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Einleitung

1. Einleitung

Das Multiple Myelom ist ein B-Non-Hodkin-Lymphom tinfiltration des
Knochenmarks durch maligne entartete Plasmazellen.

Mit einem Anteil von 10% aller hamatologischen wa 1% aller Mali-
gnome insgesamt (Parkin et al., 2005) ist das Mygedtne haufige bosarti-
ge Erkrankung.

Die Inzidenz nimmt mit dem Alter zu und liegt in ttéleuropa bei
4/100000, bezogen auf den deutschen Bevilkerungssithnitt bei
3/100.000 (Lamerz R, 2002).

Haufige Symptome sind Knochenschmerzen, patholbgisérakturen,
Anamie, Hyperkalzidmie und Niereninsuffizienz.

Knochenlasionen in befallenen Skelettanteilen ehest durch die lokale
Expansion des Plasmazellklons und die SekretiordREisten aktivieren-
der Faktoren. Auch die in 80% beobachtete, meistmaohrom-
normozytare Anamie ist Folge einer Verdrangung ldamatopoese. Die
Entwicklung eines sekundaren Antikbrpermangelsltiesuin einer gestei-
gerten Infektanfalligkeit der Patienten, die Schadg der Nierentubuli
durch Leichtketten und die Hyperkalziamie in eiNegreninsuffizienz.

Die Diagnose des Multiplen Myeloms erfolgt anhared diagnostischen
Trias aus M-Gradient in Serum/Urin, >10% Plasmazrein Knochenmark
und dem Vorhandensein von Endorganschaden (IntenaatMyeloma
Working Group 2003) in Abgrenzung zur MGUS (monalkdte Gammo-
pathie unbestimmter Signifikanz mit <10% Plasmiapelind ohne Endor-
ganschaden).

Eine Abschéatzung der Prognose ist einheitlich ighder Stadieneintei-
lung nach dem ISS (International Staging Systerhpad der Serumwerte
far Albumin undp2-Mikroglobulin mdglich (Greip et al., 2005). Zuskth
ist der molekulargenetische Nachweis chromosomAlsgrrationen wie
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z.B. Deletionen an Chromosomen 13(13g-) oder Tokiaslonen
t(4;14)/t(14;16) prognostisch entscheidend (Aveiskau et al., 2002, Ter-
pos et al., 2006).

Unbehandelt betragt die mediane Uberlebenszeit diaké (Osgood EE,
1962).

Seit mehr als 40 Jahren steht mit dem Alkylanz Malan ein hochwirk-
sames Medikament zur Verfiigung. Melphalan in Koratiam mit Predni-
son (MP) stellte als das ,Alexanian-Schema“ langé den Goldstandard
in der Therapie des Multiplen Myeloms dar. Hierurief3 sich eine signi-
fikante Verlangerung der medianen Uberlebenszéi6ayISSs I), 44 (ISS
II) und 29 Monate (ISS Ill) erreichen. Alternativen diesem bewahrten
Schema wie Vincristin + Doxorubicin + Dexametha$dAD) oder Vinc-
ristin + Mitoxantron-Dexamethason (VND) etc. zeigteeine Uberlegen-
heit in klinischen Studien (Cavo et al., 2002, Mysé trialists”, 1998).
Durch Ergebnisse intensiver Forschung wurden inldeen Jahren eine
Reihe neuer oder bereits bekannter Substanzersithdeapeutische Spekt-
rum aufgenommen. Hierzu gehdren der Proteasomd&itmhBortezomib
und Immunmodulatoren wie Thalidomid und Lenalidomigren Wirk-
samkeit als Monotherapie nach Rezidiv oder Komimnatherapie in Kli-
nischen Studien gezeigt wurde (Mateos et al., 26@8)mbo et al., 2007,
Richardson et al., 2005 u. 2006).

Fur altere Patienten ist eine konventionelle Chaeatpie mit Melphalan,
Prednison und Thalidomid dem Standart MP-Schemadgen (Palumbo
et al., 2006, Facon et al., 2007).

Therapie der Wahl fir junge Patienten < 65 Jalireiree Dosiseskalation
von Melphalan (HD-CT) mit autologer Stammzelltrdaspation (ASCT)
(Attal et al., 1996, Child et al., 2003, Fermandaket 2005). Patienten, die
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keine komplette Remission erreichen, profitieren emer zweiten, inten-
sivierte HD-CT mit ASCT.

Trotz dieser therapeutischen Fortschritte ist éiledung der Erkrankung
nicht zu erreichen, nahezu alle Patienten verstedre den Folgen sich
haufender Rezidive, die als Ausdruck zellularer iteszmechanismen
therapielimitierend sind.

Ziel der aktuellen Myelomforschung ist daher wditerdie Suche nach
neuen Substanzen und Kombinationsschemata zur iHakemg bzw. Ver-
z6gerung dieser Resistenzmechanismen.

1963 wurde das bifunktionelle Alkylanz Bendamustinder ehemaligen
Deutschen Demokratischen Republik synthetisierel diar es, die Wir-
kung der Alkylanzien sowie der Nukleosidanalogaeiner Substanz zu
kombinieren (Ozewski et al., 1963). Bendamustinclstmisch verwandt
mit Chlorambucil und enthalt, anders als die meistederen Substanzen,
zwei funktionelle Gruppen: Die N-Lost-Gruppe alsardkteristisches
Merkmal der meisten Alkylanzien ist gekoppelt aneai, der Gruppe der
Purinanaloga eigenen, Benzimidazolring (Abb. 1). r DButanol-
Hydrochlorid-Seitenkette verdankt die Substanz ikvasserloslichkeit.
Vermutet wird, dass die alkylierende Komponente \§iekung der Sub-
stanz dominiert, Uber die Rolle des Benzimidazgks)herrscht weiterhin
Unklarheit.

Seit 1972 war Bendamustin in der DDR unter dem Na@gostasan im
Handel und ist derzeit zur Therapie des M. Hodgkieler Non Hodgkin-
Lymphome, z.B. der CLL, des Multiplen Myeloms sowdes Brustkrebs
zugelassen. Seine klinische Effektivitdt hat Bendlstim in zahlreichen
Phase I/ll-Studien und einer aktuellen Phase Widit unter Beweis ge-
stellt (Herold et al., 2006, Heider et al., 200hok et al., 2005, Ponisch et
al. 2006, von Minckwitz et al., 2001).
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Dabei zeichnet sich die Substanz durch gute Wdasdietikeit und ein mil-
des Nebenwirkungsprofil aus. Interessante Dateageeal eine nur geringe
Kreuzresistenz mit anderen Alkylanzien wie Melphal@yclophosphamid,
Cisplatin und Carmustin (Strumberg et al., 1999 wine komplexere
Interaktion mit der DNA als konventionelle Alkylaen (Leoni et al., 2003
u. 2008).

Leider liegen trotz bereits Uberzeugender kliniscBtudienergebnisse
kaum experimentelle Ergebnisse zur Wirkungsweisa Bendamustin
beim Multiplen Myelom vor.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die ZytototariBendamustins auf
Myelomzelllinien anhand eines Zellmodells zu ch&zakieren.
Insbesondere galt es, Erkenntnisse Uber die irZdie involvierten Sig-
nalwege zu gewinnen und auf deren Basis Substarizemolekular ge-
zielten Kombinationstherapie mit Bendamustin zunidizieren und zu

testen.

CIH,C

k.
CIH,C COOH

|
CH,

Abb. 1 Bendamustin.Dargestellt ist die chemisch-funktionelle StrukBendamustins.
Die N-Lost-Gruppe als Merkmal der Alkylanzien i$ailn, der Nukleosidanaloga-eigene
Benzimidazolring rot hervorgehoben. Schwarz: Bultdharochlorid-Seitenkette

-10 -
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2. Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien

Die Myelomzelllinien U266, OPM-2, NCI-H929 und RPI8226, sowie

die Stromazelllinie HS-5 stammen von der Deutsc®a@mmlung fur Mik-

roorganismen und Zellkulturen (DMSZ). Die Zellen rden in RPMI —

1640 mit 20-prozentigem Zusatz von fetalem Kalberse(FCS), welches
zuvor bei 56 Grad Celsius uber eine Stunde inaktivivurde, bei 37°C,
5% CQ und 90% Luftfeuchtigkeit kultiviertEs wurde kein Streptomy-
cin/Penicillin verwendet. Die Zellen wurden bis emer Dichte von etwa
5x1C Zellen/ml kultiviert; dann wurde die Kultur geteikin Teil davon

verworfen, und der andere Teil mit Medium auf efie#lkonzentration von
20x10 Zellen/ml verdiinnt und weiterkultiviert. Die Zellialitat vor Be-

ginn eines Experimentes wurde mikroskopisch mitfelgpanblaufarbung

sichergestellt.

2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zu Beginn des Einfrierens wurde ein Einfriermedibargestellt, welches
aus 5ml RPMI1640, 3ml FCS und 2ml DMSO bestands&ewurde bis
zum Abfullen in die Kryoréhrchen auf Eis gelagéiiir das Einfrieren von
Zellen wurden 10Zellen abzentrifugiert, zweimal mit kaltem PBS gew
schen und anschlie3end in 4,5ml Kulturmedium (RFEMOL+ 20% FCS)
resuspendiert. In jedes der Kryoréhrchen wurdereilievd,9ml der Zelllo-
sung und 0,9ml des Einfriermediums gegeben undtsfifio6 Stunden bei
-20C° gelagert. AnschlieRend wurden die ZellenZdirStunden bei -80C°
und schliel3lich bei 196C° tief gefroren. Fur dadtawen der Zellen wur-

-11 -
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den die Kryoréhrchen aus dem Gefrierschrank genamieéMinuten bei
Raumtemperatur angewarmt und schlie3lich in 37Qm&a Kulturmedi-
um dberfuhrt. Es folgten zwei Waschvorgange mittwhedium. An-
schlieRend wurden die Zellen in einer Dichte voa®xZellen/ml in Zell-

kulturflaschen tberfuhrt.

