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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Multiple Myelom

1.1.1 Definition

Das Multiple Myelom (MM) ist eine maligne hdmatologische Erkrankung, die nach
WHO-KTriterien den B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen zugeordnet wird.
Charakteristisch fir diese Krankheit ist die klonale Expansion von Plasmazellen im
Knochenmark und die vermehrte Produktion vollstandiger oder unvollstandiger
monoklonaler Immunglobuline, die als so genanntes Paraprotein bzw. M-Gradient im

Serum und/oder Urin nachweisbar sind [1],[2].

1.1.2 Geschichte

Die ersten bekannten wissenschaftlichen Berichte tber eine Erkrankung am MM
stammen aus dem Jahr 1844. Dr. Samuel Solly schilderte die Krankengeschichte
einer Patientin und fertigte nach deren Autopsie Zeichnungen von gefundenen
Knochenveranderungen an [3]. Im Jahre 1845 wurde ein weiterer Fall von
Dr. Macintyre und Dr. Watson uberliefert. Diese schickten von einem Patienten eine
Urinprobe mit hoher spezifischer Dichte an Dr. Henri Bence Jones. Nachdem
J.F. Heller im Jahr 1846 Uber eine Substanz im pathologischen Urin berichtete,
erkannte Dr. Jones 1847 die diagnostische Bedeutung dieses Nachweises fiur das
MM. Aus diesem Grund werden die bei der Krankheit im Urin ausgeschiedenen
Leichtketten-Immunglobuline auch Bence-Jones-Proteine genannt [4]. Der Begriff
»Multiples Myelom“ wurde allerdings erst 1873 von Dr. von Rustizky eingefuhrt. Auf
Otto Kahler, der 1889 einen Artikel zur Symptomatik des MM vergffentlichte, geht die
heute nicht mehr gebrauchliche synonyme Bezeichnung ,Morbus Kahler® zurtck.

.Plasmozytom® wird ebenfalls als Synonym fur das MM verwendet [5].

1.1.3 Epidemiologie

In Deutschland erkranken jahrlich etwa 3.000 Manner und 2.700 Frauen neu an der
Krankheit. Damit ist in Deutschland das MM die dritthdufigste hamatologische
6
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Neoplasie und fir ca. 1 % aller Krebserkrankungen verantwortlich. Die Haufigkeit der
Erkrankung steigt ab einem Alter von 50 Jahren signifikant an; das mediane
Erkrankungsalter betragt 71 Jahre bei Mannern und bei Frauen 73 Jahre [7]. Die
derzeitige nach Europastandard altersstandardisierte Inzidenz liegt bei Mannern
durchschnittlich bei 5,4 Erkrankungen/100.000 Einwohnern, und fir Frauen bei
3,7 Erkrankungen/100.000 Einwohnern [8]. Neben der alters- und
geschlechtsspezifischen besteht auch eine ethnische Variabilitét. So verzeichnet
innerhalb Europas Norwegen die hdchste Inzidenzrate; Albanien dagegen die
niedrigste [8-10].

1.1.4 Sonderformen

Man unterscheidet vier Sonderformen des MM:

e Beim asekretorischen Myelom werden keine Immunglobuline in das Blut
abgegeben oder im Urin ausgeschieden.

e Insbesondere im spateren Krankheitsverlauf kann der Tumor die Fahigkeit
erlangen, auch an extramedullaren Stellen (wie Blut, pleurale FlUssigkeiten
und Haut) zu erscheinen (extramedullares Myelom).

e Beim solitaren Myelom lasst sich nur ein einzelner Knochenherd
nachweisen.

e Lassen sich die malignen Plasmazellen ebenfalls im Blut nachweisen spricht

man von einer Plasmazell-Leukamie [11].

1.1.5 Symptome

Die Symptome des MM sind vielgestaltig und oftmals unspezifisch. Bei Uber der
Halfte aller Patienten lasst sich eine Veranderung des Blutbildes nachweisen, da die
normale Hamatopoese durch die Expansion der malignen Plasmazellen im
Knochenmark gestdrt wird. Eine tumorbedingte Anamie fuhrt zu einer Einschrankung
der korperlichen Leistungsfahigkeit und Erschdpfungserscheinungen (Fatigue),
wahrend eine Verminderung der Leukozytenzahl die Infektanféalligkeit steigert und
eine Abnahme der Thrombozyten die Blutungsneigung erhoht. Als weiteres
Leitsymptom treten Knochendestruktionen auf, die oftmals mit einem gesteigertem
Anteil Kalzium im Blut (Hyperkalzemie), Knochenschmerzen und pathologischen
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Frakturen assoziiert sind [12],[13]. Der den Knochendestruktionen zu Grunde
liegende Pathomechanismus beruht auf einer Storung des Gleichgewichts zwischen
Knochenabbau und —aufbau. Die malignen Plasmazellen produzieren einerseits
direkt Faktoren wie z.B. DcR3 (decoy receptor 3), IL-3 (Interleukin-3) und
TNF-o (Tumornekrosefaktor-a), die Osteoklasten aktivieren und somit den
Knochenabbau antreiben. Andererseits geben sie Molekile wie sFRP-2 und -3
(soluble frizzled-related protein-2 and -3) und DKK-1 (Dickkopf-1) ab, die
Osteoblasten und den Knochenaufbau inhibieren [14]. Weiterhin konnten die MM
Zellen selbst in funktionale Osteoklasten-ahnliche Zellen transdifferenzieren und
direkt an der Knochenresorption teilnehmen [15],[16]. Eher selten wird als Folge der
gesteigerten Proteinkonzentration im Serum die Viskositat des Blutes erhoht
(Hyperviskositatssyndrom), was u.a. Seh- und Gedachtnisstérungen, Schwindel und
Krampfe verursachen kann [17]. Des Weiteren kann eine Beeintrachtigung der
Nierenfunktion festgestellt werden, da eine Ausfallung der UbermaRig produzierten
Immunglobuline zu einer Obstruktion des distalen Tubulus und der aufsteigenden
Henleschleife fuhrt [13],[18].

1.1.6 Diagnostik

Die Diagnostik des MM beruht auf Laboruntersuchungen von Blut- und Urinproben
zum Nachweis der monoklonalen Immunglobuline, Knochenmarksuntersuchungen
zur Feststellung einer erhdhten Anzahl von Plasmazellen und bildgebenden
Verfahren zur Darstellung des Skelettsystems, wodurch Knochenlasionen
nachgewiesen werden konnen [13]. Die International Myeloma Working Group
spricht von den sog. ,CRAB“-Kriterien (hyper calcemia, renal insuffiency, anemia,
bone lesions), wobei die Erfullung schon eines der Kriterien als Indikation fur eine
Behandlung ausreichend ist [19]. Salmon und Durie teilten das MM in Stadien ein,
wobei ihr System klinische Parameter in Korrelation zur gemessenen Gesamtzahl
von Plasmozytomzellen im  Korper Dberlcksichtigt [20]. Ein  weiteres
Klassifikationssystem stellt das Internationale Staging System (ISS) der International
Myeloma Working Group (IMWG) dar. Basierend auf den prognostisch relevanten
Faktoren Serumalbumin und Serum-fB2-Mikroglubulin erlaubt es die Einteilung der
Patienten in drei prognostische Subgruppen (siehe Tabelle 1). Sowohl die Salmon

und Durie-Klassifikation als auch das ISS stellen ein Hilfsmittel zur ungeféahren
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Abschatzung der Prognose dar [21]. Bei der hauptséchlich verwendeten Einteilung
der IMWG werden die behandlungsbedurftigen MM Falle von den nicht-
behandlungsbedurftigen Fallen der Monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz
(MGUS) und des ,smoldering MM (SMM) abgetrennt. Hierbei handelt es sich um
asymptomatische, pramaligne Vorstufen der Krankheit, die zwar durch monoklonale
Plasmazellproliferation im Knochenmark jedoch auch durch Abwesenheit von
Endorganschaden charakterisiert sind [22].

Stadien Kriterien Medianes Uberleben [Monate]

I Serum-B2-Mikroglubulin < 3,5 mg/l und 62

Serumalbumin = 3,5 g/dI

I Weder | noch Il 44

Il Serum-B2-Mikroglubulin > 5,5 mg/l 29

Tabelle 1: Internationales Staging System (ISS) fir das MM. Die Einteilung in Stadien erfolgt in
Abhéngigkeit der Parameter Serum-B2-Mikroglubulin und Serumalbumin.

1.1.7 Therapie

Bei dem MM handelt es sich bis heute um eine weitgehend unheilbare Krankheit,
deren Behandlung auf das Erreichen einer bestmdglichen Remission mit rascher
Symptomkontrolle und Normalisierung myelombedingter Komplikationen abzielt.
Hierdurch soll eine Verbesserung der Lebensqualitdt und eine Verlangerung des
Uberlebens erreicht werden [23-26]. Neben der Erfiillung eines ,CRAB“-Kriteriums
sind das Vorliegen MM-bedingter Schmerzen, Nierenfunktionseinschrankungen oder
eines Hyperviskositatssyndroms als Behandlungsindikation zu werten [20],[27].

