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2.  Abkirzungsverzeichnis

(T)p53 (Tumor) Protein 53

BE-FDG 18F-2-Fluor-2-desoxy-D-glukose

2-DG 2-Deoxy-D-Glucose

ABT-199 Venetoclax

ABT-263 Navitoclax

ABT-737 BH3-Mimetikum

ADP Adenosindiphosphat

Acetyl-CoA Acetyl Coenzym A

AML Akute myeloische Leukamie

AMP Adenosinmonophosphat

APAF-1 apoptotic protease-activating factor-1

APL Akute promyelozytdre Leukamie

Ara-C Cytarabin, Cytosinarabinosid

ATO Arsentrioxid

ATP Adenosintriphosphat

ATRA All-trans-Retinoinsdure / all-trans-retinoic-acid
BAK BCL-2 antagonist killer

BAX BCL-2 associated X protein

BCL B-cell lymphoma

BCL-2 B-cell lymphoma 2

BCL-W Bcl-2-like protein 2, BCL2L2

BCL2A1 BCL2 Related Protein A1, BFL1

BH BCL-2 homology

Bq Becquerel

BSA Bovine serum albumine

cAMP Zyklisches AMP / cyclic AMP

CLL chronisch lymphatische Leukdmie

CN-AML cytogenetically normal AML

CO, Kohlenstoffdioxid (chemische Formel)

CR Complete remission / komplette Remission
CSF Colony stimulating factor / Kolonie stimulierender Faktor
CT Computertomographie

DCA Dichloracetat

ddH,0 sterile ultra-pure water

dH,0 steriles Wasser

DMSO Dimethyl sulfoxide

ECOG Index der Eastern Cooperative Oncology Group
EFS event-free survival, Ergebnis-freies Uberleben
FAB French-American-Britisch

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting, Durchflusszytometrie
FCS Fetal calf serum / fetales Kalberserum

FIt3 FML-like Tyrosin Kinase 3

GM-CSF granulocyte/macrophage-colony stimulating factor, GM-CSF
GX15-070 Obatoclax

h Stunden

HC healthy control



Abkulrzungsverzeichnis

HIF-1
HLA
ICso
IMDM
KBq
KPS
MBq
MCL
MDS
min
ml
mM
MOMPC
MRT
NAD
NaN3
nCi
NF-kB
nl

nM
(0N
PBS
pCi
PD
PET
PI
PKA
pM
PML
PR
PRS
RARa
RPMI
RT
RXR
SD
SDS-Page
T-ALL
TBS
USA
WHO
XL
uCi

ul

uM

hypoxia inducible factor-1

Humanes Leukozyten Antigen / human leucocyte antigen

half maximal inhibitory concentration; mittlere Hemmstoffkonzentration
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium

Kilobequerel

Karnofsky-Performance Score

Megabequerel

Myeloid cell leukemia

Myelodysplastisches Syndrom

Minuten
Milliliter
Millimol

mitochondrial-outer-membrane-proteine complex
Magnetresonanztomographie
Nicotinamidadenindinukleotid

Natriumazid

Nano Curi

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
Nanoliter

Nanomol

overal survival, Gesamtiberleben

Phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlésung
Piko Curi

Progressive disease / fortschreitende Tumorerkrankung
Positronenemissionstomographie

Propidiumiodid

Proteinkinase A

Pikomol

Promyelozytares Leukdmieprotein / promyeloctic leukemia protein
Partial remission / partielles Therapieansprechen
prognostic risc score, prognostischen Risiko-Score
Retinsdurerezeptor-a / retinoic acid receptor a

Roswell Park Memorial Institute

Raumtemperatur

Retinoid-X-Rezeptor / retinoid-X-receptor

Stable disease / stabile Tumorerkrankung
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
T-Zell akuten lymphatischen Leukdmie

Tris-Buffered Saline

United States of America / Vereinigte Staaten von Nordamerika
World Health Organisation / Weltgesundheitsorganisation
Extra-large (BCL-XL)

Mikro Curi

mikroliter

Mikromol
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3. Einleitung

3.1. Akute myeloische Leukamie

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine Erkrankung des blutbildenden Knochenmarks.
Sie tritt mit einer Haufigkeit von 3,7 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner auf. Mit
zunehmendem Alter (Patienten > 70 Jahre) steigt jedoch die Inzidenz der Erkrankung auf Gber
100 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner. Zu den Risikofaktoren gehoren die Inkorporation
/ Inhalation von exogenen Noxen (z. B. von Alkohol, Tabak, Benzolen, Athylenoxyden,
Herbiziden, Pestiziden) aber auch von Arzneimittel (z. B. von Chemotherapeutika wie
Carboplatin, 5-Floururacil etc.) sowie auch die Exposition durch ionisierende Strahlung. Diese
ist zum einen durch die natirlichen Strahlenquellen (kosmische Strahlung: Sonnenstrahlung;
terrestrische Strahlung: Radionuklide im Boden, wie z. B. Thorium-232, Uran-238 und -235,
Kalium-40, und in der Luft, wie z. B. Radon-222) und durch die zivilisatorische Strahlung (wie
z. B. Rontgenstrahlung in der Bildgebung, kerntechnische Anlagen) bedingt.

Die akute myeloische Leukdamie geht infolge der blastaren Knochenmarksinfiltration mit einer
zunehmenden hamatopoetischen Knochenmarksinsuffizienz  einher. Initial treten
unspezifische Symptome (B-Symptomatik) wie zum Beispiel eine verminderte
Leistungsfahigkeit, Mudigkeit, NachtschweiR und/oder eine ungewollte Gewichtsabnahme (>
10 kg in 6 Monaten) auf. Weitere Symptome koénnen eine Kurzatmigkeit (Dyspnoe), eine
zervikale Lymphadenopathie sowie Gelenk- und Knochenschmerzen sein. Im Verlauf
aggravieren die Beschwerden und es kommt zu einer erhéhten Infektanfalligkeit (bakterielle
und virale Infektionen, Mykosen) aufgrund einer Neutropenie und zu einer vermehrten
Blutungsneigung aufgrund einer Thrombopenie (wie z. B. punktformige Blutungen
(Petechien), fleckférmige Blutungen (Eckchymosen), Nasenbluten (Epistaxis), abnorm starke
und langanhaltende Monatsblutung (Menorrhagien)). Darlber hinaus kann es, aufgrund einer
progredienten Leukozytose (>100 G/I), zu einer Leukostase mit Hypoxie des Gewebes
(Infarkte), zu pulmonalen Embolien, retinalen Einblutungen sowie neurologischen
Beschwerden kommen. Extramedulldre Manifestationen wie Hautinfiltrate, Meningeosis
leukaemica, Gingivahyperplasie und/oder Infiltration von Milz und Leber werden
Uberdurchschnittlich haufig bei einer myelomonozytir/monoblastar differenzierten AML
beobachtet.

3.2.FAB- und WHO-Klassifikation

Fir die Klassifikation der akuten myeloischen Leukdmie wird zum einen die Klassifikation der
Weltgesundheitsorganisation (WHO Klassifikation) und zum anderen auch die ,French-
American-Britisch“-Klassifikation (FAB-Klassifikation) verwendet. In beiden Klassifikationen
muss fiir die Diagnose einer AML ein Schwellenwert an pathologischen Myeloblasten in den
nukledren Zellen von Knochenmark und/oder Blut Uberschritten werden, d. h. bei der FAB-
Klassifikation miissen > 30% und bei der WHO-Klassifikation > 20 % an Blasten vorliegen. Die
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Diagnose einer AML kann allerdings auch unabhangig vom Anteil der Knochenmarkblasten
gestellt werden, wenn gemadll WHO-Klassifikation im Rahmen der zyto- bzw.
molekulargenetischen Analytik eine definierte Aberration nachgewiesen wird.

Fir die vorliegende Arbeit wurden AML Zelllinien verwendet, die anhand der FAB-
Klassifikation (Bennett et al. 1976, 1985, Harris et al. 1985, Bennett et al. 1991, Zipursky et al.
1994, Zipursky et al. 1994, Sander et al. 2001, Falini et al. 2010) in einer der acht Subtypen (s.
Tabelle 1) unterteilt wurden. Als Kriterien fiir die FAB-Klassifikation werden zum einen die
Morphologie und zum anderen die Immunologie der Tumorzellen herangezogen.

Tabelle 1: AML-Subtypen gemaR der ,French-American-Britisch“- Klassifikation, modifiziert nach Onkodin (Albers
et al. 2002-2021)

FAB- Bezeichnung Morphologische Kennzeichen
Subtyp
MO Akute myeloische Leukdmie mit | Unreife Blasten ohne Granulation

minimaler Differenzierung

M1 Akute myeloische Leukdmie ohne | weniger als 10% reife Zellen (=
Ausreifung Promyelozyten, Granulozyten,
Monozyten), nur sparliche
Granulation
M2 Akute myeloische Leukdmie mit|210% reife Zellen in der
Ausreifung Myelopoese, weniger als 20%
Monozyten
M3 Akute Promyelozyten-Leukdamie 30% Promyelozyten (Blastenanteil

oft weniger)

M4 Akute myelomonozytare Leukdmie Myeloische  Zellen  (Blasten +
Promyelozyten) > 20 %, monozytare
Zellen (Monoblasten und reife
Formen) 20 % bis 80 %

M5 Akute Monoblasten/Monozyten- | mehrals 80 % der myeloischen Zellen
Leukdamie sind Monoblasten bzw. Monozyten

M6 Akute Erythroleukdmie (Erythramie) > 50 % aller  Zellen sind

Erythroblasten oder >30% aller

Blasten unter den nicht-

erythrozytaren Zellen sind

Erythroblasten, haufig trilinedre
Dysplasie

M7 Akute Megakaryoblasten-Leukdamie Megakaryoblasten

Zusatzlich zu diesen Kriterien werden in der WHO-Klassifikation (Sander et al. 2001, Jaffe 2009,
Walter et al. 2013, Arber et al. 2016) weitere Kriterien fiir die Einteilung der AML wie zum
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Beispiel die Definition der biologischen Entitat, zytogenetische Aberrationen, die Ursachen fir
die Entstehung der AML (bspw. therapieinduzierte AML) oder die Morphologie (AML mit
multilinedrer Dysplasie oder nach FAB-Kriterien) bericksichtigt. Die WHO Klassifikation
unterteilt die AML in mehrere Subtypen, die in Tabelle 2 aufgefiihrt sind.

Tabelle 2: AML-Subtypen gemaR der WHO-Klassifikation, modifiziert nach Onkodin (Albers et al. 2002-2021) und
Amboss (2012-2021)

Kategorien Beispiele / Formen / Ursachen

AML mit typischen | Subtypen mit balancierten Translokationen oder
zytogenetischen Veranderungen | bestimmten Mutationen

AML mit multilinedrer Dysplasie | AML auf dem Boden einer vorausgegangenen
(mindestens 2 Linien betroffen) Myelodysplasie/myeloproliferativem Syndrom oder
De-novo-AML ohne vorausgegangenes Syndrom
Therapieinduzierte AML  und | AML/MDS nach Chemo-/ Strahlentherapie

therapieinduziertes

myelodysplastisches Syndrom
(MDS)
AML in Zusammenhang mit

Trisomie 21

Myeloid sarcoma / Chlorom
AML, Not Otherwise Specified | AML, minimal differenziert (FAB MO0)

(NOS) AML ohne Ausreifung (FAB M1)

AML mit Ausreifung (FAB M2)

Akute myelomonozytare Leukdamie (FAB M4)
Akute monozytare Leukdamie (FAB M5a, b)
Akute Megakaryoblastenleukdamie (FAB M7)
Akute Basophilenleukdamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

AML unklarer Linie

3.3.Diagnostik

Neben einer ausfiihrlichen Anamnese und koérperliche Untersuchung sind fiir die Diagnose
sowie Klassifikation der AML eine Analyse der Zusammensetzung des Blutes (zelluldre
Bestandteile) sowie eine Knochenmarkszytologie/-zytochemie mit Zytogenetik (z. B.
Translokationen in den Chromosomen bei der AML), Immunphanotypisierung und
Molekulargenetik (z. B. veranderte Genabschnitte) unerlasslich. Daneben kénnen ergdanzende
Untersuchungen wie z.B. die Erfassung des Allgemeinzustandes (Index der Eastern
Cooperative Oncology Group, ECOG/Karnofsky-Performance Score, KPS) und der
Komorbiditaten, eine HLA-Typisierung sowie eine ausfihrliche Serologie fiir das weitere
Procedere, bzw. eine evtl. notwendige allogene/autologe Stammzelltransplantation,



Einleitung 11

erforderlich sein. In seltenen Fallen sind auch bildgebende Verfahren, wie z. B. die
Computertomographie (CT) oder die Magnetresonanztomographie (MRT), in Vorbereitung
auf die Therapie, erforderlich. Bildgebende Verfahren spielen ansonsten im Rahmen der
Komplikationskontrolle eine Rolle.

3.4. Therapie der AML

Nach Diagnosestellung, entsprechend der aktuellen Leitlinie fiir die AML (Lengfelder et al.
2020, Rollig C. 2021), erfolgt vor allem bei jlingeren Patienten eine sehr zeitnahe Einleitung
einer Chemotherapie mit Cytarabin (Cytosinarabinosid / Ara-C) und Anthrazyklinen (wie
Daunorubicin und Doxorubicin) als Teil der Induktionstherapie mit dem Ziel einer kompletten
Remission (complete remission, CR). Nach Eintritt einer CR erfolgt eine
Konsolidierungstherapie mit 2-3 weiteren Zyklen einer Chemotherapie (z. B. Cytarabin unter
gefs. Hinzunahme von weiteren Substanzen, z. B. Mitoxantron oder Amsarcin), die sich am
Risikoprofil der AML sowie am Allgemeinzustand des Patienten orientiert. Alternativ bzw.
erganzend kann eine ablative Hochdosischemotherapie zur Konditionierung (bspw. mit
Busulfan/Cyclophophamid oder Busulfa/Etoposid/ Cyclophophamid) mit anschlieRender
autologer/allogener Stammzelltherapie (Albers et al. 2002-2021) durchgefiihrt werden.
Zusatzlich zu den bekannten Chemotherapeutika werden auch monoklonale Antikérper, wie
z. B. Gemtuzumab Ozogamizin (Castaigne et al. 2012, Hills et al. 2014, Zhang et al. 2018), sowie
Tyrosinkinaseinhibitoren, wie z. B. Midostaurin bei FTL3-Mutation (Stone et al. 2017), zum Teil
in Kombination mit einer Chemotherapie in der Therapie der AML eingesetzt.

3.4.1. Zielgerichtete Therapie mit all-trans-Retinoinsdure zur Differenzierung der akuten
promyelozytdren Leukdamie

Die, begleitend zur Chemotherapie mit beispielsweise Daunorubicin oder Idarubicin,
zielgerichtete Therapie mit all-trans-Retinoinsdure (all-trans-retinoic-acid, ATRA) hat zu einer
Optimierung der Behandlung und zu einer Verbesserung der Prognose bei Patienten, die an
einer akuten promyelozytaren Leukdmie (APL) erkrankt sind, gefiihrt (Huang ME 1988, Fenaux
et al. 1999, Fenaux et al. 2007). Dabei kann eine kombinierte ATRA- und Antrazyklintherapie
bei Uber 70% der Patienten mit neu diagnostizierter APL zu einer Langzeitremissionen
(Mandelli et al. 1997, Fenaux et al. 1999, Sanz 2006, Avvisati et al. 2011) und moglicherweise
zu einer Heilung fihren.

Im Vergleich zu den Zytostatika induziert ATRA eine terminale Differenzierung von
Leukdamiezellen entlang der granulozytdren Zellreihe (Breitman et al. 1981). Hierbei wirkt
ATRA liber zwei verschiedene Mechanismen. Zum einen wird Co-Enzym A rekrutiert, nachdem
ATRA den Ko-Repressor vom PML-RARa-RXR-Komplex dissoziiert hat, wodurch anschlieBend
RARa-Zielgene transkribiert werden kénnen. Zum anderen reguliert ATRA den cAMP-PKA-
Signalweg, der zur Differenzierung der APL-Zellen durch Transkriptionsaktivierung flihren
kann. Darlber hinaus kann das PML-RARa-Fusionsprotein durch ATRA moduliert und



Einleitung 12

degradiert werden (Zhao et al. 2004, Saeed et al. 2011, Sakamoto et al. 2014). In klinischen
Studien konnte gezeigt werden, dass mit der ATRA-Differenzierungstherapie in Kombination
mit einer Chemotherapie neben einer raschen Verbesserung der Blutungsneigung eine
Vollremissionsrate von >90 % erreicht werden kann (Sanz 2006, Avvisati et al. 2011). Dennoch
kommt es bei ca. 1/3 der Patienten zu einem Rezidiv.

3.4.2. Moglicher Therapieansatz der AML durch Induktion der Apoptose mit Hilfe von
ABT-263 (Navitoclax) und ABT-199 (Venetoclax)

In onkogenen Zellen der akuten Leukdamie wird aufgrund der vorliegenden bzw. anfallenden
Mutationen, bspw. p53 Mutationen oder bspw. einer erhdhten Expression von Proteinen der
BCL-2 Familie (bisher > 20 bekannt, s. a. Kap. 3.8), hdufig die Apoptose inhibiert (Testa et al.
2007), weshalb zielgerichtete Agenzien zur Induktion der Apoptose untersucht werden.
ABT-737 war eines der ersten synthetischen Agenzien zur Induktion der Apoptose und
verhindert durch spezifische Bindung antiapoptotischer Proteine der BCL-2 Familie (BCL-2,
BCL-XL und BCL-W) die Bindung der proapoptotischen, ebenfalls zur BCL-2 Familie
gehorenden, Proteine BAK und BAX. Durch Freisetzung der proapoptotischen Proteine BAK
und BAX bilden sich Poren, sog. ,mitochondrial-outer-membrane-proteine’ - Komplexe, in der
duleren Membran der Mitochondrien, wodurch es zu einer Freisetzung von Cytochrom C aus
der inneren Mitochondrienmembran kommt und es nachfolgend zu einer Aktivierung der
Caspase 3 und 7 mit letztlich Einleitung der Apoptose kommt (s. a. Kap. 3.7.2).

Die oral bioverfiigbaren Analoga ABT-263 (Navitoclax) sowie ABT-199 (Venetoclax), wurden
erfolgreich im Rahmen von Studien in der Therapie von unterschiedlichen malignen
Erkrankungen, wie z. B. in der Therapie des Glioblastoms, der chronisch lymphatischen
Leukdamie (CLL), des follikularen Lymphoms, des Leberkrebs, des nicht kleinzelligen (NSCLC)
und des kleinzelligen Lungenkrebs (SCLC), des Myeloms und des Prostatakrebs eingesetzt. Fur
das oral bioverfligbare ABT-199 (Venetoclax) liegt seit 2016 in Europa und USA eine Zulassung
zur Therapie von Lymphomen vor. Es ist ein weiteres BH3-Mimetika mit selektiver und sehr
hoher Affinitdt gegenitber BCL-2 (Souers et al. 2013). BCL-XL, das eine wichtige Rolle auch bei
den Progenitorzellen von Thrombozyten spielt, wird hingegen nicht gebunden und fiihrt
demzufolge nicht zu einer teils lebensbedrohlichen, therapieassoziierten Thrombozytopenie
(Pollyea et al. 2019).

Derzeit wird in den Vereinigten Staaten von Nordamerika (USA) im Rahmen einer laufenden
Phase Ib/Il Studie des National Cancer Institute (,Trametinib and Navitoclax in Treating
Patients With Advanced or Metastatic Solid Tumors”“, NCT02079740, NCI, USA) an mehreren
Studienzentren die Kombination aus Navitoclax mit Trametinib in Hinblick auf
Nebenwirkungen, Pharmakokinetik und Pharmakodynamik evaluiert. In 2011 konnte in einer
Phase | Studie bereits die Wirksamkeit von Navitoclax bei Patienten mit SCLC und anderen
Lungentumoren gezeigt werden (Gandhi et al. 2011). Obatoclax mesylate (GX15-070)
(Konopleva et al. 2008) ist ein weiteres BH-3 Mimetika, das auch im Rahmen einer
multizentrischen Phase I/Il Studie bei dlteren Patienten mit einer unbehandelten akuten
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Leukdmie untersucht wurde (Schimmer et al. 2014). Sowohl Navitoclax, Obatoclax als auch
Venetoclax werden derzeit in unterschiedlichen Studien jeweils in Kombination mit
Tyrosinkinaseinhibitoren, Chemotherapeutika oder Antikorpern evaluiert (www.cancer.gov).

3.5.Nachsorge und Rezidiv

Nach Eintritt einer CR kommt es haufig in den ersten 1-2 Jahren zu Rezidiven, weshalb
regelmallige Laborkontrollen in Abstidnden von 2-3 Monaten notwendig sind. Bei nicht
eindeutigen Befunden wird zusatzlich eine Knochenmarkspunktion durchgefiihrt. Bei
Nachweis eines Rezidivs erfolgt eine Reinduktionstherapie mit Chemotherapie zum Erreichen
einer kompletten Remission (CR). AnschlieRend ist die Therapie der Wahl zur Konsolidierung
der AML die Stammzelltransplantation.

3.6. Bildgebende Diagnostik bei AML-Patienten
3.6.1. CT/ MRT bei AML Patienten

Im Rahmen der Primardiagnostik spielt die Bildgebung, z. B. CT oder MRT, bei der AML eine
untergeordnete Rolle. Sie kommt zum Zuge, wenn der Primdrtumor nicht eindeutig
zugeordnet werden kann (,,cancer of unknown primary“) oder beispielsweise, wenn primar
pathologische Frakturen ohne vorbekannte Tumorerkrankung auftreten.

Zudem wird die Bildgebung haufig unter Chemotherapie angewandt. Dabei dient sie in erster
Linie zur Abklarung therapieinduzierter Infekte, beispielsweise eine CT-Untersuchung der
Lunge bei Verdacht auf Lungenentziindung (Pneumonie), oder anderen Komplikationen wie
Pleuraergisse (Lungenddem), lleus-Symptomatik (Darmverschluss) oder Abszesse
(abgekapselte Entziindungen).

3.6.2. Nuklearmedizinische in vivo Diagnostik mit dem Glukoseanalogon ‘8F-FDG
3.6.2.1. Ubersicht iber die oxidative Glykolyse

Die Glykolyse ist, insbesondere fiir Eukaryoten sowie auch fiir einige Prokaryoten, ein
essentieller Stoffwechselweg fiir den Abbau von Kohlenhydraten zur Energiegewinnung. Sie
kann sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen ablaufen und lauft
zunachst bis zur Bildung von Pyruvat unter aeroben und anaeroben Bedingungen gleich ab.
10 zytosolische Enzyme katalysieren dabei den Abbau von D-Glucose zu Pyruvat unter
initialem Verbrauch und anschlieBendem Gewinn von Adenosintriphosphat (ATP =
Energietrager) und Reduktion von NAD (Nicotinamidadenindinukleotid) zu NADH/H* (Harris
2013, Kumari 2018). Aus einem Molekil Glucose (Hexose) entstehen dabei zwei Molekile
Pyruvat (Triosen).

Glucose + 2 NAD* + 2 ADP + 2 P; & 2 Pyruvat + 2 NADH + H" + 2 ATP + 2 H,0
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Nach Ablauf der Pyruvatkinase Reaktion unter Bildung von 2 Pyruvat kann der weitere Abbau
des Pyruvats je nach Sauerstoffangebot aerob oder anaeorb ablaufen. Bei ausreichendem
Sauerstoffangebot wird das Pyruvat in die Mitochondrien importiert und in der oxidativen
Decarboxylierung durch den Pyruvatdehydrogenasekomplex in Acetyl-CoA, den
,Universalbrennstoff”, umgewandelt. Das Acetyl-CoA wird anschlieBend in den Citratzyklus
eingeschleust und weiter abgebaut und oxidiert. Im Verlauf dieses Abbaus entstehen CO; und
H,0 sowie bei der Oxidation freigesetzte Elektronen, die durch NADH und FADH? Uber
Komplex | bzw. Komplex Il an die Atmungskette abgeben werden. Am Ende der Atmungskette
betragt die Energieausbeute eines Glukosemolekdls etwa 36 ATP.

Unter anaeroben Bedingungen wird die mitochondriale Atmungskette umgangen und das
Pyruvat im Zytosol durch die Laktatdehydrogenase (LDH), unter Oxidation von NADH/H* zu
NAD*, zu Laktat reduziert (,Milchsduregarung”). NAD* wird anschlieBend wieder der Glykolyse
zugefihrt und zu NADH/H* reduziert. Durch den anaeroben Abbau entstehen 2 mol ATP/mol
Glukose (Harris 2013, Kumari 2018).

3.6.2.2. Glykolyse bei Tumorzellen

In den 1920er-Jahren entdeckte Ott Warburg, dass Tumorzellen ausschlieRlich Glucose in der
anaerobe Glykolyse (,Milchsduregarung”) verwerten, selbst wenn ihnen ausreichend
Sauerstoff fir die aerobe Glykolyse zur Verfiigung steht (Warburg et al. 1927, Potter et al.
2016). Obwohl die Mitochondrien in der Tumorzelle oft funktionell aktiv bleiben, wird
dennoch nur ein sehr geringer Anteil der Glucose oxidativ verwertet. Durch die anaerobe
Glykolyse generiert die Tumorzelle somit nur etwa 4 mol ATP/mol Glukose (Vander Heiden et
al. 2009). Trotz dieser geringeren Energieausbeute vermag die Tumorzelle vergleichsweise
mehr ATP im Vergleich zur oxidativen Glykolyse zu generieren, da beispielsweise
entscheidende enzymatische Prozesse der Glykolyse nicht durch einen Mangel an Coenzymen
gebremst werden (Pfeiffer et al. 2001). Zum Beispiel lduft die Regeneration des Coenzyms
NAD* durch die Oxidation von NADH/H* zu NAD* durch die Lactat-Dehydrogenase, bei
gleichzeitiger Reduktion von Pyruvat zu Laktat, wesentlich schneller ab, als es in der oxidativen
Phosphorylierung der Fall ist (Gatenby et al. 2004). Zudem kdnnen onkogene Zellen durch
unterschiedliche Expression von einzelnen Isoformen der Enzyme, beispielsweise von der
Laktatdehydrogenase durch Induktion des Subtyps LDH-A und gleichzeitiger Suppression von
LDH-B Einfluss auf die Geschwindigkeit der aeroben Glykolyse nehmen (Koukourakis et al.
2006, Miao et al. 2013). Zudem konnen auch einige der Enzyme im Citratzyklus mutiert
vorliegen, wie z. B. die Isozitratdehydrogenase (IDH) (Marcucci et al. 2011), die ebenfalls zu
einer hoheren Resistenz der Tumorzelle beitragen konnen (Chen et al. 2014).