2.1.3 Zellzahlbestimmung
Dafir wurden 50ul einer Zelllbsung mit 50ul der gaypblauldsung ver-
setzt, mit Hilfe des Vortexgerats gemischt, in Neudr-Z&dhlkammern ge-

geben und unter dem Mikroskop die Zellzahl pro ndgezahlt.

2.2 Lichtmikroskopische Zellmorphologiebestimmung
Zur optischen Charakterisierung der Zelllinien wamddiese mittels Zy-
tospin-Verfahren homogen auf Objekttrager aufgetmagnd anschliel3end

nach Pappenheim angefarbt.

2.2.1. Zytospin

Nach Kultivieren in 6-well plates Uber 48h entwedeMedium mit oder
ohne Bendamustin folgte die Entnahme von je ca.QD@0Zellen in Medi-
um. Nach Abzentrifugation des Mediums wurden dies200ul kaltem
PBS suspendiert. Die Objekttrager wurden nun voraisje 100ul Albu-
min pro Kammer besttckt und bei 1000 U/min fur 1@ gentrifugiert, um
dieses gleichmalig zu verteilen. Nun wurden je 1@@n Zellsuspension
in die Spin-Kammern pipettiert und erneut bei 1Q@Min flr 5Smin zentri-
fugiert. Anschlielend wurden die Objekttrager férrhin an der Luft ge-
trocknet.

2.2.2. Zellfarbung

-12 -



Methoden

Die fir wenige Minuten an der Luft getrocknetenfné@te wurden tber 4
Minuten mit Methanol fixiert. Anschliel3end erfolgdee Farbung mit May-
Grunwaldlésung. Nun wurden die Objekttrager 2mal jglinuten mit ge-
puffertem Aqua dest. (i) Uberschichtet. Fur weitere 15 Minuten erfolg-
te die Farbung in Giemsa-Ldsung. Diese wurde letitteh mit Aqua dest.

abgesplult und die Praparate an der Luft getrocknet.

2.2.3 Mikroskopie

Die Obijekttrager wurden mit einem Oltropfen verselmd unter einem
Zeiss—Axioplan Mikroskop bei 40-100-facher Vergniftw mikroskopiert.
Ein reprasentativer Bildausschnitt wurde ausgewéhtt mittels ProgRes

C10 plus-Kamerasystem fotografiert.

2.3 Zellproliferationsmessung

In den Mitochondrien vitaler Zellen erfolgt die Uatsung des roten Tetra-
zoliumsalzes WST-1 zu orange-gelbem Formazan. Remg@faroung und
damit die Zunahme der optischen Dichte der Zellsosipn kann bei einer
Wellenlange von 420-480nm im Photometer bestimmtdem Da avitale
Zellen den Farbstoff nicht umsetzen konnen, karelilie Anzahl vitaler
Zellen mit einer Extinktionserhohung bei 450nm. Brdlen wurden nach
Zugabe von Bendamustin in einer Zelldichte von 1@D in 96-
Microwellplatten im 6-fach Ansatz kultiviert. Dienkubationszeit betrug
unter Standartbedingungen im Brutschrank 24, 4872id Es wurde 10ul
des WST-1 pro well pipettiert und die Zellen wiadarflir 2h inkubiert,
anschlieRend erfolgte die Analyse bei 450 gegenr80n einem Multi-

well-Photometer.

-13 -
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Die Analyse beinhaltete eine Messung von Kontrolig@rbung nicht be-

handelter Zellen) und Blanks (Farbung von Medium).

2.4 Durchflusszytometrische Analysen

2.4.1 Apoptosemessung

In vitalen Zellen besteht eine ausgepragte Asynmimeler Zellmembran.
Phosphatidylserin kommt in vitalen Zellen nur aaf thnenseite der Zell-
membran vor. Zu Beginn der Apoptose verliert didlrdembran ihre A-
symmetrie und es kommt es zu einem ,Flip-Flop* Blembranlipide, d.h.
Phosphatidylserin wird auch auf die Aul3enseiteZdimembran verscho-
ben. AnnexinV vermag an der Zelloberflache an did3kosphatidylserin
zu binden. Durch Koppelung von AnnexinV mit Floweis-thioisocyanat
(FITC), welches von einem Argonlaser bei einer Afddhnge von 488nm
angeregt werden kann, wird die Emission des FITOekids bei einer
Wellenlange von 518nm im Durchflusszytometer gemes¥erliert die
Zelle des Weiteren die Membranintegritat, so kanopiiumjodid (PI),
ein DNA-Farbstoff, die Zellmembran durchdringen wnch an DNA anla-
gern. Pl ist im Gegensatz zu FITC ein nach optistlaseranregung nicht
grin sondern rot fluoreszierender Farbstoff. Pldwiei 488nm angeregt
und emittiert bei 617nm. Durch Kombination der leeidcarbungen kénnen
2 Stadien des Zelluntergangs beschrieben werdefrihe Apoptose: die
Zellen sind AnnexinV positiv und PI negativ, 2. 8pApoptose: die Zellen
sind sowohl fur AnnexinV als auch fiir P1 positim Einzelnen wurden £0
Zellen bei 1500U/min, 8°C, 6 Minuten lang zentrifery, nach Abschutten

des Uberstandes zweimal mit kaltem PBS gewascheémlamn in Annexin

-14 -
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Binding Buffer gelést, um eine finale Zellkonzetima von 2 x 16 Zel-
len/ml zu erhalten.
Binding Buffer: -10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4

-140 mM NacCl

-2,5 mM CadGl
Nach dem Transfer von 100 ul in ein neues Zytom@techen (Sarstaedt)
wurden 5 pl Annexin-FITC und 10 ul PI (Propidiumphdhinzu gegeben
und bei Raumtemperatur im Dunkeln fir 15 min inkwbiNach Zugabe
von 400ul Binding Buffer wurde die Analyse innethatiner Stunde
durchgefihrt. Zur Analyse wurden die Kanéle FL1 rf&xin — FITC) und
FL3 (Propidiumjodid) im Epics Coulter XL Durchflusgometer verwen-
det.

2.4.2 Zellzyklusanalyse

Es wurden 10Zellen bei 1500 U/min fiir 6 Minuten zentrifugiedas Me-
dium verworfen und die Zellen in 1ml 70% Ethanat@endiert. Anschlie-
Rend lagerten wir die Rohrchen zur Fixierung bé&re-im Kihlschrank
Uber Nacht. Am nachsten Morgen wurde das Ethanmérdkifugiert und
verworfen, die Zellen darauf 2 mal mit je 1 ml @lkkm PBS gewaschen
und in 1 ml resuspendiert. Nun erfolgte die Zugabe 25ul RNAse A
(10mg/ml stock) sowie 40ul PI (Img/ml stock) une diagerung unter
Lichtschutz flr 30 Minuten. Anschliel3end wurden Aedisuspension mit-
tels Pipette durch Micropore Netzfolie gefiltertaudie Proben sofort auf
Eis gelagert. Die Analyse am Durchflusszytometeyao@en wir nach spa-
testens 15 Minuten.

Durch die Zugabe von RNAse wird die in der Zellehamdene RNA en-
zymatisch in kleine Fragmente zerlegt.

-15 -
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DNA ist in der Lage, Pl zu binden und somit durah gositives Signal im
Zytometer mit dem Signal der DNA zu interferier®a die RNA jedoch in
kleinen Fragmenten vorliegt, kann beim Messen d@etzen eines geeig-

neten Gates eine Interferenz vermieden werden.

2.5 Western Blot

Zelllyse

10" Zellen wurden 48h in Medium (RPMI 1640 + 20 % F@&ubiert und
dann entsprechend ihrer Adhasion an den Kultutiliscgeerntet. Die
Zellsuspension wurde bei 1500U/min, 8°C, 6 Minul@mg zentrifugiert ,
nach Abschitten des Uberstandes zweimal mit kaB® gewaschen und
dann in 1ml kaltem PBS resuspendiert. Diese Zeltigswurde nochmals
bei 2500U/min 6 Minuten abzentrifugiert und der tdvand verworfen.
Anschlie3end folgte die Zugabe von 100ul Zelllydégu

Zelllysepuffer:dH,O (8,18ml), Tris (250ul, 1M, pH7,6), NaF(100ul, 1M)
EDTA (200ul, 0,5M), Aprotinin (50ul, 2,1 mg/ml) Lpaptin (20ul, 5
mg/ml), PMSF (100ul, 100mM), NdO,4 (100ul, 200mM).

Nach der Homogenisierung der Zellen im Homogenisatoden 10ul NP-
40 10% (IGEPAL-CA 630) dazugeben und die Probemb@i15 Minuten
geschwenkt. Danach erfolgte die Bestimmung dereltkbnzentration.
Hierfir wurde zu 2ul Proteinlésung 800ul Hund 200ul eines Jod-
Farbeagens (Bio-Rad®) zugegeben. Die Proteinkoretesrt wurde im

Photometer gegen einen Nullwert bestimmit.