Die durchschnittliche Uberlebenszeit hat sich in der letzten Dekade durch das
Aufkommen von Thalidomid [28], Bortezomib [29] und Lenalidomid [30],[31] als
Medikament signifikant erhoéht [32]. Kirzlich wurden auch Carfilzomib und
Pomalidomid fur die Behandlung des MM zugelassen [26]. Weiterhin werden zurzeit
ein Histon-Deacetylase-Inhibitor, anti-CD38 monoklonale Antikérper, ein anti-CS-1-
monoklonaler Antikdrper, ein Kinesin-Spindelprotein-Inhibitor und ein Cyclin-

abhangige Kinasen-Inhibitor als potentiell wirksame Verbindungen untersucht [26].
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Proteasom-Inhibitoren wie Bortezomib und Carfilzomib binden mit hoher Affinitat und
Spezifitait an die katalytische Seite des 26S Proteasoms [33-36]. Dieser
Proteinkomplex findet sich im Nukleus und Zytoplasma aller eukaryotischen Zellen
[37] und ist fur die Degradation missgefalteter Proteine zustandig [38],[39].
Plasmazellen zeichnen sich durch ein hochentwickeltes raues Endoplasmatisches
Reticulum (ER) aus, das auf die Produktion und Sekretion grof3er Mengen von
Antikorpern spezialisiert ist [40]. Bedingungen, die die Proteinfaltung im ER stdren,
aktivieren einen Stress-Signalweg, der ,unfolded protein response® (UPR) genannt
wird [41]. Die Induktion der UPR fiuhrt zu einem generellen Abfall der
Proteinsynthese, um den Influx von Proteinen in das ER zu verringern. Ebenfalls
kommt es zu einer gesteigerten Transkription von Chaperonen und Komponenten
Protein-abbauender Wege, um eine Aggregation der akkumulierenden,
missgefalteten Proteine zu verhindern. Die UPR kann den Zellen helfen, reversiblen
Umweltstress zu udberleben; wird der Stress jedoch zu grof3, lost die UPR
Zellzyklusarrest und Induktion von Apoptose aus [42],[43]. Behandlung von Zellen
mit einem Pl fuhrt zur Akkumulation missgefalteter Proteine im ER und zur
Aktivierung der UPR. Da MM Zellen eine groRe Menge an Immunglobulinen, die im
ER prozessiert werden produzieren, zeigen sie sich sensitiver als andere Zellen fur
Pl-induzierte UPR-Aktivierung und ER-Stress-induzierte Apoptose [44]. Dieses
therapeutische Fenster kann fur die Therapie ausgenutzt werden. Weiterhin wurde
gezeigt, dass die Proteasom-Inhibition durch Bortezomib die Degradation von 1xB
(nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor)
verhindert, was zur Inhibition des Transkriptionsfaktors NF«xB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B-cells) fiihrt, der das Uberleben von MM Zellen
fordern kann [45],[46]. Darlber hinaus gelten die Cyclin-abhangigen
Kinaseinhibitoren p21 und p27, apoptotische Signalwege, Signalwege von
Wachstumsfaktoren und die Wechselwirkung der Myelomzellen mit den
Knochenmarkstromazellen als weitere Ziele, die durch Blockade des Proteasoms
gestort werden konnen [47-51]. Der Wirkmechanismus von Thalidomid und seinen
Derivaten Lenalidomid und Pomalidomid ist unklar, sie besitzen jedoch pleiotrope
Eigenschaften gegen das MM, darunter die Fahigkeit die Immunantwort zu
modellieren (immunmodulatorische Substanzen), Zytokinsekretion und Angiogenese
zu verringern und T-Zellen und natirliche Killerzellen zu stimulieren. Durch die
Induktion von Apoptose zeigt sich auch ein direkter Effekt auf die MM Zellen [52-57].
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Praklinische Studien identifizierten das E3 Ligaseprotein Cereblon (CRBN) als
direktes molekulares Ziel von Thalidomid, das mit den teratogenen Effekten dieses
Molekils in Zusammenhang gebracht wird. CRBN bindet u.a. im Gehirn an
Kaliumkanale in der Zellmembran und bildet wahrend der Embryonalentwicklung die
substratbindende Untereinheit einer Ubiquitin-Ligase, die das Wachstum von
Gliedmalien beeinflusst. Kurzlich konnte gezeigt werden, dass CRBN die
antiproliferative Aktivitat von Lenalidomid und Pomalidomid in Myelomzellen
vermittelt [58-60].

Hilfe bei der Auswahl, Dosierung und Dauer der Therapie entsprechend der
genetischen Risikokonstellation konnen verdffentlichte Therapiealgorithmen geben.
Patienten mit einem guten Allgemeinzustand, die fur eine autologe
Stammzelltransplantation in Frage kommen, werden Ublicherweise mit zwei bis vier
Zyklen Induktionstherapie vor der Stammzellentnahme behandelt. In der hierbei
verwendeten sog. Hochdosis-Chemotherapie (HDCT) werden Kombinationen von
Dexamethason mit Bortezomib, Thalidomid und Lenalidomid eingesetzt, was die
Ansprechraten vor und nach der Stammzelltransplantation verbessert. Lenalidomid
wird in den USA haufig in der Erstlinientherapie eingesetzt, ist in Deutschland,
Osterreich und der Schweiz aber hierfir nicht zugelassen. Bei Patienten, die sich
nicht fur eine autologe Stammzelltransplantation qualifizieren, wird die
Chemotherapie in Standarddosierung durchgefirt; in Europa sind dabei Melphalan-
haltige Therapien in Kombination mit den neuen beschriebenen Substanzen der
Standard. Als ergadnzende Therapiemallnahmen kodnnen Strahlentherapie,
Operationen (z.B. zur Sicherung der Stabilitat von Wirbelkérpern) und
Biphosphonate, die die Rate der Skelettereignisse reduzieren sollen, zum Einsatz
kommen [61],[26]. Untherapiert liegt die mittlere Uberlebenszeit bei 4-11 Monaten
[62]; nach einer konventionellen Chemotherapie kann sich das Uberleben auf ca. drei
Jahre  erhohen [61]. Die Behandlung mit HDCT und autologer
Stammzelltransplantation fiihrt zu einem medianen Uberleben von fiinf bis sechs
Jahren [63],[64].
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1.1.8 Pathogenese

1.1.8.1 Normale B-Zell-Entwicklung

Bei der physiologischen B-Zell-Entwicklung (s. Abb. 1) entstehen aus lymphoiden
Vorlauferzellen des hamatopoetischen Systems sog. Pro-B-Zellen. In diesem
Stadium der Entwicklung startet die Umlagerung von Gensegmenten auf einem Allel
des Lokus fur die Immunglobulin-Schwerketten (IgH), bei der zuerst die Verknipfung
eines D- mit einem J-Segment und dann eine Verknipfung eines V-Segments mit
dem DJ-Segment stattfinden. Bei Bildung eines durchgehenden Leserasters fur die
Schwere Kette erreicht die Zelle das pra-B-Zell-Stadium, in dem nach einem
Kontrollschritt der Immunglobulin-Gen-Umlagerung mit dem Rearrangement des Ig-
Leichtketten- (IgL) Lokus begonnen wird. Die gebildete Ig-Leichtkette paart mit der
lg-Schwerkette und es entstehen unreife B-Zellen, die einen funktionellen B-Zell-
Rezeptor auf ihrer Oberflache exprimieren [65]. Diese Zellen verlassen nun das
Knochenmark und wandern in die Lymphknoten ein. Bei der folgenden Reifung fuhrt
der Kontakt mit einem Antigen zur Proliferation und Differenzierung in
Lymphoblasten. Es entstehen entweder kurzlebige Plasmazellen oder die Zellen
wandern nach erneutem Kontakt mit dem Antigen in die Keimzentren der
Lymphknoten ein. Durch somatische Hypermutationen und Affinitatsreifung erhalten
B-Zellen, die eine Keimzentrums-Reaktion durchlaufen haben, eine erhthte Affinitat
ihrer B-Zell-Rezeptoren gegen das Antigen. Es werden hierbei vorzugsweise
Punktmutationen in die DNA-Bereiche eingefihrt, die fur die Antigen-Bindestellen der
Immunglobuline kodieren [66]. Nach positiver Selektion Antigen-erkennender
B-Zellklone differenzieren sich die sog. Keimzentrums-B-Zellen entweder zu
B-Gedachtniszellen oder Post-Keimzentrums-B-Zellen.  Uber chromosomale
Umlagerungen kommt es zu einem Wechsel (,switch®) der Ig-Isotypen und damit zur
Umstellung der Ig-Synthese von IgM auf IgG, IgD, IgA oder IgE. AnschlieRend
wandern die Zellen zurlick ins Knochenmark und entwickeln sich durch Einfluss von

Zytokinen zu langlebigen Antikdrper-produzierenden Plasmazellen [67], [68].
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Abbildung 1: Physiologische B-Zell-Entwicklung. Im Knochenmark entstehen durch genetische
Umstrukturierung (VDJ-Rekombination) aus Pra-B-Zellen die unreifen B-Zellen, die in die
Lymphknoten einwandern. Antigen-Kontakt fuhrt dort zur Entwicklung von Lymphoblasten, die
entweder zu kurzlebigen Plasmazellen differenzieren oder die somatische Hypermutation der Ig-Gene
durchlaufen und positiv auf die Erkennung von Antigenen selektiert werden. Die dabei entstehenden
Keimzentrums-B-Zellen entwickeln sich zu B-Gedéachtniszellen oder Post-Keimzentrumszellen, die
einen Ig-Klassenwechsel vollziehen, ins Knochenmark zuriick wandern und sich zu langlebigen,
Antikorper-sezernierenden Plasmazellen differenzieren (Abb. modifiziert nach [68]).

