Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik 11
der Universitat Wurzburg

Direktor: Professor Dr. med. Hermann Einsele

""Die Bedeutung von Osteoklasten fur das Wachstum des Multiplen Myeloms"*

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der

Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg

vorgelegt von

Christoph Jank
aus Bobingen

Wirzburg, September 2011



Referent: Prof. Dr. med. Ralf Bargou

Koreferent: Prof. Dr. rer. Nat. Norbert Schiitze

Dekan: Prof. Dr. M. Frosch

Tag der miindlichen Priifung : 06.12.2012

Der Promovend ist Arzt



Inhaltsverzeichnis

1. EINLEITUNG ... 1
1.1. MULTIPLES MYELOM ..o 1
1.1.1. ERSTBESCHREIBUNG.........ccoiiiiii e 1
1.1.2. NOMENKLATUR ..ot 1
1.1.3. DEFINITION ..ot 2
1.1.4. EPIDEMIOLOGIE ...ttt 2
1.1.5. SYMPTOME UND DEREN GENESE ..........ccoooiiiii, 2
1.1.6. DIAGNOSE ...t 3
1.1.7. STADIENEINTEILUNG UND RISIKOFAKTOREN ... 3
1.1.8. THERAPIE ... 4
1.1.8.1. INTENSIVE THERAPIEKONZEPTE ..o 4
1.1.8.2. KONVENTIONELLE CHEMOTHERAPIE..........cccoiiiiiiiiei 5
1.1.8.3. SUPPORTIVE THERAPIE ... 5
1.1.9. PROGNOSE ... 5
1.1.10. NEUE SUBSTANZEN.......coooiiiiiiiii e 5
1.2. KNOCHENMARKMIKROMILIEU........ccooiiiii e 6
1.2.1. AUFBAU ... 6
1.2.2. KNOCHENMARKSTROMA ...t 7
1.2.3. OSTEOKLASTEN ... 8
1.2.4. OSTEOBLASTEN ...t 9
1.2.5. MYELOMZELLEN .....ccciiiiiiiiiii e 10
1.3. SIGNALWEGE ..ot 11
13.1 MAPK/ERK-SIGNALWEG .......ccccooiiitiieieeese e 11
1.3.1.1. ALLGEMEINER AUFBAU ..o 11
1.3.1.2. MAPK/ERK-SIGNALWEG IM MULTIPLEN MYELOM............. 13
1.3.2. JAK/STAT-SIGNALWERG ..ottt s 14
1.3.2.1. ALLGEMEINER AUFBAU ...t 14
1.3.2.2. STAT-3-SIGNALWEG IM MULTIPLEN MYELOM..................... 15
1.3.3. DER AKT-SIGNALWEG.........cco i 15
1.33.1 ALLGEMEINER AUFBAU ......oooiiiiicee e 15
1.3.3.2. AKT IM MULTIPLEN MYELOM .....ccciiiiiiiceen 16

1.3.4. NFKB — SIGNALWEG .......ooiiiiieiieeeeeee e 17



1.3.4.1.
1.3.4.1.1.
1.3.4.1.2.
1343
1.3.5.
1.35.1.
1.3.5.1.1.
1.3.5.1.2.
1.3.5.2.
1.4.

2.1
2.1.1.
2.1.2.
2.1.3.
2.14.
2.15.
2.1.6.
2.1.7.
2.1.8.
2.1.9.
2.1.10.
2.1.11.
2.1.12.
2.2
2.2.1.
2.2.2.
2.2.2.1.
2.2.2.2.
2.2.3.
2.2.3.1.
2.2.3.2.
2.24.
2.2.5.

ALLGEMEINER AUFBAU ..o 18
DER KANONISCHE SIGNALWERG.........ccccooiiiiiiieiee e 18
DER ALTERNATIVE NFKB-SIGNALWEG ........c.ccooiiiiiiiiin, 19
NFKB IM MULTIPLEN MYELOM ..o 20
APOPTOSE ... 21
ALLGEMEINER ABLAUF........coiiiiiiiic e 21
EXTRINSISCHE APOPTOSEEINLEITUNG ..., 21
INTRINSISCHE APOPTOSEEINLEITUNG ... 22
APOPTOSE IM MULTIPLEN MYELOM........ccocoooiiiiiiiiiicien, 22
FRAGESTELLUNG ..o 24
MATERIAL UND METHODEN.........cccoconiiinniiiins 25
MATERIAL. ... 25
REAGENZIEN. ..o 25
ZYTOKINE ..ot 25
ANTIKORPER .....coovititiieieeeee et 25
PLASMIDE ...t 26
FARBUNGEN .......ccoooivitiiiteice ettt 26
ZELLKULTUR ..ot 26
KT S e 26
POLYACRYLAMIDGELE........ccciiiiiiici 27
ELEKTROPHORESEZUBEHOR.........cccooveeieeeeeeeeee s 27
PUFFER UND LOSUNGEN........ccccooiiiiiiiciieeieieiesee e 27
SONSTIGE MATERIALIEN ..ot 29
GERATE ...ttt 30
METHODEN. ..ottt 31
ZELLKULTUR ..ot 31
ZELLSEPERATION ..ot 33
DICHTEGRADIENTENZENTRIFUGATION.......cccccviiiiiiiicie, 33
CD-14-AUFREINIGUNG .....ccoiiiiiiiiiieiiee e 33
FARBUNGEN .......ccooiviiiiiriiie ettt 34
TRAP-FARBUNG.........coceiteiiiiecteteseee e 34
HOECHSTFARBUNG.........cccoosiiviiieiicee e 34
IMTT-ASSAY e 34

FACS-ANALYSE ... 35



2.2.6.

2.2.1.
2.2.8.
2.2.9.
2.2.10.
2.2.10.1.
2.2.10.2.

2.2.10.2.1.
2.2.10.2.2.
2.2.10.2.3.
2.2.10.2.4.
2.2.10.2.5.
2.2.10.2.6.

2.2.11.

2.2.11.1.
2.2.11.2.
2.2.11.3

2.2.11.4.

3.

3.1
3.1.1.
3.1.2.
3.1.2.1.
3.1.2.2.
3.2.
3.3.
3.3.1
3.3.2.
3.4.

3.5.
3.5.1.

TRANSFORMATION UND HOCHZUCHTEN DER

BAKTERIEN......cooii s 37
IMAXI-PRAP ...ttt 37
ELEKTROPORATION ..ottt 38
LUCIFERASEASSAY ....ooiiiiiiii e 38
WESTERN BLOT ..o 39
RIPA-LYSE ..o 39
SODIUMDODECYLSULFAT-POLYACRYLAMID-
GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)........ccooeiiiiiiiieicee, 39
BRADFORD PROTEINBESTIMMUNG ........cccooiiiiiiiieiiccee 40
AUFTRAGUNG UND ELEKTROPHORESE ..........cccooiiiiiiiin, 40
SEMI-DRY BLOT ..ot 41
FARBUNGEN .......ccooiviiiiieiee ittt 41
BLOCKEN. .. .coiiiiieie e e 41
ANTIKORPERINKUBATION UND DETEKTION .......ccocevivnnn. 42
2-D-GEL ... 42
ERSTELLUNG DER LYSATE. ... 43
REHYDRATISIERUNG ..ot 43
ISOELEKTRISCHE FOKUSSIERUNG UND

AQUILIBRIERUNG ......oooiiiiiiceee e 44
PAGE ... 45
ERGEBNISTEIL ..o 46
GENERIERUNG DER OSTEOKLASTEN ......coiiiiiiiicc 46
GENERIERUNGSVERFAHREN........ccoccoiiiiiie 46
NACHWEIS DER OSTEOKLASTEN ..ot 47
MORPHOLOGIE ..ot 47
FUNKTION ..ottt 478
ABHANGIGKEIT VON IL6....cocvviiriricieiceeece e 48
UBERLEBENSASSAY DER MYELOMZELLLEN. ..........ccoeuuee 50
DURCHFUHRUNG........ooiiiieiicveee et 50
ERGEBNISSE ..o s 50
WESTERN BLOT-ANALYSE DER MYELOMZELLEN DES
UBERLEBENSASSAYS ... 52
UNTERSUCHUNG DES NFKB-SIGNALWEGES ..........c..cccoovvens 54
VORAUSSETZUNG FUR DEN LUCIFERASEASSAY .......cccoo...... 54



3.5.2.
3.5.3.
3.6.

3.6.1.
3.6.2.
3.6.3.
3.7.
3.8.
3.9.
3.9.1.

3.9.2.
3.9.2.1.
3.9.2.2.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4,

44.1.
4.4.2.
44.3.
4.4.4.
4.4.5.

ERGEBNISSE .......oooii 57

WESTERN BLOT-ANALYSE VONIKBA.........cccccoiiiiiiiiiicieen, 58
WESTERN-BLOT-ANALYSE DES MAPK/ERK-, STAT-3- UND
AKT-SIGNALWEGS ...t 59
P-ERK e 59
PG T AT -3 60
P-AKT e 60
WESTERN-BLOT-ANALYSE DER BCL-2-PROTEINE............. 61
HS-5 VERSUS PRIMAREM STROMA ........ccccoovinieeieesieeesiene 62
SUCHE NACH WEITEREN ZIELMOLEKULEN...........cccccovvvne.n. 63
WESTERN-BLOT-ANALYSE MIT P-TYR-ANTIKORPERN

IM 1-D-GEL ..o 64
WESTERN BLOT-ANALYSE MIT P-TYR-100 IM 2-D-GEL ....... 65
DURCHFUHRUNG.........coooiiieiiite et 65
ERGEBNISSE .......oooi 68
DISKUSSION ..ot 71
METHODEN. ..ottt 71
UBERLEBENSASSAY .....cocviiiiiieiieesieie et 71
NFKB — SIGNALWEG ......cooiiiiiiiieee e 72
ANALYSE DES MAPK/ERK-, STAT-3-, UND

AKT —=SIGNALWEG ... 74
ERK-SIGNALWEG ..ot 74
ST AT -3 e 75
A T e 75
APOPTOSEREGULATION.......coiiiiiiiiee 77
SUCHE NACH WEITEREN SIGNALWEGEN .........cccooiniiiinnn 77
LITERATURVERZEICHNIS: ..o, 79



1. Einleitung
1.1. Multiples Myelom

1.1.1. Erstbeschreibung
Solly beschrieb 1844 das erste Mal eine Patientin mit einem multiplen Myelom. Die
39-jahrige Sarah Newbury entwickelte Fatigue und Knochenschmerzen bei multiplen

pathologischen Frakturen (Solly, 1844).

Abb. 1: Befunde von Sarah Newbury nach Solly (Solly, 1844); A: Osteolysen des Sternums, B: patho-
logische Fraktur Femur und Humerus rechts, C: Osteolysen Femur.

Ein weiterer Fall wurde von Dr. Macintyre 1850 beschrieben (Macintyre, 1850). In
diesem Fall wurde auch den Verénderungen des Urins Aufmerksamkeit geschenkt,
welche unter Anderem von Dr. Bence Jones untersucht wurde und zur spateren
Benennung der vom Myelom sezernierten Immunglobulinleichtketten als Bence-Jones-

Proteine fihrte.

1.1.2. Nomenklatur

In der Vergangenheit wurden die Begriffe “Multiples Myelom* und “Plasmozytom‘ im
deutschen Sprachraum synonym verwendet, wihrend der Ausdruck “Plasmozytom* im
angloamerikanischen Sprachraum ausschlielich die seltene lokal begrenzte
Manifestationsform bezeichnet. Der Begriff “multiples Myelom* wird der iberwiegend
generalisierten Manifestationsform der Erkrankung besser gerecht als der Ausdruck
“Plasmozytom* (deutschsprachige Nomenklatur). Deshalb hat sich die anglo-

(3

amerikanische Nomenklatur mit den Begriffen “solitdres” (fiir die lokal begrenzte
Manifestationsform) und “multiples Myelom* (fiir die generalisierte Manifestations-

form) durchgesetzt (Prietzel et al., 2008).



1.1.3. Definition

Das multiple Myelom ist eine B-Zell-Neoplasie mit diffuser oder multilokularer
Infiltration des Knochenmarks durch klonale Plasmazellen, Insuffizienz der Hamato-
poese und Osteolysen. Die meisten Plasmazellen produzieren im Serum und / oder Urin
nachweisbare monoklonale Immunglobuline (komplette Immunglobulinmolekdile, meist
vom Typ IgG oder IgA, und / oder Immunglobulinleichtketten); Ausnahme:
asekretorisches multiples Myelom (2-3 % der Falle). Das multiple Myelom gehort nach
der WHO-Klassifikation zu den malignen Lymphomen, obwohl eine Lymph-

adenopathie nur selten vorkommt (Liebisch and Pest, 2008).

1.1.4. Epidemiologie

Das multiple Myelom gehort mit einer Inzidenz von vier Neuerkrankungen / 100 000
Einwohnern pro Jahr (Bohrer and Ponisch, 2001) zu den seltenen Erkrankungen, ist
jedoch das hadufigste primar am Knochen lokalisierte Tumorleiden (Dhalin, 1978) und
macht 10% aller hdmatologischen Neoplasien aus (Rajkumar and Kyle, 2007). Das
multiple Myelom ist eine Erkrankung des htheren Lebensalters. 75 % der Patienten sind
bei Erstdiagnose tber 60 Jahre alt. 3 % der Uber 70-jahrigen haben eine monoklonale
Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS), welche mit einer Wahrscheinlichkeit von
1 % pro Jahr in eine maligne B-Zellerkrankung (meist ein multiples Myelom) tbergeht
(Liebisch and Pest, 2008). Die schwarzen US-Bevdlkerung (9,9/100 000) ist doppelt so
haufig vom multiplen Myelom betroffen wie die weille Bevolkerung (4,3/100 000)
(Rajkumar and Kyle, 2007; Young et al., 1978).

1.1.5. Symptome und deren Genese

Knochenschmerzen (70 %), pathologische Frakturen und eine Hyperkalzdmie entstehen
durch die Markinfiltration und damit einhergehenden Osteolysen. Es kann eine B-
Symptomatik mit Nachtschweil3, Gewichtsverlust und Fieber auftreten. Es besteht eine
erhohte Infektanfélligkeit, da die vom Myelom gebildeten Immunglobuline nicht
funktionstuchtig sind und das kompetente Immunglobulin vermindern. In 25 % der
Félle besteht eine Niereninsuffizienz hervorgerufen durch tubulére oder glomerulére
Schéadigung durch Immunglobulinleichtketten. Eine in 80% nachweisbare Andmie
entsteht durch Verdrdngung der H&amatopoese im Knochenmark. Ein Hyper-
viskositatssyndrom kann durch Erhéhung des Serumproteingehaltes eintreten (Renz-
Polster et al., 2004).



1.1.6.

Diagnose

Die Diagnose gilt als gesichert, wenn alle drei folgenden Kriterien vorliegen

(International Myeloma Working Group, 2003):

e Mehr als 10 % Plasmazellen im Knochenmark (Knochenmarkaspirations-
zytologie) und / oder Nachweis eines Plasmozytoms (Histobiopsie). Bei
asekretorischer Erkrankung sind mehr als 30 % Plasmazellen gefordert.

e Im Serum und / oder im Urin nachweisbares monoklonales Protein
(Immunfixationselektrophorese)

e Vorliegen einer / von:
- Hyperkalzdmie und / oder
- Niereninsuffizienz (Kreatininwert > 173 mmol/l oder > 2mg/dl)

und / oder

- Andmie (Hb-Wert < 10 g/dl oder 2 g/dl unter der Norm und / oder

- Knochenl&sionen (Bei
Plasmazellen im Knochenmark gefordert, bei Osteoporose ist der

Nachweis von Wirbelkdrperfrakturen gefordert.)

solitarer Osteolyse sind mehr als 30 %

Wichtigste Differentialdiagnosen sind die MGUS, andere Lymphome mit mono-

klonalen Proteinen (z.B. Morbus Waldenstrom), andere Tumoren mit Osteolysen bei

monoklonaler Gammophatie (Liebisch and Pest, 2008).

1.1.7.

Stadieneinteilung und Risikofaktoren

Durie und Salmon entwickelten 1975 eine Stadieneinteilung die eine Abschatzung der

Tumorzellmasse bei Diagnosestellung zuldsst und eine gewisse prognostische und

therapeutische Bedeutung hat (Durie and Salmon, 1975).

Stadium 1 Stadium 11 Stadium 111
< I
Hb > 10 g/dl 859/d
Serumcalcium normal erhoht
. . . Hohe Konzentration,
Konzentration Gering, Weder Stadium |
1gG> 70 gll,
monoklonaler IgG <50 g/l, noch 111 1aA > 50 o/l
Immunglobuline IgA <30 g/l g gt
Leichtketten im Urin < 4g taglich > 12 g taglich
Osteolysen Maximal eine Mehrere

Zusétzliche Unterteilung in A ( Kreatinin < 177 umol/l = 2g/dl)
B (Kreatinin > 177 umol/l = 2g/dl).

und




Unabhéngige Risikofaktoren sind die Erhohung des Serum-f2-Mikroglobulins und der
Nachweis bestimmter Verédnderungen des Tumorzellgenoms (Monosomie 13/13g-

Deletion. Deletion 17g13, hypodiploider Chromosomensatz) (Liebisch and Pest, 2008).

1.1.8. Therapie
Da eine Heilung in der Regel nicht zu erreichen ist, folgt die Therapie einer palliativen
Zielsetzung (Renz-Polster et al., 2004).

Eine Behandlung wird bei symptomatischer Erkrankung gemé&R Definition der
International Myeloma Working Group, d.h. bei Auftreten mindestens eines der
sogenannten CRAB-Kriterien (Hyperkalzdmie, Niereninsuffizienz mit Kreatinin > 179
umol/l [2 mg/dl], Andmie mit Hb-Wert > 2 g/dl unter dem unteren Referenzwert oder
bei Knochendestruktion bzw. myelombedingter Osteoporose mit Wirbelkorper-
frakturen) oder bei asymptomatischer, jedoch rasch progredienter Erkrankung mit
drohenden Komplikationen begonnen. Patienten mit indolentem Myelom (Stadium |
nach Salmon & Durie) sind zum Zeitpunkt der Diagnose nicht behandlungsbedurftig
(Ausnahmen: Niereninsuffizienz, AL-Amyloidose, Neuropathie) mussen jedoch im

weiteren Verlauf beobachtet werden (Renz-Polster et al., 2004).

1.1.8.1. Intensive Therapiekonzepte

Hierunter wird vor allem eine Hochdosischemotherapie mit autologer oder allogener
Blutstammzelltransplantation verstanden. Zur Induktionstherapie vor autologer Stamm-
zelltransplantation werden zunehmend Chemotherapeutikakombinationen mit neuen
Substanzen wie Thalidomid - Dexamethason, Bortezomib basierte Behandlungsregime
oder Lenalidomide - Dexamethason eingesetzt. Das Ziel der autologen Stammzelltrans-
plantation ist eine Langzeitremission. Zur Konditionierung wird meist Mephalan
200 mg/m? eingesetzt. Die Indikation muss angesichts der behandlungsassoziierten
Mortalitdt von 1-2 % nach dem biologischen Alter und den Komorbiditaten gestellt
werden. Fir Patienten im Alter von 70-75 Jahren kann eine altersadaptierte dosis-
reduzierte Hochdosischemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation durchge-
fuhrt werden. Das mediane Uberleben wird durch eine Hochdosischemotherapie mit
Stammzelltransplantation um etwa 12 Monate verlangert (Attal et al., 1996; Child et
al., 2003; Kyle and Rajkumar, 2008).



Voraussetzung flr eine allogene Stammzelltransplantation ist ein Alter unter 65 Jahren
und ein passender Spender. Die therapiebedingte Mortalitét ist mit 10-20 % erheblich.
Ob und flr welche Subgruppe eine allogene Stammzelltransplantation einen Vorteil
erbringt ist noch nicht geklart (Liebisch and Pest, 2008).

1.1.8.2. Konventionelle Chemotherapie

Patienten, die flr eine Hochdosischemotherapie nicht in Frage kommen, profitieren von
einer Chemotherapie nach dem MP - Schema mit Mephalan und Prednisolon in
Kombination mit einer neuen Substanz (Thalidomid, Bortezomib, Lenalidomide)
(Liebisch and Pest, 2008).

1.1.8.3. Supportive Therapie

Bei Knochenbeteiligung ist eine Langzeittherapie mit Bisphosphonaten indiziert. Bei
Andmie und gleichzeitiger Niereninsuffizienz ist die Gabe von Erythropoetin moglich.
Knochenschmerzen und frakturgefahrdete Knochen koénnen bestrahlt werden. Bei
Frakturgefahrdung langer Rohrenknochen, pathologischen Frakturen und drohendem

Querschnitt ist haufig ein operatives VVorgehen noétig (Liebisch and Pest, 2008).

1.1.9. Prognose

Unbehandelt liegt die mediane Uberlebenszeit beim multiplen Myelom bei unter einem
Jahr. Mittels einer stadienangepassten konventionellen Therapie kénnen im Stadium |
60 Monate, im Stadium 1l 25-50 Monate und im Stadium Il 6-33 Monate medianes
Uberleben erreicht werden. Eine weitere VVerbesserung kann insbesondere bei jiingeren
Patienten durch autologe und allogene Stammzelltransplantation erreicht werden
(Prietzel et al., 2008).

1.1.10. Neue Substanzen

In den letzten 10 Jahren konnten mit den Medikamenten Thalidomid, Bortezomib und
Lenalidomide grof’e Fortschritte in der Behandlung des multiplen Myeloms gemacht
werden. Diese neuen Medikamente greifen in Signaltransduktionswege ein. Die
Erforschung der Signaltransduktion im Multiplen Myelom fihrt mdglicherweise zu
weiteren an der Karzinogenese beteiligten Signalwegen. Diese Signalwege bzw. deren

Zwischenstufen kénnen Zielstrukturen zur Entwicklung neuer Medikamente darstellen.



1.2. Knochenmarkmikromilieu

1.2.1. Aufbau
Das Knochenmark ist der Ort der Ostecblast

Osteok]ast Stromazellen

H&matopoese. Man unterscheidet das
rote Knochenmark, in dem die Blut-
bildung stattfindet, und das gelbe
Knochenmark, in dem die blutbildenden
Zellen durch Fett ersetzt wurden. Die

hamatopoetischen Vorlauferzellen sind
auf Unterstltzung durch ein komplexes
Umfeld angewiesen, um sich zu differen-
zieren. Dieses Umfeld bilden haupt-
séchlich Knochenmarkstromazellen,
Osteoklasten und Osteoblasten. Die
Unterstltzung erfolgt durch Zell - Zell -
Kontakt vermittelte Wachstumssignale

und sezernierte Wachstumsfaktoren.