- 16 -
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Gelelektrophorese

Im Anschlul3 wurden die Proteinkonzentrationen dezednen Proben
durch Zugabe von Lysepuffer einander angeglicheie. Broteinlésung
wurde mit Loading Buffer im Verhaltnis 1:4 verdinmd bei 95°C fir
finf Minuten erhitzt, anschliel3end bei 6000 U/mimez Minuten lang ab-

zentrifugiert und auf Polyacrylamidgele (12% und4dlBcrylamid) aufge-

tragen:
Gel [%)] 8 10 12 15
dH,O [ml] 6 52 4,3 3
Tris 1,5M pH8,8 [ml] 3,15 | 3,15| 3,15 3,15
Acrylamid [ml] 3,3 415 | 5 6,3
10% APS [l] 125 | 125 | 125| 125
Temed [ul] 7,5 7,5 7,5 7,5

Tab.1 Western Blot-Gele

Die Gelkammern wurden zu % mit der jeweiligen Gwlidg gefullt, an-
schlielend mit 500l Isopropanol Uberschichtet 3dd/linuten stehen ge-
lassen. Nach einer halben Stunde wurde das Isapsbpégegossen und
die Gelkammern viermal mit Aqua dest. gereinigt getirocknet. Danach
erfolgte die Zugabe des Stacking Gels:
- 6,4ml dHO, 2,7ml Tris 1,5M pH8,8; 1,35ml Acrylamid; 125uP&

10%; 12,5ul Temed.
Nach Zugabe des Stacking Gels wurde die KdmmeubiBalymerisierung
(45 Minuten) in die Kammern gesteckt. Die Gele vamrdnschliel3end in
die Elektrophoresebehalter gestellt und diese mitrfthg Buffer gefillt.
Nach Entfernung der Kadmme wurden die Geltaschendydh mit Run-

ning Buffer gespult und mit 20ul Proteinlosung bA®ul Marker gefulit.

-17 -
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Die angelegte Spannung betrug, solange sich ddsifion Stacking Gel
befand, 100V, nach Erreichen des Separation Geldensie auf 150V er-
hoht.

Blotting
Die nun nach dem Molekulargewicht aufgetrenntentdfne wurden auf
PVDF-Membranen tbertragen.
Zum Transfer der Proteine auf die Membranen wudiese in Methanol
100%, ddHO (doppelt destilliert), und Transfer Buffer getkkéimAnschlie-
Rend wurden die Gele auf die Membranen zwischéerpapiere und
Schwdmme gelegt, in die Transferbehalter gesetdther 23V Uber 12
Stunden bei 8°C inkubiert.
- Transfer Buffer: 25 mM Tris-HCI

192 mM Glycin

0,037 % (w/v) SDS

20% (v/v) Methanol

Nachweis spezifischer Proteine

Der Nachweis spezifischer Proteine basiert aufreinehrschrittigen Ver-

fahren, bei dem ein Primarantikorper an das entbprade Protein auf der
Membran bindet, ein Sekund&arantikdrper wiederundem Priméarantikor-

per bindet, welcher mit einer Peroxidase konjuggrtind so mittels Che-
moluminiszenz nachgewiesen werden kann. Im Einpeerden die

Membranen zuerst luftgetrocknet. Um unspezifischrelingen der spezi-
fischen Antikdrper zu verringern, wurden die Menmtaa 60 Minuten lang
mit einer Magermilchpulverlosung (59 Magermilchperdy aufgelost in

100ml PBST (1l PBS und 0,5ml Tween20)) inkubierndwuanschliel3end

-18 -
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viermal kurz mit PBST gespiilt. Daraufhin wurden Miembranen 10 Mi-
nuten lang mit PBST gewaschen.
PBS-Puffer: NaCl 8 g

KCI 0,29

NaHPO, 1,44 ¢

KH,PQ, 0,249

H,0 1l

Der primare Antikorper (Liste der verwendeten Adpkr siehe Anhang)
wurde 1:1000 mit PBST verdinnt und 60 Minuten laagkeinem Schutt-
ler mit den Membranen inkubiert. AnschlieRend waraécht gebundene
Antikorper mit PBST (4-mal fur jeweils 10 Minute@jpgewaschen. Der
sekundare Antikorper wurde 1:2000 mit Blocking-Lbdgwerdinnt und fur
60 Minuten auf dem Schdattler (10/min) auf die Meari@n geben. Die An-
tikbrper-Milchpulver-Losung wurde mit PBST (siehieem, wonach wieder
viermal 10 Minuten lang) abgewaschen. Anschliel3geadien jeweils 3 ml
der 2 ECL Ldsungen auf die Membranen geben und kacter Zeit die
Chemoluminiszenz der Banden mit Rontgenfilmen fesadfen. FUr den
Nachweis der entsprechenden Phosphoantikorper ztenutir statt PBS,
welches durch die enthaltenen F@uppen zu Interferenzen fuihren wirde,
TBS.

TBS-Puffer: NaCl 8 g

Tris 2,42 g
HO 1l
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Membran-Stripping
Die Antikorper wurden mittels Stripping-Puffer vder Membran entfernt,
so dass mehrere Antikorper-Overlays mit jeder Membdurchgefiihrt
werden konnten.
Stripping-Puffer: Tris 7,569

SDS 20 g

HO 11

Hierbei wurden die Membranen im Stripping Puffewso 5% Mecap-
toethanol 35 Minuten lang bei einer Wasserbadteatperon 57C° inku-
biert und anschlieRend in insgesamt drei Waschvggd mit PBS-T ge-
spilt und nach 2 Waschschritten mit 10 — 15% Miidfer geblockt.

AnschlieRend wurde der Nachweis spezifischer Rretaiie oben geschil-

dert durchgefthrt.

2.6 Statistik

In den Abbildungen werden die Mittelwerte mit detarglardabweichun-
gen gezeigt. Die deskriptive Statistik wurde m#tEkcel ausgewertet und
die statistische Signifikanz mit dem Kruskal-Walliest berechnet. P <

0.05 wurde als statistisch Signifikant angesehen.

- 20 -



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Bendamustin induziert Apoptose

3.1.1 Durchflusszytometrische Apoptosemessung

Erstes Ziel dieser Arbeit war es, experimentelléeDau der Zytotoxizitat
Bendamustins auf die vier Myelomzelllinien NCI-H9Q20PM-2, RPMI-
8226 und U266 zu erheben. Entsprechende Daten lbdzidigr IC50 der
Substanz existieren bislang nur fur die CLL (Schevéet al 2002), nicht
jedoch fir das Multiple Myelom. Auf Versuche mitrparen Patientenzel-
len verzichteten wir bewusst, da die klinische RBramd Wirksamkeit von
Bendamustin bereits in zahlreichen Studien betgt |

Es wurden die 4 Zelllinien in einer Konzentratiaanv0,5x16 Zellen/ml in
6-well Platten kultiviert. Bendamustin wurde enesgrend seiner guten
Wasserloslichkeit in Aqua ad iniectabilia als 2,6plgL6sung hergestellt
und in die Zellsuspension pipettiert. Hier sei dmta dass Aqua ad
iniectabilia im Vergleich zu Losungsmitteln lipofdri Substanzen (z.B.
Ethanol, DMSO) keinerlei Eigentoxizitat besitztygb die Gefahr falsch
niedriger IC50-Werte als gering zu erachten istAhlehnung an unsere
laboreigenen Experimente mit Melphalan wurde emeubationszeit von
48h gewahlt, jedoch auch Parallelversuche mit 24h 712h durchgefihrt.
Die Zielkonzentrationen betrugen 1, 3, 10, 30, @@0ml.

Das Zellmedium wurde in regelmafdigen AbstanderFaubumschlag kon-
trolliert und die Zellvitalitat lichtmikroskopisclbeurteilt. Nach entspre-
chender Inkubationszeit wurden die Zellen je nacdigkenz an dem Bo-
den der Kulturschalen mit der Pipette durch mehigeal Spulen, bzw. un-

ter Zuhilfenahme des Zellscrapers geerntet. AnsBkhd erfolgte die Be-
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stimmung der Apoptose am FACS mittels AnnexinV (AWid Propidium

lodid (PI).

Phosphatidylserin kommt in der vitalen Zelle auis@tich an der inneren
Seite der Zellmembran vor. Wird in der Zelle dieofsfpse eingeleitet, so
wechselt Phosphatidylserin bereits in der Frihplaselie Aul3enseite der
Zellmembran, wo es als Bindungspartner fir Annexamiganglich ist. Erst
im weiteren Verlauf kann sich auch Pl durch Verldst Zellmembranin-
tegritdt an die DNA anlagern. Somit reprasentidreidle Apoptosemarker

zeitlich unterschiedliche Apoptosestadien.

100 ] 100 ]
g 30
T 10
[
2 3 3
a

NC| RPMI

0 o040 &0 a0 100 0 20 40 &0 a0 100
positive cells [%)] POSIE CENS %)
100 ] 100

[}
[}

30
10

(o]
[ ]

Benda [pg/mi]
=

—_
=

OPm-2 U266
0 20 40 &0 a0 100 0 o0 40 60 a0 100
positive cells [%) positive cells [%)
WA +P-
Clavi -+ 1+

Abb. 2 Bendamustin induziert Apoptose in der AnnexiV/Pl-Apoptosemessung.
Die 4 Zelllinien NCI-H929 (NCI), OPM-2, RPMI-822&PMI) und U266 wurden tber
48 mit Bendamustin (Benda) 1, 3, 10, 30, 100pghklibiert. Die Analyse erfolgte
durchflusszytometrisch. Der Prozentsatz der Zeheder frihen (AV+/PI-) und spaten
(AV+/PI+) Apoptose wurde bestimmit.
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Eine frihe Apoptose (AnnexinV+/PI-) von bis zu 3@k Zellen war be-
reits in niedrigen Konzentrationen von 10ug/ml Bemdstin zu beobach-
ten. Die Zelllinien unterschieden sich geringflugngihrem Ansprechen,
NCI-H929-Zellen zeichneten sich durch eine besamdeensitivitat auf
Bendamustin aus, wahrend bei U266 ein langsamarstiey der Apoptose
zu verzeichnen war. Auch befanden sich ca. 70%Jd266 selbst bei ma-
ximalen Konzentrationen noch in der frihen Apoptes&hrend die 3 rest-
lichen Zelllinien bereits eine Mehrzahl an Pl pesith Zellen, als Zeichen
der spaten Apoptose, aufwiesen.Keine der getestetZelllinien zeigte

jedoch eine ausgepragte Resistenz gegen die Sal{stain.?).

