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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Das Multiple Myelom gehdért zu den reifen B-Zell-lymphoiden Neoplasien und ist
durch eine Anh&ufung maligner Plasmazellen im Knochenmark-Kompartiment, eine
vermehrte Produktion monoklonaler Immunglobuline und Knochendestruktion cha-
rakterisiert. Ein pramaligner Zustand, eine sogenannte monoklonale Gammopathie
unbestimmter Signifikanz (MGUS), die bei 1% der Menschen Uber 50 Jahren auftritt,
kann dieser Erkrankung vorausgehen (Berenson et al., 2009; Kyle et al., 2005).

Das Multiple Myelom macht 1% aller malignen Erkrankungen und ca. 10% aller ha-
matologischen Malignome aus (Jemal et al., 2009).

Bei Erstdiagnose sind die Patienten im Mittel 66 Jahre alt, wobei 38% der Patienten
alter als 70 Jahre und nur 2% jlnger als 40 Jahre sind (Kyle et al., 2003). Die mittlere
jahrliche altersspezifische Inzidenzrate des Multiplen Myeloms steigt stark mit dem
Alter an, wobei die mittlere jahrliche altersjustierte Inzidenzrate bei Mannern mit etwa
5/100.000 und bei Frauen mit etwa bei 3/100.000 angegeben werden kann (Ries et
al., 2004). In Deutschland kann somit von einer Neuerkrankungszahl von ca. 3200
pro Jahr ausgegangen werden.

Unbehandelt versterben die Patienten nach durchschnittlich sechs Monaten, unter
Therapie betragt das mediane Uberleben derzeit ca. 5 Jahre (Kumar et al., 2008).
Das Multiple Myelom ist in einem GroBteil der Falle nicht heilbar, dennoch kann bei
etwa 10-15% der Patienten unter sehr intensiver Therapie eine dauerhafte komplette
Remission Gber 10 Jahre erreicht werden (Barlogie et al., 2006; Fassas et al., 2005).
Insgesamt ist die Erkrankung fur etwa 20% der Todesfélle hdmatologischer Malig-
nome und 2% aller Krebserkrankungen verantwortlich (Ries et al., 2004).

Beim Multiplen Myelom sind die malignen Zellen in den meisten Fallen, mit Ausnah-
me der Plasmazellleukdmie und beim Extramedullarbefall, im Knochenmark lokali-
siert und vom Knochenmarkstroma abhangig. Im Knochenmark verdrangen sie die
physiologische Blutbildung und synthetisieren und sezernieren monoklonale Immun-
globuline (zu 52% 1gG, zu 21% IgA und zu 2% IgD) oder zu 16% nur deren Leichtket-

ten (k oder A). In seltenen Fallen sind sie asekretorisch (7%) (Kyle et al.,
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2003). Noch seltener handelt es sich um einen solitdren Tumor aus malignen Plas-
mazellen (Plasmozytom), der ossar oder extraosséar gelegener sein kann.

Der Beginn der Myelomerkrankung verlauft zumeist klinisch stumm und erst in fort-
geschrittenen Stadien zeigen sich komplikationsbedingt vielfaltige charakteristische
Symptome, die sich auf den Tumor selbst, seine Produkte und die Folgen fur den
Wirtsorganismus zurtckfihren lassen. Die Beschwerden oder Auffalligkeiten, mit de-
nen sich ein GroBteil der Patienten vorstellt, lassen sich haufig auf die Infiltration der
malignen Zellen in den Knochen, das Knochenmark oder andere Organe oder auf
eine Nierenschadigung zurtckfuhren (Rajkumar et al., 2009). So finden sich bei
Erstdiagnose haufig eine Anamie (73%), Knochenschmerzen (58%), ein erhdhtes
Kreatinin (48%) und eine Hyperkalzamie (28%) (Kyle et al., 2003).

Die bewegungsabhéangigen Knochenschmerzen, tber die knapp 60% der Patienten
bei Diagnosestellung klagen sind vor allem in der Brust- und Lendenwirbels&ule, so-
wie den Rippen, seltener in den Extremitaten lokalisiert. Verursacht werden sie durch
osteolytische Lasionen, diffuse Osteoporose und pathologische Frakturen, hervorge-
rufen durch eine Stimulation der Osteoklasten und Hemmung der Osteoblasten
durch die Myelomzellen, sowie durch die Myelomzell-Proliferation.

Ein weiteres haufiges klinisches Problem der Myelompatienten ist eine erhéhte Infek-
tanfalligkeit. Diese auBert sich in rezidivierenden, oft schwer therapierbaren, vor al-
lem bakteriellen Infektionen, haufig durch Streptococcus pneumoniae und gramnega-
tive Bakterien verursacht (Rajkumar et al., 2009). Besonders Pneumonien und Bron-
chitiden treten in friihen Krankheitsstadien haufig auf. Vor allem in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien kann es zur Manifestation einer lebensbedrohlichen Sepsis kom-
men. Ursache dieser erhdhten Infektanfalligkeit ist eine funktionelle Hypogammaglo-
bulindmie verursacht durch verminderte Produktion und erhéhten Abbau physiologi-
scher Antikérper, sowie eine durch Infiltration und Verdrangung des blutbildenden
Knochenmarks durch den Tumor entstehende Granulozytopenie.

Als weitere Folge der Knochenmarksinfiltration oder hervorgerufen durch die Nie-
reninsuffizienz tritt haufig eine Anamie (zumeist normochrom, normozytéar) auf, die in
73% bereits bei Diagnosestellung besteht und bei 97% der Patienten irgendwann im
Laufe der Erkrankung vorkommt (Kyle et al., 2003). Hamorrhagische Diathesen

durch immunglobulingebundene und somit inaktivierte Gerinnungsfaktoren treten v.a.
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in Kombination mit Thrombozytopenie auf. Auffalligkeiten der Nierenfunktion mit pa-
thophysiologisch unterschiedlichsten Ursachen kdénnen in jedem Krankheitsstadium
auftreten und fihren bei 50% der Patienten zu einer multifaktoriell bedingten mani-
festen Niereninsuffizienz, die zu 10% dialysepflichtig ist (Lamerz et al., 2002). Im
Einzelnen kann die Nierenfunktion durch eine Hyperkalzdmie, sowie bei Patienten,
die Leichtketten sezernieren durch die Cast-Nephropathie (,Myelomniere®) beein-
trachtigt werden. Auch glomerulare Amyloidablagerungen beim Leichtkettenmyelom,
oft in Zusammenspiel mit medikamenten-induzierter Nierenschadigung spielen eine
Rolle (Rajkumar et al., 2009).

Das Multiple Myelom ist eine Erkrankung, deren Therapieergebnisse nach wie vor
unbefriedigend sind. Zwar hat sich die mittlere Uberlebenszeit in der vergangenen
Dekade stetig verbessert, wie jingste populationsbasierte Studien zeigen (Kumar et
al., 2008; Kastritis et al., 2009; Kristinsson et al., 2007), dennoch kann nur bei etwa
10-15% der Patienten unter sehr intensiver Therapie eine dauerhafte komplette Re-
mission Uber 10 Jahre erreicht werden (Barlogie et al., 2006; Fassas et al., 2005).
Diese Verbesserung scheint vorrangig auf die Einfihrung der Hochdosischemothe-
rapie, gefolgt von einer autologen Stammzelltransplantation (Attal et al., 1996), der
Einflhrung neuer Substanzen wie Thalidomid, Lenalidomid und Bortezomib und bes-
serer supportiver Therapie zurtckzufiihren zu sein (Kumar et al., 2008).

Konkret besteht die derzeitige Therapie der Wahl bei jungen Patienten (<65 Jahren)
aus einer Induktionschemotherapie, gefolgt von einer Tandem-Hochdosis-
Chemotherapie mit Melphalan, ermdglicht durch die anschlieBende autologe Stamm-
zelltransplantation. Diese Therapie scheint auch bei einigen Patienten tber 65 Jah-
ren, einschlieBlich einiger weniger Patienten Uber 70 Jahren durchflihrbar zu sein;
dabei handelt es sich jedoch um keinen klinischen Standard (Attal et al., 1996;
Badros et al., 2001; Jantunen et al., 2006). Bei alteren Patienten bestehen die aktive-
ren Therapien aus intermittierenden Zyklen von Melphalan und Prednison in Kombi-
nation mit Thalidomid, Bortezomib (Velcade) oder Lenalidomid (Revlimid) (Palumbo
et al., 2006; Facon et al., 2007; Venon et al., 2009; Attal et al., 2009).

Melphalan und Prednison bildeten seit ihrer Einfihrung als Myelom-Therapeutika vor

40 Jahren lange Zeit die Eckpfeiler der Therapie (Myeloma Trialists' Collaborative
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Group, 1998), worunter sich das mittlere Uberleben auf drei Jahre verlangern lieB
(Barlogie et al., 1984). Neuere Therapieansatze mit Kombinations-Chemotherapien
mit drei oder mehr Zytostatika fihrten zwar zu einer héheren Ansprechrate, die Mor-
talitat konnte allerdings im Vergleich zu einer Therapie mit Melphalan und Prednison
nicht verringert werden (Myeloma Trialists' Collaborative Group, 1998). Erst die Ein-
fihrung der Hochdosischemotherapie, gefolgt von einer autologen Stammzelltrans-
plantation konnte die mittlere Uberlebenszeit auf 54 bis zu 66 Monaten erhdhen
(Child et al., 2003; Jantunen et al., 2006; Attal et al., 1996). Durch eine doppelte au-
tologe Stammzelltransplantation nach Hochdosischemotherapie konnte eine erneute
Verbesserung des Gesamtiiberlebens erzielt werden (Attal et al., 2003). Neuere The-
rapieansatze beinhalten den Einsatz von Bortezomib aus der Gruppe der Proteaso-
meninhibitoren, sowie Thalidomid und Lenalidomid aus der Gruppe der Immunmodu-
latory Drugs (IMiDs®). Ein anderer Therapieansatz besteht in der allogenen Trans-
plantation, far die ein guter Graft-versus-Myelom-Effekt gezeigt werden konnte. Al-
lerdings ist diese Behandlung aufgrund der hohen Mortalitdt im Rahmen der hochdo-
sierten myeloablativen Therapie im Vorfeld jungen rickfalligen/ refraktaren Patienten
vorbehalten (Bruno et al., 2009).

Trotz all dieser Fortschritte ist eine Heilung in einem GroBteil der Falle nach wie vor
nicht mdglich und die Myelomzellen werden im Laufe der Therapie resistent gegen-
Uber den eingesetzten Zytostatika. Es kommt zu einer Progression der Erkrankung
und die Patienten versterben an Infektionen, meist Pneumonien, Hamorrhagien oder

den Folgen der Niereninsuffizienz (Oshima et al., 2001).

Beim Multiplen Myelom findet sich der maligne Plasmazellklon meist im Knochen-
mark, wobei das dortige Mikroenvironment/Milieu nachweislich das Uberleben, die
Resistenzentwicklung, sowie die Proliferation der Myelomzellen unterstiitzt. Vermit-
telt wird dies zum einen durch Zelladhdsionsmechanismen (Schmidmaier et al.,
2004; Schmidmaier et al., 2006), zum anderen durch Wachstumsfaktoren, wie IGF-1
(insulin-like growth factor-1) und VEGF (vascular endothelial growth factor) und Zyto-
kine, wie IL-6 (interleukin-6), IL-10 (interleukin-10), SDF-1 (stromal-derived factor-1)
und andere (Baumann et al., 2007; Baumann et al., 2008; Gupta et al., 2001).
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IGF-1 spielt eine zentrale Rolle bei der Stimulation des Zellwachstums und Inhibition
der Apoptose (Ge et al., 2000; Tu et al., 2000). Die Bindung von IGF-1 an den IGF-1-
Rezeptor, einem Transmembranrezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitat, fihrt
zur Autophosphorylierung von Tyrosinresten der intrazellularen Rezeptordoméne,
was eine Potenzierung der Aktivitdt der Rezeptortyrosinkinase nach sich zieht
(Lopaczynski, 2000). Dies wiederum fuhrt Gber eine Tyrosin-Phosphorylierung von
Adaptermolekilen, wie IRS1 (Insulin-Rezeptor-Substrat-1) und IRS2 (Insulin-
Rezeptor-Substrat-2) zur Aktivierung von Signalkaskaden, wie dem Phosphatidylino-
sitol-3-Kinase (PI-3K)- / Akt-/ mammalian Target of Rapamycin (mTOR)-Signalweg,
sowie dem Ras/Raf/Mitogen-activated-Proteinkinase (MAP)-Signalweg (Grgnborg et
al., 1993; Brodt et al., 2000; Laviola et al., 2007) (s. Abb 1.1). Beide Wege induzieren
Zellwachstum, Proliferation, Angiogenese, Resistenzentwicklung und Metastasierung
maligner Zellen. Passend dazu konnte eine erhéhte Expression von IGF-1 und /oder
des IGF-1-Rezeptors bei einer Vielzahl humaner Malignome, wie Karzinomen der
Lunge, der Brust, der Schilddriise, des Gastrointestinaltraktes und der Prostata, so-
wie bei Glioblastomen, Neuroblastomen, Rhabdomyosarkomen und bei Leukdmien
gemessen werden (Macaulay et al., 1992).

Die Hemmung des IGF-1-Rezeptors scheint somit einen vielversprechenden An-
griftspunkt einer molekularen, zielgerichteten Therapie darzustellen, was hier am

Beispiel des Multiplen Myeloms untersucht werden soll.