Keim-
zentrums-
B-Zelle

Somatische Hypermutation

Antigenselektion

kurzlebige
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1.1.8.2 Entwicklung der malignen Plasmazelle

Die MM Zellen leiten sich von Post-Keimzentrums-B-Zellen ab und entwickeln sich
als Ergebnis eines mehrstufigen Prozesses, der bei ungefahr einem Drittel aller MM
Falle mit einer monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) beginnt (s.
Abb. 2). Die Endstufe stellt eine extramedullare Invasion oder eine sekundare
Plasmazell-Leukdmie dar [69]. Die schrittweise Akkumulation genetischer Lasionen
spielt bei der Entwicklung der MGUS zum MM eine wichtige Rolle [70]. Man
differenziert in diesem Prozess zwischen priméren (frihen) und sekundéren (spaten)
Ereignissen [71]. Als friihes Ereignis der Pathogenese treten primare chromosomale
Translokationen auf, die sich haufig in der Isotyp-,switch“-Region des Immunglobulin-
Schwerketten-Genlokus von Chromosom 14 (14q932) zeigen [72-74]; der Ig-

Leichtkettenlokus ist dagegen seltener involviert [68]. Typischerweise bringen diese
13
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balancierten Translokationen ein oder mehrere Onkogene unter die Kontrolle eines
Enhancers der 1g-Gene, wodurch die Onkogene verstarkt aktiviert werden [75].
Haufige Translokationspartner hierbei sind die Chromosomen 4 (4pl6;
FGFR3/MMSET), 6 (6p21; CyclinD3), 11 (11g13; CyclinD1), 16 (16923; c-MAF) und
20 (20pll; MAFB) [68],[72],[76],[77]. Diese Ereignisse fuhren vermutlich zur
Entstehung der immortalisierten MGUS-Zelle [78]. Das MM weist durch eine starke
genomische Instabilitat komplexe Karyotypen auf, die neben strukturellen auch durch
numerische chromosomale Veranderungen gekennzeichnet sind [79]. So findet sich
beispielsweise schon im MGUS-Stadium die Monosomie von Chromosom 13 oder
die Deletion von 13914 [80],[81]. Der Verlust des Chromosoms fihrt zu einer
Uberexpression verschiedener Zellzyklusgene, was einen Uberlebensvorteil fir die
malignen Zellen darstellt [82]. Mit zunehmender Progression der Krankheit kommen
sekundare Veranderungen hinzu, z.B. Mutationen, die das Ras- (rat sarcoma viral
oncogene homolog) Onkogen aktivieren, den Transkriptionsfaktor NF-kB anschalten,
den Transkriptionsfaktor Myc (myelocytomatosis viral oncogene homolog)
dysregulieren oder das Tumorsuppressorprotein p53 inaktivieren [83-85]. Die
beschriebenen Veranderungen kénnen dem postulierten Mehrstufenprozess zufolge
die Transformation der MGUS-Zelle zur MM Zelle verursachen [67],[86].

Keimzentrum- | gy —_—
B-Zelle T

t(4;14) FGFR3
t(11,14) CyclinD1
andere 14q32
Translokationen

Genetische Instabilitit

Extra-
medulldres
Myelom

Intra-
medulldres
Myelom

Trisomie
(verschiedene
Chromosomen)
Del13q
. c-Myc
N-,K-Ras Mutation p53

FGFR3 Mutation

Abbildung 2: Modell der molekularen Pathogenese des MM. Das dargestellte Model fasst die
mdogliche zeitliche Abfolge genetischer Ereignisse in Relation zum klinischen Voranschreiten des MM
zusammen. Frihe genetische Verénderungen, die zur MGUS fuhren sind 1432 Translokationen und
del13g. Ab dem Stadium des Intramedullaren Myeloms finden sich aktivierende N- und K-Ras- bzw.
FGFR3-Mutationen, deren Inzidenz mit Voranschreiten der Krankheit steigt. Mutationen von c-MYC
und p53 sind spate Ereignisse, die mit dem aggressiven Extramedullaren Myelom assoziiert sind.
Zeichenerklarung: Pfeil: Ereignis erfolgt zu einem bestimmten Zeitpunkt; Linie: Ereignis ist klar mit
einem definierten klinischen Stadium verbunden; gestrichelte Linie: Zeitpunkt des Auftretens eines
Ereignisses ist unklar (Abb. Modifiziert nach [67] und [86]).
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1.1.9 Aberrante Signaltransduktion im Multiplen Myelom

Mit dem Voranschreiten der Erkrankung akquirieren die transformierten Plasmazellen
diverse genetische Lasionen, die zusammen mit wachstumsstimulierenden Faktoren
des Knochenmark-Mikromilieus zum Uberleben und Wachstum der Tumorzellen
beitragen. Die Vielzahl genetischer Veranderungen fuhrt zur Aktivierung
verschiedener Signalwege, die ein sog. onkogenes Signalnetzwerk bilden, das zur
Auspragung des malignen Phanotyps fuhrt (s. Abb. 3).

In ca. 50 % der Myelomfélle zeigt sich eine Aktivierung von STAT3, die jedoch nicht
essentiell fir das Uberleben der Zellen ist [87]. Die Inhibition des NFxB-Signalwegs,
der sich in MM Zellen konstitutiv aktiviert findet, fihrt hingegen zur Apoptose [46],[87-
89]. Neben abberanter CyclinD-Expression und verandertem c-MYC- und FGFRS3-
Signaling [67],[86],[90] sind im MM Stress-Response-Signalwege, wie der Heat-
Shock-Protein- (HSP) Signalweg ebenfalls regelméafig dereguliert und tragen zur
Vermittlung des malignen Wachstums bei [91-93].

Die Proteinkinase AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog) ist in
ungefahr der Halfte der primaren MM Tumorproben phosphoryliert und die Zellen
sind fur ihr Wachstum und Uberleben abhangig vom AKT-Signalweg. Die andere
Subgruppe vermag im Gegensatz dazu AKT-unabhangig zu wachsen [94-96]. Die
Aktivierung von PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase) ist zwar eine notwendige
Voraussetzung fur die AKT-Aktivitat, jedoch konnten im MM weder aktivierende
Mutationen in PI3K gefunden werden noch ein Zusammenhang zwischen dem
Aktivierungsstatus von AKT und dem Mutationsstatus von Ras nachgewiesen
werden. Es konnten jedoch Mutationen in verschiedenen Adhasions- und
Rezeptortyrosinkinasegenen identifiziert werden, die vermutlich das der PI3K/AKT-
Deregulation zu Grunde liegende genetische Ereignis darstellen [97],[98].

Relativ haufig finden sich im MM Ras-Mutationen (25-50 %) [94],[99],[100], die mit
einer verkirzten Lebenszeit der Patienten in Verbindung gebracht werden [101].
Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass onkogenes Ras in MM Zellen wichtige
Uberlebenssignale vermittelt [94]. Diese werden allerdings nicht durch AKT
Ubertragen, weshalb angenommen wird, dass andere Ras-abhangige Signalwege
hierbei eine wichtige Bedeutung haben. Trotz intensiver Bemuhungen konnten sich
bis jetzt Strategien, bei denen mutiertes Ras direkt inhibiert wird, nicht in der
klinischen Behandlung durchsetzen, wodurch downstream gelegene Effektoren wie

der Raf/MEK/ERK-Signalweg in den Fokus rickten [114]. Dieser Signalweg spielt
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eine wichtige Rolle im MM [102-108] und kann u.a. durch die onkogene Aktivierung
von Ras hochreguliert werden [100],[101],[109-111]. Die Blockade des Signalweges
Iost sogar in Anwesenheit von Stroma, das die Zellen normalerweise vor
herkdbmmlichen Medikamenten wie Dexamethason schitzt, in MM Zellen Apoptose
aus [112],[113]. Erste Daten unserer Arbeitsgruppe deuteten bereits an, dass
Isoformen der Kinase Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma) im priméaren MM
Uberexprimiert sind und dass der apoptotische Effekt einer Raf-Inhibition unabhangig
vom AKT-Aktivierungsstatus und vom Ras-Mutationsstatus ist. Somit kdnnte die Raf-
Uberexprimierung ein eigenstandiges onkogenes Ereignis darstellen, dessen
Bedeutung fir das maligne Wachstum und Uberleben der Tumorzelle naher
untersucht werden muss. Da die Blockade des downstream der Raf-Kinasen
gelegenen MEK/ERK-Moduls kaum zytotoxisch auf MM Zellen wirkt [94],[95],[113],
stellt sich die Frage, welche MEK/ERK-unabhéangigen Mechanismen im MM den

apoptotischen Effekt der Raf-Inhibition vermitteln kénnen.

Knochenmark-Mikromilieu
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Abbildung 3: Das onkogene Signalnetzwerk im Multiplen Myelom. Vereinfachte Darstellung der
komplexen Interaktionen verschiedener Signalwege in MM Zellen. Zeichenerklarung: Gestrichelte
Pfeile: hypothetische Wechselwirkungen. RTK: Rezeptortyrosinkinase, GPCR: G-Protein-gekoppelter
Rezeptor.
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1.2 Die Raf-Kinasen

1983 wurde erstmals das virale Onkogen v-raf beschrieben, transduziert durch das
»,murine sarcoma virus isolate 3611“ [115],[116]. Bald wurden verwandte Gene auch
im Menschen identifiziert: a-raf (auf X-Chromosom), b-raf (auf Chromosom 7) und
c-raf (auf Chromosom 3) codieren hier die Serin/Threonin-Protein-Kinasen A-Raf,
B-Raf und C-Raf (auch Raf-1 genannt) [117]. Die drei Isoformen teilen sich
strukturelle Homologien, zeigen aber auch signifikante Unterschiede in Struktur und
Funktion. In der Gruppe der Invertebraten findet man eine Raf-lsoform, die der
B-Raf-Isoform der Saugetiere &hnelt: D-Raf in Drosophila und Lin-45 in

Caenorhabditis elegans [118].

1.2.1 Struktur der Raf-Kinasen

Das C-Raf Protein besitzt ein kalkuliertes molekulares Gewicht von 74 kDa und B-Raf
von 95 kDa. Zusatzliche B-Raf-lIsoformen, die in den Geweben differentiell exprimiert
werden, entstehen durch alternatives Splicen; C-Raf weist ebenfalls eine bekannte
Splice-Variante auf. Mit 68 kDa ist A-Raf die kleinste Isoform [119]. Alle drei
Mitglieder der Raf-Kinasen-Familie weisen eine ahnliche Struktur auf: sie besitzen
drei konservierte Regionen CR1, CR2 und CR3 (s. Abb. 4) mit unterschiedlichen
Funktionen, die in variable Regionen eingebettet sind [119].