Das multiple Myelom profitiert als Abb 2. Das Knochen_markmikromiligu; modi-
hamatologische Neoplasie von diesen g;'ﬁ:ei:gfhzojoug‘)q“e'ra (Junqueira and
Wachstumssignalen in  Form  von

Proliferation und Resistenz gegen Chemotherapeutika (Mitsiades et al., 2007).
AuRerdem stort das multiple Myelom die normalen Interaktionen im Knochenmark.
Dies zeigt sich an den Osteolysen im Bereich der Myelomzellen. Diese sind auf ein
Ungleichgewicht zwischen Knochenabbau durch Osteoklasten und osteoblasten-
vermitteltem Knochenaufbau zuriickzufiihren (Bataille et al., 1991). Auf molekularer
Ebene besteht ein Ungleichgewicht zwischen dem osteoklastogenen Faktor receptor
activator of NF-xB ligand (RANKL) und dessen Gegenspieler osteoprotegerin (OPG)
(Giuliani et al., 2001). RANKL stellt hierbei einen Ligand fiir Osteoprotegerin dar,
welches als decoy-Rezeptor die Interaktion zwischen RANKL und seinem eigentlichen
Rezeptor receptor activator of NF-xB (RANK) blockiert (Suda et al., 1999; Yasuda et

al., 1998).



1.2.2. Knochenmarkstroma

Morphologisch werden die Stromazellen als heterogene Gruppe von Bindegewebszellen
mit Ahnlichkeiten zu Fibroblasten beschrieben (Mitsiades et al., 2004a). Sie
durchziehen das gesamte Knochenmark wie ein Netz, in welches die Zellen der
H&matopoese eingebettet sind (Junqueira and Carneiro, 2005). Werts et al. bewiesen
1980 in vitro, dass Stromazellen die Erythropoese unterstiitzen (Werts et al., 1980).
Ebenso wie Stromazellen das Uberleben und die Differenzierung von Blut-
vorlauferzellen unterstiitzen fordern sie das Uberleben der Myelomzellen auf mehreren
Wegen. Interaktionen mit Myelomzellen bilden die Stromazellen in Form von
Adhesionsmolekilen wie very late antigen - 4 (VLA - 4) und intercellular adhesion
molecules (ICAM) (Uchiyama et al., 1992). Als Reaktion auf Zellkontakt mit Myelom-
zellen schitten die Stromazellen vermehrt das Interleukin 6 (IL - 6) aus, welches ein
wichtiger Wachstumsfaktor fur Myelomzellen ist (Uchiyama et al., 1993). Auch eine
vermehrte Expression von RANKL wird durch Myelom-Zellkontakt vermittelt (Pearse
et al., 2001). AuRerdem wird weniger Osteoprotegerin von Stromazellen in
Anwesenheit von Myelomzellen ausgeschittet (Giuliani et al., 2001). Wie Chatterjee et
al. zeigen konnte sind Myelomzellen in Anwesenheit von Stromazellen resistent gegen
eine Blockade des Interleukin - 6/signal transducer and activator of transcription
(STAT) — 3 Signalwegs (Chatterjee et al., 2002). Es ist die Blockade eines weiteren

Signalweges zur Apoptoseinduktion nétig.

IL-6

Myelom- VLA 4 Stroma RANKL >\ Osteoklast
zelle ’

ICAM

Abb. 3: Schema der Interaktionen der Knochenmarkstromazelle (Stroma) mit Myelomzellen und
Osteoklasten.



1.2.3. Osteoklasten

Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen, die durch Fusion mononukleédrer Zellen
entstehen. Sie sind fur die Resorbtion im Prozess des standigen Knochenumbaues
zustandig. Sie sind an der Oberflache von Knochen in Resorbtionslakunen zu finden.
Durch pH - Erniedrigung und Sekretion von proteolytischen Enzymen werden im
Bereich unter den Osteoklasten sowohl die Mineralien als auch die Kollagenmatrix der
Knochen abgebaut. Die Regulation des Knochenabbaus hangt von der Bildung neuer
Osteoklasten aus Vorlauferzellen und deren Aktivierung zur Knochenresorbtion ab. Die
Regulation dieses Vorganges wurde Ende der 90er Jahre auf molekularer Ebene erhellt.
Das Zytokin RANKL wurde als Faktor zur Differenzierung und Aktivierung von
Osteoklasten entdeckt (Lacey et al., 1998). Es kommt sowohl als membranstéandiges als
auch als sezerniertes Protein vor. Es bindet an den tumor necrosis factor (TNF) - Reze-
ptor RANK, welcher auf Osteoklasten und Osteoklastenvorlauferzellen exprimiert wird
(Li et al., 2000). Osteoprotegerin blockiert diesen Vorgang durch Bindung an RANKL
und wirkt dem Knochenabbau entgegen (Suda et al., 1999; Yasuda et al., 1998).

Osteoblast

—a

Zellkontakt / DKK - 1

1
Osteoklasten- Myelom-
vorlauferzellen zelle
W Osteo- Zellkontakt
Klast
—

Abb. 4: Schema des Teufelskreises aus myelomzellvermittelter Osteoklastogenese und anti-
apoptotischer und proliferationsférdernder Wirkung von Osteoklasten auf Myelomzellen.

Das multiple Myelom geht mit einer massiven Erhohung von RANKL im Knochen-
mark einher (Pearse et al., 2001) und flhrt zu einer vermehrten Osteoklastogenese
(Bataille et al., 1991). Abe et al publizierte 2004 Hinweise darauf, dass Osteoklasten
einen Zellkontakt abhangigen Uberlebensvorteil fir Myelomzellen bieten (Abe et al.,
2004). Dies zeigten auch unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe Bargou der Med.

Klinik Il der Universitat Wirzburg. Es wurden Myelomzellen 5 Tage unter den



Bedingungen ohne Kokultur, in Kokultur mit Stroma und in Kokultur mit Osteoklasten
kultiviert. Anschliefend wurde eine fluorescence activated cell sorting (FACS) -
Analyse nach Annexin-V-FITC/PI - Farbung durchgefihrt. In der Abbildung 5 ist das
Ergebnis zu sehen. Der Anteil der lebenden, Annexin — V — FITC/PI negativen Zellen
(Quadrant links unten) ist bei Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten mit 85 %
lebenden Zellen am hochsten. Myelomzellen in Kokultur mit Stromazellen sind zu 53
%, Myelomzellen ohne Kokultur zu 20 % nicht apoptotisch. Es besteht méglicherweise
ein Teufelskreis aus Osteoklastogenese und verbessertem Tumoruberleben durch Osteo-

klasten. Dies konnte ein entscheidender Faktor der Unterstiitzung des Tumors durch das

Knochenmarkmikromilieu sein.

Abb. 5: FACS-Analyse von Myelomzellen auf Annexin — V - FITC (FL1 - H) / Pl (FL2 - H);
Kulturbedingungen der Myelomzellen wahrend 5 Tagen: 1. Myelomzellen ohne Cokultur, 2.
Myelomzellen in Cokultur mit Stromazellen, 3. Myelomzellen in Cokultur mit Osteoklasten.

1.2.4. Osteoblasten

Osteoblasten sind Zellen, die fur die Knochenbildung verantwortlich sind. Sie
entwickeln sich aus undifferenzierten Mesenchymzellen, embryonalen Bindegewebs-
zellen. Sie lagern sich an Knochen hautschichtartig an und bilden indirekt die Grund-
lage flr neue Knochensubstanz, indem sie vor allem Typ | Collagen, Calciumphosphate
und Carbonate in den interstitiellen Raum ausscheiden (wikipedia, 2008). Osteoblasten
sind nicht nur am Knochenaufbau beteiligt sondern beeinflussen auch den Knochen-
abbau durch Regulation der Osteoklastenaktivitdt und Genese. Dies erfolgt Gber die
Sekretion von RANKL und dessen Antagonisten Osteoprotegerin.

Die Sekretion von OPG wird durch eine Aktivierung des kanonischen Wnt -
Signalweges hervorgerufen (Glass et al., 2005), wahrend die RANKL - Expression
durch Wnt - Aktivierung herunter reguliert wird (Spencer et al., 2006). Die

Myelomzellen sezernieren nach Ergebnissen von Quiang et al. den Inhibitor des Wnt -



Signalweges Dickkopf - 1 (DKK - 1) (Qiang et al., 2008), was zu einem
Ungleichgewicht der OPG / RANKL - Sekretion zu Gunsten von RANKL fihrt. Dies

flhrt zur Osteoklastogenese und Knochenresorbtion.

Inhibition

Osteoblast

Inhibition T RANKL/——

Aktivierung
/Genese

Abb. 6: Schema der durch Myelomzellen verursachten Osteoklastenaktivierung

1.2.5. Myelomzellen
Myelomzellen sind Tochterzellen eines maligne entarteten Plasmazellklons. Mit

Ausnahme von Spatstadien proliferieren die Tumorzellen ausschlieBlich im Knochen-
mark, wo sie Unterstitzung durch das Mikromilieu bekommen. Sowohl Zellkontakt zu
Knochenmarkstromazellen (Damiano et al., 1999) und Osteoklasten (Abe et al., 2004)
als auch Zytokine wie z.B. 1I-6 (Uchiyama et al., 1993) spielen hierbei eine wichtige
Rolle. Letztlich fihren all diese Stimuli zu einer Aktivierung von antiapoptotischen
Signalkaskaden wie dem AKT - Signalweg (Hideshima et al., 2001), nuklear factor
kappa B (NF«B) - Signalweg (Hideshima et al., 2002), mitogen activated protein kinase
(MAPK)/extracellular signal-regulated kinases (ERK) - Signalweg (Mitsiades et al.,
2004b) und STAT — 3 - Signalwegs (Berger et al., 1994) in den Myelomzellen. Eine
Expression von RANKL in Myelomzellen wurde von Farrugia nachgewiesen (Farrugia
et al., 2003), bleibt aber kontrovers.
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1.3. Signalwege

Im Jahr 2000 fassten Hanahan und Weinberg in dem Artikel “The Hallmarks of Cancer*
die zentralen zellbiologischen Voraussetzungen der Krebsentstehung zusammen. Diese
sind Unabhéngigkeit von Wachstumssignalen, Apoptoseresistenz, Resistenz gegen
wachstumshemmende Faktoren, Fahigkeit zur Gewebeinvasion und Metastasierung und
Induktion und Erhalt der Angiogenese (Hanahan and Weinberg, 2000). Nach Dhillon et
al. lasst sich auch noch der Erwerb von Chemotherapeutikaresistenz hinzufigen, welche
beim Multiplen Myelom eine grof3e Rolle spielt. All diese Verdnderungen lassen sich
moglicherweise durch Veranderungen in der Signaltransduktion hervorrufen (Dhillon et
al., 2007). Eine ganze Reihe externer Stimuli in Form von Wachstumsfaktoren und
Zelladhésionsmolekdilen aktivieren zum Teil mehrere Signalwege, welche unter sich
wiederum in Wechselwirkungen stehen (Crosstalk). Zusatzlich entscheidet der Zustand
der Zelle uber die Art der Reaktion einer Signalwegsaktivierung. Reaktionen sind unter
Anderem Proliferation, Migration, Apoptose und Differentierung. Es ist sehr wahr-
scheinlich, dass in allen malignen Tumoren Wachstumssignal abhéngige Signalwege

dereguliert sind (Hanahan and Weinberg, 2000).

131 MAPK/ERK-Signalweg

Ende der 80er wurde die Phosphorylierung des ribosomalen Protein S6 als Reaktion auf
Wachstumsfaktoren genauer untersucht. Es zeigte sich, dass die Proteinkinasen p70s6 -
Kinase und p90rsk diese Reaktion katalysierten, welche selber wiederum von einer
Serin - Threoninkinase phosphoryliert wurden. Diese in 2 Isoformen vorliegende Serin -
Threoninkinase wurde letztlich als mitogen - activated protein kinase 1/2 (MAPK 1/2)
bezeichnet und das entsprechende Gen nach Klonierung extracellular signal-regulated
kinase 1/2 (ERK 1/2) benannt (Pearson et al., 2001; Seger and Krebs, 1995).

Der Signalweg, in den ERK 1/2 eingebunden ist, wird nach ihm MAPK/ERK -

Signalweg genannt.

1.3.1.1. Allgemeiner Aufbau

Wachstumsfaktoren und extrazellulare Matrix sind Ausgangspunkte des MAPK/ERK —
Signalweges. Extrazelluldre Matrix bindet an Integrine, Proteine, welche einen extra-
und intrazelluldren Anteil haben. Nach der Bindung extrazellularer Matrix ans Integrin
aktiviert der intrazellulare Anteil Uber Zwischenstufen das Ras-Protein (Guo and
Giancotti, 2004). Wachstumsfaktoren wie z.B. platelet-derived growth factor (PDGF),
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epidermal growth factor (EGF), fibroblast growth factor (FGF) oder Insulin binden an
Rezeptortyrosinkinasen wie z.B. den EGF-Rezeptor (Kohno and Pouyssegur, 2006). Im
Falle des EGF-Rezeptors erfolgt nach Bindung des Liganden durch Konformations-
anderung eine Dimerisierung des Rezeptors. Die sich nun in rdumlicher Nahe
befindlichen intrazellularen Tyrosinkinasedomanen der Monomere phosphorylieren
Tyrosinreste des jeweils anderen Rezeptormonomers nahe der katalytischen Domaéne.
Uber SH-2-Domaénen bindet das Adapterprotein growth factor receptor-bound protein 2
(Grb-2) an eine Phosphotyrosingruppe des aktivierten Rezeptors. Uber zwei SH-3-
Doménen von Grb-2 wird der Guaninnukleotidaustauschfaktor son of sevenles (Sos)
gebunden und somit vom Zytoplasma zur Zellmembran rekrutiert. Hierdurch gelangt es
in rdumliche Nahe des membrangebundenen GTPase-Schalterproteins Ras. In
gebundener Form verhélt sich Sos wie ein Guaninnukleotidaustauschfaktor (GEF) und
fordert die aktive Ablosung des Guanosindiphosphat (GDP) und passive Bindung von
Guanosintriphosphat (GTP) ans Ras-Protein. Hierdurch wird das Ras-Protein aktiviert
und bindet in dieser Konformation mehrere Proteine darunter die rapidly growing
fibrosarcoma or rat fibrosarcoma (Raf) -Kinasefamilie. Die Inaktivierung des Ras-
Proteins durch Hydrolyse von GTP geschieht durch Interaktion mit dem GTPase
aktivierende Enzym (GAP). Die Serin-Threoninkinase Raf-1 wird durch Bindung an
Ras zur Zellmembran rekrutiert und &ndert seine Konformation. Ein weiterer
unbekannter Mechanismus ist jedoch noch zur vollen Aktivierung noétig. Raf-1 aktiviert
MAP/ERK-Kinase (MEK) 1/2 durch zweifache Serinphosphorylierung. Aktivierte
Serin-Threoninkinase MEK 1/2 phosphorylieren einen Tyrosin und einen Threoninrest
in der Aktivierungsdomane von ERK 1/2. Hierdurch wird ERK 1/2 aktiviert und
phosphoryliert eine Reihe von Proteinen im Zytoskelett, Zytosol und Zellkern. Im
Zytosol handelt es sich um regulatorische Proteine, zum Teil desselben Signalweges
wie z.B. EGF-Rezeptor, Sos, Raf-1 und MEK. Phosphorylierung von regulativen
Zytoskelettproteinen wie microtubule-associated protein (MAP) -1, -2, -4 und Tau
flhren zu Veranderung im Zytoskelett und der Zellgestalt. Am wichtigsten flr das
Verstdndnis der proliferativen Wirkung des ERK-Signalweges sind die nukleédren
Zielmolekile. ERK 1/2 phosphoryliert Transkriptionsfaktoren wie c-Fos, c-Jun,
activating transcription factor-2 (ATF-2). Hierdurch konnen sie sich an die DNA

anlagern und die Transkription ihrer Zielgene initiieren. Die Zielgene sind an der
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Zellzykluskontrolle beteiligt. Zusétzlich aktiviert ERK 1/2 die Proteinkinasen
ribosomal S6 kinase (Rsk) und mitogen-and stress-activated protein kinases (Msks),
welche die Histone H-3 phosphorylieren und so die DNA flr Transkriptionsfaktoren
besser erreichbar machen kann. Insgesamt fiihrt die Phosphorylierung der
verschiedenen Substrate durch ERK 1/2 zu einer Stimulation der Zellproliferation
(Dhillon et al., 2007; Kohno and Pouyssegur, 2006; Lodish, 2001a; Pearson et al., 2001,
Seger and Krebs, 1995).

1.3.1.2. MAPK/ERK-Signalweg im multiplen Myelom

Interleukin-6 als das wichtigste Zytokin zur Wachstumsstimulation von Myelomzellen
kann Uber den IL-6-Rezeptor und eine Reihe zwischengeschalteter Proteine neben der
STAT-3 Aktivierung auch zu einer Aktivierung des MAPK/ERK-Signalweges fiihren.
IL-6 vermittelt Gber den MAPK/ERK-Signalweg eine gesteigerte Zellproliferation
(Ogata et al., 1997a), wahrend es uber den STAT-3-Signalweg im Multiplen Myelom
einen Beitrag zur Apoptoseinhibition leistet (Fukada et al., 1996). In der Zellkultur
wurde nachgewiesen, dass eine IL-6 Inhibition z.B. mit IL-6-Rezeptorantagonisten in
Myelomzellen Apoptose induziert(Demartis et al., 1996). ERK1/2 Inhibition blockierte
teilweise das Zellwachstum der Myelomzelllinie INA-6 in vitro, jedoch kaum in vivo
(Burger et al., 2001). In Kokultur mit Knochenmarkstromazellen reicht eine IL-6-
Blockade nicht zur Apoptoseinduktion von Myelomzellen aus. Erst eine zusatzliche
ERK 1/2 —Blockade fiihrt zur Apoptoseinduktion (Chatterjee et al., 2004).

N-Ras und K-Ras Mutationen treten beim Multiplen Myelom vor allem in spaten
Krankheitsstadien auf und sind zumindest im Falle von K-Ras mit einer hdheren

Tumorlast und einem kiirzeren medianen Uberleben assoziiert (Liu et al., 1996).

Farnesyltransferaseinhibitoren verhindern die Farnesylierung des Ras-Protein und damit
seine Anheftung an die Zellmembran. Der MAPK/ERK-Signalweg ist hierdurch unter-
brochen. Farnesyltransferaseinhibitoren induzieren Apoptose von Myelomzellen in vitro
(Bolick et al., 2003).

Der MAPK/ERK-Signalweg vermittelt auch wichtige Signale im Knochenmarkmikro-
milieu. Osteoklastogenese und Aktivierung sind von einer ERK-Aktivierung abhangig
und mittels MEK-Inhibitoren zu blocken (Breitkreutz et al., 2007).
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1.3.2. JAK/STAT-Signalweg

1.3.2.1. Allgemeiner Aufbau

Der JAK-STAT-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung,
Organogenese und Organfunktion, angeborenen und erworbenen Immunabwehr, der
Regulation von Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Die extrazellulédren
Stimuli sind 38 verschiedene Zytokine (u.a. Interferon y, Erythropoeitin, Thrombo-
poetin, Interleukin -2, -3, -4, -5,...). Beim Myelom spielt vor allem IL-6 eine Rolle.
Zytokinrezeptormonomere binden das entsprechende Zytokin und dimerisieren. Im
Falle des IL-6 Rezeptors rekrutiert die IL-6-Bindungseinheit 2 Glykoprotein 130 (gp-
130)-Proteine, welche als Rezeptoruntereinheiten die Funktion der beiden Rezeptor-
monomere Ubernehmen. An die Zytokinrezeptormonomere/gp130 ist jeweils eine nicht
kovalent gebundene Tyrosinkinase des Januskinasentyps ( Bei IL-6: Januskinase (Jak)
1,2 Tyrosinkinase (Tyk) 2 ) assoziiert. Durch die Zytokinbindung und Rezeptor/gp130
- Dimerisierung und damit einhergehende Konformationsanderung werden die Janus-
kinasen aktiviert und phosphorylieren sich und die Rezeptormonomere/gp 130
gegenseitig. Die phosphorylierten Tyrosinreste jedes Rezeptors/gpl30 binden ein
signaltransducer and aktivator of transkription (STAT)-Protein an einer SH-2-Gruppe.
Im Falle von gp130 bindet vor allem STAT 1 und 3. Die STAT-Proteine werden durch
den Rezeptor oder assoziierte Kinasen (hdaufig Jaks) an einem Tyrosinrest
phosphoryliert. Die STAT-Molekiile dissoziieren vom Rezeptor und bilden Homo- oder
Heterodimere (ber Bindungen zwischen den SH-2 und Phosphotyrosingruppen. Die
STAT-Dimere werden durch vereinfachten Transport in den Zellkern transloziert. Dort
binden sie als Transkriptionsfaktoren an bestimmte Promotersequenzen und initiieren
die Genexpression. Die Dephosphorylierung durch nukledren Tyrosinphosphatasen oder
Proteolyse beenden die Aktivitat als Transkriptionsfaktoren. Die Zielgene sind
Apoptoseinhibitoren und Zellzyklusregulatoren wie basal cell lymphoma-extra large
(BCL-x.), myeloid cell leukemia sequence-1 (Mcl-1), Cyclin D1/D2 und c-myc. STAT-
3 fuhrt zur Expression von Akute-Phase-Proteingenen wie junB und ICAM-1, dem
Inhibitor Cyclin abhéngiger Kinasen p19INK4D und weiterer Proteine wie c-myc, pim-
1 und pim-2. Aktiviertes gp 130 bindet aulerdem das Protein SHP-2, welches hierauf
phosphoryliert wird und Grb-2 und Sos an die Plasmamembran rekrutiert. Hierdurch

kommt es zu einer Aktivierung des ERK-Signalweges lber Ras-Aktivierung (Buettner
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et al., 2002; Hirano et al., 1997; Levy and Darnell, 2002; Murray, 2007; Weinberg,
2007).

1.3.2. STAT-3-Signalweg im multiplen Myelom

Im multiplen Myelom spielt vor allem die Aktivierung von STAT-3 eine Rolle,
weswegen hierauf besonders eingegangen wird. Konstitutive Aktivierung von STAT-3
wurde in Myelomzellen aus Knochenmarkpunktionen von Patienten und in der Zelllinie
U266 nachgewiesen (Catlett-Falcone et al., 1999). 1988 wurde nachgewiesen, dass IL-6
einen starken proliferativen Effekt auf primare Myelomzellen hat (Kawano et al., 1988).
Das antiapoptotische Zielgen BCL-x_ ist bei konstitutiver STAT-3 Aktivierung hoch-
reguliert und die Apoptose mittels Fas-Liganden inhibiert. Blockade des Signalwegs
mittels IL-6-Rezeptorantagonisten (Demartis et al., 1996), Jak-Inhibitoren (De Vos et
al., 2000) und dominant negative STAT-3 Genexpression (Catlett-Falcone et al., 1999)
fihrte zur Herunterregulation von BCL-x_ und Apoptoseinduktion. Inhibition des
STAT-Signalweges wird deswegen immer wieder als Ziel fiir neue Medikamente
diskutiert. So zeigten etwa Honemann et al., dass der IL-6 Rezeptorantagonist SANT-7
Chemotherapeutikaresistenzen von Myelomzellen in vitro aufhebt (Honemann et al.,
2001). Dass jedoch ein IL-6-Rezeptorantagonist im Knochenmarkmikromilieu zur
Apoptoseinduktion von Myelomzellen nicht ausreicht wurde klinisch bewiesen. In einer
Studie mit einem monoklonalen Anti-1l-6-Antikdrper konnte keine Remission des

multiplen Myeloms erzielt werden(Bataille et al., 1995).