Auch auf genetischer Ebene kdnnen durch exogene Einfllisse gezielt Transkriptionsfaktoren,
z. B. ,hypoxia inducible factor-1“ (HIF-1), in Tumorzellen Uberexprimiert werden. Dies
beobachtet man besonders bei schnell wachsenden Tumorzellen, die durch hypoxischen
Stress liber den Transkriptionsfaktor HIF-1 die Induktion von angiogenetischen
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Wachstumsfaktoren (z. B. VGEF) und hadmatopoetische Faktoren (z.B. Transferrin,
Erythropoetin) sowie vor allem auch die Bildung von Glukosetransporter und Enyzyme der
Glykolyse (z. B. Hexokinase II, Pyruvatkinase Il oder Laktatdehydrogenase-A) hochregulieren
(Shweiki et al. 1992, Koppenol et al. 2011, Kierans et al. 2021). Dartber hinaus dienen die
Zwischenprodukte der Glykolyse auch als wichtige Grundbausteine fir den
Pentosephosphatweg, da die dort gebildeten Ribosen fiir die Herstellung von Nukleotiden,
Aminosdauren, NADPH etc. essentiell sind. Neben den bioenergetischen Vorteilen der
beschleunigten anaeroben Glykolyse kénnen auch die alterierten biosynthetischen Prozesse
in einer Tumorzelle dazu dienen, beispielsweise exogen induzierte Schaden an der Tumor-
DNA zligiger zu reparieren (DeBerardinis et al. 2008).

3.6.2.3. Das Glukoseanalogon ‘8F-FDG

Mit Hilfe von 2-'8Fluor-2-desoxy-D-glucose (‘8F-FDG) kann die Lage von Tumorzellen in der
Hybridbildgebung, z. B. mit der Positronenemissionstomographie/Computertomographie
(PET/CT) oder Positronenemissionstomographie/Magnetresonanztomographie (PET/MRT),
im Korper dargestellt werden, da Tumorzellen in der Regel eine erhohte Glucoseaufnahme
aufweisen. Das Glucoseanalogon 8F-FDG mit dem Radionuklid 8F an Position 2 wird genauso
wie Glucose passiv Uber die GLUT-Transporter in die Zelle aufgenommen (Czech et al. 2000).
Im Zytoplasma wird *¥F-FDG durch die Hexokinase zu *®F-2-FDG-6-Phosphat phosphoryliert.
Das polare 8F-2-FDG-6-Phosphat kann jetzt nicht mehr aus dem Zytoplasma der Zelle
herausdiffundieren. Aufgrund des 8F an Position 2 kann es jedoch auch nicht weiter in der
Glykolyse prozessiert werden und wird somit in einer Tumorzelle angereichert (metabolic
trapping). Nach Zerfall von ¥F (t}s= 109,8 min) in 80 bildet sich mit H, erneut eine
Hydroxygruppe an Position 2 des Glucose-6-Phopsphats, das nun in der Glykolyse weiter
prozessiert werden kann. F-FDG wird auch in stoffwechselaktiven Organen, wie z. B. Gehirn
und Herz, und aufgrund renaler Elimination des Tracers in den Nieren und den
harnableitenden Organen angereichert. Relevant fiir die klinische Diagnostik sind jedoch
pathologische Anreicherungen von 8F-FDG in Malignomen oder Entziindungen, die eine bis
zu 10fach hoéhere Glucoseaufnahme als das umliegende Gewebe aufweisen (Czech et al.
2000).

3.6.3. 18F-FDG-PET/CT bei AML Patienten

Eine initiale Bildgebung (CT oder MRT) zur Beurteilung der Ausdehnung einer AML wird nicht
durchgefiihrt, da es sich bei der AML um eine systemische Erkrankung handelt, die kaum
morphologische Veranderungen verursacht. Zusatzlich kénnen mit Ultraschall gut erreichbare
Organe, wie z. B. Leber und Milz, zur Beurteilung einer Hepato-/Splenomegalie gut beurteilt
werden. Bei Auftreten nachfolgender, therapieassoziierter Komplikationen, wie z. B. Infekte
unter Chemotherapie, wird die Bildgebung eingesetzt. Mit 8F-FDG-PET/CT kénnen die
Tumorzellen der AML sowohl morphologisch beurteilt (CT) als auch hinsichtlich ihrer
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Stoffwechselaktivitat charakterisiert (PET) werden. Hierbei kann mit dem SUV (standardized
uptake value) die initiale metabolische Aktivitat der AML Zellen erfasst werden und diese zum
Therapiemonitoring bei weiteren Verlaufskontrollen herangezogen werden (Arimoto et al.
2015). Eine 8F-FDG-PET/CT Untersuchung ist jedoch, im Vergleich zur konventionellen
Bildgebung, mit vergleichsweise hohen diagnostischen Kosten verbunden. AulSerdem reichert
sich der Tracer 8F-FDG nicht ausschlieRlich in Tumorzellen an. Wie bereits erwihnt, erfolgt
die Anreicherung von *¥F-FDG in allen Zellen. Somit werden auch alle Zellen die in
Entziindungsprozesse, Abszesse und Heilungsprozesse, involviert sind mit 8F-FDG markiert.
Auch koénnen abnorm erhohte Insulinspiegel, z. B. bei Diabetikern oder bei fehlender
Nahrungskarenz, zu einer eingeschriankten oder fehlerhaften Beurteilbarkeit der ¥F-FDG-
PET/CT Bildgebung fiihren.

Im nachfolgend beschriebenen Fall wurde ein Patient aufgrund progredienter Schmerzen und
zunehmender Immobilisierung des rechten Armes vom Hausarzt in die Klinik und Poliklinik ftr
Orthopadie des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitdt Minchen eingewiesen.
In einer vorab durchgefiihrten primaren Bildgebung mit CT und MRT zeigte sich eine tumordse
Raumforderung im rechten Oberarm mit pathologischer, subcapitaler Humeruskopffraktur
rechts. Aufgrund des ungewohnlichen Befundes und einer unauffdlligen primaren
Staginguntersuchung mit CT und MRT wurde im Rahmen der Primariussuche (CUP: cancer of
unknown primary) eine 8F-FDG-PET/CT-Untersuchung in der Klinik und Poliklinik far
Nuklearmedizin des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitat Minchen
durchgefiihrt. Abbildung 1 zeigt den beschriebenen Patienten vor und nach Therapie.
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Abbildung 1: 8F-FDG-PET/CT Aufnahme eines Patienten mit pathologischer, subcapitaler Humeruskopffraktur
rechts vor Therapie mit AraC (Cytarabin) und Daunorubicin nach dem 7 + 3 Schema (A/B/C) und nach
Therapie (D/E/F):

(A) Coronare CT nativ low-dose Ganzkérperaufnahme mit Darstellung des Kérperstamms, der miterfassten
Extremitaten und des Schadels sowie der pathologischen Humeruskopffraktur rechts (roter Pfeil). (B) In der
PET Aufnahme sind neben der bekannten Lasion am Humerus rechts noch weitere Lasionen in der Axilla rechts
sowie fokal im Stammskelett, dem Beckenskelett, den Rippenbégen beidseits und den proximalen langen
Réhrenknochen erkennbar (dunkel graue Pfeile). Neben der ®F-FDG Speicherung im Tumor ist eine
physiologische Speicherung im Gehirn, den GefdRen, einzelnen Darmabschnitten und den harnableitenden
Organen erkennbar. (B) Fusionierte Darstellung aus CT (A) und PET (B).

Nach Therapie (D/E/F): (D) Coronare CT nativ low-dose Ganzkdrperaufnahme mit Darstellung des
Korperstamms, der miterfassten Extremititen und des Schadels sowie der pathologischen
Humeruskopffraktur rechts (roter Pfeil). (E) In der PET sind in Kenntnis der initialen Bildgebung nur noch eine
geringe Stoffwechselaktivitat im Bereich der Fraktur abgrenzbar. Physiologische Tracerspeicherung im Gehirn,
den GefaRen, einzelnen Darmabschnitten und den harnableitenden Organen. (F) Fusionierte Darstellung aus
CT (D) und PET (E).
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Hierbei zeigten sich starke Anreicherungen von 8F-FDG im Bereich der Tumormanifestation
am rechten Oberarm, in den Lymphknoten der regionalen Lymphabflusswege des rechten
Oberarmes und auch disseminiert im Knochenmark. In Zusammenschau mit den Laborwerten
bestand daher der Verdacht auf eine maligne haematopoetische Erkrankung. Nach
anschlieSender offener Biopsie und Knochenmarkspunktion bestatigte sich dieser Verdacht
und es wurde eine akute myeloische Leukdamie mit Knochenmarksbefall und extramedullarer
Beteiligung diagnostiziert. Als Therapie erhielt der Patient eine Induktion mit AraC (Cytarabin)
und Daunorubicin nach dem 7 + 3 Schema (Rollig C. 2021) sowie nach kompletter Remission
eine  Konsolidierung  mit  Hochdosis-AraC.  Vor der geplanten allogenen
Stammezelltransplantation wurde der Patient zur Therapieevaluation erneut mit ¥FDG-
PET/CT-Untersuchung untersucht. Dabei zeigte sich eine deutliche Befundverbesserung mit
nur noch residuellem, reaktivem !8F-FDG-Uptake im rechten Oberarm. Auch die
disseminierten ossaren Tracerspeicherungen waren deutlich riicklaufig. In der simultan
verlaufenen Computertomographie, die im Rahmen der *¥F-FDG-PET/CT Untersuchung jeweils
mitlief, zeigten sich dagegen keine signifikanten Anderungen zur Ausgangsuntersuchung,
weshalb in diesem Fall zur Beurteilung des Therapieansprechens ausschliefllich die
metabolische Aktivitat (*¥F-FDG-Uptake) herangezogen werden konnte.

3.7.Apoptose

Die Apoptose ist ein genetisch codierter, essentieller Prozess zur Eliminierung von Zellen im
Organismus (Galluzzi et al. 2018). Dabei werden infizierte, iberfliissige oder beschadigte
Zellen gezielt eliminiert. Apoptose findet bereits im Mutterleib statt, beispielsweise bei der
Ausbildung der Finger und Zehen des Embryos. Hierbei ist ein Gleichgewicht zwischen
Zellproliferation und Zellapopotose essentiell. Storungen in dem fein regulierten System
flihren zu schwerwiegenden Folgen fir den Organismus, beispielsweise einer vermehrten
Apoptose bei neurodegenerativen Erkrankungen (M. Alzheimer, M. Parkinson), einer
fehlenden exogenen Apoptoseinduktion von fehlerhaften Zellen (Lymphomen /
Autoimmunerkrankungen) oder einer fehlenden endogenen Apoptoseinduktion bei maligne
transformierten Zellen (Hanahan et al. 2011). Bei letzterem wird die Apoptose verhindert
durch inaktivierende Mutationen (,loss of function”) der proapoptotischen Proteine,
besonders von p53 oder durch Uberexpression antiapoptotischer Mutationen (,gain of
function) mit Uberexpression von proliferationsinduzierenden Mutationen. Es kommt somit
zu einer ungehemmten Proliferation mit Ausbildung von Resistenzen gegenliber intrinsischen
und extrinsischen Apoptosestimuli. Diese Mutationen sind ebenfalls von essentieller
Bedeutung bei der Entstehung von Resistenzen gegeniber Chemotherapeutika,
Immunsuppressiva oder polymedikamentdsen Therapieschemen.



Einleitung 19

3.7.1. Extrinsische Apoptose

Bei der extrinsischen Apoptose (Galluzzi et al. 2018) bindet ein spezifischer Todesligand
(CD95L) an den Todesrezeptor (CD95). Dabei erfolgt eine Oliogomerisierung des Rezeptors
zum DISC (death-inducing signaling complex) verbunden mit der intrazellularen Weiterleitung
des Apoptosesignals (iber entsprechende Signalmolekile (Daniel et al. 2001). Die Initiator-
Caspasen (Pro-Caspase-8 bzw. -10) (Muzio et al. 1996) werden anschlieBend aktiviert und
aktivieren dann Uber weitere Zwischenschritte die Effektor-Caspasen (Caspase-3, -6, -7). Die
aktivierten Effektor-Caspasen induzieren Uber Spaltung und Deaktivierung spezifischer
Todessubstrate den Tod der Zelle (Krammer 2000, Igney et al. 2002).

3.7.2. Intrinsische Apoptose

Die intrinsische Apoptose (Galluzzi et al. 2018) kann durch verschiedene externe Stimuli
ausgelost werden. Diese Stimuli umfassen beispielsweise den Entzug von
Wachstumsfaktoren, die Interaktion mit der extrinsischen Apoptose (Green et al. 2004), die
Induktion zellularer DNA-Schaden sowie Hypoxie mit anschlieBendem p53 induziertem
mitochondrialen Apoptoseweg (Philipp-Staheli et al. 2004).

Wie gerade erwahnt spielen die Mitochondrien dabei, neben ihrer origindren Aufgabe als
Energielieferanten der Zelle, eine essentielle regulatorische und kontrollierende Rolle. Das
Tumorsuppressor Protein p53 kann sowohl durch die proapoptotischen Proteine der
mitochondrialen Kaskade (BCL-2-Proteine wie BAX und BAK, APAF-1 sowie weitere Proteine)
oder durch direkte Interaktion mit BAX und BAK aktiviert werden (Moll et al. 2005). Wird eine
Zelle externen Stressstimuli ausgesetzt (z. B. Induktion von DNA-Schdden, Entzug von
Wachstumsfaktoren) wird BH3 only aktiviert und BCL-2 gehemmt. Das BAX Protein wird aus
einem BCL-BAX-Proteinkomplexe im Zytosol freigesetzt und anschlielend in die dullere
Mitochondrienmembran transloziert (Willis et al. 2003, Willis et al. 2005, Willis et al. 2005,
van Delft et al. 2006). Dort oligomerisieren die aktivierten BAX-Proteine mit den
membranstandigen BAK-Proteinen zu einem ,mitochondrial-outer-membrane-proteine-
complex’ (MOMPC). Die Bildung des MOMPC induziert Poren in der &dulleren
Mitochondrienmembran, durch die Cytochrom-C von der inneren Mitochondrienmembran
dissoziiert und ins Zytosol gelangt (Daniel et al. 2003, Youle et al. 2008, Strasser et al. 2011).
Die dissoziierten Cytochrom-C Molekiile oligomerisieren anschliefend mit APAF-1 (apoptotic
protease-activating factor-1) und komplexieren mit Caspase 9 zum Apoptosom (Hao et al.
2005). Das Apoptosom aktiviert anschliefend die Caspasen 3 und 7, welche wieder die
Apoptose einleiten (Pop et al. 2009, Jilg et al. 2016). Eine schematische Ubersicht (iber die
intrinsische Apoptose zeigt Abbildung 2.
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Abbildung 2: Schematischer Verlauf einer intrinsischen Apoptose.

Zunachst wird durch externe Stimuli, wie z. B. Induktion von DNA-Schaden, Entzug von Wachstumsfaktoren
oder Virusbefall, das BH3 only Proteine aktiviert. Nach Aktivierung hemmt das aktivierte BH3 only Proteine
BCL-2 und BCL-XL und induziert die Translokation des BAX Proteins aus dem Zytosol in die dullere Membran
des Mitochondriums. AnschlieRend erfolgt durch die BAX/BAK Oligomerisierung die Ausbildung eines
MOMPC (mitochondrial — outer — membrane — proteine — complex). Der MOMPC fordert die Freisetzung
von Cytochrom-C aus dem Mitochondrium ins Zytosol. Cytochrom-C aktiviert APAF-1 und bildet zusammen
mit Caspase 9 ein Apoptosom, das wiederum Caspase 3 und 7 aktiviert. Die aktivierten Caspasen 3 und 7
induzieren schliefllich die Apoptose. Abbildung modifiziert nach (Youle et al. 2008) und (Osellame et al.
2012).

3.8. Die Proteine der BCL-Familie

Die Proteine der BCL-2 Familie spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der intrinsischen
Apoptose (Gross et al. 1999, Youle et al. 2008). Sie haben malgeblich Einfluss auf die Integritat
und die Stabilitdt des Membranpontentials der Mitochondrienmembran. Mittlerweile sind >
20 Proteine der BCL-2-Familie bekannt, die in zwei Untergruppen, den pro-apoptotischen und
anti-apoptotischen Proteine, unterteilt werden kénnen (Youle et al. 2008). Sie besitzen zudem
zwischen ein oder vier BH-Domanen, die notwendig fiir die Interaktion untereinander sowie
auch mit anderen Proteinen sind. Die anti-apoptotischen Proteine, z. B. BCL-2 und BCL-XL,
wirken einer Apoptose entgegen (Cory et al. 2003, Shamas-Din et al. 2011, Strasser et al.
2011), indem sie einerseits pro-apoptotische Proteine aus der BCL-2 Familie binden und
andererseits auch andere Proteine, wie z. B. den NF-kB-Inhibitor, binden und damit indirekt
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB fordern, wodurch indirekt die Expression von
Apoptose supprimierenden Faktoren unterstiitzt werden (Grimm et al. 1996, Sohur et al.
1999, Chen et al. 2000). Vertreter der pro-apoptotischen BCL-2 Proteine sind beispielsweise
BAX, BAK, BOK und BAD (Youle et al. 2008). Zum Beispiel ist BAX der Kofaktor des
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Tumorsuppressors p53, der bei DNA-Schadigung einen Arrest der Mitose auslost. Zudem kann
er bei schwerwiegenden oder langer andauernden Schadigungen der Zelle die Apoptose
induzieren. BAX liegt normalerweise frei im Zytosol vor und bildet mit BAK erst nach einem
Apoptosestimulus  einen  BAK/BAX-Poren-Komplex (MOMPC) in der &uBeren
Mitochondrienmembran, durch das lonen ein- und ausstromen koénnen. Zudem kommt es
durch die Stérung des Membranpotentials zur Freisetzung von Cytochrom c (Willis et al. 2003,
Willis et al. 2005, Willis et al. 2005, Shamas-Din et al. 2011, Strasser et al. 2011) und
nachfolgend zu einer Aktivierung der Caspase 3 und 7, die letztlich den Zelltod einleiten (Pop
et al. 2009, Jilg et al. 2016).

3.9.ABT-737

ABT-737 ist ein zielgerichtetes Therapeutikum aus der Gruppe der 'small molecule' Inhibitoren
(Oltersdorf et al. 2005). Es bindet Gber seine BH3-Domane spezifisch die anti-apoptotischen
Proteine der BCL-2 Familie BCL-2, BCL-W, BCL-XL, MCL-1 sowie BCL2A1 und induziert auf diese
Weise die Apoptose (Letai 2005, Cragg et al. 2009, Khaw et al. 2011, Kale et al. 2018). ABT-737
weist allerdings eine unterschiedliche Affinitat zu den einzelnen Proteinen der BCL-2 Familie
BCL-2, BCL-W, BCL-XL, MCL-1 sowie BCL2A1 auf. BCL-2, BCL-W und BCL-XL werden mit sehr
hoher Affinitat (bis zu einer Ki < 1 nM) gebunden, wobei MCL-1 und BCL2A1 nur mit geringer
Affinitat (K= 0.46 +/- 0,11 uM) gebunden werden (Oltersdorf et al. 2005). Nachfolgend
entdeckten jedoch sowohl Rooswinkel et al. (2012) als auch Merino et al. (2012) Unterschiede
in der Affinitat von ABT-737 gegenliber den Proteinen der BCL-2 Familie BCL-2, BCL-W und
BCL-XL. In den Versuchen von Rooswinkel et al. (2012) wurden zwei Zelllinien, J16 und MOLT-
4, einer T-Zell akuten lymphatischen Leukdamie (T-ALL), die hohe Expression von BCL-2
Proteinen aufweisen, mit unterschiedlichen Konzentrationen an ABT-737 fiir 48h behandelt.
Um das Bindungsverhalten von ABT-737 zu den einzelnen Proteinen der BCL-2 Familie BCL-2,
BCL-W, BCL-XL, MCL-1 und BCL2A1 ndher zu untersuchen, wurden mit Hilfe von Vektoren
gezielt jeweils nur ein Protein Giberexprimiert. Als Kontrolle dienten dann Zelllinien, die einen
leeren Vektor im Bereich des untersuchten Proteins (z. B. BCL-2) aufwiesen. Der Zelltod wurde
mit Hilfe der Flowzytometrie und der Farbung von Propidiumiodid nachgewiesen. Hierbei
zeigte sich sowohl bei J16 als auch bei MOLT-4 Zellen, dass ABT-737 bevorzugt BCL-2 bindet.
BCL-W und BCL-XL werden vergleichsweise schwacher gebunden und fihren dadurch zu einer
hoheren Resistenz gegeniliber ABT-737 (Rooswinkel et al. 2012). Eine hohere Affinitat von
ABT-737 gegenliber BCL-2 konnte auch in den Versuchen von Merino et al. (2012)
nachgewiesen werden.

Durch die selektive Bindung von ABT-737 an die anti-apoptotischen Proteine der BCL-2 Familie
kommt es zu einer Dissoziation der inaktiven BCL-BAX-Proteinkomplexe im Zytosol und zur
Translokation der BAX-Proteine in die duBere Mitochondrienmembran (siehe auch Kap. 3.7.2).
Dort oligomerisieren die aktivierten BAX-Proteine zusammen mit den membranstandigen
BAK-Proteinen zu einem MOMPC. Durch diesen MOMPC gelangen nun von der inneren
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Mitochondrienmembran dissoziierte Cytochrom-C Komplexe ins Zytosol und komplexieren
durch Bindung mit Caspase 9 und APAF-1 zum Apoptosom, welches anschlielend die Caspase
abhangige Apoptose einleitet (Daniel et al. 2001, Daniel et al. 2003, Kale et al. 2018).
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4. Fragestellung

Die AML ist eine Erkrankung des blutbildenden Knochenmarks. Sowohl der Verlauf als auch
die Prognose der AML hangen maligeblich von der zytomorphologischen und zytogenetischen
Klassifikation ab. Da es sich bei der AML um eine systemische Erkrankung handelt, ist die
intravendse Chemotherapie die Therapie der Wahl um ggf. eine vollstandige Remission zu
erzielen. Entsprechend der derzeit glltigen Therapieleitlinien wird die Dosis fiir die
Chemotherapie anhand des Korpergewichts bzw. der Korperoberflaiche der Patienten
berechnet. Dabei ist zunachst offen, in welchem MaRe die betreffende AML eines Patienten
sensibel gegenliber dem verabreichten Chemotherapeutikum ist und ob daher gegebenenfalls
Dosiskorrekturen bzw. Anderungen im Therapieablauf notwendig sind.

Die Kernfragestellung dieser Arbeit war, ob ein Zusammenhang zwischen der Aufnahme von
1BE-FDG und der Resistenz gegeniiber dem Chemotherapeutikum ABT-737 vorliegt. Hierbei
wurden folgende Unterpunkte zu dieser Fragestellung definiert:

1. Bestehen Unterschiede zwischen den verwendeten AML Zelllinien bezliglich der
Aufnahme von 8F-FDG?

2. Gibt es Unterschiede zwischen den verwendeten AML Zelllinien in der Vitalitat nach
Behandlung mit ABT-7377

3. Welche Unterschiede in der Dosis-Wirkungsbeziehung zu ABT-737 lassen sich in den
verwendeten AML Zelllinien feststellen?

4. Besteht ein Zusammenhang bezuglich der Aufnahme von 8F-FDG und der Resistenz
gegeniber ABT-737 zwischen den verwendeten AML Zelllinien?

5. Lassen sich die unterschiedlichen Dosis-Wirkungsbeziehungen der verwendeten AML
Zelllinien auch auf molekularer Ebene mit Western Blot (Proteine der BCL-2 Familie,
Proteine der Apoptose) darstellen?

6. Wie verhalten sich die Aufnahme von F-FDG und die Vitalitat der Zelllinien NB-4 und
AML-193 nach Differenzierung mit ATRA (All-Trans-Retinoinsaure)?

7. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Aufnahme von ¥F-FDG und der Resistenz
gegeniber ABT-737 zwischen den beiden mit ATRA behandelten AML Zelllinien?

8. Zeigen sich Unterschiede in der Aufnahme von 8F-FDG und der Resistenz gegeniiber
ABT-737 zwischen den Zelllinien, die mit ATRA behandelt wurden, und den
entsprechenden Kontrollen ohne ATRA?