CR1 enthalt die ,Ras binding domaine“ (RBD), die an aktives, GTP-gebundenes Ras
bindet und eine Zinkfingerstruktur, auch ,cysteine-rich domaine“ (CRD) genannt, die
zwei Zinkionen binden kann. Diese stellt eine zweite Ras-Bindestelle dar, die die
Assoziation mit Ras stabilisiert [117],[120-122]. Weiterhin ist sie notwendig fur die
Interaktion von CR1 mit der Kinasedoméne zur Raf-Autoinhibition [115],[123]. Neben
Ras interagiert CR1 auch mit Membranphospholipiden [124], wodurch es nach der
erfolgten Bindung von Ras zur weiteren Aktivierung von Raf kommt [125-127].

Im Bereich der CR2 finden sich wichtige inhibitorische Phosphorylierungsstellen, die
an der negativen Regulation der Bindung von Ras und der Raf-Aktivierung
teilnehmen [115],[128]. Eine konservierte Phosphorylierungsstelle bei S259 (C-Raf)
dient als regulatorische Bindestelle fur 14-3-3 Proteine; in B-Raf entspricht diese
Stelle S365, in A-Raf S214 [118],[129-133].

Die Kinasedoméne  einschliel3lich des  Aktivierungssegments, dessen

Phosphorylierung essentiell fiir die Kinaseaktivierung ist, liegt in CR3 [115],[134]. Ein
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konserviertes Serin bei S621 (C-Raf) dient als zweite Bindestelle fur 14-3-3 Proteine
(B-Raf: S729, A-Raf: S572) [129].

Neben den bisher beschriebenen Phosphorylierungsstellen sind mittlerweile
zahlreiche weitere bekannt, die mit Aktivierung oder Feedback-Inhibition der Kinasen
in Verbindung gebracht werden [134-140]. In der Zelle liegt Raf als Teil eines grofRen
Proteinkomplexes vor, der u.a. aus Homo- und Heterodimeren von Raf,
14-3-3 Proteinen und Hitzeschockproteinen besteht, [118],[141-145].

SS338/9
S259 i$Y340/1 S621

C-Raf N CR1 CR3 C
Kinasedomane

SS446/7
S365 ¢+DD448/9 V600 S729

B-Raf NJ E CR1 i F CR3 C
Kinasedoméne

SG299/300
S214 lJY301/2 S582

A-Raf N CRi ] F CR3 C
Kinasedoméne

Abbildung 4: Schematische Struktur und regulatorische Phosphorylierungsstellen der
menschlichen Raf-Kinasen. Die Raf-lsoformen C-Raf, B-Raf und A-Raf weisen drei konservierte
Regionen (CR1, CR2 und CR3) auf. CR1 enthdlt die Ras-Binde-Doméne RBD und die
Zinkfinger/Cystein-reiche Doméane CRD, die beide fir die Bindung von aktiviertem Ras notwendig
sind. CR2 enthélt ein Serin, das im phosphoryliertem Zustand an regulatorische 14-3-3 Proteine
bindet. Eine zweite regulatorische Bindestelle fir 14-3-3 Proteine befindet sich am C-Terminus der
Kinasen. CR3 enthdlt die Proteinkinasedomane mit ATP-Bindestelle und Aktivierungselement.
Ausgewahlte aktivierende Phosphorylierungstellen von C-Raf und die entsprechenden Stellen der
anderen Isoformen sowie die bekannte Mutationsstelle V600 in B-Raf sind ebenfalls in der Abbildung
verzeichnet (Abb. modifiziert nach [118]).

1.2.2 Funktion

Die Raf-Kinasen stellen wichtige Komponenten des Ras/Raf/MAPK- (mitogen-
activated protein kinase) Signalweges dar, der eine entscheidende Rolle bei
verschiedenen physiologischen Prozessen wie Metabolismus, Zellzyklusprogression,
Differenzierung, Apoptose und neurologischen Funktionen spielt. In diesem Weg
phosphoryliert aktiviertes Raf MEK1 (MAP/ERK Kinase) und MEK2, die Kinasen, die
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ihrerseits ERK1 (extracellular-signal regulated kinase) und ERK2 phosphorylieren
[118]. ERKs sind Serin-Threonin-Proteinkinasen, die in kleiner Menge in vielen

Zelltypen vorkommen und mit einer Vielzahl von Substraten, wie p90~s®

, C-myc,
c-jun, c-fos, Hif-1 und Ets interagieren [146].

Abgesehen von der Rolle der Raf-Kinasen im MAPK-Signalweg, wurden mittlerweile
auch MEK-unabhangige Raf-Funktionen entdeckt. Es wird angenommen, dass einige
der Funktionen sogar unabh&ngig von der Kinaseaktivitat sein konnten, was auf
strukturelle Modulationsfunktionen hinweist. Unter diesen neuen C-Raf-Zielen finden
sich u.a. Proteine, die bei der Kontrolle des programmierten Zelltods eine Rolle
spielen, z.B. ASK-1 (apoptosis signal-regulating kinase 1). Die genaue Bedeutung
von Raf bei der Regulation dieser Zielstrukturen und der damit assoziierte
Mechanismus mussen jedoch noch aufgedeckt werden. Somit bleibt MEK bis jetzt
das einzige sehr gut etablierte physiologische Ziel von Raf [118],[147-156].

Knockout (KO)-Studien der Raf-Isoformen in M&usen brachten weitere interessante
Einblicke in die Funktion und zeigten, dass die Isoformen sowohl Uberlappende als
auch einzigartige Funktionen in der Embryogenese und Organogenese besitzen.
c-raf KO Mause sterben wahrend der Embryonalentwicklung (zwischen E10.5 und
E12.5) und zeigen eine schlechte Entwicklung der Leber, der Plazenta und der
hamatopoetischen Organe. Diese Studien deuteten auch an, dass C-Raf wahrend
der Embryogenese notwendig ist, um apoptotische Vorgadnge einzudammen. Die
Aktivierung des MAPK-Signalweges im Embryo ist jedoch regular, da B-Raf in
diesem Fall die Aktivierung von MEK tbernehmen kann. Andere C-Raf-Ziele neben
dem MAPK-Signalweg sollten demnach fir den lethalen Phénotyp verantwortlich
sein. b-raf KO Mause sterben in utero bis zum embryonischen Tag E12.5 durch
massive Einblutungen in Korperhohlen auf Grund von Apoptose differenzierter
endothelialer Zellen. Zusatzlich zeigen sich schwere vaskuldare und neuronale
Defekte. a-raf-defiziente Mause werden zwar lebend geboren, zeigen aber schwere
intestinale und neurologische Abnormalitaten. Bei Verwendung von ,Black 6°
Mausen fur die KO-Studie sterben diese innerhalb von 7-21 Tagen nach der Geburt.
Diese KO-Studien deuten an, dass alle Raf-Isoformen notwendig fir die normale
Embryogenese, die Organogenese und das Uberleben sind, aber auch dass sie
unterschiedliche Funktionen besitzen. Der KO der einzelnen Isoformen zeigt relativ
milde Effekte auf die Entwicklung des Embryos bis zum Tag E10.5, was darauf

hindeutet, dass sich die Isoformen zu einem gewissen Grad bis zu dieser
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Entwicklungsphase gegenseitig in ihrer Funktion kompensieren kénnen. Studien mit
zweifachem KO von b-und c-raf gleichzeitig zeigen schwerere Phénotypen als die
Einzel-KO; hierbei kommt es zu stark unterentwickelten Embryos [117-119],[157-
163].

Neben den funktionellen existieren auch biochemische Unterschiede zwischen den
Isoformen. A-Raf wird nur schwach durch mutiertes Ras aktiviert, da der Austausch
eines Arginins durch ein Lysin an der Position 22 in der RBD die Bindung von Ras an
A-Raf abschwacht [115],[164]. Weiterhin zeigt A-Raf auf Grund einzigartiger, nicht-
konservierter Aminosauren im N-Terminus lediglich eine geringe Kinaseaktivitat fur
MEK [115],[139],[165] und aktiviert im Gegensatz zu C- und B-Raf vor allem MEK1,
aber nicht MEK2. Moglicherweise haben MEK1 und MEK2 der Saugetiere
unterschiedliche Funktionen; durch spezifische Aktivierung von MEK1 durch A-Raf
kbnnten somit andere zellulare Signalwege als durch Aktivierung Uber C-Raf
hervorgerufen werden [166-168]. Obwohl die Isoformen in ihren primaren Sequenzen
hoch konserviert sind, haben sie somit neben den &hnlichen auch unterschiedliche
biochemische und funktionelle Eigenschaften [117],[139],[166],[169].