Verschiedenste Substanzen zur Beeinflussung des IGF-1-Rezeptors, wie z.B. Oligo-
nukleotide, monoklonale Antikérper und kleinmolekulare Tyrosinkinase-Inhibitoren
werden derzeit untersucht (Chitnis et al., 2008). Die kleinmolekularen Tyrosinkinase-
Inhibitoren, wie die hier untersuchte Substanz NVP-AEW541 haben dabei den Vor-
teil, dass sie oral eingenommen werden kénnen. Bei der Substanz NVP-AEW541 der
Firma Novartis handelt es sich um einen hoch-selektiven IGF-1-Rezeptor-Inhibitor,
der zu der Familie der Pyroll[2,3-d]Pyrimidine gehért (Garcia-Echeverria, 2004) und
sich noch in der praklinischen Phase befindet.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von NVP-AEW541 auf Myelomzellli-

nien und primare Myelomzellen untersucht. In Kenntnis der Rolle von IGF-1 fur Sti-
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mulation des Zellwachstums und Inhibition der Apoptose (Ge et al., 2000; Tu et al.,
2000), sowie der auf die Rezeptorbindung folgenden intrazellularen Vorgange, wurde
der Einfluss der Blockade des IGF-1-Rezeptors durch NVP-AEW541 betrachtet: Die
Beeinflussung von Zellwachstum und Apoptose durch die Substanz, Auswirkungen
auf den Zellzyklus und Beeinflussung des Ras/Raf/Mitogen-activated-Proteinkinase-
Signalweges, sowie die Beeinflussung des PI-3K-/ Akt-/ mTOR-Signalweges.

Als ein Protein dieses durch Wachstums- und Uberlebensfaktoren aktivierbaren
PIBK-/AKT-Signalweges spielt mTOR eine wichtige Rolle beim Multiplen Myelom. Die
Inhibition von mTOR blockierte das Zellwachstum von Myelomzellen in vitro und in
praklinischen Tiermodellen (Hu et al., 2003; Frost et al., 2004). Der mTOR-Inhibitor
RADOO1 (Everolimus), ein Rapamycinderivat ist zur Immunsuppression und zur The-
rapie des Nierenzellkarzinoms anerkannt. In einer Phase I/l1I-Studie konnten bei Pati-
enten mit refraktdrem Myelom oder Rezidiv vielversprechende Resultate erzielt wer-
den (Guenther et al., 2009). Nachdem O’Reilly et al. zeigen konnten, dass die Kom-
bination aus mTOR-Inhibition (hier durch Rapamycin) und IGF-1R-Inhibition durch
NVP-AEWS541 in einer additiven Proliferationshemmung in Prostata - und
Mammakarzinomzelllinien resultierte (O’'Reilly et al., 2006), wahlten wir einen ahnli-
chen Ansatz fir die Myelomzelllinien.

Durch Koinkubation von NVP-AEW541 mit RAD001 (Everolimus) wurde in der vor-
liegenden Arbeit untersucht, inwieweit sich eine solche additive Proliferationshem-
mung bei gleichzeitiger IGF-1R- und mTOR-Hemmung auch bei Myelomzelllinien
findet.

In Zusammenschau mit den vorherigen Experimenten sollte so die Wirkung des IGF-
1R-Inhibitors NVP-AEW541 beim Multiplen Myelom charakterisiert und mdglicher-
weise eine Rationale fir einen klinischen Einsatz des IGF-1R-Antagonisten NVP-
AEW541 aufgestellt werden.
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Abbildung 1.1: Wichtige Signalwege beim Multiplen Myelom. Der insulin-like
growth factor 1 receptor (IGF-1-Rezeptor) vermittelt Gber die Aktivierung des Phos-
phatidylinositol-3 Kinase (PI-3K)-/ Akt-/ mammalian Target of Rapamycin (mTOR)-
Signalweges, sowie die Aktivierung des Ras/ Raf/ mitogen-activated-Proteinkinase
(MAP)- Signalweges Zellwachstum, Zelladhdsion und wirkt antiapoptotisch. Die
Substanz NVP-AEW541 wirkt als IGF-1-Rezeptor-Inhibitor, wé&hrend RADOO1
(Everolimus) mTOR hemmt.
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2. PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

Eine detaillierte Auflistung der verwendeten Materialien, Chemikalien und Geréate fin-
det sich im Anhang.

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien

Die verwendeten Myelom - Zelllinien NCI-H929, U266, OPM-2 und RPMI-8226
stammen von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ) in Braunschweig. Urspringlich handelt es sich dabei um Proben von
Myelompatienten, die zwischen 1966 und 1982 an Kliniken in Schweden, den USA
und Deutschland gewonnen wurden. Die Zelllinien unterscheiden sich zytogenetisch
und immunologisch (DSMZ, Datenblatter).

Die Zellen werden in RPMI-1640-Medium mit 10-prozentigem Zusatz von fetalem
Kélberserum (FCS) bei 37°C, 5% CO, und 95-100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Letzte-
res wurde zuvor eine halbe Stunde lang im Wasserbad bei 56 °C hitzeinaktiviert.

Die Zellen werden bis zu einer Dichte von etwa 80-10*Zellen/ml kultiviert. Dann wird
die Kultur geteilt, ein Teil wird verworfen und der andere Teil mit Medium auf eine
Zellkonzentration von 20-10* Zellen/ml verdiinnt und weiterkultiviert. Die Zellvitali4t
wird vor Beginn eines Experiments mikroskopisch mittels Trypanblaufarbung sicher-
gestellt.

Die Stromazelllinie HS-5 stammt von ,American Type Culture Collection“ (ATCC) in
Manassas (USA). Die Zellen produzieren verschiedene Wachstumsfaktoren, wie den
Granulozyten-Kolonie stimulierenden Faktor (,Granulocyte Colony-Stimulating Fac-
tor®, G-CSF), den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierenden Faktor (,Gra-
nulocyte-Macrophage-CSF*“, GM-CSF), den Makrophagen-Kolonie stimulierenden
Faktor (,Macrophage-CSF*“ M-CSF), das Makrophagen-Inhibitor Protein-1a (,Macro-
phage-Inhibitory Protein-1a“), Interleukin-1a (IL-1a), IL-1B, IL-6, IL-8 und IL-11
(ATCC, Datenblatter fir CRL-11882). Auch diese Zellen werden in RPMI-1640-
Medium mit 10-prozentigem Zusatz von fetalem Kélberserum (FCS) bei 37°C, 5%
CO, und 95-100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Letzteres wurde zuvor eine halbe Stunde
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lang im Wasserbad bei 56°C hitzeinaktiviert. Alle zwei bis drei Tage wird die Kultur
geteilt, wobei ein vorheriges vorsichtiges Ablésen der adhdrenten Zellen von der
Wand der Kulturflasche nétig ist. Ein Teil wird mit Medium verdiinnt und weiterkulti-
viert. Vom anderen Teil wird nach Zentrifugieren der Uberstand abgenommen (=HS-
5-Stromazellmedium) und verwendet bzw. zur spateren Nutzung eingefroren. Das

Zellpellet wird verworfen.

2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

FOr das Einfrieren der Zellen wird zunachst ein Einfriermedium hergestellt, (5ml
RPMI-1640-Medium, 3ml FCS und 2ml DMSO), das bis zur weiteren Verwendung
auf Eis gelagert wird. AnschlieBend werden 107 Zellen abzentrifugiert, zweimal mit
kaltem PBS gewaschen und anschlieBend in 4,5ml Kulturmedium (RPMI-1640-
Medium + 20%FCS) resuspendiert. 0,9ml der Zellsuspension werden mit 0,9ml des
Einfriermediums in die Kryoréhrchen gegeben und sofort flir 6 Stunden bei -20°C
gelagert. AnschlieBend werden die Zellen fir 24 Stunden bei -80°C und schlieBlich
bei -196 °C tiefgefroren.

FOr das Auftauen der Zellen werden die Kryoréhrchen aus dem Stickstofftank ge-
nommen, far 2 Minuten bei Raumtemperatur aufgewarmt und schlieBlich in 37°C
warmes Kulturmedium Gberflhrt. Es folgen zwei Waschvorgange mit Kulturmedium,
bevor die Zellen in einer Dichte von 20-10* Zellen/ml in Zellkulturflaschen tberfiihrt

werden.

2.1.3 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen vor Beginn eines Experiments werden 30ul
der Zellsuspension mit Trypanblaulésung im Verhaltnis 1:1 vermischt, gevortext und
in eine Neubauer-Zdhlkammer gegeben. Nur die toten Zellen nehmen aufgrund ihrer
durchlassigen Membran Trypanblau auf, so dass sie sich blau anfarben und kénnen

damit unter dem Mikroskop von vitalen Zellen unterschieden werden.
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2.1.4 Gewinnung mononukleérer Zellen

Zur Gewinnung mononukledrer Zellen aus Knochenmark (BMMCs: bone marrow
mononuclear cells) werden 5ml heparinisiertes Knochenmarkaspirat von Myelompa-
tienten verwendet. Zur Gewinnung der mononukledren Zellen aus dem peripheren
Blut gesunder Probanden (PBMCs: peripheral blood mononuclear cells) werden 15ml
EDTA-BIut verwendet. Patienten und Probanden haben zuvor ihr schriftliches Ein-
verstandnis zur Verwendung des Materials flr wissenschaftliche Zwecke nach Auf-
klarung durch einen Arzt gegeben. Ein positives Votum der Ethikkommission liegt
Vor.

Die Aufreinigung der mononukledren Zellen erfolgt im Rahmen einer Dichtegradien-
ten-Zentrifugation, fur welche Ficollhypaque verwendet wird. Dieses Prinzip beruht
auf einer von Boyum 1968 entwickelten Methode, wobei sich die Lymphozyten und
die Monozyten entsprechend ihrer spezifischen Dichte bei Zentrifugation in der Inter-
phase zwischen Uberstand (Plasma) und Ficollhypaque ansammeln (s. Abb 2.1).
Das Ficollhypaque wird auf Raumtemperatur erwarmt und 20ml davon werden in ein
50ml-Falcon-Réhrchen gegeben. Das gewonnene Material wird zunachst mit PBS
auf 20ml aufgeflllt, gevortext und anschlieBend langsam Uber das Ficollhypaque ge-
schichtet. Das Falconréhrchen wird dann bei 1500 U/min far 30 Minuten ohne Brem-
se bei 20°C zentrifugiert, so dass anschlieBend die Interphase (,buffy coat“) abpipet-

tiert werden kann. Nun erfolgt die Resuspension in Kulturmedium.

Zellsuspension l —1— Plasma
[ =——————p—
71— Interphase mit mononukledren Zellen
Zentrifugation .
—— Ficollhypaque
Ficollhypaque -

Erythrozyten, Granulozyten,
tote Zellen

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Dichtezentrifugation. Isolierung
mononuklearer Zellen mittels Ficollhypaque-Dichtegradienten-Zentrifugation
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2.2 Proliferationsmessung/ WST-1-Assay

2.2.1 WST-1-Assay

Mit Hilfe des WST-1-Assays lasst sich die Anzahl metabolisch aktiver Zellen in einer
Probe bestimmen. Diese Testmethode beruht darauf, dass das hellrote Tetrazolium-
Salz WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolio]-1,3-benzene
disulfonate) in der mitochondrialen Atmungskette vitaler Zellen durch das Succinat-
Tetrazolium-Reduktase-System zu einem orange-gelben Formazan reduziert wird.
Diese Orangefarbung und die dadurch bedingte Zunahme der optischen Dichte der
Zellsuspension kann mit Hilfe eines Photometers gemessen werden. Da nur metabo-
lisch aktive Zellen den Farbstoff umsetzen, korreliert ihre Anzahl mit der Extinktions-
erhdohung bei 450nm, die gegen eine Referenzwellenlange von 690nm im Multi-well-
Photometer gemessen wird.

Fir die Versuche wird eine Ausgangskonzentration von 2:10° Zellen/ml verwendet.
Die Motive werden jeweils als 8-fach-Ansatz in 96-well-Platten kultiviert, wobei je
100pl pro Well eingesetzt werden. Zwei Stunden vor der Messung bei 450nm am
ELISA-Reader wird WST-1 im Verhéltnis 1:10 zugesetzt.

N

2

wf .o. 0l

Q;
|
N/ EC-H EC N 4
@Sﬂ;ﬂa \ } é/so.ua

NO2

v

S0O;Na SO;3Na
WST-1 Formazan
hellrot gelb

Abbildung 2.2: WST-1-Assay: Umsetzung von WST-1 zu Formazan. RS: mitochond-
riales Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System, EC/EC-H: elektronenbindender Reakti-
onspartner in der Atmungskette, NADH: Elektronendonator

2.2.2 Isobologramm Analyse

Eine Isobologramm Analyse wurde mittels der Calcusyn Software® (Biosoft,
Cambridge, UK) durchgefiihrt. Ein Kombinations-Index (Cl) kleiner 0,9 lasst auf einen
synergistischen Effekt schlieBen, wahrend Werte zwischen 0,9 und 1,1 auf additive
Effekte schlieBen lassen.
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2.3 Durchflusszytometrische Analysen

2.3.1 Durchflusszytometrie

Bei diesem Verfahren macht man es sich zu Nutze, dass Zellen zur Lichtstreuung
fihren und nach spezifischer Fluorochrom-Anfarbung und Anregung durch einen La-
ser charakteristische optische Signale emittieren. Auf diese Weise lassen sich Zellen
nach ihrer GréBe, ihrer Granularitat, und, je nach eingesetztem Reagenz, nach der
Struktur ihrer Zellwand und nach intrazellularen Bestandteilen quantifizieren und sor-
tieren.