9. Lassen sich auch hier Unterschiede auf molekularer Ebene mittels Western Blot (s. 5.)
feststellen?
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5. Material und Methoden

5.1.Verwendete Agenzien
5.1.1. Zellkultur

5.1.1.1. Medien

Medien

Hersteller, Standort

ATCC™ Fotales Kélberserum (not heat

inactivated)

ATCC™ Iscove’s modified Dulbecco’s

Medium w. 4mM L-glutamine adjusted to

contain 1,5 g/L sodium bicarbonate

ATCC™, Manassas, VA USA

Gibco® Iscove’s modified Dulbecco’s
Medium w. 4mM L-glutamine

Gibco® Minimum Essential Medium
(MEM) a, Nucleosides, GlutaMAX

Gibco®/Life Technology, Thermo Fisher
Scientific Inc., MA USA

RPMI 1640 Flassigmedium (mit 2,0 g/I
NaHCO3, ohne L-Glutamin)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

5.1.1.2. Zusatze

Zusatze

Hersteller, Standort

R-Mercaptoethanol

Insulin (Human)

Gibco®/Life Technology, Thermo Fisher
Scientific Inc., MA USA

Insulin (Human), rekombinant

Fotales Kalberserum (FKS)

L-Glutamin (200 mM)

Natriumpyruvat (100 mM)

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

Phosphate buffered saline (PBS) (ohne
Ca?* und Mg?*

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Recombinant Human Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating Factor
[GM-CSF]

Recovery Cell Culture Freezing Medium

Transferrin (Human)

Gibco®/Life Technology, Thermo Fisher
Scientific Inc., MA USA
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5.1.2. Chemikalien und Kits

Chemikalien

Hersteller, Standort

ABT-737

Active Biochemicals Co., Limited, Wan
Chai, Hongkong, China

Ammoniumacetat (CH3COONHg)

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ascorbinsaure

R-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bromphenolblau

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

Calciumchlorid (CaCl;)

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Ethanol 70%

Apotheke, Klinikum rechts der Isar,
Minchen, Deutschland

Glycerin

Glycin

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Isopropanol 100%

Merck, Darmstadt, Deutschland

Magermilchpulver

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumfluorid (NaF)

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Pepstatin A

Calbiochem®/EMD Millipore, MA USA

Protease-Inhibitor Cocktail Tabletten
complete-Mini

Roche, Mannheim, Deutschland

Propidiumiodid / PI [3ug/ml]

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Retinoic Acid, all-trans-retinoic acid (ATRA)

Tocris Bioscience, R&D Systems England

RIPA Lysis Buffer, 10X

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Rotiphorese® Gel 30 (37, 5:1)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salzsdure (HCI) 30%

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Salzsdure (HCI) 37%

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sodium dodecyl sulfate (SDS) 20% (w/v)
solution, 1L

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,
Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Trizma® base

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Trypan Blue stain 0,4%

Life Technology, Darmstadt, Deutschland

Tween® 20 Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen,
Deutschland
Kits Hersteller, Standort

CellTiter-Glo® Luminesent cell viability
assay, bestehend aus CellTiter-Glo® Buffer
(10 ml) und CellTiter-Glo® Susbtrate
(lyophilized)

Promega, Madison, USA
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Pierce® BCA Protein assay Kit

Pierce® ECL Plus Western Blotting Substrate

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10
to 180 kDa

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

5.1.3. Puffer- und Stammlésungen

Puffer/Losung

Zusammensetzung

Annexin-V Binding Buffer (10x), pH = 7,4
(4°C)

0,1 M HEPES/NaOH,

1,4 M NaCl

25 mM CaCl,

pH mit 37%iger - HCl einstellen

Annexin-V Binding Buffer (1x)
(4°C)

Annexin-V Binding Buffer (10x) 5 ml
Filtriertes FKS 2,5 ml
ddH;0 ad 50 ml

APS 10% Losung, abgedunkelt

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

(4°C) = ad 10 ml ddH,0
Laemmli Puffer (5x) = 1,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 6,25 ml
(4°C) =  Glycerol 12,5 ml
= 20% SDS Buffer 12,5 ml
= B-Mercaptoethanol 5 ml
=  Bromphenolblau 0,05 g
= ddH,0 ad 50 ml
Lysebuffer =  RIPA Buffer (10x) 100 pl
(-20°Q) = Protease-Inhibitor-Cocktail Stock

(1:25) 40 pl

1 mM NaF (1:100) 10 pl

1 mM Pepstatin A (1:100) 10 ul
ddH;0 ad 1 ml

Protease-Inhibitor-Cocktail Stock = ddH,0 1 ml
(-80° Q) = 1 Tablette Protease-Inhibitor
SDS Buffer, 20% = SDS200g
(RT) = ddHO0ad 1l
SDS-Runningbuffer (10x) * Trizma® base 30,2 g
(RT) = Glycinl144g

= 20% SDS Buffer 50 ml

* ddHO0ad 1l

SDS-Runningbuffer (1x)
(RT)

SDS-Runningbuffer (10x) 100 ml
ddH,Oad 1L

TBS (10x), pH = 7,6

Trizma® base 24 g
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(RT) NaCl 80 g
pH mit 37%iger - HCl einstellen
ddHOad 1L

TBST (1x) TBS (10x) 100 ml

(RT) ddH,O0ad 1L

Tween 20% 500 pl

TBST mit 5% Magermilchpulver
(4°C)

TBST (1x) 100 ml
Magermilchpulver5 g

Transfer Buffer (10x)
(RT)

Trizma® base 58,2 g
Glycin 29,4¢g

20% SDS Buffer 20 ml
ddHOad 1L

Transfer Buffer (1x)
(4°C)

Transfer Buffer (10x) 100 ml
Methanol 200 ml
ddH,Oad 1L

1,5 M Tris Lésung, pH 8,8
(RT)

Trizma® base 181,65 g

ad 800 ml ddH;0, Einstellen des pH-
Werts mit Salzsdure (HCl) 30% auf 8,8
nach pH-Wert Einstellung auffillen
auf 1 | mit ddH,0

0,5 M Tris Losung, pH 6,8
(RT)

Trizma® base 60,55 g

ad 700 ml ddH;0, Einstellen des pH-
Werts mit Salzsdure (HCl) 30% auf 6,8
nach pH-Wert Einstellung auffillen
auf 1 | mit ddH,0

1,5 M Tris Lésung, pH 6,8
(RT)

Trizma® base 181,65 g

ad 700 ml ddH;0, Einstellen des pH-
Werts mit Salzsdure (HCl) 30% auf 6,8
nach pH-Wert Einstellung auffillen
auf 1 | mit ddH,0
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5.1.4. Primar und sekundarer Antikorper

5.1.4.1. Priméarantikorper fir Western-Blot

Antikorper Spezies Ziel GroBe | Verhdltnis | Hersteller, Standort
(kDa)
Anti-BCL-2 Maus Mensch | 26 1:1000 R&D Systems, England
Anti-BCL-W Kaninchen | Mensch | 22 1:1000 Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Heidelberg,
Deutschland
Anti-BCL-XL Kaninchen | Mensch | 26 1:1000 BD Bioscience, Becton,
Dickinson and
Company, NJ USA
Anti-BCL2A1 Kaninchen | Mensch | 20— 1:1000 Origene Technologies,
28 Rockville, MD USA
Anti-Caspase 3 | Kaninchen | Mensch | ~13,~ | 1:1000 Cell Signaling
17, 35 Technology, Danvers,
MA USA
Anti-MCL-1 Ratte Mensch | ~ 37 1:1000 AG Jost, Ill. Med., MR,
TUM
Anti-a-Tubulin, | Kaninchen | Human | 52 1:1000 Cell Signaling
HRP-conjugated Technology / New
England Biolabs GmbH,
Frankfurt a. M.,
Deutschland
Anti-B-Actin, Kaninchen | Mensch | 42 Cell Signaling

HRP-conjugated

Technology / New
England Biolabs GmbH,
Frankfurt a. M.,
Deutschland

5.1.4.2. Sekundarantikérper fir Western-Blot

Antikorper Spezies Verdiinnung | Hersteller, Standort

anti-rabbit IgG, HRP - | Ziege 1:5000 Cell Signaling Technology / New

conjugated England Biolabs GmbH, Frankfurt a.
M., Deutschland

anti-mouse IgG HRP - | Maus 1:5000 Cell Signaling Technology / New

conjugated England Biolabs GmbH, Frankfurt a.
M., Deutschland




Material und Methoden

29

anti-rat 1IgG HRP - Ratte 1:5000

conjugated

Cell Signaling Technology / New
England Biolabs GmbH, Frankfurt a.
M., Deutschland

5.1.4.3. Antikérper fur die Durchflusszytometrie

Antikérper

Konzentration

Hersteller, Standort

Annexin V Flourescein-
Isothiocyanat / FITC

[1ug/ml]

BD Bioscience, Becton, Dickinson
and Company, NJ USA

5.1.5. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller, Standort

0,-5 ml- /1,5 ml-/2 ml-ReaktionsgefilRe

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

6-/12-/24-/96-Well Mikrotiterplatte mit F-
Boden und Abdeckplatte

Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

96-well Mikrotiterplatte mit U-Boden und
Abdeckplatte

TPP, Trasadingen, Schweiz

Thermo Scientific Flat Bottom 96-well White
Polystyrene Plates

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Countess™ cell counting chamber slide

Invitrogen, Oregon, USA

Cryo Tubes 1,8 ml

Thermo Scientific, Roskilde, Danemark

Einmalpipetten (2,5 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Eppendorf Safe Lock Tubes™ 1,5 mlund 2 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Extra Thick Blot Paper

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
Deutschland

Multipipetten 5, 10, 20, 50 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Millipore, Darmstadt, Deutschland

Zellkulturflaschen mit Filter (25, 75, 175
cm2)

Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Falcon® Zentrifulagréhrchen (5 ml, 15 ml
und 50 ml)

Corning, Bodenheim, Deutschland

5.2.Gerate

Gerat

Hersteller, Standort

Absaugpumpe Eppendorf 4153

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

ACCU Block™ Digital Dry Bath Heizblock

Labnet International, Edison, USA

Analysenwaage SI-64

Denver Instruments, Denver, USA

Brutschrank Typ 6000

Heraeus, Berlin, Deutschland

Cell-Counter Countess™

Invitrogen, Oregon, USA

Celloshaker Variospeed

Chemetron Products, Milano, Italien
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Contamat FHT 111 M

Eberline
Deutschland

Instruments, Erlangen,

Eismaschine

Ziegra Eis, Isernhagen, Deutschland

FACS (fluorescence-activated cell sorting)
CantoTM

BD Biosciences Immunocytommetry
Systems, San Jose, California, USA

Gamma-Counter Typ 1480 Wizard TM3

Wallac, Turku, Finnland

Gefrierschrank (-20°C)

Kirsch GmbH, Offenburg, Deutschland

Gefrierschrank (-80°C) Unicryo

UniEquip, Planegg, Deutschland

INTAS Science Imaging CCD-Kamera

INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Gottingen, Deutschland

LaminAir Flow HB 2472

Heraeus, Berlin, Deutschland

Magnetriihrer RH basic 2

IKA, Staufen, Deutschland

Mikroskop, Aktiovert 10

Zeiss, Gottingen, Deutschland

Milli-Q UF-Plus Membrapure (zur
Herstellung von doppelt destilliertem
Wasser)

Millipore, Darmstadt, Deutschland

Mini Protean Cooling Unit, Kiihlakku

Mini Trans-Blot® Cell

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,
Deutschland

Mithras LB 940 Mikroplattenleser

Berthold Technologies, Bad Wildbad,

Deutschland

Multipipette (0,5-10ul, 20-200 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Neubauer Zdhlkammer

Marienfeld-Superior, Lauda-Koénigshofen,
Deutschland

Pipetus® akku

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Pipetten (1-10ul, 10-100pI, 100-1000yl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

pH-Meter, pH 522

WTW, Weilheim, Deutschland

PowerPac™ HC High-Current Power Supply

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,
Deutschland

Réhrchenroller Stuart™ Digital Tube Roller

Cole-Parmer, Stone, Staffordshire, United
Kingdom

Stickstoffbehdlter ARPEGE 70

Deutsche Air Liquid Anlagebau GmbH,
Wiesbaden, Deutschland

Vortex 4 basic

IKA, Staufen, Deutschland

Vortex-Genie

Scientific Industries INC, Springfield MA,
USA (Vertrieb durch Bender&Hobei AG,
Zurich, Schweiz)

Wasserbad, 37°C

GFL, Burgwedel, Deutschland

Wellplattenleser Bio-Tek EIx800™ Series
Universal Microplate Reader / ELISA-
Reader

Progen Scientific, London, UK

Wippschuttler WS 10

Edmund Bihler GmbH, Bodelshausen,
Deutschland

Zentrifuge, Biofuge fresco, kihlbar

Zentrifuge, Megafuge 1,0 R, kiihlbar

Heraeus, Berlin, Deutschland
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Zentrifuge Rotanta, Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Germany

5.3.Software

Programm Hersteller

Adobe Photoshop CS5 Adobe, San José, USA

Adobe lllustrator CS5

Chemostar INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Gottingen, Deutschland

FlowlJo 8.87 FlowJo, LLC Data Analysis Software,
Ashland, OR, USA

GraphPad Prism 7 GraphPad Software, La Jolla, USA

KC junior fiir Bio-Tek ELISA Reader Progen Scientific, London, UK

Microsoft Excel, Power Point, Word for Mac | Microsoft, Redmond, USA

(Version 2016)

Mikrowin Software fur Mithras LB 940 Berthold Technologies, Bad Waildbad,
Deutschland

5.4.Zelllinien und Zellkultur

Fir die Untersuchungen wurden acht verschiedene AML-Zelllinien verwendet. KG-1a (FAB
M1) ist ein Subtyp der Zelllinie KG-1, die sich sowohl morphologisch als auch funktionell von
ihrer Ursprungszelllinie unterscheidet (Koeffler et al. 1980). Die Zelllinie umfasst vor allem
unreife Myeloblasten, die unabhéngig vom koloniestimulierenden Faktor (colony stimulating
factor, CSF) proliferieren. KG-1a lasst sich mit ATRA, DMSO oder CSF in Kultur nicht weiter
differenzieren (Koeffler 1983). KG-1a Zellen wurden in MEMao Glutamax mit 20% fotalem
Kalberserum (FCS), 2% Natriumpyruvat und 5% L-Glutamin-Lésung kultiviert (s. 5.1.1). Die
Zelllinie HL-60 (FAB M2) wurde aus dem peripheren Blut einer 36-jahrigen Frau mit akuter
promyelozytarer Leukdamie isoliert. Durch Zugabe von Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA),
DMSO, Actinomycin D oder all-trans-Retinoinsdure (ATRA) wird die Differenzierung der
Zelllinie induziert (Gallagher et al. 1979). Als Kulturmedium fiir HL-60 wurde RPMI 1640 mit
10% FCS, 2% Natriumpyruvat und 5% L-Glutamin-Lésung verwendet (s. 5.1.1). Kasumi-1 (FAB
M2) wurde aus dem peripheren Blut eines siebenjahrigen Jungen gewonnen. Die Zelllinie
besitzt eine chromosomale Translokation t(8;21) (g22;922) sowie eine Sensibilitdat zur
Differenzierung induziert durch 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) (Asou et al.
1991). Kasumi-1 wurde in RPMI 1640 mit 20% FCS und 1% L-Glutamin-Losung kultiviert (s.
5.1.1). NB-4 (FAB M3) wurde aus dem Knochenmarksblut einer zwanzigjahrigen Frau
gewonnen. Die Zelllinie zeigt eine chromosomale Translokation t(15;17) (g22;q11-12), welche
ursachlich fiir ihre schwache Differenzierung sowie ihre Aggressivitat ist. Zudem ist NB-4 sehr
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sensibel gegenilber Differenzierung mit ATRA (Lanotte et al. 1991), (Benedetti et al. 1996). Fir
NB-4 wurde ein RPMI 1640 Medium mit 10% FCS und 1% L-Glutamin-Losung verwendet (s.
5.1.1). PLB-985 (FAB M4) wurde aus dem peripheren Blut einer 36-jahrigen AML-Patientin mit
Rezidiv gewonnen (Tucker et al. 1987). Mittels DNA-Fingerprinting Analyse wurde PLB-985 als
ein Subtyp von HL-60 (FAB M2) identifiziert (Drexler et al. 2003). Fir die Kultivierung von PLB-
985 wurde (wie fur NB-4) ein RPMI 1640 Medium mit 10% FCS und 1% L-Glutamin-Losung
verwendet (s. 5.1.1). MV4-11 (FAB M5) wurde aus dem peripheren Blut eines zehnjahrigen
Jungen isoliert. MV4-11 Zellen verursachen das Bild einer akuten myelomonozytaren
Leukdmie aufgrund der Uberwiegend klonalen Proliferation von monozytidren Vorstufen.
MV4-11  Zellen proliferieren in  Kultur auch ohne Granulozyten/Makrophagen
koloniestimulierenden Faktor (granulocyte/macrophage-colony stimulating factor, GM-CSF),
jedoch mit einer ca. 50% geringeren Rate (Lange et al. 1987, Santoli et al. 1987, Quentmeier
et al. 2005). Das verwendete IMD Medium der Firma Gibco®/Life Technology wurde mit 10%
FCS und 2% L-Glutamin erganzt (s. 5.1.1). THP-1 (FAB M5) wurde aus dem peripheren Blut
eines einjahrigen Jungen mit akuter monozytarer Leukdamie isoliert (Tsuchiya et al. 1980). Die
Zellen wurden in RPMI 1640 mit 10% FCS, 0,05 nM 2-Mercaptoethanol und 1% L-Glutamin-
Losung kultiviert (s. 5.1.1). AML-193 (FAB M5) Zellen wurden aus dem peripheren Blut eines
17-jahrigen Madchens mit akuter monozytédrer Leukdmie gewonnen (Lange et al. 1987). Fur
die Kultivierung von AML-193 wurde ein modifiziertes IMD Medium mit 1,5 g/L
Natriumbicarbonat verwendet, das mit 5% nicht-Hitze inaktiviertem FCS, einer 1% L-Glutamin-
Losung, 5ug/ml Transferrin, 5pug/ml humanem rekombinanten Insulin sowie 5pg/ml GM-CSF
angereichert wurde (s. 5.1.1). Alle Zelllinien wurden von ATCC, DSMZ bzw. CLS bezogen.

Die Kultivierung der AML-Zelllinien erfolgte im Zellkultur-Brutschrank (Heraeus 6000, Berlin,
Deutschland) unter kontinuierlicher 5%tiger CO,-Begasung bei einer konstanten Temperatur
von 37° C. Das Passagieren der Zellen (s. 5.4.2) sowie die Inkubation mit ATRA, ABT-737, 8F-
FDG etc. wurde stets unter sterilen Bedinungen in der LaminAir Flow HB 2472 (Heraeus, Berlin,
Deutschland) durchgefiihrt.

5.4.1. Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit dem Zellzdhlgerdt Cell-Counter Countess™
(Invitrogen, Oregon, USA). Hierbei wurden 10 ul der Zellsuspension mit 10 ul Trypan Blue stain
0,4% in einem Well einer 96-Well Mikrotiterplatte miteinander vermischt und anschlieRend
nach vorheriger erneuter Resuspension je 10 pl in die beiden Zellzahlkammern (A + B) der
Countess™ cell counting chamber slides iberfiihrt. Das Zellzdhlgerat unterscheidet anhand
der Farbung vitale Zellen (helles Zentrum) von toten Zellen (starke Anfarbung der gesamten
Zelle). Nach erfolgter Zahlung wurde aus den ermittelten Zellzahlen der ,live cells’ (Zellzahl/ml)
der Zellzahlkammer A und B ein Mittelwert gebildet. Zuletzt wurde der Mittelwert der ,live
cells’ auf das Gesamtvolumen hochgerechnet.
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5.4.2. Passagieren der Zellen

Alle Zelllinien wurden in regelmaRigen Abstanden, d. h. alle 2-3 Tage, entsprechend ihrer
Proliferationsgeschwindigkeit passagiert. Hierzu wurde das jeweilige frische Zellkulturmedium
vorher fiir ca. 1 h auf 37 °C erwarmt und die entsprechende Zelllinie —i.d.R. kultiviert in einer
175 cm? Zellkulturflasche — kurz vor Durchfiihrung der Passage unter die LaminAir Flow HB
2472 (Heraeus, Berlin, Deutschland) gestellt. Unter sterilen Bedingungen wurde gemal} der
zur Kultivierung notwendigen Mindestzellzahl die Zellsuspension aus der Kulturflasche durch
Absaugen auf ein entsprechendes Volumen reduziert und mit frischem Medium aufgefiillt. Bei
komplettem Mediumaustausch wurde der Inhalt einer Zellkulturflasche (i.d.R. 30 ml) in ein 50
ml Falcon® Uberfihrt und mit 1200 rpm in der Zentrifuge (Megafuge 1.0 R, Heraeus, Berlin,
Deutschland) fiir 3 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend abgesaugt und
durch frisches Medium ersetzt. Die Zellen wurden resuspendiert und in eine neue
Kulturflasche Uberflhrt. Nach erfolgter Passagierung wurde die Passagenummer auf der
Flasche vermerkt und diese dann in den Zellkultur-Brutschrank (Brutschrank Typ 6000,
Heraeus, Berlin, Deutschland) zur weiteren Kultivierung der Zellen zurtickgestellt.

5.4.3. Einfrieren der Zellen / dauerhafte Lagerung der Zellen

Von allen Zelllinien wurden nach der 3. — 5. Passage mindestens 1x10° Zellen (i.d.R. 5x10°) pro
Cryo Tube eingefroren. Hierbei wurde unter sterilen Bedingungen (LaminAir Flow HB 2472)
die komplette Zellsuspension nach vorheriger mikroskopischer Kontrolle und Zellzdhlung in
ein 50 ml Falcon Gberfiihrt und mit 1200 rpm fir 3 min zentrifugiert (Megafuge 1.0 R, Heraeus,
Berlin, Deutschland). AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und die Zellen in ca. 1 ml
des Recovery Cell Culture Freezing Medium (Gibco®/Life Technology, Thermo Fisher Scientific
Inc., MA USA) resuspendiert, anschlieBend in Cryo Tubes (1,8 ml) tiberfihrt und fiir 4-24 h bei
-80 °C aufbewahrt. SchlieRlich erfolgte die Uberfiihrung in den Stickstoffbehalter (ARPEGE 70,
Deutsche Air Liquid Anlagebau GmbH, Wiesbaden, Deutschland) zur Lagerung der Zellen im
flissigen Stickstoff bei -196 °C.

5.4.4. Differenzierung der Zelllinien NB-4 und AML-193

Die Differenzierung bei NB-4 und AML-193 wurde mit all-trans Retinsdure (ATRA)
durchgefihrt (Valtieri et al. 1991, Barber et al. 2008). Hierbei wurde die Zelllinie AML-193
analog zu Valtieri et al. (1991) mit 100 nM ATRA bei einer leicht modifizierten
Inkubationsdauer von 5 Tagen inkubiert. Die Zelllinie NB-4 wurde entsprechend behandelt
(100 nM ATRA, 5 Tage), mit leichten Abweichungen zur Methode von Barber et al. (2008) (200
nM ATRA, 4 Tage). Zur Herstellung einer 25 mM Stocksolution wurden 7,5 mg ATRA in 1 ml
DMSO gel6st und anschlielend in einem lichtgeschitzten 1,5 ml Eppendorff Reaktionsgefald
bei -20 °C aufbewahrt. Die Kontrollgruppen wurden jeweils mit einer entsprechenden
Konzentration an DMSO ohne ATRA fiir 5 Tage inkubiert. Nach 5 Tagen wurden die
behandelten Zelllinien fiir die Versuche verwendet.
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5.4.5. Herstellung von Zelllysaten

Fur die Herstellung eines Zelllysats wurden mindestens 1x107 Zellen bendtigt. Hierbei wurden
fur jede Zellreihe je 9 Wells, d. h. zwei 6-Well Mikrotiterplatten pro Zelllinie, mit je 1x107 Zellen
in je 10 ml Volumen und mit der entsprechenden ABT-737 Konzentration [ICso] (s. Kapitel 6.1)
vorbereitet. Die Inkubation mit ABT-737 erfolgte fiir maximal 96 h. NachOh, 2 h,4 h, 6 h, 12
h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h wurden die Zellansatze (je 10 ml) in 15 ml Falcons Gberfiihrt, bei
1400 rpm fiir 3 min (Megafuge 1.0 R, Heraeus, Berlin, Deutschland) abzentrifugiert und der
Uberstand entfernt. Die pelletierten Zellen wurden mit 1,5 ml PBS (4 °C) gewaschen und
resuspendiert und anschlieBend in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefdll Uberfiihrt. Im
Anschluss wurden die Zellen erneut mit 2000 rpm fiir 3 min (4 °C, Biofuge fresco, Heraeus,
Berlin, Deutschland) zentrifugiert und der Uberstand wurde abgesaugt. Das Zellpellet wurde
nun jeweils mit 120 ul Lysebuffer versetzt, mehrfach resuspendiert und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach 30 min wurde das Lysat bei 4 °C flir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand des Zelllysats wurde in 1,5 ml ReaktionsgefiRe (iberfiihrt und bei -80 °C (Unicryo,
UniEquip, Planegg, Deutschland) bis zur weiteren Verwendung gelagert.

5.5.Zelluldre Aufnahme von 8F-2-Fluor-2-desoxy-D-glukose (*¥F-FDG)
5.5.1. F-2-Fluor-2-desoxy-D-glukose (*3F-FDG)

18E-2-Fluor-2-desoxy-D-glukose (*8F-FDG) ist ein Derivat des Glukosemolekiils (s. auch
Einleitung 3.6.2.3), das an Position C2 statt einer OH-Gruppe ein radioaktives Fluor-18 Isotop
(t % = 109,7 min) besitzt. 8F-FDG wird wie Glukose tber den zelluldren GLUT-1 Transporter
aufgenommen und durch das Enzym Hexokinase zu ¥F-FDG-6-Phosphat phosphoryliert. Die
Phosphorylierung verhindert, dass das Molekil passiv liber die Zellmembran ausgeschieden
wird. Ein weiterer Abbau von 8F-FDG-6-P findet aufgrund des auf Position C2 vorliegenden
BE-Atoms nicht statt. Somit akkumuliert *F-FDG-6-P in der Zelle (metabolic trapping) bis zum
Zerfall des *¥F-Isotops zu 0. Nach Bindung eines Wasserstoffatoms entsteht wieder eine OH-
Gruppe am Glukosemolekil. Das heit, nach dem Zerfall von ¥F entsteht wieder ein
Glukosemolekiil. *8F-FDG wurde im Zyklotron der Klinik und Poliklinik fir Nuklearmedizin der
Technischen Universitat Minchen hergestellt. Die benétigte Zielaktivitat von 370 kBg/ml (10
uCi/ml) wurde durch entsprechende Verdiinnungen des Ausgangsprodukts hergestellt.

5.5.2. Versuchsdurchfiihrung

Zur Vorbereitung der Versuchsansatze (mit maximal zwei Zelllinien pro Durchlauf) wurden am
Vortag pro Zeitpunkt (insgesamt 10 Zeitpunkte: 5, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 und 240
min) dreimal je 2 x 10° Zellen einer Zelllinie in je 200 pl zellspezifischem Medium ausgesat (24-
Well Mikrotiterplatten). Die 24-Well Platten wurden dann Uber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die vorbereiteten Suspensionszellen aus den
Mikrotiterplatten in entsprechend vorbereitete Reaktionsgefile (1,5 ml Eppendorf
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ReaktionsgefdRe) Uberfihrt, mit 2000 rpm fir 3 min (Megafuge 1.0 R, Heraeus, Berlin,
Deutschland) abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Nun wurden 400 pl glukosefreies
Medium hinzugefiigt, die Zellen darin resuspendiert und erneut mit 2000 rpm fir 3 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, durch 200 pl glukosefreies Medium ersetzt und
die Zellen wieder resuspendiert.

Die ¥F-FDG-L6sung (ca. 1-1,5 GBq in ca. 1-1,5 ml PBS) wurde mit glukosefreiem Medium auf
eine Zielaktivitat von 370 KBg/ml (10 uCi/ml) verdunnt. Je 200 pl der verdinnten 8F-FDG-
Losung (entspricht 74 KBq [2 uCi] bei 200 pl) wurden zu je 200 ul Zellsuspension gegeben
(Aktivitat im ReaktionsgefaR: 37 KBq [1 uCi] bei 400 pl, entspricht 370 Bqg [10 pCi] in 4 pl,
entspricht 92,5 Bg/ul [2,5 pCi/ul]). 5, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 und 240 min nach
Inkubation der Zellen mit 8F-FDG wurden die ReaktionsgefdRe mit 2000 rpm fir 3 min bei 4
°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils verworfen und das Zellpellet zweimal mit 1 ml
kaltem PBS (4 °C) resuspendiert und zentrifugiert (2000 rpm, 3 min, 4 °C).

Die 8F-FDG Aktivitaten in den Zellpellets wurden zusammen mit 3 Leerwerten (unbehandelte
Ansatze ohne Zellen) und 3 Standardwerten (200ul der verdinnten *2F-FDG-Lésung
Stamml6sung (370 KBg/ml [10 uCi/ml]) mit 200 pl glukosefreiem Medium: Gesamtaktivitat im
Standard 37 KBq [1 pCi] bei 400 pl) im y-Counter (Typ 1480 Wizard TM3, Wallac, Turku,
Finnland) gemessen. Von den erhaltenen Daten wurde jeweils der Mittelwert und der
korrespondierende Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von den jeweiligen Zeitpunkten
mit Prism 7, GraphPad Software (La Jolla, USA), berechnet.