1.2.3 Regulation

Die Regulation der Raf-Kinasen umfasst verschiedene posttranslationale
Modifizierungen, Protein-Protein-Wechselwirkungen, Feedback-Mechanismen und
Modulation der Aktivitat durch Scaffold-Proteine [117],[118]. Die Aktivierung von Raf
beginnt mit der Interaktion von GTP-gebundenem, aktivem Ras mit der RBD und
CRD von CR1, anschlieend wird Raf zur weiteren Aktivierung an die Membran
rekrutiert. Im Normalzustand ist die katalytische Domane von Raf gefaltet und an die
N-terminale regulatorische Doméne gebunden. Diese Interaktion wird durch die
Bindung eines 14-3-3 Dimers an zwei C-Raf Phosphorylierungsstellen im N- und C-
Terminus, S259 und S621 (bzw. pS365 und pS729 in B-Raf, pS214 und pS576 in A-
Raf), die im basalen Zustand phosphoryliert sind, vermittelt [129-133]. Als Folge der
Zellaktivierung stort das Binden von Ras-GTP die Bindung von 14-3-3 an S259
(Dephosphorylierung Uber die Serine/Threonin Phosphatasen PP1 und PP2 [170])
und fahrt somit zu Konformationsdnderungen von C-Raf, die notwendig fir die stabile
Aktivierung sind [129],[171]. Zur vollstandigen Aktvierung von C-Raf sind noch
weitere Modifikationen notwendig wie beispielsweise die Phosphorylierung eines
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N-terminal zur Kinasedomane gelegenen Serins (S338), die als Surrogatmarker der
Aktivierung gilt [135-138]. Es wurde bisher angenommen, dass PAK (p21 activated
kinase) diese Stelle phosphoryliert [136],[172]; neuere Arbeiten schlagen jedoch vor,
dass S338 eine Autophosphorylierungsstelle oder ein Target fur CK2 (casein
kinase 2) sein konnte [173],[174]. Die zu S338 homologe Stelle in B-Raf (Ser446) ist
konstitutiv phosphoryliert und konnte die hodhere basale Aktivitdt von B-Raf im
Vergleich zu C-Raf bedingen [138]. Eine weitere C-Raf Phosphorylierungsstelle ist
Y341, welches ebenfalls N-terminal zur Kinasedoméne liegt [139],[138] und durch
Src (sarcoma) und JAK (janus kinase) phosphoryliert wird [175],[176]. In B-Raf finden
sich an entsprechender Stelle zwei Asparaginsaurereste (Asp448 und 449), die
negative Ladungen tragen. Zusammen mit der konstitutiven Phosphorylierung von
S446 tragt die N-Region von B-Raf drei negative Ladungen und braucht keine
zusatzlichen Enzym-katalysierten Modifikationen, um wahrend der Aktivierung
negativ geladen zu werden. Dies erklart, warum B-Raf durch Ras alleine vollstandig
aktiviert werden kann, wahrend A- und C-Raf Src fir die vollstandige Aktivierung
bendtigen [123],[139]. Weitere flr die Aktivitat wichtige Phosphorylierungsstellen
konnten im Aktivierungsloop identifiziert werden [117],[134],[177]. Wurde Raf uber
die beschriebenen Phosphorylierungen aktiviert, dissoziiert Raf von Ras und gibt das
Signal an MEK im Zytoplasma weiter. Dabei sorgen gebundene 14-3-3 Dimere fur
Stabilitat der aktiven Raf-Konformation [119]. Die Deaktivierung wird durch die
spezifische Bindung von PP5 an aktiviertes C-Raf initiert, was zur
Dephosphorylierung von pS338, Rephosphorylierung von S259 und Ruckkehr in den
inaktiven Zustand fuhrt [178].

Zur weiteren Modulation der Regulation dienen Proteine wie KSR (kinase suppressor
of Ras) [179],[180], Sur8 [181], CNK (connector enhancer of KSR) [182], IQGAPs (IQ
motif containing GTPase-activating proteins) [183] und PHB (Prohibitin) [184], die
das MAPK/ERK-Signaling verstarken. RKIP (Raf kinase inhibitor protein) [185] und
Spred (Sprouty-related protein) [186] dienen als Inhibitoren des MAPK-Weges. Auch
die Raf Homo- [143] und Heterodimerisierung [141] und die Assoziation mit
Chaperonen wie HSP-90/p50(cdc37) [144] und HSP/HSC-70 [145] spielen bei der
Regulation der Kinasen eine wichtige Rolle.
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1.2.4 Rolle von Raf in Tumoren

B-Raf konnte bereits als de facto Onkogen etabliert weden und aktivierende
Mutationen des Gens sind in 70 % der Melanomfalle, in 30 % der Patienten mit
Schilddrusenkrebs, in 15% der Darmkrebsfalle und mit niedrigerer H&aufigkeit in
mehreren anderen Tumorentititen nachgewiesen worden [118],[187],[188];
insgesamt ist B-Raf in ca. 7 % aller Krebsarten mutiert [189]. Die meisten der B-Raf
Mutationen wurden in der Kinasedoméane gefunden, wobei die Mutation Val600Glu
(V600E) 90 % aller Mutationen ausmacht. Diese Mutation fuhrt zu einer negativen
Ladung in der Nahe der T589 Phosphorylierungstelle im Aktivierungsloop und ist
ausreichend, um B-Raf-Aktivitdt zu stimulieren, wodurch es zu konstitutiver MEK-
und ERK-Aktivierung kommt [118],[187],[188],[190]. Andere B-Raf Mutationen
konnen zwar zu Proteinen mit beeintrachtigter B-Raf-Aktivitat fuhren, diese konnten
jedoch durch Heterodimerisieurng mit C-Raf trotzdem ERK konstitutiv aktivieren
[189],[191]. Eine der B-Raf V600E entsprechende Mutation wurde bei A- oder C-Raf
in menschlichen Tumoren nicht gefunden. Dies liegt wahrscheinlich an der Tatsache,
dass diese Isoformen eine striktere Regulation ihrer Kinasedoméane besitzen,
wodurch eine einzelne Mutation ungentgend fur eine bedeutende Kinaseaktivierung
ist. Durch die konstitutive Phosphorylierung von S445 und die phosphomimetischen
Asparaginsaurereste bei 448/449 ist B-Raf bereits fur die Aktivierung vorbereitet
[123],[192-194]. Nur selten werden B-Raf- und Ras-aktivierende Mutationen in
menschlichen Tumoren zusammen gefunden, was darauf hinweist, dass sie in ihrem
Potential zur Transformation gleichwertig sein kdnnten und somit ein Treffer des
MAPK-Weges fir die Onkogenese ausreichen konnte [195-197]. Wéahrend einige
Daten eine starke onkogene Aktivitdt der B-Raf-Mutationen andeuten, legt jedoch
das Vorhandensein von B-Raf-Mutationen in prad-malignen Lasionen nahe, dass
B-Raf Mutationen alleine nicht ausreichen koénnten, um die Transformation
anzutreiben [118],[188-190],[198-200]. Fur das Melanom wurde gezeigt, dass die
konstitutive Aktivierung des Ras-Raf-Signalwegs durch B-Raf-Mutationen mit
schlechter Prognose assoziiert ist [201] und dass die onkogenen B-Raf-Mutationen
eher mit der Progression als mit der Initiierung des Melanoms korrelieren [202].

C-Raf wird in einigen Krebsarten (z.B. Lungen- oder Prostatakrebs) Gberexprimiert,
die Rolle fur die Onkogenese ist jedoch noch unklar [118],[203]. Verstéarkte
Expression von A-Raf wurde beispielsweise beim Dickdarmkrebs nachgewiesen

[204]. Im Gegensatz zu B-Raf wurden nur wenige Falle von aktiviertem C-Raf und
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bisher keine Mutationen in A-Raf gefunden [205]. Krebs-assoziierte Mutationen von
C-Raf wurden zunachst im Mausmodell fir chemisch-induzierten Lungenkrebs [206],
in menschlichen Krebszelllinien [192] und schlie3lich in Patienten mit Therapie-
assoziierter Akuter Myeloischer Leukamie (t-AML) [207] beschrieben. Die in der
t-AML gefundenen C-Raf Mutationen riefen keine morphologischen Transformationen
von NIH3T3 Zellen hervor; es wurde deshalb diskutiert, dass diese Mutationen einen
fur Tumore préadisponierenden Faktor darstellen [207],[208]. Obwohl noch Unklarheit
Uber die Rolle von C-Raf als priméres Onkogen besteht, ist die Bedeutung von C-Raf
bei der Vermittlung Ras-induzierter Transformation und von transformierenden
Effekten aktivierter Wachstumsfaktorenrezeptoren gut etabliert [118],[209-212].

Nachdem Versuche, Ras direkt zu inhibieren, in praklinischen und klinischen Studien
scheiterten, wurden die Bemihungen verstarkt, die Raf-Kinasen zu blockieren
[146],[208],[219-221]. Die verschiedenen Ansatze hierzu beinhalten die Inhibition der
Kinasen durch kleine Inhibitormolekiile, die Reduktion der Proteinlevel durch
Antisense-Oligonukleotide und das Unterbrechen von Protein-Protein-Interaktionen.
Die zunachst entwickelten Substanzen richteten sich gegen C-Raf, jedoch
verlagerten sich die Bemihungen auf die Inhibition der B-Raf-Isoform durch die

Entdeckung von aktivierenden B-Raf-Mutationen in Tumoren [115],[187].