Bei gezielten Fragestellungen, wie z.B. der qualitativen und quantitativen Expression
eines Oberflachenmolekills oder eines intrazelluldren Bestandteils inkubiert man die
Probe zun&chst mit einem spezifischen Antikérper. Dieser ist durch einen Farbstoff
(FITC, PE) markiert, so dass die interessierenden Zellen explizit detektiert werden
kénnen.

Um eine Verfalschung der Messung zu vermeiden, mussen die in Lésung befindli-
chen Zellen zunachst einzeln am Laserstrahl vorbeigeleitet werden. Um dies sicher-
zustellen werden die Zellen mittels hydrodynamischer Fokussierung hintereinander
alle auf demselben Weg an einem geblndelten Laserstrahl geeigneter Wellenlange
vorbeigeflihrt. Die Zellen fihren zu einer Ablenkung und Streuung des Lichtstrahls,
auf der Zelloberflache befindliche fluoreszenzmarkierte Antikdrper werden angeregt
und fGhren zur Emission von Photonen.

Bei der Detektion des gestreuten Lichtes unterscheidet man den so genannten ,For-
ward Scatter und den ,Side Scatter”: Das Laserlicht, das nur wenig in Bezug auf die
Achse des einfallenden Laserstrahls abgelenkt wird, tragt den Namen ,Forward Scat-
ter”. Diese messtechnische GrdBe ist proportional zum Zellvolumen. Das Laserlicht,
das um Winkel im Bereich von 90° zum einfallenden Laserstrahl gestreut wird, wird
,Side Scatter genannt. Diese messtechnische GrdBe ist proportional zur Granularitat
der Zelle, die das Licht streut. Mit Hilfe dieses Parameters lassen sich so z.B. Lym-
phozyten, Monozyten und Granulozyten differenzieren.

Das Fluoreszenzlicht, das die Zelle je nach eingesetztem Reagenz zusatzlich emit-
tiert, ist in allen Winkeln bezogen auf den einfallenden Laserstrahl messbar (FL1, 2,
3). Es beféhigt das Gerat zusatzliche Charakteristika der Zelle (z.B. die Expression

12
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von Oberflachenmolekilen) zu messen. Eine gleichzeitige Messung mit bis zu vier
unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Antikdrpern ist mdglich, wenn sich die einge-

setzten Farbstoffe in ihren Emissionsspektren unterscheiden.

FL 3:

Pl

FL 2:
-PI
Side Scatter

- PE
(Granularitat)

y s
/N

Forward Scatter
(ZellgroBe)

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers. Der
einfallende Laserstrahl wird von der Zelle gestreut und abgelenkt (Forward Scatter
und Side Scatter). Das Laserlicht fihrt auBerdem zu einer Anregung des antikdrper-
gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes; er wird auf ein héheres Energieniveau geho-
ben. Fallt der Farbstoff wieder auf sein Ursprungsniveau zurilck, so gibt er Energie in
Form von Photonen ab: FL 1 bis 3 bezeichnet die verschiedenen Photonendetekto-
ren mit einigen ihnen zugeordneten Farbstoffen.

2.3.2 Analyse der Oberflachenmarkerexpression

Fir die qualitative und quantitative Analyse der Expression eines Oberflachenmar-
kers auf der Zellmembran werden die zu untersuchenden Zellen mit einem spezifi-
schen, farblich (z.B. FITC, PE) markierten Antikdrper inkubiert. Je nach Vorliegen
des interessierenden Oberflachenmolekils bindet der Antikérper an die Zellen, die,
auf diese Weise markiert, mittels Durchflusszytometer-Analyse ermittelt werden kon-
nen.

Pro Durchflusszytometer - Réhrchen benédtigt man 2:10° Zellen. Die entsprechende
Zelllssung wird bei 1500 U/min bei 8°C fiir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
wird abgekippt und anschlieBend werden die Zellen in 2ml PBS resuspendiert.

13
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Nachdem 100ul dieser Losung mit 10ul des Antikdrpers/ 10ul der Isotypenkontrolle
versetzt wurden, werden die Proben 10 Minuten im Dunklen inkubiert. Zum Schluss
werden 0,4ml PBS hinzugeflgt und die Probe kann am Durchflusszytometer analy-

siert werden.

OPM2

Counts

AL >

Fluoreszenzintensitat (log)

Abbildung 2.4: Oberflichenmarkermessung. Die Abbildung zeigt die relative Ex-
pressionsstarke des Oberflachenmarkers CD221 (schwarz) und die Isotypenkontrol-
le (grau) der Myelomzelllinie OPM2.

2.3.3 Fluoresceinisothiocyanat (FITC)

Fluoresceinisothiocyanat ist neben PE der fluoreszierende Farbstoff, der fir die
Durchflusszytometer-Analyse am haufigsten verwendet wird. Es handelt sich hierbei
um ein kleines organisches Molekul, das typischerweise Uber primare Amine oder
Lysine an Proteine gebunden wird. Normalerweise sind zwischen 3 und 6 FITC- Mo-
lekUle einem Antikdérper angelagert. Angeregt werden die FITC-Molekulle durch einen
Argon-Laser im Bereich von 488nm. Die Energie, die sie beim Ruckfall auf das ur-
springliche Energieniveau wieder abgeben, wird in Form von Photonen bei 530nm

gemessen.

2.3.4 Phycoerythrin (PE)

Bei Phycoerythrin handelt es sich um ein groBes Protein, das neben FITC der am
haufigsten verwendete Fluoreszenzfarbstoff bei der Durchflusszytometer-Analyse ist.
Zur Markierung wird ein einziges PE-Molekll an einen Antikérper gekoppelt, das
nach Anregung durch einen Argon-Laser mit 488nm bei 570nm emittiert.
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2.3.5 Apoptosedetektion mittels AnnexinV-FITC/PIl-Markierung

Bei vitalen Zellen besteht eine ausgepragte Asymmetrie der Zellmembran; Phos-
phatidylserin befindet sich bei vitalen Zellen ausschlieBlich auf der zytoplasmatischen
Innenseite der Zellmembran. In frihen Apoptosestadien verliert die Zellmembran ihre
Asymmetrie, so dass es unter anderem zur Translokation von Phosphatidylserin auf
die AuBenseite der Membran kommt. AnnexinV ist ein phospholipid-bindendes Pro-
tein mit einer hohen Affinitat fir Phosphatidylserin. Dieses Protein kann somit als
empfindliche Sonde fir die Phosphatidylserin-Exposition auf der Membranaussensei-
te, wie sie auf allen apoptotischen Zellen zu finden ist, eingesetzt werden. Koppelt
man nun das AnnexinV mit einem Flourescein (FITC), welches von einem Argon-
Laser bei einer Wellenlange von 488nm angeregt wird, lassen sich apoptotische Zel-
len durchflusszytometrisch quantifizieren.

Da nekrotische Zellen durch den Verlust der Membranintegritédt ebenfalls AnnexinV
binden, lassen sich allein mit Hilfe der AnnexinV- Farbung apoptotische nicht von
nekrotischen bzw. spatapoptotischen Zellen unterscheiden.

Um dennoch eine Unterscheidung zwischen diesen Zellpopulationen treffen zu kon-
nen, kombiniert man die AnnexinV-FITC- mit einer Propidiumiodid (Pl)-Farbung. Fur
diesen DNA-Farbstoff ist das Eindringen in nekrotische/spatapoptotische Zellen cha-
rakteristisch, wo er sich der DNA anlagert. Pl ist im Gegensatz zu FITC ein nach op-
tischer Anregung nicht grin sondern rot fluoreszierender Farbstoff. Er wird bei
488nm angeregt und emitttiert bei 617 nm.

Lebende Zellen sind folglich sowohl AnnexinV-FITC- als auch Pl-negativ. An apopto-
tische Zellen bindet das AnnexinV-FITC, fir Propidiumiodid sind sie negativ. Nekroti-
sche/spatapoptotische Zellen lassen sich durch beide Molekile anfarben, sie sind

zweifach positiv.
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Kontrolle 24h

Pl

48h 72h

Annexin-V-FITC

Abbildung 2.5: AnnexinV-FITC/Pl-Apoptose Assay. NCI-H929 wurden Uber 72
Stunden mit 1uM NVP-AEW541 inkubiert und die Apoptoseinduktion wurde alle 24
Stunden mittels AnnexinV-FITC/PI-Farbung ermittelt. Die Abbildung zeigt eine deut-
liche Verlagerung der Zellen vom AnnexinV-FITC und Pl negativen Bereich bei 0
Stunden Uber den frihapoptotischen Bereich (AnnexinV positiv, Pl negativ) in den
spatapoptotischen Bereich (zweifach positiv) bei 72 Stunden.

Im Einzelnen werden jeweils 4 ml einer Zellsuspension mit 2:10° Zellen/ml in einer 6-
well-Platte mit verschiedenen Konzentrationen einer Substanz als 3-fach-Ansatz in-
kubiert. Im Anschluss werden diese Zellen geerntet, bei 1500 U/min bei 8°C 8 Minu-
ten lang zentrifugiert und nach Abschiitten des Uberstandes einmal mit 1ml kaltem
PBS gewaschen, bevor das Zellpellet in 300ul kaltem ,Binding Buffer resuspendiert
wird. Jeweils 100ul dieser Zellsuspension werden in neue Durchflusszytometer-
Tubes transferiert und mit 5ul AnnexinV-FITC versetzt. Nach 15-minGtiger Inkubation
bei Raumtemperatur im Dunklen werden 10pl Pl in einer PBS-Verdinnung von 1:20
hinzugeflgt. Nach Zugabe von weiteren 300ul ,Binding Buffer erfolgt nun die Analy-
se am Durchflusszytometer, wobei die Kanale FL1 (Annexin V-FITC) und FL3

(Propidiumiodid) am Epics Coulter XL Durchflusszytometer verwendet werden.
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2.3.6 Zellzyklusanalyse/ SubG-Messung

Die SubGi-Messung ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung des DNA-
Gehaltes der Zellen, woraus sich Rickschlisse auf den Zellzyklus ziehen lassen. Es
kann so u.a. untersucht werden, ob eine Substanz z.B. zu einem Zellzyklusarrest
fuhrt.

Der Zellzyklus gliedert sich in zwei Hauptphasen: die Mitosephase und die Interpha-
se. Letztere ist durch die Replikation der DNA gekennzeichnet und wird weiter unter-
teilt in G1/Go-, S- und Go-Phase. In der postmitotischen Gi-Phase beginnt die gerade
durch Teilung entstandene Zelle zu wachsen. Als Gy-Phase bezeichnet man eine
Ruhephase. Einige Zelltypen (wie z.B. Lymphozyten) kénnen nach ihrer Ausdifferen-
zierung fir Wochen oder Monate in der Gi-Phase verbleiben ohne sich zu teilen, so
dass man die Gi- dann als Gy-Phase bezeichnet. Aus dieser ist eine Rickkehr in die
Gi-Phase zur folgenden Teilung allerdings jederzeit méglich. Die G¢- und die Go-
Phase weisen einen haploiden Chromosomensatz auf. In der S-Phase (Synthese-
phase) erfolgt die Replikation der DNA, so dass jedes Chromosom am Ende dieser
Phase aus zwei Chromatiden besteht (diploider Chromosomensatz). In der Go-
Phase, der pramitotischen bzw. Postsynthese-Phase bereitet sich die Zelle auf die
Mitose vor, die anschlieBend in der M-Phase (Mitosephase) von statten geht. In die-
ser Phase erfolgt die Trennung der Chromosomen, Teilung des Zellkerns (Karyoki-
nese) und der Zelle (Zytokinese) in zwei Tochterzellen, die sich dann wiederum in
der G1/Go-Phase befinden. Durch Anféarbung mit einem DNA-spezifischen Farbstoff
(Propidiumiodid (Pl)), wird der DNA-Gehalt der Zelle durchflusszytometrisch quantifi-
zierbar. Dadurch kbnnen zum einen Zellen detektiert werden, deren DNA-Gehalt vom
klassischen Zellzyklus abweicht. Zum anderen lassen sich damit aber auch Zellen
messen, die durch Apoptosevorgange eine reduzierte Menge an DNA enthalten und
sich in der sogenannten SubG-Fraktion befinden. Zellen dieser Fraktion haben we-
niger als einen kompletten Satz an DNA, sie sind hypodiploid.
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Zellzahl

diploider
Chromosomensatz
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DNA-Gehalt

Abbildung 2.6: DNA-Histogramm und Zellzyklusschema. Aus der Messung einer
Vielzahl von Zellen entsteht das DNA-Histogramm (links), wobei eine Sub-Gj-
Population links des Gy/Gi—Peaks zu finden wéare. Das Schema des Zellzyklus
(rechts) zeigt die verschiedenen Phasen, wobei in der M- und der S-Phase teilweise,
in der G,-Phase vollstandig ein diploider Chromosomensatz vorliegt.