1.3.3. Der AKT-Signalweg

Im Jahr 1991 wurde von drei Forschergruppen unabhédngig von einander die Serin-
Threonin-Proteinkinase AKT gefunden, welche ebenfalls mit den Proteinkinasen A und
C verwand ist und deshalb auch als Proteinkinase B bezeichnet wird. AKT ist zentrales
Molekil des nach ihm benannten Signalwegs. Dieser ist sowohl in metabolische

Funktionen und Zellwachstum, als auch in die Apoptoseregulation eingebunden.

1331 Allgemeiner Aufbau

Ausgangspunkt fir die AKT-Aktivierung ist die Assoziation von AKT an die
Plasmamembran. Dies geschieht durch Anlagerung mit der pleckstrin-homology (PH)-
Domédne an das Membranlipid Phosphatidylinositoltrisphosphat (PIP3). Dieses
Membranlipid wird in seiner Menge streng reguliert. Es wird aus Phosphatidyl-
inositoldiphosphat (PIP2) durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) synthetisiert
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und durch die phosphatase and tensin homolog (PTEN) wieder abgebaut. Die PI3K
muss ihrerseits ebenfalls an die Zellmembran nichtkovalent binden, um durch die Nahe
ihres Substrats enzymatisch aktiv werden zu koénnen. Die Assoziation an die Zell-
membran entsteht durch Bindung an ein aktiviertes Ras-Protein oder die Py-
Untereinheit eines trimeren G-Proteins. Die Bindung ist also letztlich von der
Aktivierung einer Rezeptortyrosinkinase (z.B. Wachstumshormon-, PDGF-, Insulin-
Rezeptor) oder eines G-Protein gekoppelten Rezeptors abhangig. Auch die
Proteinkinase phosphoinositide-dependent-kinase-1 (PDK-1) assoziiert tber eine PH-
Doméne an PIP3 und wird aktiviert. PDK-1 phosphoryliert schlielich AKT an zwei
Aminoséurereste und aktiviert seine Kinaseaktivitdt. AKT dissoziiert von der
Plasmamembran und phosphoryliert seine Zielproteine. Hierzu gehort eine Reihe von
metabolischen Enzymen wie z.B. Glykogen-Synthase-Kinase-3 und 6-Phosphofrukto-
kinase. Desweiteren erfolgt Zellzyklusregulation durch Phosphorylierung von Cyclin
D1 und Apoptoseinhibition durch Inaktivierung des proapoptotischen Bcl-2-antagonist
of cell death (BAD) durch Phosphorylierung. Mittels Aktivierung der Kinase
mammalian target of rapamycin (MTOR) nimmt AKT weiteren Einfluf auf
Proteinsynthese, Zellwachstum und Zellzyklusprogression (Duronio, 2008; Franke et
al., 2003; Lodish, 2001a; Weinberg, 2007).

Aktiviertes mTOR vermittelt eine p70S6K-Phosphorylierung. Aktiviertes p70S6K
vermittelt eine vermehrte Synthese ribosomaler Proteine und Translationsfaktoren und
unterstitzt hierdurch die Proteinbiosynthese unter Anderem des Transkriptionsfaktors c-
myc (Jefferies et al., 1997; Terada et al., 1994). Auch das Bindeprotein 4e-BP des
Initiationsfaktors der Translation elF4E wird durch mTOR phosphoryliert. Hierdurch
wird der Translationsfaktor elF4E freigesetzt und die Translation einiger Proteine unter
Anderem des Cyclins D1 erhoht (Rosenwald et al., 1995).

1.3.3.2. AKT im Multiplen Myelom

Es ist bekannt, dass die flr das Multiple Myelom wichtigen Wachstumsfaktoren IL-6
und insulin-like growth factor-1 (IGF-1) ihre antiapoptotischen und proliferativen
Wirkung sowohl Uber den ERK-Signalweg als auch Uber den AKT-Signalweg
vermitteln (Ge and Rudikoff, 2000b; Hideshima et al., 2001). AuRerdem sind in
Wachstumsfaktor unabhdngigen Zelllinien und Proben wvon Patienten im fort-

geschrittenen Stadium des Myeloms Komponenten des AKT-Signalweges mutiert. So

16



ist AKT z.T. konstitutiv aktiviert (Pene et al.,, 2002) und der Inhibitor des AKT-
Signalweges PTEN wird z.T. nicht exprimiert (Ge and Rudikoff, 2000a). Inhibition der
AKT-Aktivierung mittels LY294002 oder Restitution von PTEN mittels Transfektion
mit einem Expressionsvektor fiihrte zu geringerer Proliferation und Apoptose-Induktion
(Ge and Rudikoff, 2000a; Pene et al., 2002).

Neuere Ergebnisse von Zoéllinger et al. zeigen, dass der AKT-Signalweg nur in etwa der
Hélfte der primaren Myelomzellen und Myelomzelllinien von Bedeutung ist. Eine
Gruppe starker konstitutiver AKT-Phosphorylierung ist von einer Gruppe geringer
AKT-Phosphorylierung zu unterscheiden. Die starke AKT-Phosphorylierung ist vor
allem auf noch z.T. unbekannte genetische Verénderungen wie z.B. eine PTEN-
Deletion (20%) zuriickzufihren. In der Gruppe der konstitutiven AKT-Aktivierung
fuhrt eine AKT-Inhibition zur Apoptoseinduktion. Die Gruppe geringer AKT-
Phosphorylierung ist resistent gegen AKT-Inhibition und selbst bei der zusé&tzlichen
Blockade des MAPK/ERK- und STAT-3-Signalweges zeigt sie keine gesteigerte
Apoptoseinduktion. Es ist anzunehmen, dass in dieser Subgruppe der AKT-Signalweg
keine Bedeutung fiir das Uberleben der Zellen hat (Zollinger et al., 2008).

Interessanterweise fuhrte die Inhibition von mTOR, welches eine denkbare
pharmakologische Zielstruktur darstellt, nur zu einer geringen Apoptoseinduktion.
Grund hierfur ist die mTOR abhéngige Phosphorylierung vom Insulin-Rezeptor
Substrat-1 (IRS-1), welches hierdurch abgebaut wird. IRS-1 spielt eine wichtige Rolle
bei der Signalubermittlung am Insulin und IGF-Rezeptor. Im Sinne einer negativen
Ruckkoppelung wird IRS von dem durch Ihn aktivierten mTOR abgebaut. Diese
Ruckkoppelung wird durch mTOR-Blockade verhindert und eine vermehrte IGF-
Signalaktivierung ist die Folge (Shi et al., 2005).

1.34. NFxB-Signalweg

Vor 20 Jahren wurde ein nukledrer Faktor entdeckt, der in B-Zellen die Expression der
k-Leichtketten von Immunglobulinen hochreguliert (Sen and Baltimore, 1986). Dieser
wurde deshalb Nukledrer Faktor k B (NFkB) genannt. Zunichst wurden die wichtigen
Funktionen von NF«kB als Transkriptionsfaktor in der Entwicklung und Aktivierung des
Immunsystems entdeckt. In der letzten Zeit wurde erkannt, dass NFkB sowohl in

immunologischen als auch in nicht-immunologischen Zellen weitere zentrale zellulére
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Prozesse wie Apoptose, Differenzierung und Proliferation steuert. Fehlregulationen von
NFkB wurden in einer Reihe von Erkrankungen und unter Anderem auch Krebs
entdeckt.

1.3.4.1. Allgemeiner Aufbau

Die Familie der NFxB-Transkriptionsfaktoren besteht aus den Proteinen p50, p52, p65
(RelA), RelB und c-Rel. Aus diesen bilden sich Homo- oder Heterodimere. Allen
Proteinen ist eine Rel homology domain (RHD) gemeinsam, welche fiir die DNA-
Bindung an kB-Motive im Promotorbereich der NFkB-Zielgene verantwortlich ist. Die
transcriptional activation domain (TAD) ist fur die Rekrutierung von Coaktivatoren an
die DNA und Transkriptionsférderung verantwortlich und nur in den Proteinen p65,
RelB und c-Rel vorhanden. Dimere ohne p65, RelB und c-Rel-Beteiligung binden an
die «B-Motive im Promotor ohne eine Transkription einleiten zu konnen. Die

Transkription des Gens ist blockiert.

NF«B-Dimere kommen in einem aktiven und einem inaktiven Zustand vor. Im
inaktiven Zustand ist das NFkB-Dimer an ein inhibitorisches Protein der IxkB-Familie
(IkBa, IxkBp, IkBe) assoziiert. Die IkB-Proteine maskieren die DNA-Bindungsdoméne
und halten die NFkB-Dimere im Zytoplasma zuriick. Aktive NFxB-Dimere sind von
IxB-Proteinen dissoziiert, im Kern lokalisiert und als Transkriptionfaktoren aktiv.

Viele Stimuli wie z.B. Bakterien, Viren, Zellkontakt, Zytokine (z.B. TNF-o, RANKL)
und Wachstumshormone aktivieren iiber unterschiedliche Rezeptoren NFkB. Auf eine
spezielle NFxkB-Aktivierung durch einen Stimulus folgt jedoch immer eine
Transkriptionsédnderung einer bestimmten Auswahl der NFxB-Zielgene und eine
passende Reaktion der Zelle. Griinde hierfur sind der Crosstalk mit anderen aktivierten
Signalwegen, die kovalente Modifikation von NFxB nach Aktivierung und die
unterschiedliche Aktivierung von NF«kB {iber den kanonischen und nicht-kanonischen

Signalweg.

1.3.4.1.1. Der kanonische Signalweg

Ausgangspunkt sind Rezeptoren der TNF-Familie, toll-like-Rezeptor, Interleukin-1-
Rezeptor und B-und T-Zellrezeptor. Bei Bindung von TNF-a an den TNF-Rezeptor-1
trimerisiert dieser Rezeptor und rekrutiert mit seiner zytoplasmatischen Todesdomanen
einen Komplex aus den Proteinen TNF-receptor associated death domain (TRADD),

TNF-Rezeptor assoziierter Faktor (TRAF) 2 und 5, receptor interacting proteins (RIP)
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und der Kinase RIP-1. Auf noch nicht im Detail gekléarte Weise fiihrt dieser Komplex
zur Phosphorylierung des IkB-Kinase (IKK)-Komplexes. Der IKK-Komplex besteht
aus den beiden durch Phosphorylierung aktivierbaren Kinaseuntereinheiten IKKo und
IKK und der regulatorischen Untereinheit NFxB essential modulator (NEMO)/ IKKYy.
Der aktivierte IKK-Komplex kann die meisten IkB-Proteine phosphorylieren.
Phosphorylierung von IkB-Proteinen fiihrt zu einer Ubiquitinierung durch die SCFp™"
E3-Ubiquitin-Ligase. Hiermit ist das IkB-Protein zum Abbau markiert und wird im
Proteasom degradiert. Das freie NFxB-Dimer kann nun weiter posttranslational
modifiziert werden und schlieBlich in den Zellkern wandern und seine Funktion als
Transkriptionsfaktor austiben (Hayden and Ghosh, 2008; Jost and Ruland, 2007;

Tergaonkar, 2006).

1.3.4.1.2. Der alternative NFkB-Signalweg

Bisher sind wenige Liganden und Rezeptoren [lymphotoxin beta receptor (LTBR),
CDA40, B-cell activating factor receptor (BAFFR), RANK] fiir den alternativen NFxB-
Signalweg bekannt. Diese spielen jedoch eine wichtige Rolle in der Entwicklung von
sekundéren lymphatischen Organen, der B-Zellhomdostase und der Osteoklastogenese.
Die Aktivierung des alternativen NFxB-Signalweg erfolgt langsamer als die des

kanonischen.

Die Rezeptoren des alternativen NFkB-Signalweg gehoren ebenfalls der TNF-Familie
an und andern bei Aktivierung die Zusammensetzung ihrer assoziierten TRAF-Proteine.
Vor allem wird TRAF 3 degradiert, welches seinerseits die Ubiquitinierung und
Degradation der NFxB inducing kinase (NIK) vermittelt. Somit steigt die Menge an
NIK. NIK phosphoryliert sowohl das Protein p100 als auch IKKa. IKKa phosphoryliert
hierauf weitere Aminosaurereste des p100-Proteins, welches an RelB assoziiert ist. Dies
fuhrt zur Ubiquitinierung des p100-Proteins. Dieses wird im Proteasom jedoch nur
teilweise degradiert und aus dem Protein p100 der NF«kB-Transkriptionsfaktor p52
prozessiert. Das entstandene p52-RelB-Dimer wird nicht von einem IkB-Protein

inhibiert und kann in den Kern translozieren und als Transkriptionsfaktor wirken.

Zielgene des NF«xB-Signalweges sind Chemokine, Immunrezptoren, Adhé&sions-
molekiile, Apoptoseregulatoren, Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren, Zell-

zyklusregulatoren und seine eigenen Inhibitoren, die IxB-Proteine. Durch die
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Expression der IkB-Proteine wird das NFxB-Signal im Sinne einer negativen
Rickkoppelung beendet (Dejardin, 2006; Hayden and Ghosh, 2008; Jost and Ruland,
2007; Tergaonkar, 2006).

1.3.4.3 NFkB im multiplen Myelom
Annunziata et al. wies in 82% primérer Knochenmarkstanzen von Patienten mit
multiplem Myelom eine NFxB-Aktivierung durch erhohte Expression von 11 NFkB

Zielgenen nach (Annunziata et al., 2007).

AuRerdem fanden sich zum Teil eine massiv erhdhte Expression vom Aktivator des
kanonischen und alternativen NFkB-Signalweg NIK. Der negative Regulator von NIK
TRAF-3 war zum Teil massiv vermindert exprimiert. Dies ist auf genetische Ereignisse
(Translokation, Deletion...) zuriickzufithren (Annunziata et al., 2007). Auch bestimmte

Polymorphismen von IkBa kommen in Myelomzellen gehduft vor (Parker et al., 2002).

Die Aktivierung des NFxB-Signalweg durch genetische Abnormalitéaten ist in etwa 16%
aller primaren Multiplen Myelome zu erwarten (Annunziata et al., 2007). Die Ursache
der Aktivierung des NFxB-Signalweg in vielen Myelomproben ist jedoch das
verénderte Knochenmarkmikromilieu. Kontakt zu Knochenmarkstromazellen aktiviert
den NF«kB-Signalweg in Myelomzellen (Chauhan et al., 1996). Auch die im Knochen-
markmikromilieu gebildete Komponente der Extrazellularen Matrix Fibronektin
aktiviert den NFxB-Signalweg in Myelomzellen (Landowski et al., 2003). NF«kB-
Aktivierung fihrt in Myelomzellen zur Hochregulation von Zell-Zell und Zell-Matrix-
Adhasionsproteinen wie VLA-4 und ICAM (Tatsumi et al., 1996).

Wichtige Veranderungen im Knochenmarkmikromilieu werden durch NF«kB-
Aktivierung in anderen Zellen z.B. den Osteoklasten durch Mediatoren z.B.
macrophage - colony stimulating factor (M-CSF) und RANKL hervorgerufen (Lee and
Kim, 2003). Auch die Sekretion von Wachstumsfaktoren fir die Myelomzellen, wie IL-
6, GM-CSF, BAFF und MIP-1a wird durch den NF«B-Signalweg reguliert (Li et al.,
2008).

NF«xB-Aktivierung unterstutzt in Myelomzellen auf verschiedenen Wegen das
Uberleben und die Proliferation. NFkB reguliert die Expression von antiapoptotischen
Proteinen wie B-cell lymphoma 2 (BCL-2), BCL-x.. Das Enzym Telomerase flihrt zur

Immortalisierung der Plasmazellen, einem friihen Schritt der Krebsentstehung. Die
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Expression der katalytischen Untereinheit telomerase reverse transcriptase wird von
NFkB reguliert (Yin et al., 2000). Die Angiogenese unterstiitzt NFkB durch die
Expression der 2 vascular endothelial growth factors VEGF-C und PLGF (Chilov et al.,
1997; Cramer et al., 2005).

Neue Medikamente des Multiplen Myeloms wie der Proteasomeninhibitor Bortezomib
oder Thalidomid blocken den NF«kB-Signalweg. Dies ist zumindest flr einen Teil ihrer
proapoptotischen Wirkung verantwortlich. Vor allem kann eine Blockade des NFkB-
Signalweg durch Reduktion antiapoptotischer Signale die Toxizitat konventioneller
Chemotherapeutika erhéhen (Li et al., 2008).

1.3.5. Apoptose

Die Zellzahl einer Zellpopulation wird durch den Zuwachs an Zellen durch Zellteilung
und den Verlust von Zellen durch den programmierten Zelltod Apoptose bestimmt.
Normalerweise ist das Verhéltnis von Zellteilung zu Apoptose in einer nicht mehr
wachsenden Zellpopulation ausgeglichen. Das multiple Myelom ist eine Neoplasie, die
sehr langsam proliferiert. Allerdings ist der Anteil an Zellen, die sich in der Apoptose

befinden sehr gering. Somit akkumulieren die Myelomzellen (Oancea et al., 2004).

1.3.5.1. Allgemeiner Ablauf

Die Apoptose ist im Gegensatz zur Nekrose ein gut regulierter Vorgang. Zentrale
Ereignisse sind Kern- und Zellschrumpfung, Chromatinkondensation, DNA-Frag-
mentation und Bildung apoptotischer Blasen. Zwei Signalwege fiihren letztlich zur
Aktivierung von im Plasma inaktiv vorliegenden Cysteinproteasen (Caspasen). Diese
aktivieren sich gegenseitig im Sinne einer Signalkaskade und letztlich eine ganze Reihe
von zelluldren Protease und Endonukleasen. Dies fulhren zur Degradation von

Nukleinsauren und Stiitzproteinen.

1.35.1.1. EXTRINSISCHE APOPTOSEEINLEITUNG

Der extrinsische Signalweg spielt vor allem im Immunsystem eine Rolle. Ausgangs-
punkt sind membranstédndige Todesrezeptoren wie Fas, TNF-Rezeptor 1, death receptor
4 und 5. Nach Bindung ihrer Liganden FasL, TNF-o, TNF related apoptosis inducing
ligand (TRAIL) oder TNF ligand superfamily member 10 (TNFSF10) kommt es zu
einer Neuorganisation der Rezeptoren z.B. in Form von Trimerisierung. Adapter-

proteine wie z.B. Fas associated via death domain (FADD) lagern sich an und
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rekrutieren Procaspase 8 und 10 zu einem death inducing signalling complex (DISC). In
diesem Komplex werden die Caspasen 8 und 10 autoproteolytisch aktiviert.

1.3.5.1.2. Intrinsische Apoptoseeinleitung

Der intrinsische Signalweg geht vom Mitochondrium aus und wird durch DNA-
Schédigung, Chemotherapeutika, Hypoxie, oxidativem Stress und Entzug von
Wachstumsfaktoren aktiviert. Das kritische Ereignis des intrinsischen Signalweges ist
die Bildung von Poren in der &ufReren Mitochondrienmembran und Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus dem Raum zwischen innerer und &uferer Mitochondrienmembran.
Verantwortlich hierflir sind die proapoptotischen Proteine Bax und Bcl-2 homologous
antagonist/killer Bak der Bcl-2 Familie, welche nach Aktivierung Oligomerisieren und
Poren bilden. Aktiviert werden sie unter anderem von den Proteinen Bid und Bim. Bid
wird durch den extrinsischen Weg aktiviert. Die antiapoptotischen Proteine der Bcl-2
Familie Bcl-2, Bclx, und Mcl-1 trennen sowohl Bid und Bim von Bax und Bak als auch
Bax und Bak voneinander. Somit wirken sie einer Aktivierung und Porenbildung
entgegen. Die Proteine p53 upregulated modulator of apoptosis (Puma), Noxa und
BAD antagonisieren wiederum die antiapoptotischen Mitglieder der bcl-2-Familie Bcl-
2, Bclx, und Mcl-1 und wirken somit proapoptotisch. Zytosolisches Cytochrom c bindet
an den apoptotic protease activating factor 1 (APAF 1). APAF 1 andert hierdurch seine
Konformation und oligomerisiert zum Apoptosom. Caspase 9 wird rekrutiert und
aktiviert.

Das Verhéltnis von pro- zu antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie bestimmt
die Apoptoseneigung einer Zelle. Wachstumsfaktor abhéngige Signalwege wie der
MAPK/ERK-, JAK/STAT-, AKT- und NF«B-Signalweg nehmen (ber ihre Zielgene
wie z.B. Bcl-2 antiapoptotischen EinfluB (Lodish, 2001b; Movassagh and Foo, 2008;
Oancea et al., 2004).

1.35.2. Apoptose im multiplen Myelom

In Myelomzellen werden im Vergleich zu normalen Plasmazellen vermehrt Bcl-2, Mcl-
1, gleich viel Bclx, und weniger Bax exprimiert (Spets et al., 2002). In Spétstadien des
Multiplen Myeloms konnte h&ufiger eine erhdhte Bclx -Expression nachgewiesen
werden und in vitro - Versuche zeigten eine erhéhte Chemotherapeutikaresistenz bei
Bclx -Uberexpression (Gauthier et al., 1996). Die herausragende Rolle von Mcl-1 in der

Apoptoseresistenz von Myelomzellen konnte mittels einer Expressionshemmung durch
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Antisense-Oligonukleotide nachgewiesen werden. Antisense-Oligonukleotide von Mcl-
1 konnten im Gegensatz zu Antisense-Oligonukleotide von Bcl-2 oder Bclx, alleine
Apoptose in Myelomzelllinien auslésen. Expressionshemmung von Bcl-2 fiihrte zu
einer Sensibilisierung von Myelomzellen gegeniiber Dexamethason (Derenne et al.,
2002). Erste klinische Einsétze von Bcl-2 Antisense Oligonukleotiden in Kombination
mit  konventionellen Chemotherapeutika wie Vincristine, Adriamycin, und
Dexamethason zeigen gute Ansprechraten (van de Donk et al., 2004). Ein weiterer
Ansatz der Apoptoseinduktion in Myelomzellen besteht in der Verwendung von
Histonedeacetylase (HDAC) Inhibitoren. Diese fiihren im Multiplen Myelom zu einer
verminderten Expression von Bcl-2, Bclx. und Mcl-1 und zu einer vermehrten

Expression von Bax (Khan et al., 2004).
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1.4, Fragestellung

Nicht nur Knochenmarkstromazellen sondern auch Osteoklasten scheinen auf Myelom-
zellen eine antiapoptotische und proliferationssteigernde Wirkung zu haben. Abe et al.
wies an Myelomzelllinien ein besseres Uberleben der Myelomzellen durch Kokultur mit
Osteoklasten als durch Kokultur mit Knochenmarkstromazellen nach (Abe et al., 2004).
Unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe Bargou am Universitéatsklinikum Wirzburg
belegen denselben Effekt an primaren Myelomzellen. Die bisherige Erforschung des
Knochenmarkmikromilieus beim multiplen Myelom konzentrierte sich jedoch
hauptsachlich auf die Unterstiitzung der Myelomzellen durch Knochenmarkstroma-
zellen. Diese ist mehrfach belegt. Zundchst bestand das Ziel der Arbeit darin zu
untersuchen ob Osteoklasten oder Knochenmark-Stromazellen, fur den entscheidenden

Uberlebensvorteil im Knochenmarkmikromilieu verantwortlich sind.

