der relativen Genexpression von BAX/BCL-2, aufgeteilt
nach dem Erreichen einer Plateauphase, Gesamtdaten (N = 30)
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Die relative Genexpression von BAX lag fur die Patienten, die im Verlauf der Studie
ein Plateau erreicht haben, mit einem Median von 45,73 niedriger als in der Gruppe,
die keine stabile Phase Uber drei Monate aufwiesen (Median: 80,73). Der
Unterschied war nicht statistisch signifikant (Mann-Whitney-U-Test p < 0,9).

Dagegen lag im Vergleich der Patienten bezuglich des Erreichens eines Plateaus fur
die Expression von BCL-2 mRNA ein statistisch signifikanter Unterschied vor. Im
Mann-Whitney-U-Test betrug p < 0,025. In der folgenden Abbildung wird deutlich,
dass die relative Genexpression von BCL-2 bei den beiden Patienten, die ein Plateau
erreichen konnten, 14000-fach hoher lag (124,56 gegenuber 0,0088).

Im Vergleich dazu, betrug der Quotient von BAX/BCL-2 bei diesen zwei Patienten im
Median 3.571,56 gegentber 10.484,75 und lag somit deutlich niedriger. Der
Unterschied war dabei nicht statistisch signifikant (Mann-Whitney-U-Test p < 0,21).

4.6 KORRELATIONSANALYSE

Um Beziehungen zwischen den einzelnen Variablen zu messen, wurde eine
nichtparametrische Korrelation durchgefiihrt, in der der Korrelationskoeffizient
Spearman-Rho mit dem jeweiligen Signifikanzniveau errechnet wurden. Dabei ergab
sich eine positive Korrelation zwischen beiden, in dieser Studie bestimmten
Splicevarianten des VEGF und BCL-2 zum Zeitpunkt vor Beginn der Therapie mit
SU6668 sowie am Endpunkt der Studie, nach 12 Wochen unter Studienmedikation.
Eine negative Korrelation zeigte sich bei der Auswertung des Zusammenhangs
zwischen dem Quotienten von BAX/BCL-2 und den VEGF-Werten vor erster
Einnahme des Medikaments. Andere Zusammenhange liessen sich anhand der in

dieser Studie gesammelten Daten nicht nachweisen.
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VEGF 121 VEGF121 VEGF 165 VEGF165
(Pramedikation) (Zyklus 3) (Pramedikation) (Zyklus 3)

BCL-2 Korrelations- J— 3 81 (v 900(*

(Pramedikation) koeffizient 872() 54 781(") ,900(*)
Sig. (2-seitig) ,000 ,266 ,003 ,037
N 12 6 12 5

BCL2 (Zyklus 3)  ponoon 600 700(%) 371 1,000(*)
Sig. (2-seitig) ,208 ,036 468 :
N 6 9 6 5
Korrelations-

BAX/BCL-2 >10

(Pramedikation) ~ KOeffizient -811(*) -371 -,706(*) -,900(*)
Sig. (2-seitig) ,001 468 ,010 ,037
N 12 6 12 5

** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).
* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).

Abbildung 32: Tabellarische Darstellung der Korrela

deren Signifikanzniveau fir VEGF-Splicevarianten, B

tionskoeffizienten nach Spearman-Rho und
CL-2 und BAX/BCL-2

Um die Korrelation zu tberprufen, wurden die Daten der oben genannten Parameter
in Streudiagrammen gegeneinander aufgetragen. Die folgenden Abbildungen
verdeutlichen und verifizieren die oben bereits beschriebenen Zusammenhange. Je
hoher die relative VEGF-Expression der untersuchten Patienten lag, desto starker
auch BCL-2

Zusammenhang ergaben die Diagramme, in denen der Quotient BAX/BCL-2 mit

wurde von diesen Zellen exprimiert. Einen umgekehrten

VEGF korreliert wurde. Hier zeigte sich, dass eine hohe VEGF Genexpression in den
Myelomzellen des Knochenmarks mit einem niedrigeren Quotienten BAX/BCL-2

korreliert.
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Abbildung 33: Streudiagramme VEGF Splicevarianten,

BCL-2 und BAX/BCL-2
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5. DISKUSSION

Der Angiogeneseinhibitor SU6668 greift durch Hemmung der Rezeptortyrosinkinasen
VEGFR-2 (Flk-1), PDGFR-B, FGFR-1 in die vielfachen Wechselwirkungen zwischen
Myelomzellen und dem Knochenmarkmikroenvironment ein. Inwiefern die einzelnen
Faktoren sich unter der Therapie verdndern und welche pathophysiologische
Relevanz dieses haben kénnte, soll im Folgenden diskutiert werden.

Um die pharmakodynamischen Effekte des Angiogeneseinhibitors SU6668 bei
Patienten mit fortgeschrittenem Multiplen Myelom zu untersuchen, wurde die
Genexpression von IL-6, apoptotischen Markern (BCL-2, BAX) und Signalmolekuilen
der Angiogenese (VEGF-Splicevarianten) im Knochenmark der Studienpatienten
bestimmt. Dieses wurde mittels einer standardisierten, quantitativen Real-Time PCR
am TagMan durchgefuhrt. Zusatzlich zu der im Knochenmark bestimmten IL-6
Aktivitat, wurde die IL-6-Konzentration im Serum der Studienpatienten mittels eines

ELISAs gemessen.