1.2.5 Rolle der Raf-Kinasen im MM

Durch die bisherige Forschungsarbeit unserer Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Bargou am
Lehrstuhl fur Translationale Onkologie am Universitatsklinikum Wdarzburg konnten
zwei Subgruppen beim MM definiert werden: eine Gruppe zeigt eine Aktivierung des
AKT-Signalweges und ist von diesem Weg in Bezug auf Uberleben und Wachstum
abhangig, die andere Gruppe wachst AKT-unabhangig. Auf der Basis dieser
Vorkenntnisse wurde dann mit der Suche nach AKT-unabhangigen
Uberlebensmechanismen im MM begonnen. Erste Vorversuche unserer
Arbeitsgruppe haben bereits gezeigt, dass die drei Raf-Isoformen in verschiedenen
MM Zelllinien exprimiert sind. Weiterhin wurde durch immunhistochemische Analysen
von Knochenmarksbiopsien nachgewiesen, dass B- und C-Raf in den Zellen
Uberexprimiert sind. Die pharmakologische Inhibition dieser Isoformen induzierte
Apoptose in MM  Zellinien und in primaren Myelomzellen aus

Knochenmarksaspiraten von Patienten. Da die Sensitivitat fir die Raf-Inhibition
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weder vom AKT-Aktivierungsstatus noch vom Ras-Mutationsstatus abhing, kénnte
die Raf-Uberexpression unabhangig von Ras oder AKT zum malignen Phé&notyp
beitragen. Da weiterhin gezeigt werden konnte, dass die alleinige Blockade des
downstream von Raf gelegenen MEK/ERK-Moduls die Viabilitat und das Wachstum
von MM Zellen nicht signifikant beeinflut [95],[112],[113], muss angenommen
werden, dass Raf Uberlebenseffekte im MM MEK/ERK-unabh&ngig vermitteln kann.
2011 wurde das Ergebnis der Genomsequenzierung von 38 MM Patienten
verdffentlicht. Hierbei wurde bei einem Patienten eine B-Raf-Mutation entdeckt
(G468A), woraufhin weitere 161 Patienten auf die 12 haufigsten B-Raf-Mutationen
untersucht wurden. In sieben weiteren Patienten (4 %) [97],[222] konnten B-Raf-
Mutationen identifiziert werden. Auch wenn nur wenig tUber das onkogene Potential
bekannt war, prasentierte diese Studie zum ersten Mal im MM eine Mutation, die ein
mogliches Ziel fur Medikamente darstellt [223]. Eine weiterfiuhrende Studie
identifizierte auch im MM die B-Raf V600E Mutation als die am meisten auftretende
Mutation und zeigte, dass Mutationstrager haufiger ein extramedullares Myelom
entwickeln und die Patienten verglichen mit Kontrollen eine kiirzere Uberlebenszeit
aufweisen. Fir einen Patienten konnte ein schnelles und dauerhaftes Ansprechen
auf den mutationsspezifischen B-Raf-Inhibitor Vemurafenib nachgewiesen werden.
Somit konnte die klinische und therapeutische Relevanz der B-Raf V600E Mutation
im MM nachgewiesen werden [224]. Eine weitere Arbeitsgruppe konnte in vitro eine
Inhibition von Wachstum und Induktion von Apoptose in MM Zelllinien durch
Vemurafenib unabhéngig von der B-Raf V600E Mutation nachweisen [225], was auf
eine potenzielle therapeutische Rolle fur Raf-Inhibitoren im MM hinweist.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Fur das Multiple Myelom konnte unsere Arbeitsgruppe direkte Beweise finden, dass
onkogenes Ras das Uberleben von Tumorzellen vermitten kann. Da dies jedoch
nicht Gber den AKT-Signalweg geschieht, wurde die Hypothese aufgestellt, dass
mutiertes Ras Uberlebenssignale (iber andere Ras-abhangige Signalwege vermittelt.
Um diese Vermutung zu bestatigen, fuhrten wir biochemische und funktionelle
Analysen des Raf/MAPK-Signalwegs durch und fanden dabei heraus, dass B- und
C-Raf in MM Zellen konstitutiv tlberexprimiert und wichtig fur das Zellwachstum und
-Uberleben sind. Somit kénnten die Raf-Kinasen wichtige Effektoren fur den durch
Inhibition von onkogenem Ras vermittelten apoptotischen Effekt darstellen. Die
Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigten weiterhin, dass die Behandlung der
Zellen mit B- und C-Raf-Inhibitoren Apoptose induziert. Jedoch flhrten erste
Knockdown-Experimente der einzelnen Isoformen nicht zu einem signifikanten Mal3
an Zelltod. Auch die Blockade der Phosphorylierung von ERK1/2 durch einen MEK-
Inhibitor beeinflusst das Wachstum der MM Zellen kaum. Somit stellte sich die Frage
nach der Bedeutung der einzelnen Raf-Isoformen fiir das Uberleben und Wachstum
der MM Zellen und nach MEK/ERK-unabhangigen Effektormechanismen. Die
Verwendung eines B-Raf-Inhibitors flhrte zu einer Verminderung des
Phosphorylierungsgrades von ERK1/2, wahrend die Verwendung eines C-Raf-
Inhibitors die Phosphorylierung sogar noch steigerte. Die Aufklarung der genauen
Bedeutung der einzelnen Raf-lsoformen flr das downstream von Raf gelegene
MEK/ERK-Modul steht somit noch aus. Die vorliegende Arbeit soll nhun méglichst
genau die funktionelle Bedeutung der drei Raf-Isoformen fir Wachstum und
Uberleben der MM Zellen untersuchen und dabei auch die Pan-Raf-Inihibition als
neue therapeutische Strategie im MM evaluieren. Weiterhin soll der Mechanismus,
der die onkogenen Effekte der Raf-Kinasen im MM vermittelt, aufgeklart werden und
eine mogliche Kooperation des Raf-Signalweges mit dem PI3K/AKT-Signalweg
beschrieben werden. Dazu sollen die folgenden Fragestellungen naher analysiert
werden:

1. Die Untersuchungsergebnisse unserer Arbeitsgruppe deuteten an, dass die drei

Raf-Isoformen im priméaren MM Uberexprimiert sind. Zunachst soll die Expression
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und der Aktivierungsstatus von A-, B- und C-Raf in humanen Myelomzelllinien
(HMZL) und in primaren Proben untersucht werden.

. Die Bedeutung jeder einzelnen Isoform bzw. das Zusammenspiel aller drei
Isoformen fur das Uberleben der MM Zellen und die Aktivierung des MEK/ERK-
Moduls soll mit Hilfe spezifischer shRNAs geklart werden. Fur primare Zellen wird
ein Raf-Inhibitor fur die Untersuchung verwendet.

. Die Unterscheidung der molekularen Effekte einer Raf-Blockade von den
Auswirkungen einer MEK-Inhibition sollen mit Hilfe der Microarray-Anwendungen
geklart werden. Die Evaluation der gefundenen Ergebnisse soll auf Proteinebene
mittels ausgewahlter Targets stattfinden. Um aufzuklaren, wie Raf seine
onkogene Funktion ausubt, werden zur weiteren Charaktersierung downstream
von Raf gelegene Effektoren auf Proteinebene untersucht.

. Zur Untersuchung einer mdglichen Kooperation des PI3K/AKT-Signalweges mit
dem Raf-abhangigem Signalmodul wird die Regulation ausgewdahlter Proteine
und das Uberleben der Zellen nach einzelner und gleichzeitiger Blockade der

Signalwege analysiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Kultivierung von Zelllinien

Die humanen Myelomzelllinien (HMZL) U266, L363, KMS-12-BM, AMO-1 und
KMS11 wurden vom Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Deutschland) und die
Zelllinie MM.1S wurde von LGC Standards GmbH (Wesel, Deutschland) erworben.
Die Zelllinie INA-6 stellte freundlicherweise Prof. Dr. M. Gramatzki, Leiter der Sektion
fur Stammzell- und Immuntherapie am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein (Kiel,
Deutschland) zur Verfugung.

Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium, das mit 10% (vol/vol) f6talem
Rinderserum (fetal bovine serum, FBS), 100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin
und 1 mM Natriumpyruvat versetzt wurde, gehalten. Samtliche Reagenzien wurden
von der Firma PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich) bezogen. INA-6
Kulturen benétigten zusatzlich 2 ng/ml rekombinantes menschliches Interleukin-6
(IL-6). Alle Zellen wuchsen bei 37 °C und 5% CO, und wurden regelmalig auf

Mykoplasmen getestet.

3.2 Isolierung priméarer Myelomzellen und BMSCs

Knochenmarksproben von MM Patienten wurden aus der Routinediagnostik nach
Zustimmung der Patienten erhalten. Die Erlaubnis dazu wurde durch das
Ethikkomitee  der  Medizinischen  Fakultat der  Universitat ~ Wdurzburg
(Referenznummer 18/09) erteilt. Zur Aufreinigung der priméren Zellen wurde das
Knochenmarkspunktat zwecks Homogenisierung zunachst tUber ein Zellsieb (70 pm,
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) gegeben und im Verhaltnis 1:1 mit PBS
(phosphate buffered saline, PAA) gemischt. Fir die anschlieRende Ficoll-Dichte-
Gradienten-Zentrifugation (15 Minuten, 3400 rpm, keine Bremse) wurden ca. 20 ml
Lymphocyte Separation Medium (LSM 1077, PAA) mit dem Gemisch uberschichtet.
Die mononukleére Zellfraktion bildete einen Ring, der abgenommen und mit PBS und
kaltem MACS- (magnetic activated cell sorting) Puffer gewaschen wurde. Nach
Pelletierung der Zellen wurden diese in ca. 200 pl MACS-Puffer aufgenommen, mit

20 pl CD138- (Plasmazellmarker) Microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
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Deutschland) vermischt und flr eine Viertelstunde bei 4°C auf einem
Rotationsschittler (MACSmix, Miltenyi Biotec) inkubiert. Die Losung wurde danach
zur Selektion der CD138-positiven Zellen auf eine MACS Large Cell Column (Miltenyi
Biotec), die sich in einem starken Magneten (MACS Multistand, Miltenyi Biotec)
befand, gegeben. Nach grindlichem Waschen der Saule mit MACS Puffer wurde
diese aus dem Magneten entfernt und die gewunschten Zellen konnten mittels eines
Stempels herausgedriickt und in 1ml RPMI 1640 zur weiteren Verwendung
aufgenommen werden.

Primare Stromazellen des Knochenmarks (bone marrow stromal cells; BMSCSs)
wurden aus dem Saulendurchlauf gewonnen und in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, PAA), dem 20 % (vol/vol) FBS und die Ublichen Konzentrationen
Penicillin/Streptomycin, Glutamin und Natriumpyruvat zugesetzt wurden, fur zwei bis
vier Monate kultiviert. Vor Gebrauch wurden die BMSCs trypsiniert und mit einer

Dichte von 1500 Zellen pro Well in 96-Well-Platten ausgesat.