Weiter war es Ziel der Arbeit herauszufinden, welche Signalwege den Uberlebens-
vorteil der Myelomzellen durch Osteoklasten vermitteln. Als Ausgangspunkt wurde die
Analyse von Signalwegen gewahlt, deren Beitrag zum besseren Uberleben von
Myelomzellen in Kokultur mit Knochenmarkstromazellen bereits bekannt ist. Dies
ermoglicht auBerdem einen Vergleich zwischen der Signalwegsaktivierung in
Myelomzellen durch Knochenmarkstromazellen und Osteoklasten. Die Abhangigkeit
des osteoklastenvermittelten Uberlebensvorteils von Zellkontakten (Abe et al., 2004)

flihrte zu einer Untersuchung vor allem von Zellkontakt abhdngigen Signalwegen.

Letztlich war es auch Ziel in Myelomzellen die Aktivierung von Signalwegen durch
Kokultur mit Osteokasten nachzuweisen, deren Bedeutung fiir den Uberlebensvorteil

durch Knochenmarkstromazellen nicht oder noch nicht nachgewiesen ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1. Reagenzien

Die Standartreagenzien wurden von der Firma Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dtl. be-

zogen und sind nicht einzeln aufgefihrt.

Beetle Luciferin

Biosynth AG, Staad, Schweiz

CoA

lodoacetamid - Alkylating Reagent

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ampholyte - ZOOM® Carrier Ampholytes pH 3-10

Invitrogen, Carlsbad, USA

2.1.2. Zytokine
Rekombinanter humaner Solubler RANK
RANKL Ligand (rh SRANKL)
Rekombinanter humaner Macrophagen Immunotools,
MCSF Stimulierender Faktor (rh M-CSF) Friesoythe, DU.
IL-6 Rekombinantes humanes Interleukin-6
TNF- Rekombinantes Humanes TNF- PreproTech, Rocky
¢ ¢ Hill, USA
2.1.3. Antikorper
Pimérantikorper
Phospho — Stat3 #9134
Phospho-p44/42 MAP Kinase 49101 Kanninchen | Cell Signalling
( Phospho-ERK) Technology,
Phosphotyrosin p-Tyr 100 Beverly, USA
#9411 M

(PY 100) o aus
IkB-a sc 847 Kanninchen
BCL-2 sc 509 Santa Cruz
MCL-1 sc 12756 Biotechnology,
BAX sc 20067 | Maus Santa Cruz,
Hsp 70 sc 24 USA
Phosphotyrosin p-Tyr (PY 99) sc 7020

BD, Franklin
IKK- o 556532 Maus Lakes, USA

Sigma-Aldrich,
3-Aktin A 5316 Maus St. Louis, USA
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http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=ZM0021&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAK3OTUvEMBAG4KP5GYWFHoQ2zaooK0V0VxZRRCh6XUI6bQP5Ipm29N%2BbFtcFEbx4%0AS4Z5530yRt68rXuBIUmTCvwgBYRfZx2i21A6jmMuzSDR2xZMLqymQSLQPlAwtLMa6DGdcVNnxzy9%0Ad05JwVFaE%2FIOtSKrFUHfAzkrCCsYvWKXBTsnD33TgI%2FVXLvbZNuBjin13e%2B%2Bjv9AbG4KKofWzIj3%0AivJaehBIT0t3Qtfl08f%2BNRJ2MjjFpy1HaK2f0jh6hqlcALOqiX2RxUiDB3Ydac1hXVwsuvUu2YNK%0AHlW87q3rrIcg%2Fwd3glU4KUjnz%2FIqK2laBS8wgPrD%2FAnuwoZk0AEAAA%3D%3D&returnURL=http%3A%2F%2Fproducts.invitrogen.com%3A80%2Fivgn%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Finvitrogen%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D51401%26filterType%3D1%26OP%3Dfilter%26filter%3Dft_1701%252Ff_203401*

Sekundarantikorper

Antl Rabbit IgG Horseradish Peroxidase NA 934V | Esel GE Healthcare,
linked Chalfont St
Antl-mouse IgG Horseradish Peroxidase NA9310V | Schaf Giles, UK
linked F(ab);

2.1.4. Plasmide
. Clontech Laboratories,
GFP-Plasmid PEGFP-N3 Mountain View. USA
. Claus Schneidereit,
6XNF«B-Plasmid 6XNFkB luc MDC. Berlin, Dtl.
2.15. Farbungen
Pl Propidiumiodid 50 ug/ml
Annexin V-FITC EuroBioScience, Friesoythe, Dtl.
2.1.6. Zellkultur
RPMI RPMI 1640
FCS Foetal Bovine Serum Standard Quality
DMEM DMEM low Glucose(1g/l) + L-Glut
o-MEM MEM Alpha Modification + L-Glut
PAA, Pasching,
L-Glutamin L-Glutamin 200mM 3y .
- _ Osterreich
Natrium Pyruvat Natrium Pyruvat Losung
Gentamicin Gentamicin ( 50 mg/ml)
Trypsin Trypsin EDTA (1x) - Lésung
PBS Dulbecco’s PBS (1x) ohne Ca”*/Mg™*
PBS mit Ca”*/Mg”* | Dulbecco’s PBS (1x) mit Ca”*/Mg**
PAN-Biotech,
Ficoll Pancoll human
Aidenbach, Dtl.
2.1.7. Kits
MTT Cell Proliferation Kit (MTT) Roche, Basel, Schweiz
_ _ StemCellTechnologies,
CD-14 Human CD-14 Selection Kit 18058
Vancouver, Kanada
_ Dual-Luciferase Reporter Assay ]
Luciferase Promega, Madison, USA

System
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TRAP Acid Phosphatase, Leucocyte Sigma-Aldrich, St. Louis,
3861A-KIT USA

MaxiPrép Plasmid Maxi Kit Qiagen, Venlo, NL.

2-D-Gel ZOOM IPGRunner ComboKit Invitrogen, Carlsbad, USA
2.1.8. Polyacrylamidgele
Gradientengele 4-12% TRIS-Glycin Anamed, GroR-Bieberau, Dtl.
2-D- ZOOM®Gele  4-20% TRIS-Glycin Invitrogen, Carlshad, USA
Selbstgegossen 12% TRIS-Glycin Acrylamid Roth, Karlsruhe, Dtl

Trenngel 12% 10 ml Sammelgel 5% 5 ml

Rothiphorese 30% 4 ml 0,83 ml

TRIS pH 8,8 1M 3,8 ml -

TRIS pH 6,8 1M - 0,58 ml

Agua dest. 2,2 ml 3,5ml

SDS 10 % 100 pl 50 pl

APS 10 % 100 pl 50 ul

TEMED 100% 5 pl 2,5 ul

Nach Mischen der Reagenzien wird das Trenngel gegossen und mit voll entsalztem
(VE)-Wasser uberschichtet. Ist das Gel auspolymerisiert wird das Wasser abgeschittet
und das frisch angesetzte Sammelgel aufgetragen. Der Kamm wird eingesetzt und die

Polymerisation abgewartet.

2.1.9. Elektrophoresezubehor
Marker Seeblue Prestained Standart Invitrogen, Carlsbad, USA
Membran PVDF Wester Blotting Roche, Basel, Schweiz
Membran
Blotting Papier Hartenstein, Wirzburg, Dtl.
Rontgenfilme CEA, Strangnas, Schweden
2.1.10. Puffer und Ldsungen
Bradford-Proteinstandarts:
Standart: 0 1 2 3 4 5
mg BSA / ml RIPA-Lysepuffer: 0 0,625 | 1,25 2,5 5 10
Bradford - Reagenzien:
Reagent AS | 1ml Reagent A + 20 ul Reagent S DC Protein Assay,
Reagent B BioRad, Hercules, USA
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2-D-Lysepuffer ZOOM® 2D Protein Solubilizer 2  Invitrogen, Carlsbad, USA

RIPA — Lysepuffer : Reagenz Finale Konzentration
TBS 1x
NP 40 = IgePal 1%
Na-Desoxycholate 10%
SDS 0,1%
NaNj3 0,004%
Proteaseinhibitorcocktail (Roche) 1 Tabl./10 ml
Phosphataseinhibitor 1 Tabl./10 ml
Laemmli 4x/2x/1x:  TRIS pH 6,8 1M 2ml
Glycerol 86% 4 ml
R-Mercaptoethanol 2 mi
Bromphenolblau 2% 100 pl
SDS 3,29
4x Laemmli: Ad 10 ml Aqua dest. + Ldsung im Wasserbad (50°C)
2x Laemmli: 5ml 4x Laemmli + 5 ml Aqua dest.
1x Laemmli : 5ml 4x Laemmli +15 ml Aqua dest.
TGS 10x,pH8,3: TRIS 30¢g
Glycin 144q
SDS 59
Ad 1000 ml Aqua dest.
Coomassie - Comassie Blue 0,259
Staining Solution Ethanol 100 ml
Aqua dest. 100 ml
1 Stunde komplett I6sen lassen
Essigséaure 25 ml

Ad 1000 ml Aqua dest., dunkel lagern

Coomassie- Ethanol 400 ml

Destaining Solution Essigséure 100 mi
Agua dest. 500 ml

TBS 10x: TRIS-Base 24,29
NaCl 804g

Ad 1000ml Aqua dest.
pH 7,6 mit konz. HCI einstellen

TBS-Tween: TBS 1x + 0,1% Tween

BSA-L0Osung 5%: TBS-Tween + 5% BSA
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Transferpuffer: TGS 1x + 20% Methanol

Ponceau- Ponceau 0,29
Staining Solution Essigséaure 10 mi
Ad 200 ml Aqua dest

ECL-LGsung:

Iml Lésung A A(200ml 0,1 M TRIS (pH 8,6) + 50 mg Luminol)

+ 0,3 pul H,0, 30%

+ 100 ul Lésung B B(1,1 mg para-Hydroxycoumarinsaure /1 ml DSMO)

PPBT 1 M K;HPO, 90,8 ml
1M KH,PO,4 9,2ml
Ad 11 Agua dest.
Zugabe von Triton X 100 : 0,2%

Beetle luciferase assay Reagent (BLA) nach Hampf et al. (Hampf and Gossen, 2006)

2x BLA 150 mM Hepes

nicht komplett 8 mM MgSO,
40 mM DTT
200 uM EDTA
1.06 mM ATP

Lagern bei -20°C

1x BLA komplett ~ 2xBLA nicht komplett 1:1 mit Aqua dest. verdiinnen
+ Beetle Luciferin, Konzentration 270 uM
+ CoA, Konzentration 470 uM

2.1.11. Sonstige Materialien
Elektroporationskivette: 25 X 4 mm Peglab, Erlangen, Dtl.
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2.1.12.
Beschallung:

Zentrifugen:

Netzgeréte:
Hochspannung
Niedrigspannung

Schuttler:
Brutschrank:
Sterilarbeitsplatz:
FACS-Gerat:
ELISA-Reader

Elektrophorese:
Kammer + Geltréager:
Gelkammer :

(auch 2-D-Gel)
Blotting Kammer:
Rontgenentwickler:

Photometer:
DNA-Messung
Luciferaseassay

Gerate

Sonoplus UW 2070

5415C

1-14

Multifuge 3 S-R
Avanti J-25

EPS 3500
E802

Mini Rocker MR-1
BB 16

HeraSafe HS 12/2
CyFlow
Sunrise-Basic

Mini Protean System
ZOOM IPG Runner -
Mini-Cell

Compakt RTX

Biophotometer
MicroLumat

Fluoreszenzmikroskop: Eclipse TE 2000-U

Elektroporator:

Cellject Duo
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Bandelin, Berlin, Dtl.

Eppendorf, Hamburg, Dtl.
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Heraeus, Hanau, Dtl.
Beckmann-Coulter, Fullerton, USA

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Consort, Turnhout, Belgien

Peglab, Erlangen, Dtl.
Heraeus, Hanau, Dtl.
Heraeus, Hanau, Dtl.
Partec, Miinster, Dtl.
Tecan, Mannedorf, Schweiz

BioRad, Hercules, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Peglab, Erlangen, Dtl.
Blach-Rdntgen, Assamstadt, Dtl.

Eppendorf, Hamburg, Dtl.
Berthold Technologie,
Bad Wildbad, Dtl.

Nikon, Tokyo, Japan
Thermo Electron, Waltham, USA



2.2

2.2.1.

Methoden

Zellkultur

Die tblichen Einmalprodukte folgender Firmen wurden benutzt:

NUNC, Roskilde, Danemark.

Corning, Corning, USA.
Sarsted, Nimbrecht, Dtl.

Greiner Bio — One, Frickenhausen, Dtl.
BD, Franklin Lakes, USA.
Starlab, Ahrensburg, Dtl.

Folgende Zellen wurden benutzt:

Name: Zellart: Herkunft:

INA-6 Myelomzelllinie Dr. Manik Chatterjee, Med. Klinik 11,
MM.1S Myelomzelllinie Uni Wirzburg

HS-5 Stromazelllinie Dr. Martina Seiffert, DKFZ Heidelberg

Priméres Stroma

Knochenmarkstromazellen

Primére

Kultiviert aus diagnostischen
Knochenmarkpunktionen,
Med. Klinik 11, Uni Wirzburg

Osteoklasten

Fusionszellen differenziert
aus PBMC’s

Generiert aus PBMC’s der

Transfusionsmedizin, Uni Wirzburg

Komplette Nahrmedien der verschiedenen Zellen:

INA-6 MM.1S | HS-5 Primares Osteoklasten
Stroma

Medium RPMI RPMI DMEM DMEM o-MEM
FCS 10% 10% 10% 20% 10%

Na-Pyruvat 1mM

) + + + + +
L-Glutamin 2mM
) IL-6 RANKL 50ng/ml

Zytokine ong/ml | ] ] M-CSF  25ng/ml

Zellkultur:

INA-6

Hierbei handelt es sich um eine nicht adharente Myelomzelllinie. Ihr Wachstum ist
abhangig vom Zytokin IL-6 (Burger et al., 2001). Jeden zweiten Tag wurden die Zellen
resuspendiert und nach Zelldichte im Verhéltnis 1:2 bis 1:6 gesplittet.

MM.1S

Hierbei handelt es sich um eine teiladharente Myelomzelllinie. Die Zellen wurden jeden
2.Tag mit einem Zellschaber vom Boden gel6st, resuspendiert und nach Zelldichte im
Verhéltnis 1:2 bis 1:6 gesplittet.
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HS-5

Hierbei handelt es sich um eine Stromazelllinie, die stark an der Zellkulturflasche
adhdriert und einen Monolayer ausbildet. Sie wurden jeden zweiten Tag gesplittet. Nach
Abnahme des Mediums werden die Zellen 2x mit PBS gewaschen um Mediumsreste zu
entfernen. Anschlielend werden die Zellen 15 min. mit Trypsin/EDTA (1x)-L6sung
inkubiert. Die Zellen l6sen sich hierdurch ab. Das zelltoxische Trypsin wird mit
Medium neutralisiert. Nach Resuspension werden die Zellen im Verhéltnis 1:2 bis 1:6

gesplittet.

Priméres Stroma

Hierbei handelt es sich um primére Knochenmarkstromazellen aus diagnostischen
Knochenmarkspunktionen. Zur Aufreinigung laufen die Knochenmarkspunktate durch
ein Zellsieb. AnschlieBend wird das Punktat ficollisiert. Die Interphase wird abge-
nommen und mit PBS gewaschen. Hierauf werden die Zellen je nach Menge in ein oder
zwei 6-Wells mit dem entsprechenden Medium ausgesdt. Nach einem variablen
Zeitraum von drei bis zehn Tagen setzen sich Zellen ab und zeigen die
stromazelltypischen Zellauslaufer. Ab jetzt wird das Medium alle zwei Tage
gewechselt. Da es sich bei primdrem Stroma um primére Zellen handelt lassen sich die

Zellen nur ein bis zwei Monate kultivieren.

Osteoklasten
Die Generierung der Osteoklasten ist im Ergebnisteil genau erlautert. Ausdifferenzierte
Osteoklasten bendtigen jeden dritten Tag ein neues Medium. Es handelt sich um

primdre Zellen, die sich nur ein bis zwei Monate kultivieren lassen und dann absterben.
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2.2.2. Zellseparation

2.2.2.1. Dichtegradientenzentrifugation
Die zu separierende Probe ( 7,5ml PBMC/Knochenmarkspunktat)

——
—
]

——

wird in einem 50 ml Rohrchen 1:1 mit PBS gemischt. In einem

zweiten Réhrchen werden 15 ml Ficoll vorgelegt. Vorsichtig wird -

das PBS-Probengemisch mit einer 5 ml Pipette auf den vorgelegten &) ——— ~

Ficoll aufgeschichtet. Das Rohrchen wird nun mit minimaler ‘
Beschleunigung und Bremse fiir 15 min bei 3400 g zentrifugiert. ki e

Nach der Zentrifugation zeigen sich mehrere Schichten im

[ &

Réhrchen (siehe Abb.7). Ganz unten sammeln sich rot die |

>y —

Erythrozyten, hierauf folgt eine durchsichtig viskdse Phase. Auf
dieser liegt eine schmale zellreiche, sogenannte Interphase. Diese

wird nach oben durch eine gelbliche, nicht viskdse Phase begrenzt. Mit

einer 5 ml Pipette wird der Zellteppich der Interphase vorsichtig

Abb. 7: Réhrchen nach
eingesaugt. Die Zellen werden in 40 ml PBS resuspendiert und  Dichtegradienten-
zentrifugation;
typische Schichtung,
weile Schicht =
Interphase.

bei 2000 rpm 5 min abzentrifugiert. Nach Abkippen des
Uberstandes konnen die Zellen in einem beliebigen Medium

aufgenommen werden.

2.2.2.2. CD-14-Aufreinigung

Die CD-14-Aufreinigung erfolgte mit dem “Human CD-14 Selection Kit“ von
StemCell-Technologies nach Angaben des Herstellers. Das Prinzip basiert auf einer
positiven Markierung des CD-14-Antigens mittels eines bispezifischen Antikdrpers.
Der bispezifische Antikorper bindet auBerdem magnetische Nanopartikel. Wird eine
Zellsuspension mit markierten CD-14-positiven Zellen in einem 1,5 ml Reaktions-
rohrchen der Firma Eppendorf [Hamburg/Dtl] (Eppi) in einem Magneten positioniert
konnen die restlichen Zellen abgeschiittet werden. Die CD-14-positiven Zellen
adhdrieren an der Wand des ReaktionsgeféRes. Nach Entfernen des Eppis aus dem
Magneten kdnnen sie von der Wand abgespult werden.
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2.2.3. Farbungen

2.2.3.1. TRAP-Farbung
Die TRAP-Farbung wurde mit dem “Acid Phosphatase, Leucocyte-Kit“ der Firma
Sigma-Aldrich nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Das Ergebnis der Farbung

wurde am Mikroskop im Phasenkontrast begutachtet.

2.2.3.2. Hoechstfarbung

Der Farbstoff Hoechst 33342 wurde in der Konzentration 5 ug/ml in das Medium eines
6-wells gegeben. Nach einer halben Stunde wurden die Zellen am Fluoreszenz-
mikroskop auf Fluoreszenz im Blaulicht untersucht.

2.2.4. MTT-Assay

Lebende Zellen nehmen das gelbe Tetrazoliumsalz MTT auf und setzen es mit Hilfe
mitochondrialer Dehydrogenasen zu einem stark blauen, wasserunléslichen Formazan-
farbstoff um (siehe Abb.8). Fur die photometrische Messung (570-590 nm) werden die
Zellen lysiert, um den Farbstoff freizusetzen. Die Intensitat der Blaufarbung korreliert
mit der metabolischen Aktivitat der Zellen, bei einer Zellart (nach Erstellung einer
Zellstandardkurve) auch mit der Zellzahl (Mosmann, 1983).
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Reaktion von MTT zu Formazan (wikipedia).
Es wurde das MTT-Kit der Firma Roche verwendet. Zellen werden in 100 pul Medium
im 96-Well Format ausgesat und unter verschiedenen Bedingungen drei Tage kultiviert.
Es werden 10 ul MTT-labeling Reagent dazu gegeben. Nach vier bis acht Stunden
Inkubation im Brutschrank werden 100ul solubilisation solution hinzugegeben. Nach

weiteren zwolf Stunden kann der Gehalt an Formazan im Elisa-Photometer bei 550-600

nm bestimmt werden.
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2.2.5. FACS-Analyse

Das Prinzip der Durchflulzytometrie wurde 1968 an der Universitdt Mdinster von
Ghode (wikipedia.org, 2008) entdeckt und schon bald mit der Mdoglichkeit der
Zellseparation kombiniert. Anfang der 70er Jahre wurde das erste DurchfluBzytometer
mit der Moglichkeit der Zellseparation von Becton-Dickson in America entwickelt
(Herzenberg et al., 2002). Der Begriff des fluorescence activated cell sorting (FACS)

setzte sich als Begriff fur DurchfluBzytometer mit und ohne Zellseparator durch.

Das Prinzip der Durchflulzytometrie beruht auf der Lichtstreuung, Absorption und
Fluoreszenz. Die Zellen werden hierzu mit einer Duse so vereinzelt, dass Sie einzeln in
einem Flussigkeitsstrom einen Laserstrahl passieren. Ein Photosensor ist in
Verlangerung des Laserstrahls angebracht und misst die ankommende Lichtmenge
(forward scatter). Die Absorption lasst Riickschlusse auf die ZellgroRe zu. Ein weiterer
Sensor steht in einem bestimmten Winkel zum Laserstrahl und misst die Streustrahlung.
Diese ist von der Granularitat der Zellen abhangig. Granula brechen das Licht und

lenken es z.B. zu dem seitlichen Photosensor ab.

Figure adapted from

“Flow Cytometry” by
Alice Longobardi Givan ; Z

Electronics
Abb. 9: Schematische Darstellung eines fluorescence activated cell sorters (Shetty, 2005).
Aulerdem werden mittels Linsen mehrere Farbspektren separat auf verschiedene

Photosensoren abgelenkt (in Abb.9 Orange und Green). Hiermit lasst sich die
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Fluoreszenz in definierten Farbbereichen messen. Zellen missen fur solche Messungen

mit Fluoreszenzfarbstoffen oder Antikdrper-Farbstoffkonjugaten angeféarbt werden.

- Zellzéhlung

Das FACS-Gerat wurde zur Ermittlung der Zellzahl, z.B. vor dem Ausséhen von
Zellen, benutzt. Hierzu wurden je 10ul und 50ul Zellsuspension mit PBS auf 1 ml
verdunnt und im FACS-Gerat gemessen. Die ermittelten Zellzahlen sind entsprechend
der Verdinnung mit dem Faktor 20 oder 100 zu multiplizieren. Es wurde der Mittelwert
aus beiden Werten als ungeféhre Zellzahl angenommen.

- GFP-Farbung

Zur Feststellung der Transfektionseffizienz, z.B. einer Elektroporation, bietet sich eine
GFP-Kontrolle an. Es wird in diesem Falle an Stelle des Zielplasmides ein Plasmid
welches das Grin fluoreszierende Protein (GFP) kodiert in die Zellen transfiziert. In
der FACS-Analyse leuchten die Zellen, welche das Plasmid aufgenommen haben, griin

auf. So lasst sich der Anteil der transfizierten Zellen bestimmen.

- Annexin V- Fluoresceinisothiocyanate (FITC) / Propidiumiodid (PI)-Farbung
Mit dieser Farbung kann der Anteil der lebenden, apoptotischen und nekrotischen

Zellen dargestellt werden.