Die Neoangiogenese ist im Knochenmark von Myelompatienten erhoht und steht fur
eine aktive Erkrankung mit schlechten Therapieergebnissen. In neueren
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass angiogene Zytokine wie VEGF und
bFGF, die beide von Myelomzellen exprimiert und sezerniert werden, in engem
Zusammenhang mit dem Fortschreiten der Erkrankung stehen (Bisping et al., 2003).
In der Literatur wurde nicht nur die Sekretion von VEGF sondern auch die Expression
von VEGF-Rezeptoren durch Myelomzellen beschrieben. In Studien, die diese
Rezeptoren mittels RT-PCR und Immunoprazipitation bei Patienten mit Multiplen
Myelom sowie in Myelomzelllinien nachweisen konnten, war im Vergleich zu VEGFR-2
die Expression von VEGFR-1 weiter verbreitet (Podar and Anderson, 2005). Durch
den Nachweis der Ko-Expression von VEGF und VEGFR beim Multiplen Myelom in
Verbindung mit den direkten Effekten des Zytokins auf Uberleben, Migration und
Proliferation wurde die wesentliche Rolle autokriner VEGF-Schleifen fir die
Pathogenese dieser Erkrankung in aktuellen Studien bestétigt (Podar and Anderson,
2005).
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Neben der Stimulation der Proliferation und Migration der Myelomzellen auf
autokrinem Weg durch VEGF wurde die Bedeutung parakriner Schleifen mehrfach
belegt. VEGF steigert die Sekretion von IL-6 durch Knochenmarkstromazellen
(Dankbar et al., 2000), welches einen wesentlichen Wachstumsfaktor fur
Myelomzellen darstellt.

Ria et al. zeigten, dass VEGF, welches von Myelomzellen im Knochenmark sezerniert
wird, die Proliferation und Chemotaxis von Endothelzellen (VEGF-R2 Signalweg) und
Knochenmarkstromazellen (VEGF-R1 Signalweg) stimuliert. Die Knochenmark-
stromazellen schitten dann VEGF-C und -D aus, die wiederum mit den Myelomzellen
(VEGF-R3 Signalweg) interagieren (Ria et al., 2003).

Der parakrine Zusammenhang zwischen VEGF Splicevarianten (121 und 165) und IL-
6 konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden. VEGF 165 und VEGF121
werden von Myelomzellen exprimiert und sezerniert. Beide Isoformen stimulieren die
Expression von IL-6 in MVECs (Mikrovascular Endothelial Cells) und Stromazellen des
Knochenmarks (BMSCs). Im Gegenzug wird die Expression beider Splicevarianten

des VEGFs in den Myelomzellen durch IL-6 angeregt (Dankbar et al., 2000).

In den ersten vier Wochen unter Therapie mit SU6668 konnte eine Herunterregulation
der VEGF mRNA beobachtet werden. Dabei halbierte sich die Expression der VEGF
121 sowie der VEGF 165 mRNA.

In der Literatur finden sich etwas widersprtichliche Angaben Uber die Entwicklung des
angiogenen Faktors VEGF unter Therapie mit Angiogeneseinhibitoren.

Eine starke Abnahme der VEGF-A Expression in blastaren AML-Zellen unter Therapie
mit einem verwandten Angiogeneseinhibitor, SU5416, konnte in einer Arbeit der
Gruppe um W. Fiedler und S. Loges nachgewiesen werden. SU5416 ist ein
Tyrosinkinaseinhibitor, der die Rezeptoren VEGFR-1, VEGFR-2, FLT3 und c-kit
hemmt. (Arbeit eingereicht). In einer anderen aktuellen Veroffentlichung wurde
ebenfalls eine Herunterregulation der VEGF mRNA in Ovarialkarzinomzellen unter
Behandlung mit SU5416 festgestellt (Zhong et al., 2004). Im Gegensatz dazu kam es
in klinischen Studien mit Angiogeneseinhibitoren in der Behandlung von Melanomen
sowie bei der AML zu einer Zunahme der VEGF Plasmaspiegel im Verlauf (Fiedler et
al., 2005; Peterson et al., 2004).
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Ein Anstieg der VEGF-Transkripte unter Therapie mit SU6668 konnte ebenfalls in
verschiedenen Tumormodellen in Mausen mit Tumorxenografts von A431-, Colo205-
H460-, SF767T-Zellen beobachtet werden (Laird et al.,, 2002) und eine Studie mit
SU11248, einem Inhibitor der VEGF-Rezeptoren 1-3, PDGFRa und PDGFR[, zeigte
eine kontinuierliche Zunahme der Plasmakonzentration von VEGF-A wahrend der
Behandlung von Patienten mit Nierenzellkarzinomen (Motzer et al., 2006).

Nach anfanglicher Abnahme des Expressionsniveaus konnte wahrend der zwolf
Wochen unter Therapie mit SU6668 auch in unserer Studie ein erneuter Anstieg der
relativen Genexpression von VEGF (VEGF 121 und VEGF 165) in den CD 138
positiven Zellen des Knochenmarks der Patienten beobachtet werden.