Losungen fir die Aufreinigung

MACS-Puffer 1x PBS
2,5mM EDTA (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
0,5% (viv) FBS

3.3 Herstellung von pSU-basierten shRNA-Expressionsvektoren

Die pSUPER-basierten shRNA-Expressionskonstrukte gegen die einzelnen Raf-
Isoformen beruhten auf dem pSUPER RNAi System (Oligoengine, Washington,
USA). Die Effektivitat der Konstrukte wurde durch Elektroporation und Western-Blot-
Analyse uberprift. Folgende DNA Sequenzen der sense Oligonukleotide, die den
effektivsten Knockdown erzielten, wurden verwendet (bestellt von BioTeZ, Berlin,
Deutschland):

A-Raf:

5-dGATCCCCGACGCGACATGTCAACATCTTCAAGAGAGATGTTGACATGTCG
CGTCTTTTTGGAAA-3’
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B-Raf:
5-dGATCCCCGTGGCATGGTGATGTGGCATTCAAGAGATGCCACATCACCATG
CCACTTTTTGGAAA-3 (pSU/B-Raf-1)

und
5"-dGATCCCCGCAGATGAAGATCATCGAAATTTCAAGAGAATTTCGATGATC
TTCATCTGCTTTTTGGAAA-3" (pSU/B-Raf-2)

C-Raf:
5 -dGATCCCCCAGTGGTCAATGTGCGAAATTCAAGAGATTTCGCACATTGAC
CACTGTTTTTGGAAA-3

In kursiv sind Sequenzen dargestellt, die vom jeweiligen Gen stammen. Zum
Knockdown von B-Raf wurden zwei Plasmide in Kombination verwendet.

Die gelieferten Oligonukleotide wurden zunachst in destilliertem Wasser gelost
(3 pg/ul) und anschlieRend in Oligo Annealing Buffer (OAB) annealt. Weiterfihrend
wurden die annealten Oligonukleotide durch die Polynukleotidkinase PNK
(Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland) phosphoryliert und in den mit Bglll und
Hindlll (Fermentas) geschnittenen pSUPER Vektor (freundlicherweise von Dr.
Agami, The Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, Niederlande, zur Verfliigung
gestellt) mittels T4 Ligase (Fermentas) ligiert. Der Ligationsansatz wurde in XL-1
kompetente E. coli Bakterien transformiert. Von den gewachsenen, Ampicillin-
resistenten Kolonien wurden einige ausgewahlt, um damit Kulturen anzuimpfen, aus
denen mit Hilfe des Zyppy Plasmid Miniprep Kits (Zymo Research, Freiburg,
Deutschland) die Plasmide prapariert werden konnten. Hierbei wurde nach
Herstellerprotokoll gearbeitet. Um zu Uberprifen, ob die Oligonukleotide in den
pPSUPER Vektor eingebaut wurden, konnten die Plasmide mit EcoRI (Fermentas) und
Hindlll verdaut und mittels Gelelektrophorese tberprift werden: positive Klone hatten
Inserts von ca. 300 bp; leere Vektoren ein Insert von ca. 240 bp. Positive Klone
wurden ausgewahlt und zum Sequenzieren an LGC Genomics GmbH (Berlin,
Deutschland) geschickt. Nach Uberprifen der Sequenz wurden aus einem Klon
mehrere Mikrogramm des Plasmids tber eine Plasmid-Maxi Extraktion (Plasmid Maxi
Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert und fur die Transfektion verwendet.
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Losungen fir die Herstellung der shRNA-Expressionsvektoren

Oligo Annealing Buffer 100 mM CH3COOK (Merck, Darmstadt, Deutschland)

30 mM Hepes (Sigma, Taufkirchen, Deutschland),
pH 7,4
2 mM Mg(CH3COO), (Merck)

3.4 Transiente  Transfektion von Myelomzelllinien  durch
Elektroporation

Fur die Transfektion wurden pro Ansatz 2x10° (MM.1S) bzw. 1,2x107 (INA-6,
KMS11) Zellen mit RPMI 1640 Medium ohne Zusatze gewaschen (Zentrifugation fur
5 Minuten bei 1200 rpm) und anschlieBend in 500 ul RPMI 1640 Medium ohne
Zusatze aufgenommen. Fir den Knockdown der Raf-Isoformen wurden folgende
Konzentrationen der shRNA-Expressionsvektoren verwendet:

20 pg/ml pSU/A-Raf

15 pg/ml pSU/B-Raf-1 und 15 pg/ml pSU/B-Raf-2

20 pg/ml pSU/C-Raf

Diese Konzentrationen wurden auch verwendet, wenn alle drei Isoformen gleichzeitig
ausgeschaltet wurden. Als Kontrolle dienten entsprechende Konzentrationen des
leeren pSUPER Vektors. Da die Transfektionsrate durch Elektroporation bei MM
Zellen hochstens ca. 25 % entspricht, erfolgte auch immer eine Ko-Transfektion mit
einem Expressionsplasmid fir humanes trunkiertes CD4 (pCD4A, 10 ug/ml). Dieses
Plasmid wurde konstruiert, indem die CD4 A cDNA von pMACS (Miltenyi Biotec) in
die EcoRI/Hindlll Schnittstellen von pcDNA3.1+ (Invitrogen, Carlsbad, USA)
subkloniert wurde.

Uber an der Zelloberflache exprimiertes CD4 konnten transfizierte von nicht-
transfizierten Zellen mit Hilfe von paramagnetischen MicroBeads getrennt werden.
Zur Uberprifung der Transfektionsrate mittels Durchflusszytometrie wurde weiterhin
ein Expressionsplasmid fir enhanced green fluorescent protein (p-EGFP-N3,
Clontech, Heidelberg, Deutschland) ko-transfiziert (10 pg/ml).

Die Elektroporation der Zellen erfolgte in 4 mm Kivetten (BioRad, Minchen,
Deutschland) mit dem BioRad Gene Pulser bei einer Kapazitat von 950 uF und 280 V
(INA-6 und KMS11) bzw. 310V (MM.1S). Nach der Elektroporation wurden die Zellen
fur ca. 10-15Minuten in 2ml vorgewarmtes RPMI 1640 Medium ohne Zusatze

gegeben, bevor sie in 25 ml vorgewarmtes RPMI 1640 Medium Uberfuhrt und far
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24 Stunden im Brutschrank inkubiert wurden. Die anschlieRende Aufreinigung wird
unter Kapitel 3.5 beschrieben. Fur die Anfertigung von Western Blots wurden die
Zellen 72 h nach der Elektroporation geerntet. Dazu wurden die Zellen einmal mit
PBS gewaschen, anschlie3end in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80 °C
aufbewahrt. Die Zellviabilitat nach Raf-Knockdown wurde 96 h post-Transfektion

gemessen.

3.5 Aufreinigung transfizierter Zellen mittels MicroBeads

Nach der Inkubation wurden die Zellen pelletiert, mit kaltem MACS-Puffer (4 °C)
gewaschen, in ca. 200 yl MACS-Puffer aufgenommen und mit 25yl MACSelect 4
MicroBeads (Miltenyi Biotec) versetzt. Nach 15 Minuten Inkubation bei 4 °C auf
einem Rotationsschittler wurde 1ml kalter MACS-Puffer hinzugefigt und die
Suspension auf eine Large Cell Column (Miltenyi Biotec) gegeben. Die Saule wurde
nach vollstandigem Durchlaufen der Suspension mit MACS-Puffer gewaschen und
zurlckgehaltene Zellen wurden mit 2 ml Zellkulturmedium von der Saule gespult. Um
die toten Zellen von den lebenden Zellen abzutrennen wurde diese Suspension mit
600 ul Optiprep (Axis-Shield, Oslo, Norwegen) versetzt, vorsichtig mit PBS
Uberschichtet und fur 7 Minuten bei 1400 rpm zentrifugiert. Bei dieser Dichte-
Gradienten-Zentrifugation sammelten sich tote Zellen am Boden des
Zentrifugationsgefal3es, lebende an der Phasengrenze zwischen PBS und Medium.
Die lebenden Zellen wurden mit Zellkulturmedium gewaschen und zur weiteren

Inkubation in Medium aufgenommen.

3.6 Durchflusszytometrie

Um den Anteil toter Zellen in einer Zellpopulation zu bestimmen, wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und anschlie3end in 100 pl Binding Buffer, der 1 pul Annexin-V-
Allophycocyanin (APC, verwendet bei EGFP* Zellen) bzw. Annexin V-Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC, Bender MedSystems, Frankfurt am Main, Deutschland) und
2 ug/ml Propidiumiodid (PI, Sigma) enthielt, resuspendiert. Annexin-V bindet mit
hoher Affinitat an das Phospholipid Phosphatidylserin, das bereits im frihen Stadium
der Apoptose an die Aul3enseite der intakten Zellmembran transloziert. Da FITC ein

ahnliches Fluoreszenzspektrum wie GFP besitzt, wurde fur GFP-positive Zellen APC
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verwendet. Pl ist ein nicht-membrangangiger Farbstoff, der erst, wenn die
Zellmembran mit Fortschreiten der Apoptose durchlassig wurde, in die Zelle
eindringen und mit der DNA interkalieren kann.

Nach 15 Minuten Inkubation der Zellen bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss
wurden erneut 100l Binding Buffer hinzugefligt. Die Analyse erfolgte Uber
Durchflussszytometrie an einem FACSCalibur (Cellquest Software; Becton
Dickinson, Heidelberg, Deutschland). Bei der Messung werden Zellen in eine
Tragerflussigkeit aufgenommen und es entsteht durch das Prinzip der
hydrodynamischen Fokussierung ein Strom aus Einzelzellen, die mit einem Laser
abgetastet werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe kbnnen mit spezifischer Wellenlange
angeregt und das emittierte Fluoreszenzspektrum gemessen werden. Eingesetzt
wurde die Durchflusszytometrie in dieser Arbeit zur Differenzierung zwischen
lebenden, nekrotischen und apoptotischen Zellen sowie zu der Ermittlung der
Transfektionseffizienz.