Im Einzelnen werden 2-4ml einer Zellldsung der Konzentration 2-10°Zellen/ml ver-
wendet. Die Zellen werden bei 1500 U/min fiir 6 Minuten zentrifugiert und der Uber-
stand wird dekantiert. Nach Fixierung der Zellen durch Zugabe von 1ml 70% Ethanol
wird der Ansatz bei -20°C fiir eine Sunde inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen
zweifach mit eiskaltem PBS gewaschen und in 1ml PBS resuspendiert, bevor 40ul Pl
(1mg/ml) zum Anfarben der DNA hinzugeflgt werden. Zum Entfernen der RNA, wel-
che ebenfalls von Pl angeféarbt werden kdnnte und somit das Messergebnis verfal-
schen wirde, werden auBerdem 25ul RNase A (10mg/ml) dazugegeben. Der Ansatz
wird 30 Minuten im Dunklen inkubiert und das Uberschissige Pl wird zweifach mit
eiskaltem PBS ausgewaschen. Dann werden die Proben in neue Tubes gefiltert, um
die Zellen voneinander zu separieren und so zu verhindern, dass zusammenkleben-
de Zellen die Messung stdren. So kénnten zwei verklumpte Go-Zellen als eine Go/M-
Zelle detektiert werden und auf diese Weise das Ergebnis verfélschen. Die auf Eis

lagernden Zellen werden nun durchflusszytometrisch analysiert.
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2.4 Western Blotting

Der Western Blot ist ein Verfahren, um die qualitative und semiquantitative Expressi-
on von Proteinen darzustellen. Dabei kdnnen in einem mehrschrittigen Verfahren
verschiedene Proteine mittels Chemolumineszenz nachgewiesen werden.

Die Zellen werden lysiert und die intrazellularen Proteine der Zellen mittels Gel-
elektrophorese aufgetrennt. Die Proteine werden auf eine Membran Ubertragen und

mit monoklonalen Antikérpern identifiziert.

2.4.1 Zelllyse

Nach Inkubation werden flr jedes Motiv mindestens 1-108 Zellen lysiert, die zuvor mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Substanz bzw. unterschiedlich lange im Brut-
schrank inkubiert worden waren.

Die Zellen werden bei 1500 U/min fiir 8 Minuten bei 8°C abzentrifugiert. Der Uber-
stand wird abgeschittet und die Zellen werden einmal mit 4ml eiskaltem PBS gewa-
schen und erneut zentrifugiert. Danach wird der Uberstand dekantiert und die Zellpel-
lets werden in 1ml PBS resuspendiert und in 1,5m| ReaktionsgefaBe transferiert. Im
Anschluss erfolgt eine Zentrifugation bei 2500 U/min fir 6 Minuten bei 4°C, so dass
der zellfreie Uberstand anschlieBend vollstandig abpipettiert und verworfen werden
kann. Nach der Zugabe von 100ul Lysepuffer (s. 2.4.6) wird die Zellsuspension gut
gevortext und zum Lysieren der Zellen und somit Freisetzen der intrazellularen Pro-
teine 30 Minuten lang auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgt die Zugabe von 10ul
10% NP-40 (IGEPAL CA-630) zur weiteren Lyse der Zytoplasmamembran. Nach 15-
min(itiger Inkubation im Uberkopfschiittler bei 4°C wird die Probe bei 13.000 U/min
fir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die Uberstinde, die die interessierenden intra-
zellularen Proteine enthalten, werden anschlieBend in neue Eppendorf-GefaBe trans-
feriert und die Pellets mit den unbrauchbaren Zellresten werden verworfen.

Nun erfolgt die Bestimmung der Proteinkonzentrationen mit Hilfe des photometri-
schen Bradford-Assays. Dazu werden 2ul der jeweiligen Probe mit 800ul Aqua dest.
und 200p! eines Farbereagenz (BioRad Protein Assay solution®) versetzt. Dieses
Reagenz enthalt u.a. Coomassie-Brillant-Blau, einen Triphenylmethanfarbstoff, der
zum Anfarben von Proteinen verwendet wird. Er lagert sich an die basischen Seiten-

ketten der Aminosduren an und farbt damit Proteine unspezifisch an.
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Nach 5 Minuten wird nun die Proteinkonzentration bei 595nm auf der Grundlage ei-
ner Eichkurve mit Hilfe des Eppendorf BioPhotometers bestimmt.

2.4.2 Gel-Elektrophorese

Durch Verdinnung mit Lysepuffer werden die Proteinkonzentrationen der verschie-
denen Proben einander zundchst mengenmaBig angepasst. Jeweils 50ul einer Probe
werden mit Loading Buffer im Verhaltnis 1:1 versetzt, um die Probe zu beschweren
und spater das Beladen der Geltaschen zu erméglichen. Die Proben werden nun gut
verschlossen fur 5 Minuten durch Kochen denaturiert und dann bei 6000 U/min fir 2
Minuten bei 4°C zentrifugiert. Nun folgt das Beladen der vorbereiteten Polyac-

rylamidgele mit den Proben.

Trenngel (fur 4 Gele):

Substanz 10% 12% 15%
Aqua dest. 10,4ml 8,8ml 5,9m|
Tris 6,3ml 6,3ml 6,3ml
(1,5M, pH 8,8)

Acrylamid/ Bis 8,3ml 9,8ml 12,3ml
(30% (37.5:1))

APS (10%) 250yl 250ul 250ul
TEMED 15ul 15ul 15ul

Die Trenngele werden nach den obigen Angaben gegossen, wobei die Gelplatten zu
% mit der jeweiligen Gellésung gefillt und mit Isopropanol tberschichtet werden, so
dass ein glatter Abschluss entsteht. Nach erfolgter Polymerisation kann nach ca. 30

Minuten das Sammelgel gegossen werden.
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Sammelgel (fur 4 Gele):

Substanzen Volumen
Aqua dest. om|

Tris 3,8ml
(1M, pH 6,8)

Acrylamid/Bis 1,9ml
(30% (37.5:1))

APS 250 pl
(10%)

TEMED 250l

Das Isopropanol wird zunachst abgekippt, anschlieBend wird das Sammelgel gegos-
sen und die Kdmme als ,Taschenschablone® kdnnen eingefligt werden. Nach dem
Auspolymerisieren werden die Gele in die Elektrophoresebehalter gestellt, die mit
Elektrophoresepuffer gefillt werden. Die Kdmme werden entfernt und die Taschen
kénnen gespult und anschlieBend mit jeweils 10ul der Proteinlésung bzw. 7ul des
Markers (Kaleidoscope-precision plus protein standard-Biorad) beladen werden. Im
Anschluss kann nun die Elektrophorese mit Hilfe des Power Supplies ,Power Pac
300 (BioRad) bei zunachst 80V gestartet werden. Nachdem die Proteine das Trenn-

gel erreicht haben, wird die angelegte Spannung auf 100V erhdht.

2.4.3 Transferblot

Um die nach Molekulargewicht aufgetrennten Proteine von den Gelen auf die PVDF-
Membranen zu transferieren, werden letztere und Filterpapiere zurechtgeschnitten.
Die Membranen werden fir 15 Sekunden in 100% Methanol, 2 Minuten in Wasser
und zusammen mit den Schwammen und Filterpapieren fir 2 Minuten in Transferpuf-
fer geschwenkt. AnschlieBend wird der Gellauf nach ca. 2 Stunden gestoppt, die vom
Sammelgel befreiten Gele luftblasenfrei auf die vorbereiteten Membranen zwischen
Filterpapiere und Schwamme gelegt, in die Transferbehélter gesetzt und diese mit
Transferpuffer gefillt. Der anschlieBende Transfer erfolgt bei 23V Uber Nacht im

Kihlraum.
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2.4.4 Proteinnachweis

Der Proteinnachweis basiert auf einem mehrschrittigen Verfahren, bei dem ein Pri-
marantikérper an das Protein auf der Membran bindet. Ein Sekundarantikérper, der
mit einer Peroxidase konjugiert ist und so mittels Chemolumineszenz nachgewiesen
werden kann, bindet wiederum an den Primarantikérper.

Im Einzelnen werden die Membranen nach erfolgtem Transfer luftgetrocknet, bevor
sie mit jeweils 15ml einer Magermilchpulverlésung (M-TBS-T) fur 1 Stunde bei 40
Mot1/min auf einem Schittler inkubiert werden, um so unspezifische Bindungen der
Antikérper zu verhindern.

Bei 70 Mot1/min werden die Membranen nun viermal fir jeweils 8 Minuten gewa-
schen. AnschlieBend werden die priméren Antikdrper im Verhaltnis 1:1000 mit TBS-
T-Puffer verdiinnt und jeweils 10ml davon auf die Membranen gegeben. Die Inkuba-
tion erfolgt Gber Nacht bei 40 Mot1/min im Kihlraum.

Am folgenden Tag werden die Membranen zunachst viermal mit TBS-T-Puffer bei 70
Mot1/min gewaschen, um so die nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen. An-
schlieBend werden jeweils 10ml der bendtigten sekundaren Antikdrper, im Verhaltnis
1:2000 mit M-TBS-T-Puffer verdinnt, hinzugegeben. Nach erfolgter Inkubation bei 40
Mot1/min Uber eine Stunde werden die Membranen erneut viermal mit TBS-T-Puffer
bei 70 Mot1/min gewaschen, im Anschluss werden 3 ml der ECL-L6sung je Membran
hinzupipettiert, bevor nach unterschiedlichen Expositionszeiten die Chemolumines-

zenz der Banden auf Réntgenfilm festgehalten werden kann.

2.4.5 Membran-Stripping

Um die Membranen fir den Nachweis anderer Proteine wiederverwenden zu kon-
nen, mussen sie zunachst von Antikdrpern befreit werden.

Dazu werden die Membranen in einer Mischung aus 100ml Stripping-Lésung und
960ul Mercaptoethanol fir 30 Minuten bei 50°C im Wasserbad geschwenkt. An-
schlieBend werden die Membranen viermal bei 70 Mot1/min flr jeweils 8 Minuten
gewaschen und es kann mit den Arbeitsschritten des Proteinnachweises fortgefahren
werden (s. 2.4.4).
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2.4.6 Pufferlésungen

Lysepuffer
(far 10ml)

Aqua dest. 8.18ml, Tris (1M, pH 7.6) 250ul, NaF
(1M) 100ul, EDTA (0.5M) 200ul, Aprotinin
(2.1mg/ml) 50pl, Leupeptin (5mg/ml) 20ul, PMSF
(100mM) 100ul, NazVO,4 (100mM) 100pl

Elektrophoresepuffer
(10x, pH 8.3)

Tris 151.4¢9, Glycin 720.65g, Natriumdodecylsulfat
50q, auf 5 | gereinigtes Wasser, pH 8.3 mit HCI
einzustellen

Transfer-Puffer

Tris 30.28g, Glycin 144.13g, Methanol 1580ml,
auf 10l gereinigtes Wasser

TBS
(10x, pH 7.6)

Tris 1219, Natriumchlorid 4009, auf 51 gereinigtes
Wasser, pH 7.6 mit HCI einzustellen

TBS-T-Puffer

100ml TBS, 900ml Aqua dest., 500ul Tween20

M-TBS-T 10g Magermilchpulver, 200m| TBS-T-Puffer

Solution A 200ml 0.1M TRIS-HCI (pH 8.6), 0.05g Luminol
Sodium Salt

Solution B 0.011g para-Hydroxycoumarinsaure gelést in
10mlI DMSO

ECL-Lésung 10ml Solution A, 3ul H2O2,1 ml Solution B

Stripping-L&sung

7.569 Tris, 20g SDS, pH 6.7, vor der Anwendung:
Zugabe von B-Mercaptoethanol
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2.5 Statistik

Die Abbildungen zeigen Mittelwerte und Standardabweichungen von représentativen
Experimenten. Die deskriptive Statistik wurde mittels Excel ausgewertet. Zum Ver-
gleich verschiedener Gruppen wurde der Wilcoxon Test (SPSS 15.0 fiir Windows®)

verwendet, wobei p-Werte < 0.05 als statistisch signifikant angesehen wurden.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Der IGF-1-Rezeptor (CD221) wird von den Myelomzelllinien
stark exprimiert

Zunachst wurde die quantitative Expression des IGF-1-Rezeptors (CD221) auf den
vier Myelomzelllinien OPM2, U266, NCI-H929 und RPMI-8226 untersucht. Hierzu
wurden jeweils 2:10° Zellen der unterschiedlichen Zelllinien mit einem, gegen die a-
Untereinheit des IGF-1-Rezeptors gerichteten Anti-CD221-PE-Antikérper angefarbt
und anschlieBend am Durchflusszytometer analysiert. Zur Erfassung der relativen
Expressionsstarke wurde der Index (Index = Expression des Antigens/ Expression
der Isotypenkontrolle) berechnet. Bei Indices zwischen 1,0 und 1,1 wurde das Anti-
gen als ,nicht exprimiert®, zwischen >1,1 und <2 als ,exprimiert®, zwischen 2,0 und
<3 als ,stark exprimiert” und ab 3 als ,sehr stark exprimiert* gewertet.

Bei dieser Messung (Abb. 3.1) zeigte sich, dass der IGF-1-Rezeptor auf jeder der
vier untersuchten Zelllinien sehr stark exprimiert war (Indices: OPM2: 4.18, U266:
3.7, NCI-H929: 7.8 und RPMI-8226: 8.5), so dass im Folgenden die Wirkung des
kleinmolekularen IGF-1-Rezeptor-Antagonisten NVP-AEW 541 auf die Zelllinien ge-

nauer betrachtet wurde.