Warum die VEGF Expression in den ersten Wochen sank und erst spater deutlich
anstieg ist nicht eindeutig erklarbar. Aufgrund der Redundanz, den vielen
Querverbindungen und der auto- und parakrinen Kreise ist die Findung einer
monokausalen Erklarung schwierig.

Eine mdgliche Ursache der in unserer Studie beobachteten Zunahme der VEGF
Expression in Myelomzellen kdnnte die kompensatorische Steigerung der Sekretion
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren durch BMSCs (z.B. bFGF, VEGF) und
Osteoklasten (IL-6) sein, die innerhalb der parakrinen Interaktion wiederum in einer
verstarkten Ausschittung von VEGF durch die Myelomzellen fihrt, um die durch
Su6668 verursachte Rezeptorblockade auszugleichen. Unter Umstanden greift die
Kompensation durch parakrine Kreise erst zeitlich verzégert ein, was die anfangliche
Abnahme der VEGF mRNA unter Therapie erklaren kdnnte.

Einen anderen wesentlichen Faktor in der Regulation der VEGF-Expression stellt
Hypoxie dar. Dabei lauft die Induktion tGber den hypocia-inducible factor-1 (HIF-1)/von
Hippel-Lindau tumor suppressor gene (VHL) Signalweg und in der Umgebung
nekrotischer Areale ist die VEGF-Expression stark hochreguliert (Podar and Anderson,
2005).

Somit kdonnte eine Abnahme der Sauerstoffversorgung im Knochenmark durch die
antiangiogenetische Therapie aufRerdem zu einer hypoxie-getriggerten Zunahme der
VEGF-Expression gefuhrt haben, die ebenfalls ihren Teil zu der Zunahme der VEGF
MRNA in den Myelomzellen beigetragen haben kodnnte. Durch die Therapie

verursachte, strukturelle Umbauvorgange der GefalRversorgung des Knochenmarks,
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die beim MM pathologisch erhoht ist, kbnnten die Ursache einer erst verzogert

eintretenden hypoxiebedingen Steigerung der VEGF-Sekretion durch MM-Zellen sein.

Als Hypothese konnte ebenfalls eine Resistenzentwicklung der Zellen diskutiert
werden. Resistenzentwicklung wird eine wesentliche Herausforderung hinsichtlich der
Entwicklung und Anwendung von Tyrosinkinaseinhibitoren bleiben. Die Resistenzen
gegenuber Imatinib mesylate, die mehr und mehr bei CML-Patienten entdeckt werden,
dienen als Warnzeichen fur andere pharmakologische Substanzen, die sich noch in
der Entwicklung befinden (Wadleigh et al., 2005). Die Entwicklung von Mutationen der
Rezeptorkomplexe wie bei der Resistenzentwicklung gegentber Imatinib, waren
aufgrund des niedrigen Proliferationsindex von Myelomzellen eher ungewdhnlich.
Allerdings besteht eine direkte Korrelation zwischen dem Ausmal der Angiogenese
und dem Plasmazell Labeling Index (Podar and Anderson, 2005).

In einigen préklinischen Studien zeigte sich unter dauerhafter VEGF/VEGF-
Rezeptorblockade ein erneutes Tumorwachstum, obwohl es zu Beginn der
Behandlung zu einem Stillstand bzw. zu einer Regression der Erkrankung gekommen
war (Hicklin and Ellis, 2005). Als mdgliche Ursache dieser Beobachtung wurde in der
Veroffentlichung die kompensatorische Steigerung anderer proangiogenetischer
Faktoren (bzw. die Unterdrickung angiogenesehemmender Faktoren) durch Tumor-
oder Stromazellen diskutiert, die zu einem Umbau und sogar zu erhohter Effizienz der
GefalRversorgung des Tumors fihrte, so dass eine Resistenzentwicklung unter diesen
Gesichtspunkten  durchaus  thematisiert ~werden  muss. Wahrend des
Tumorzellwachstums werden eine breite Anzahl von angiogenetischen Molekilen
freigesetzt. Dieses konnte zumindestens z.T. der Grund sein, aus dem eine
monotherapeutische Behandlung, die VEGF hemmt, nur flr eine gewisse Zeit gute
Wirkung erzielt und warum womdglich ein  ,Cocktail® verschiedener
Angiogeneseinhibitoren bendtigt werden wird, um eine Tumorerkrankung wie das
Multiple Myelom effizient und dauerhaft zu stoppen (Podar and Anderson, 2005).