Die IC50-Werte (Tab. 2) errechneten sich durchrpdkeren aus der je-

weiligen Toxizitatskurve und sind

damit Naherungswerte. Zu ihrer ge- [Zg[jiinie IC-50 Wert
nauen Bestimmung wurden im Be- (Lg/ml)
. . NCI-H929 30
reich der IC50 die Apoptose (Anne- OPM-2 60
xinV) in Schritten von 10ug/ml be- |[RPMI-8226 | 35
U266 65

stimmt, woraus sich ein annahernd

linearer Kurvenabschnitt ergibt. Tab. 2 1C-50-Werte

Im Weiteren galt es, die Toxizitat Bendamustinsrithe Zeit zu erfassen.
Hierzu inkubierten wir die beiden Zelllinien NCI-B9 und OPM-2 mit der
Substanz in den entsprechenden Konzentrationerl\vifioug/ml, gemes-
sen wurde die Apoptose nach 24h, 48h und 72h.

Es bestand ein linearer Zusammenhang zwischen ifaxund Inkubati-

onszeit. Einzig bei der maximalen Versuchskonzéntravon 100 pg/ml

befanden sich nahezu samtliche Zellen bereits Bdbhn der Apoptose.
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Abb. 3 Toxizitat von

Bendamustin  Uber

die Zeit. Die Toxizitat

Bendamustins ist an-
hand der Zelllinie
NCI-H929 (NCI) im

zeitlichen Verlauf Gber
72h dargestellt: der
Zuwachs der spéaten
Apoptose (PI+)ist in
der oberen, der frihen
Apoptose (AV+) in

der unteren Grafik
erfasst.

Pl-positive cells [%]

-o~ NCI

-= 10pg/mi
o 30pg/ml
% 100ug/ml

AV-positive cells [%)]

3.1.2 Inhibition von Zellwachstum

Von besonderem Interesse war weiterhin die KlardegFrage, ob Ben-
damustin in geringeren Konzentrationen das Zellsach hemmt, ohne
bereits apoptotische Pathways zu aktivieren. Hievatden die Zelllinien
NCI-H929 und OPM-2 in 96-Well-Platten in den Konzationen 1, 3, 10,
30, und 100ug/ml Bendamustin inkubiert. Nach 0,48},und 72 Stunden
erfolgte die Inkubation mit WST-1-Reagenz fiir 2 rislen sowie die an-
schlielRende Bestimmung der Extinktion als Korrdked Umsatzes ans Re-
agenz mittels ELISA-Reader. In niedrigen Konzemdregn von 1 und 3
ng/ml war keine Proliferationsinhibition zu beobth der zeitliche Ver-

lauf entsprach dem Verlauf der Kontrollmessung. Hlug/ml aufwarts
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war eine deutliche Abnahme der Extinktion sichtpabb. 4), diese wie-
derspiegelt den Verlauf der Apoptose aus AbscBuilit

Zusammengefasst zeigte sich zwar ein Minderumsatk?V&T-Reagenz,
diesem zugrunde lag jedoch die durch die Apoptesknigte Abnahme der

Zellzahl.
E[rel]

<+  NCI
1.4 = 10pg/ml

12 -4 30ug/ml

- 100pg/ml }
1.0 3 ‘
i iy

0.6
0.4 ]
0.2
0.0

0 24 48 72 tihi

Abb. 4 Inhibition von Zellwachstum. Die photometrische Extinktion (E) als Korrelat
fir den Umsatz an WST-Reagenz ist anhand der &iellNCI-H929 Uber 72 h gezeigt.
Die Extinktion der Kontrolle (NCI) wurde gleich 1[rEl] gesetzt. Die Konzentrationen
1/3 pg/ml wurden wegen Uberlagerung mit der Kolkoize nicht dargestellt.

3.1.3 Aktivierung von Caspase 3

Die Anzahl der proapoptotischen Signalwege in ddteZist grof3 und de-
ren Kommunikation untereinander komplex. Die Eretke der meisten
dieser Signalwege wird jedoch durch Aktivierung Gaspasen vermittelt.
Hierbei spielt Caspase 3 eine essentielle Rolle Aktivierung geschieht

durch eine Spaltung des Ausgangsmolekils von 3B kleinere akti-
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ve Untereinheiten (17 und 11 kD). Diese Untereit@meidie so genannte
Cleaved Caspase, lassen sich im Immuno Blot dspelzifische Antikor-
per detektieren.

NCI-H929 und RPMI-8226 Zellen wurden in 30ml Kulngdium und ei-
ner Zelldichte von 1x10Zellen mit 10/30ug/ml und 30/60pg/ml Benda-
mustin Gber 48h inkubiert. Nach Ernten der Zellghrfen wir einen Wes-
tern-Blot durch. Wir benutzten spezifische Antikérgegen Caspase 3 und
Cleaved-Caspase 3, als Kontrolle wahlten wir elsktmantikorper.

Die Auswahl der Konzentrationen bertcksichtigte raed Faktoren. Zum
einen mussten sie hoch genug gewahlt sein, um amseichenden Anteil
apoptotischer Zellen zu erhalten. Zum anderen jedar eine grol3e Men-
ge an Zellen und Protein zur Detektion notig, wees Auswahl zu hoher
Konzentrationen unmdglich machte.

Aus Abbildung 5 ist ersichtlich, dass es bei zunehder Konzentration zu
einer Abnahme an Caspase 3 bei gleichzeitig stdegellenge an Clea-

ved-Caspase 3 als Zeichen der Aktivierung kam.

NCI-H929 48h RPMI-8226 Abb. 5 Aktivierung

Benda [ug/ml] 0O 10 60 von Caspase 3.

DR e oo g & NCI-H929 und
RPMI-8226-Zellen
wurden  Uber 48
Stunden in  Serum
oder Bendamustin
10/30 bzw 30/60
pg/ml inkubiert. An-
schlieBend erfolgte
der Nachweis von
bzw aktivierter Caspase 3 anhand spezifischer At im Western blot. Der Clea-
ved-Caspase Antikorper (C-Caspase3) bindet anrdigege 17kD Untereinheiten, der
Caspase 3 Antikdrper nur an das inaktive 31kD Milek

Caspase 3 W

C-Caspase 3 |

Actin
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3.1.4 Lichtmikroskopische Bestimmung von Apoptose

Ein besonderes Augenmerk galt der Frage, ob diehdBendamustin indu-
zierten Apoptose Uber eine initiale ,lUberstlrzteitdde der Zellen einge-
leitet wird.

In der Literatur wird dieser Mechanismus mit dengifé der ,,Mitotischen
Katastrophe® bezeichnet und ist als Ursache eingchd verschiedene
Chemotherapeutika ausgelosten Apoptose beschrielmeden. Hierbei
kommt es vorubergehend zu einer vermehrten UbetstiiMitose der Zel-
len mit Aktivierung des Spindelapparates. Aufgrutidses Uberstlrzten
Eintritts der Zellen in die Mitose mit fehlerhafteXNA wird als Resultat
intrazellularer Erkennungsmechanismen die Apopeasgeleitet.

Um diese Frage zu klaren, wurden die beiden duroh interzellular ho-
mogene Morphologie geeignetsten Zelllinien RPMI-@2&d OPM-2 ent-
weder ohne oder mit 30/60 (RPMI-8226) und 10/30NEH pg/ml Ben-
damustin inkubiert, nach 48h geerntet, und mithidles Zytospin-
Verfahrens homogen auf Objektrager aufgetragen.

Als Zellfarbung wahlten wir unsere Standard-FarbfingKnochenmark-
ausstriche, die Pappenheim-Farbung.

Das Augenmerk der lichtmikroskopischen Diagnosak ger Anzahl mi-
totischer Figuren (Pfeilkopfe) und der Anzahl aptigther Zellkérper
(lange Pfeile, Abb. 6).

Wir verzeichneten eine unter steigenden Konzepotreh abnehmende An-
zahl in Mitose befindlicher Zellen bei einer Zunahmpoptotischer Zell-
korper. Gleichzeitig zeigte sich eine deutliche Zlume der intrazelluléaren
Granula.

Lichtmikroskopisch bestand somit bei nachgewies@peptose der Zellen
kein morphologischer Hinweis auf eine stattfindepdéotische Katastro-

phe“.
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Bendamustin

control
=

OPM-2

RPMI-8226

Mitose
Zelle in
--— Apoptose

Abb. 6: Zellmorphologie in der Lichtmikr oskopie Eine Anzahl von 10Zellen wurde
mittes Zytospinverfahren auf Objekttrager aufgetragind reprasentative Abschnitte
nach Pappenheimfarbung fotografiert. Zellen in B &ind durch Pfeilspitze, apoptoti-
sche Zellkorper durch lange Pfeile gekennzeichnet.

3.2Bendamustin induziert einen G2/M-Zellzyklusarrest

Die Interaktion der meisten Alkylanzien mit der DNi&r Zelle geschieht
durch die Ausbildung unphysiologischer Doppel- bZwnzelstrangbin-
dungen, die zu einem Synthesestop der DNA fiuhresadhe hierfur ist
eine Alkylierung der Basen. Die Wechselwirkung Bamdstins mit der
DNA beruht aufgrund seiner alkylanzientypischen d&iSeitenkette auf
dem gleichen Prinzip. Dennoch konnte gezeigt werdkiss die durch
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Bendamustin erzeugten Verknipfungen der DNA-Strétgleiler sind und
ihre Entfernung durch zellulare Reparaturmechanislaegsamer stattfin-
det als die anderer Substanzen (Strumberg et98i6) 1

Die Reparaturmechanismen der Zelle spielen sicB #ellzyklusphasen
ab, der G1 und der G2-Phase. Da wir die WirkungSidostanz auf diese
zellularen Checkpoints als wahrscheinlichen Wirkinegasmus vermute-
ten, fuhrten wir fur alle vier Zelllinien eine Zellklusanalyse durch.