OPM2 U266

Counts
Counts

Fluoreszenzintensitat (log) Fluoreszenzintensitat (log)

NCI RPMI

Counts
Counts

Fluoreszenzintensitat (log) Fluoreszenzintensitét (log)

Abbildung 3.1: Der IGF-1-Rezeptor wird von allen vier Zelllinien sehr stark ex-
primiert. Die Expression des IGF-1-Rezeptors (CD221, schwarz) wurde bei den
Zelllinien OPM2, U266, NCI-H929 (NCI) und RPMI-8226 (RPMI) gegen eine Isoty-
penkontrolle (grau) mittels Durchflusszytometrie gemessen.
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3.2 NVP-AEW541 hemmt das Zellwachstum von Myelomzelllinien
Es konnte gezeigt werden, dass auf den Myelomzelllinien OPM2, U266, NCI-H929
und RPMI-8226 der IGF-1-Rezeptor, gegen den die untersuchte Substanz NVP-
AEW541 gerichtet ist, stark exprimiert ist.

Um das Wachstumsverhalten dieser Zelllinien bei Inkubation mit dem IGF-1-
Rezeptor-Antagonisten NVP-AEWS541 zu analysieren, wurde dies in einem Zeitver-
lauf, der mittels WST-1-Assay ausgewertet wurde untersucht. Hierzu wurden 2-10°
Zellen/ml der Zelllinien OPM2, U266, NCI-H929 und RPMI-8226 mit steigenden Kon-
zentrationen an NVP-AEW541 inkubiert (Abb. 3.2). Uber 96 Stunden erfolgte 24-
stlindlich die Messung des Zellwachstums mittels WST-1-Assay.

Es konnte gezeigt werden, dass NVP-AEW541 bei allen Myelomzelllinien das Zell-
wachstum konzentrations- und zeitabhangig inhibiert, wobei das Wachstum der
RPMI-8226-Zellen erst ab hdheren NVP-AEW541-Konzentrationen (6pM NVP-
AEW541) signifikant (p-Werte < 0.05) gehemmt wird (Abb. 3.2D). Nach 24-stindiger
Inkubation lagen die IC50-Werte zwischen 600nM und 1uM.

A

125% - = OPM2
£ 100% - ~ 600nM
=
B 75% - = 1uM
(&)
S 50% - - 3uM
S 25% | , oM

-~ 10pM
0% T T T T T 1

0 24 48 72 96
Zeit (h)

26



ERGEBNISSE

B

125% - = U266
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Abbildung 3.2: NVP-AEW541 inhibiert das Zellwachstum von Myelomzelllinien.
OPM2 (A), U266 (B), NCI-H929 (NCI) (C) und RPMI-8226 (RPMI) (D) wurden ohne,
mit 600nM, 1uM, 3uM, 6uM oder 10uM NVP-AEWS541 (ber 96h inkubiert und alle
24h wurde das Zellwachstum mittels WST-1-Assay bestimmt. Die Abbildungen zei-
gen die Mittelwerte und die Standardabweichungen. *p < 0.05 versus Kontrolle
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3.3 NVP-AEW541 induziert Apoptose bei Myelomzellen

3.3.1 NVP-AEW541 induziert Apoptose bei Myelomzelllinien

Nachdem gezeigt werden konnte, dass NVP-AEW541 zu einer konzentrations- und
zeitabhangigen Wachstumshemmung der Myelomzelllinien fiihrt, stellte sich nun die
Frage, ob dies durch einen Zellzyklusarrest (mit-)verursacht wird. Dies sollte durch
eine SubGi-Messung geklart werden, wozu jeweils 2:10° Zellen/ml der Myelomzellli-
nien OPM2 und U266 mit ansteigenden Konzentrationen an NVP-AEW541 Gber 72
Stunden inkubiert wurden. AnschlieBend erfolgte die Messung am Durchflusszytome-
ter. Es wurde kein Zellzyklusarrest festgestellt (SubG1: OPM2: 2.01%, OPM2+ 3uM
NVP-AEW541: 0,08%; U266: 0,11%, U266+3uM NVP-AEW541: 0,37%).

Somit lag nun die Frage nah, ob bzw. zu welchem Anteil die beobachtete Wachs-
tumshemmung der Myelomzelllinien bei Inkubation mit NVP-AEW541 durch Apopto-
seinduktion verursacht wird.

Dazu wurden jeweils 2-10° Zellen/ml der Myelomzelllinien OPM2, NCI-H929, U266
und RPMI-8226 mit NVP-AEW541 als Konzentrationsreihe angesetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 72 Stunden erfolgte die Messung der Apoptose mittels An-
nexinV-FITC/PI-Farbung am Durchflusszytometer.

Es konnte gezeigt werden (Abb. 3.3), dass die Substanz NVP-AEW541 bei allen vier
Myelomzelllinien zu einer signifikanten Apoptoseinduktion fuhrt. Im Gegensatz zu
den Zellen der Zelllinien U266 und RPMI-8226 waren die OPM2- und NCI-H929-
Zellen bereits bei Inkubation mit geringen NVP-AEW541-Konzentrationen signifikant
AnnexinV-positiv (OPM2:36% bei 600nM, NCI-H929: 70% bei 600nM, U266: 12% bei
3uM/ 18% bei 6uM, und RPMI-8226: 36% bei 3uM).
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Abbildung 3.3: NVP-AEW541 induziert Apoptose in Myelomzelllinien. OPM2
(A), NCI-H929 (NCI) (B), U266 (C) und RPMI-8226 (RPMI) (D) wurden ohne, mit
600nM, 1uM, 3uM, 6uM oder 10uM NVP-AEWS541 fir 72 Stunden inkubiert und die
Apoptoseinduktion wurde nach AnnexinV-FITC/PI-Férbung durchflusszytometrisch

bestimmt. Die Abbildungen zeigen die Mittelwerte und die Standardabweichungen.
*p < 0.05 versus Kontrolle
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3.3.2 NVP-AEWS541 induziert Apoptose bei primaren Myelomzellen

Es konnte gezeigt werden, dass die Substanz NVP-AEW541 Apoptose bei Myelom-
zelllinien induziert. Zur Klarung der Frage, inwieweit sich dieses Ergebnis auf priméare
Myelomzellen Ubertragen lasst, wurde ein Apoptose-Assay durchgefihrt.

Fir diesen Versuch wurde Knochenmarksaspirat von Myelompatienten ficolliert und
die Zellen in einer Konzentration von 2:10° Zellen/ml als Konzentrationsreihe zusatz-
lich mit 30uM Melphalan als Positivkontrolle angesetzt. Nach einer Inkubationszeit
von 48 Stunden wurde die Apoptose mittels AnnexinV/PI-Farbung am Durchflusszy-
tometer bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die Substanz in den BMMCs von
Myelompatienten konzentrationsabhangig Apoptose induziert (Abb. 3.4).

100 7 m Annexin [CIPI
§ 80 1
@ 60 -
o
2 40 -
o
) ” _]—7
0 .
BMMCs 600nM  1pM 6uM 30uM
Mel
NVP-AEW 541

Abbildung 3.4: NVP-AEW541 induziert Apoptose in Myelomzellen (BMMCs).

Die aus dem Knochenmark von Myelompatienten gewonnenen BMMCs wurden
ohne, mit 600nM, 1uM, 3uM oder 6uM NVP-AEW541, oder mit 30uM Melphalan far
48 Stunden inkubiert und die Apoptoseinduktion wurde nach AnnexinV-FITC/PI-
Farbung durchflusszytometrisch bestimmt.
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3.3.3 NVP-AEW541 induziert keine Apoptose bei PBMCs

Zur Klarung der Frage, ob die Substanz spezifisch auf Myelomzellen wirkt oder ob
die beobachtete Wirkung auf eine allgemeine unspezifische Zytotoxizitat des NVP-
AEW541 zuriickzuflhren ist, wurde ein Apoptose-Assay mit PBMCs gesunder Pro-
banden durchgefihrt.

Zur Gewinnung der mononukleéren Zellen wurde das Blut gesunder Probanden ficol-
liert und die Zellen in einer Konzentration von 2-10° Zellen/ml als Konzentrationsreihe
zusatzlich mit 30uM Melphalan als Positivkontrolle angesetzt. Nach einer Inkubati-
onszeit von 48 Stunden wurde die Apoptose mittels AnnexinV/PI-Farbung am Durch-
flusszytometer bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass NVP-AEW541 keine
Apoptose bei mononuklearen Zellen gesunder Spender induziert (Abb. 3.5).

100 7 & Annexin O PI

80 -
< n.s.
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S 40 -
o
<
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NVP-AEW541

Abbildung 3.5: NVP-AEW541 induziert keine Apoptose bei mononukleédren
Zellen (PBMCs) gesunder Probanden.

Die aus dem peripheren Blut von gesunden Probanden gewonnenen PBMCs wur-
den ohne, mit 600nM, 1uM, 3uM oder 6uM NVP-AEW541, oder mit 30uM/10uM
Melphalan fir 48 Stunden inkubiert und die Apoptoseinduktion wurde nach An-
nexinV-FITC/PI-Farbung durchflusszytometrisch bestimmt. n.s.: nicht signifikant
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3.4 NVP-AEW541 hemmt die IGF-1-abhangige Proliferation der
Myelomzelllinien

3.4.1 NVP-AEW541 hemmt die Proliferation der Myelomzelllinien unter
IGF-1-Stimulation

Beim Multiplen Myelom akkumulieren Plasmazellen im Knochenmark. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass Zytokine und Wachstumsfaktoren wie IGF-1 das
Wachstum der Plasmazellen stimulieren (Ge et al., 2000; Tu et al., 2000) und Zell-
Uberleben und Proliferation der Plasmazellen durch Aktivierung des PI3-Kinase/Akt-
Weges sowie des Ras/Raf/Mitogen-activated-Proteinkinase-Signalweges fordern
(Grgnborg et al., 1993; Brodt et al., 2000; Laviola et al., 2007). Nachdem gezeigt
werden konnte, dass NVP-AEW541 bei nicht zusatzlich IGF1-stimulierten Myelom-
zelllinien Apoptose induziert, sollte nun der Frage nachgegangen werden, ob NVP-
AEW541 die IGF-1-abhangige Proliferation zu hemmen vermag. Dazu wurde eine
Konzentrationsreihe mit IGF-1-Stimulation Gber 72 Stunden angesetzt. 2:10° Zel-
len/ml der Zelllinien NCI-H929 und U266 wurden mit steigenden Konzentrationen an
NVP-AEW541 und/oder 200ng/ml IGF-1 in RPMI-1640-Medium ohne Zusatz von
FCS inkubiert. Alle 24 Stunden wurde das Zellwachstum mittels WST-1-Assay be-
stimmt (Abb. 3.6).

Die Myelomzelllinien reagierten stark auf die IGF-1-Stimulation (NCI-H929: +353%,
U266: +66% Zellwachstum der Kontrolle). Bei Inkubation mit NVP-AEW541 wurde
das Zellwachstum stark gehemmt und der IGF-1-bedingte Stimulationseffekt nahezu
aufgehoben:

NCI-H929: +33% (600nM AEW+IGF-1) vs + 353% (IGF-1)

U266: +26% (600nM AEW+IGF-1) vs +66% (IGF-1)

33


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Brodt%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

ERGEBNISSE

A
600% -
- NCI
£ o | ]
S 400% = |GF-1
[
N -
Q *
S
= o, — 600nM AEW
3 200% | + IGF-1
—+ 600nM AEW
0% 1 1 1 1 1
0 24 48 72
Zeit (h)
B
200% -
U266
£ = IGF-1
2 1
S 100% | i . :
Z - 600nM AEW
N + IGF-1
&+ 600nM AEW
0% 1 1 1 1 1
0 24 48 72
Zeit (h)

Abbildung 3.6: NVP-AEW541 inhibiert die IGF-1-induzierte Proliferationszu-
nahme von Myelomzelllinien. NCI-H929 (NCI) (A) und U266 (B) wurden ohne oder
mit 600nM NVP-AEW541 jeweils alleine und in Kombination mit IGF-1 (200ng/ml) in
FCS-freiem Medium inkubiert und das Zellwachstum wurde nach 0, 24, 48 und 72
Stunden mittels WST-1-Assay bestimmt. Fiir die Abbildungen wurden die Mittelwerte
und die Standardabweichungen verwendet. *p < 0.05 versus Kontrolle
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3.4.2 NVP-AEW541 fiihrt zu einer geringen Abnahme der Knochenmarkstroma-
Medium-vermittelten Proliferation der Myelomzelllinien

Beim Multiplen Myelom findet sich der maligne Plasmazellklon im Knochenmark, wo-
bei das dortige Mikroenvironment/ Milieu nachweislich das Uberleben, die Resisten-
zentwicklung, sowie die Proliferation der Myelomzellen unterstitzt. Vermittelt wird
dies unter anderem durch Wachstumsfaktoren wie IGF-1 (insulin-like growth factor-1)
und VEGF (vascular endothelial growth factor) und Zytokine wie IL-6 (interleukin-6),
IL-4 (interleukin-4), SDF-1 (stromal-derived factor-1) und andere (Baumann et al.,
2007; Baumann et al., 2008).

Es konnte gezeigt werden, dass NVP-AEW541 die IGF-1 vermittelte Proliferations-
zunahme von Myelomzelllinien gezielt inhibiert, so dass sich nun die Frage stellte, ob
und inwieweit sich eine Stimulation durch verschiedene Wachstumsfaktoren, in An-
lehnung an das ,Microenvironment® im Knochenmark durch NVP-AEW541 inhibieren
lasst. Dazu wurden die Zellen in RPMI-1640-Medium versetzt mit 50% HS-5-
Stromazell-Medium (ohne FCS) mit NVP-AEW541 inkubiert und anschlieBend WST-
1-Assays durchgeflhrt.