Ein weiterer Aspekt, der eventuell eine Rolle in der anfanglichen Ab- und folgenden
Zunahme der VEGF mRNA spielen koénnte, ist die spezielle Pharmakokinetik des
Studienmedikaments SU6668. In einer Phase | Studie zur detaillierteren Analyse der
pharmakokinetischen Eigenschaften dieser Substanz wurde eine signifikante
Reduktion der Cpnhax und AUC nach wiederholter Gabe von SU6668 deutlich. Die
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Plasmakonzentration von SU6668 nahm im Verlauf von Tag 1 Uber Tag 28 und Tag
56 kontinuierlich ab. Die Clearance stieg im Verlauf an. Insgesamt muss man von
einer Induktion von metabolischen Enzymen ausgehen, die zu einer immer rascher
ablaufenden Elimination der Substanz aus dem Korper fuhrten (Kuenen et al., 2005).
Im Zusammenhang mit der Entwicklung der VEGF-Expression unter SU6668
bestiinde somit auch die Mdglichkeit, dass zu Beginn der Behandlung mit dem
Studienmedikament noch ausreichende Wirkspiegel erreicht werden konnten, um eine
Herunterregulation der VEGF-Expression zu erzielen. Im Verlauf der Studie kénnte
dann auch die durch die Pharmokokinetik bedingte, abnehmende

Plasmakonzentration zu einer erneuten Zunahme der VEGF mRNA gefuihrt haben.

Ein anderes Zytokin, dessen mRNA sowie Serumkonzentration im Verlauf der
klinischen Studie mit SU6668 bestimmt wurde, stellt das IL-6 dar. IL-6 steht in enger
Verbindung zu der Pathogenese des Multiplen Myeloms und stellt den wichtigsten
Wachstumsfaktor fur Myelomzellen dar. Dabei konnte in aktuellen Studien gezeigt
werden, dass es als antiapoptotischer Faktor dem spontanen, medikament-induzierten
und Fas-induzierten Zelltod vorbeugt und somit Wachstum und Uberleben der
Myelomzellen reguliert (Frassanito et al., 2001).

Es existieren zwei wesentliche Mechanismen, die zur Ausschittung von IL-6 fuhren:
zum Teil wird es im Sinne einer autokrinen Stimulation durch die Myelomzellen selbst
produziert, der Uberwiegende Teil von IL-6 wird jedoch mittels eines parakrinen
Mechanismus durch Stromazellen des Knochenmarks (BMSCs) freigesetzt, die
gemeinsam mit den Osteoklasten nach Adhésion von Myelomzellen oder durch
andere Zytokine, wie z.B. VEGF, TNFalpha, IL-1beta, zur IL-6 Transkription und
Sekretion angeregt werden (Hideshima et al., 2004).

Es konnte nachgewiesen werden, dass IL-6 einen signifikanten prognostischen Faktor
fur MM-Patienten darstellt. In Ergebnissen einer Studie der Arbeitsgruppe von V.M.
Lauta wurde aufgezeigt, dass sich die Uberlebenszeiten der Patienten in Abhangigkeit
vom IL-6 Spiegel signifikant unterscheiden. Patienten, deren IL-6 Spiegel zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung bei < 7 pg/ml lag, hatten eine 50% Uberlebensrate von
53,7 den Monaten im Vergleich zu den Patienten mit IL-6 Werten von Uber 7 pg/ml,
die lediglich eine 50% Uberlebensrate von 27 Monaten erreichten. Allerdings gab es

im Gegensatz zu der Mehrheit der Studien auch Untersuchungen, die diesen
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Zusammenhang nicht so klar darstellen konnten. Diese Unterschiede kdonnten durch
die Verwendung verschiedener Methoden zustande gekommen sein. Auf der anderen
Seite wurde in einigen Studien, die den prognostischen Wert des IL-6 untersuchten,
auch wesentliche Tagesschwankungen des IL-6 Serumspiegels beobachtet, die
ebenfalls als Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse in Betracht gezogen werden
sollten (Lauta, 2003). Die in dieser Studie gemessenen IL-6-Serumspiegel lagen
zumeist wesentlich unter den oben beschriebenen 7 pg/ml, obwohl sich die
Erkrankung der Patienten bereits in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium
befand. Vielleicht stellen auch die in der oben genannten Arbeit beschriebenen
Tagesschwankungen in den Interleukin-Spiegeln oder die unterschiedlichen
Methoden, mittels derer das Zytokin bestimmt wurde, Erklarungen fur die Differenz in
den Werten dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Interleukin-6 Genexpression in den CD138
negativen Knochenmarkzellen sowie die Plasmakonzentration im peripheren Blut der
Patienten bestimmt. Die IL-6 Genexpression der CD138 negativen Zellen des
Knochenmarks nahm im Verlauf der Studie insgesamt auf das Dreifache des
Ausgangswertes zu. Dabei stieg der gemessene Wert zu Beginn der Therapie starker
an (vier Wochen nach Studienbeginn achtfache Erhéhung gegeniber dem
Ausgangswert) und sank dann innerhalb der folgenden acht Wochen wieder um mehr
als die Halfte ab. Zusammengefasst kam es jedoch zu einer Erh6hung der IL-6
Genexpression im Verlauf der Studie.

Es erscheint so, als wirde durch den Eingriff in das Zytokinnetzwerk durch SU6668
eine erhohte Produktion von IL-6 als reaktive Gegenregulation durch die BMSC
hervorgerufen werden. Dadurch dass zu Beginn der Therapie die relative VEGF-
Genexpression abnahm, liegt nahe, dass IL-6 kompensatorisch Uber die multiplen
Wechselwirkungen  zwischen Knochenmarkstromazellen  und Mylomzellen
heraufreguliert wurde. Nach einer gewissen Phase, in der vielleicht weitere Zytokine
den Eingriff des Medikaments in die Homoostase der Signalmolekile kompensieren
konnten, sank IL-6 dann wieder etwas ab.