Hierzu wurden die Myelomzellen entsprechend dersiMensbedingungen
zur Apoptosebestimmung mit Konzentrationen von Qpifml Benda-
mustin Uber 48 Stunden behandelt. AnschlieRencttemtwir die Zellen,
inkubierten diese, wie im Methodenteil beschrielrait, RNAse und Pro-

pidium lodid. Die Analyse erfolgte am Durchflussayteter.
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Abb. 7 Zellzyklusanalyse der 4 Melomzelllinien. Die 4 Myelomzelllinien wurden in
Konzentrationen von 1-100ug/ml Bendamustin UberidBabiert und eine Zellzyklus-
analyse am Durchflusszytometer durchgefuhrt.
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Alle 4 Zelllinien zeigten mit ansteigenden Konzatittnen eine wachsende
SubG1-Fraktion als Zeichen der Apoptose. Zusatfiathauf, dass sich bei
submaximalen Dosen von 10-30ug/ml ein grof3er Amteil Zellen in der
G2-Phase akkumulierte, ein so genannter G2-Arst.Zuwachs an Zel-
len in der G2/M-Phase war bei den Zelllinien NCI129%und RPMI-8226
am deutlichsten ausgepragt (32% fur NCI und 43%RfiaMl) und fur alle
Zelllinien statistisch signifikant [P=0,006 (NCI),006(RPMI), 0,005(U-
266)].

Durch hohere Dosen des Medikaments wurde dieseAr@&at Uberwun-
den und die Zellen fielen in die SubG1-Fraktion IAB), die Fraktion der
apoptotischen Zellen.

In Abbildung 8 sind die Veranderung in der Zellayddnalyse anhand Zy-
tometer-Darstellung der beiden Zelllinien NCI-HA28&d U266 gezeigt.

Bendamustin

- + Abb. 8 G2-Zellzyklus-
arrest. Fur die beiden Zell-
linien NCI-H929 und U-
NCI 266 sind die Zellzyklusver-
schiebungen unter Behand-
lung mit Bendamustin
30ug/ml  (+) gegen die
Kontrolle (-) dargestellt.
Schwarz unterlegt ist die
U266 Population in der G2/M-
Phase befindlicher Zellen
mit hohem DNA-Gehalt.

Die Kurve entsteht durch
Messung der Pl-
Fluoreszenz DNA-haltiger Zellen am Durchflusszyttene Zellen in G1-Phase mit
nach der Mitose niedrigem DNA-Anteil und damit rrigdr PI-Emission befinden sich
in der Darstellung am linken Fensterrand. Anscleiel3nach rechts aufsteigend die
Zellen in S-(Synthese-)Phase und G2-M-Phase.

Fluorescence [log]
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Es war nun wichtig, die Entwicklung des G2-Arrestger verschiedenen
Konzentrationen im zeitlichen Verlauf darzustellam herauszufinden, zu
welchem Zeitpunkt und bei welcher Konzentration sligh im Zellzyklus

abspielenden Veranderungen am grof3ten waren.

Diese Entwicklung der G2-Population ist in Abbilgué anhand der Zell-
linie NCI-H929 illustriert.

Wahrend die G2-Fraktion unter 10pg/ml Bendamustinzeitlichen Ver-

lauf bei 48h ihren maximalen Zuwachs hatte, stigg uter 30ug/mi

konstant an. Aus diesen Ergebnissen schlussfoigerte dass somit zur
weiteren Erforschung der intrazellularen Signalwegeranderungen
wichtiger G2-Phase-Regulatorenzyme am deutlichs&reiner Inkubati-

onszeit von 48 Stunden und Konzentrationen von dd) 20pg/ml zu er-

warten waren. Bei Konzentrationen unter 3 pug/ml leenzu keinem mess-
baren G2-Arrest, wahrend 100ug/ml durch die hoheahhapoptotischer

Zellen als Konzentration ausschied.

<+  NCI Abb. 9 G2-Fraktion
01 T homi im zeitlich Verlauf.
-e- 100pg/ml NCI-H929 wurden mit
Bendamustin in den
Konzentrationen 10/30/
100 pg/ml inkubiert.
Die Zellzyklusanalyse
erfolgte nach 0, 24, 48
und 72 Stunden. In der
Graphik ist die Anzahl
in der G2-Phase be-
: : , findlicher Zellen gegen
0 24 48 72 it die Zeit aufgetragen.

40 -

percent cells [%)]
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3.3 Western Blot Analyse des G2-Checkpoints

3.3.1 Inhibition des MPF

Entsprechend der Analysen unserer Zellzyklusmessuingduzierte Ben-
damustin einen G2-Arrestbei allen 4 getesteteriiZielh.

Weitere Erkenntnisse Uber die molekularen Mechaemsuieser Zyklus-
verschiebung waren jedoch aus der Zellzyklusanahysiet zu gewinnen.
Um diesen auf den Grund zu gehen, wurden Veranderuder intrazellu-
laren Expression und Aktivitat der an der Regufatider beiden
Checkpoints G1 und G2 beteiligten Enzyme mittels si¢ée Blot
untersucht.

Es wurden die Konzentrationen 10/30 pg/ml fur NG®28Q und 30/60
pg/ml fur RPMI-8226 gewahlt, da diese durch die imake Auspragung
des G2-Arrests am ehesten nachweisbare ProteiateEmén zu erwarten
lieRen. Die Inkubationszeit betrug entsprechend\iigversuche 48 Stun-
den. Wir inkubierten die Blot-Membranen mit priméusntikdrpern gegen
Cyclin D, Cyclin E, cdk2 (G1-Phase), Cyclin B ungtdin A sowie cdkl
(G2-Phase). Actin diente als Kontrollantikorper &ime gleiche Proteinbe-
ladung der Banden. Die Cycline der G1-Phase wié ad&2 erfuhren kei-
ne Veranderung ihrer Expression (Cyclin D exemptdriin Abb. 8 darge-
stellt). Im Gegensatz dazu war Cyclin B als st&kéande bei 10ug/ml
(NCI) und 30pg/ml (RPMI-8226) sichtbar. Diese Engisbe bestatigten
die in den SubG1-Messungen beobachteten G2-Phaseesungen.
Cyclin B liegt in aktiver Form als Komplex mit d&inase Cdc2 (Cdk1l),
dem MPF (Mitosis-promoting Factor), vor und ist zaler Regulator fur
die Progression von der G2- zur M-Phase des Zdlligyles wird wahrend
der G2-Phase synthetisiert und akkumuliert vor Méose im Zellkern.

Die erhohte Expression von Cyclin B ist jedoch g@nimicht gleichzustel-
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len mit Aktivierung. Denn in der spaten G2-Phagetearte Zellen behal-
ten die Menge des zuvor vermehrt produzierten GyBlbei. Die Aktivitat
des Komplexes hingegen wird maf3geblich durch desptorylierung der
Cdc2-Kinase reguliert. Eine Phosphorylierung betvirkdiesem Zusam-
menhang eine Inaktivierung.

Wir inkubierten somit die Membranen mit einem sfisehen Phosphoan-
tikbrper gegen P-Serl5 Cdc2. Mit steigenden Komaéohen gelang ein
vermehrter Nachweis des phosphorylierten Cdc2 (ABh.

Hieraus folgt, dass trotz quantitativ erh6hter Mamcan intrazellularen

Cyclin B der Komplex durch inhibitorische PhospHmmung inaktiviert

wurde.

RPMI-8226 48h NCI-H323 Abb. 10 Verande-

Benda [ug/ml] 0 30 60 0 10 30 rungen der G2-
o ‘ _ : ' Phase-Regulatoren.

CycinD | - . —-— - ’ S  Nach Inkubation mit

: : : — Bendamustin in dar-
- [ Pr— . gestellten Konzentra-
FRElEn - T — .4 tionen wurden die
Cycline D und Bl
P-Cdc2 | S S S ‘- W W sowie die phosphory-
lierte Form von Cdc2

— ‘ im Wegtern BIo_t
TR S S S A ochgewiesen. Actin

diente als Kontrolle.

3.3.2 Aktivierung des ATM-Chk2-Cdc25A-Signalwegs
Der Cdc2/Cyclin B-Komplex ist Endpunkt einer Viditauf ihn einwir-

kender intrazellularer Signalwege. Die Komplexiiékannter Kaskaden ist

vereinfacht in Abbildung 11 dargestellt, genauerdwin der Diskussion

darauf eingegangen.
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Abb. 11 G2/M-Signalkaskaden.

Um die Rolle dieser Signalkaskaden zu untersuchenutzten wir Anti-
korper gegen die Phospho-lsoenzyme ATM, ATR, Chiik2, Cdc25C
sowie regulare Antikorper gegen Chkl, Chk2, CdcZ5&;25A und 14-3-
30. ATM wurde als Folge der DNA-Schadigung durch Rinmsylierung
an Serl981 aktiviert. Wahrend Chk1 und Chk2 quatintinicht nachweis-
bar waren, so wurde doch Chk2 (Thr 68), nicht j&@dGbkl, als Substrat
von ATM ebenfalls aktiviert. ATR und Chkl waren mignvolviert. Inte-
ressanterweise blieb auch Cdc25C, dessen enzyhmat&ktivitat durch
inhibitorische Phosphorylierung an Tyr162 durch sbiwChkl1l und Chk2,
als auch direkt durch ATM und ATR gesteuert wirdyverandert (Abb.
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12). Im Gegensatz dazu konnten wir zeigen, dassvidiege an Cdc25A
mit zunehmender ATM und Chk2-Aktivierung vermindeitd. Dies ent-

spricht einer proteolytischen Degradierung der Phatase.

- NCI-H82% -
RPMI-8226 48h Abb. 12 Aktivierung

des ATM-Signal-
wegs. Nach Behand-
lung der beiden Zellli-
nien NCI-H929 und
RPMI-8226 mit Ben-
damustin wurden die
Western-Blot-
Membranen mit Anti-
korper gegen P-ATM,
P-Chk2, P-Cdc25C,
Cdc25 A und Actin
inkubiert.