Die Apoptose geht mit einem Verlust der Asymmetrie der Zellmembran einher.
Hierdurch kénnen Makrophagen die apoptotischen Zelle erkennen. Phosphatidylserin ist
normalerweise nur in der Innenschicht der Zellmembran vorhanden. Wéhrend der
Apoptose ist es auch in der AuRenschicht vorhanden und fiir Farbungen von auflen
zuganglich. Das Protein Annexin V bindet spezifisch an Phosphatidylserin. Bei einer
Annexinfarbung ist das Protein an den Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanate
(FITC) gekoppelt (Brumatti et al., 2008).

Zellmembranen sind fir den Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid undurchléssig.
Nekrotische Zellen oder Zellen in der spéaten Phase der Apoptose weisen Ldcher in der

Zellmembran auf. Der Farbstoff PI dringt in diese Zellen ein und farbt sie.

Eingesetzt werden 50-100ul mit etwa 20000 Zellen Inhalt. Diese werden im FACS-
Roéhrchen mit 3 ml PBS pelletiert. Nach Abkippen des Uberstandes wird eine Farbe-
l6sung, die Sul PI, 2,5ul Annexin V-FITC und 92,5 pl PBS mit Ca**/Mg** enthalt,
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zugegeben. Das FACS-R6hrchen wird gevortext und 15 min im Kuhlschrank inkubiert.
Vor der FACS-Analyse wird das Volumen im Rohrchen mit PBS auf 1 ml aufgeftillt.
Die Fluoreszenzen der Zellen werden mittels des FACS-Geréates gemessen und in einem
Scatterblot die Fluoreszenzen Annexin V-FITC und PI gegeneinander aufgetragen. Es
entstehen mehrere Wolken, denen ein Quadranten zugeordnet werden kann. Die
lebenden Zellen befinden sich im Annexin V-FITC/PI negativen Bereich Quadrant Q3.

Im Uberlebensassay beobachtet man den Anteil der lebenden Annexin V-FITC/PI-

negativen Zellen.

2.2.6. Transformation und Hochziichten der Bakterien
Ziel der Transformation ist es ein Plasmid in ein Bakterium einzubringen, um es von

diesen vervielfaltigen zu lassen.

8 ul kompetente E.coli der Firma New England Biolabs wurden auf Eis mit 0,5ul des
Zielplasmides 1000 pg/ml 30 min inkubiert. Es folgten 30 Sekunden Hitzeschock bei
42°C im Wasserbad. Anschliefend wurden 100 ul super optimal broth (SOB)-Medium
zugegeben und die Losung auf Eis gekihlt. Es folgt eine einstlindige Inkubation bei
37°C im Schuttler. Die Zellen werden auf einer vorgewédrmten Agarplatte mit
Ampicillin 100 pg/ml ausplattiert. Ampicillinresistenz 1st ein Selektionsgen des
Plasmides. Es wird ein Klon gepickt und in einem Reagenzglas 2 ml lysogeny broth
(LB) + Ampicillin (amp.) Medium angeimpft. Nach 8 h Schutteln bei 37°C sind die
Bakterien hochgewachsen und dienen als Starterkultur. Hiermit werden 100 ml LB
Ampicillin-Medium in einem Erlenmeyerkolben angeimpft. Diese werden im Schuttler
bei 37°C liber Nacht inkubiert. Es folgt eine Zentrifugation im Réhrchen bei 50009 fiir

15 min, der Uberstand wird abgegossen.

2.2.7. Maxi-Prap

Zur Aufreinigung eines Plasmides aus einer E.coli-Kultur wurde das “Plasmid Maxi
Kit* der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Konzentration des
Plasmides wurde am Photometer bestimmt. Aus 100 ml E.coli-Kultur konnten im

Durchschnitt ~ 600 pg Plasmid-DNA gewonnen werden.
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2.2.8. Elektroporation
Die Elektroporation ist eine Methode, mit der DNA in Zellen eingebracht wird. Ein
starkes elektrisches Feld fuhrt zur Bildung von Poren in der Zellmembran und

ermoglicht die Aufnahme von DNA aus dem Medium.

Die Zellen mussen sich zum Zeitpunkt der Elektroporation im exponentiellen
Wachstum befinden. Die Zellen werden in PBS gewaschen und in RPMI-Medium ohne
Zusatze aufgenommen. 2 x 10° Zellen in 0,7 ml Medium werden mit 10 pg Plasmid-
DNA gemischt. Bei 280 Volt/1425 uF werden die Zellen in einer 0,7 ml-
Elektroporationskiivette elektroporiert. Anschlielend werden die Zellen in vor-
gewarmtes RPMI-Medium mit IL-6, Natriumpyruvat und I|-Glutamin, aber ohne
Gentamycin, uberfiihrt. Die Zellen konnten sich 12 h lang vom Stress der Elektro-
poration erholen.

Fur den Luciferaseassay wurden 10 Elektroporationen in einer 50 ml Kulturflasche

gepoolt.

2.2.9. Luciferaseassay

Der Luciferaseassay wurde auf zwei verschiedenen Arten durchgefihrt. Zum einen
wurde er mit dem Dual-Luciferase Reporter Assay System von Promega nach Angaben
des Herstellers durchgefiihrt. Es wurden nur die Komponenten die zur Firefly-

Lumineszenz notig sind eingesetzt.

Zum anderen wurde der Luciferaseassay nach einem nicht kommerziellen Protokoll von
Hampf et al. durchgefihrt (Hampf and Gossen, 2006).

Die zu untersuchenden Zellen wurden geerntet, in PBS gewaschen und in ein 1,5 ml
Eppi Uberfuhrt. Zur Lyse wurden 50 ul PPBT-Lysepuffer fiir Zellen eines 6-Wells
verwendet. Die Lyse erfolgte 30 min auf Eis unter gelegentlichem Durchmischen.
AnschlieRend wurde die Probe bei 12000 g und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand
in ein neues Eppi Uberfihrt. In einer weillen Mikrotitterplatte wurden in 2-Wells 20yl
eines Lysats hineinpipettiert. Die Lumineszenzreaktion wurde durch Zugabe von 50 pl
einer kompletten BLA-LGsung eingeleitet. Die Zugabe erfolgte mittels eines Mikro-
plattenluminometers mit Injektionssystem. Die Lumineszenz wurde anschlieRend tber

10 sec. gemessen.
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2.2.10. Western Blot

Ziel des Western Blots ist es ein Protein eindeutig zu erkennen und seine Menge
festzustellen. Durch eine Auftrennung nach ProteingroRe mittels Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und eine spezifische Markierung
mittels eines Primé&rantikdrpers lasst sich ein Protein spezifisch identifizieren. Ein
Sekundarantikdrper dient der Sichtbarmachung des Priméarantikorpers durch eine von

ihm vermittelte Lichtreaktion.

2.2.10.1. RIPA-Lyse
Um das Proteom einer Zelle in einem bestimmten Zustand zu untersuchen ist es nétig

die Zelle zu lysieren.

Die Zellen werden geerntet (Trypsinieren/Abschaben/..) und in einem Rohrchen bei
2000 g abzentrifugiert. Die Zellen werden in eiskaltem PBS resuspendiert und
wiederum abzentrifugiert. Hierauf werden die Zellen in 1 ml PBS aufgenommen, in ein
1,5 ml Eppi uberfuhrt und wiederum abzentrifugiert. Das Pellet wird trocken gesaugt
und mit 100-150 ul RIPA-Puffer gemischt. Anschliel3end inkubieren die Zellen 30 min.
unter gelegentlichem Durchmischen. Nach Zentrifugation bei 4°C und 12000 g wird der
Uberstand in ein neues Eppi uberfiihrt. AnschlieRend wird das Lysat bei weniger als
4°C gelagert.

2.2.10.2. Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Zur Auftrennung von Proteingemischen wird standartmafig die Sodiumdodecylsulfat
(SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) verwendet. Ziel ist eine Auftrennung
der Proteine nach ihrer GroRe und damit nach ihrem Molekulargewicht. Die Trennung
erfolgt in einer Gelmatrix, die aus quervernetzten Polymeren besteht. Der Vernetzungs-
grad bestimmt die GroRe der Poren und damit den Widerstand, der grof3en Proteinen
entgegengesetzt wird. Dies bestimmt auch welches Proteinspektrum am Besten
aufgetrennt wird. Bereits seit den 60er Jahren wird Polyacrylamid hierfur verwendet,
welches in verschiedenen Konzentrationen unterschiedliche Vernetzungsgrade ausbildet
(Davis and L., 1959).

Wiéhrend der Elektrophorese flieBt mittels des ionischen Laufpuffers Tris/Glycin ein
elektrischer Strom zwischen zwei Elektroden. Die Spannung bewegt die Proteine gemaR

ihrer Ladung. Da die Ladung der Proteine unterschiedlich und nicht von der GroRe
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abhdngig ist muss sie fir ein einheitliches Wanderungsverhalten der Proteine maskiert
werden. Dies geschieht mittels des Zwitterions SDS, welches sich an die hydrophoben
Bereiche des Proteins anlagert. AuRerdem wird die Sekundarstruktur des Proteins
aufgebrochen und das Protein entfaltet. Dies ist flr die korrekte Laufgeschwindigkeit

durch die Poren des Gels notig (Laemmli, 1970).

Um spater scharfe Banden im SDS-PAGE zu erhalten mussen die Proteine mdglichst
zur selben Zeit das Trenngel erreichen. Hierfiir wird dem Trenngel mit pH 8,8 ein 5%
Sammelgel mit pH 6,8 vorgeschaltet. Hier ssmmeln sich die Proteine am Ubergang zum

Trenngel.

Es wurden sowohl 4-12% - Gradientengele von Anamed als auch selbst gegossene

12% - Gele verwendet.

Um eine Auftragung gleicher Proteinmengen auf das Elektrophoresegel zu

gewabhrleisten ist eine Proteinbestimmung notig.

2.2.10.2.1.  Bradford Proteinbestimmung
Es werden immer Doppelbestimmungen in klaren Mikrotitterplatten durchgefiihrt. 5

ul/well der Standards (0-5 ansteigend) werden in der ersten Reihe aufgetragen. Es
folgen jeweils 5 pl/well der zu untersuchenden Proben. Es werden 25 pl/well Reagent
AS zugegeben. Es folgen 200 ul Reagent B. Nach 15 min. Inkubation wird am ELISA-
Reader die Absorption bei 595 nm gemessen. Die Proteinkonzentration wird anhand
einer Eichkurve ermittelt.

Anschliefend wird, die Menge jeder Probe die 40 pg Protein enthalt mit derselben

Menge Laemmli bei 95°C 5 min erhitzt. Hierauf wird die Probe herunter zentrifugiert.

2.2.10.2.2.  Auftragung und Elektrophorese

Als Laufpuffer wurde TGS 1x verwendet. Als Marker wurde Seeblue prestained
Standard verwendet. Die Proben wurden in die Taschen des Gels aufgetragen. Leere
Taschen wurden mit 1x Laemmli zur Verhinderung eines Smile-Effektes aufgefillt. Die
Einstellungen des Netzgerates waren 120 Volt, Milliampere (mA) maximal. Wenn die
Bromphenolblau - Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte wurde die Elektro-

phorese beendet.
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2.2.10.2.3.  Semi-Dry Blot

Beim Blotten werden die Proteine mittels eines senkrecht zum Gel angelegten
elektrischen Stromes auf eine darunter liegende Membran transferiert. Diese bindet die
Proteine.

Als Membran wurde eine PVDF-Membran verwendet. Diese wird mit Methanol
getrankt, um sie fur die Proteinaufnahme bereit zu machen. Die Membran wird in der
Blotkammer blasenfrei auf drei in Transferpuffer getrankten Blotting Paper aufgelegt.
Das Gel wird blasenfrei auf die Membran transferiert. Es werden drei weitere, in
Transferpuffer getrankte, Blotting Paper aufgelegt. Die Blotkammer wird komplett

zusammengebaut und ein Strom von 0,8 mA/cm? Membran fiir 2 h angelegt.

Es folgt eine Kontrolle, ob die Proteine korrekt auf die Membran transferiert wurden.
Hierzu wird das Gel Coomassie gefarbt. Ist noch viel Protein im Gel vorhanden, so ist
die Effizienz des Blottens gering gewesen. Die PVDF-Membran wird Ponceau gefarbt.

Dies weist die Proteine auf der Membran nach.

2.2.10.2.4.  Farbungen

- Coomassiefarbung:

Das Gel wird in Coomassie Staining Solution fir 5 Minuten auf dem Schittler
inkubiert. Nachdem diese abgegossen wurde wird das Gel mit Destaining Solution 5
min entfarbt. Die Proteinbanden erscheinen blau.

- Ponceaufarbung

Die Membran wird in Ponceau Staining Solution 5 min auf dem Schittler inkubiert.
AnschlieBBend folgt eine Entfarbung mit VE-Wasser auf dem Schdttler.

Die Proteinbanden erscheinen rot.

2.2.10.2.5.  Blocken

Damit Antikorper nicht unspezifisch an die Membran gebunden werden mussen alle
Stellen die noch kein Protein gebunden haben mit unspezifischen Proteinen abgeséttigt
werden.

Die Membran wird 3x 10 min. in TBS-Tween auf dem Schuttler gewaschen (Standard -
Waschprotokoll). Es folgt eine einstiindige Inkubation der Membran mit einer 5% BSA-

Losung auf dem Schiittler. AnschlieRend wird die Membran wiederum gewaschen.
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2.2.10.2.6.  Antikdérperinkubation und Detektion

Die Antikorper wurden in der Verdiinnung 1:1000 in 5% BSA-L6sung angesetzt. Die
Membran wurde bei 4°C Uber Nacht auf dem Schittler mit dem Priméarantikorper
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wird die Membran mit dem passenden
Sekundarantikorper fur 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Ist der PrimarantikOrper aus
der Maus so wird die Membran in einer 1:10000 Anti-Maus - Lésung inkubiert. Bei
Kaninchenantikorpern folgt eine Inkubation mit Anti-Kaninchenantikdrpern in der
Verdunnung 1:5000. Hierauf werden die nicht gebundenen Antikorper mit TBS-Tween
weggewaschen.

Die Antikdrperdetektion beruht auf einer lichtemmitierenden Reaktion am Sekundér-
antikorper. Dieser ist mit dem Enzym Horseradish Peroxidase verbunden. Dieses
Enzym katalysiert bei Zugabe von ECL-L6sung die Lichtreaktion.

Die Membran wird mit ECL-L6sung benetzt und in eine Photo-Kasette gelegt. In der
Dunkelkammer werden Rontgenfilme verschieden lange belichtet und im Réntgen-
entwickler entwickelt. Es erscheint eine oder mehrere schwarze Banden, wenn der
Antikorper ein Protein spezifisch gebunden hat. Ziel ist es die Belichtungszeit zu finden
in der moglichst deutlich Unterschiede in der Bandenintensitat verschiedener Proben zu

erkennen sind.

2.2.11. 2-D-Gel

Es wurde das Zoom IPGRunner System von Invitrogen, Carlsbad, USA benutzt. Die
Erstellung eines 2-D-Gels mittels Zoom IPGRunner System lasst sich in finf
Abschnitte unterteilen.

1. Voraussetzung ist die Erstellung eines geeigneten Lysats

2. Dann wird ein Gelstreifen (ZOOM Strip) mit immobilisierten pH-Gradienten
rehydriert. Dies geschieht durch eine Rehydratisierungslésung, die das Lysat
enthalt.

3. AnschlieRend werden die Proteine im rehydrierten Streifen isoelektrisch
fokussiert. Sie verteilen sich nach ihrem Isoelektrischen Punkt (IEF).

4. Die Streifen werden mit LAmmli &quilibriert, um die Proteine fir eine SDS-
PAGE vorzubereiten

5. Der Gelstreifen wird auf ein Polyacrylamidgel geladen

6. Die Polyacrylamidgelelektrophorese wird durchgefiihrt
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2.2.11.1. Erstellung der Lysate
Herstellung von 950 pl Lysepuffer:

1X Zoom 2D Protein Solubilizer 2 909 nl
1 M Tris Base 3ul
100X Protease Inhibitor Cocktail 10 wl

(Protease Inhibitor Cocktail Tablet Roche 1836170
in 500ul 1.1X Zoom 2D Protein Solubilizer 2)

2MDTT 10 pl
Dejonisiertes Wasser 18 pl
Lysepuffer 950 pl

Der Lysepuffer wurde stets frisch angesetzt, gemischt und auf Eis gekdihlt.

Herstellung der Lysate:
Trockengewicht + Lysepuffer

Erste Lysate: INA-6 ohne Co. 67 mg 848 ul
INA-6 auf HS-5 79 mg 1ml
INA-6 auf OC’s 92 mg 1,164 ml

Zweite Lysate: INA-6 ohne Co. 30 mg 579 ul
INA-6 auf primdrem Stroma 30 mg 579 ul
INA-6 auf OC’s 30 mg 579 ul

Die Proben wurden gemischt und anschlielend abwechselnd 10x 5 sek. beschallt.
Zwischen den Beschallungen wurden die Proben auf Eis gekdhlt.
- AnschlieBend wurden die Proben bei Raumtemperatur 15 min im Drehschttler

inkubiert.

- Hierauf wurden die Proben mit 5 u | Alkylating Reagent ( lodoacetamid)/950ul
Lysat alkalisiert und 30 min. bei RT auf dem Drehschuttler inkubiert.

- 10 ul 2M DTT/ 950ul Lysat wurden zur Neutralisation tberschissigen
Alkylating Reagents zugegeben. Die Proben wurden hierauf bei 4°C 20 min bei
16000 g zentrifugiert.

- Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues Eppi tiberfiihrt. Die
Proteinkonzentration des Lysats sollte nach Protokoll nun 8-10 mg/ml betragen.

2.2.11.2. Rehydratisierung
Es wurden Rehydratisierungslésungen mit verschiedenen Mengen Lysat ausprobiert.

Die ersten 2-D-Gele wurden mit 12 ul Lysat/Streifen angefertigt. Hierauf wurde die

Menge an geladenem Protein bei allen weiteren Gelen auf 24 ul Lysat/Streifen erhoht.
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Eine weitere Steigerung der Proteinladung auf 40 ul Lysat/Streifen war aufgrund der
hoheren Ladungseinbringung nicht maglich.
Folgende Reagenzien sind flr die Rehydratisierungslosung eines Streifens erforderlich:

1.1X ZOOM 2D Protein Solubilizer 2 115 ul
Lysat 24 ul (12ul)
2MDTT 0,7 pl
ZOOM Carrier Ampholyte 0,8 ul
Bromphenol Blau Spur

Die Rehydratisierungslosung wurde blasenfrei in die Ladevertiefung der “IPGRunner*

Kassette pipettiert.

“IPGRunner* - Kassette

Abb. 10 : Photographie 1. Pipettieren des Lysats in die “IPGRunner*“-Kassette; 2. Einfihren der Streifen
zur Rehydratisierung und anschlieRenden isoelektrischen Fokussierung in die Kassette (Invitrogen, 2004).

Die ZOOM Streifen pH 7-10 nicht linear wurden nach Anleitung (Invitrogen, 2004) in
der richtigen Orientierung in die “ZOOM IPGRunner“-Kassette eingefihrt.
AnschlieRend wurden die Offnungen zu beiden Seiten der Kassette mit Klebeband der
Firma Invitrogen abgeklebt um Verdunstung zu vermeiden. Die Streifens wurden 1 h

rehydriert.

2.2.11.3 Isoelektrische Fokussierung und Aquilibrierung

Diese wird in der “ZOOM IPGRunner Mini-Cell“-Kammer durchgefiihrt. Im Gegensatz
zur normalen Elektrophorese wird hier jedoch das “ZOOM IPGRunner Core*
verwendet.

Nach der Rehydratation wurden die beidseitigen Ladevorrichtungen mitsamt den
Klebebandern von der Kassette entfernt. Auf der Kassette wurden zwei Klebestreifen

frei auf die jeweils ein Elektrodenpapier der Firma Invitrogen geklebt wurde. Mit 600 pl



deionisierten Wasser werden die Elektrodenpapiere getrankt. Hierdurch wird eine
leitende Verbindung zwischen dem Streifen und der Papieroberflache geschaffen. Von
jeder Seite wird nun eine Kassette auf ebener Unterlage gegen das “IPGRunner Core*
gedriickt. Die Elektrodenpapiere mussen auf Hoéhe der Elektroden liegen. In dieser
Position wird der “IPGRunner Core” mit den beiden Kassetten in die ,Mini Cell“-
Kammer dberfihrt. In die duBere Kammer wurde deionisiertes Wasser als
Kuhlflissigkeit eingefullt und die Kammer vollstindig zusammengebaut. Die
Isoelektrische Fokussierung erfolgte nach folgendem Protokoll:

200 Volt 20 min
450 Volt 15 min
750 Volt 15 min
2000 Volt 30 min

Als Zeichen der funktionierenden Fokussierung wird das Bromphenolblau zunehmend
aus dem Streifen in das untere Elektrodenpapier gezogen.

Zur Aquilibrierung wurden die Streifen nach Abschluss der Fokussierung aus den
Kassetten entfernt und in InkubationsgefdRe Gberfihrt. Hierin wurden sie mit 1 x

Lammli bedeckt und eine Stunde geschdittelt.

2.2.11.4, PAGE

Bei den ersten 2-D-Gelen wurden die Streifen auf selbstgegossene 12% Polyacryl-
amidgele aufgesetzt. Alle Weiteren wurden auf 4-20% TRIS-Glycin ZOOM Gele der
Firma Invitrogen aufgesetzt. Die Proteine sollen entlang der X-Achse wahrend der
Elektrophorese weiterhin sauber nach IEF getrennt bleiben. Deshalb ist es nétig eine
direkte Verbindung zwischen dem Gelstreifen und dem Polyacrylamidgel zu schaffen.
Hierzu wurde 0,5% Agaroselosung mit 5% L&mmli in der Mikrowelle erhitzt und auf
das Gel aufgeschichtet. Der Streifen wurde daraufhin unverziglich mittels einer
Pinzette in die noch flissige Losung eingebracht.

Die Elektrophorese in der zweiten Dimension erfolgte genauso wie bei
eindimensionalen Gelen. 2-D-Gele lassen sich genauso wie 1-D-Gele in Comassie
farben. Zur weiteren Analyse wurden die Proteine auf PVDF-Membranen geblottet.

Dies erfolgte ebenfalls nach bekanntem Verfahren.
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3. Ergebnisteil

3.1. Generierung der Osteoklasten

Nach der Entdeckung von RANKL als Aktivator der Differenzierung von mono-
nukledren Zellen zu Osteoklasten (Yasuda et al., 1998) 1998 wurden neue In-vitro-
Systeme der Osteoklastogenese entwickelt. Die Kombination aus RANKL und M-CSF
reicht zur Differenzierung von mononukleédren Zellen des peripheren Blutes zu Osteo-
klasten. Verantwortlich hierfir sind die CD-14-positiven Monozyten (Quinn et al.,
1998).