5.6.Behandlung von AML-Zellen mit ABT-737

Zur Herstellung einer 1 mM ABT-737 Stocksolution wurden 5 mg ABT-737 (Molekulargewicht
813,4 g/mol) in 6.146 ml DMSO gel6st. 1 ml Aliquots davon wurden in 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefdfien bei -20 °C aufbewahrt. Die Kontrollgruppe wurde jeweils mit einem
entsprechenden Volumen an DMSO ohne ABT-737 inkubiert. Zur Vorbereitung auf die
Vitalititsmessung mit dem CellTiter-Glo® Luminesent Cell Viability Assay (Promega, Madison,
USA) (s. 5.7) wurden je 2 x 10* Zellen pro Well auf einer 96-well Mikrotiterplatte mit U-Boden
(TPP, Trasadingen, Schweiz) ausgesat. Davon wurden jeweils 48 Wells mit ABT-737 in 12
unterschiedlichen Konzentrationen (jeweils 4 Wells / Konzentrationsstufe) sowie jeweils 48
Wells als Kontrollen mit DMSO ohne ABT-737 fiir 48 h im Zellkultur-Brutschrank inkubiert. In
den Vorversuchen zeigten sich bereits Unterschiede bei den Zelllinien bezlglich der
Sensitivitat gegenliber ABT-737 unter dem verwendeten Inkubationsschema (niedrig: 1 pM,
10 pM, 100 pM, 1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1 uM und 10 uM), so
dass 2 weitere Inkubationsschemata (mittel und hoch) angewandt wurden. Die Zelllinien HL-
60 und NB-4 wurden mit dem hohen Inkubationsschema (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 2,5
UM, 5uM, 7,5 uM, 10 uM, 17,5 uM, 25 uM, 50 uM und 75 uM ABT-737) inkubiert. Die Zelllinie
AML-193 wurde mit dem mittleren Inkubationsschema (10 pM, 100 pM, 1 nM, 5 nM, 10 nM,
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50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1 uM, 10 uM und 20 uM ABT-737) behandelt. Nach 48h
erfolgte bei allen Zelllinien die Vitalitaitsmessung mithilfe des CellTiter-Glo® Tests.

5.7.Bestimmung der Zellvitalitdt mit CellTiter-Glo® nach Behandlung mit ABT-
737

Zur Ermittlung der zelllinienspezfischen ICso-Konzentration von ABT-737, d. h. derjenigen
Konzentrationen von ABT-737 bei der 50% der Zellen {Uberleben, erfolgte die
Vitalitatsmessung mit CellTiter-Glo®. Im CellTiter-Glo® Test werden die Zellen zunachst lysiert
und das freiwerdende ATP wird anschlieRend durch die Luciferase in Anwesenheit von Mg?*
zu AMP und Pyrophosphat unter Bildung von CO, gespalten. Das dabei emittierte Licht (560
nm) wird photometrisch mithilfe des Mithras LB 940 Mikroplattenleser (Berthold
Technologies, Bad Wildbad, Deutschland) quantifiziert. Zur Vorbereitung auf den CellTiter-
Glo® Test wurden die fur 48 h mit ABT-737 und DMSO (Kontrollgruppe ohne ABT-737)
inkubierten AML-Zellen fiir 30 min aus dem Brutschrank genommen und auf Raumtemperatur
(RT) akklimatisiert. Ebenfalls wurde zur Herstellung der CellTiter-Glo® Stocksolution (s. 5.1.2)
das CellTiter-Glo® Trockenpulver lyophilisiert) sowie die mitgelieferte CellTiter-Glo®
Pufferlosung (10 ml) aus dem Gefrierschrank (-20 °C) entnommen und fiir ca. 30 min bei RT
erwdarmt. AnschlieRend wurde die komplette CellTiter-Glo® Pufferlosung (10 ml) dem
CellTiter-Glo® lyophilisierten Trockenpulver hinzugefligt und das Ganze kurz gevortext (IKA,
Staufen, Deutschland). Mit einer 12-Kanal Multichannelpipette (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) wurden je 50 pl der Zellsuspension (nach mehrfachem Resuspendieren) in eine
96-Well Flat Bottom White Polystyrene Platte (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA)
Uberfihrt. Diese speziellen Platten sind besonders fiir optische Messungen geeignet, da durch
den weisen Kunststoff Interferenzen bei der Analyse der Lichtemissionen von angrenzenden
Wells vermieden werden. AnschlieRend wurden je 50 pl der CellTiter-Glo® Stocksolution
hinzugefiigt. Nach 10 min Inkubation bei RT unter standigem Schiitteln wurden die sich
entwickelnden Lichtemissionen im Mithras LB 940 Mikroplattenleser gemessen. Die Daten
wurden in einer Exceldatei gespeichert und anschliefend in Prism 7 (GraphPad Software, La
Jolla, USA) zur Auswertung eingefiigt. Zur Berechnung der Uberlebenskurven wurden die
Mittelwerte aus den gemessenen Lichtemissionen der einzelnen ABT-737 Konzentrationen
ermittelt und bezlglich der Kontrollen (DMSO und ohne ATRA; Vitalitdt = 100%) normiert.
AnschlieBend wurden die Werte fir die verschiedenen Konzentrationen an ABT-737
logarithmisch auf der X-Achse und die Werte flr die Vitalitat in % auf der Y-Achse aufgetragen.
Die Berechnung der mittleren Hemmkonzentration [ICso] und der Sigmoidalkurve erfolgte in
Prism 7, GraphPad Software (La Jolla, USA), anhand der Dosis-Antwort/Wirkung-
Sigmoidfunktion mit variabler Steigung (log(inhibitor) vs. normalized response - Variable slope
(siehe Statistik, Kap 5.13.1).
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Eine Sonderstellung in der Auswertung nimmt HL-60 ein. Bei HL-60 zeigten sich in den beiden
hochsten ABT-737 Konzentrationen (50 uM und 75 uM) stark erhohte prozentuale Anteile an
vitalen Zellen von 71,3 % bei 50 uM und 63,8 %bei 75 puM, im Vergleich zu den niedrigeren
ABT-737 Konzentrationen. Beispielsweise betrug der Anteil vitaler Zellen bei 25 uM ABT-737
nur 3,2 %. Daher wurden die Werte der beiden hochsten ABT-737 Konzentrationen (50 und
75 uM) bei der Berechnung des ICso sowie der Berechnung und Darstellung der
Uberlebenskurve von HL-60 nicht beriicksichtigt.

5.8.Durchflusszytometrie zur Bestimmung apoptotischer Zellen

In der Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) wird jede Zelle
hinsichtlich ihrer Membranmorphologie sowie ihrer GréRe analysiert. Dabei wird das auf die
Zelle einfallende Laserlicht vorwaérts- (forward scatter; FSC) und seitwarts (side scatter; SSC)
gestreut. Die Vorwartsstreuung liefert Informationen Uber die Zellgrole, die
Seitwartsstreuung Auskiinfte Gber die Zelloberflache. Zudem lasst sich durch Anfarben der
Zellen mit Propidiumiodid (PI) die Vitalitat der Zellen quantitativ darstellen, da Propidiumiodid
nur in Zellen mit nicht mehr intakter Zellmembran eindringen kann und somit nur absterbende
Zellen angefarbt werden. Zur eindeutigen Bestimmung apoptotischer Zellen ist zudem eine
Farbung mit Annexin-V-FITC notwendig. Annexin-V bindet an Phosphatidylserin (PS) in der
Zellmembran. PSist normalerweise in der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran lokalisiert
und kann daher durch Annexin-V nicht angefarbt werden. Im Zuge der Apoptose wird PS auf
die extrazellulare Seite der Zellmembran transferiert. Frihe apoptotische Zellen (mit PS auf
der extrazellularen Seite) sind daher durch Annexin-V-FITC anfédrbbar, nicht jedoch mit PI, da
ihre Zellmembran noch intakt ist. Erst spate apoptotische Zellen weisen Schaden in der
Zellmembran auf, so dass Pl in die Zellen eindringen und sie anfarben kann. Spate
apoptotische Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie sowohl mit Pl als auch Annexin-V-FITC
anfarbbar sind (Wlodkowic et al. 2009).

Fur die vorliegende Arbeit wurde das FACS Canto™ (BD Biosciences Immunocytommetry
Systems, San Jose, California, USA) der AG Ruland (Forschungslabore des Instituts fiir klinische
Chemie und Pathobiochemie der Technischen Universitat Miinchen am Klinikum rechts der
Isar, Minchen) verwendet. Das Gerat verfligt (iber verschiedene Emissionskandle und daher
kénnen mehrere Flourochrome parallel zur Beurteilung der Apoptose (Annexin-V-FITC und PI)
verwendet werden. Die Bestimmung und Quantifizierung apoptotischer Zellen wurde
folgendermaRen durchgefiihrt:

Es wurden jeweils 36 Wells (Triplettansatze fir je 0 h - 96 h) einer 96-U-Well Mikrotiterplatte
fur eine AML-Zelllinie verwendet. Dazu wurden je 2 x 10* Zellen in 90 pl Zellkultur-Medium
pro Well ausgesat und anschliefend unterschiedlich lange (O h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96h)
mit der vorher ermittelten, jeweiligen ICso-Konzentration von ABT-737 behandelt (siehe Kap.
6.1 und 6.2, Abbildung 4 und Tabelle 8). Dazu wurden je 90 pl mit der zweifachen ICso-
Konzentration von ABT-737 zu den 90 ul Zellsuspension gegeben. Die Kontrollgruppen
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erhielten ein entsprechendes Volumen an DMSO ohne ABT-737. Der 0 h Wert (6 Wells) wurde
weder mit ABT-737 noch mit DMSO (ohne ABT-737) behandelt.

Zur Vorbereitung auf die FACS Analyse wurde zunachst ein 1 x Annexin-V Bindungspuffer,
hergestellt. Dazu wurden 5 ml 10 x Annexin-V Bindungspuffer und 2,5 ml FCS in einem 50 ml
ReaktionsgefaR (Falcon® Zentrifugalréhrchen, Corning, Bodenheim, Deutschland) mit ddH20
ad 50 ml aufgefillt. Mit dem 1 x Annexin-V Bindungspuffer wurden Stammldsungen von
Annexin-V-FITC [1 pg/ml] und Propidiumiodid [3ug/ml] jeweils in einem 10 ml ReaktionsgefaRl
(Falcon® Zentrifugalréhrchen, Corning, Bodenheim, Deutschland) hergestellt, mit Alufolie
abgedunkelt und auf Eis gekiihlt. Die Versuchsansidtze wurden anschlieBend aus dem
Brutschrank entnommen und zuerst mit einer 96-Well-Platten Zentrifuge der AG Ruland
(Rotanta, Hettich, Tuttlingen, Germany) mit 356 rpm fiir 5 min und bei 4 °C zentrifugiert, um
die Suspensionszellen zu pelletieren. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Der Uberstand
wurde komplett entfernt, die Zellen durch dreimaliges Resuspendieren mit je 100 ul 1 x
Annexin V Bindungspuffer gewaschen und erneut zentrifugiert (356 rpm, 5 min, 4 °C).

Drei der 36 Wells wurden als Kontrollen genutzt: Alternativ wurden in diese Wells je 50 ul der
Annexin-V-FITC Stammlosung, der Propidium-Stammldsung bzw. des 1 x Annexin
Bindungspuffers gegeben. Zu den (brigen 33 Wells einer Platte (mit Zellen und ABT-737)
wurden je 50 ul Annexin-V-FITC Stammlésung pipettiert und die Zellen darin mehrfach
resuspendiert. AnschlieBend wurden je 50 pl der Propidium-Stammldsung zugegeben, die
Zellen darin ebenfalls dreimal resuspendiert und schlieBlich mit Hilfe des FACS Canto™
bezlglich Apoptose analysiert. Mit Hilfe der drei Kontroll-Wells sollte nachgewiesen werden,
dass die gewlinschten Emissionen detektiert und angezeigt werden. Lediglich vitale Zellen
werden weder durch Annexin V FITC noch Propidiumiodid angefarbt. Die mit Hilfe des FACS
Canto™ ermittelten Rohdaten wurden mit der Software FlowJo (LLC Data Analysis Software,
Ashland, Oregon, USA) ausgewertet.

5.9.Bestimmung der Proteinkonzentrationen von Lésungen / Lysaten

Die Proteinbestimmung der Lysate wurde mit dem BCA Protein Assay Kit (Pierce®, Thermo
Fisher Scientific, Rockford, USA) durchgefiihrt. Nach Zugabe der BCA-Reaktionslésung zu
einem proteinhaltigen Lysat werden die in der BCA-Reaktionslésung enthaltenen Cu?*-
Kationen durch die anwesenden Proteine im alkalischen Milieu zu Cu*-Kationen reduziert
(Biuret-Reaktion). Diese bilden anschliefend mit zwei Bichinon-4-Carbonsidure-Molekilen
einen intensiv violettfarbenen Chelatkomplex, der bei 562 nm photometrisch quantifiziert
werden kann.

Zur Erstellung der Standardgeraden wurden je 5 pl von 8 mitgelieferten BSA-Standards (25
ug/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml, 1000 pg/ml, 1500 pg/ml und 2000 pg/ml)
sowie 5 pl des Leerwerts ohne BSA-Protein in 9 Wells einer 96-F-Mikrotitterplatte pipettiert.
AnschlieBRend wurden je 200 pl BCA-Reaktionslosung [50 Teile Losung A (Bichinon-4-
Carbonsaure) + 1 Teil Losung B (4% CuSO4)] zu den Wells gegeben. Nach 30-min(tiger
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Inkubation (37 °C im Brutschrank) erfolgte die Messung der 96-Well Mikrotiterplatte im Bio-
Tek EIx800™ Series Universal Microplate Reader / ELISA-Reader (Progen Scientific, London,
UK) bezlglich Extinktion in den einzelnen Wells bei 570 nm. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentrationen der Lysate wurden je 5 pl der hergestellten Zelllysate einer Zelllinie in
je 9 Wells (9 Lysate pro Zelllinie fir 9 Zeitpunkte: 0 h, 2 h,4h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h und
96 h) pipettiert. Nach Zugabe von je 200 ul BCA-Reaktionslésung und 30 min Inkubation
wurden die Extinktionen wie oben beschrieben bestimmt.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Excel (Microsoft, Redmond, USA). Fiir die Bestimmung
der Standardgeraden wurden auf der x-Achse die jeweilige Protein-Konzentration der
verwendeten BSA Standards (25 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml, 1000
ug/ml, 1500 pg/ml und 2000 pg/ml) sowie des Leerwerts ohne Protein, sowie auf der y-Achse
die gemessenen Extinktionen aufgetragen. Mit Hilfe des Menlpunkts , Trendlinie” wurde eine
Standardgerade durch den 0-Punkt erstellt. Die Geradengleichung fiir die Standardgerade
wurde durch Excel berechnet und angezeigt. Mit Hilfe der Geradengleichung wurden dann die
Protein-Konzentrationen der Lysate einer Zelllinie mittels der ermittelten Extinktion
berechnet [ug/ml]. SchlieRlich wurden alle berechneten Protein-Konzentrationen der Lysate
einer Zelllinie auf die niedrigste Konzentration normiert und auf max. 100 pl Gesamtvolumen
mit 1x RIPA Lysis Puffer aufgefillt (1 Teil 10x RIPA Lysis Puffer (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) und 9 Teile ddH>0).

Im letzten Schritt wurden die normierten Lysate einer Zelllinie zur Vorbereitung auf die SDS-
Page (siehe 5.10) im Verhéltnis 5:1 mit 5x Laemmlipuffer vermischt und unter stiandigem
Schitteln (800 rpm) fir 5 min bei 95 °C inkubiert (zur Denaturierung und Reduktion der
Proteine). Die Kuhlung erfolgte auf Eis unter dem Abzug und die Aufbewahrung der Proben
flr die SDS-Page im Gefrierschrank bei -80 °C (Unicryo, UniEquip, Planegg, Deutschland).

5.10. SDS-Page mit Laemmlipuffer

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) wurde in der Mini-
PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,
Deutschland) durchgefiihrt. Die dafiir notwendigen, diskontinuierlichen Gele mit jeweils 10
Probentaschen, bestehend aus Sammel- (4% Acrylamid) und Trenngel (12% Acrylamid),
wurden am Vortag hergestellt. Es wurden je nach Bedarf mindestens 8 und maximal 12 Gele
hergestellt. Im ersten Schritt wurde die Stocklosung fir das 12% Acrylamid Trenngel (siehe
Tabelle 3) in einem verschraubbaren 50 ml Reaktionsgefal} angesetzt. Die Losung wurde kurz
nach Zugabe von 10% APS (s. 5.1.3) in den Zwischenraum (1 mm) zweier Glasplatten auf ca.
75% der maximalen Fullhohe eingefillt. Anschliefend wurde, zur Vermeidung von
Unebenheiten beim Gelabschluss, das restliche Volumen mit 100% Isopropanol (Merck,
Darmstadt, Deutschland) aufgefiillt und das Ganze zur Polymerisierung fiir ca. 60 min bei RT
stehen gelassen.
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Tabelle 3: Herstellung des Trenngels (12% Acrylamid), bzgl. Stamml&sung siehe Kap. 5.1.3

12%-Trenngel fur 8 Gele fir 12 Gele
dH20 11,2 ml 16,50 ml
Tris 1,5 M (pH 8,8) 8,2 ml 12,50 ml
Acrylamid 30 % 13 ml 20 ml

SDS 20 % 162,5 ul 500 pl
TEMED 16,25 pl 20 pl

APS 10 % 162,5 ul 500 pl

Wahrenddessen erfolgte die Herstellung der Stocklosung fur das 4% Acrylamid Sammelgel
(siehe Tabelle 4). Nach erfolgter Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropanol
verworfen, das Sammelgel eingefiillt und der Probenkamm mit 10 Taschen eingesetzt. Erneut
wurde das Gel zur Polymerisation fiir ca. 30 min bei RT stehen gelassen. Zur Aufbewahrung
Uber Nacht wurden die Gele in feuchte Tlcher verpackt im Kiihlschrank bei +4 °C gelagert.

Tabelle 4: Herstellung des Sammelgels (4% Acrylamid), bzgl. Stamml&sung siehe Kap. 5.1.3

4% Sammelgel fur 8 Gele fir 12 Gele
dH20 12,1 ml 24,2 ml
TRISO,5M (pH 6,8) | 4,8 ml 9,6 ml
Acrylamid 30 % 2,8 ml 5,6 ml

SDS 20 % 100 pl 200 pl
TEMED 20 pl 40 ul

APS 10 % 100 pl 200 pl

Je 4 Gele wurden am nachsten Tag in die Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell
eingesetzt. Die Kammer wurde mit 1x SDS-Runningbuffer (s. 5.1.3) aufgefillt und die
Sammeltaschen mit den Proben fiir die SDS-Page (siehe X. 1.9; 15-20 ug Protein) sowie einem
Protein-Standard (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Fisher
Scientific, Rockford, USA) beladen. Die Gelelektrophorese wurde bei konstant 100 V fiir 90-
120 min durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Gele vorsichtig aus den Glasplatten
herausgetrennt und mit dH,O gewaschen

5.11. Western-Blot

Im Anschluss an die SDS-Page (siehe 5.10) wurden die Trenngele fiir den Western-Blot, d.h.
den Transfer der Proteine auf Nitrozellulosemembran, vorbereitet. Dazu wurden die
Trenngele zunachst in die Mini Gel Holder Kassette (Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,
Deutschland) luftblasenfrei in einer mit 1x Transferpuffer (s. 5.1.3) gefillten Wanne als
Sandwich folgendermaRen eingefuigt: Filterpapier (Whatman) / Nitrozellulose-Membran /
Trenngel / Filterpaper (Whatman). AnschlieRend wurde die Kassette in die Mini Trans-Blot®
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Central Core Apparatur (Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland) eingesetzt.
Nach Einsetzen des gefrorenen Kiihlakkus (Mini Protean Cooling Unit, Bio-Rad Laboratories
GmbH, Feldkirchen, Deutschland) wurde die Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Feldkirchen, Deutschland) mit 4 °C vorgekihltem 1x Transferbuffer (s. 5.1.3) bis zur
Markierung aufgefillt. AnschlieBend wurde die gesamte Mini Trans-Blot® Cell in eine
Styroporbox gestellt und seitlich mit Eis befillt. Der Transfer der Proteine auf die
Nitrozellulosemembran wurde so bei einer konstanten Stromstarke 200 mA durchgefihrt. Zur
Transferkontrolle wurde die Nitrozellulosemembran zunachst mit 1 x TBST (s. 5.1.3) 3 min auf
dem Wippschittler WS 10 (Edmund Biihler GmbH, Bodelshausen, Deutschland) mit
destilliertem Wasser (dH20) gewaschen. Anschliefend wurden die transferierten Proteine auf
der Nitrozellulose-Membran mit Ponceau-S flir 1 min reversibel gefarbt. Bei positivem
Proteinnachweis wurde die Nitrozellulosemembran zur Entfarbung 2-3 x mit jeweils frischem
1 x TBST (s. 5.1.3) fiir 3 min auf den Wippschittler WS 10 gewaschen und anschlieBend in dH,0
Uberfuhrt. Die gewaschenen Nitrozellulose-Membranen wurden entweder anschlieBend
sofort fiir den immunhistochemischen Proteinnachweis weiter vorbereit oder Giber Nacht in 1
X TBST (s. 5.1.3) bei 4 °C gelagert.

5.12. Immunhistochemischer Proteinnachweis

Die entfarbten Nitrozellulose-Membranen wurden anschlieBend zur Absattigung
unspezifischer Proteine auf der Membranoberflache fiir 1 h bei RT mit 1 x TBST (s. 5.1.3) + 5%
Magermilchpulver inkubiert. Wahrenddessen wurden die primaren Antikorper jeweils in 50
ml Falcons [3 ml 1 x TBST (s. 5.1.3) + 5% Magermilchpulver, 0,05 % NaNs3 (Natriumazid),
Verdliinnung der Antikorper je 1:1000] vorbereitet und die Nitrozellulose-Membranen
anschlielend in die Falcons eingefiihrt. Die Inkubation erfolgte in einem Rohrchenroller
(StuartTM Digital Tube Roller, Cole-Parmer, Stone, Staffordshire, United Kingdom) unter
kontinuierlichem Rollen der Falcons tber Nacht bei 4 °C im Kiihlraum. Am nachsten Tag
wurden die Membranen aus den Falcons herausgenommen und 2 x 10 min mit jeweils
frischem 1 x TBST (s. 5.1.3) unter stiandigem Schwenken (Wippschittler WS 10) bei RT
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikorper fiir 90 min bei
RT in entsprechend vorbereiteten 50 ml Falcons [5 ml 1 x TBST (s. 5.1.3) + 5 %
Magermilchpulver, spezifischer sekundarer Antikorper: anti-rabbit, anti-mouse oder anti-rat
IgG, jeweils HRP — conjugated (Cell Signaling Technology / New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a. M., Deutschland); Verdiinnung der Antikorper jeweils 1:5000 (s. 5.1.5.2)]. Die
Nitrozellulose-Membranen wurden anschlieRend dreimal fiir 10 min mit 1 x TBST (s. 5.1.3)
unter standigem Schwenken (Wippschittler WS 10) bei RT gewaschen. Die Detektion der
Proteinbanden erfolgte 2 min nach Zugabe eines Chemolumineszenz-Reagens (Pierce® ECL
Plus Western Blotting Substrate, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) bei RT mit Hilfe der
INTAS Science Imaging CCD-Kamera (INTAS Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen,
Deutschland). Die erhaltenen Rohdaten wurden mit der Software ChemoStar (INTAS Science
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Imaging Instruments GmbH, Gottingen, Deutschland) analysiert und mit dem Adobe Illustrator
CS5 (Adobe, San José, USA) weiterbearbeitet. Dabei wurden der Name der Zelllinie, das
Molekulargewicht (kDa) sowie die Identitdten der entsprechenden Proteine inklusive der
Lade-Kontrollen B-Aktin und a-Tubulin eingefligt und alle Proteinbanden auf eine Abbildung
zusammengefasst.

5.13. Statistische Auswertung
5.13.1.Berechnung der mittleren Hemmkonzentration [ICso] und der Sigmoidalkurve

In Anlehnung an Shoichet 2006 erfolgte die Berechnung der mittleren Hemmkonzentration
(inhibitory concentration 50% / [ICso]) und der Sigmoidalkurve in Prism 7, GraphPad Software
(La Jolla, USA), anhand der nichtlinearen Regression unter Verwendung der Dosis-
Antwort/Wirkung-Sigmoidfunktion mit variabler Steigung (log(inhibitor) vs. normalized
response - Variable slope) (Shoichet 2006). Der Berechnung liegt folgende Formel zu Grunde:

Top — Bottom

1+lo(log(ECSO)—X)HiIISIope

Top (oberes Niveau) kennzeichnet in unseren Auswertungen die Zellpopulationen der AML-
Zelllinien, die nur sehr geringen Konzentrationen an ABT-737 ausgesetzt sind. Bottom (unteres
Niveau) entspricht hingegen den Zellpopulationen an AML-Zelllinien, die einer sehr hohen
Konzentrationen an ABT-737 ausgesetzt sind. Die Konzentration, im vorliegenden Fall von
ABT-737, die im mittleren Niveau zwischen Top und Bottom liegt, wird in unserem Fall, da hier
eine Dosis-Wirkungsbeziehung untersucht wird, als mittlere Hemmkonzentration (inhibitory
concentration 50% / ICso) bezeichnet. In der S-formigen Kurve markiert dies auf der X-Achse
den Wendepunkt zwischen Top und Bottom. Zudem, da sich die verwendeten
Konzentrationen durch feste Faktoren (z. B. 10 fach) kontinuierlich verdndern, wird die X-
Achse logarithmisch skaliert, so dass dquidistante Messwerte entstehen. Der entsprechende
dekadische Logarithmus des ECso flieRt somit als log(ECso) in die Formel ein. Der HillSlope ist
ein Steigungsparameter und steuert bei mehreren Variablen die Steilheit der Kurve.
Angenommen der Wert flr den HillSlope betradgt gleich 1, dann ist ein bei einem Wert < 1 die
Kurve flacher und bei einem Wert > 1 die Kurve steiler. Ist der Wert fir den HillSlope negativ,
so erhalt man einen gespiegelten, abfallenden Kurvenverlauf (s. Kap. 6.1, Abb. 4 A-H und Abb.
13 A+B).