Benda [ug/ml]

ATM

P-Cdc2

P-Cdc25C

Cdc25A

Actin

3.3.3 Aktivierung des ATM-P53-P21-Signalwegs

P53 spielt eine zentrale Rolle in der VermittlungnvApoptose wie auch
von Zellzyklusarrest und wird durch eine VielzatnvStimuli induziert.
Wir untersuchten die Auswirkung von Bendamustin der Aktivitatssta-
tus und die intrazellulare Expression von P53 righiP53 sowie P-P53
(Serl5) Antikorper.

Hier zeigte sich, dass in NCI-H929, nicht jedoch RiPMI-8226, P53
vermehrt exprimiert wurde. In beiden Zelllinien weine starke Aktivie-

rung zu registrieren. Serl5 ist Bindungs- und Phospgierungsstelle fur
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ATM im Molekil. Somit lag eine direkte Aktivierungpn P53 durch ATM
als ein wichtiger Aktivierungsmechanismus vor. P&8uert Uber die
Transkription seiner Zielgene die Synthese einezl2éhl von Proteinen.
So inhibiert P53 z.B. Uber eine Expression von Bt MPF. Western
Blotting zeigte in NCI-H929 wie auch RPMI-8226 Z=ll nach Benda-
mustingabe eine Zunahme des P21 ProteinlevelsniZdkiken (Abb. 13).

RPMI-8226 48h NCI-H928 Abb. 13 P53 und
Benda [ug/ml] 0 30 80 0 10 30 P21. Die Expressi-
on von P53 und
P21 sowie die P53
Aktivitat wurde
mit  spezifischen
Antikoérpern im
Western Blot
nachgewiesen.

P33

P-P53

P21

Actin

P53 ist somit Uber die vermehrte P21-Synthese andigch Bendamustin
hervorgerufenen G2-Arrest beteiligt. 14-3-3s al#teves Substrat von P53
zeigt keine Veranderung (nicht dargestellt).

Um die Beteiligung weiterer pro- und antiapoptdiec Pathways an der
Apoptoseinduktion durch Bendamustin zu untersuchubierten wir die
Zellmembranen zuséatzlich mit Antikérpern gegen BclBcl-XL, BAD,
BAX und XIAP. Die Proteinspiegel samtlicher genamrroteine blieben

jedoch unter Bendamustinbehandlung unverandert.(2bp
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RPMI-8228 48h NCI-H929 Abb. 14 Regula-
Benda[ug/m] 0 30 60 030 tion pro- und an-
— - tiapoptotischer
Signalwege.
Wichtige Proteine
Bax der Bcl- und IAP-
Familie  wurden
AP mit spezmschen
Antikdrpern im
Western Blot de-
Bel-XIL tektiert. Proapopto-
tisch: Bad, Bax.
Antiapoptotisch:
Bad Bcl-2, Bcl-XL,
XIAP.
Actin

3.4 Synergismus mit dem P38MAPK-Inhibitor SB202190

3.4.1 SB 202190 potenziert Bendamustin-induziertepdptose

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, Kombinasipartner zur therapeuti-
schen Wirkungssteigerung von Bendamustin zu finesrschien viel ver-
sprechend, niedermolekulare Inhibitoren wichtigeglptoteine der ent-
schlisselten Signalkaskaden einzusetzen. Vor diétiatergrund koinku-
bierten wir die Zellen mit Bendamustin und dem Matantinabkdmmling
Caffein. Fur Caffein wurde eine Inhibition der Mkide ATM, ATR,
Chk1, und Chk2 sowie eine Aktivierung von Cdc2 mphiesen. Die Ef-
fekte Caffeins auf Apoptose sind der Literatur naeddersprichlich sowie
stark abhangig von der betreffenden Zelllinie (Bedeal., 2006, He et al.,
2003, Sarkaria et al., 1999, Fingert et al., 198é}.inkubierten die Zellen
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eine halbe Stunde vor Zugabe von Bendamustin miftei@a0,03-10uM
und gaben anschlieRend Bendamustin in Konzentetioon 10-30pg/ml
hinzu. Es war weder ein pro- noch antiapoptotisé&feakt zu beobachten.
Des weiteren testen wir einen spezifischen Chkasltdr sowie die beiden
Cdc2-Inhibitoren Roscovitine und Olomoucin. Keimkr genannten Inhi-
bitoren war in der Lage, die Toxizitdt von Bendatmusignifikant zu stei-
gern.

Im Gbrigen richteten wir unser Augenmerk auf diembi@ der MAP-
Kinasen. Im besonderen flir MAIRKSINd in der Literatur interessante Ef-
fekte, wenn auch sehr zelltypabhéangig, auf ApoptogkeZellzyklus vorbe-
schrieben. Wir inkubierten unsere Zellinien mit déd\PKa-Inhibitor
SB212090 in Konzentrationen von 3-10uM. In diesem#éntrationen war
der Inhibitor selbst nicht toxisch (Abb. 15).

60 80 P=0.014
R A S B
% 40 E 60
O 8
:12: .g 40
‘e 20 s
8 8 20
= ™ I == ==
NCI 1 3 10 Benda - - + +
P38-Inh. C[UM] P38-Inh. - + - +
W AV+PI-
[ JAV+/PI+

Abb. 15 SB202190 potenziert Bendamustin-induzierteéApoptose A NCI-H929
(NCI) wurden mit 1/3/10uM P38-Inhibitor Gber 48kkubiert. AnschlieRend wurde die
Apoptose mit Annexin/Pl bestimn. Behandlung von NCI-Zellen mit Medium, 10uM
P38-Inhibitor, 30ug/ml Bendamustin, sowie mit Bamdatin plus Inhibitor (30 Minu-
ten Vorinkubationszeit) und anschliel3ende Apoptesgmmung.
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Darauf erfolgte die Zugabe von Bendamustin 30udpenleiner Inkubati-

onszeit von 48h. Anschlie3end wurden die Zellenrgeeund die Apopto-
se mittels AnnexinV/Pl am Durchflusszytometer bastt. Aus Abbildung

15 wird deutlich, dass der Inhibitor im Synergismersuch in der Lage
war, die apoptotische Potenz von Bendamustin skgmt zu erh6hen. Bei
30 pg/ml Bendamustin und 10uM SB202190 betrug diégmptosezu-

wachs fur NCI-H929 Zellen ca. 100%.

Der synergistische Effekt zeigte eine maximale Aaigpng bei den beiden
Zelllinien NCI-H929 und RPMI-8226. Dieses waren kitleckend interes-

santerweise die beiden Zelllinien mit dem deutliehsG2-Arrest unter

Bendamustintherapie.

3.42 SB 202190 hebt den Bendamustin-induzierten &¥rest
vollstandig auf

In Experimenten konnte gezeigt werden, dass eingvi@kung der P38-
MAPK einen G2-Arrest induziert. Wir folgerten somrmt Umkehrschluss,
dass eine Inhibition der Kinase in der Lage seissaiieinen G2-Arrest zu
unterbrechen. Zur Klarung der Frage, inwieweit eliéf/pothese flr den
fur Bendamustin beschriebenen G2-Arrest qilt, &rvir erst eine Zell-
zyklusanalyse mit dem Inhibitor alleine sowie im8ggismusversuch mit
Bendamustin durch. Es wurde deutlich, dass debitanizu keiner signifi-
kanten Reduktion der G2-Fraktion nicht vorbehamdefiellen flhrte. Bei
Koinkubation mit beiden Substanzen erwirkte der-Ritbitor SB202190
eine komplette Aufhebung der durch Bendamustin drgerufenen Zell-

zyklusveranderungen (Abb. 16).
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P=0.015

100 100
80 1
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NCI 1 3 10 + +

Benda - -
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Abb. 16 SB202190 hebiden G2-Arrest auf. A Zellzyklusanalyse von NCI-H929 Zel-
len nach Behandlung mit P38-Inhibitor uBdnach Behandlung mit Medium (NCI),
P38-Inhibitor, Bendamustin sowie Koninkubation vbrhibitor und Bendamustin.
Dargestellt ist die G2-Fraktion der Zellen.

3.4.3 Aktivierung von P3& MAPK durch Bendamustin
Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse der Symerggxperimente in
Apoptose- und Zellzyklusanalyse eine Wirkungsvekstidgg Bendamustins
durch den Inhibitor sowie eine Aufhebung der Zykkrsinderungen.
Hieraus folgerten wir, dass es einen Zusammenharsgizen der Aktivitat
von P38 und der durch Bendamustin hervorgeruferalzyklusverande-
rungen geben kénne. Diese Vermutung wurde durcialisache gestutzt,
dass bei den beiden Zelllinien NCI-H929 und RPM2BZowohl der in-
duzierte G2-Arrest als auch der synergistischekEféan deutlichsten zu
Tage traten. Zur Klarung dieser Zusammenhéange sudbten wir die Ex-
pression und Aktivitdt von P38 in der Zelle entspiend unserer Vorver-

suche im Western Blot (Abb. 17).
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Benda [ug/mil]

P38

NCI-H929 48h RPMI-8226
0 10 30 0 30 60
~ G

— — S—

Abb. 17 Aktivie-
rung von P38. Die
Expression und Ak-
tivitat von P38 nach
inkubation mit Ben-
damustin  wurden
mit reguldren und
Phosphoantikdrpern
(Tyr 182) im Wes-
tern Blot nachge-
wiesen.

P38 wurde in beiden Zelllinien exprimiert, durchhdadlung mit Benda-

mustin konnte keine quantitativen VeranderungenRteseinspiegels beo-

bachtet werden.
Aktivitatsmessungen mit Phospho-Antikdrpern zeiggetioch eine Akti-

vierung der Kinase durch Phosphorylierung an Tyrdasi2.
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4. Diskussion

Obwohl Bendamustin aktuell eine breite klinischealgation unterlauft
und seine Effektivitat in der Therapie des Multipfyeloms unter Beweis
gestellt hat (Pdnisch et al., 2006), so bestehh diie Mangel an Wissen
Uber seine intrazellulare Wirkungsweise. Es liegpgsher fast keinerlei
publizierte experimentelle Daten hierzu vor (Schevéet al., 2002). Diese
sind jedoch besonders angesichts der Entwickluk@rdtiger Kombinati-
onsregime unbedingt von N6ten, wenn sich die Suoeltd potenten Kom-
binationspartnern nicht in zeitlich und finanzielistranen Zufallsschlagen
auflosen soll.