3.1.1. Generierungsverfahren

Eine Aufreinigung der CD-14-positiven Monozyten ist also der erste Schritt. Als
Grundlage zur Generierung der Osteoklasten wurde ein 7,5 ml fassender PBMC-Zapfen
(BuffyCoat) der Transfusionsmedizin der Universitdt Wirzburg verwendet. Mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll) wurden die mononukledren Zellen separiert.
Anfangs wurden die Zellen mit Hilfe des “Human CD14 Selection Kit EasySep* von
StemCell Technologies auf CD-14-positive Zellen aufgereinigt, um die Vorlauferzellen
der Osteoklasten zu konzentrieren. Dies fuhrte jedoch zu einer geringeren Ausbeute an
Osteoklasten, so dass dieser Schritt spater wieder verlassen wurde. Mdglicherweise
gleicht die hohere Aufreinigung CD-14-positiver Zellen die hohen Zellverluste wahrend
der Aufreinigung nicht aus.

Die Interphase der Dichtegradientenzentrifugation wurde also direkt in 50 ml «c-MEM
Medium in einer 50 ml - Kulturflasche ausgesdt. Monozytare Zellen haben die
Eigenschaft an die Zellkulturflasche zu adhé&rieren, wahren die Gbrigen Zellen, vor
allem Lymphozyten, in Losung bleiben. Nach sieben bis zehn Tagen war ein groRer Teil
der Zellen adhé&rent. Die nicht adhédrenten Zellen wurden verworfen und die adhdrenten
Zellen abtrypsiniert. Hierdurch wurden monozytare Zellen aufgereinigt. Nach der
Zellzahlbestimmung im FACS wurden 4e>-8e” Zellen pro 6-well in 2 ml <-MEM mit
25 ng/ml MCSF und 50 ng/ml RANKL ausgesét. Das Medium wurde jeden dritten Tag
gewechselt.
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3.1.2. Nachweis der Osteoklasten

3.1.2.1. Morphologie

Nach drei bis sechs Tagen zeigten sich im Phasenkontrastmikroskop neben den kleinen
einkernigen Zellen, Zellen mit groRem Plasmasaum. Zentral zeigten sie mehrere eng
gepackte Kerne. Dies entspricht der Morphologie der Osteoklasten als durch Fusion von
Monozyten entstandenen polynukledren Riesenzellen.

Mittels Farbung mit dem Nucleinséurefarbstoff Hoechst 33342 lieRen sich die Kerne
selektiv darstellen. Der gebundene Farbstoff hat ein Fluoreszenzmaximum bei 461 nm
und lieB sich gut im blauen Fluoreszenzbereich anregen. Es bestatigte sich der Befund
aus der Phasenkontrastmikroskopie im Hellfeld, dass die Riesenzellen zentral mehrere
Zellkerne enthalten. Die Intensitat der Fluoreszenz im UV-Licht ist im mittleren Bild
dargestellt. Im Fusionsbild wird die Fluoreszenz im UV-Licht in roter Farbe dargestellt.

Aufnahme im Hellfeld Fluoreszenz im UV-Licht Fusionsbild

Zellkeme Zellkeme Zellkeme

Abb. 11: Mikroskopische Aufnahme von Osteoklasten im Hellfeld und UV-Licht; Fusionsbild
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3.1.2.2. Funktion
Aktivierte Osteoklasten exprimieren die Tartrat resistente alkalische Phosphatase
(Minkin, 1982) und sezernieren sie in die Resorbtionslakune (Reinholt et al., 1990).
Obwohl die exakte Funktion der Tartrat resistenten alkalischen Phosphatase unklar ist,
dient sie als Marker fir funktionelle Osteoklasten.
Zu ihrem Nachweis wurde eine TRAP-Farbung durchgefuhrt. Die TRAP-Féarbung zeigt
bei Anwesenheit der Tartrat resistenten alkalischen Phosphatase eine dunkelviolett bis
dunkelrote Farbung. Es zeigte sich eine deutliche Rotfarbung der polynukledren
Riesenzellen im Vergleich zu den mit Hamatoxylin-Eosin gelb gegengefarbten mono-
nukleéren Zellen.

Plasmasaum Rotfarbung Rotfarbung

> &

Z'e.ilkem Gelb gégengef arbte Zelle

Abb. 12: Mikroskopische Aufnahmen von TRAP-gefarbten Osteoklasten; li. Abb.: Zelle mit einer starken
zentralen Rotfarbung durch das Produkt der Tartrat resistenten alkalischen Phosphatase, Aufhellungen
durch multiple ungefarbte Zellkerne und einem periphéren schwach geférbten Plasmasaum; re Abb.:

zentral: stark rot gefarbte, TRAP positive Zelle; Rechts oben: kleine, gelb gegengeféarbte, TRAP negative,
Zelle

3.2 Abhéangigkeit von IL-6

11-6 ist einer der wichtigsten Wachstumsfaktoren fiir Myelomzellen und im Besonderen
fir INA-6-Zellen (Burger et al., 2001). Als Ausgangspunkt fir meine Untersuchungen
war es wichtig zu Uberprifen, ob die benutzten INA-6-Zellen noch IL-6-abhangig sind
oder durch Mutation unabhdngig geworden sind. Eine Blockade des IL-6 Rezeptors
mittels des Rezeptorantagonisten SANT-7 fuhrt zu einer Aufhebung der IL-6
vermittelten STAT-3 Phosphorylierung. Es bestehen noch weitere Wege der STAT-3
Phosphorylierung. Ein EinfluB der Hemmung des IL-6-Rezeptors auf das Zellliberleben

gilt deshalb nur bei IL-6 abhéngigen Ziellinien als wahrscheinlich. Zum Nachweis der
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Abhangigkeit der Zelllinie INA-6 von IL-6 wurde ein MTT-Assay durchgefihrt. Es
wurden 10000 Zellen in 100ul Medium mit ansteigenden IL-6 Konzentrationen

ausgesat. Am dritten Tag wurde das Uberleben gemessen.
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Abb. 13 : MTT-Proliferationsassay mit ~10 000 INA-6-Zellen in Abhangigkeit der IL-6-Konzentration;
Y-Achse: Absorption bei 570 nm, X-Achse: IL-6 Konzentration in ng/ml;4-fache Bestimmung,
Mittelwerte mit Standartabweichung (Fehlerbalken).

49



3.3. Uberlebensassay der Myelomzellen

3.3.1 Durchfuhrung

Verschiedene Arbeiten haben sich bereits mit dem EinfluR von Knochenmark-
stromazellen oder Osteoklasten auf das Uberleben von Myelomzellen beschéftigt.
Sowohl in Kokultur mit Osteoklasten (Abe et al., 2004) als auch mit Stromazellen
(Caligaris-Cappio et al., 1992) wurden Uberlebensvorteile fir Myelomzellen festge-
stellt. In meiner Arbeit steht der direkte Vergleich der Auswirkungen von Osteoklasten
und Stromazellen auf das Uberleben und die Aktivierung von Signalwegen in Myelom-
zellen im Mittelpunkt. Deshalb habe ich zuerst einen Uberlebensassay durchgefiihrt.
Hierzu wurden 14x10* Zellen INA-6 im 96-well Format ohne Support, auf Stroma-
zellen und auf Osteoklasten ausgesédt. Die Fraktion der lebenden Zellen wurde am
dritten Tag mittels Annexin-V-FITC/PI-Farbung im FACS festgestellt.

2002 konnten Chatterjee et al. nachweisen, dass Myelomzellen in Kokultur mit Stroma
unabhéngig von einer Blockade des I11-6/STAT-3-Signalweges wurden. Hierzu wurden
der 11-6-Rezeptorantagonist SANT-7 benutzt. Erst eine zusatzliche Blockade des MAP-
Kinase-Signalweges durch den MEK-Inhibitor PD 98059 fiihrte zur Apoptose. Fur
mich war es interessant diese Befunde auf Stroma zu reproduzieren und die Wirkung
der Osteoklasten im Vergleich zu betrachten. Es wurde der Uberlebensassay also
zusatzlich unter den Bedingungen + SANT-7 30 ug/ml, + PD 98059 50 umolar und der
Kombination von PD 98059 und SANT-7 durchgefuhrt (Chatterjee et al., 2004).

3.3.2. Ergebnisse

Bei Betrachtug der Anteile lebender Zellen in der FACS-Analyse ohne Normierung
(hier nicht gezeigt) fiel Folgendes auf. Der Anteil lebender Zellen war ohne Inhibitoren
auf Osteoklasten mit 84% am Hdochsten, gefolgt von INA-6 auf primdrem Stroma mit
82%. Das Uberleben der INA-6-Zellen ohne Support war mit 64% etwa 20% geringer
als auf Stroma oder Osteoklasten. Osteoklasten und primdres Stroma scheinen also

beide den Myelomzellen einen Uberlebensvorteil zu bieten.
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Desweiteren zeigte sich besonders deutlich bei Normierung der verschiedenen
Bedingungen, dass eine 1l-6-Rezeptor-Inhibition mittels SANT-7 die Zahl der Uber-
lebenden Zellen in den verschiedenen Kulturbedingungen um etwa 10% reduziert.
Unter MEK-Inhibition sank der Anteil der lebenden Zellen sowohl ohne Kokultur als
auch auf Osteoklasten auf etwa 75%. Auf primdrem Stroma lebten noch 85%.

Die groBten Unterschiede im Abfall der lebenden Zellen lassen sich unter der
Kombination von SANT-7 und PD 98059 beobachten. Bei einer Blockade sowohl des
STAT-3-Signalweges durch SANT-7 als auch des MAP-Kinase-Signalweges durch PD
98059 fallt der prozentuale Anteil lebender Zellen ohne Kokultur auf 40% ab. Unter
Kokulturbedingungen mit priméarem Stroma sind bei Blockade beider Signalwege noch
60% der Zellen vital, in Kokultur mit Osteoklasten 90%.
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Abb. 14: Reprasentatives Beispiel des Drei-Tages-Uberleben von INA-6-Zellen in verschiedenen
Kokulturbedingungen, FACS-Analyse nach Annexin-V-FITC/PI-Farbung, Prozentuale Darstellung;
Kontrolle = INA-6-Zellen ohne Kokultur, +OC = INA-6-Zellen in Kokultur mit Osteoklasten, + Stroma =
INA-6-Zellen in Kokultur mit primarem Stroma, +S7 = mit SANT-7, +PD = mit PD98059, +S7/PD = mit
SANT-7 und PD 98059; Normierung der Bedingungen -, +OC, und + Stroma jeweils ohne Inhibitoren als
100%.

Die gleichen Versuche wurden ebenfalls mit HS-5 durchgefuihrt. Hierbei zeigte sich ein
ahnlicher Abfall des Uberlebens unter den verschiedenen Bedingungen (siehe Abschnitt
3.8.).
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3.4. Western Blot-Analyse der Myelomzellen des Uberlebensassays

Unter denselben Bedingungen des Uberlebensassays wurden 5000000 Zellen INA-6 in
7 ml Medium im 6-well 12 Stunden inkubiert. Hierauf wurden die Zellen geerntet und
eine RIPA-Lyse durchgefiihrt. Im Western Blot wurde die Phosphorylierung von
ERK1/2 und STAT-3 untersucht. Wahrend die Phosphorylierung von ERK 1/2 (ber
MEK-Blockade durch PD 89059 gehemmt werden sollte, stellt STAT-3 ein spéateres
Zielmolekil im STAT-3 — Signalweg dar.

Kontrolle - +S7 +PD +S7/PD

PSTATS A e —s6kDs

B-Aktin I —— T — 4.2 | ) &

auf Osteoklasten

T e e o—
L — ———

auf HS-5

pSTATS (N S SR —c6i0a
. ——— . "

Abb. 15: Western-Blot-Analyse von INA-6-Zelllysaten auf STAT-3-Phosphorylierung, INA-6-Zellen
unter den Kokulturbedingungen: Kontrolle = ohne Kokultur, auf Osteoklasten = in Kokultur mit
Osteoklasten, auf HS-5 = in Kokultur mit HS-5-Zellen; jeweils mit den Inhibitoren +S7 = mit SANT-7,
+PD = mit PD98059, +S7/PD = mit den Inhibitoren SANT-7 und PD98059, - = ohne Inhibitoren;
Antikorperinkubation mit P-STAT-3-Antikorper (=P-STAT-3) und B-Aktin-Antikorper (=B-Aktin) zur
Ladekontrolle.

Zuné&chst betrachten wir das Phospho-STAT-3 Signal ohne Inhibitoren (Kontrolle).
Sowohl in Kokultur mit Stroma als auch mit Osteoklasten ist in diesem Blot das
Phospho-STAT-3 Signal hochreguliert im Vergleich zu INA-6 ohne Kokultur. HS-5

scheint zu einer noch héheren Phosphorylierung von INA-6 zu fuhren.
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Auf INA-6 Zellen ohne Support fuhrt SANT-7 (ber I1-6-Rezeptor-Blockade sowohl
alleine als auch zusammen mit PD 98059 zu einer geringeren Phosphorylierung von
STAT-3. Mit SANT-7 ist noch eine schwache Phosphorylierung, mit SANT-7 und PD
98509 fast keine Phosphorylierung mehr im Western Blot nachzuweisen.

Im Gegensatz hierzu ist auf HS-5 und Osteoklasten ein starkes Phospho-STAT-3 Signal
mit SANT-7 und auch noch mit SANT-7 und PD 98509 zu detektieren. PD 98059
alleine hat sowohl mit als auch ohne Kokultur keinen Einflu} auf die Phosphorylierung
von STAT-3.
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3.5. Untersuchung des NFkB-Signalweges

Zur Klarung des Uberlebensvorteils der INA-6 auf Stroma und Osteoklasten
untersuchte ich weitere Signalwege. Der NFxB — Signalweg ist hierbei von besonderem
Interesse. Er ist vor allem in der Entwicklung der B-Zellen und Entziindungsreaktionen
beteiligt (Bendall et al., 1999). AuBerdem ist eine konstitutive Aktivierung in vielen
Krebsarten und unter anderem auch im Multiplen Myelom nachgewiesen worden
(Annunziata et al., 2007).

Als Nachweis der NFkB-Aktivitdt wurde der sehr sensitive Luciferaseassay gewahit.
Uber ein Plasmid mit einem sechsfachen NFkB Promotor und einem nachgeschalteten
Reportergen kann die Menge an aktivem NFxB-Transkriptionsfaktor nachgewiesen
werden. Der NFxB-Transkriptionsfaktor bindet an den Promotor und setzt die
Transkription des Reportergens in Gang.

Der Vorgang ist quantitativ vom NF«B-Transkriptionsfaktor, nicht vom im Uberschuss
vorliegenden Plasmid abhangig. Als Reportergen wurde das Fireflyluciferasegen (luc)
benutzt. Es kodiert fir das Enzym Fireflyluciferase welches unter Zugabe von
Luciferin, Sauerstoff und ATP in einer Biolumineszenzreaktion Licht emittiert (Siehe
Abb. 18) (Wood et al., 1989). Zusétzlich ist Magnesium notig. Der pH-Wert der Losung
beeinflusst das emittierte Lichtspektrum und muss mittels eines geeigneten Puffers
eingestellt werden (Seliger and Mc, 1960). Die Lichtmessung erfolgte in einem
Photometer. Eine erhohte Aktivitdt des NFxB-Signalweges fiihrt zu einer hdufigeren
Transkription des Luciferasegens. Dies fiihrt zu einer erhdhten Expression der
Luciferase. Nach Lyse der Zelle und Zugabe des Luciferins, ATP’s, Mg** und O, fiihrt

dies zu einer erhghten Lichtemission.

Ozxyluciferin
Luciferase LN ZaNPEN N
Lucferin +AT? ) | —c
2+ "~ ~ ¢
+ Mgt + O» _/,-"::\“:/"“\\ s~ |\ H
+AMP +PPI+ CO2+ O

Abb. 16 : Schematische Darstellung der durch die Luciferase katalysierten Lichtreaktion (Wood, 1998)

3.5.1. Voraussetzung fur den Luciferaseassay
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Eine Transfektion der Zellen mit dem 6xNFkB-luc — Plasmid ist VVoraussetzung fur den
Versuch. Als Transfektionsmethode wurde die voribergehende Transfektion mittels
Elektroporation gewéhlt. In einem Vorversuch wurde die Transfektionseffizienz der
Zellen INA-6 und MM.1S mit einem GFP-Plasmid bei unterschiedlichen Elektro-
porationsbedingungen mittels FACS-Analyse untersucht. Es wurden 2x10° Zellen mit
10ug GFP-Plasmid in 700ul RPMI ohne Alles elektroporiert. Es zeigte sich, dass die
Zelllinie INA-6 mit maximal 12% besser als die Zelllinie MM.1S mit maximal 8%
transfizieren lieR. Als optimale Elektroporationsbedingungen stellte sich die
Kombination von 280 Volt und 1425 uFarrad heraus. Besonders wichtig flr eine gute
Transfektionsrate ist, dass die Zellen sich zum Zeitpunkt der Elektroporation im ex-
ponentiellen Wachstum befinden.

Es wurden 2x10° elektroporierte Zellen pro 6-well in je 4 ml Medium ausgesét.

Zur Durchfuhrung des Luciferaseassays bestand die Mdglichkeit der Nutzung eines
kommerziell erhéltlichen Kits der Firma Promega oder der eigenen Zusammenstellung
der Reagenzien nach publizierten VVorgehensweisen. Zunachst wurde die Effizienz der
beiden VVorgehensweisen verglichen. Als kommerziell erhéltliche Variante wurden die
Reagenzien des Dual Luciferase Reporterassay System der Firma Promega verwendet,
die fir die Firefly-Lumineszenz nétig sind. Dies sind als Lysepuffer Passiv Lysis Buffer
(PLB) und als Reaktionslésung Luciferase Assay Reagent Il (LAR I1). Die Zellen eines
6-wells wurden in 500ul PLB lysiert. 20 ul Lysat wurden eingesetzt und unter Zugabe
von 50 pl LAR Il die Reaktion in Gang gesetzt. Hierauf wurde die Lumineszenz
gemessen.

Als alternative Reaktionslosung wurde nach dem Paper von Hampf et al. die “Beetle
Luciferase Assay“-Losung (BLA) hergestellt (siehe Abschnitt 2.2.9.). AulRerdem wurde
eine Alternative zum PLB in Form von 0,1 molarem Phosphatpuffer mit PH 7,8 und
Zugabe von 0,2% Triton X-100 (PPBT) gefunden. Matthias Hampf et al. waren bei der
Suche nach einer Lyse die den Luciferaseassay und Proteinbestimmungen ermoglicht
auf diesen Puffer gestoRen (Hampf and Gossen, 2006). Im Gegensatz zum PLB reichen
100ul PPBT zur Lyse eines 6-wells. Es werden ebenfalls 20ul des Lysates eingesetzt
und 50 ul BLA zugegeben. Die Lumineszenz sollte etwa dieselbe sein. Es wurden alle

Kombinationen zwischen den beiden Lysepuffern und den beiden Reaktionslésungen an
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4x10° INA-6 Zellen/6-well getestet. Als Induktor der NFxB-Aktivitat diente eine
einfache Schicht HS-5 Zellen am Boden des 6-Wells.
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Abb.17 :Représentatives Beispiel eines Luciferaseassay von INA-6-Zellen transfiziert mit 6 x NFxB-luc-
Plasmid unter den Bedingungen 1. Zelllyse mit 500 ul PLB, Luciferaseassay mit LAR II; 2. Zelllyse mit
100 pl PPBT, Luciferaseassay mit LAR II; 3. Zelllyse mit 100 pl PLB, Luciferaseassay mit BLA; 4.
Zelllyse mit 100 pl PPBT, Luciferaseassay mit BLA. Y-Achse: Lightunits angegeben in 1000;

Es zeigte sich, dass alle Kombinationen in derselben GréRenordnung von 2-4 Millionen
Lightunits liegen. Die Kombination aus PPBT und BLA ist damit dem Produkt der
Firma Promega ebenbirtig. Aus Kostengrinden wurde mit dieser Kombination

weitergearbeitet.
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3.5.2. Ergebnisse

INA-6-Zellen ohne Kokultur fiihrten im Luciferaseassay nur zu geringen Leucht-
starken, was auf eine geringe NFxB-Aktivitat hinweist. TNF wurde als starker Induktor
des NF«kB-Signalweges als Positivkontrolle benutzt. INA-6-Zellen unter TNF-
Stimulation fuhrten zu einer etwa drei mal so starken Lumineszenz. In Kokultur mit
Osteoklasten oder primarem Stroma wurden die héchsten Leuchtwerte erzielt. Mit einer
funf mal hoheren Lumineszenz als die Kontrolle wurde bei INA-6-Zellen in Kokultur

mit Osteoklasten die hochste NF«kB-Aktivierung festgestellt.
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Abb. 18: Luciferaseassay von INA-6-Zellen transfiziert mit 6 x NFxB-luc-Plasmid; Die Bedingung
Kontrolle = INA-6-Zellen ohne Kokultur / Zusétze wurde als 1 normiert. Weitere Bedingungen: TNF =
INA-6-Zellen in Medium mit TNF-a 20 ng/ml, OC = INA-6-Zellen in Kokultur mit Osteoklasten, OC +
TW = INA-6-Zellen in Kokultur mit Osteoklasten - Zellkulturen durch Transwell getrennt, Stroma =
INA-6-Zellen in Kokultur mit primdrem Stroma, Stroma + TW = INA-6-Zellen in Kokultur mit primérem
Stroma — Zellkulturen durch Transwell getrennt; Y-Achse: Lightunits; Es wurden Doppelbestimmungen
durchgeflhrt. Darstellung der Mittelwerte mit Standartabweichungen (Fehlerbalken).

Durch das Zwischenschalten eines Transwells der PorengroRe 0,4 um wurde untersucht
in wieweit ein lgslicher Faktor oder eine Zell-Zellinteraktion an der NFkB-Aktivierung
beteiligt ist. Eine Abnahme der NFxB-Aktivierung und damit der Lumineszenz in
unserem Versuch deutet auf eine NFxB-Aktivierung der INA-6-Zellen durch einen

gebundenen Faktor/Zell-Zellinteraktionen hin. Das Zwischen-schalten eines Transwells
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der Porengrofle 0,4 um zwischen INA-6-Zellen und Osteoklasten bzw. Stroma
reduzierte die Lumineszenz und damit die NFkB-Aktivierung erheblich.

Die Lumineszenz der INA-6 Zellen auf Osteoklasten nimmt nach Zwischenschalten
eines Transwells mit dem 2,7 fachen der Ausgangslumineszenz stark ab. Die
Lumineszenz der INA-6-Zellen auf Stroma nimmt nach Zwischenschalten eines

Transwells um das 1,5 fache der Ausgangslumineszenz ab.

3.5.3. Western Blot-Analyse von IkBa

Um einen weiteren Nachweis der unterschiedlichen Aktivierung des NFkB-Signalweges
zu erhalten wurden auch Western-Blot-Analysen der Zwischenstufen des Signalweges
durchgefiihrt. Hierbei interessierte vor allem der Inhibitor der Freisetzung von NF«B-
Transkriptionsfaktoren IxBa. Dieser stellt nimlich ein NFxB-Zielgen dar. Ist der NFkB-
Signalweg aktiviert wird in der Zelle viel IkBa im Proteasom abgebaut. Im Sinne einer
negativen Riickkopplung wird IkBa bei NFkB-Aktivierung vermehrt neu synthetisiert
(Hayden and Ghosh, 2008; Pasparakis et al., 2006). Dies ist zur Beendigung des NFxB-
Signals notig.