Denkbar wéare auch, dass das zu Beginn der Behandlung mit SU6668 beobachtete
Absinken der VEGF mRNA in den Myelomzellen anfangs im Rahmen der Interaktion

zwischen beiden Zytokinen zu einer Zunahme der IL-6 Produktion fiihrte, die dann,
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nachdem die relative Genexpression von VEGF im weiteren Verlauf der Studie wieder
anstieg, zur ,normalen Sekretion® zurtickkehrte.

Diese friihe Gegenregulation entsprache der Eigenschaft des IL-6 als Akute-Phase-
Protein — und lasst die Annahme zu, dass es verschiedene Regulationsmechanismen
gibt, die zur Sicherung des Uberlebens der Myelomzellen zu unterschiedlichen

Zeitpunkten wirken und greifen.

Betrachtet man das im Serum gemessene IL-6, so zeigte sich insgesamt im Vergleich
mit den Werten im Knochenmark ein &hnlicher Verlauf.

Es wurde ein starker Anstieg der IL-6 Konzentration besonders vier Stunden nach
Einnahme des Medikaments deutlich. Interessanterweise fiel daraufhin der
durchschnittliche Wert auf den tiefsten gemessenen Punkt ab (Tag 15, nach zwei
Wochen), als hatte es eine reaktive Ausschittung aus einem anderen Reservoir, nicht
dem KM entsprechend gegeben, welche die Sekretion durch die BMSC und MM-
Zellen herunterreguliert. Ein Aspekt, der wieder einer schnellen Notfallfunktion des
Zytokins fur die Aufrechterhaltung der Tumorzellhomdostase entsprache. Die
Serumkonzentration des IL-6 lag allerdings am letzten Messzeitpunkt der Studie, nach
zwolfwochiger Therapie mit SU6668, wieder im Bereich des Ausgangswertes. Eine
andere Begrindung fur den plétzlichen Anstieg des Seruminterleukins zu Beginn der
Therapie liefert eine Studie von Kuenen et al. Dort konnte eine AkutePhase Reaktion,
die wahrscheinlich Uber IL-6 vermittelt wurde im Rahmen einer Dosisfindungsstudie
mit SU6668 beobachtete werden (Kuenen et al., 2005). Somit muss bei der
Steigerung der IL-6 Konzentration im Verlauf der klinischen Studie mit SU6668, die
insgesamt zu beobachten war, auch eine durch die Substanz hervorgerufenen
Nebenwirkung mit in die Betrachtung der Ergebnisse einbezogen werden, die vielleicht
gerade bei erstmaligem Kontakt zu der Substanz zu einer heftigen Gegenregulation

i.S. einer Akute Phase Reaktion fuhrte.

Es konnte in einigen Studien bewiesen werden, dass IL-6, welches einen
Uberlebensfaktor der Myelomzellen darstellt, die Proteine Mcl-1 und Bcl-x nicht aber
BCL-2 in Myelomzellen hochreguliert. Fur Bcl-x konnte auch ein direkter
Zusammenhang mit dem Ansprechen auf Chemotherapie (Melphalan und Prednison,

Adriamycin, Vincristin) nachgewiesen werden. Je hoher die Expression des Gens,
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desto schlechter war das Ansprechen auf die verabreichte Chemotherapie (Hideshima
et al.,, 2001b). Somit spielen apoptose-regulierende Molekile aus der B-Cell
Lymphoma-2 Gruppe (BCL-2) eine wesentliche Rolle in dem durch IL-6 und andere
Zytokine getriggerten Zelliberleben der Myelomzellen.

In dieser hier beschriebenen Studie wurden die Moleklle BAX (proapoptotisch) und
BCL-2 (antiapoptotisch) gewahlt, um einen beispielhaften Anhalt Uber die
Apoptosebereitschaft der Myelomzellen im Verlauf der Studie zu gewinnen.

Generell konnte in frisch isolierten MM-Zellen eine sehr variable BCL-2 Expression
festgestellt werden, wie es auch in unseren Messungen bestatigt wurde (Miguel-
Garcia et al.,, 1998). In einer Veroffentlichung in Haematologica wurde die BCL-2
Expression in Plasmazellen untersucht. Dabei konnte bei Patienten mit MGUS oder
einem Multiplen Myelom eine signifikant héhere Zahl an BCL-2 positiven Zellen
bestimmt werden, die auch mit Fortschreiten der Erkrankung zunahm (Miguel-Garcia
et al., 1998). In den von uns untersuchten CD 138 positiven Myelomzellen aus dem
Knochenmark wurde ein ungefahr dreifacher Anstieg der BAX-Expression im Verlauf
ermittelt. Auch die mediane mRNA Expression von BCL-2 stieg in den 12 Wochen
unter SU6668 Therapie kontinuierlich, um ungefahr das Zehnfache, an. Der Quotient
von BAX/BCL-2 verdoppelte sich allerdings ebenfalls unter Therapie mit SU6668, so
dass insgesamt die Balance der apoptotischen Faktoren zugunsten der
proapoptotischen Seite (BAX) verschoben wurde.