Alkylanzien und Purinanaloga stellen eine grof3epBeuunter den derzeit
gangigen Chemotherapeutika. lhre Wirkweise ist ies@ntlichen durch
die Induktion der Ausbildung unphysiologischer Kreerkntpfungen zwi-
schen den DNA-Doppel- bzw. Einzelstrangen charahéest. Diese entste-
henden VerknUpfungen aktivieren die zellularen Ragp@amechanismen
und erh6hen damit die Vulnerabilitat der Zelle endeiden zellularen Re-
paratur-Checkpoints G1 und G2. Das Resultat isveher die erfolgreiche
Behebung der Schaden oder, zum Schutz des Erlmgatg&inleitung der
Apoptose, des programmierten Zelltods. Fir vielltoxischen Medika-
mente ist eine Interaktion mit den Mechanismen atie€heckpoint-
Regulation und dem Resultat des Proliferationsst@ghgewiesen worden
(Damia et al., 2004, Bozko et al., 2005). In dies&usammenhang kann
der Versuch der Zelle, die Schaden an der DNA é&lvean Zellzyklusarrest
und Aktivierung der Reparaturmechanismen zu begéiiti als Chemore-
sistenz interpretiert werden.

Meist sind jedoch die induzierten Schaden zu gmof das Bewaltigungs-

potential der Zelle, besonders zeitlich angesiads im Tumorgewebe

_42 -



Diskussion

vorherrschenden Proliferationsgeschwindigkeit, leink Bei Uberschreiten
einer bestimmten Schwelle folgt letztendlich dial&itung der Apoptose.
Diese Arbeit zeigte in den untersuchten Myelomzedh eine Apopto-
seinduktion durch Bendamustin bei IC50 Werten ziesc 35 und
65ug/ml. AulBerdem wurde ein ausgepragter G2-Amekbnzentrationen
von 10-30pg/ml beobachtet.

Die Progression der Zelle von G2 zu M wird durch 8#PF (Mitosis Pro-
moting Factor), einen Komplex von Cdc2 und Cyclirdgjuliert (Nurse,
1990). Seine Aktivierung ist ein Resultat unzahligggnalwege, welche
die Vielzahl der wahrend der Zellzyklusprogresseamwirkenden Stimuli
vermitteln, und seine Inhibition im Besonderen €narakteristikum des
G2-Arrests. Western Blot-Analysen der zellularere€ipointenzyme zeig-
ten eine Inhibition des MPF Uber die inhibitorisdRlkosphorylierung an
Tyrl5 des Cdc2. Einhergehend eine erh6hte Expresis Cyclin B, die
jedoch nur bei NCI-H929 Zellen deutlich ausgeprigt , im Gegensatz zu
der Cdc2-Inhibition, bei héheren Konzentrationenkt&ufig war. Dieses
Phanomen kann damit zu erklaren sein, dass dierZdlie in der spaten
G2-Phase arretieren, noch immer die erhohten, wédhiter G2-Phase syn-
thetisierten Mengen an Cyclin B enthalten. Eineiaige quantitativ erhdh-
te Menge an Cyclin B ohne enzymatische Aktivierygdpch ist nicht mi-
toseprogressionswirksam.

Doch welche Signalkaskade ist verantwortlich fig bdeobachtete Inhibiti-
on des MPF und damit einhergehenden G2-Arrest?

Die Proteinkinasen ATM (Ataxia-telangiectasia mathkinase) und ATR
(Ataxia-telangiectasia and Rad3-related kinas@) beide eine groRe Ahn-
lichkeit zur Gruppe der PI3 Kinasen aufweisen, \eardls primare Media-
toren einer DNA-Schadigung identifiziert (Abrahaf02).
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Mutationen im ATM-Gen resultieren in der Manifegtatder Erkrankung
Ataxia teleangiectasia. Diese zeichnet sich klimisicirch multiplen Ge-
falkmissbildungen im ZNS, immunologischen Defekted einem erhdhten
Malignomrisiko sowie molekularbiologisch einer fehtlen Zellzyklusar-
restfunktion nach Einwirkung ionisierender Stralguaus.

ATM und ATR sind sehr grof3e Molektle mit einem Maliargewicht von
Uber 300 kD.

ATM ist in der Lage Chk2 zu phosphorylieren und gomu aktivieren
(Matsuoka et al., 1998, Chaturvedi et al., 199% Eaal., 2001) wahrend
ATR sein Substrat Chkl phosphoryliert (Liu et 2aD00). Unabhangig da-
von kann ATM das ,, Tumorsuppressor-Protein P53varschiedenen A-
minosauren phosphorylieren (Canman et al., 1998enhe et al., 2001,
Miyakoda et al., 2002). Die Starke der ATM-Aktivieig konnte mit dem
Grad der DNA-Strangbriiche korreliert werden (Buscetnal., 2004).

Fur ATR und Chkl wurde eine Aktivierung durch UVsgkadigte DNA
nachgewiesen (Tibbetts et al., 1999, O'Driscollet2003), ferner vermit-
teln sie einen durch das Purinanalogon Thioguansgaldsten G2-Arrest
(Yan et al.,, 2004, Yamane et al., 2004), wahrendAAktivierung mit
Doppelstrangbriichen durch ionisierende StrahluRy ¢der radiomimeti-
sche Substanzen, nicht jedoch durch UV oder Allgitam in Verbindung
gebracht wurde (Canman et al., 1998).

Die beiden Checkpointkinasen Chkl und Chk2 ina&tem einerseits
Cdc25C durch Phosphorylierung an Tyrl62 (Chatureedil., 1999, San-
chez et al., 1997) wéhrend sie andererseits dawle P53-Aktivierung U-
ber eine Serl8 oder Ser20-Phosphorylierung erwikkemen (Hirao et al.,
2000, Shieh et al., 2000). Im Gegensatz hierzuetieaihe Phosphorylie-
rung an Serl5 auf eine Aktivierung durch ATM undRATin. Das inhi-

- 44 -



Diskussion

bierte Cdc25C ist nun nicht mehr in der Lage, ele##zyklusprogression
durch Aktivierung des MPF herbeizuflhren, das Residt ein G2-Arrest.
Das aktivierte P53 wiederum nimmt im gleichen Sifefluss auf den
MPF, dies geschieht jedoch durch vermehrte Expessn P21 oder 14-
3-30, und nimmt eine zentrale Rolle in der SteuerungAf®ptose durch
seine komplexe Rolle als Transkriptionsfaktor ein.

Die Experimente ergaben, dass Bendamustin zu ék@vierung von
ATM, nicht jedoch von ATR fuhrt und dieses Ereigmsirde durch den
Nachweis einer Chk2-Aktivierung bestatigt.

Da diese Ergebnisse im Widerspruch zu Studien stefie ATM keine
Rolle in der Wirkungsweise der Alkylanzien zuspmthist eine komple-
xere Interaktion Bendamustins mit der DNA als Folgeeier aktiver
Gruppen im gleichen Molekdl zu vermuten.

Aus der Tatsache, dass in den Western Blot- Analyssler eine vermehr-
te Expression noch eine Veradnderung an dem Phodm@rangsstatus von
Cdc25C zu beobachten war, folgt, dass das Chk2abmgcht Gber Cdc25C
weitergeleitet wird. Anders verhalt es sich mit 26l&. Als Aktivatoren-
zym von Cdc2 und Cdk2 steuert es die G1/S und @dMdrogression
und ist Baustein in UV, IR und Chemotherapeutikduimerten intrazellu-
laren Signaltransduktionskaskaden (Busino et @D42Agner et al., 2005,
Mailand et al., 2000).

Die Zugabe von Bendamustin flhrte in den Experie®rdu einem Ver-
schwinden der Cdc25A-Bande im Western Blot, wagraumid dessen akti-
vierenden Funktion auf den MPF eine Inhibition @é#issn bedeutet. Dem
Verschwinden der Cdc25A-Bande liegt pathophysisidy eine
proteolytischen Degradation des Molekils als FalgeAktivierung durch
Chk2 zugrunde.
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Ein weiterer durch Bendamustin stimulierter Sigreiwbeinhaltete P53.
Dieses wurde durch ATM an Serl5 phosphoryliert umdNCI-H929-
Zellen vermehrt exprimiert. Eine inhibitorische Wing von P53 auf den
MPF wurde durch eine vermehrte Synthese des CdbiBHores P21 ver-
mittelt.

Die klinische Wirksamkeit Bendamustins wurde dudoh Ergebnisse der
Apoptosemessung und Zellzyklusanalyse bestatigtpatidophysiologisch
erforscht.

Die Prognose der Erkrankung unter einer Monotherapid in der klini-
schen Realitat durch die Entwicklung einer Chemsteisz und der damit
verbundenen Rezidivproblematik bestimmt. Vor dieddmtergrund hat
der beobachtete G2-Arrest als Versuch der Tumemzeller Apoptose
durch ensprechende Reparaturmechanismen zu enigklrehaus Bedeu-
tung fur die Entwicklung von Resistenzen gegen Bemdkstin.

Wichtiges klinisches Ziel dieser Arbeit war dahex 8uche nach Substan-
zen zu gezielten, effektiven Kombinationstherapie.

In Anbetracht der o.g. Bedeutung der Zellzyklusgkisbungen schien es
erfolgsversprechend, niedermolekulare Inhibitorenah den entschlissel-
ten Kaskaden beteiligten Enzyme einzusetzen.