5.13.2.Gepaarter Hypothesentest zur Beurteilung der Signifikanz

Zur Beurteilung der Signifikanz hinsichtlich der 2F-FDG Aufnahme bei mit ATRA
differenzierten AML-Zelllinien, NB-4 und AML-193, im Vergleich zu ATRA unbehandelten AML-
Zelllinien, NB-4 und AML-193, wurde in Prism 7, GraphPad Software (La Jolla, USA), der
gepaarte Hypothesentest (t-Test, paired sample t-test) herangezogen.
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Der gepaarte t-Test untersucht die Mittelwerte zweier abhangiger, verbundener Stichproben
(meistens vor und nach einer Behandlung) auf Unterschiede. Als Null-Hypothese (Ho) wird
hierbei angenommen, dass kein Unterschied im Mittelwertvergleich zwischen beiden
Stichproben vorliegt. Die Alternativhypothese (Hi) hingegen geht davon aus, dass in der
untersuchten Stichprobe im Mittelwertvergleich ein Unterschied vorliegt. Entsprechende
Berechnungen erfolgten mit Prism 7, GraphPad Software (La Jolla, USA), analog der
Veroffentlichung von (Kim 2015).

5.13.3.Berechnung des Korrelationskoeffizienten (Pearson-Koeffizient)

Der Korrelationskoeffizient bezeichnet die Starke der Korrelation zwischen zwei Variablen. Die
Werte fir den Korrelationskoeffizienten bewegen sich zwischen — 1,0 und 1,0. Ein Wert von —
1,0 belegt eine perfekte negative Korrelation, ein Wert von 1,0 dagegen eine perfekte positive
Korrelation. Werte nahe 0 implizieren keine oder nur eine schwache lineare Korrelation. Ein
Wert von 0,2 beispielsweise, zeigt eine schwache positive Korrelation zwischen zwei Variablen
an. Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten (Pearson-Koeffizient [r]) zur Ermittlung der
Korrelation zwischen der Sensitivitdt einer AML-Zelllinie gegenliber ABT-737 und der
Aufnahme von 8F-FDG erfolgte nach der Formel:

i} n(Exy) - (EX)(Ey)
V[ nEx2 - (£x2] [ nSy? - (Zy2]

r

Dabei bezeichnet n die Anzahl der fir eine Berechnung verwendeten AML-Zelllinien, x die
Sensitivitat einer AML-Zelllinie gegenliber ABT-737 (ICso Wert in nM) (siehe Abb. 3 und Tab. 5)
und y die Aufnahme von *8F-FDG (in %) durch eine AML-Zelllinie nach 240 min (siehe Abb. 11).
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6. Ergebnisse

6.1. Bestimmung der durch ABT-737 induzierten mittleren
Hemmkonzentrationen [ICso] bei den verschiedenen AML-Zelllinien

Zur Bestimmung der mittleren Hemmkonzentration [ICso] nach 48 h Inkubation mit ABT-737
(Apoptoseinduktor) wurde die Vitalitit der AML-Zelllinien mit dem CellTiter-Glo® Luminesent
Cell Viability Assay (Promega, Madison, USA) bestimmt. Zunachst wurden die AML-Zelllinien
jeweils mit 12 verschiedenen ABT-737 Konzentrationen behandelt. Die Kontrollgruppen
wurden analog zu den ABT-737 Konzentrationen mit 12 entsprechenden Konzentrationen an
DMSO ohne ABT-737 fiir 48 h behandelt. Da sich in den Vorversuchen bereits Unterschiede
bei den AML-Zelllinien in ihrer Sensitivitdt gegeniiber ABT-737 gezeigt hatten, wurden 3
verschiedene Behandlungsschemata (niedrig, mittel und hoch) angewendet. Dabei wurden
die Zelllinien KG-la, Kasumi-1, PLB-985, MV4-11 und THP-1 gemaR dem niedrigen
Konzentrationsschema behandelt: 1 pM, 10 pM, 100 pM, 1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM,
250 nM, 500 nM, 1 uM und 10 uM ABT-737. Die Zelllinie AML-193 wurde gemall dem mittleren
Konzentrationsschema behandelt: 10 pM, 100 pM, 1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 250
nM, 500 nM, 1 uM, 10 uM und 20 uM ABT-737. Die Zelllinien HL-60 und NB-4 wurden gemal
dem hohen Konzentrationsschema behandelt: 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 7,5
uM, 10 uM, 17,5 uM, 25 uM, 50 uM und 75 uM ABT-737. AnschlieRend erfolgte die
Vitalitdtsmessung mit dem CellTiter-Glo® Assay (s. Material & Methode 5.7). Die Ergebnisse
dieser Versuche sind in Abb. 3 zusammengefasst.
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Abbildung 3: Bestimmung der mittleren ABT-737 Hemmkonzentrationen [ICso] bei verschiedenen AML-
Zelllinien nach 48 h Inkubation:

KG-1a (A), Kasumi-1 (B), HL-60 (C), NB-4 (D), PLB-985 (E), MV4-11 (F), THP-1 (G) und AML-193 (H). Die ICso
(mittlere Hemmstoffkonzentration; half maximal inhibitory concentration) gibt diejenige Konzentration eines
Inhibitors an, die eine 50%ige Inhibierung der Zellvitalitdt verursacht. Die Vitalitat der verschiedenen AML-
Zelllinien wurde anhand ihres ATP-Gehalts mithilfe des CellTiter-Glo® Luminesent Cell Viability Assay
(Promega, Madison, USA) photometrisch bestimmt und die Daten wurden mit Prism 7 (GraphPad Software,
La Jolla, USA) ausgewertet. 100 % entspricht der Vitalitdt der Kontrollen (gefillte Vierecke). Die ATP-
Messungen nach Inkubation mit 12 verschiedenen ABT-737 Konzentrationsstufen (gefillte Kreise) wurden
dazu entsprechend normiert. Die Berechnung der zelllinienspezifischen mittleren ABT-737
Hemmkonzentrationen [ICso] sowie die Berechnung und Darstellung der Uberlebenskurven erfolgte anhand
der Gleichung (Prism 7): log(inhibitor) vs. normalized response - variable slope (sieche Material und
Methoden, Kap. 5.13.1). Bei HL-60 (C) wurden die Ergebnisse der beiden hochsten ABT-737
Konzentrationsstufen [50 uM] und 75 [uM] nicht beriicksichtigt (s. Material & Methode 5.7), da sich hier eine
erneute Zunahme des ATP-Gehaltes zeigte und die Ergebnisse in diesen beiden Konzentrationsstufe nicht
plausibel mit dem Verhalten der vorangegangenen ATP-Messungen war. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus
n2>3.

Bei KG-1a (FAB M1; Abb. 3 A) zeigte ABT-737 bei Konzentrationen von 1 pM bis 1 nM keine
Auswirkung auf die Vitalitat der Zellen. Zwischen 1 nM und 10 nM ABT-737 war erstmals ein
Effekt auf das Zelliberleben beobachtbar. Bei ABT-737 Konzentrationen zwischen 10 nM und
1 uM nahm der Effekt hinsichtlich der verdnderten Vitalitdt zu. Die mittlere
Hemmkonzentration [ICso] wurde mit 77,6 nM (95%-KI: 61-98 nM) ermittelt (Tab. 5). Bei 1 uM
ABT-737 wurden nur noch ca. 10 Prozent vitale Zellen nachgewiesen.

Kasumi-1 (FAB M2; Abb. 3 B) erwiesen sich sensibler gegenliber ABT-737. Eine verringerte
Vitalitat war bereits ab 100 pM ABT-737 beobachtbar. Entsprechend wurde der ICso-Wert mit
16,95 nM (95%-KI: 10,87-26,42 nM) bestimmt (Tab. 5). Bei 1 uM ABT-737 betrug der Anteil an
vitalen Zellen noch ca. 2 %.

Bei den HL-60 Zellen dagegen, Uberlebten selbst bei 10 uM ABT-737 noch 100 % der Zellen
(FAB M2; Abb. 3 C). Dementsprechend betrug die ICso Konzentration 15,5 uM (95%-KI: 14,11-
16,95 uM) (Tab. 5). Erst bei 25 uM ABT-737 lieRen sich nur noch ca. 2 % lebende Zellen
nachweisen. Vollig unerwartet wurde bei 50 uM und 75 uM ABT-737 wieder ein Anstieg der
Vitalitat auf bis zu 70 % beobachtet (die entsprechenden Messpunkte sind nicht in der Abb. 3
C angegeben, s. a. Material & Methode 5.7). Auch nach 3-maliger Wiederholung des Versuchs
bestatigte sich dieses unerklarliche Ergebnis.

Eine vergleichsweise geringere Sensitivitat als HL-60 gegenliber ABT-737 zeigten auch NB-4
Zellen (FAB M3; Abb. 3 D). Bei 1 nM war eine geringe Beeintrachtigung der Vitalitat
beobachtbar. Die ICso Konzentration wurde mit 813 nM (95%-Kl: 563-1173 nM) ermittelt (Tab.
5). Bei 10 pM ABT-737 waren noch ca. 3% der Zellen vital. Ahnlich wie bei HL-60 war auch bei
NB-4 Zellen bei ABT-737 Konzentrationen von 25 uM, 50 uM und 75 uM ein erneuter Anstieg
der Vitalitat im Vergleich zu 10 uM ABT-737 zu erkennen.
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Die Zelllinie PLB-985 (FAB-M4; Abb. 3 E) zeigte eine Beeintrachtigung der Vitalitdt ab 1 nM
ABT-737. Die ICso Konzentration betrug 1,8 uM (95%-Kl: 1,18-2,79 uM) (Tab. 5). Bei 10 uM
ABT-737 konnten noch ca. 10% vitale Zellen nachgewiesen werden.

In der FAB Kategorie M5 zeigten sich bei den AML-Zelllinien MV4-11, THP-1 und AML-193
unterschiedliche Dosiswirkungsbeziehungen bezlglich Inkubation mit ABT-737. Bei MV4-11
(Abb. 3 F) wurde bereits bei 100 pM eine Beeintrachtigung der Vitalitdit nachgewiesen.
Entsprechend betrug der ICso-Wert 9,9 nM (95%-Kl: 7,69-12,73 nM) (Tab. 5). Bei einer ABT-
737 Konzentration von 1 uM waren noch weniger als 3% der Zellen vital.

Dagegen zeigte THP-1 (Abb. 3 G) erst bei 10 nM ABT-737 eine beginnende Abnahme der
Vitalitat. Der ICso-Wert wurde auf 528 nM (95%-Kl: 362-769 nM) bestimmt (Tab. 5). Bei 10 uM
ABT-737 waren weniger als 10 % der Zellen vital.

Bei AML-193 Zellen (Abb. 3 H) wurde eine Verminderung der Vitalitdt zwischen 1 nM und 10
nM ABT-737 beobachtet. Die ICsp Konzentration wurde zu 36,9 nM (95%-KI: 19,94-68,20 nM)
bestimmt (Tab. 5). Bei 500 nM ABT-737 waren weniger als 5% der Zellen vital.

Zusammengefasst sind deutliche Unterschiede innerhalb der ermittelten 1Cso-Werte nach
Inkubation mit ABT-737 bei den untersuchten AML-Zelllinien zur erkennen. Auch Zellen der
gleichen FAB-Kategorie wiesen deutliche Unterschiede auf. Beispielsweise wiesen innerhalb
der FAB Kategorie M5 MV4-11 Zellen ([ICso] = 9,9 nM) eine mehr als 50fach hohere Sensitivitat
gegenlber ABT-737 auf als THP-1 ([ICso] = 528 nM). Ein noch deutlicherer Unterschied
hinsichtlich der Sensitivitat gegenliber ABT-737 (Faktor > 900) wurde in der FAB Kategorie M2
bei Kasumi-1 Zellen ([ICso] = 16,95 nM) und HL-60 Zellen ([ICso] = 15,5 uM) beobachtet. Der
hochste ICso-Wert nach Inkubation mit ABT-737 wurde bei HL-60 Zellen ([ICso] = 15,5 uM) und
der niedrigste bei MV4-11 ([ICso] = 9,9 nM) ermittelt. Alle verwendeten Zelllinien zeigten sich
sensitiv gegeniiber ABT-737 mit einer individuellen Abnahme ihrer Vitalitat. Tabelle 8 zeigt die
Ubersicht der ermittelten I1Cso Werte.

Tabelle 5: ICso Werte fiir die untersuchten AML-Zelllinien nach 48 h Inkubation mit ABT-737

AML- KG-1la | Kasumi- | HL-60 NB-4 PLB-985 | MV4-11 | THP-1 AML-

Zelllinie 1 193

ICso 77,6 16,95 15,5uM | 813 nM | 1,8 uM | 9,9nM | 528 nM | 36,9nM
nM nM

6.2.Nachweis der Apoptose mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Zur Verifikation der ermittelten ABT-737 ICso Werte wurde der Anteil apoptotischer Zellen
mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Abb. 4). Dazu wurden die verschiedenen AML-
Zelllinien zunachst mit den ABT-737 ICso Konzentrationen fir 48 h behandelt (s. Material und
Methoden 5.7). Anschliefend wurden die Zellen mit Annexin V — FITC und Propidiumiodid
inkubiert (s. Material und Methoden 5.8). Annexin V bindet an Phosphatidylserin (PS), das bei
apoptotischen Zellen auf die AuRenseite der Zellmembran transloziert wird (Darzynkiewicz et
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al. 1992, Vermes et al. 1995, Vermes et al. 2000). Die zusatzliche Farbung mit Propidiumiodid
(P1) dient dazu, apoptotische Zellen von nekrotischen Zellen zu unterscheiden. Propidiumiodid
dringt in nekrotische Zellen ein, da deren Zell- und Zellkernmembranen permeabel sind, und
interkaliert mit den Nukleinsduren der DNA. Hingegen besitzen friihe apoptotische Zellen
noch intakte Zellmembranen und Propidiumiodid kann die Zellen daher nicht anfarben. Bei
spat-apoptotischen Zellen sind die Zell- und Zellkernmembranen i.d.R. defekt, so dass
Propidiumiodid in die zelluldre DNA interkalieren kann (Riccardi et al. 2006, Rieger et al. 2011).
Vereinfacht lasst sich daher sagen, dass intakte, vitale Zellen Annexin V — FITC und
Propidiumiodid negativ, apoptotische Zellen Annexin V — FITC positiv und Pl negativ und
nekrotische Zellen Annexin V — FITC und PI positiv sind (Wlodkowic et al. 2009).

Nach 48 h Inkubation mit der fiir jede AML-Zelllinie spezifischen ABT-737 ICso Konzentration
konnte mit Hilfe der Durchflusszytometrie in allen Zelllinien Apoptose nachgewiesen werden
(Abb. 4). Dabei zeigten sich Unterschiede hinsichtlich des Verteilungsmusters der
Zellpopulationen (vitale Zellen und Zellen in Apoptose bzw. Nekrose) in den verwendeten
AML-Zelllinien. Bei KG1-a, Kasumi-1, HL-60 und MV4-11 fanden sich neben vitalen Zellen auch
Zellpopulationen in Apoptose und Nekrose. Anders verteilten sich die Zellpopulationen bei
PLB-985, THP-1 und AML-193. Hier wurden fast keine apoptotischen Zellen, sondern fast
ausschlieBlich nekrotische Zellen nachgewiesen. Bei NB-4 zeigten sich neben den vitalen
Zellen auch eine kleine Zellpopulation in Apoptose und eine vergleichsweise groRRe
Zellpopulation in Nekrose.

Die Ergebnisse aus der Durchflusszytometrie belegen, dass ABT-737 in allen behandelten AML
Zelllinien Apoptose induziert. Dabei zeigen sich jedoch teilweise deutliche Unterschiede
zwischen den untersuchten AML-Zelllinien in den Verteilungsmustern von vitalen,
apoptotischen und nekrotischen Zellen (Abb. 4).
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Abbildung 4: Nachweis der Apoptose mit Annexin V — FITC (FITC-A, x-Achse) und Propidiumiodid (PE-A, y-
Achse) (s. Material und Methoden, Kap. 5.8).

Die AML-Zelllinien wurden fiir 48 h mit den zelllinienspezifischen ABT-737 ICso Konzentrationen behandelt
(s. Tab. 5). AnschlieBend erfolgte die Messung mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS CantoTM, BD
Biosciences Immunocytommetry Systems). Es wurden insgesamt maximal 10.000 counts, d. h. 10.000 Zellen,
in einer Messung berticksichtig und graphisch ausgewertet. In den abgebildeten Vierfeldertafeln entspricht
die Zellpopulation unten links jeweils dem prozentualen Anteil an vitalen Zellen (FITC-A und PE-A negativ),
unten rechts dem prozentualen Anteil an Zellen in Apoptose (FITC-A positiv; PE-A negativ) und oben dem
prozentualen Anteil an Zellen in Nekrose (FITC-A und PE-A positiv). Beispielsweise sind bei KG-1a Zellen nach
48 h Inkubation mit ABT-737 (77,6 nM) 60,5 % der Zellen vital (unten links), 7,91 % der Zellen apoptotisch
(unten rechts) und 30,9 % + 0,766 % der Zellen nekrotisch (oben rechts + oben links). Exemplarische

Abbildungen aus n=3.
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6.3.Bestimmung der F-FDG-Aufnahme als molekularer Marker fur die
Stoffwechselaktivitdt der verwendeten AML-Zelllinien

Zur Charakterisierung des Glukosemetabolismus von AML-Zellen wurde der radioaktive Tracer
18F-2-Fluor-2-desoxy-D-glucose (*F-FDG) verwendet (s. Einleitung, Kap. 3.6.2.3). Dieser wird
wie Glukose Uber den GLUT-Transporter in die Zelle aufgenommen und anschlieBend durch
die Hexokinase phosphoryliert. Durch die Phosphorylierung wird *¥F-FDG polar und kann
somit nicht mehr aus der Zelle heraus diffundieren. Ein weiterer Abbau des phosphorylierten
1BE-FDG (p-'8F-FDG) in der Glykolyse findet, im Gegensatz zu Glucose, nicht statt (metabolic

trapping).

6.3.1. 8F-FDG Aufnahme in KG-1a Zellen

KG-1a-Zellen (FAB M1), aus einem Patienten mit einer akuten myeloischen Leukdmie ohne
Ausreifung, zeigen insgesamt eine moderate Kinetik in der 8F-FDG-Aufnahme. Innerhalb der
ersten 120 min war ein linearer Anstieg der ¥F-FDG-Aufnahme von 1,1 % auf 4,4 % zu
verzeichnen. AnschlieBend zeigte sich nur noch ein geringer Anstieg auf 5,6 % nach 240 min
(Abb. 5).
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Abbildung 5: 8F-FDG Aufnahme in KG-1a Zellen (FAB M1):
Je 2 x 10° Zellen in 200 pl glucosefreiem Medium wurden in einer 24-Flat-well Platte mit 200 pl 8F-FDG einer
Stamml6sung (370 KBg/ml) inkubiert. Nach Start der Inkubation wurde zu verschiedenen Zeitpunkten (5 —
240°) die Reaktion jeweils gestoppt und die ®F-FDG Aufnahme quantifiziert (sieche Material und Methode
Kap. 5.5). Die zu den Zellen hinzugefiigte Aktivitdt von 74 KBqg in 200 pul wurde als 100 % bewertet und die
davon von den Zellen aufgenommene Aktivitdt als prozentualer Anteil im Graphen dargestellt. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean / SEM). Mittelwerte
aus mindestens n=2.

6.3.2. 8F-FDG Aufnahme in Kasumi-1 und HL-60 Zellen

Kasumi-1 (FAB M2) und HL-60 (FAB M2), als Beispiele fiir die akute myeloische Leukdmie mit
granulozytarer Ausreifung, zeigten eine unterschiedliche Kinetik beziglich der 8F-FDG-
Aufnahme (Abb. 6). Bei Kasumi-1 wurde ein nahezu konstanter linearer Anstieg mit einer
maximalen 8F-FDG-Aufnahme von 5,9 % nach 240 min nachgewiesen. Dagegen zeigten HL-60
Zellen innerhalb der ersten 60 Minuten einen steilen linearen Anstieg auf 6,3 %. 60 bis 240
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min nach Inkubationsbeginn wurde eine Plateauphase mit nur noch geringem Anstieg der 8F-
FDG-Aufnahme auf 7,4 % detektiert (240 min) (Abb. 6).
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Abbildung 6: F-FDG Aufnahme bei Kasumi-1 (FAB M2) und HL-60 (FAB M2) Zellen (siehe auch Abb. 5).

6.3.3. 8F-FDG Aufnahme in NB-4 Zellen

Die von allen AML-Zelllinien héchste 8F-FDG-Aufnahme mit 12,6% nach 240 min wies NB-4
(FAB M3) auf, eine Zelllinie der akuten promyelozytaren Leukdmie (APL) (Abb. 7). Dabei zeigte
sich innerhalb der ersten 150 min ein steiler, anndhernd linearer Anstieg auf 12,8 % mit
anschlieBender, weitgehend konstanter Plateauphase (12,7 % nach 180 min, 13,5 % nach 210
min, 12,6% nach 240 min) (Abb. 7).
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Abbildung 7: F-FDG Aufnahme von NB-4 (FAB M3) Zellen (siehe auch Abb. 6).

6.3.4. 8F-FDG Aufnahme in PLB-985 Zellen

PLB-985 (FAB M4), eine Zelllinie eines Patienten mit myelomonozytdrer Leukdmie mit
Eosinophilie, zeigte innerhalb der ersten 120 min nach Zugabe von *¥F-FDG eine steile lineare
18F-FDG-Aufnahme auf 6,7 %. Nachfolgend war der Anstieg der ¥F-FDG Aufnahme geringer
und setzte sich bis auf 8,4 % nach 240 min fort (Abb. 8).
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Abbildung 8: F-FDG Aufnahme in PLB-985 (FAB M4) Zellen (siehe auch Abb. 6).

6.3.5. 8F-FDG Aufnahme in MV4-11, THP-1 und AML-193 Zellen

Die Zelllinien MV4-11, THP-1 und AML-193 (alle FAB M5), als Vertreter der akut monocytaren
/ monoblastiren Leukdmie, zeigten deutliche Unterschiede in der 8F-FDG-Aufnahme. Bei
AML-193 wurde eine steile, lineare Aufnahme von 8F-FDG innerhalb des Messzeitraumes mit
einer maximalen Aufnahme von 11 % nach 240 min gemessen. Ein Erreichen einer
Plateauphase liel§ sich in dieser Zelllinie nicht erkennen (Abb. 9). MV4-11 und THP-1 zeigten
vergleichsweise geringere lineare '®F-FDG-Aufnahmen, ebenfalls ohne Erreichen einer
Plateauphase. Bei MV4-11 Zellen betrug die maximale 8F-FDG Aufnahme nach 240 min 4,1 %
und bei THP-1 Zellen 7 % (Abb. 9).
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Abbildung 9: ¥F-FDG Aufnahme in MV4-11, THP-1 und AML-193 (alle FAB M5) Zellen (siehe auch Abb. 6).

Zusammengefasst, zeigen sich beziiglich der *¥F-FDG Aufnahme innerhalb der untersuchten
AML-Zelllinien deutliche Unterschiede sowohl zwischen Zellen, die verschiedenen FAB-
Kategorien angehoren, als auch bei Zellen aus ein- und derselben FAB-Kategorie, wie in
Abbildung 10 dargestellt.



Ergebnisse 53

N
o
]

1%

12,6%

7,4% 8,4%

[===]
56% 59% m

—
(3]
1

18F-FDG Aufnahme (%)
t= 240 min
¢ 3
ke
1]

0 r r
N DS > P NN D
O S I HELED

Abbildung 10: Boxblott mit der maximalen ¥F-FDG Aufnahme der untersuchten AML-Zelllinien (KG-1a = FAB
M1; Kasumi-1 und HL-60 = FAB M2; NB-4 = FAB M3; PLB-985 = FAB M4; MV4-11, THP-1 und AML-193 = FAB
M5) nach 240 min. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der ¥F-FDG-Aufnahmen in % der jeweils
zugegebenen BF-FDG-Aktivitit nach 240 min mit Standardabweichungen (s. auch Abbildungen 6-10).

6.4.Korrelation zwischen der Aufnahme von 18F-FDG und dem
zelllinienspezifischen ICso-Wert nach Inkubation mit ABT-737

Beziiglich der Korrelation zwischen der 8F-FDG-Aufnahme und den ICso-Werten nach
Inkubation mit ABT-737 sind bei den verwendeten AML-Zelllinien deutliche Unterschiede zu
erkennen (Abb. 11). Beispielsweise zeigte MV4-11 (FAB M5) eine niedrige 8F-FDG-Aufnahme
(4,1 %) und eine hohe Sensitivitat gegentber ABT-737 (ICso: 9,9 nM). Andere AML-Zelllinien
aus der gleichen FAB-Kategorie (FAB M5), wie THP-1 und AML-193, zeigten dagegen eine
vergleichsweise hohere 8F-FDG Aufnahme und eine geringere Sensitivitat gegeniiber ABT-737
(THP-1: 7,0 % '8F-FDG-Aufnahme vs. 1Cso 528 nM ABT-737; AML-193: 11,0 % '®F-FDG-
Aufnahme vs. ICso 36,88 nM ABT-737). NB-4 (FAB M3) und HL-60 (FAB M2) wiesen eine
vergleichsweise hohe F-FDG-Aufnahme (NB-4: 12,6 %; HL-60 7,4 %) und eine vergleichsweise
niedrige Sensitivitat gegentber ABT-737 auf (NB-4 1Cso: 813 nM; HL-60 ICso: 15,5 uM) (Abb.
11). Demgegeniber wies Kasumi-1 (FAB M2) im Vergleich zu HL-60 aus der gleichen FAB-
Kategorie (FAB M2) eine vergleichsweise geringere ¥F-FDG-Aufnahme (Kasumi-1: 5,9 %; HL-
60: 7,4 %) sowie eine ca. 1000-fach hohere Sensitivitat gegenliber ABT-737 auf (Kasumi-1 ICsg:
16,95 nM; HL-60 ICso: 15,5 uM). Ahnlich wie Kasumi-1 (FAB M2) und MV4-11 (FAB M5) zeigten
KG-1a (FAB M1) Zellen eine vergleichsweise niedrige F-FDG-Aufnahme (5,6 %) und eine hohe
Sensitivitat gegenlber ABT-737 (ICso: 77,6 nM). PLB-985 (FAB M4) wies hingegen dhnlich zu
THP-1 (FAB M5) und HL-60 (FAB M2) eine vergleichsweise hdohere 8F-FDG-Aufnahme (8,4 %)
und eine vergleichsweise niedrigere Sensitivitdt gegeniber ABT-737 (ICso: 1,8 uM) auf. Die
Ergebnisse belegen, dass die FAB Kategorie keinen Einfluss auf die 8F-FDG Aufnahme bzw.
auf den ICso Wert nach Inkubation mit ABT-737 hat.