Es wurden 2:10° Zellen/ml der Zelllinien U266 und NCI-H929 mit steigenden Kon-
zentrationen an NVP-AEW541 in FCS- freiem RPMI-1640-Medium, jeweils mit und
ohne Zusatz von 50% HS5-Medium angesetzt, welches von einer 48 Stunden alten
HS-5-Stromazellkultur gewonnen wurde. Das Zellwachstum wurde nach 72 Stunden
mittels WST-1-Assay bestimmt (Abb. 3.7).

Auch in diesem Experiment reagierten die Zellen stark auf die Stimulation. Diese
wurde vermittelt durch die im Stromazellmedium enthaltenen Wachstumsfaktoren,
die in diesem Ansatz zu einer Aktivierung verschiedener Wachstumsfaktorrezeptoren
auf den Zellenoberflachen flihrten (NCI-H929: +11%, U266: +348% Zellwachstum
der Kontrolle). Bei gleichzeitiger Inkubation mit NVP-AEW541 kam es hier sowohl bei
den mit HS-5-Medium inkubierten, als auch bei den ohne HS-5-Medium inkubierten
Zellen zu einem konzentrationsabhangigen Abfall des Zellwachstums. Die Abnahme
des durch HS-5-Medium induzierten Stimulationseffekts auf das Zellwachstum hin-

gegen war nur gering ausgepragt.
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Abbildung 3.7: NVP-AEW541 fiihrt zu einer geringen Inhibition der durch HS-5-
Medium induzierten Proliferationszunahme von Myelomzelllinien. NCI-H929
(NCI) (A) und U266 (B) wurden ohne, mit 300nM, 600nM, 1uM oder 3uM NVP-
AEW541 in FCS-freiem RPMI-1640-Medium, jeweils mit und ohne Zugabe von 50%
HS-5-Medium inkubiert und das Zellwachstum wurde nach 72 Stunden mittels WST-
1-Assay bestimmt. Fir die Abbildungen wurden die Mittelwerte und die Standardab-
weichungen verwendet.
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3.5 NVP-AEW541 hemmt die P70S6-Kinase und 4E-BP-1

NVP-AEW541 inhibiert die Phosphorylierung des |IGF-1-Rezeptors und von Akt
(Maiso et al., 2008). Phosphoryliertes P70S6K und 4E-BP-1 tragen stark zur Resis-
tenz der Myelomzellen gegen Therapeutika, zu einer Erhéhung der Proteintranslation
und des Zellwachstums (Xu et al., 2005; lkezoe et al., 2006), der Zellzyklusprogres-
sion (Lane et al., 1993) und Inhibition der Apoptose (Harada et al., 2001; Hosoi et al.,
1999) bei.

Deshalb stellte sich die Frage, ob NVP-AEW541 ebenfalls zu einer Inhibition des
mTOR-Signalweges, und den darauffolgenden Mediatoren P70S6K und 4E-BP-1
flhrt.

Zur genaueren Betrachtung dieser Proteine bei Inkubation mit NVP-AEW541 wurden
Western Blot Experimente durchgefuhrt: Von den Zelllinien NCI-H929 und OPM2
wurden je 40:10° Zellen pro Ansatz fiir 2 Stunden mit oder ohne 200ng/ml IGF-1
und/oder 1uM NVP-AEW541 inkubiert.

IGF-1 alleine induzierte eine starke Zunahme der Phosphorylierung von P70S6K und
4E-BP-1 und eine leichte Zunahme von pmTOR. NVP-AEW541 alleine inhibierte die
Phosphorylierung von P70S6K und 4E-BP-1 aber nicht von mTOR. Bei gleichzeitiger
Inkubation mit NVP-AEW541 und IGF-1 verhinderte NVP-AEW541 die Phosphorylie-
rung von P70S6K und 4E-BP-1, die mTOR-Phosphorylierung wurde auch hier nicht
oder kaum durch NVP-AEW541 verandert (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8: Inkubation der Myelomzelllinien mit NVP-AEW541 flihrt zu ver-
minderter Phosphorylierung von Mediatoren des mTOR-Signalweges. NCI-
H929 (NCI) und OPM2 wurden Uber 2 Stunden mit 200ng/ml IGF-1 und/oder 1uM
NVP-AEW541 inkubiert und mit den angegebenen Antikérpern geblottet.
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3.6 Synergismus von IGF-1-R-Inhibition und mTOR-Inhibition

3.6.1 NVP-AEW541 wirkt synergistisch mit dem mTOR-Inhibitor RAD001
(Everolimus) auf die Inhibierung des Zellwachstums von Myelomzell-
linien

Vorangegangene Western Blot Experimente haben gezeigt, dass sich der Phospho-

rylierungsstatus von mTOR unter NVP-AEW541-Einfluss nicht verandert. Zur Kla-

rung der Frage, ob die Kombination von NVP-AEW541 mit einem mTOR-Inhibitor zu
einer Zunahme der Wachstumshemmung fuhren kénnte, wurden Zellproliferations-
messungen bei Koinkubation mit diesen beiden Substanzen durchgefiihrt. 2:10° Zel-
len/ml der Zelllinien NCI-H929 und OPM2 wurden mit 600nM NVP-AEW541 oder
100nM RADOO1 oder der Kombination aus beiden Substanzen Uber 48 Stunden in-

kubiert und das Zellwachstum wurde mittels WST-1-Assay bestimmt (Abb. 3.9).

Bei gleichzeitiger Inkubation von NVP-AEW541 und RADOO1 zeigte die Analyse der

Messwerte mit Hilfe der Calcusyn® Software (Biosoft, Cambridge, UK) (Tabelle 3.1),

dass diese Kombination sowohl additive als auch synergistische Wirkung auf die

Hemmung des Zellwachstums der Myelomzelllinien hat. Die Zunahme der Wachs-

tumshemmung war bei den Zellen der Zelllinie NCI-H929 starker ausgepragt als bei

den OPM2-Zellen.

A

125% -
100% -
75% -
30% -
25% -
0%

600nM NVP-AEW541 - - + +
100nM RADOO1 - + - +

Zellwachstum
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Abbildung 3.9: NVP-AEW541 wirkt synergistisch/additiv mit dem mTOR-
Inhibitor RAD001 auf die Inhibierung des Zellwachstums von Myelomzelllinien.
NCI-H929 (NCI) (A) und OPM2 (B) wurden mit 600nM NVP-AEW541 und /oder
100nM RADOO1 inkubiert und das Zellwachstum wurde nach 48 Stunden mittels
WST-1-Assay bestimmt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte und die Standardabwei-
chungen. *p< 0.05 versus Kontrolle

NCI

AEW541 RADO00O1 FA Cl
300 100 0.403283 0.585
300 500 0.403283 0.597
600 100 0.220552 0.668
600 500 0.230447 0.693
OPM2

AEW541 RADO001 FA Cl
300 100 0.649662 1.090
300 500 0.63 3.590
600 100 0.428829 0.170
600 500 0.466216 0.281

Tabelle 3.1: Analyse der Messwerte mittels Calcusyn®-Software. NCI-H929
(NCI) und OPM2 wurden mit NVP-AEW541 (300nM und 600nM) und /oder RAD0O1
(100nM oder 500nM) inkubiert und das Zellwachstum wurde nach 48 Stunden mit-
tels WST-1-Assay bestimmt. Zur Analyse der Messwerte hinsichtlich additi-
ver/synergistischer Effekte wurde die Calcusyn®-Software verwendet. Cl bezeichnet
den Kombinationsindex. Cl 1.1-0.9 bedeutet additiver Effekt, wohingegen Cl < 0.9
einen synergistischen Effekt anzeigt.
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3.6.2 Der mTOR-Inhibitor RAD001 (Everolimus) und NVP-AEW541 fuhren in
Kombination zu einer starkeren Dephosphorylierung von P70S6K und
4E-BP-1 als jede Substanz alleine.

Es konnte gezeigt werden, dass die Kombination von NVP-AEWS541 und dem
mTOR-Inhibitor RAD001 zu einer synergistisch/additiven Hemmung des Zellwachs-
tums fihrt. Da die Proteine P70S6K und 4E-BP-1 in der Signalkaskade nach mTOR
folgen, stellte sich die Frage, ob eine Kombination von NVP-AEW541 und RADOO1
zu einer Zunahme der Inhibition dieser Proteine fuhrt. Fir die Western Blot Analyse
inkubierten wir 40-10° Zellen der Zelllinie NCI-H929 mit 1uM NVP-AEWS541, 100nM
RADOO1 oder der Kombination aus beiden Substanzen Uber 2 Stunden und stellten
dann die Proteinexpression mittels Chemolumineszenz dar.

Es zeigte sich, dass die Kombination aus beiden Substanzen zu einer stérkeren
Dephosphorylierung von p-P70S6K und p-4E-BP-1 flhrte als jede Substanz alleine
(Abb. 3.10).

Inkubation 2h
5
<
(m]
<
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< o +
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s © 2 3
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p-mTOR - e

e

p-P70S6K
p-4E-BP-1 |

Abbildung 3.10: NVP-AEW541 und RAD001 wirken additiv auf die Dephospho-
rylierung von Mediatoren des mTOR-Signalweges. NCI-H929 (NCI) wurden mit
600nM NVP-AEW541 und/oder 100nM RADOO1 Uber 2 Stunden inkubiert und mit
den angegebenen Antikdrpern geblottet.
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3.6.3 NVP-AEW541 und/oder RAD001 (Everolimus) fihren nicht zu einer
Apoptose-Induktion bei PBMCs gesunder Spender

Zur Klarung der Frage, ob die beobachteten Effekte spezifisch fir die Pathophysiolo-
gie des Multiplen Myeloms sind oder ob sie auf eine unspezifische zytotoxische Wir-
kung der Substanzen zurtckzufihren sind, wurde die Wirkung auf die mononukle-
aren Zellen gesunder Spender untersucht.

Zu diesem Zweck wurde das Blut gesunder Probanden zur Gewinnung der mono-
nukledren Zellen zunachst ficolliert. AnschlieBend wurden die Zellen in einer Kon-
zentration von 2:10° Zellen/ml Ober 48 Stunden mit 600nM NVP-AEW541 oder
100nM RADOO1 oder der Kombination beider Substanzen inkubiert und die Apoptose
wurde durchflusszytometrisch gemessen (Abb. 3.11).

Weder die Substanzen alleine noch die Kombination aus beiden induzierte eine
Apoptose in den mononuklearen Zellen gesunder Spender.

100 -
B Annexin OPI
80 -
32
~ n.s.
2 601 I I |
o
S 40 -
Q.
<
20 | '_V
0 .

PBMC 600nM 100nM  600nM
AEW RADO001 AEW +
RADOO01

Abbildung 3.11: AEW und RADOO1 fiihren nicht zu einer Apoptoseinduktion bei
PBMCs gesunder Spender. PBMCs gesunder Spender wurden mit 600nM NVP-
AEW541 und/oder 100nM RADO0O01 inkubiert und nach 48 Stunden wurde die
Apoptose nach AnnexinV-FITC/PI-Farbung durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Abbildung zeigt die Mittelwerte und die Standardabweichungen. n.s.: nicht signifikant
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4. DISKUSSION

IGF-1 ist einer der wichtigsten Uberlebens- und Wachstumsfaktoren fiir Myelomzel-
len und -zelllinien (Sprynski et al., 2009; Klein et al., 2003). Bataille et al. konnten in
einer kleinen Kohorte mit 37 Myelompatienten bei Erstdiagnose zeigen, dass die Ex-
pression des IGF-1-Rezeptors (CD221) auf Myelomzellen einen negativen prognosti-
schen Faktor fir Myelompatienten darstellt (Bataille et al., 2005). Auch erhdhte IGF-
1-Spiegel im Serum von Myelompatienten sind mit einer unglinstigen Prognose ver-
gesellschaftet (Standal et al., 2002), wobei sich die mittleren IGF-1-Spiegel zwischen
Patienten und Kontrollen in der Studie nicht unterschieden. Patienten weisen folglich
nicht zwangslaufig erhéhte IGF-1-Werte auf, eine Erh6hung geht jedoch, so sie vor-

liegt, mit einem unginstigen Krankheitsverlauf einher.

Als Voraussetzung fir die Experimente mit NVP-AEW541 wurde zunachst auf den
Zellen des in vitro Modells die Expression des IGF-1-Rezeptors (CD221) semiquanti-
tativ analysiert. Die vier untersuchten Myelomzelllinien exprimieren diesen Oberfla-
chenmarker alle ,sehr stark®, wobei die Indices zwischen 3.7 (U266) bis hin zu 8.5
(RPMI-8226) variierten.

Diese deutliche Variabilitat der IGF-1-R-Expression ist nicht verwunderlich, betrach-
tet man die lange Entwicklung der Myelomzellklone sowohl in vivo als auch in vitro,
was die Entstehung einer beachtlichen genetischen Vielfalt und folglich einer Flle an

phénotypischen Eigenschaften erlaubt (Georgii-Hemming et al., 1996).