Der Anstieg des Quotienten BAX/BCL-2 unter Therapie mit SU6668 konnte fur die
Induktion einer hoheren Apoptoserate in den untersuchten Myelomzellpopulationen
sprechen.

In einer Arbeit von Chauhan und Anderson konnte gezeigt werden, dass
Uberexpression von BCL-2 in ARP-1 MM-Zellen diese vor einer durch Dexamethason
induzierten Apoptose schuitzte, was direkt mit einer Steigerung von NF-kappaB
korrelierte. In diesem Zusammenhang konnte auch in einigen Studien gezeigt werden,
dass durch Therapien, die BCL-2 Spiegel senken konnten, Myelomzellen wieder
besser auf Dexamethason und andere Chemotherapeutika ansprachen (Hideshima et
al., 2001b).

Somit gibt die in unserer Studie beobachtete Zunahme der Apoptosebereitschaft der
Myelomzellen durch die Therapie mit SU6668 Anlass zu der Uberlegung, ob eine

Kombination dieses Studienmedikaments mit konventioneller Chemotherapie, ein
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Ansatz der bereits bei verschiedenen Tumorentitaten (z.B. kolorektale Karzinome,
Bronchialkarzinome, Kopf-Hals-Tumoren, Magenkarzinome) erfolgreich durchgefihrt
wurde, auch fir die Behandlung des Multiplen Myeloms erfolgreich sein kénnte.

Die prognostische Bedeutung der BCL-2-Expression fur das Multiple Myelom ist
bislang aber noch nicht eindeutig geklart. Verschiedene Studien zeigten, dass Bcl-2
keinen wesentlichen Faktor darstellte, der das Therapieansprechen oder das
Uberleben der Patienten beinflusste. AuRerdem ergab sich auch kein Zusammenhang
zwischen BCL-2 und anderen prognostischen Faktoren des MM wie z.B. CRP und
beta-2 Mikroglobulin (van de Donk et al., 2005).

Allerdings lag die Prozentzahl und Konzentration von Bcl-2 in Plasmazellen der
Patienten mit neoplastischen Erkrankungen wesentlich héher als bei Patienten mit
einer reaktiven Plasmozytose. Aul3erdem stieg die Konzentration proportional zum
Krankheitsstadium an (Miguel-Garcia et al., 1998).

Somit spielt BCL-2 in der Pathogenese des MM eine Rolle, indem es das Uberleben
der Myelomzellen durch einen Schutz vor Apoptose verlangert und die
Wahrscheinlichkeit der Entwicklung und Weitergabe eines genetischen Defektes
erhoht. Allerdings lasst sich aus der in unserer Studie beobachteten Heraufregulation
der BCL-2 Expression unter antiangiogenetischer Therapie kein eindeutiger Schluss
ziehen.

Interessant sind jedoch die Ergebnisse einer aktuellen Studie, in der molekulare
Signalwege, die durch VEGF in VEGFR+ Leuké&miezellen aktiviert waren und zu
einem Uberlebensvorteil fihrten, unter besonderer Beriicksichtigung des BCL-2
untersucht wurden. In diesem Kontext konnte nachgewiesen werden, dass VEGF das
Uberleben von in ,Hungerserum* kultivierten Endothelzellen gewahrleistete, indem es
zu einer Uberexpression von BCL-2 fiihrte. Die exakten Signalwege der Induktion von
BCL-2 durch VEGF blieben dabei jedoch noch ungeklart. Die Induktion von BCL-2
konnte auch in VEGFR-positiven primaren Leukamiezellen sowie Zelllinien
nachgewiesen werden. Neben BCL-2 wurde auch die Expression von BAX untersucht,
wobei diese im Gegensatz zu BCL-2 nur geringfligig zunahm. Dieser Vorgang stand
dabei in Verbindung zu der verstarkten Expression von Hsp90 (heat shock protein)
durch VEGF, welches BCL-2 und APAF-1 (apoptotic protease-activating factor-1)
band und dann die Apoptose in diesen Zellen hemmte. Es konnte eine

dosisabhangige Steigerung der BCL-2 Expression in HL60 bewiesen werden (Dias et
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al., 2002). In vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass VEGF
durch Induktion von Mcl-1 Leukamiezellen und andere hamatopoetische Zellen vor
chemotherapieinduzierter Apoptose schutzt (Dias et al., 2002).

Die kontinuierliche Heraufregulation der BCL-2 m-RNA Expression in Myelomzellen,
welche in unserer Studie nachgewiesen wurde, deutet darauf hin, dass der oben
beschriebene Zusammenhang zwischen VEGF und BCL-2 auch in Myelomzellen
bestehen konnte, gerade da auch die Expression von VEGF mRNA in den
Myelomzellen im Verlauf der Studie zunahm und aul3erdem eine positive Korrelation
zwischen BCL-2- und VEGF-Expression in den Myelomzellen in dieser Arbeit

nachgewiesen werden konnnte.

Als primarer Endpunkt der klinischen Studie mit SU6668 wurde das objektive
Ansprechen auf die Therapie gewahlt.