Die Berechnung des Korrelations-Koeffizienten (Pearson-Koeffizient) ergab fir n=7 (d.h. ohne
die Zelllinie HL-60; Abb. 11 B) einen Wert von 0,363 (Buschner et al. 2020). Dieser Wert legt



Ergebnisse 54

eine schwach positive Korrelation zwischen dem ICso Wert nach Inkubation mit ABT-737 und
der Aufnahme von 8F-FDG nahe (fiir die untersuchten 7 verschiedenen AML-Zelllinien). D.h.,
AML-Zellen, die einen vergleichsweise hohen ICso Wert nach Inkubation mit ABT-737
aufweisen (entsprechend einer geringen Sensitivitat gegentiber ABT-737), zeigen auch eine
vergleichsweise hohe Aufnahme von ¥F-FDG. Unter Einbeziehung aller 8 untersuchten AML-
Zelllinien (d.h. auch von HL-60) in die Berechnung des Pearson-Koeffizienten ergibt sich ein
Wert von - 0,0077, der nahelegt, dass keine Korrelation zwischen I1Cso (ABT-737) und 8F-FDG
Aufnahme besteht. Die in Abb. 11 dargestellte positive Korrelation (unter Einbeziehung aller
8 untersuchten AML-Zelllinien) zwischen ICso (ABT-737) und 3F-FDG Aufnahme entspricht
daher nicht der Berechnung des Pearson-Koeffizienten.
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Abbildung 11: Korrelation der ®F-FDG-Aufnahme nach 240 min und den ICso-Werten nach 48 h Inkubation
mit ABT-737 bei allen verwendeten AML-Zelllinien (n = 8, A) und bei allen verwendeten AML-Zelllinien ohne
HL-60 (n =7, B).

In (A) und (B) zeigen beispielsweise NB-4 Zellen eine vergleichsweise hohe F-FDG-Aufnahme und eine
vergleichsweise niedrige Sensitivitdit gegeniber ABT-737. MV4-11 Zellen dagegen zeigen eine
vergleichsweise niedrige Aufnahme von ¥F-FDG verbunden mit einer vergleichsweise hohen Sensitivitit
gegenliber ABT-737. Die Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen ist, dass AML-Zellen mit niedriger
Sensitivitat gegeniiber ABT-737 eine vergleichsweise hohe Aufnahme von F-FDG zeigen und umgekehrt,
weshalb anzunehmen ist, dass eine Korrelation vorliegt. (A) Die Berechnung des Pearson-Koeffizienten fiir
alle 8 verwendeten Zelllinien ergibt einen Wert von - 0,0077, so dass hier anzunehmen ist, dass keine
Korrelation zwischen der 8F-FDG-Aufnahme und der Sensitivitat gegeniiber dem Apoptose-Induktor ABT-
737 vorliegt. Bei (B) erfolgte die Berechnung des Korrelations-Koeffizienten (Pearson-Koeffizient) anhand
der Werte von n=7 AML-Zelllinien (ohne HL-60). Der berechnete Wert (0,363) ergibt eine schwach positive
Korrelation und legt somit nahe, dass eine direkte Korrelation zwischen der Héhe der ¥F-FDG Aufnahme
und der Hohe des ABT-737 [ICso] anzunehmen ist. In diesem Fall liegt offensichtlich ein direkter
Zusammenhang zwischen der Aggressivitit einer AML Zelllinie und der ¥F-FDG Aufnahme vor. Von daher ist
ein direkter Zusammenhang als wahrscheinlicher anzusehen, da diese Beobachtung sich auch mit den
bisherigen Erkenntnissen von Kroemer et al. 2008, Herst et al. 2011, Zhao et al. 2013 und Chen et al. 2014
decken, dass ein erhohter Glucosemetabolismus mit einer hoheren Therapieresistenz korreliert (siehe auch
Diskussion, Kap 7.1).

6.5.Analyse der Expression Apoptose-begleitender Proteine sowie von
Proteinen der BCL-2 Familie nach Inkubation von AML-Zelllinien mit ABT-
737 mit Western Blot

Zur Charakterisierung der Expression von Proteinen der BCL-2 Familie sowie Apoptose-
begleitender Proteine wurden die verschiedenen AML-Zelllinien mit der jeweils
zelllinienspezifischen [ICsp Konzentration an ABT-737 bis zu 96 h behandelt. Folgende
Zeitpunkte nach Inkubation mit ABT-737 wurden mit Western Blot untersucht:0h,2h,4h, 6
h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h. Als Apoptosemarker wurden Caspase 3 und die cleaved
Caspase 3 evaluiert. Hinsichtlich der Proteine der BCL-2 Familie wurde sowohl die Expression
der Zielproteine von ABT-737, d.h. von BCL-2, BCL-XL und BCL-W, als auch der beiden Proteine,
die von ABT-737 nicht gebunden werden (BCL2A1 und MCL-1), mit Western Blot analysiert.
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Abbildung 12: Analyse der Expression ausgewahlter Proteine in verschiedenen AML-Zelllinien (A-H) nach
Inkubation mit ABT-737 mit Western Blot.
Der Zeitpunkt 0 h reprasentiert jeweils die unbehandelten Kontrollen. Die Analyse der Proteinexpression

erfolgte nach Inkubation mit der jeweiligen ICso Konzentration von ABT-737 flir 2 h, 4 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48
h, 72 h und 96 h. Aufgrund der Vielzahl an analysierten Proteinen wurden die Western Blot Analysen mit
mehreren PVDF Membranen durchgefiihrt. Diese sind rechts durch die Zahlen von 1-5 gekennzeichnet. Als
Ladekontrolle wurde beta-Actin und alpha-Tubulin verwendet (siehe Material und Methoden, Kap 5.12).
Sehr schwache Banden wurden bei der Entwicklung am Detektor (Intas Life Science, INTAS Science Imaging
Instruments GmbH, Goéttingen, Deutschland) starker kontrastiert und zeigen deshalb einen hdéheren
Hintergrund. Die Zunahme der Bandendicke korrespondiert i. d. R. mit einer Zunahme der
Proteinexpression.

In allen AML-Zelllinien (A-H) konnte bereits nach 2 h (bis zu 96 h) nach Behandlung mit der
zelllinienspezifischen 1Csp-Konzentration an ABT-737 die Apoptose anhand der cleaved
Caspase 3 nachgewiesen werden. Hierbei zeigten sich bei den einzelnen Zelllinien nur geringe
Schwankungen in der Abnahme bzw. Zunahme der Bandenintensitaten.

Bei KG-1a Zellen (A) war nach Behandlung mit der zelllinienspezifischen ICso-Konzentration an
ABT-737 Abnahme der Bandenintensitat bei MCL-1, BCL-XL, BCL-W und BCL2A1 nach 24 h zu
beobachten. Die Expression von BCL-XL dagegen blieb bis 96 h weitgehend konstant.

Ein anderes Bild zeigte sich bei der AML-Zelllinie Kasumi-1 (B). Nach Behandlung mit der
zelllinienspezifischen 1Csp-Konzentration an ABT-737 konnten, ohne grofle Verdanderungen
innerhalb des Untersuchungszeitraums bis zu 96 h, MCL-1 und BCL-W nur sehr schwach
detektiert werden. Darlber hinaus zeigte sich bei BCL-XL eine geringe Abnahme der
Bandenintensitat nach 12 h. Zusatzlich fiel auf, dass die Ladekontrolle der Membranen 1-3 bei
12 h, 24 h, 48 h, 74 h und 96 h sehr stark erniedrigt war, was auf eine zu geringe
Proteinkonzentration im Lysat hindeutet. Trotz der Wiederholung der Western Blot Analysen
mit neuen Lysaten, zeigten sich dhnlich erniedrigte Bandenintensitdten in den Ladekontrollen
sowie auch bei Caspase 3 (cleaved/uncleaved), BCL-W und BCL2A1. Als mogliche Griinde
kénnen neben einer verminderten Proteinkonzentration im Lysat auch folgende Ursachen
herangefiihrt werden: Bindungsprobleme der entsprechenden Antikorper, beispielsweise
liegt das entsprechende Epitop eines Proteins auf der PVDF Membran durch ein unspezifisches
Protein blockiert vor; verminderte oder gestorte Aktivitat des primar/sekundaren Antikorpers
sowie im Rahmen der Entfernung der sekundaren Antikorpers mit NaNs (Natriumazid) kbnnen
Proteine beschadigt werden.

Bei HL-60 Zellen (C) wurden die Proteine MCL-1 und BCL2A1 bis 96 h unter Behandlung mit
ABT-737 sehr stark und konstant exprimiert. Vergleichsweise schwache Banden zeigten sich
dagegen bei BCL-XL und BCL-W (ber den gesamten Untersuchungszeitraum. Bei BCL-2 war
nach 24 h eine geringe Zunahme der Bandenintensitdten beobachtbar.

Bei NB-4 Zellen (D) zeigte sich nach Behandlung mit ABT-737 (ICso) bis zu 96 h eine weitgehend
konstante Proteinexpression bei BCL-2, BCL-W und BCL2A1. BCL-XL wies ab 24 h — 96 h eine
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geringe Abnahme in der Bandenintensitat auf. Bei MCL-1 konnte eine konstante Zunahme der
Bandenintensitdt im Zeitraum von 0 h — 12 h festgestellt werden. AuRerdem fiel eine
vergleichsweise niedrige Bandenintensitat bei allen 24 h - Werten auf. Dies konnte auf eine
niedrige Proteinkonzentration in dem entsprechenden Lysat des 24 - Wertes hinweisen. Eine
Wiederholung des Western Blots oder die Erstellung neuer Lysate mit gleichen
Proteinkonzentrationen waren anzustreben.

Vergleichsweise geringe Proteinexpressionen von BCL-2 und BCL-XL konnten in der AML-
Zelllinie PLB-985 (E) beobachtet werden, wobei nach 24 stiindiger Inkubation mit ABT-737
(ICso) eine nochmalige Abnahme in der Bandenintensitdt zu beobachten war. Ebenfalls mit
anfanglich moderater Proteinexpression zeigte sich auch bei BCL2A1 und BCL-W nach 12 h
Inkubation mit ABT-737 eine weitere Abnahme in der Bandenintensitdt. Hingegen blieb die
Expression von MCL-1 iber den gesamten Untersuchungszeitraum von 96 h weitgehend
konstant. Zudem war auffallend, dass nach 48 h eine annahernd gleichmaBige Abnahme der
Bandenintensitaten fir alle Proteinbanden (inklusive der Ladekontrollen) zu beobachten war,
die moglicherweise auf eine verminderte Proteinkonzentration nach Behandlung mit ABT-737
in den Lysaten zurickzufihren ist. Eine Wiederholung des Western Blots oder die Erstellung
neuer Lysate mit gleichen Proteinkonzentrationen waren anzustreben.

Bei den MV4-11 Zellen (F) war auffallend, dass nach Behandlung mit der ICso-Konzentration
an ABT-737 vor allem die Expression von BCL-XL sehr schwach war. Eine mittlere Expression
zeigten MCL-1, BCL-2, BCL-W und BCL2A1, wobei bereits nach 6 h eine Abnahme in den
Bandenintensitaten beobachtbar war.

Bei THP-1 Zellen (G) zeigten sich bis 24 h nach Behandlung mit ABT-737 intensive Banden bei
MCL-1, BCL-2 und BCL2A1. Ab 48 h liel8 sich jeweils eine deutliche Abnahme in den
Bandenintensitaten feststellen. Initial schwache Bandenintensitaten zeigten sich bei BCL-XL
(0-24h) und BCL-W (0-6h) mit teilweise ab 48 h (-96 h) fehlendem Nachweis (BCL-XL) bzw. von
12-96 h (BCL-W). Auch konnte eine deutliche Abnahme der Bandenintensitdten ab 48 hin den
Ladekontrollen festgestellt werden, ein eventueller Hinweis auf verminderte
Proteinkonzentrationen unter Behandlung mit ABT-737 in den Lysaten. Eine Wiederholung
des Western Blots oder die Erstellung neuer Lysate mit gleichen Proteinkonzentrationen

waren anzustreben.

In AML-193 (H) Zellen konnte nach Behandlung mit ABT-737 keinerlei BCL-2 Protein detektiert
werden. Dagegen wurden bei MCL-1 und BCL-W vergleichsweise starke Proteinbanden
nachgewiesen, wobei nach 12 h (MCL-1) bzw. 24 h (BCL-W) die Bandenintensitdten jeweils
kontinuierlich abnahmen. Weitgehend konstant in der Intensitat zeigten sich die schwacher
ausgepragten Banden bei BCL-XL und BCL2A1. Auch war in Ubereinstimmung zur generellen
Abnahme der Intensitdt der Banden, eine Abnahme der Bandenintensitit in den
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Ladekontrollen bei 72 und 96 h beobachtbar, die eventuell auf eine verminderte
Proteinkonzentration unter Behandlung mit ABT-737 in den Lysaten zurlickzufiihren ist. Eine
Wiederholung des Western Blots oder die Erstellung neuer Lysate mit gleichen
Proteinkonzentrationen waren anzustreben.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass ABT-737 in allen AML-Zelllinien (A-H) die Apoptose
induziert, wie durch den Nachweis der cleaved Caspase 3 gezeigt werden konnte. Dariiber
hinaus wurden in allen Zelllinien die antiapoptotischen BCL-2 Family Proteine BCL-2, BCL-XL,
BCL-W, MCL-1 und BCL2A1 detektiert. Wie oben beschrieben zeigten sich dabei Unterschiede
in der Expression der Proteine (Intensitdt der Banden) sowie eine unterschiedliche Abnahme
bzw.Zunahme in der Proteinexpression nach Behandlung mit ABT-737. Bei einzelnen Zelllinien
ware eine Wiederholung des Western Blots oder ggfs. die Erstellung neuer Lysate mit gleichen
Proteinkonzentrationen und neuer Western Blots hilfreich.

6.6. Differenzierung von AML-Zelllinien

Die verwendeten AML-Zelllinien zeigten Unterschiede in der Aufnahme von 8F-FDG und in
der Sensitivitat gegenliber ABT-737. Im nadchsten Schritt war von Interesse, zu evaluieren in
wieweit die Differenzierung einer AML-Zelllinie Einfluss auf die *¥F-FDG Aufnahme und die
Sensitivitdt gegenliber ABT-737 hat, nachdem bereits beispielsweise bei der akuten
promyelozytdren Leukdmie eine Kombinationstherapie aus ATRA und einer
anthrazyklinbasierten Chemotherapie erfolgreich eingesetzt wird (siehe Einleitung, Kap.
3.4.1). Zu diesem Zwecke wurden in Anlehnung an bereits publizierte Versuche mit ATRA
(Chomienne et al. 1990, Valtieri et al. 1991, Lee et al. 2002, Barber et al. 2008) NB-4 und AML-
193 ausgesucht und tber 5 d mit 100 nM ATRA (siehe Material und Methoden, Kap. 5.4.4).

6.6.1. ATRA induzierte Anderungen in der Sensitivitit gegeniiber ABT-737

Im Vergleich zu den Kontrollen, die 5 d nur mit DMSO behandelt wurden, zeigte sich in beiden
AML-Zelllinien AML-193 und NB-4, die mit 100 nM ATRA (gel6st in DMSO) tiber 5 d behandelt
wurden, ein insgesamt verminderter ATP-Gehalt. Beispielsweise bewirkte die niedrigste
Konzentration (10 pM) bei ATRA behandelten AML-193 Zellen eine ca. 40 % und bei ATRA
behandelten NB-4 Zellen eine ca. 50 % Reduktion des ATP-Gehalts im Vergleich zu den
Kontrollen (Abb. 13). Zusatzlich zeigte sich nach Inkubation mit ATRA (100 nM) in AML-193
und NB-4 Zellen im Vergleich zu den Kontrollen eine Abnahme der mittleren ABT-737
Hemmkonzentration (ICsp): bei AML-193 (A) von 753 nM (95%.KI: 502 nM — 1128 nM) auf 590
nM (95%.KI: 301 nM — 1157 nM) und bei NB-4 (B) von 1,38 uM (95%.KI: 0,787 uM — 2,43 uM)
auf 582 nM (95%.KI: 315 nM — 1075 nM) (Abb. 13).
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Zusammenfassend zeigt sich in den ATRA behandelten Zelllinien AML-193 und NB-4 im
Vergleich zu den DMSO Kontrollen sowohl ein verminderter, prozentualer ATP-Gehalt (Abb.
13) als auch eine Zunahme der Sensitivitat gegeniber ABT-737.
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Abbildung 13: Uberlebenskurven von AML-193 (A) und NB-4 (B) Zellen nach Differenzierung mit ATRA (all-
trans Retinsdure) und anschlieBender Inkubation mit ABT-737.

Beide Zelllinien wurden alternativ mit ATRA (100 nM geldst in DMSO) (gefiillte Kreise), DMSO (DMSO-
Kontrolle) (gefillte Quadrate) bzw. nur mit DMSO (Kontrolle ohne ABT-737) (gefiillte Dreiecke) fir 5 d
inkubiert. Die ATRA behandelten Zellen sowie die DMSO-Kontrolle wurden anschlieBend mit ABT-737 fir 48
h behandelt (analog zu Abb. 4). Die Kontrolle ohne ABT-737 wurde fiir 48 h weiter mit DMSO inkubiert. 100%
entspricht dem Uberleben der Kontrollen (ochne ABT-737; gefiillte Dreiecke). Die gefiillten Kreise zeigen das
Uberleben der ATRA behandelten Zellen und Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen mit ABT-
737. Entsprechend stellen die gefiillten Quadrate das Uberleben von DMSO mit ABT-737 behandelten Zellen
da (DMSO-Kontrolle). Die Berechnung der ICso Werte erfolgte mit log(inhibitor) vs. normalized response in
Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla, USA) (siehe Material & Methoden, Kap. 5.13.1). Dargestellt sind die
berechneten, idealen konzentrationsabhingigen Uberlebenskurven, die zelllinienspezifischen, mittleren
Hemmbkonzentration [ICso] und die 95%tigen Konfidenzintervalle. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus n=4.
Die Standardabweichung ist jeweils nicht angegeben.

6.6.2. Verminderte Aufnahme von *3F-FDG nach Differenzierung mit ATRA

Sowohl bei AML-193 Zellen als auch bei NB-4 Zellen zeigte sich nach Differenzierung mit ATRA
[100 nM] im Vergleich zur DMSO-Kontrollgruppe eine Abnahme in der 8F-FDG-Aufnahme.
Hierbei sank die 8F-FDG-Aufnahme jeweils signifikant (p jeweils 0,0008) von 11,9 % auf 4,7 %
bei AML-193 Zellen und von 13 % auf 4,1 % bei NB-4 Zellen (Abb. 14).
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Abbildung 14: Reduktion der ¥F-FDG Aufhahme in AML-193 und NB-4 Zellen nach Differenzierung mit ATRA
(Boxblot).

Zur Differenzierung wurden beide Zelllinien 5 d mit ATRA (100 nM in DMSO) inkubiert. Die entsprechenden
Kontrollgruppen wurden mit DMSO fiir 5 d vorbehandelt. AnschlieRend wurde die prozentuale 8F-FDG
Aufnahme (in CpM) nach 240 min bei jeweils 2x10° Zellen ermittelt. Zu den Zellen wurden jeweils 74 kBq
1BE-FDG pipettiert. Die 74 kBq wurden dabei in der Standardprobe (ohne Zellen) auf den Wert 100% normiert
und die 8F-FDG Aufnahme in den Zellen als prozentualer Anteil berechnet. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Mit Hilfe des gepaarten Hypothesentests (paired sample t-test)
wurde die Signifikanz (p < 0,001) berechnet.

6.6.3. Anderungen auf molekularer Ebene

Nach Behandlung mit ABT-737 [ICso] lieRR sich bei den mit ATRA vorbehandelten AML-193
Zellen im Vergleich zum 0 h Wert eine kontinuierliche Abnahme in der Expression aller
untersuchten Proteine der BCL-2 Familie MCL-1, BCL-2, BCL-XL, BCL-W und BCL2A1 Uber 48 h
beobachten (Abb. 15 und 16 A-E). Hingegen zeigte sich bei den mit ATRA vorbehandelten NB-
4 Zellen eine konstant erniedrigte Expression an Proteine der BCL-2 Familie BCL-XL, BCL-W
und BCL2A1 (Abb. 15 und 16 G, H und K) sowie eine geringfligige Reduktion der Expression
von BCL-2 und MCL-1 nach 24 h (Abb. 15 und 16 F und I). Nach 12 h lieB sich einzig bei MCL-1
(Abb. 16 F) eine geringfligige Zunahme der Expression sowie auch bei BCL-2 (Abb. 16 H) eine
konstante Expression im Vergleich zum 0 h Wert (Kontrolle) erkennen. Im Gegensatz dazu
konnte bei den nicht mit ATRA vorbehandelten AML-Zelllinien NB-4 und AML-193 keine
gleichzeitige Abnahme aller untersuchten Proteine der BCL-2 Familie (MCL-1, BCL-2, BCL-XL,
BCL-W und BCL2A1) beobachtet werden (Abb. 12 D und H). Somit ist anzunehmen, dass ATRA
wahrscheinlich die Expression der Proteine der BCL-2 Familie (MCL-1, BCL-2, BCL-XL, BCL-W
und BCL2A1) insgesamt reduziert. Die Apoptose konnte durch Nachweis der cleaved Caspase
3 in beiden mit ATRA vorbehandelten AML-Zelllinien nachgewiesen werden (Abb. 15).
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Abbildung 15: Expression der antiapoptotischen Proteine der BCL-2 Familie sowie von Caspase 3 und
cleaved Caspase 3 in ATRA differenzierten AML-193 und NB-4 Zellen.

Die AML-Zelllinien AML-193 und NB-4 wurden mit ATRA [100 nM] fir 5 d inkubiert, anschlieRend erfolgte
der Nachweis der Expression ausgewahlter Proteine mit Western Blot zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h,
12 h, 24 h und 48 h) nach Inkubation mit der zelllinienspezifischen mittleren Hemmkonzentration (ICso) von
ABT-737. Aufgrund der Vielzahl an analysierten Proteinen wurden mehrere PVDF Membranen verwendet.
Diese sind rechts durch die Zahlen von 1-3 gekennzeichnet. Als Ladekontrolle wurde beta-Actin verwendet.
Sehr schwache Banden wurden bei der Entwicklung am Detektor (Intas Life Science, INTAS Science Imaging
Instruments GmbH, Goéttingen, Deutschland) starker kontrastiert und zeigen deshalb einen hoéheren
Hintergrund. Die Zunahme der Bandenstdrke korrespondiert i. d. R. mit einer Zunahme der
Proteinexpression.
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Abbildung 16: Semiquantitative Auswertung der Proteinexpression der antiapoptotischen Proteine der BCL-
2 Familie aus Abb. 15 relativ zur Expression von beta-Actin bei den mit ATRA differenzierten AML-Zelllinien
AML-193 und NB-4 zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 12 h, 24 h und 48 h) nach Behandlung mit ABT-737.
Die semiquantitative Analyse der Proteinbanden der Westen Blots aus Abb. 16 wurde mit Hilfe der Software
Chemostar (INTAS Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen, Deutschland) gemdR den
Herstellerempfehlungen durchgefiihrt. Dargestellt ist die Proteinexpression von MCL-1 (A und F), BCL-XL (B
und G), BCL-2 (C und H), BCL-W (D und 1) und BCL2A1 (E und K) in AML-193 Zellen (linke Spalte) und NB-4
Zellen (rechte Spalte) relativ zur Expression der Ladekontrolle von beta-Actin.
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7. Diskussion

Die akute myeloische Leukdamie (AML) ist eine Erkrankung des haematopoetischen
Knochenmarks und weist einen rasch fortschreitenden Krankheitsverlauf auf (siehe auch
Einleitung, Kap 3.1 bis 3.3). Die Behandlung umfasst im Wesentlichen eine systemische
Therapie mit Cytarabin (Cytosinarabinosid / Ara-C) und Anthrazyklinen (wie Daunorubicin und
Doxorubicin) mit dem Ziel einer kompletten Remission (siehe auch Einleitung, Kap 3.4).
AnschlieBend erfolgt eine Konsolidierungstherapie mit 2-3 weiteren Zyklen einer
Chemotherapie (z. B. Cytarabin unter ggfs. Hinzunahme von weiteren Substanzen, z. B.
Mitoxantron oder Amsarcin), die sich am Risikoprofil der AML und am Allgemeinzustand des
Patienten orientiert (Rollig C. 2021). Zudem kann auch eine erganzende Hochdosis-
chemotherapie zur Konditionierung (bspw. mit Busulfan/Cyclophophamid oder
Busulfan/Etoposid/Cyclophophamid) mit anschlieBender autologer/allogener
Stammzelltherapie erfolgen (Albers et al. 2002-2021). Obwohl mittlerweile auch neue
Therapien, wie z. B. die Therapien mit Antikdrpern, bspw. dem monoklonalen Antikérper
gegen das CD33-Antigen Gemtuzumab Ozogamizin (Castaigne et al. 2012, Hills et al. 2014,
Zhang et al. 2018), oder mit Tyrosinkinaseinhibitoren, wie z. B. Midostaurin bei FTL3-Mutation
(Stone et al. 2017), zur Behandlung der AML in den letzten Jahrzehnten deutliche Fortschritte
erzielt haben, sind die Heilungsraten bei Patienten <30 Jahre mit ca. 60%, bei Patienten < 60
Jahre mit ca. 40% und bei Patienten >60 Jahre mit ca. 15 % noch nicht zufriedenstellend
(Juliusson et al. 2012, Arber et al. 2016, Dohner et al. 2017). Ein Grund dafiir kdnnte vor allem
die Heterogenitdat der AML sein. Zusatzlich weisen fast alle AML-Patienten genetische
Veranderungen auf. Z. B. liegt bei der akuten promyelozytiren Leukdmie haufig eine
Translokation in t(15;17)(g24; q21) vor, die zu einer Ausbildung eines PML-RARa
Fusionsprotein fihrt (de The et al. 1990, Huret 1997-2021, Jimenez et al. 2020). Bei der akuten
myeloischen Leukdmie mit Ausreifung (FAB M2) liegt oftmals eine Translokation in
t(8;21)(g22;922) mit Ausbildung des Fusionsproteins AML-ETO vor (Huret 1997-2021, Licht
2001).

Eine vielversprechende Therapieoption ist begleitend zur klassischen Chemotherapie mit
Cytarabin und Anthrazyklinen die simultane Gabe von Gemtuzumab Ozogamizin (GO). Dabei
handelt es sich um einen monoklonalen, humanisierten Anti-CD33-Antikorper, an den die
hoch zytotoxische Substanz Calicheamicin durch eine Hydrazon-Verbindung gebunden ist (ein
sog. antibody-drug conjugate [ADC]). GO bindet dabei an das CD33-Antigen, welches in AML
Zellen deutlich Uberexprimiert ist. Nach Internalisierung des GO erfolgt die Freisetzung des
Calicheamicin aus dem ADC durch Hydrolyse. Das Calicheamicin bewirkt anschliefend die
selektive Abtdtung der AML Zellen (Castaigne et al. 2012, Hills et al. 2014, Zhang et al. 2018).