Auf molekularbiologischer Ebene bindet IGF-1 an den IGF-1-Rezeptor und aktiviert
so den Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase)/ Akt-Signalweg und den Mitogen-
aktivierte-Proteinkinase (MAP-Kinase)- Signalweg in Myelomzellen ohne den Janus-
kinase (JAK)/ Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)-Signalweg zu
aktivieren. IGF-1 induziert auf diese Weise eine Zunahme der Myelomzellproliferati-
on, des Zelliberlebens, der Myelomzellmigration, der Zelladh&sion und fihrt darliber
zu einer Resistenz gegeniber zytotoxischen Medikamenten (Quiang et al., 2004; Tai
et al., 2003).
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NVP-AEWS541 fahrte bereits im niedrigen mikromolaren Bereich zu einer starken
Hemmung des Zellwachstums und induzierte Apoptose in Myelomzelllinien. Diese
Ergebnisse decken sich mit denen von Maiso et al. (Maiso et al., 2007).
NVP-AEW541 induzierte bei den Zelllinien OPM-2 und NCI-H929 bereits im nanomo-
laren Bereich Apoptose, wahrend bei den U266 und RPMI-8226 héhere Konzentrati-
onen zur Apoptoseinduktion nétig waren. Dieser Trend spiegelt nur teilweise das
Ausmalf der IGF-1-Rezeptor-Expression wider. So zeigten die Zellen der Zelllinie
U266 die geringste IGF-1-Rezeptor-Expression, passend zur Beobachtung, dass hé-
here NVP-AEW541-Konzentrationen zur Apoptoseinduktion nétig waren. Die RPMI-
8226-Zellen hingegen wiesen die hdchsten IGF-1R-Werte unter den vier Zelllinien
auf (Indices der CD221-Expression: U266: 3.7, RPMI-8226: 8.5), so dass kein direk-
ter Zusammenhang zwischen den beiden Parametern IGF-1-Rezeptorexpression
und Apoptoseinduktion zu bestehen scheint. Vielmehr ist davon auszugehen, dass
durch gleichzeitig bestehende, mutationsbedingte Signalwegalterationen manche
Myelomzellklone starker auf die IGF1-R-Signalweghemmung reagieren als andere.
Bei Inkubation mit primaren Myelomzellen induzierte NVP-AEWS541 bereits im niedri-
gen mikromolaren Konzentrationsbereich Apoptose, wohingegen die Inkubation mit
mononukledren Zellen gesunder Probanden (PBMCs) keine signifikante Zunahme
der AnnexinV-FITC-positiven Zellen zeigte. Die bereits bei den Zelllinien beobachtete
Apoptose-induzierende Wirkung der Substanz ist somit nicht auf eine unspezifische
Zytotoxizitat zurtckzufihren. Vielmehr scheint die Apoptose spezifisch durch Eingriff
der Substanz in die Pathophysiologie des Multiplen Myeloms bedingt zu sein, so
dass die mononukledren Zellen gesunder Probanden nicht beeinflusst wurden.

Beim Multiplen Myelom ist der maligne Plasmazellklon im Knochenmark lokalisiert,
wobei gezeigt werden konnte, dass das dortige Mikroenvironment, bestehend aus
Stromazellen, extrazellularer Matrix und anderen Zellen eine wichtige Rolle in der
Pathophysiologie des Multiplen Myeloms spielt, indem es Uberleben und Zellprolife-
ration der Myelomzellen unterstiitzt (Maiso et al. 2007; Shain et al. 2000). Eine ent-
scheidende Rolle bei dieser Interaktion spielen Zytokine und Wachstumsfaktoren,
deren Transkription und Sekretion durch die Adhasion der Myelomzellen an die

Stromazellen getriggert wird (Gupta et al., 2001; Uchiyama et al., 1993). Mediatoren
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von protektiven Effekten sind Wachstumsfaktoren wie IGF-1 und VEGF, sowie Zyto-
kine, wie IL-6, IL-4 und andere (Baumann et al., 2007; Baumann et al., 2008; Gupta
et al., 2001).

Aus diesem Grund wurde der Effekt des IGF-1R-Antagonisten NVP-AEW541 auf
Myelomzellen untersucht, die mit IGF-1 stimuliert wurden. Wie erwartet zeigte sich,
dass NVP-AEW541 das IGF-1-induzierte Zellwachstum der Myelomzellen aufhob.
Allerdings zeigte sich auch hier ein Unterschied zwischen den verschiedenen Zellli-
nien: die Zellen der Zelllinie NCI-H929 zeigten ein sehr viel besseres Ansprechen auf
die IGF-1-Stimulation (+ 353%) als die Zellen der Zelllinie U266 (+66%). Dieses Re-
sultat I&sst sich in Zusammenhang mit der IGF-1-Rezeptorexpression bringen. Bei
der Oberflachenmarkermessung wiesen die Zellen der Zelllinie U266 die geringste
Expression auf, was die verhaltnismaBig geringe Proliferationszunahme unter IGF-1-
Stimulation erklaren kdnnte. In einer Magenkarzinomzelllinie wurde der Mangel an
Stimulationseffekt durch IGF-1 allerdings durch Interferenz mit IGF-bindendem Pro-
tein (IGF-BP) erklart (Guo et al., 1993), so dass der Zusammenhang zwischen nied-
riger IGF-1-Rezeptorexpression und maBigem Stimulationseffekt, hervorgerufen

durch exogenes IGF-1 nicht zu ausschlieBlich gesehen werden kann.

AuBerdem wurde der Effekt von NVP-AEW541 auf Myelomzellen untersucht, die mit
konditioniertem Medium von HS-5-Knochenmarkstromazellen inkubiert wurden. Im
Gegensatz zu Maiso et al. (Maiso et al., 2007) zeigte sich nur ein moderater Effekt
von NVP-AEW541 auf die so behandelten Myelomzellen. Dieses Resultat ist nicht
Uberraschend in Anbetracht der Tatsache, dass Knochenmarkstromazellen auBer
IGF-1 noch zusétzlich eine Vielzahl anderer Wachstumsfaktoren und Zytokine sezer-
nieren, die Uber die Stimulation verschiedener Wachstumsfaktor-Rezeptoren zu

Uberleben und Zellwachstum fiihren kénnen (Roecklein et al., 1995). Gegensétzlich
zur beobachteten Reaktion auf die IGF-1-Stimulation, wo die Zellen der Zelllinie NCI-
H929 stark reagiert hatten, zeigten hier die Zellen der Zelllinie U266 eine wesentliche
Proliferationszunahme (+348%), die bei den Zellen der Zelllinie NCI-H929 nur gering
ausgepragt war (+11%). Ein méglicher Erklarungsansatz hierflir kénnte in der unter-
schiedlichen Wachstumsfaktor-Rezeptorexpression liegen, wobei bei den Zellen der
Zelllinie NCI-H929 der IGF-1-Rezeptor, den diese Zellen mehr als die Zellen der Zell-
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linie U266 exprimieren, eine dominantere Rolle fur die Proliferation der Zellen zu
spielen scheint als bei den Zellen der Zelllinie U266. Somit flhrt die Inkubation mit
dem HS-5-Medium, in dem zwar auch IGF-1 aber im Verhéltnis zur isolierten IGF-1-
Stimulation wenig dieses Wachstumsfaktors enthalten ist nur zu einem geringen Ef-
fekt. Interessanterweise konnte bei der HS-5-Stimulation nur bei dieser Zelllinie eine
Abnahme des Zellwachstums durch NVP-AEWS541 induziert werden, so dass die
Vermutung nahe liegt, dass dieser Effekt hier durch Apoptose verursacht wird.

Die Proliferationszunahme der Zellen der Zelllinie U266 hingegen scheint vermehrt
Uber die Stimulation diverser, durch das HS-5-Medium stimulierter Wachstumsfaktor-
Rezeptoren vermittelt zu sein, so dass die Blockade eines einzelnen Rezeptors, des
IGF-1-Rezeptors durch NVP-AEW541 nicht ausreichend ist, um eine Wachstums-
hemmung herbeizufihren. Vielmehr scheint die (zuséatzliche) Hemmung der gemein-
samen Endstrecke verschiedener Zytokinrezeptoren, zum Beispiel durch eine
mTOR-Blockade (s.u.) fir eine signifikante Proliferationshemmung nétig zu sein.

Studien haben gezeigt, dass NVP-AEW541 Zellzyklusmodulatoren, sowie mito-
chondriale pro- und antiapoptotische Proteine, MAP-Kinase und Akt beeinflusst
(Maiso et al., 2008; Garcia-Echeverria et al., 2003). Da der PI3-Kinase/Akt/mTOR-
Signalweg wichtig fir Zellwachstum und -lUberleben ist, wurde untersucht, inwieweit
die Hemmung dieses Signalwegs durch NVP-AEW541 auch die Expression von Pro-
teinen moduliert, die in der Kaskade auf Akt folgen. Bei Myelomzellen aktiviert Akt
mTOR, ein Protein, das in Zusammenhang mit dem Wachstum und Uberleben von
Myelomzellen steht. mMTOR wiederum aktiviert P70S6K und 4E-BP-1, die beide zu
einer Erhéhung der Proteintranslation und des Zellwachstums (Xu et al., 2005; Ike-
zoe et al., 2006), der Zellzyklusprogression (Lane et al., 1993) und Inhibition der
Apoptose (Harada et al., 2001; Hosoi et al., 1999) fuhren. Unsere Experimente zei-
gen, dass NVP-AEW541 zu einer starken Hemmung der Phosphorylierung und somit
der Aktivierung von P70S6K und 4E-BP-1 flhrt.

Uberraschenderweise und im Gegensatz zu der Wirkung, die sich bei P70S6K und
4E-BP-1 zeigte, konnten wir nur eine geringe Dephosphorylierung von mTOR bei In-
kubation mit NVP-AEW541 nachweisen.
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Um, unter Berlcksichtigung dieses Ergebnisses, eine weitere Zunahme der Hem-
mung des Zellwachstums von Myelomzellen zu bewirken, koinkubierten wir die
Myelomzellen mit NVP-AEW541 und RADOO1 (Everolimus), einem mTOR-Inhibitor,
der sich bereits in klinischer Erprobung beim Multiplen Myelom befindet (Guenther et
al., 2009). WST-1-Zellwachstumsmessungen bestatigten, dass eine Koinkubation
dieser beiden Substanzen zu additiven und sogar synergistischen Effekten bei
Myelomzellen fihrt. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von O’Reilly et al., die zei-
gen konnten, dass die Kombination aus mTOR-Inhibition (durch Rapamycin) und
IGF-1R-Inhibition durch NVP-AEW541 zu einer additiven Proliferationshemmung in
Prostata — und Mammakarzinomzelllinien fihrt (O’Reilly et al., 2006).

Diese Resultate erscheinen plausibel, betrachtet man die involvierten Signalkaska-
den: So flihrt eine Aktivierung des IGF-1-Rezeptors u.a. zu einer Herunterregulation
des PI-3K-/ Akt-/ mTOR-Signalweges im Sinne einer Feedback-Schleife, teilweise
vermittelt durch eine mTOR/P70S6K-abhangige Abnahme der IRS-1-Expression
(Haruta et al., 2000). Folglich fihrt eine Inhibition von mTOR zu einem Wegfall die-
ses negativen Ruckkoppelungsmechanismus und somit zu einer Aktivierung der Akt-
Kinase, was wiederum mit einer Induktion von IRS-1 assoziiert ist (O’'Reilly et al.,
2006). Dies kann durch eine IGF-1R-Inhibition durch NVP-AEW541 verhindert wer-
den und es kommt zu einer additiven bzw. synergistischen Wirkung der beiden Sub-
stanzen.

Western Blot Experimente zeigten, dass die Zunahme der Hemmung des Zellwachs-
tums auf eine weitere Abnahme des Phosphorylierungsstatus von P70S6K und 4E-
BP-1 zurtckzufihren ist, wahrend sich der Phosphorylierungsstatus von mTOR nur
gering veranderte. Als Erklarungsansatz kdnnte hierfur in Anlehnung an die oben be-
schriebene Herunterregulation des PI-3K-/ Akt-/ mTOR-Signalweges im Sinne eines
negativen Rlckkopplungsmechanismus erneut eine solche Feed-back-Regulierung
herangezogen werden. Sollten P70S6K und 4E-BP-1 zu einer Herunterregulation er-
go Dephosphorylierung von mTOR im Rahmen eines negativen Rickkopplungsme-
chanismus flhren, so bliebe diese Dephosphorylierung bei einer Blockierung von
MTOR und somit von P70S6K und 4E-BP-1 aus. Dies wirde sich mit unserem Ver-

suchsergebnis decken.
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Zusammenfassend stellt die Blockade des IGF-1-Rezeptors im Allgemeinen und die
IGF-1R-Blockade durch den hier genauer untersuchten kleinmolekularen Tyrosin-
kinase-Inhibitor NVP-AEW541 einen vielversprechenden Ansatz zur Therapie des
Multiplen Myeloms dar. Die Arbeit bildet eine gute Rationale fir weiterfihrende prak-
linische Studien im in-vivo-Modell sowie fiir experimentelle klinische Studien zum
Einsatz der beiden bereits in klinischer Anwendung befindlichen Substanzen NVP-
AEW541 und RADOQO1.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Multiple Myelom ist ein aggressives, in der Regel nicht heilbares Non-Hodgkin-
Lymphom mit typischer Manifestation im Knochenmark. Das Mikromilieu des Kno-
chenmarks, bestehend aus Zellen (Stromazellen, Endothelzellen, Osteoklasten, Os-
teoblasten), Matrixproteinen und léslichen Faktoren (Zytokine, Interleukine) ermég-
licht das langfristige Uberleben der Plasmazellen, die maligne Proliferation und die
Resistenz gegenuber Zytostatika.

Bei einer Vielzahl humaner Malignome konnte eine erh6hte Expression von IGF-1
(insulin-like growth factor-1) und /oder des IGF-1-Rezeptors nachgewiesen werden.
Auch beim Multiplen Myelom konnte IGF-1 als einer der wichtigsten Uberlebens- und
Wachstumsfaktoren fir Myelomzellen und —zelllinien identifiziert werden und sowohl
fur die IGF-1- als auch fir die IGF-1-Rezeptor-Expression konnte eine negative
prognostische Relevanz fir Patienten gezeigt werden.