Eine Hemmung der Cdc2 mit den beiden Inhibitoremmmucin und rosco-
vitine im Synergismusversuch (Koinkubation mit Bandistin) zeigte je-
doch keinen pro- oder antiapoptotischen Effekt, Wwadeutet, dass eine
Inhibition des MPF alleine nicht in der Lage isie ¢hhibition durch Ben-
damustin weiterhin zu verstarken. Als Ursachen kaowohl eine zu
schwache Wirkung der Inhibitoren als auch die releiel starkere Wir-
kung der beiden von Bendamustin aktivierten Sigegkvin Frage kom-

men. Gleiches Resultat erbrachten Versuche mimneiselektiven Chk2-
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Inhibitor, sowie mit Caffeine, welches allenfallsdersprichliche, nicht
signifikante Ergebnisse lieferte.

Positive Ergebnisse lieferten Versuche mit eineteksisen P38-MAPK
Inhibitor. Im Synergismusversuch unter Co-Inkubatrait dem MAPK-
Inhibitor SB202190 gelang es, die apoptotische rio&endamustins um
bis zu 100% zu steigern und den in der Zellzyklabge beobachteten G2-
Arrest komplett aufzuheben. Zusatzlich konnte ggaseerden, dass P38 in
den Zellen exprimiert und unter Bendamustin akttwiard.

Es ist bekannt, dass eine P38-Aktivierung einenA@2st bewirkt (Bula-
vin et al., 2001, Garner et al. 2002, Hirose et2803, Pedraza-Alva et al.
2006). In Bezug auf das Multiple Myelom verstarleé thhibition des En-
zyms die zytotoxische Wirkung des Proteasomenitdridi Bortezomib
(Hideshima et al.,2004, Navas et al., 2006). Au@arest zu erwarten, dass
P38-Inhibitoren mit dem Ziel des Knochenmarkstrongsiches eine gro-
Re pathophysiologische Rolle in dem Erkrankungsm®zspielt, eine viel
versprechende Option der zukinftigen Kombinatiogigne darstellen
werden (Hideshima et al., 2003, Nguyen et al., 20@éng et al.,2006).

In Zusammenschau unserer Ergebnisse mit der ihitlatur beschriebe-
nen Funktion des Enzyms folgerten wir, dass der-$igBalweg in der
Zelle als Reaktion auf die induzierten DNA-Schaadtiviert wird. Dies
geschieht mit dem Ziel, einen G2- Arrest zu inreie und somit durch
DNA-Reparatur die Integritat und Vitalitat der Zeku sichern. Da der In-
hibitor in der Lage war, den durch Bendamustin alisien G2-Arrest
komplett zu durchbrechen kann somit der synergistisapoptotische Ef-
fekt dadurch erklart werden, dass die Zellen mithndefekter DNA ge-
zwungen werden, von G2 in die Mitose Uberzutreted, bedingt durch die
vorhandenen Schaden an DNA und synthetisiertereifret die Apoptose

einzuleiten.
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Diese Erkenntnisse zeigen neue Madoglichkeiten ewelversprechenden
Wirkungsverstarkung des bifunktionellen AlkylanzriB@amustin auf:

Eine gezielte Hemmung des P38-Signalwegs durchemasalekulare Inhi-
bitoren der P38-MAPK.

Ser198 i \:/Bendamustin

G2 | 1 == M

Abb. 18 Aktivierte Signalkaskader. Griine Phosphorylierungssymbole (P) bedeuten eine
Aktivierung durch Phosphorylierung, rote Symboleeeinhibition.
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Zusammenfassung

Das Multiple Myelom ist eine maligne hamatologesdirkrankung temi-
nal differenzierter Plasmazellen und wird zur K&asker Non-Hodgkin-
Lymphome gezaht.

Eine Heilung ist aufgrund der im Therapieverlauftr@tenden Chemore-
sistenz trotz moderner Therapieregime bis zum gentiTag nicht mog-
lich. Diese Tatsache bedingt die Notwendigkeituche nach neuen Sub-
stanzen und besserem Verstandnis der molekulagsehen Wirkungs-
weise bekannter Zytostatika.

Das bifunktionelle Alkylanz Bendamustin hat seirimikche Effektivitat
und Gleichwertigkeit zu dem Standart Melphalanimee aktuellen Phase
llI-Studien gezeigt. Die zugrunde liegenden inthag@&en Wirkungsme-
chanismen sind weitestgehend unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassd Bendamustin
Apoptose in den 4 Myelomzelllinien NCI-H929, OPMRPMI-8226 und
U266 mit IC50-Werten von 35-65ug/ml sowie Aktiviaguvon Caspase 3
auslost. In der Zellwachstumsmessung bestand keiwdis auf eine an-
tiproliferative Wirkung niedriger Konzentrationen.

Des weiteren induzierte Bendamustin einen statlstsgnifikanten G2-
Zellzyklusarrest in allen Zelllinien. Diesem lag Iekularbiologisch eine
Inhibition des Cdc2/CyclinB-Komplexes (MPF) UbeneiAktivierung des
ATM-Chk2-Cdc25A-Pathways zugrunde. Dartber hinausde eine di-
rekte Aktivierung von P53 durch ATM und in Folgesden eine vermehr-
ten P21-Synthese nachgewiesen.

Weiterhin induzierte Bendamustin eine Aktivierurapnw’38-MAPK.
SB-212090, ein Inhibitor des Enzyms zeigte eineutliden positiv sy-
nergistischen Effekt: in subtoxischen Dosen wurgke aytotoxische Wir-

kung Bendamustins um bis zu 100% gesteigert, deA@&st komplett
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revidiert. Diese Ergebnisse sind die Grundlageremelekular gezielten

Kombinationstherapie niedermolekularer P38-MAPKHbiioren mit Ben-
damustin.
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7. Anhang
7.1. Materialien und Gerate

Zellkultur

Bezeichnung Hersteller Best.-Nr.
RPMI-1640 Gibco-Invitrogen, Karlsruhe E12-702F
FCS Dto. 14040-091
PBS Dto. 16170 -078
50ml Flask BD Biosciences, Heidelberg 353108
6-well-plates Dto. 353.453
96-well-plates Dto. 353.872
Tryptanblau Gibco-Invitrogen, Karlsruhe 15250-061
Kryordéhrchen Brand GmbH, Wertheim 1148 33
Inhibitoren

Caffein Sigma, Taufkirchen, D C0750
Olomoucin Biomol, Hamburg, D CC-200
Roscovitine Dto. CC-205
Chk-2-Inhibitor Calbiochem 220486
SB202190 Upstate, NY, US 19-134
Western Blot-Antikorper

Primérantikdrper Hersteller Best.-Nr.
14-3-3 Santa Cruz Sc-7683
Actin Dto. Sc-1616
ATM-P Ser1981 Cell Signaling 4526
ATR-P Dto. 2853

Bad Santa Cruz Sc-943
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Bax Santa Cruz Sc-493
Bcl-2 Dto. Sc-509
Bcl-X S/L Dto. Sc-1041
Caspase3 Dto. Sc-1226
Cdc2 p34 Dto. Sc-954
Cdc25A Dto. Sc-7389
Cdc25B Dto. Sc-5619
Cdc25C Dto. Sc-13138
Cdc25C-P Ser 216 Dto. Sc-12354
Cdc2-P Tyr 15 Dto. Sc-7989
Chk1 Cell Signaling 2345
Chk1-P Ser 345 Dto. 2341
Chk2 Dto. 2662
Chk2-P Thr 68 Dto. 2661
Cleaved-Caspase3 Dto. 9661
Cyclin A Santa Cruz Sc-751
Cyclin B1 Dto. Sc-752
Cyclin D1 Dto. Sc-753
Cyclin E Dto. Sc-481
P21 Dto. Sc-397
P38 Dto. Sc-7149
P38-P Tyr 182 Dto. Sc-7975-R
P53 Dto. Sc-6243
P53-P Ser 15 Cell Signaling 9284
WEE 1 Santa Cruz Sc-5285
XIAP Cell Signaling 2042
P21-P Ser 146 Santa Cruz Sc-12902
Sekundarantikorper | Hersteller Best.-Nr.
Anti-Mouse Santa-Cruz Sc-2005
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Anti-Rabbit Dako P0217
Anti-Goat Santa Cruz Sc-2768
Western-Blot-Reagenzien
Bezeichnung Hersteller Best.-Nr.
ECL-Solution Amersham, Little Chalfont,Uk| RPN 2106
Kaleid. Standart Bio-Rad, Mlnchen, D 161-0375
EDTA Quality Biological, Inc| 351-027-100
Gaithersburg, USA
PMSF Sigma, Taufkirchen, D 93482
TWEEN 20 Dto. P7949
Aprotinin Dto. A6279
APS Bio Rad, Miinchen, D 161-0700
Temed Dto. 161-0800
NP-40/IGEPAL-630 | Sigma, Taufkirchen, D 13021
Acrylamid 30% Bio Rad, Miinchen, D 161-0158
Leupeptin Sigma, Taufkirchen, D L2884
Sample Buffer, 2x Dto. S3401
Apoptose- und WST-Reagenzien
Bezeichnung Hersteller Best.-Nr.
WST-1 Roche, Mannheim, D 11644807001
Propidium lodid Sigma, Taufkirchen, D P4170
AnnexinV Caltag, Carlsbad, USA L11384
AV-Binding Buffer | BD, Biosciences, Heidelberg 55845
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Gerate
Bezeichnung Hersteller Best.-Nr.
Bio Fuge Haraeus instruments, Osterod&005181
D
Biophotometer Eppendorf, Hamburg, D -
Brutschrank Forma Scientific, Serie 11 3110
Durchflusszytometer; Coulter Electronics, Miami, | Epics CL
USA System |l
Version 3.0
Elektrophoreseset
ELISA Reader Thermo Lab Systems, Multiscan
Sorvaajankatu, FIN
Homogenisator Sartorius, Goéttingen, D BBI-8530742
Neubauer Sarstaedt, Nimbrecht, D
Zahlkammer
Power Pac Bio-rad, Minchen, D 165-5050
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