Insgesamt konnten in der Studie acht der zwanzig eingeschlossenen Patienten eine
stabile Erkrankung erreichen. Zwolf Patienten zeigten eine progrediente Erkrankung.
Patienten, die eine hohe VEGF-Expression in den CD 138 positiven Zellen des
Knochenmarks aufwiesen, sprachen besser auf die Therapie mit SU6668 an. Dieses
konnte bereits in verschiedenen anderen Studien mit Angiogeneseinhibitoren
beobachtetet werden. In einer grol3en europdischen Studie, die die Wirkung von
SU514 bei c-KIT+ AML Patienten untersuchte, wurde die VEGF-A Expression der
blastaren Zellen (dabei wurde VEGF mRNA mittels PCR bestimmt) unter der Therapie
gemessen. Ein Ergebnis dieser Untersuchungen war, dass vor allem Patienten positiv
auf die Therapie ansprachen, die hohe Konzentrationen an VEGF-A mRNA vor Beginn
der Studie aufwiesen. Die abnehmende Gefalidichte der Patienten korrelierte dabei
mit der VEGF Expression. Allerdings ist noch unklar, ob die nachgewiesene klinische
Aktivitat der Substanz der VEGF oder c-kit oder FLT-3 Inhibition zuzuschreiben ist
oder der gesamte Effekt nur eine Begleiterscheinung darstellt (Wadleigh et al., 2005).
Bezlglich der IL-6 Serumkonzentration war der Unterschied der Patientengruppen,
deren Erkrankung unter Therapie stabil war (Stable Disease) und derjenigen, die
einen Progress zeigten, statistisch signifikant. Die IL-6 Konzentration lag in der
Gruppe der Patienten mit gutem Ansprechen auf die Therapie 11-fach niedriger und
bestétigte die prognostische Relevanz des IL-6 fur das Multiple Myelom. Auch bei

Analyse der relativen Genexpression von IL-6 in den CD 138 negativen Zellen des
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Knochenmarks, lag der Wert der Patienten, deren Erkrankung stabil blieb bei einem
Viertel des Wertes der Patienten, die nicht auf die Behandlung ansprachen.

In der Zusammenfassung der Ergebnisse wurde aul3erdem deutlich, dass gerade die
Patienten, die insgesamt eher eine hohe Expression von BCL-2 und einen niedrigen
Quotienten BAX/BCL-2 aufwiesen, gut auf die Therapie mit SU6668 ansprachen. Die
Patienten, die durch Therapie mit SU6668 eine stabile Erkrankung erreichten, zeigten
im Median eine 15-fach erhdhte BCL-2 Konzentration im Knochenmark und einen 5-
fach erniedrigten BAX/BCL-2 Quotienten.

In der Literatur finden sich eher Hinweise fir eine Korrelation von schlechtem
Ansprechen auf die Chemotherapie und hoher Expression von BCL-2 bei AML-
Patienten (Hideshima et al., 2001b). Hierbei sollte man aber berlcksichtigen, dass
sich die in die vorliegende Studie eingeschlossenen Patienten im Vorwege bereits
refraktar auf Chemotherapie gezeigt hatten, so dass es sich vielleicht um ein
Phanomen der Uberexpression von BCL-2 durch eine wahrend der Behandlung mit
verschiedenen Chemotherapeutika entstandene selektionierte Myelomzellpopulation
handelte, die allerdings noch eine gewisse Sensibilitat gegentber der zielgerichteten
Therapie mit dem Angiogeneseinhibitor SU6668 aufwies. Aul3erdem deuten, wie
bereits oben zitiert, verschiedene Studien darauf hin, dass BCL-2 keinen
prognostischen Wert fiir das Uberleben der Myelompatienten darstellt.

Da vor allem Patienten mit hoher Expression von VEGF gut auf die SU6668-Therapie
ansprachen, konnte der bereits oben beschriebene Zusammenhang zwischen BCL-2
und VEGF Expression eine wesentliche Rolle spielen, so dass dieses Ergebnis als
konsekutive Erhéhung der BCL-2 mRNA im Rahmen der hohen VEGF-Expression in
dieser Patientengruppe zu werten ware. Diese Hypothese wird zusatzlich durch den
Nachweis einer signifikanten positiven Korrelation zwischen der in unsere Studie
ermittelten Expression der VEGF-Splicevarianten VEGF 121 und 165 sowie dem
Protein BCL-2 (Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho) vor erster Gabe der

Studienmedikation und nach zwdlf Wochen unter Therapie mit SU6668 unterstitzt.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie die Aktivitat der Studiensubstanz SU6668
durch die anfangliche Reduktion der VEGF-Expression sowie die Zunahme der

Apoptosebereitschaft der Myelomzellen bewiesen werden. Bei acht Patienten der
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zwanzig eingeschlossenen Patienten mit Multiplem Myelom kam es zu einer
Stabilisierung der Erkrankung, die zwischen zwei und neunzehn Wochen anhielt.
Insgesamt betrachtet stellt die direkte und indirekte Hemmung des VEGFs und seiner
Rezeptoren immer noch einen vielversprechenden neuen therapeutischen Ansatz, um
das Ansprechen und Uberleben von Patienten mit Multiplem Myelom zu verbessern,
dar. Die Komplexitat der durch VEGF vermittelten Wirkungen wird von einer Vielzahl
von Zielzellen bestimmt. Neben der Funktion des Zytokins als essentieller Regulator
der physiologischen und pathologischen Angiogenese, wurde auch die Rolle des
Molekiils fur Wachstum, Uberleben und Migration von Myelomzellen via parakriner
und autokriner Signalwege nachgewiesen. VEGF-Serumspiegel und erhéhte
Vaskularisierung sind eng mit dem klinischen Krankheitsverlauf des Multiplen
Myeloms Kkorreliert. Zusatzlich tragen wahrscheinlich Effekte, die VEGF auf andere
Zellen als Endothelzellen austbt zu der Krankheitsentwicklung und —manifestation bei
(Podar and Anderson, 2005).