NVP-AEWS541 ist ein neuartiger, oral verfigbarer Small-Molecule-Inhibitor der IGF1-
R-Tyrosinkinase. In der vorgelegten Arbeit kann gezeigt werden, dass NVP-AEW541
bereits in niedriger Konzentration das Wachstum von Myelomzellen zeit- und kon-
zentrationsabhéangig hemmt. Durchflusszytometrisch konnte nach Annexin-V-
Fluoresceinisothiocyanat/ Propidiumiodid-Farbung (Annexin V-FITC / Pl) die Indukti-
on von Apoptose in Myelomzelllinien, aber nicht in mononuklearen Zellen des peri-
pheren Blutes nachgewiesen werden. Die Stimulation von Myelomzellen mit IGF-1
fihrte zu einer signifikanten Zunahme der Proliferation, die durch die Zugabe von
NVP-AEW541 wirkungsvoll gehemmt werden konnte. Die gesteigerte Proliferation
von Myelomzellen unter Behandlung mit konditioniertem Medium von Knochenmark-
stromazellen dagegen konnte nur partiell durch NVP-AEW541 gehemmt werden. In
Western Blotting Experimenten zeigte sich eine Verminderung der Phosphorylierung
von P70S6-Kinase und 4E-BP-1, aber nicht von mammalian target of rapamycin
(mTOR) unter NVP-AEW541-Behandlung. Die kombinierte Hemmung von IGF-1R
durch NVP-AEW541 und mTOR durch RADOO1 flihrte zu einer synergistischen Ab-
nahme des Myelomzellwachstums. Dies war begleitet von einer synergistischen
Dephosphorylierung von P70S6-Kinase und 4E-BP-1.
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Da sich beide Substanzen — NVP-AEW541 und RADOO1 — bereits in klinischer Er-
probung befinden, liefert die vorgelegte Untersuchung eine gute Rationale fir den
Einsatz von NVP-AEW541 beim Multiplen Myelom, insbesondere in Kombination mit
RADOO1.
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

4E-BP-1
APS

Aqua dest.
ATCC
BMMC

CD

Cl

DMSO
DNA
DSMZ
EC/EC-H:
ECL-Lésung
EDTA
ELISA-Reader
ERK
FACS
FCS

FITC
G-CSF
GM-CSF
Grb2

H202

HCI

IGF-1
IGF-1R
IGF-BP

IL

IMiDs®
IRS

JAK

4E-binding protein-1
Ammoniumpersulfat

Aqua destillata

American type culture collection
bone marrow mononuclear cells
cluster of differentiation
Kombinations-Index
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

elektronenbindender Reaktionspartner in der Atmungskette

enhanced chemiluminescence-Lésung
Ethylendiamintetraessigsaure

enzyme linked immunosorbent assay-Reader
extracellular signal-regulated proteinkinase
fluorescence activated cell sorting

fetales Kalberserum

Fluoresceinisothiocyanat

granulocyte colony-stimulating factor
granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor
growth factor receptor-bound protein 2
Wasserstoffperoxid

Chlorwasserstoff (Salzsaure)

insulin-like growth factor-1

insulin-like growth factor-1 receptor
IGF-bindendes Protein

Interleukin

Immunmodulatorische Substanzen
Insulin-Rezeptor-Substrat

Janus-Kinase
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MAP mitogen-activated-proteinkinase

M-CSF macrophage-colony-stimulating factor

MEK mitogen-activated protein kinase kinase

MGUS monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz
Mot1/min Drehzahl des Motors beim Schuttler

M-Phase Mitosephase

M-TBS-T Magermilchpulver - TRIS buffered saline - Tween20
mTOR mammalian target of rapamycin

n.s. nicht signifikant

NazVO4 Sodium orthovanadate

NADH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form v. NADY)
NaF Natriumfluorid/ Sodiumfluorid

NP-40 Nonidet P-40

P70S6K p70-ribosomal S6 kinase

PBMC peripheral blood mononuclear cells

PBS phosphate buffered saline

PDK-1 3-phosphoinositide-dependant protein kinase-1

PE Phycoerythrin

Pl Propidiumiodid

PISK Phosphatidylinositol-3 Kinase

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinylidenfluorid

Raf rapidly growing fibrosarcoma / rat fibrosarcoma

Ras rat sarcoma

RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

RPMI-1640 Zellkulturmedium (,Roswell Park Memorial Institute® — 1640)
RS mitochondriales Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System
SDF-1 stromal-derived factor-1

SDS sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SOS son of sevenless
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S-Phase
STAT
TBS
TBS-T
TEMED
TRIS
U/min
VEGF
WST-1

Synthesephase

signal transducers and activators of transcription
TRIS buffered saline

TRIS buffered saline-Tween20
Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Umdrehungen pro Minute

vascular endothelial growth factor

water soluble tetrazolium-1
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8. ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Einleitung

Abb. 1.1

Wichtige Signalwege beim Multiplen Myelom

Patienten, Material und Methoden

Abb. 2.1 Schematische Darstellung der Dichtezentrifugation

Abb. 2.2 WST-1-Assay: Umsetzung von WST-1 zu Formazan
Quelle: Roche; Cell Proliferation Reagent WST-1

Abb. 2.3 Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers

Abb. 2.4 Oberflachenmarkermessung

Abb. 2.5 AnnexinV-FITC/ PI-Apoptose Assay

Abb. 2.6 DNA-Histogramm und Zellzyklusschema

Ergebnisse

Abb. 3.1 Der IGF-1-Rezeptor wird von allen vier Zelllinien sehr
stark exprimiert

Abb. 3.2 NVP-AEWS541 inhibiert das Zellwachstum von

Myelomzelllinien
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25

26, 27
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Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Tab.

Abb.

Abb.

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.1

3.10

3.11

NVP-AEWS541 induziert Apoptose in Myelomzelllinien 29, 30
NVP-AEWS541 induziert Apoptose in Myelomzellen (BMMCs) 31

NVP-AEW541 induziert keine Apoptose bei mononuklearen 32
Zellen (PBMCs) gesunder Probanden

NVP-AEW541 inhibiert die IGF-1-induzierte 34

Proliferationszunahme von Myelomzelllinien

NVP-AEWS541 flhrt zu einer geringen Inhibition der durch 36
HS-5-Medium induzierten Proliferationszunahme von

Myelomzelllinien

Inkubation der Myelomzelllinien mit NVP-AEW541 fUhrt zu 38
verminderter Phosphorylierung von Mediatoren des
mTOR-Signalweges

NVP-AEWS541 wirkt synergistisch/additiv mit dem 39, 40
mTOR-Inhibitor RAD0OO01 auf die Inhibierung des

Zellwachstums von Myelomzelllinien
Analyse der Messwerte mittels Calcusyn®-Software 40

NVP-AEW541 und RAD0OO1 wirken additiv auf die 41
Dephosphorylierung von Mediatoren des mTOR-Signalweges

NVP-AEWS541 und RADOO1 fahren nicht zu einer 42
Apoptoseinduktion bei PBMCs gesunder Spender
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9. ANHANG

9.1 Verwendete Materialien und Gerate

9.1.1 Zellkultur

Kurzbezeichnung Bestell-Nr. Hersteller
NCI-H929 ACC 163 DSMZ, Braunschweig, D
OPM2 ACC 50 DSMZ, Braunschweig, D
RPMI — 8226 ACC 402 DSMZ, Braunschweig, D
U266 ACC9 DSMZ, Braunschweig, D
HS-5 CRL-11882 | ATCC, Manassas, USA
RPMI — 1640 BE12 — 702F | Lonza, Basel, CH
PBS 20012-068 Gibco Invitrogen, Karlsruhe, D
FCS 16170 — 078 | Gibco Invitrogen, Karlsruhe, D
Flask 25 cm® 353.014 BD Falcon, Heidelberg, D
Flask 75 cm? 353.136 BD Falcon, Heidelberg, D
Flask 175 cm? 353.118 BD Falcon, Heidelberg, D
Pipette 5ml 86.1253.001 | Sarstaedt, Nimbrecht, D
Pipette 10ml 86.1254.001 | Sarstaedt, Nimbrecht, D
Pipette 25ml 86.1685.001 | Sarstaedt, Nimbrecht, D
Pipetus-Akku - Hirschmann Laborgeréte,
Eberstadt, D
Cell Scraper 25cm 353.086 BD Falcon, Heidelberg, D
Cell Scraper 40cm 353.087 BD Falcon, Heidelberg, D
Trypanblaulésung 15250-061 Gibco Invitrogen, Karlsruhe, D

Neubauer
Zahlkammer

Sarstaedt, NOmbrecht, D
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Rdéhrchen 15ml 62.554.502 | Sarstedt, Nimbrecht, D
Réhrchen 50ml 62.547.254 | Sarstedt, NUmbrecht, D
6-well-plates 353.453 BD Falcon, Heidelberg, D
24-well-plates 353.047 BD Falcon, Heidelberg, D
96-well-plates CLS 3596 Corning Costar, Corning, USA

9.1.2 Zytostatika

Name Bestellnummer Firma
Melphalan M2011 Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, D

9.1.3 Inhibitoren

Name Bestellnummer Firma
NVP-AEW541 WKL-136.478 Novartis, Basel, CH
RADOO1/Everolimus 07741 Sigma-Aldrich,

Taufkirchen, D

9.1.4 Zytokine
Name Bestellnummer Firma
(rh)IGF-1 291-G1 R&D Systems,
Wiesbaden, D
9.1.5 Antikorper fiir die Oberflachenmessungen
Antikérper Klon Bestellnummer Firma
CD 221-PE 1H7 555999 BD Biosciences,
(IGF-1Ra) Heidelberg, D
lgG1 PE PN IMO670 Immunotech/Coulter,
Marseille, F
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9.1.6 Antikorper fur die Western Blot Analyse

9.1.6.1 Primarantikorper

Antikorper Bestellnummer Firma
mTOR 2972 CellSignaling, Frankfurt/Main, D
p-mTOR 2971 CellSignaling, Frankfurt/Main, D
p70S6K 9202 CellSignaling, Frankfurt/Main, D
p-p70S6K 9204 CellSignaling, Frankfurt/Main, D
4E-BP-1 9452 CellSignaling, Frankfurt/Main, D
p-4E-BP-1 9455 CellSignaling, Frankfurt/Main, D
Aktin sc-1616 SantaCruz Biotechnology,
Heidelberg, D
9.1.6.2 Sekundarantikorper
Antikorper Bestellnummer Firma
Schwein Anti- P0217 Dako , Carpinteria, USA
Kaninchen/ HRP
Kaninchen Anti- P0449 Dako, Carpinteria, USA
Ziege Ig/ HRP
9.1.7 Enzyme
Enzym Bestellnummer Firma
Trypsin- EDTA 13924 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
RNase A 10 109 169 001 | Roche, Mannheim, D
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9.1.8 Chemikalien

Precision Plus Protein
Kaleidoscope Standards

Substanz Bestellnummer Firma
ECL RPN2106 Amersham, Little Chalfont, UK
AnnexinV-FITC AnnexinV01-3 | Invitrogen, Karlsruhe, D
WST-1 11644807001 | Roche, Penzberg, D
Marker: 161-0375EDU | Bio-Rad, Minchen, D

Bio-Rad Protein Assay Dye 500-0006 Bio-Rad, Miinchen, D

Reagent Concentrate

Propidiumiodid 537059 Calbiochem/ Merck,
Darmstadt, D

Ficoll Paque 17-1440-03 Amersham, Little Chalfont, UK

PMSF 93482 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Leupeptin L2884 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

EDTA 351-027-100 | Quality Biological , Inc.
Gaithersburg, USA

Aprotinin A6279 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Tween 20 P7949 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Acrylamid/Bis 161-0158 Bio-Rad, Minchen, D

(30% (37.5:1))

APS 161-0700 Bio-Rad, Minchen, D

TEMED 161-0800 Bio-Rad, Minchen, D

NP-40 74385 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
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9.1.9 Sonstige Artikel fiir den Western Blot

Artikel Bestellnummer Firma
Mini-PROTEAN-Comb, 165-3359 Bio-Rad, Miinchen, D
10 wells, Tmm
Spacer Plates 165-3311 Bio-Rad, Minchen, D
Schwamme, 8 x11cm 170-3933 Bio-Rad, Miinchen, D
SDS-PAGE Standards, 161-0318 Bio-Rad, Miinchen, D
broad range
Immobilon-P IPVHO0010 Millipore, Schwalbach, D
PVDF Membran
Kodak Biomax F5513 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
XAR- 5.165.1454 Film
NaCl S7581 Mallinckrodt, Hazelwood, USA
NaF S1504 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
NazVO, S6508 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Tris, pH 7,5 1M 351-006-100 | Quality Biological, Inc.

Gaithersburg, USA

9.1.10 Gerate

Gerat Bestellnummer Firma
Durchflusszytometer | Epics CL BeckmanCoulter,
System Il, Miami, USA
Version 3.0
Elektrophoreseset Ready Gel Cell | Bio-Rad, Minchen, D
Power Pac 164-5050 Bio-Rad, Miinchen, D
BioFuge 75005181 Heraeus instruments,
Osterode, D
Biophotometer - Eppendorf, Hamburg, D
Brutschrank Serie 113110 Forma Scientific, Waltham, USA
Zentrifuge Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
4K1
Zentrifuge Rotina 46R Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, D
ELISA Reader Mithras Berthold, Bad Wildbad, D
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