Eine weitere Moglichkeit zur erfolgreichen Behandlung einer Krebserkrankung im
Allgemeinen bzw. von AML im Besonderen stellt die gezielte Hemmung anti-apoptotischer
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Proteine in Tumorzellen dar, beispielsweise der BCL-2 Proteine. Letztere sind meist abnormal
in Tumorzellen exprimiert (Andreeff et al. 1999, Konopleva et al. 2018). ABT-737 ist ein
synthetischer Apoptose-Induktor, der mit unterschiedlicher Affinitat spezifisch an drei der
funf verschiedenen BCL-2 Proteine BCL-2, BCL-W und BCL-XL und nicht an MCL-1 und BCL2A1
bindet (Shamas-Din et al. 2011, Rooswinkel et al. 2012). Das oral bioverfligbare Analogon ABT-
263 (Navitoclax) wurde bereits erfolgreich in Studien zur Therapie von Glioblastomen, der
chronisch lymphatischen Leukdmie (CLL), des follikularen Lymphoms, von Lungenkrebs
(NSCLC / SCLC), des Myeloms und von Prostatakrebs eingesetzt (Hassan et al. 2014, Zhang et
al. 2018). ABT-737 und ABT-263 binden dabei an die hydrophobe BH3 Doméne der anti-
apoptotischen BCL-2 Proteine BCL-2, BCL-W und BCL-XL. ABT-737 und ABT-263 sind
Analoga/Mimetika des Proteins BAD, wobei BAD zur Familie der pro-apoptotischen BH3-only
Proteine gehort. BH3-Mimetika, wie z. B. ABT-737, sind daher geeignete Therapeutika um
Tumorzellen mit verstarkter Expression von anti-apoptotischen BCL-2 Proteinen abzutdten. Es
treten jedoch auch Nebenwirkungen nach Therapie mit BH3-Mimetika auf, wie beispielsweise
Thrombozytopenie bzw. Thyrombozytopathie (dysfunktionale Thrombozyten)
(Schoenwaelder et al. 2011). Bei Tumorzelllinien aus der Leber (HepG2, Huh-7 und SMMC-
7721) konnte jedoch gezeigt werden, dass nach Inkubation mit ABT-737 und simultaner Gabe
von Glycucumarin (GCM) sowohl die Toxizitdt gegenliber Thrombozyten reduziert als auch die
Empfindlichkeit gegeniiber ABT-737 erhoht wird (Zhang et al. 2018).

Das oral bioverfligbare ABT-199, das in den USA und in Europa seit 2016 als Venetoclax zur
Therapie von Lymphomen zugelassen ist, ist ein weiterer BH3-Mimetika mit selektiver und
sehr hoher Affinitat gegeniber BCL-2 (Souers et al. 2013). BCL-XL, das eine wichtige Rolle auch
bei den Progenitorzellen der Thrombozyten spielt, wird hingegen nicht gebunden und fuhrt
demzufolge nicht zu einer teils lebensbedrohlichen, therapieassoziierten Thrombozytopenie
(Pollyea et al. 2019). Hingegen liegen fiir Navitoclax (ABT-263) und Obatoclax (GX15-070)
(Konopleva et al. 2008, Schimmer et al. 2014) bisher noch keine Zulassungen vor, weshalb sie
im Rahmen von Studien, genauso wie auch Ventoclax, jeweils in unterschiedlichen
Kombinationen mit z. B. Tyrosinkinaseinhibitoren, Chemotherapeutika oder Antikdrper

untersucht werden (www.cancer.gov).

7.1.Die 8F-FDG Aufnahme als méglicher ,Pradiktor” fir das Ansprechen auf die
Therapie mit dem BH3-Mimetikum ABT-737

In der vorliegenden Arbeit wurden acht Subtypen von AML-Zellen mit unterschiedlicher FAB-
Klassifikation (FAB M1 — M5) auf Unterschiede in der 8F-FDG-Aufnahme und beziglich der
Sensitivitdit gegeniber ABT-737 untersucht. AuBerdem wurde evaluiert, ob ein
Zusammenhang zwischen der Sensitivitdt gegentiber ABT-737 und der Aufnahme von F-FDG
besteht. Weiterhin galt es herauszufinden, ob eine eventuelle Korrelation auch in
Zusammenhang mit der Differenzierungsstufe und der Vitalitdt eines Subtyps einer AML
Zelllinie steht. Zur Charakterisierung der unterschiedlichen ICso-Werte gegenliber ABT-737 der
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verschiedenen Subtypen von AML-Zellen wurde zudem die Expression der Mitglieder der anti-
apoptotischen BCL-2 Familie (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 und A1) nach Behandlung mit ABT-
737 (2h, 4h, 6h, 12h, 24h, 48h und 96h) analysiert. Um zu zeigen, dass die Vitalitat und die
Differenzierung von AML-Zellen in indirektem Zusammenhang mit der Aufnahme von ¥F-FDG
steht, wurden exemplarisch Differenzierungsversuche mit all-trans-Retinoinsaure (all-trans-
retinoid-acid, ATRA, Vitamin-A) in NB4 und AML-193 Zellen durchgefiihrt.

Im ersten Schritt konnte gezeigt werden, dass nach Behandlung mit ABT-737 (48 h) die
Vitalitat der verwendeten Zelllinien grolBe Unterschiede aufwiesen. Beispielsweise zeigte die
Zelllinie NB4 (FAB M3), aus einem Patienten mit akut promyelozytarer Leukdamie, eine hohe
Vitalitat, die sich auch in einer geringeren Sensitivitat gegenliber ABT-737 widerspiegelte.
Dagegen wies die Zelllinie MV4-11 (FAB M5), aus einem Patienten mit akut monozytarer /
monoblastadrer Leukdmie, die niedrigste Vitalitat mit entsprechend hochster Sensitivitat
gegeniber ABT-737 auf. AuBerdem zeigten die verwendeten AML-Zelllinien auch innerhalb
einer FAB-Kategorie deutliche Unterschiede bezliglich ihrer Sensitivitat gegenliber ABT-737.
Beispielsweise unterschieden sich die Zelllinien THP-1 und MV4-11 der FAB-Kategorie M5
(akut monozytare/monoblastare Leukdamie) ca. um den Faktor 50: 10 nM (MV4-11) vs. 523 nM
(THP-1) (je 1Cso ABT-737). Noch ausgepragter zeigte sich der Unterschied hinsichtlich der
Sensitivitdat gegenliber ABT-737 in der Gruppe der FAB M2 Zellen (akute myeloblastische
Leukdmie mit granulozytarer Ausreifung): HL-60 (ICso: 15 uM) vs. Kasumi-1 (ICso: 17 nM)
unterschieden sich ca. um den Faktor 880. Trotz mehrfacher Wiederholungen der Versuche
bei HL-60 bestatigte sich der ICso von ABT-737, obwohl in der Literatur deutlich geringere 1Cso
Werte fiir HL-60 beschrieben sind. Bei Konopleva et al. (2006) wiesen HL-60 Zellen eine hohere
Sensitivitdt mit einem ICso Wert 50 nM gegenliber ABT-737 auf. Zu dhnlichen Ergebnissen fiir
HL-60 kamen auch Shaoyan et al. (2011) und beobachteten einen 1Cso Wert von 30 nM.
Allerdings beobachteten sie gleichzeitig in Langzeitkulturen eine zunehmende Resistenz von
HL-60 gegenlber ABT-737 (ICso = 10 uM) (Shaoyan et al. 2011).

Ein Zusammenhang zwischen der FAB-Klassifikation einer Zelllinie und der Sensitivitat
gegenlber ABT-737, wie Kuusanmaki et al. (2020) in ihrer Arbeit beschrieben haben, konnte
nicht beobachtet werden. Diese Korrelation wurde bei der Anwendung von ABT-199
(Venetolcax), dem oral bioverfligbaren Derivat von ABT-737, beobachtet. Hierbei wiesen die
Subtypen MO und M1 aus primadren AML Zellen eine hohe Sensitivitat gegenliber ABT-199 auf,
wohingegen die Subtypen M4 und M5 aus primaren AML Zellen eine Resistenz gegeniber
dem BCL-2 Inhibitor zeigten. Die Unterschiede zwischen unseren Ergebnissen bei der
Verwendung von ABT-737 und den Ergebnissen von Kuusanmaki et al. (2020) konnten
moglicherweise auf Unterschiede zwischen primdren AML Zellen und AML-Zelllinien

zurickzufihren sein.

Zum Nachweis, dass ABT-737 Apoptose induziert, wurden die Zellen nach Anfarbung mit
Annexin V — GFP und Propidiumiodid mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS) analysiert.
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Hierbei wurden die AML-Zelllinien zunachst mit ihrer zelllinienspezifischen ABT-737 ICso
Konzentration inkubiert und nach Anfarbung mit dem FACS analysiert. Dabei zeigte sich, dass
ABT-737 in allen AML-Zelllinien Apoptose induziert (siehe Material und Methoden, Kap 5.6,
und Abb. 3). Zudem bestétigte sich der hohe 1Cso Wert nach 48-stiindiger Inkubation mit ABT-
737 bei HL-60 bei Nachweis einer apoptotischen/nekrotischen Zellpopulation von ca. 50%. Bei
MV4-11 hingegen zeigte sich nach 48 h eine apoptotische/nekrotische Zellpopulation von ca.
70% und bei allen Ubrigen, verwendeten Zelllinien von ca. 60% (siehe Abb. 4 aus Material und
Methoden).

Hinsichtlich der ¥F-FDG-Aufnahme zeigten sich zum Teil deutliche Unterschiede bei den
untersuchten AML-Zelllinien. Der héchste Aufnahmewert wurde bei NB-4 (FAB M3) mit 12,6%,
der niedrigste (jeweils nach 240 min) bei MV4-11 (FAB M5) mit 4,1% gemessen (s. Abb. 11 A).
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass ein Zusammenhang zwischen der Aufnahme von 8F-
FDG und der Sensitivitdt gegeniiber ABT-737 besteht. Zellen mit hoher ¥F-FDG-Aufahme
wiesen eine vergleichsweise niedrige Sensitivitat gegenliber ABT-737 (hoher 1Cso Wert) auf
und umgekehrt (siehe Abb. 11 A).

Der Korrelations-Koeffizient (Pearson-Koeffizient), wie in der Veroffentlichung von Buschner
et al. (2020) beschrieben, wurde fiir n=7 verschiedene AML Zelllinien (d.h. ohne die Zelllinie
HL-60) berechnet und ergab einen Wert von 0,363. Dieser Wert legt eine schwach positive
Korrelation fur die untersuchten 7 verschiedenen AML-Zelllinien zwischen dem ICso Wert nach
Inkubation mit ABT-737 und der Aufnahme von ¥F-FDG nahe. D.h., AML-Zellen, die einen
vergleichsweise hohen ICso Wert nach Inkubation mit ABT-737 aufweisen (entsprechend einer
geringen Sensitivitat gegenliber ABT-737), zeigen auch eine vergleichsweise hohe Aufnahme
von 8F-FDG (siehe auch Ergebnisse Kap. 6.4 sowie Abb. 11 B). In diesem Fall liegt offensichtlich
ein direkter Zusammenhang zwischen der Aggressivitat einer AML Zelllinie und der '8F-FDG
Aufnahme vor.

Nach Hinzunahme von HL-60 in die Berechnung des Pearson-Koeffizients (fir alle 8
untersuchten AML-Zelllinien) ergab sich allerdings ein Wert von - 0,0077, der nahelegt, dass
wohl keine Korrelation zwischen ICso (ABT-737) und *¥F-FDG Aufnahme vorliegt (Abb. 11 A).
Allerdings ist der hohe I1Cso ABT-737 Wert fur HL-60 kritisch zu hinterfragen, da in der Literatur
deutlich niedrigere ICso Werte ermittelt wurden (Konopleva et al. 2006, Shaoyan et al. 2011).
Zudem weisen erste Ergebnisse von Shaoyan et al. (2011) auch darauf hin, dass
Langzeitkulturen von HL-60 eine zunehmende Resistenz gegeniliber ABT-737 im Verlauf
entwickeln, weshalb hier eine mogliche, unglinstige Verzerrung in der Berechnung der
Auswertung vorliegen kann. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Aggressivitat einer
AML Zelllinie und der *¥F-FDG Aufnahme, wie anhand der schwach positiven Korrelation fur
die 7 AML-Zelllinien (ohne HL-60) ersichtlich ist, ist dennoch als wahrscheinlicher anzusehen,
da diese Beobachtung auch sich mit den Erkenntnissen von Kroemer et al. (2008), Herst et al.
(2011), Zhao et al. (2013) und Chen et al. (2014), dass ein erhéhter Glucosemetabolismus mit
einer hoheren Therapieresistenz korreliert, decken.
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Seit den Untersuchungen von Warburg und Cori in den 20er Jahren des vorigen Jahrhunderts
(Potter et al. 2016) ist bekannt, dass der Glukosemetabolismus (Gylkolyse und Zitratzyklus),
allgemein in Tumorzellen, wie auch in AML-Zellen, deutlich erhéht ist (Kroemer et al. 2008,
Hanahan et al. 2011, Chen et al. 2014, Arimoto et al. 2015). Zudem kénnen neben anderen
Faktoren auch Enzyme, z. B. in der Glykolyse oder im Citratzyklus, mutiert vorliegen,
beispielsweise im Citratzyklus die mitochondriale Isozitratdehydrogenase (IDH) (Marcucci et
al. 2011, Chen et al. 2014) oder der Subtyp A der Laktatdehydrogenase (LDH-A) (Koukourakis
et al. 2006, Miao et al. 2013), die zu einem gesteigerten Glucosemetabolismus fiihren (siehe
auch Einleitung, Kap. 3.6.2.2). Der erhéhte Glukosemetabolismus in Tumorzellen korreliert
dann mit einer hoéheren Therapieresistenz und einer schlechteren klinischen Prognose
(Kroemer et al. 2008, Herst et al. 2011, Zhao et al. 2013).

Unsere Ergebnisse stiitzen diese Beobachtungen, da auch in unseren Versuchen die AML-
Zelllinien mit einer hohen Sensitivitit gegeniiber ABT-737 eine niedrige *¥F-FDG Aufnahme
aufwiesen. Umgekehrt zeigten AML-Zelllinien mit einer niedrigen Sensitivitat gegentiber ABT-
737 eine hohe 8F-FDG Aufnahme. Zumindest liegt gemaR dem Pearson-Koeffizient von 0,363
offensichtlich eine schwach positive Korrelation fiir 7 der 8 AML-Zelllinien (ohne HL-60)
zwischen der Aggressivitat einer AML Zelllinie und der *F-FDG Aufnahme vor.

Die Zelllinie HL-60 (FAB M2) allerdings wies in der vorliegenden Arbeit den hochsten ABT-737
ICso-Wert [15 uM] aller acht untersuchten AML-Zelllinien auf. Konopleva et al. (2006) dagegen
ermittelten flir HL-60 Zellen einen um den Faktor 300 geringeren ABT-737 1Cso Wert [50 nM].
Ebenfalls ermittelten Shaoyan et al. (2011) sowie auch Contractor et al. (2004) niedrigere ABT-
737 ICso Werte (< 100 nM) fur HL-60. Um eigene Methodenfehler bei der Bestimmung des ICso
Werts auszuschliefen, wurden die Versuche mehrfach wiederholt (mit immer dem gleichen
Ergebnis), und die Ergebnisse konnten auch mit der Durchflusszytometrie bestatigt werden.
Moglicherweise ist die Heterogenitat der verwendeten HL-60 Zelllinie oder auch das Alter der
kultivierten Zelllinie (Langzeitkultur) der Grund fur den vergleichsweise hohen ABT-737 ICsg
Wert (Shaoyan et al. 2011). Ferner ist daher nicht auszuschlieRen, dass der vergleichsweise
niedrige ABT-737 ICso Wert von Contractor et al. (2004), Konopleva et al. (2006) und Shaoyan
et al. (2011) eine HL-60 Zelllinie mit unterschiedlicher Heterogenitat zurlickzufiihren ist.
Leukdmiezellen im Allgemeinen bilden eine enorm heterogene Zellpopulation, die zum Teil
aus unreifen und reifen Zellklonen bestehen und sich in ihrer Morphologie und Zytogenetik
voneinander unterscheiden (Saadatpour et al. 2014, De Kouchkovsky et al. 2016). Dies ist sehr
wahrscheinlich ein Grund fir die unterschiedliche Sensitivitat der untersuchten AML-Zelllinien
gegeniber ABT-737.
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7.2.Veranderungen auf molekularer Ebene in den AML-Zelllinien unter
Therapie mit dem BH3-Mimetikum ABT-737

Eine wichtige Rolle in onkogenen Zellen spielen bezliglich der Apoptose auch die Proteine der
BCL-2 Familie, von denen drei der fiinf anti-apoptotischen Proteine (BCL-2, BCL-XL und BCL-
W) von ABT-737 selektiv gebunden/gehemmt werden. An die anti-apoptotischen BCL-2
Proteine MCL-1 und BCL2A1 bindet ABT-737 nicht (Oltersdorf et al. 2005, Konopleva et al.
2006). MCL-1 und BCL2A1 werden in AML-Zelllinien oft deutlich erhéht exprimiert (Shamas-
Din et al. 2011), weshalb die betreffenden AML-Zelllinien auch eine geringere Sensitivitat
gegeniber ABT-737 aufweisen. Auch unterschiedliche Expressionsmuster von BCL-2, BCL-W
und BCL-XL kdnnen zu einer geringeren Sensitivitat gegenliber ABT-737 flihren, z. B. geringe
Expression von BCL-2 mit im Vergleich dazu héherer Expression von BCL-W und BCL-XL, wie in
den Arbeiten von Merino et al. (2012) und Rooswinkel et al. (2012) gezeigt werden konnten.

ABT-737 bindet mit unterschiedlicher Affinitdt an die anti-apoptotischen Proteine: BCL-2 wird
mit hoher, BCL-XL mit maRiger und BCL-W mit geringer Affinitat gebunden (Chen et al. 2005,
Oltersdorf et al. 2005, Shamas-Din et al. 2011, Merino et al. 2012, Rooswinkel et al. 2012).
Durch die selektive Bindung der drei anti-apoptotischen Bcl-Proteine (BCL-2, BCL-XL, BCL-W)
durch ABT-737 wird BAX aus den entsprechenden, inaktiven BCL-BAX-Proteinkomplexen (BCL-
2-BAX, BCL-XL-BAX bzw. BCL-W-BAX) im Zytosol verdrdangt und es erfolgt eine Translokation
der BAX-Proteine in die dulRere Mitochondrienmembran (Willis et al. 2003, Willis et al. 2005,
Willis et al. 2005, van Delft et al. 2006). Nach Oligomerisierung der somit aktivierten BAX-
Proteine mit den membranstandigen BAK-Proteinen zum mitochondrial-outer-membrane-
complex (MOMC) gelangen von der inneren Mitochondrienmembran dissoziierte Cytochrom-
C Komplexe ins Zytosol (siehe auch Einleitung, Kap. 3.7.2, 3.8 und 3.9) (Daniel et al. 2003, Youle
et al. 2008, Strasser et al. 2011). AnschlieRend erfolgt die Ausbildung des Apoptosoms, unter
Bindung von Caspase 9 und APAF-1. Das Apoptosom leitet die Caspase-abhangige Apoptose
ein.

Eine Uberexpression von MCL-1 und BCL2A1 in AML oder in MDS-Zellen, an die ABT-737 nicht
bindet, ist mit einer Resistenz gegenliber ABT-737 assoziiert (Shamas-Din et al. 2011, Jilg et al.
2016). Durch beispielsweise selektive Inhibierung/Bindung von MCL-1 mit dem pan-BCL-2
Family Inhibitor (-)BI97D6 (Pan et al. 2015) oder durch knock-out des MCL-1 Genes in AML-
Zellen (Glaser et al. 2012) konnte dies nachgewiesen werden. Die in unserer Arbeit
verwendeten AML-Zelllinien zeigten in der Western Blot-Analyse eine heterogene Expression
an den anti-apoptotischen BCL-2 Proteinen BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 und BCL2A1.
Beispielsweise zeigen sich zu allen Zeitpunkten (0 — 96 h) in den AML-Zelllinien KG1a, MV4-11
und Kasumi-1, die eine vergleichsweise hohe Sensitivitat gegeniber ABT-737 (ICso < 100 nM)
aufwiesen, eine hohere Expression von BCL-2, BCL-W und BCL-XL und eine geringere
Expression von MCL-1 und BCL2A1 (s. Abb. 12 A, B und F). In Einklang mit den Beobachtungen
von Merino et al. (2012) und Rooswinkel et al. (2012) ist die unterschiedliche Sensitivitat der
AML-Zelllinien KG1a, MV4-11 und Kasumi-1 gegeniliber ABT-737 zu allen Zeitpunkten (0 — 96
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h) nach Behandlung mit ABT-737 auch durch die unterschiedliche Expression der
antiapoptotischen BCL-2 Proteine BCL-2, BCL-XL und BCL-W in der Western Blot-Analyse
beobachtbar. Zum Beispiel zeigen KG-1a Zellen (s. Abb. 12 A) eine geringe Expression von BCL-
2, bei hoher Expression von BCL-XL und BCL-W. Nachdem BCL-2 im Vergleich zu BCL-XL und
BCL-W mit sehr hoher Affinitdt von ABT-737 gebunden wird, liegt hier offenbar die Ursache
fir den hoheren ABT-737 ICso Wert (77,6 nM) im Vergleich zu den AML Zelllinien MV4-11 (1Cso
=9,9 nM) und Kasumi-1 (ICsp = 16,95 nM) vor (s. Abb. 12 A, B und F). Hingegen zeigen sowohl
die AML Zelllinie MV4-11 als auch die AML Zelllinie Kasumi-1 eine geringere Expression von
BCL-XL und BCL-W, bei im Gegensatz dazu hoher Expression von BCL-2, weshalb hier offenbar
der Grund fiir die hohere Sensitivitat gegeniiber ABT-737 im Vergleich zu der AML Zelllinie
KG1a vorliegt (s. Abb. 12 A, Bund F).

Im Gegensatz dazu lieRen sich bei den AML-Zelllinien mit geringerer Sensitivitat gegenliber
ABT-737, beispielsweise bei HL-60 und PLB-985 (ICso > 1 uM), vergleichsweise geringe
Expressionen von BCL-2, BCL-W und BCL-XL und hohere Expressionen von MCL-1 und BCL2A1
erkennen (s. Abb. 12 C). Da ABT-737 nicht an MCL-1 und BCL2A1 bindet, wird durch die
Uberexpression von MCL-1 und BCL2A1 die Resistenz dieser Zellen gegeniiber ABT-737 erklart
(Oltersdorf et al. 2005, van Delft et al. 2006, Vogler et al. 2009). Dagegen zeigt sich in NB-4
Zellen nach ABT-737 Behandlung zu allen Zeitpunkten (0 — 96 h) sowohl eine vergleichsweise
niedrigere Expression von BCL-2, bei moderater/starker Expression von BCL-W und BCL-XL, als
auch moderate Expression von MCL-1 und BCL2A1 (s. Abb. 13 D). Somit fuhrt nicht nur eine
hohere von MCL-1 und BCL2A1, sondern auch eine niedrige Expression von BCL-2 bei im
Gegensatz dazu hoherer Expression BCL-XL und BCL-W zu einer geringeren Sensitivitat
gegenlber ABT-737 (Merino et al. 2012, Rooswinkel et al. 2012). Die Behandlung mit ABT-737
induziert — wie mit der Western Blot-Analyse gezeigt werden konnte — in den AML-Zelllinien
MV4-11, AML-193, PLB-985 und THP-1 auch eine verminderte Expression einzelner anti-
apoptotischer Proteine der BCL-2-Familie (BCL-2, BCL-W, BCL-XL, MCL-1, BCL2A1): z. B. nach
12 h bei MV4-11 mit einer verminderten Expression von MCL-1, BCL-2, BCL-XL und BCL2A1
oder nach 12 h bei PLB-985 mit einer verminderten Expression von MCL-1, BCL-2, BCL-W und
BCL2A1 (s. Abb. 12 E - H). Bei den AML-Zelllinien HL-60 und Kasumi-1 bewirkt die Behandlung
mit ABT-737 dagegen eine Zunahme der Expression einzelner anti-apoptotischer Proteine der
BCL-2-Familie (s. Abb. 12 B und C). Beispielsweise induziert ABT-737 eine zunehmende
Expression von BCL-2, BCL-W, MCL-1 und BCL2A1 in HL-60 Zellen bzw. von BCL-2 in Kasumi-1,
wenngleich bei Letzteren die Ladekontrollen fehlen. Moglicherweise geht die erhohte
Expression der BCL-2 Proteine auf den zytotoxischen Zellstress durch Behandlung mit ABT-737
zurick (Vogler et al. 2009).

Zur Uberwindung der Resistenz von Tumorzellen gegeniiber ABT-737 erscheint die
Anwendung eines weiteren Inhibitors der anti-apoptotischen BCL-2 Proteine sinnvoll.
Beispielsweise bindet Obatoclax (GX15-070) selektivan MCL-1, BCL-XL und BCL-W, und sollte
damit die Wirkung von ABT-737 ergdnzen (Konopleva et al. 2008, Stefanzl et al. 2017).
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Obatoclax wurde bereits erfolgreich in einer multizentrischen Phase I/l Studie bei alteren,
therapienaiven Patienten mit Erstdiagnose einer AML angewendet (Schimmer et al. 2014). Es
konnte zudem auch bereits gezeigt werden, dass die kombinierte Anwendung von ABT-737
und Obatoclax eine deutliche Reduktion ABT-737 resistenter Tumorzellen bewirkt (Konopleva
et al. 2008, Pan et al. 2015). Daruber hinaus lasst sich auch durch die Inhibierung der
Expression von MCL-1 und des PI3K/Akt-Signalwegs, der die Aktivierung von MCL-1 steuert,
die Resistenz von Tumorzellen gegeniliber ABT-737 reduzieren. Die Anwendung von Quercetin
fahrt bei Patienten mit einer chronischen lymphozytdren Leukdamie (CLL) sowohl in B-Zellen
als auch in Leukdamie-Zellen zu einer verminderten Expression von MCL-1 bei gleichzeitiger
Inhibierung des PIK3-Akt Signalwegs (Russo et al. 2013, Russo et al. 2017). Durch die
kombinierte Gabe von Quercetin und ABT-737 kann bei diesen Patienten die Apoptose in den
Leukamiezellen induziert werden.