- + Stroma +QC - +HS-5

IBo -_—— s -

B-Aktin w- 42kDa

Abb. 19 : Western-Blot-Analyse von INA-6-Zelllysaten auf IKBa unter den Bedingungen - = INA-6-
Zellen ohne Kokultur, + HS-5 = INA-6-Zellen in Kokultur mit HS-5, +Stroma = INA-6-Zellen in
Kokultur mit primdrem Stroma, +OC = [INA-6-Zellen in Kokultur mit Osteoklasten;

Antikérperinkubation mit IkBa-Antikorper (=IkBa) und B-Aktin-Antikérper (=B-Aktin) als Lade-
kontrolle.

Auf dem rechten Blot der Abb. 19 erkennt man ein deutlich hoheres IkBa-Signal bei
INA-6-Zellen in Kokultur mit HS-5. Der linke Blot zeigt, daR INA-6 Zellen auf Stroma
zu einem minimal starkeren Signal im Western Blot fuhren als INA-6 Zellen ohne
Kokultur. INA-6 Zellen auf Osteoklasten fithren zu einem deutlich stirkeren IxBa -

Signal.

58



3.6. Western-Blot-Analyse des MAPK/ERK-, STAT-3-, AKT-Signalwegs
Neben dem NF«xB-Signalweg tragen noch weitere Signalwege zum besseren Uberleben
der Myelomzellen auf Stroma und Osteoklasten bei. Naheliegend ist die Untersuchung
von Signalwegen, von denen bereits gezeigt wurde, dass sie durchs Knochenmark-
mikromilieu beeinflusst werden. Zu diesen gehdren der AKT-, STAT-3-, MAPK/ERK-
Signalweg (Podar et al., 2009). Auf die Bedeutung des STAT-3-und MAPK/ERK-

Signalweg wurde auch schon beim Uberlebensassay eingegangen.

3.6.1. P-ERK
INA -6 MM 15
- + Stroma +0OC - + Stroma +QOC
PERK _— e 44KDa T —

s-axtin WP PP 2

Abb. 20 : Western-Blot-Analyse von Lysaten von INA-6- und MM.1S-Zellen auf P-ERK unter den
Bedingungen - = Zellen ohne Kokultur, +Stroma = Zellen in Kokultur mit primérem Stroma, +OC =
Zellen in Kokultur mit Osteoklasten; Antikorperinkubation mit P-ERK-Antikorper (=P-ERK) und B-
Aktin-Antikorper (=B-Aktin) zur Ladekontrolle.

Bei INA-6-Zellen in Kokultur mit Stroma und Osteoklasten ist ein stérkeres Phospho-
ERK-Signal zu detektieren als bei INA-6-Zellen ohne Kokultur. Bei der Zelllinie
MM.1S st jedoch nur in Kokultur mit Stroma ein deutliches Phospho-ERK-Signal
sichtbar.
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3.6.2. P-STAT-3

INA-6 MM 1S
- +Stroma  +0OC - +Stroma +0OC
P-STAT 3 - 86 kDa — -

B-Aktin 42kDa

Abb. 21 : Western-Blot-Analyse von Lysaten von INA-6- und MM.1S-Zellen auf P-STAT-3 unter den
Bedingungen - = Zellen ohne Kokultur, +Stroma = Zellen in Kokultur mit primérem Stroma, +OC =
Zellen in Kokultur mit Osteoklasten; Antikdrperinkubation mit P-STAT-3-Antikorper (=P-STAT-3) und
B-Aktin-Antikdrper (=B-Aktin) zur Ladekontrolle.

INA-6 Zellen haben in Kokultur mit Stroma ein deutliches Phosphorylierungssignal. In
Kokultur mit Osteoklasten oder Ohne Kokultur ist im Blot Abb.24 kein Phospho-
STAT-3-Signal zu erkennen.

In der Zelllinie MM.1S fiihrt sowohl Kokultur mit Osteoklasten als auch mit Stroma zu
einem Phospho-STAT-3-Signal. Das Signal ist jedoch in Kokultur mit Stroma deutlich

am Starksten.

363, P-AKT
INA-6 MM 1S
: +HS5  +0C . +HS5  +0C
P-AKT - - w‘: 601Da o ——
o
§-Aktin e il

Abb. 22 : Western-Blot-Analyse von Lysaten von INA-6- und MM.1S-Zellen auf P-AKT unter den
Bedingungen - = Zellen ohne Kokultur, +HS-5 = Zellen in Kokultur mit HS-5-Zellen, +OC = Zellen in
Kokultur mit Osteoklasten; Antikdrperinkubation mit P-AKT-Antikérper (=P-AKT) und B-Aktin-
Antikorper (=p-Aktin) zur Ladekontrolle.

Es war schwierig ein gutes P-Akt-Signal im Western Blot nachzuweisen. Das Phospho-
Akt-Signal auf HS-5 und ohne Kokultur ist gleich stark. Das Phospho-AKT-Signal auf
Osteoklasten nimmt leicht ab. Ein signifikanter Anstieg der AKT-Phosphorylierung in

Kokultur der INA-6 Zellen ist auf alle Falle auszuschliefRen.
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3.7. Western-Blot-Analyse der Bcl-2 — Proteine

Letztlich wurden noch die Bcl-2-Proteine der Endstrecke der Uberlebensregulation
untersucht. Hierbei handelt es sich um Proteine, die an das Mitochondrium assoziiert
sind. Sie regulieren die Freisetzung von Cytochrom ¢ und weiteren Stoffen aus dem
Mitochondrium. Diese leiten durch Caspasenaktivierung direkt die Apoptose ein. Die
Familie der BCL-2 Proteine lasst sich hierbei in antiapoptotische Proteine, die die
Mitochondrienmembran abdichten und proapoptotische, die an einer Porenbildung der
Mitochondrienmembran beteiligt sind unterscheiden (Barille-Nion et al., 2003). Als
antiapoptotische Proteine wurden BCL-2 und MCL-1, als proapoptotisches Protein
BAX untersucht. MCL-1 kommt bei der Apoptoseregulation in Myelomzellen eine
besondere Rolle zu (siehe Einleitung) und wurde deswegen untersucht.

Es zeigt sich, dass Bcl-2 und Mcl-1 in Myelomzellen unter den Bedingungen ohne
Kokultur, mit Stroma und mit Osteoklasten gleich stark exprimiert werden. Das
proapoptotische Gen Bax wurde in Myelomzellen ohne Kokultur und in Kokultur mit
Osteoklasten gleich stark exprimiert. In Myelomzellen in Kokultur mit Stromazellen
wurde Bax weniger stark exprimiert als in Myelomzellen ohne Kokultur oder in

Kokultur mit Osteoklasten.

INA - 6-Zellen

Bel-2 Mel-1g Bax
- +HS-5 +0C - +HS-5 +0C - +HS-5 +0C

“—26 xDa TR i -0 xD:

B-Aktin 3-Aktin B-Aktin

- _42kDa - _42kDa - _42kDa

Abb. 23 : Western-Blot-Analyse von Lysaten von INA-6-Zellen auf Bcl-2, Mcl-1 und Bax unter den
Bedingungen - = Zellen ohne Kokultur, +Stroma = Zellen in Kokultur mit primdrem Stroma, +OC =
Zellen in Kokultur mit Osteoklasten; Antikorperinkubation mit Bcl-2-Antikérper (=Bcl-2), Mcl-1-
Antikorper (=Mcl-1,), Bax-Antikdrper (= Bax) und p-Aktin-Antikérper (=p-Aktin) zur Ladekontrolle.

=23kDa
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3.8. HS-5 versus Primarem Stroma
Anfangs wurden die meisten Versuche mit der Stromazelllinie HS-5 durchgefihrt, da

diese einfach zu kultivieren ist. Im Vergleich mit primarem Stroma zeigten sich dann
jedoch Unterschiede im Uberlebensassay (siehe 3.3.2.). In Abb. 24 sind die Ergebnisse
der FACS-Analyse von INA-6-Zellen in Kokultur mit HS-5 und primdrem Stroma unter
den Bedingungen des Uberlebensassays gegeniibergestellt. Die Daten sind aus
verschiedenen Uberlebensassays gewonnen (Versuchl/2). Die Anzahl der lebenden
Zellen in der FACS-Analyse unter den Bedingungen +HS-5/+Stroma wurden als 100%
normiert. Die Zahl der lebendigen INA-6-Zellen in Cokultur mit HS-5-Zellen unter der
Zugabe von SANT-7, PD 98059 und PD 98059 und SANT-7 fallt kontinuierlich auf bis
zu ~80% ab. Die Zahl der lebenden Zellen in Kokultur mit primérem Stroma schwankt

unter diesen Bedingungen um die 94%
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Abb. 24:Vergleich des Drei-Tages- Uberleben von INA-6-Zellen in verschiedenen Kokulturbedingungen
aus 2 verschiedenen Versuchen (Versuch 1/2), FACS-Analyse nach Annexin-V-FITC / Pl — Férbung,
Prozentuale Darstellung, Normierung auf 100% von +HS-5/+Stroma; + Stroma = INA-6-Zellen in
Kokultur mit primdrem Stroma, +HS-5=INA-6-Zellen in Kokultur mit HS-5-Zellen, +S7 = mit SANT-7,
+PD = mit PD98059, +S7/PD = mit SANT-7 und PD 98059.
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Primdres Stroma scheint Myelomzellen resistenter gegeniiber einer Inhibition des
STAT-3 und MAP-Kinase-Signalweges zu machen und somit protektiver auf diese zu
wirken als HS-5. Es ist bekannt, dass Zelllinien immer nur einen Stromazelltyp mit
dessen spezifischen Eigenschaften darstellen. Das Knochenmark besteht jedoch aus
mehreren Stromazelltypen mit unterschiedlichen Eigenschaften (Torok-Storb et al.,
1999). Die tatsachliche Situation in vivo l&sst sich somit besser durch priméres Stroma
abbilden. Es stellte sich die Frage, ob die untersuchten Signalwege unterschiedlich stark

durch HS-5 oder priméare Stromazellen aktiviert wurden.
+HS-5 + Stroma

P.ERK a3 .

P-STAT 3 A _c5kDa

Abb. 25 : Western- Blot-Analyse von Lysaten von MM.1S-Zellen auf P-ERK und P-STAT-3 unter den
Bedingungen HS-5 = MM.1S-Zellen in Kokultur mit HS-5-Zellen, Stroma = MM.1S-Zellen in Kokultur
mit primdarem Stroma; Antikorperinkubation mit P-ERK-Antikérper (=P-ERK), P-STAT-3-Antikdrper
(=P-STAT-3) und B-Aktin-Antikorper (=p-Aktin) zur Ladekontrolle.

Das P-ERK-Signal ist in Kokultur der INA-6 mit HS-5 starker als in Kokultur mit
primarem Stroma. Das P-STAT-3 Signal ist bei INA-6 Zellen in Kokultur mit primarem
Stroma wesentlich stérker als bei INA-6-Zellen in Kokultur mit HS-5. Dies deckt sich

auch mit weiteren Blots.

3.9. Suche nach weiteren Zielmolekulen

Mit den bisherigen Versuchen konnten bereits Unterschiede in der Signalweg-
aktivierung der INA-6-Zellen auf Stroma oder Osteoklasten nachgewiesen werden. Es
ist jedoch fraglich ob diese Unterschiede ausreichen einen so deutlichen Uberlebens-

unterschied, wie ihn z.B. Abe et al. postulieren, zu erzeugen (Abe et al., 2004).
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3.9.1. Western-Blot-Analyse mit P-Tyr-Antikérpern im 1-D-Gel
Madglicherweise sind noch weitere Signalwege in Anwesenheit von Stroma oder Osteo-
klasten aktiviert. Hierzu wurden die phosphorylierten Zwischenstufen der Signalwege
untersucht. Eine ganze Reihe von Aminosduren kann phosphoryliert werden. Tat-
séchlich werden hauptsachlich Serin und Threonin durch Serin/Threoninkinasen und
Tyrosin durch Tyrosinkinasen phosphoryliert

Um einen mdoglichst groRen Anteil der phosphorylierten Zwischenstufen von Signal-
wegen zu untersuchen wurden Phosphotyrosinantikdrper im Western Blot verwendet.
Phosphotyrosinantikorper binden an eine Vielzahl von Proteinen, die einen phosphory-

lierten Tyrosinrest aufweisen.

Phosphotyrosin - 99 Phosphotyrosin - 100
- +HS-5 +0C -  +HS-5 +0C

64kDa

Gradientengel

12%-Gel

G-Aktin S——

Abb. 26 : Western-Blot-Analyse von INA-6-Zelllysaten auf tyrosinphosphorylierte Proteine unter den
Bedingungen - = INA-6-Zellen ohne Kokultur, HS-5 = INA-6-Zellen in Kokultur mit HS-5-Zellen, OC =
INA-6-Zellen in Kokultur mit Osteoklasten; Antikérperinkubation mit dem Phosphotyrosin-99-
Antikdrper (=Phosphotyrosin-99), Phosphotyrosin-100-Antikorper (=Phosphotyrosin 100) und B-Aktin-
Antikorper (=B-Aktin) zur Ladekontrolle; Der obere Blot stammt von der Gelelektrophorese eines
Gradientengels, der untere Blot von der gelelektrophorese eines 12%-Gels.*bezeichnet eine starke
Proteinbande unter allen drei Bedingungen, # bezeichnet eine Bande mit nierigem Signal unter der
Bedingung +HS-5 im Vergleich zu — und +OC.
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In Abb. 26 sind mehrere deutliche Banden sichtbar. Mit dem Antikorper Phospho-
tyrosin 100 (P-Tyr-100) erscheinen mehr Banden als mit dem Antikérper Phospho-
tyrosin 99. Es sind wenig Unterschiede in der Intensitdt der Banden unter den
Bedingungen ohne Kokultur, HS-5 und Osteoklasten zu erkennen. Die unterste Bande
im 12% Gel zeigt eine geringere Intensitat unter der Bedingung + HS-5 (Abb. 26, #).
Eine starke Phosphorylierung ist zwischen 40 und 50 kDa in beidem Gelen nachweisbar

(Abb.26,*). Diese wird noch von weiterem Interesse sein.
3.9.2. Western Blot-Analyse mit P-Tyr-100 im 2-D-Gel

3.9.2.1. Durchfihrung

Um genauere Aussagen Uber das Phosphorylierungsmuster unter den verschiedenen
Bedingungen zu erhalten entschied man sich fur eine Analyse im 2-D-Gel. Hierbei
werden die Proteine nicht nur nach ihrer Grélie wie im SDS-PAGE sondern auch noch
nach ihrer Ladung aufgetrennt.

Im ersten Schritt werden die Proteine in einem Gelstreifen mit immobilisierten pH-
Gradienten nach ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennt. Proteine tragen eine unter-
schiedliche Anzahl von sauren bzw. basischen Gruppen. Je nach umgebendem pH-Wert
nehmen diese Gruppen H+ bzw. OH- Gruppen auf oder geben sie ab. Dies verandert
ihre Eigenladung. An einem bestimmten pH-Wert gleichen sich die Ladungen der
saueren und basischen Gruppen eines Proteins aus. Die Nettoladung ist null. Wird nun
eine Spannung angelegt wandern die Proteine solange der entgegengesetzt geladenen
Elektrode entgegen bis sie keine Nettoladung mehr besitzen. Dies ist der isoelektrische
Punkt dieses Proteins. In einem zweiten Schritt wird der Gelstreifen mit La&mmli
aquilibriert und einem normalen Polyacrylamidgel aufgesetzt. Es schliel3t sich eine
normale GroRenauftrennung im SDS-PAGE an.

Das Transkriptom einer Zelle wird so auf eine Flache verteilt. Bei der eindimensionalen
Auftrennung liegt in jeder Bande ein Gemisch verschiedener Proteine vor. Bei einer
zweidimensionalen Auftrennung konzentriert sich das Protein definiert durch seinen
pH-Wert und seiner GroRe in einem Punkt (Spot). Hat man einen interessanten Spot
identifiziert kann man diesen aus dem Gel ausschneiden und mittels Massen-
spektroskopie analysieren. Hierdurch I&sst sich oft das gesuchte Protein identifizieren.
Die 2-D-Gelelektrophorese wurde mit dem IPGRunner System der Firma Invitrogen

durchgefuhrt (siehe Methoden). Die Proteine wurden im Bereich pH 3-10 nicht linear
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isoelektrisch fokussiert. AnschlieBend wurden Sie in einem 4-20% Gradientengel nach
GroRe aufgetrennt. Es wurden 20 ul des nach Protokoll erstellten Lysates eingesetzt.

Das Gel wurde 1h in Coomassie gefarbt und 12 h entférbt.

. .
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Abb. 27 : Coomassie geféarbtes 2-D-Gel mit Proteinspots (blaue Punkte); 1. Dimension: Isoelektrische
Fokussierung pH 3-pH 10; 2. Dimension SDS-PAGE auf 4-20 % Gradientengel.

Wie in Abb. 27 zu sehen ist sind die Spots haufig vorkommender Proteine deutlich als
blaue Punkte zu erkennen. Es ist also genug Protein fir die Farbung vorhanden,
andererseits jedoch nicht soviel, dass sich die Spots Uberlagern. Es wurde der Versuch
ebenfalls mit der doppelten Menge Lysat durchgefiihrt. Die Einbringung von
zusatzlichen Ladungen machte jedoch eine Isoelektrische Fokussierung bei hoher
Spannung unmdglich.

Es wurden 2-D-Gele von den Lysaten INA-6 ohne Kokultur, in Kokultur mit HS-5 und
in Kokultur mit Osteoklasten angefertigt. Diese wurden auf PVDF-Membranen
geblottet, um sie einer Western Blot-Analyse zugénglich zu machen. Der Vorteil einer
Western Blot-Analyse liegt in der hohen Sensitivitat im Vergleich zur Comassie-
Farbung. Aullerdem sollten mittels des p-Tyr-100 Antikdrpers nur Proteine mit einer
Tyrosinphosphorylierung erkannt werden.

Es konnte ein Phosphorylierungsmuster mit dieser Methode abgebildet werden. Dies

zeigen die z.T. schwachen Spots auf unterschiedlichen Hohen der Y-Achse (Molekular-
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gewicht). AuRerdem zeigte sich einer bzw. mehrere starke Spots auf einer Hohe. Dies
entspricht moglicherweise einem Protein mit mehreren Phosphorylierungsstufen (siehe
Abb. 28, Region A). Durch eine Phosphorylierung werden neue negative Ladungen in

das Molekdl eingebracht, sodass sich der isoelektrische Punkt verschiebt.

.

d >

Abb. 28 : Western-Blot-Analyse eines 2-D-Gels auf tyrosinphosphorylierte Proteine, verwendetes Lysat
von INA-6-Zellen in Kokultur mit Osteoklasten, Antikérperinkubation mit Phosphotyrosin-100-
Antikorper; Detektierte Proteine: Region A zeigt mehrere Phosphorylierungsstufen desselben Proteins,
Region B zeigt mehrere verschiedene tyrosinphosphorylierte Proteine mit unterschiedlichen
Molekulargewichten und isoelektrischen Punkten.

67



3.9.2.2. Ergebnisse
Mit dem Lysat von Myelomzellen ohne Kokultur konnte im 2-D-Gel keine starke

Phosphorylierung abgebildet werden. Die schwachen Spots kénnen schwache Phos-
phorylierungssignale oder Artefakte sein. Das Lysat von Myelomzellen in Kokultur mit
HS-5 zeigt eine starke Phosphorylierung und eine schwaéchere auf gleicher Hohe. An
derselben Stelle zeigt sich im 2-D-Gel von Lysaten von Myelomzellen in Kokultur mit
Osteoklasten eine starkere Phosphorylierung und zwei schwéchere Phosphorylierungen
auf gleicher Hohe (Abb. 29).

- +HS-5 +OC

Ty e

Abb. 29: Western- Blot-Analyse von 2-D-Gelen auf tyrosinphosphorylierte Proteine, eingesetzte Lysate: -
= INA-6-Zellen ohne Kokultur, +HS-5 = INA-6-Zellen in Kokultur mit HS-5, +OC = INA-6-Zellen in
Kokultur mit Osteoklasten; Antikorperinkubation mit Phosphotyrosin-100-Antikdrper.

Im zweiten Blot liel sich ein schwacheres Signal des Lysates ohne Kokultur nach-
weisen. Die Kokultur der INA-6 Zellen mit HS-5 und Osteoklasten fiihrte zu einem
etwa gleich starken Spot. Durch die Verwendung von Gradientengelen mit Marker lief}
sich die Grofe der Phosphorylierung auf 45-50 kDa festlegen (Abb. 30).

- + Stroma +0OC
__64kDa
__50kDa
4 - S
— 36kDa

Abb. 30: Ausschnitte aus einer Western-Blot-Analyse von 2-D-Gelen mit INA-6-Zelllysaten auf
tyrosinphosphorylierte Proteine unter den Bedingungen - = INA-6-Zellen ohne Kokultur, +Stroma =INA-
6-Zellen in Kokultur mit primdrem Stroma, +OC = INA-6-Zellen in Kokultur mit Osteoklasten;
Antikorperinkubation Phosphotyrosin-100.
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Es ist anzunehmen, dass es sich hierbei um die Phosphorylierung bei 40-50 kDa im 1-
D-Gel handelt (Abb.26,*). Hierauf wurden neue Lysate hergestellt, wobei INA-6 Zellen
in Kokultur mit primérem Stroma statt HS-5 benutzt wurden. Das Ergebnis der INA-6
Zellen auf primarem Stroma war in Bezug auf den starken Phosphorylierungsspot
dasselbe wie in Kokultur mit HS-5. Die Phosphorylierung ist bei INA-6 Zellen in
Kokultur mit primérem Stroma und Osteoklasten gleich stark.

+OC
—64kDa
ERK .
- —36kDa
—64kDa
P-ERK
T —36kDa
T 64kDa
PY-100 -
—36kDa
+Stroma
— 250kDa
P-STAT-3
— 36kDa
— 250kDa
PY-100
= — 36kDa

Abb. 31 : Ausschnitte aus Western-Blot-Analysen von 2-D-Gelen auf ERK, P-ERK, P-STAT-3 und
Phosphotyrosin-100; Verwendete Lysate +OC = INA-6-Zellen in Kokultur mit Osteoklasten, +Stroma =
INA-6-Zellen in Kokultur mit primérem Stroma; Antikorperinkubation mit ERK-Antikdrper (=ERK), P-
ERK-Antikorper (=P-ERK), P-Stat-3-Antikorper (=P-STAT-3) und Phosphotyrosin-100-Antikdrper
(=PY-100).