Jedoch wurde in dieser Studie wie insgesamt innerhalb der Forschung auf dem Gebiet
der Angiogenese deutlich (Hicklin and Ellis, 2005), dass unterschiedliche
Wachstumsfaktoren und Zytokine die Expression proangiogenetischer Faktoren in
Tumorzelllinien beeinflussen und dadurch Angiogenese indirekt induziert werden
kann. Das ganze System stellt ein komplexes Netzwerk dar, in dem vielfaltige
Wechselwirkungen bestehen, was die Interpretation einzelner Werte und Daten
schwierig werden lasst.

Man muss bertcksichtigen, dass fir jeden sezernierten, angiogenetischen Faktor,
VEGF eingeschlossen, multiple regulatorische Faktoren und intrazellulare Signalwege
existieren. Wird ein Signalweg gehemmt, so fuhrt dieses unter Umstédnden nicht zu
einer kompletten Inhibition der Angiogenese oder von VEGF, da immer noch viele
andere Signalwege aktiviert sein konnten (Bergsland, 2006). Neben VEGF (VEGF-A)
existieren noch weitere verschiedene Molekile der VEGF-Protein-Familie und die
Interaktionen zwischen den einzelnen Liganden und ihren Rezeptoren sind komplex
und Uberschneiden sich zum Teil. Die Rolle andere VEGF-Familien-Mitglieder in der
Pathogenese maligner Erkrankungen sollte und muss noch weiter erforscht werden.
Ausgehend von der Vielfaltigkeit dieses Signalnetzwerks, muss in Betracht gezogen

werden, dass der pradiktive Wert der VEGF-Expression verbessert werden konnte,
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wenn man diese in den Gesamtzusammenhang der anderen Determinanten der

Signalwege und deren Aktivitat stellen konnte (Bergsland, 2006).
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung des Angiogeneseinhibitors SU6668 im

Rahmen der Behandlung von Patienten mit Multiplem Myelom (MM) untersucht.

Das Multiple Myelom ist eine maligne lymphoproliferative B-Zell-Erkrankung, deren
Pathogenese durch eine fein regulierte Wechselwirkung von Hemmung und
Stimulierung zwischen Stromazellen des Knochenmarks und den Myelomzellen
mitbestimmt wird. Die daran beteiligten Zytokine beeinflussen Wachstum (z.B. IL-6,
VEGF), Uberleben (z.B. IL-6) und Therapieresistenz (z.B.IL-6, VEGF) der
Myelomzellen und flihren zu einer Neoangiogenese im Knochenmark (VEGF).

Um die Effekte der Substanz auf diese Signalwege zu analysieren, wurden die
Interleukin-6 Expression der CD 138 negativen Knochenmarkstromazellen, die
Expression von VEGF-Splicevarianten VEGF 121 und VEGF 165 sowie die
Expression von apoptotischen Proteinen (BAX und BCL-2) der CD 138 positiven
Myelomzellen bestimmt. Aul3erdem wurde die Serumkonzentration des Interleukin-6
im Verlauf gemessen.

Unter Therapie mit SU6668 kam es anfanglich zu einer Herunterregulation der
VEGF-Splicevarianten und einer Zunahme des apoptotischen Qutienten BAX/BCL-2,
was fir eine erhdhte Apoptosebereitschaft der Myelomzellen unter Therapie sprach.
Insgesamt erreichten acht der zwanzig Patienten eine stabile Erkrankung.

Die mit eine stabilen Erkrankung auf die Therapie ansprechenden Patienten zeigten
deutliche héhere VEGF mRNA, so dass die Hohe der VEGF-Expression einen
gunstigen prognostischen Faktor fur das Ansprechen auf die Therapie darstellen
konnte. Die IL-6 Genexpression war bei diesen Patienten niedrig, was den
prognostischen Wert des IL-6 fir das MM bestatigte.

Abschliel3end lasst sich sagen, dass die Behandlung von Myelompatienten mit
zZielgerichteter Therapie, insbesondere Angiogeneseinhibitoren, einen
vielversprechenden Ansatz darstellt, aber die vielfaltigen Interaktionen zwischen den
einzelnen Liganden und Rezeptoren mit Redundanzen, Querverbindungen, auto-
und parakrinen Kreisen noch weitere Erforschung und eventuell klinische
Untersuchungen mit komplexen kombinierten Therapieschemata erfordern, um die
Signalwege dauerhaft zu hemmen und einen klinischen Therapieerfolg fir die

Myelompatienten zu erzielen.
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