7.3.Beeinflussbarkeit der 8F-FDG Aufnahme und der Sensitivitit gegeniber
dem BH3-Mimetikum ABT-737 durch ATRA / Optimierung der Therapie

Eine weitere Moglichkeit, um Therapie-resistente AML-Tumorzellen erneut zu sensibilisieren,
ist die Differenzierung von Tumorzellen. Die Differenzierung erhoht die Sensitivitat gegenliber
zytotoxischen Therapeutika, wie z. B. gegenliber ABT-737. Ca. 10% aller AML-Patienten leiden
an der akuten promyelozytaren Leukamie (APL), einem Subtyp der AML. ATRA wird —parallel
zur Chemotherapie mit Ara-C —erfolgreich zur Differenzierung (siehe auch Einleitung, Kap
3.4.1) eingesetzt (Fenaux et al. 1999, Fenaux et al. 2007). Das Flavinoid Kaempferol besitzt
antioxidative und antitumorale Eigenschaften. Kaempferol wurde in NB-4 und HL-60 Zellen
praklinisch evaluiert und induziert wie ATRA Apoptose und inhibiert zusatzlich die multi-drug
resistent (MDR) assoziierte Proteine wie ABCB1 und ABCC1 (Shaffer et al. 2012). Eine
Differenzierung der Tumorzellen konnte jedoch in der Arbeit von Moradzadeh et al. (2018)
nicht nachgewiesen werden. Dennoch ist es moglich, dass Kaempferol eine vielversprechende
therapeutische Alternative zu ATRA in der Behandlung der APL-Patienten in der Zukunft
darstellen kann.

ATRA kann in einigen AML-Zelllinien zu einer Differenzierung der Zellen und zu einem
Proliferationsstopp durch Dissoziation des PML-RARa-RXR-Komplexes und Modulation /
Degradation des PML-RARa-Fusionsprotein fiihren (Zhao et al. 2004, Saeed et al. 2011,
Sakamoto et al. 2014). Eine kombinierte Therapie aus ATRA und einer Chemotherapie, meist
mit Anthrazyklinen, wird bereits erfolgreich bei Patienten mit einer akuten promyelozytaren
Leukdmie eingesetzt. Zudem fiihrt die kombinierte Therapie zu einer deutlichen Verbesserung
der Prognose (Huang ME 1988, Fenaux et al. 1999, Fenaux et al. 2007, Avvisati et al. 2011).

Bei APL-Zelllinien liegt haufig eine Translokation in t(15;17)(q24; q21) vor, die zu einer
Ausbildung eines PML-RARa Fusionsprotein fihrt (de The et al. 1990, Huret 1997-2021,
Jimenez et al. 2020). Durch das neu entstandene PML-RARa-Fusionsprotein wird allerdings
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der weitere Retinsaure (retinoic acid / RA) Signalweg blockiert (Zelent et al. 2001, Nowak et
al. 2009), da dieser mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) Heterodimere bildet. Das PML-RARa-
RXR-Protein bildet so einen Ko-Repressorkomplex mit Histon-Deacetylase-(HDAC-)Aktivitat
aus und induziert eine Chromatinkondensation. Zudem bindet PML-RARa DNA-methylierende
Enzyme, wodurch die Zielpromoter des RA-Signalweges methyliert werden und somit eine
Transkription der RARa-Zielgene unterdriickt wird.

Hohe Konzentrationen an ATRA allerdings bewirken eine Dissoziation des PML-RARa-RXR-
Komplexes wodurch Co-Enzym A rekrutiert werden kann und anschlieBend RARa-Zielgene
transkribiert werden kdnnen. Zum anderen reguliert ATRA den cAMP-PKA-Signalweg, der zur
Differenzierung der APL-Zellen durch Transkriptionsaktivierung fiihren kann. Darliber hinaus
kann das PML-RARa-Fusionsprotein selbst durch ATRA moduliert und degradiert werden
(zhao et al. 2004, Saeed et al. 2011, Sakamoto et al. 2014).

In Anlehnung an bereits publizierte Versuche mit ATRA (Chomienne et al. 1990, Valtieri et al.
1991, Lee et al. 2002, Barber et al. 2008) wurden die Zelllinien NB4 und AML-193 in der
vorliegenden Studie fir finf Tage mit ATRA [100nM] inkubiert. Die Behandlung mit ATRA
bewirkt eine signifikante Abnahme der 8F-FDG Aufnahme bei NB-4 von 13% auf 4 % und bei
AML-193 von 12% auf 5% (p jeweils < 0,001). Auch zeigt sich ein signifikanter Anstieg der
Sensitivitat gegeniber ABT-737 (ICso NB-4: [813nM)] vs. [582nM]; ICso AML-193: [753nM] vs.
[590nM]). Beide Ergebnisse weisen einen direkten Zusammenhang mit der Differenzierung
auf, weshalb zusatzlich untersucht wurde, ob sich auch ATRA-induzierte Veranderungen
bezlglich der Expression von BCL-2 Proteinen nachweisen lassen.

ATRA bewirkt in beiden AML-Zelllinien, NB-4 und AML-193, eine Abnahme der Expression der
anti-apoptotischen Proteine der BCL-2 Familie. Dabei zeigen sowohl die Proteine BCL-2, BCL-
XL und BCL-W, an die ABT-737 bindet, als auch die Proteine MCL-1 und BCL2A1, an die ABT-
737 nicht bindet, eine Abnahme in ihrer Proteinexpression (siehe Abb. 15 und 16). Dieser
Befund ist in Ubereinstimmung mit der Arbeit von Bradbury et al. (1996), in der u.a. gezeigt
wurde, dass ATRA in 8 von 25 primadren AML-Zelllinien sowie auch in der Zelllinie K562, eine
etablierte Zelllinie aus einem Patienten, der an einer chronisch myeloische Leukdamie litt, eine
Abnahme der Expression des BCI-2 Proteins induziert. Hierbei zeigen insbesondere die CD34
positiven Zelllinien eine Abnahme der Expression des BCI-2 Proteins. Weitere Proteine der
BCL-2 Familie wurden allerdings nicht untersucht (Bradbury et al. 1996).

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen auch, dass ATRA die Aufnahme von ¥F-FDG
reduziert. Damit Gbereinstimmend bewirkte die Behandlung mit ATRA auch eine Zunahme der
Sensitivitat gegeniliber ABT-737. Beide Ergebnisse legen eine ATRA-induzierte Differenzierung
der AML-Zelllinien nahe. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Chen et al. (2014), die durch
Inhibition der initialen Glykolyse mit 2-Deoxy-D-Glucose (2-DG) eine Abnahme der Resistenz
gegeniber dem Chemotherapeutikum Ara-C nachweisen konnten. Dabei zeigen die AML-
Zelllinien U937, OCI-AML3, THP-1 und KG-1a im Vergleich zu HL-60 eine erhohte Glykolyse.
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Zudem liegen im Vergleich zu HL-60 in den AML- Zelllinien U937, OCI-AML3, THP-1 und KG-1a
eine erhohte Expression von glycolytischen Genen (Hexokinase 1 (HK1), Hexokinase 2 (HK2),
Phosphofruktokinase L (PFKL), Phosphofruktokinase B (PFKB), Pyruvatkinase M1 (PKM1) und
M2 (PKM2), Lactatdehydrogenase A (LDHA) und B (LDHB)) sowie Gene des Citratcycluses
(Citrat Synthase (CS), Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDH1) und 2 (IDH2), Oxalglutarat-
Dehydrogenase (OGDH), Succinat-Dehydrogenase (SDHA)) vor, wobei die HK1 in den vier
AML-Zelllinien im Vergleich zu HL-60 am hochsten exprimiert wurde. Aufgrund dessen wurde
die Hexokinase, ein Schliisselenzym der Glykolyse, mit zwei Glykolyse-Inhibitoren, 2-Deoxy-D-
Glucose (2-DG) und Dichloracetat (dichloracetate / DCA), jeweils getrennt inhibiert. Nach
Behandlung der AML-Zellen mit 2-DG liel$ sich eine Abnahme der glykolytischen Prozesse mit
konsekutiver Abnahme der Zell-Proliferation sowie eine Zunahme der Sensitivitdt gegeniiber
Ara-C nachweisen. Durch gezielte Reduktion der Expression von HK1 mit shRNA liel’ sich in
den AML-Zelllinien U937 und OCI-AML3 zudem eine Zunahme der Sensitivitat gegenlber Ara-
C nachweisen. Zusammenfassend konnten Chen et al. (2014) in den untersuchten AML-
Zelllinien eine Korrelation zwischen der Inhibierung der Glykolyse und der Sensitivitat
gegeniber Ara-C belegen.

Die Ergebnisse von Chen et al. (2014) stehen ebenfalls im Einklang mit Erkenntnisse aus einer
friheren Arbeit von Herst et al. (2011), bei der beobachtet wurde, das primare AML-Zelllinien
mit einem hohen Glykolysemetabolismus im Vergleich zu primaren AML-Zelllinien mit einem
moderaten Gykolysemetabolismus eine signifikant hohere Resistenz gegeniber der
kombinierten Behandlung mit all-trans-Retinoinsaure (all-trans-retinoic-acid / ATRA) und
Arsentrioxid (arsenic trioxide/ATO) zeigten. Diese Ergebnisse stehen auch im Einklang mit
unseren Ergebnissen, bei denen wir einen direkten Zusammenhang zwischen einer erhéhten
Aufnahme von ¥F-FDG — entsprechend eines erhdhten Glykolysmetabolismus —und der
Sensitivitdt gegenlber dem Apoptose-Induktor ABT-737 in AML-Zelllinien beobachten
konnten.

7.4. Der Glucosemetabolismus, respektive die *¥F-FDG Aufnahme, als Biomarker
fur die Sensitivitat gegentiber ABT-737 / Ausblick und mogliche Translation

In zukiinftigen Untersuchungen sollte weiter geklart werden, ob die Quantifizierung der
Aufnahme von 8F-FDG eine Méglichkeit zur Beurteilung und Stratifizierung der jeweiligen
AML-Erkrankung bietet. Dabei kdnnten beispielsweise Informationen Uber die individuelle
Dosis-Wirkungsbeziehung und / oder einer evtl. Resistenz gegeniber einer Therapieform
gewonnen werden. SchlieRlich konnte dann aufgrund der Aufnahme von 8F-FDG als
dynamischem Biomarker eine Schlussfolgerung hinsichtlich des Therapieerfolges
(Gesamtiiberleben [overal survival, OS]/ Ergebnis-freies Uberleben [event-free survival, EFS])
gezogen werden, wie es z. B. Chen et al. (2014) mithilfe des prognostischen Risiko-Scores
(prognostic risc score, PRS) untersucht haben. Als Basis fiir den PRS diente die Auswertung
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von 100 Metaboliten, die von 400 Patienten, die an einer cytogenetisch normalen AML
(cytogenetically normal AML / CN-AML) erkrankt sind, im Vergleich zu einem Normkollektiv
(n=446) an gesunden Menschen (healthy control / HC) aus 7 verschiedenen
hamatoonkologischen Zentren in der Volksrepublik China evaluiert wurden. Hierbei wiesen 6
von 10 der untersuchten Metabolite, die den Glucosemetabolismus betreffen, bei CN-AML
Patienten Unterschiede im Vergleich zur HC auf. Glycerol-3-phosphat, Laktat und Citrat waren
im Vergleich zur HC erniedrigt, wohingegen Pyruvat, 2-Oxoglutarat und 2-
Hydroxyglutaratsdure (2-HG) erhoht vorlagen. Von den Ubrigen 90 Metaboliten lagen 41 in
veranderter Form bei CN-AML Patienten im Vergleich zur HC vor, so dass insgesamt 47
modifizierte Metabolite (u. a. Alkohole, Aminosauren, Kohlenhydrate, Fettsduren, organische
Sauren, Nucleoside, etc.) nachgewiesen werden konnten. Basierend auf der Datenanalyse
konnten Chen et al. (2014) nachweisen, dass bei 45 Stoffwechselwegen (metabolic pathways)
eine Dysregulation dieser vorliegt. Anhand dieser Daten wurden 233 CN-AML Patienten, bei
denen detaillierte Informationen Uber Therapie und Nachsorge (follow up) vorlagen, zur
statistischen Analyse des PRS herangezogen. AnschlieRend erfolgte anhand des Medianwerts
des PRS die Unterteilung der Patienten in Patienten mit einem hohen PRS und in Patienten
mit einem niedrigen PRS. Patienten mit einem niedrigen PRS zeigten demzufolge ein kiirzeres
medianes OS und medianes EFS im Uber 2-jahrigen Verlauf (Beobachtungsdauer 5 Jahre) im
Vergleich zu Patienten mit einem hohen PRS. Zudem zeigte sich in der Analyse, dass das
Vorliegen von Laktat, 2-Oxoglutarat, Pyruvat, 2-HG und Glycerol-3-Phosphat sich negativ auf
den PRS und somit auf das OS und EFS auswirkten, wohingegen Citrat einen positiven Effekt
auf den PRS und somit auf das OS und das EFS zu haben schien. Chen et al. (2014) konnten
zudem in einer Multivariant Cox Regressions-Analyse zeigen, dass ein niedriger PRS auch
unabhdngig von den bekannten, ungiinstigen Prognosefaktoren (wie z. B. dem Lebensalter,
die Zahl der weilen Blutkérperchen, der prozentuale Anteil an Blasten im Knochenmark, die
bereits absolvierten Therapieprotokolle, Mutationen in Genen (z. B. die FLT3-ITD, CEBPA
biallel, NPM1, DNMT3A, MLL-PTD und 2-HG)) ein schlechteres OS (HR 1,80, p = 0,008) und
klrzeres EFS (HR 1,75, p = 0,008) vorhersagen kann. Dartiber hinaus konnten Chen et al. (2014)
auch inihrer Arbeit ein Zusammenhang zwischen einem niedrigen PRS und einer gesteigerten
Aktivitat der Glykolyse und des Citratzyklus nachweisen. Die gesteigerte Glykolyse korreliert
ebenfalls in den untersuchten primaren AML-Zellen sowie in den AML-Zelllinien mit einer

niedrigeren Sensitivitat gegentiber Ara-C.

Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit den Erkenntnissen von Herst et al. (2011), Chen et
al. (2014) und legen daher nahe, dass der Glucosestoffwechsel, insbesondere die Glykolyse
und der Citratzyklus, ein potentielles Ziel fiir die Therapie der AML, beispielsweise im Rahmen
einer kombinierten Therapie mit einem Glykolyse-Inhibitor und einem Chemotherapeutika
(Ara-C), darstellt. In einer Phase Ill Studie (ARMADA 2000; NCT#03504410) wird bereits die
Wirksamkeit und Sicherheit von Devimistat (CPI-613®), einem selektiven Inhibitor von zwei
Schliisselenzyme, der Pyruvatdehydrogenase (PDH) im Zytosol und der a-
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Ketoglutaratdehydrogenase (KGDH) im Citratzyklus, in Kombination mit hohen Dosen an Ara-
C und Mitoxantrone bei adlteren Patienten mit einer rezidivierenden oder therapierefraktaren
AML untersucht (Pardee et al. 2019).

Allerdings sollten neben der Evaluation neuer Therapieformen auch weiterflihrende
Untersuchungen der bereits entdeckten Biomarker (Chen et al. 2014) sowie der bekannten
und noch unbekannte alterierten Stoffwechselwege in AML-Zellen (Kroemer et al. 2008, Zhao
et al. 2013, Kreitz et al. 2019) erfolgen. Zum einen kénnte durch das bessere Verstandnis der
Signalwege die Erweiterung bereits bestehender Therapieregime mit z. B. Antikérpern, z. B.
einem toxin-gekoppelten Anti-CD33-Antikorpern (z. B. Gemtuzumab — Ozogamizin) (Castaigne
et al. 2012, Hills et al. 2014, Zhang et al. 2018), oder mit z. B. Tyrosinkinaseinhibitoren, wie z.
B. Sorafinib (Metzelder et al. 2012, Serve et al. 2013, Rollig et al. 2015) oder bei FTL3-Mutation
Midostaurin (Stone et al. 2017), die Effektivitdt der Therapie weiter optimiert werden. Zum
anderen kdnnten zur nicht invasiven Beurteilung hinsichtlich der Sensitivitdt gegentber einer
Therapie, beispielsweise Venetoclax (ABT-199), bei AML-Zellen durch Erweiterung /
Adaptierung bereits bestehender Risikoscores, wie z. B. dem PRS von Chen et al. (2014), durch
Hinzunahme weiterer Biomarker, wie z. B. der Aufnahme von 8F-FDG, herangezogen werden.
Zudem sollten einerseits weitere AML-Zelllinien hinsichtlich der 8F-FDG Aufnahme und der
Sensitivitdat gegenlber ABT-737 untersucht werden, um den anhand von 7 AML-Zelllinien
berechneten Korrelations-Koeffizienten (Pearson-Koeffizient) weiter zu validieren, sowie auch
andererseits weitere Untersuchungen mit ATRA bei AML-Zellen angestrebt werden, da unsere
Ergebnisse gezeigt haben, dass die Sensitivitdt gegenliber ABT-737 diametral zur ¥F-FDG
Aufnahme signifikant zunimmt (Buschner et al. 2020).

Vielversprechende Ansatze waren hierbei beispielsweise weitere Untersuchungen am
Retinsdure-Rezeptor (RAR) selbst, der in AML-Zellen verandert vorliegen kann und durch
ATRA, begleitend zur oder in Vorbereitung auf die Systemtherapie, reaktiviert und/oder
stabilisiert werden kann. Die weiteren Untersuchungen wirden dabei die Inhibierung
folgender Enzyme/Prozesse beinhalten, die auf den RAR in AML-Zellen abzielen: I.
posttranslationale Modifikation von RAR; Il. proteasomale Degradation von RAR; Ill. NADPH-
abhangige Oxidoreduktase von AKR1C3; die im Retinsduremetabolismus an der Bildung des
RAR beteiligt ist; IV. Inosin-50-monophosphatdehydrogenase (IMPDH), die an der
Guaninnukleosidsynthese beteiligt ist. Die Funktionalitdt von RAR (l.) kann in AML-Zellen
durch posttranslationale Modifikation, beispielsweise der Phosphorylierung, deutlich
herabgesetzt werden. Ein moglicher Ansatz ware der Einsatz von Proteinkinase-Inhibitoren,
die die Funktionalitdt von RAR wiederherstellen wiirden (Kropf et al. 2010, Gianni et al. 2012,
Gupta et al. 2012). Ebenfalls kann eine Inhibition des 26S-Proteasoms (Il.) durch Bortezomib
zu einer Wiederherstellung der Funktionalitdt von RAR fiihren und somit die Differenzierung
der AML-Zellen eingeleitet werden (Ying et al. 2013). Durch die Inhibition von AKR1C3, einer
NADPH-abhadngigen  Oxidoreduktase, mit beispielsweise dem  AKR1C3-Inhibitor
Medroxyprogesteron kann indirekt die Aktivitdat von RAR (lll.) erhoht werden (Khanim et al.
2009, Verma et al. 2016, Morell et al. 2020), wodurch die Proliferation, Differenzierung und
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die Apoptose der AML-Zellen negativ beeinflusst werden. Das Enzym IMPDH (1V.) wird in AML-
Zellen Uberexprimiert und ist an der Guaninnukleosidsynthese beteiligt. Durch die
gleichzeitige Gabe eines IMPDH-Inhibitors und ATRA konnte in NB-4 Zellen eine Zunahme der
Differenzierung nachgewiesen werden (Moosavi et al. 2006). In einer Phase I/lla Studie
zeigten 3 von 19 AML Patienten (in Phase |) unter Therapie mit FF-10501-01, ein IMPDH
Inhibitor, ein partielles Therapieansprechen (partial remission / PR) sowie bei 2 von 20
MDS/CMML Patienten (Phase | und Ila) eine komplette Remission (complete remission / CR)
im Knochenmark, so dass sich eine Wirksamkeit bei stark vorbehandelten AML und
MDS/CMML Patienten nachweisen lieB. Allerdings musste die vielversprechende Studie in der
Phase lla aufgrund einer deutlichen Zunahme der Mukositis Ereignisse (°lll, CTCAE v4.03)
vorzeitig abgebrochen werden (Garcia-Manero et al. 2020). Ein kausaler Zusammenhang
konnte allerdings in der Arbeit von Garcia-Manero et al. (2020) nicht eindeutig identifiziert

werden.

Neben der Evaluation weiterer Therapieformen oder der Untersuchung weiterer Biomarker
sollte auch die Analyse der Aufnahme von 8F-FDG bei AML-Patienten weiter vorangetrieben
werden, da das Radiopharamazeutikum 8F-FDG in der klinischen Diagnostik (PET/CT und
PET/MRT) bereits etabliert ist. Hierbei konnte auch die Reproduzierbarkeit, der in der
vorliegenden Arbeit in vitro gewonnenen Ergebnisse zur veranderten Aufnahme von ®F-FDG
nach Induktion der Apoptose mit ABT-737 und Differenzierung mit ATRA Uberprift werden.
Zuséatzlich kdnnte vor Beginn und wahrend einer Therapie die ®F-FDG-PET/CT oder 8F-FDG-
PET/MRT eingesetzt werden, um mit deren Hilfe, bei fehlendem metabolischem Ansprechen,
weniger wirksame Therapien zu erkennen und ggfs. Dosisadaptierungen /
Therapiednderungen vorzunehmen (Effektivitat vs. Toxizitat). SchlieRlich kénnte die
Aufnahme von ¥F-FDG, wie bereits in einigen Publikationen gezeigt werden konnte (Chen et
al. 2014, Arimoto et al. 2015), im Rahmen des Therapiemonitorings zur Verlaufskontrolle und

zur Beurteilung der therapeutischen Effizienz herangezogen werden kdnnen.
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8.  Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine Erkrankung des blutbildenden Knochenmarks,
die verschiedene Subtypen umfasst. Bisher ist wenig bekannt, wie die morphologischen und
zytogenetischen Unterschiede der Subtypen den Zellstoffwechsel beeinflussen. Die
zytogenetische Heterogenitit von AML hat zwei verschiedene Klassifizierungssysteme
hervorgebracht: die WHO Klassifikation und die French-American-British (FAB) Klassifikation.
Die Standardtherapie von AML umfasst Chemotherapie und, falls notwendig, eine allogene
Stammzell-Transplantation.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Zelllinien der AML verwendet (FAB Klassifikation):
KG-1a (M1), Kasumi-1, HL-60 (alle M2), NB-4 (M3), PLB-985 (M4), MV4-11, THP-1, AML-193
(alle M5). Die Zelllinien wurden hinsichtlich Sensitivitdat gegentber ABT-737 (einem Ausléser
der Apoptose), der Aufnahme von 8F-FDG sowie der Expression relevanter Proteine der
Apoptose im Western-Blot analysiert. Nach Behandlung mit ABT-737 wurde die Zellvitalitat
mit Hilfe des CellTiter-Glo® / ATP-Assay sowie die Induktion der Apoptose mit Hilfe der
Flowzytometrie bestimmt. Die Aufnahme von 8F-FDG diente als MaR fiir die Aufnahme von
Glukose. Die Expression von ausgewahlten Proteinen der Bcl-2-Familie wurde mit Western-
Blot dargestellt. Die Bcl-2-Familie umfasst sowohl pro- (BAK, BAX, BAD, BOK) als auch anti-
apoptotische (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1, BCL-2A1) Proteine. ABT-737 bindet mit hoher
Affinitat an die anti-apoptotischen Proteine BCL-2, BCL-XL und BCL-W und induziert somit
nach Freisetzung von BAK die Apoptose.

ABT-737 induzierte in allen untersuchten AML-Zelllinien die Apoptose, wie mit Hilfe der
Flowzytometrie verifiziert werden konnte. Dabei zeigte jede Zelllinie jedoch auch
Unterschiede hinsichtlich der Vitalitat. Beispielsweise konnten in HL-60 (M2) und NB-4 (M3)
Zellen vergleichsweise hohe 2F-FDG-Aufnahmen verbunden mit relativ geringen
Sensitivitdten gegenliber ABT-737 nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigten Kasumi-
1 (M2) und MV4-11 (M5) vergleichsweise niedrige F-FDG-Aufnahmen und hohe
Sensitivitdten gegenlber ABT-737. Mit Western-Blot lieRen sich nach Behandlung mit der
jeweiligen zelllinienspezifischen mittleren Hemmkonzentration (ICso) von ABT-737
verminderte Expressionen von BCL-2, BCL-W und BCL-XL darstellen. Auch konnten
Unterschiede in der Expression der anti-apoptotischen BCL-2 Proteine, die an ABT-737 binden
(BCL-2, BCL-W, BCL-XL), bzw. nicht an ABT-737 binden (MCL-1, BCL-2A1) zwischen den
untersuchten Zelllinien beobachtet werden.

Die Ergebnisse belegen einen indirekten Zusammenhang zwischen der Aufnahme von 8F-FDG
und der Sensitivitdat gegenlber ABT-737. Die evaluierten Unterschiede konnten im
Zusammenhang mit unterschiedlich alterierten Stoffwechselwegen einer AML-Zelllinie
stehen. Daher erfolgte die Differenzierung von zwei der untersuchten AML-Zelllinien, NB-4
und AML-193, mit ATRA (all-trans-Retinoinsdure, all-trans-retinoic-acid) zur Evaluation von
maoglichen Veranderungen bezuglich Aufnahme von 8F-FDG, Sensitivitat gegenliber ABT-737
sowie der Expression von Proteinen der BCL-2-Familie. Mit ATRA behandelte, d.h.
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differenzierte NB-4 und AML-193 Zellen wiesen nach Behandlung mit ABT-737 eine um ca. 40
% verminderte Vitalitat im Vergleich zur nicht differenzierten Kontrollgruppe auf.
Entsprechend verminderten sich die I1Cso Werte fiir Behandlung mit ABT-737 entsprechend
einer Erhohung der Sensitivitat gegenliber ABT-737. In beiden mit ATRA differenzierten AML-
Zelllinien war zudem eine signifikante Abnahme der ¥F-FDG-Aufnahme gegentiber den nicht
differenzierten Kontrollen beobachtbar. AuBerdem konnten mit dem Western-Blot in den
ATRA differenzierten NB-4 und AML-193 Zellen unterschiedliche Expressionsmuster bezliglich
der anti-apoptotischen BCL-2 Proteine die an ABT-737 binden (BCL-2, BCL-XL und BCL-W)
sowie denjenigen, die nicht an ABT-737 binden (MCL-1, BCL-2A1) gezeigt werden. Der
Apoptosemarker Cleaved caspase 3 konnte nach Differenzierung mit ATRA in beiden AML-

Zelllinien nachgewiesen werden.

Zusammenfassend zeigte sich in den untersuchten AML-Zelllinien ein indirekter
Zusammenhang zwischen der Aufnahme von 8F-FDG und der Sensitivitat gegentuber ABT-737.
Da eine Differenzierungsbehandlung von AML-Zellen mit ATRA sowohl die Aufnahme von 8F-
FDG verminderte als auch die Sensitivitdt gegenliber ABT-737 erhohte, kénnte eine derart
kombinierte Behandlung zukiinftig eine erfolgversprechende Therapie darstellen. Zudem
kann die Aufnahme von *¥F-FDG in AML-Zellen auch als Biomarker zur Beurteilung hinsichtlich

der Sensitivitat gegeniber einer Therapie oder zur Therapiekontrolle eingesetzt werden.

Teile dieser Arbeit konnten im Journal Leukemia & Lymphoma publiziert werden.
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