Es stellte sich die Frage um welches Protein es sich bei dem starken Spot in der
Phosphotyrosin-100-Antikorper Inkubation handelt. Es stand die Vermutung, dass es
sich hierbei um P-ERK handelt im Raum. P-ERK hat mit 44/42 kDa ein &hnliches
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Molekulargewicht wie der Spot und ist tyrosinphosphoryliert. Auflerdem ist der
Phosphorylierungszustand in der Zelllinie INA-6 von der Kokultur mit Stroma und
Osteoklasten abhingig (siehe Abschnitt 3.6.1.). Zur Uberpriifung dieser These wurde
der Blot “INA-6 + Osteoklasten” mit ERK und P-ERK inkubiert. Es zeigte sich, dass
weder ERK noch Phospho-ERK an der Stelle des starken Phosphorylierungsspots liegen
(siehe Abb. 31). Des Weiteren wurde die Lokalisation des Serinphosphorylierten P-
STAT-3 Molekiils im Blot INA-6 + Stroma uberprift. Es zeigte sich ein Spot auf der
zu erwartenden Hoéhe von 86 kDa. Der Isoelektrische Punkt lag stark im sauren pH-
Bereich. Auch dieses Protein ist nicht mit dem starken Phosphorylierungssignal durch

Phosphotyrosinantikorper identisch.
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4. Diskussion

4.1. Methoden

Als experimentelles Modell zur Untersuchung der Zusammenhénge im Knochenmark-
mikromilieu wurden die Myelomzelllinien INA-6 und MM.1S, aus PBMC’s generierte
Osteoklasten, die Stromazelllinie HS-5 und spater aus Knochenmarkstanzen kultiviertes
priméres Stroma gewahlt. Dieses VVorgehen garantierte eine gute Reproduzierbarkeit der
Experimente. Auflerdem bietet die Myelomzelllinie INA-6 die Mdoglichkeit der
transienten Transfektion mittels Elektroporation (Chatterjee et al., 2004), welche flr den
Luciferaseassay mit dem 6xNFxB-luc-Plasmid notig war. Viele Erkenntnisse zur
Signaltransduktion im multiplen Myelom wurden durch Experimente mit Myelom-
zelllinien gewonnen und konnten spéter an priméaren Myelomzellen aus Knochenmark-
stanzen verifiziert werden. In meiner Arbeit war es das Ziel Unterschiede in der
Signalwegsaktivierung von Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten gegenuber
INA-6-Zellen in Kokultur mit Stromazellen oder INA-6-Zellen ohne Kokultur zu
identifizieren. Diese Unterschiede mussen im nachsten Schritt durch die Pathologie an
primdren Myelomzellen im Knochenmarkmikromilieu validiert werden. Hierflr bieten
sich Knochenmarksstanzen an.

Es wurde wéhrend der Experimente klar, dass priméres Stroma eine starkere
antiapoptotische und proliferationssteigernde Wirkung auf die Myelomzelllinien INA-6
und MM.1S hat als HS-5. In Western Blots zeigte sich, dass priméres Stroma zu einer
starkeren STAT-3-Phosphorylierung flhrt als HS-5, wahrend HS-5 eine starkere ERK-
Phosphorylierung bewirkt als primares Stroma. Es wurde also Uberwiegend priméares

Stroma anstelle von HS-5 benutzt.

4.2. Uberlebensassay

Eindeutig lieB sich ein Uberlebensvorteil von Myelomzellen in Kokultur mit
Osteoklasten oder Knochenmarkstromazellen gegenliber Myelomzellen ohne Kokultur
feststellen. Allerdings konnte kein signifikanter Unterschied zwischen dem Uberlebens-
vorteil in Kokultur mit Osteoklasten oder Knochenmarkstromazellen gefunden werden.
Maglicherweise besteht kein signifikanter Unterschied zwischen dem Uberlebensvorteil
durch Osteoklasten oder Knochenmarkstromazellen. Andererseits besteht auch die
Maoglichkeit, dass die Ergebnisse aufgrund des gewahlten Modells (Myelomzelllinien)

nicht den tatsachlichen Zustand im Knochenmark wiederspiegeln.
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Hemmung des IL-6-Rezeptor mit dem Il-6-Antagonist SANT-7 oder Inhibition von
MEK 1/2 mittels PD 98059 oder Inhibition beider Strukturen des ERK/STAT-3-
Signalweges reduziert das Uberleben der Myelomzellen ohne Kokultur im Uberlebens-
assay (normiert) bis auf 40% (siehe Abb. 14). Kokultur mit Osteoklasten bzw.
Knochenmarkstromazellen wirkt auch hier in dhnlichem MaRe antiapoptotisch mit 60
bzw. 90% (normiert) vitalen Zellen. Auch die Phosphorylierung von STAT-3 bzw.
ERK1/2 war in Kokultur mit Knochenmarkstromazellen oder Osteoklasten unter
Inhibition dieser Signalwege erhalten. Dies widerspricht Beobachtungen von Chatterjee
et al. nach denen Myelomzellen in Kokultur mit Stromazellen durch Inhibition des ERK
und STAT-3-Signalweges sowohl apoptotisch werden als auch keine STAT-3-
Phosphorylierung mehr zeigen (Chatterjee et al., 2002). Dies deutet auf eine
ungentigende gp130 Inhibition in meinen Versuchen hin.

Wenn es einen besseren Uberlebensvorteil fiir Myelomzellen durch Kokultur mit Osteo-
klasten als durch Kokultur mit Knochenmarkstromazellen gibt, so wird dieser an-
scheinend nicht tiber den ERK oder STAT-3-Signalweg vermittelt.

4.3. NFxB — Signalweg
Der von Osteoklasten vermittelte Uberlebensvorteil ist von Zellkontakten mit

Myelomzellen abhangig (Abe et al., 2004). Deshalb ist der NFkB-Signalweg, welcher
von vielen Rezeptoren fir membrangebundene Liganden wie z.B. der TNF-
Rezeptorenfamilie (Hehlgans and Pfeffer, 2005) aktiviert wird fiir die Fragestellung
sehr interessant. Zudem wies Annunziata et al. eine NFxB- Aktivierung von
Myelomzellen in 82% primérer Knochenmarkstanzen nach (Annunziata et al., 2007).
Nur in 16% der Knochenmarkstanzen konnte die NFkB-Aktivierung auf genetische
Abnormitaten zuruickgefuhrt werden. Die restlichen Falle der NFxB-Aktivierung sind
mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das Knochenmarkmikromilieu zurlckzufuhren
(Landowski et al., 2003).

Es wurde der sehr sensitive Luciferaseassay zur Untersuchung der NFxB-Aktivierung
herangezogen. Es zeigte sich ein starker Anstieg der NFxB-Aktivitat in Myelomzellen
in Kokultur mit Stroma oder Osteoklasten im Vergleich zu Myelomzellen ohne Unter-
stiitzung. Die im Photometer gemessene Lumineszenz entspricht in diesem Versuch der
NFxB-Aktivierung. Die hoéchste Lumineszenz, und damit NFxB-Aktivitat, mit dem

funffachen der Lumineszenz von Myelomzellen ohne Unterstitzung erzielten
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Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten. Stromazellen flhrten nur zu einer
vierfachen stérkeren Lumineszenz als Myelomzellen ohne Unterstutzung (Abb. 18). Der
NF«B-Signalweg ist also in Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten stark aktiviert.
Aulerdem weist dieses Experiment und weitere, hier nicht gezeigte, Luciferaseassays
auf eine stérkere Aktivierung des NFkB-Signalweg in Myelomzellen in Kokultur mit
Osteoklasten als mit Stromazellen.

Weiter gestiitzt wird diese Ansicht durch eine Western Blotanalyse von IkBa, einem
NFkB-Zielgen (siehe Abschnitt 1.3.4.2.). Dieses ist in Kokultur mit Osteoklasten
deutlich mehr als in Kokultur mit Stroma exprimiert. Auch zeigen Myelomzellen in
Kokultur mit HS-5/Stroma auch eine hohere IkBa-Expression als Myelomzellen ohne
Unterstitzung.

Die Aufhebung von Zellkontakten in der Kokultur mittels Transwells fuhrte zu einer
starken Abnahme der NFxB-Aktivitat in der Kokultur sowohl mit Osteoklasten als auch
mit Stromazellen auf das zweifache der Lumineszenz von Myelomzellen ohne Unter-
stitzung. Die NFkB-Aktivierung von Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten oder
Stromazellen scheint groBteils Zellkontakt abhangig zu sein. Dies stimmt wiederum mit
den Daten von Abe et al. Uberein, dass der Wachstumsvorteil von Myelomzellen in
Kokultur mit Osteoklasten Zellkontakt abhé&ngig ist (Abe et al., 2004). Dieser wies
jedoch eine Beteiligung von den NF«kB-unabhdngigen Integrinen VLA-4 und o3 nach.
Eine NFkB-Aktivierung fihrt zu einer Aktivierung von antiapoptotischen Genen wie
BCL-2 und BCL-x,, dem Enzym Telomerase (Yin et al., 2000) und angio-genetischen
Faktoren wie VEGF-C und PLGF (Chilov et al., 1997; Cramer et al., 2005). In INA-6
Zellen ist nachgewiesen, dass eine Hemmung des NF«B-Signalweges durch den IKKf-
Inhibitor MLN120B zu einer Apoptoseinduktion fiihrt (Hideshima et al., 2006). In wie
weit eine hohere NFkB-Aktivierung als in Myelomzellen ohne Kokultur zu einem
weiteren Uberlebensvorteil filhrt miisste noch experimentell untersucht werden. Aus
Grinden der hohen Transfektionseffizienz mittels Elektroporation von INA-6-Zellen
gegenuiber anderen Myelomzelllinien wurde der Luciferaseassay nur mit INA-6-Zellen
durchgefuhrt. Eine Untersuchung anderer Myelomzelllinien wére ebenfalls interessant.
Es ist durchaus wahrscheinlich, dass der NFkB-Signalweg zum Zellkontakt abhé&ngigen
Uberleben der Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten beitragt. Die NFkB-

Aktivierung ist auch eindeutig hoher in Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten als
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in Myelomzellen in Kokultur mit Stromazellen. Deshalb kénnte die NFkB-Aktivierung
fur einen von der Arbeitsgruppe Bargou (Med. Klinik I, Universitat Wirzburg) und
Abe et al. beobachteten signifikanten Uberlebensvorteil von Myelomzellen in Kokultur
mit Osteoklasten gegentiber Myelomzellen in Kokultur mit Stromazellen verantwortlich
sein. Um die Wertigkeit dieser Ergebnisse fiir das multiple Myelom in vivo zu
untersuchen ware eine Anfarbung von NFxB-p65 in Knochenmarkstanzen interessant.
Mittels eines NFkB-P65-Antikorper kann die Lokalisation des Transkriptionsfaktors
NF«B bestimmt werden. Eine nukledre Lokalisation weist auf eine NFkB-Aktivierung
hin.

Eine weitere Analyse der NFkB-Aktivierung kdnnte Aufschlul? Gber die Ursache der
zellkontaktabhéngigen Aktivierung geben. Eine Untersuchung ob der kanonische oder
alternative NF«B-Signalweg aktiviert ist kann die in Frage kommenden Rezeptoren
eingrenzen. Letztlich wére es sinnvoll den fir die NFkB-Aktivierung verantwortlichen
Rezeptor zu finden. Dies kdnnte zum Beispiel durch das Durchmustern inhibitorischer
Antikorper gegen TNF-Rezeptoren geschehen.

Kandidaten sind Rezeptoren des B-Zell aktivierende Faktor BAFF. BAFF aktiviert in
Myelomzellen hauptsachlich tber die Rezeptoren transmembrane activator and calcium
modulator and cyclophilin ligand interactor ( TACI) und B-cell maturation antigen
(BCMA) NF«B und fiihrt zu einem besseren Uberleben der Myelomzellen (Moreaux et
al., 2004). BAFF ist ein zundchst membrangebundener Faktor, der proteolytisch
freigesetzt werden kann (Schneider et al., 1999).

4.4. Analyse des MAPK/ERK-, STAT-3-, und AKT-Signalweg
4.4.1. ERK-Signalweg

Die Aktivierung des ERK-Signalweges wurde mittels Western-Blot mit P-ERK-Anti-
korpern ermittelt. Es zeigte sich sowohl in der Zelllinie INA-6 als auch MM.1S eine fast
identische ERK-Phosphorylierung. ERK ist in Myelomzellen in Kokultur mit
Osteoklasten oder Stromazellen gleichermallen starker als in Myelomzellen ohne
Kokultur aktiviert. Mittels MAPK antisense Oligodesoxynukleotiden konnte der ERK-
Signalweg blockiert werden und ein antiproliferativer Effekt erzielt werden (Ogata et
al., 1997b). Die erhdhte ERK-Aktivierung in Kokultur mit Osteoklasten/Stromazellen

wird wahrscheinlich zum besseren Uberleben der Zellen in Kokultur beitragen.
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Lentzsch et al. untersuchten eine ganze Reihe von Zytokinen, welche von
Myelomzellen oder den Zellen des Knochenmarkmikromilieus sezerniert werden und
deren Rezeptoren in Myelomzellen exprimiert werden. 11-6, bFGF, IL-13, MIP-1a, LIF,
VEGF, SDF-1a, IL-3 und SCF aktivieren den ERK-Signalweg. Aufierdem wirken sie
proliferativ und bis auf IL-1p auch antiapoptotisch (Lentzsch et al., 2004). Es ist
anzunehmen, dass in Kokultur sowohl mit Osteoklasten, als auch mit Stromazellen
mehrere Zytokine den ERK-Signalweg aktivieren. Allerdings scheint aufgrund der
ERK-Aktivierung durch mehrere Zytokine ein einzelner Rezeptor als Zielstruktur zur

Entwicklung eines Inhibitors des ERK-Signalweges wenig aussichtsreich.

4.4.2. STAT-3

Ebenfalls die STAT-3-Aktivierung wurde mittels Western Blot untersucht. Stroma als
bekanntermaRen starker Induktor der STAT-3-Phosphorylierung flhrte zu einer starken
Aktivierung des STAT-3-Signalweges. Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten
zeigten jedoch keine (INA-6) oder nur eine schwache (MM.1S) STAT-3-Phosphory-
lierung. 1I-6 wirkt auf Myelomzellen Uber den STAT-3-Signalweg stark proliferativ.
Inhibition des STAT-3-Phosphorylierung durch JAK2-Inhibition fuhrt zur Apoptose-
induktion (De Vos et al., 2000). Der STAT-3-Signalweg tragt also nicht zum besseren
Uberleben der Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten bei. Dies zeigt, dass durch
Osteoklasten eine andere Auswahl an Signalwegen aktiviert wird als durch Stroma-
zellen. Die Wertigkeit des IL-6/STAT-3-Signalweges als unentbehrlicher Vermittler
von antiapoptotischen und proliferationssteigerndern Signalen beim multiplen Myelom
wurde klinisch wiederlegt. In einer Studie mit einem monoklonalen Anti-II-6-Anti-
korper konnte keine Remission der Erkrankung erzielt werden(Bataille et al., 1995).
Dies wird auch durch die Ergebnisse von Chatterjee et al. gestiitzt wonach im
Knochenmarkmikromilieu sowohl der STAT-3 als auch der ERK-Signalweg gehemmt

werden missen, um Apoptose in Myelomzellen auszuldsen.

4.4.3. AKT

Die Western Blot Analyse von P-AKT zeigte in Myelomzellen in Kokultur im
Vergleich zu Myelomzellen ohne Unterstiitzung keinen Anstieg der Phosphorylierung.
Weder die Kokultur mit Osteoklasten noch die Kokultur mit Stromazellen fiihren zu

einer Uberlebensverbesserung tiber den AKT-Signalweg.
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Neue Ergebnisse zur Bedeutung von AKT unterstiitzen dieses Ergebnis. Zollinger et al.
konnte sowohl an primaren Myelomzellen als auch an Myelomzelllinien zwei Sub-
gruppen der AKT-Aktivierung identifizieren. Etwa die Hélfte der Proben wiesen eine
konstitutive starke AKT-Phosphorylierung auf, wahrend die andere Halfte nur eine
geringe AKT-Phosphorylierung aufwiesen. Eine konstitutive AKT-Aktivierung ist zu
20% durch eine PTEN-Deletion hervorgerufen. Ein grof3er Anteil muss jedoch durch
bisher unbekannte genetische Veranderungen hervorgerufen sein. Nur in der Gruppe der
konstitutiven AKT-Aktivierung konnte durch AKT-Blockade Apoptose induziert
werden. In der Gruppe geringer AKT-Phosphorylierung konnte selbst eine zusétzliche
Blockade des MAPK und STAT-3-Signalweges keinen Anstieg der Apoptose
induzieren (Zollinger et al., 2008).

Der AKT-Signalweg scheint also als Uberlebensfaktor nur in der Halfte der multiplen
Myelome von Bedeutung zu sein und seine Aktivierung ist wesentlich mehr von

genetischen Faktoren als vom Knochenmarkmikromilieu abhangig.

Alle drei Signalwege tragen sicherlich zum Uberleben der Myelomzellen bei. Ein
besseres Uberleben der Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten oder Stroma im
Vergleich zu Myelomzellen ohne Unterstiitzung zeigte sich im Uberlebensassay (siehe
Abschnitt 3.3.) Ebenso zeigte die Westernblotanalyse eine starkere Aktivierung des
AKT-MAP-Kinase und STAT-3-Signalweges in Myelomzellen in Kokultur mit
Osteoklasten oder Stroma als in Myelomzellen ohne Unterstiitzung (siehe Abschnitt
3.6.).

Diese drei Signalwege sind jedoch sicherlich nicht fiir ein besseres Uberleben der
Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten als in Kokultur mit Stromazellen
verantwortlich. Weder im Uberlebensassay unter Zugabe von Inhibitoren des MAP-
Kinase/ERK und STAT-3-Signalweges zeigten sich signifikante Unterschied im
Uberleben der Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten oder Stromazellen (siehe
Abschnitte 4.2, 3.3-3.4), noch konnte ein klarer Unterschied in der Westernblotanalyse
der phosphorylierten Zwischenstufen des AKT-MAP-Kinase und STAT-3-Signalweges
dedektiert werden (siehe Abschnitt 3.6).
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4.4.4. Apoptoseregulation

Viele Wirkungen von Signalwegen werden Uber die Apoptoseregulation vermittelt.
Eine Reihe von Proteinen regulieren die Permeabilitdt der Mitochondrien fir Cyto-
chrom c. Der Ausstrom von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien ist der zentrale Schritt
der Einleitung der intrinsischen Apoptose. An antiapoptotischen Proteinen wurden Bcl-
2 und Mcl-1 untersucht, an proapoptotischen Bax. Es ist bekannt, dass Apoptosegene
im Multiplen Myelom und normalen Plasmazellen unterschiedlich stark exprimiert
werden (Spets et al., 2002). Insbesondere die Expression von Mcl-1 wurde als
essentieller Uberlebensfaktor fiir Myelomzellen nachgewiesen (Derenne et al., 2002).
Das proapoptotische Protein Bax ist in Myelomzellen ohne Kokultur und in Kokultur
mit Osteoklasten gleich stark exprimiert. Myelomzellen in Kokultur mit Stromazellen
exprimieren das proapoptotische Gen Bax weniger stark und sind so wahrscheinlich
besser vor der Einleitung der Apoptose geschiitzt. Der Uberlebensvorteil von
Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten wird hierdurch jedoch nicht erklart. Die
Expression von Bcl-2 und Mcl-1 in Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten oder
Stromazellen wich nicht von der Expression in Myelomzellen ohne Kokultur ab.
Anscheinend wird der Uberlebensvorteil fiir Myelomzellen in Kokultur mit
Stromazellen oder Osteoklasten nicht Uber Bcl-2 oder Mcl-1 vermittelt. Mdoglicher-
weise wird der Uberlebensvorteil nicht (iber eine Apoptosehemmung sondern eher (iber
proliferationsfordernde Effekte vermittelt. Andererseits ist es auch maoglich, dass andere
nicht analysierte Proteine der Apoptoseregulation einen weiteren Beitrag zum besseren
Zelluberleben von Myelomzellen in Kokulturen leisten.

4.4.5. Suche nach weiteren Signalwegen

Von den untersuchten Signalwegen gibt nur der NFkB-Signalweg eine Erklarung fir
den Uberlebensvorteil von Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten gegentiber
Myelomzellen in Kokultur mit Knochenmarkstromazellen. Deshalb erschien es sinnvoll
nach der unterschiedlichen Aktivierung weiterer Signalwege in Myelomzellen in
Kokultur mit Osteoklasten oder Knochenmarkstromazellen zu suchen. In den meisten
Signalwegen wird das Signal durch die konsekutive Phosphorylierung von Proteinen in
einer Kaskade weitergegeben und amplifiziert. Dies geschieht durch Serin/Threonin
oder Tyrosinkinasen. Die durch die Kinasen phosphorylierten Proteine werden haufig

aktiviert und entwickeln selber eine Kinaseaktivitdt oder rekrutieren Proteine zur
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Signalweitergabe. Phosphorylierte Proteine lassen sich mit spezifischen Phosphoanti-
korpern im Western Blot detektieren. Besonders gute Antikorper stehen fir die
Detektion von Phosphotyrosinseitengruppen von Aminosauren zur Verfligung. Eine
Detektion von Phosphoserin- und Phosphothreoninseitengruppen ist mit diesen Anti-
korpern jedoch nicht mdglich. Zundchst wurden im 1-dimensionalen Western Blot die
Phosphotyrosinantikdrper p-Tyr 100 und p-Tyr 99 getestet. Es zeigte sich mit beiden
ein Bandenmuster mit Unterschieden in der Intensitdt der Banden unter den Be-
dingungen Myelomzellen ohne Unterstltzung, in Kokultur mit Stromazellen und in
Kokultur mit Osteoklasten. Da der p-Tyr 100-Antikorper im 1-D-Gel mehr Proteine
detektierte entscheid man sich mit diesem weiter zu arbeiten. Obwohl die Proteine im
Polyacrylamidgel nach ihrer GroRRe aufgetrennt vorliegen, liegt in jeder Bande dennoch
ein Gemisch verschiedener Proteine vor. Um dieses weiter zu differenzieren bietet sich
die 2-D-Gelelektrophorese an. In dieser wird das Proteom einer Zelle sowohl nach
GroRe als auch nach Ladung aufgetrennt und jedes Protein wird an einem Punkt einer
Flache fokussiert. In der 2-D-Gelelektrophorese konnte nach Blotten auf eine PVDF-
Membran mit dem p-Tyr-100 Antikorper ein tyrosinphosphoryliertes Protein detektiert
werden. Dieses zeigte sich im ersten Blot nicht in Lysaten von Myelomzellen ohne
Unterstutzung, stark im Blot der Lysate von Myelomzellen in Kokultur mit Stroma-
zellen und am stérksten in Lysaten von Myelomzellen in Kokultur mit Osteoklasten.
AuBerdem lieen sich bei Lysaten in Kokultur mit Stromazellen/Osteoklasten 1/2
kleinere Phosphorylierungen auf gleicher Hohe nachweisen. Moglicher Weise handelt
es sich bei diesen um weitere Phosphorylierungsstufen desselben Proteins. Die GroRe
des Proteins wurde im Bereich 40-50 kDa festgestellt. Die Membran wurde aullerdem
mit ERK-, P-ERK- und P-STAT-3-Antikdrpern inkubiert. Die Spots waren nicht an der
Stelle der mittels p-Tyr-Antikdrper ermittelten Phosphorylierung. AKT wird an einer
Threoninseitenkette phosphoryliert (Duronio, 2008) und kann somit nicht durch
Phosphotyrosinantikorper detektiert werden. Es handelt sich bei der mittels p-Tyr-100
detektierten Phosphorylierung also nicht um P-ERK, P-STAT-3 oder P-AKT. Es ware
weiterhin interessant das dedektierte Protein zu identifizieren. Hierzu bietet sich die
Untersuchung des Spots in der Massenspektrometrie an. In Protein-Datenbanken lassen
sich die Ergebnisse abgleichen und das Protein kann identifiziert werden. Nach der

78



Identifikation des phosphorylierten Proteins ist auch in diesem Fall der Nachweis der
Bedeutung flr das multiple Myelom an primarem Material zu erbringen.
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