Fiur die weitere Analyse der Daten wurde die Software FlowJo (BD, Version 8.8)
verwendet. Die Uberlebensraten wurden jeweils in Relation zu den entsprechenden
Kontrolldaten (Viabilitdt DMSO-behandelter bzw. pSUPER-transfizierter Zellen)
berechnet.

Losungen fiur die Durchflusszytometrie

Binding Buffer 10 mM Hepes (Sigma), pH 7,4
140 mM NaCl (Roth)
2,5mM CacCl;, (Merck)

3.7 Western-Blot-Analyse

Gefrorene Zellpellets (ca. 1x10° Zellen) wurden in 35pl frisch angesetztem
1x Lysepuffer aufgenommen, fur 15 Minuten auf Eis inkubiert und far 15 Minuten
zentrifugiert (13.000 rpm, 4 °C). Der Proteingehalt der Uberstande wurde mittels des
BioRad DC Protein Assay Kits an einem Microplate Reader (Model 680, BioRad)
bestimmt. Danach wurden 30 pg Protein 1:1 mit Laemmli-Puffer gemischt und far
5Minuten bei 95°C erhitzt. Durch eine SDS-Gelelektrophorese mit 10 %igen
Polyacrylamidgelen (Laufpuffer: Tris-Glyzin-SDS- (TGS) Puffer) wurden die Proteine

nach ihrer Gro3e aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran (Protran; 0,45 ym;
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Whatman, Dassel, Deutschland) transferiert. Nach Blockieren unspezifischer
Bindungsstellen durch Inkubation der Membran in TBST (Tris-gepufferte Salzlésung
mit Tween20) mit 5% Sucofin Milchpulver (TSI GmbH & Co. KG, Zeven,
Deutschland) fur ca. 1 h, wurde diese mit dem Primarantikérper Uber Nacht bei 4 °C

unter leichtem Schwenken inkubiert.

Folgende Antikorper wurden verwendet:

p-A-Raf Ser299 (# 4431), A-Raf (# 4432), p-B-Raf Ser445 (# 2696), p-C-Raf Ser338
(# 9427), p-MEK1/2 Ser217/221 (# 9154), MEK1/2 (# 9122), p-ERK1/2
Thr202/Tyr204 (# 9101), ERK1/2 (# 9102), p-p70 S6 Kinase Thr421/Ser424 (# 9204),
p-p70S6 Kinase Thr389 (#9206), p70S6 Kinase (# 9202), p-Rb Ser 807/811 (# 9308),
Rb (# 9309), Cyclin D1 (# 2926), Cyclin D2 (# 2924), p-MTOR Ser2448 (# 2971),
MTOR (# 2972), PDK1 (#3062), p-PDK1 Ser241 (#3438) von Cell Signaling
Technology, Frankfurt am Main, Deutschland, B-Raf (sc-5284), C-Raf (sc-133) von
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland, B-Aktin (A5316) von Sigma und a-Tubulin
(BZL03568) von Biozol, Eching, Deutschland.

Antikdrper gegen die phosphorylierten Raf-lsoformen wurden 1:200, B-Aktin und
a-Tubulin  Antikérper  1:5.000, alle anderen  Antikérper 1:1.000 in
TBST/ 5 % Milchpulver verdunnt.

Nach dreimaligem Waschen der Membran mit TBST erfolgte die Inkubation mit dem
HRP- (horseradish peroxidase) gekoppeltem Sekundarantikérper (1:20.000 in
TBST/5 % Milchpulver  verdinnt, Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Newmarket, GB) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen
wurde die Membran fir eine Minute mit frisch angesetzter ECL- (enhanced
chemiluminescence) Losung behandelt und Roéntgenfiime (Typon RoOntgenfilm
GmbH, Frankenthal, Deutschland) wurden entsprechend der Signalstarke des

Antikorpers belichtet und entwickelt.

Losungen fur den Western Blot

2 x Lysepuffer 40 mM Hepes pH 7,9
700 mM NacCl
2mM MgCl, (Merck)
1 mM EDTA pH 8

0,2 mM EGTA (Sigma)
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1 x Lysepuffer 500 pl 2 x Lysepuffer
10 pl PMSF 100 mM (Roth)
10l Pefablock 1 mg/ml (Roth)
1l Aprotinin 1 mg/ml (Roth)
10 pl Natrium-ortho-Vanadat 100 mM (Roth)
5ul DTT 100 mM (Sigma)
100 pl Tergitol NP40 10 % (Sigma)
500 pl Aqua dest.
2 x Laemmli-Puffer 1 ml Tris 1 M (Roth), pH 6,8
2ml Glycerin 100 % (Merck)
4 ml SDS 20 % (Roth)
1ml B-Mercaptoethanol 100 % (Roth)
50 ul Bromphenolblau 2 % (Sigma)
10 % Trenngel 3,3ml Rotiphorese Gel 30 (Roth)
3,8 ml Tris pH 8,8
2,9ml Aqua dest.
100 pl SDS 10 %
100 pl APS 10 % (Roth)
5l TEMED (Roth)
5% Sammelgel 830 pl Rotiphorese Gel 30
580 pl Tris pH 6,8
3,5ml Aqua dest.
50 pl SDS 10 %
50 APS 10 %
2,5ul TEMED
TGS-Puffer 25 mM Tris pH 8,6
192 mM Glycin
0,1% SDS
Transferpuffer 25 mM Tris

192 mM Glycin
20 vol% Methanol (Sigma)
0,037 % SDS

TBST-Puffer 20 mM Tris
130 mM NaCl
0,1% Tween 20 (Roth)
ECL-LOsung 100 mM Tris pH 8,6
2,5mM Luminol (Sigma)
2mM p-Hydroxycoumarinsaure (Sigma)
3 mM H,0O, (Merck)
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3.8 Behandlung von Zellen mit Inhibitoren

Diese Arbeit hat die in Tabelle 2 dargestellten Inhibitoren verwendet. Die Raf-
Inhibitoren wurden titriert und im Western Blot getestet, um die effektive
Konzentration zu ermitteln, die die Phosphorylierung von MEK1/2 bzw. ERK1/2

verhinderte.

Konz. Stocklésung Ldsungs-

Name Hauptziel Hersteller )
[mmol/l] mittel

PD-325901 MEK1/2 Selleck Chemicals 25 DMSO

(Houston,USA)

Tocris Bioscience

SB-590885 B-Raf 10 DMSO
(Bristol,GB)

MLN-2480 A-, B-,C-Raf Holzel Diagnostica 100 DMSO
(K8In, Dtl.)

BYL-719 PI3K Novartis 20 DMSO
(Basel, CH)

BEZ235 PI3K/mTOR Selleck Chemicals 10 DMSO

Tabelle 2: Verwendete Inhibitoren. Die Inhibitoren wurden in der angegebenen Konzentration der
Stocklésung angesetzt und fur die Versuche weiter verdinnt.

Zur Erstellung von Dosis-Wirkungs-Kurven wurden die MM Zellen (INA-6, KMS11
7.500 Zellen pro Well, MM.1S 10.000 Zellen pro Well) in 96-Well-Platten mit 100 pl
Zellkulturmedium ausgesat. Zur Aussaat priméarer Zellen wurde das Medium von
adharenten BMSC Kulturen entfernt und durch ca. 10.000 primare Zellen in 100 pl
Medium pro Well ersetzt. Die ausgesaten Zellen wurden mit 100 pl frisch angesetzter
Verdunnungen der Inhibitoren vermischt, wobei die Konzentration dieser
Verdinnungen dabei das Doppelte (Einzel-Drug Versuche) bzw. das Vierfache
(2-Drugs Kombinationsexperimente) der gewinschten Endkonzentration betrug. Mit
der hdchsten entsprechenden DMSO-Konzentration behandelte Zellen dienten als
Kontrolle. Bei Zelllinien wurde die Uberlebensrate nach 3 Tagen bestimmt, bei
primaren Zellen nach 5 Tagen. Zur Erstellung von Dosis-Wirkungs-Kurven wurden
mindestens drei unabhangige Experimente durchgefihrt. Fur die graphische
Auswertung der gefundenen Messwerte wurde die Software GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software, La Jolla, USA) verwendet (nicht-lineare Regressionsanalyse

mit variabler Steigung).
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Fir die Western Blot Analyse wurden die Zellen in 6-Well-Platten (ca. 1x10° Zellen)
ausgesat. MM.1S Zellen wurden 1-2 Tage vor Versuchsbeginn ausgesat, damit sie
sich absetzen konnten. Anschlie3end wurden die Zellen mit der benétigten Inhibitor-
Konzentration fur einen bestimmten Zeitraum (s. auch Ergebnisse) behandelt, bevor
sie geerntet wurden. Bei allen Experimenten mit MLN-2480, SB-590885, BYL-719
und BEZ235, die fur die Western-Blot-Analyse vorgesehen waren, wurde die Zugabe
des Pan-Caspasen-Inhibitors Z-VAD-fmk (50 mM final; PeptaNova, Sandhausen,

Deutschland) zur Verhinderung des vorzeitigen Zelltodes notwendig.

3.9 Microarray-Analyse

Zur Durchfihrung der Microarray-RNA Analyse wurden zunachst INA-6 Zellen
ausgesét (300.000 Zellen in 6 ml Medium) und fur einen Zeitraum von 8 h mit 3 puM
(Versuch 1) bzw. 9 uM (Wiederholung von Versuch 1) SB-590885 oder mit 1 uM
PD-325901 bzw. DMSO als Kontrolle behandelt. Die beiden verwendeten
Konzentrationen von SB-590885 der Versuche entsprachen jeweils der empirisch
ermittelten, wirkungsvollen Konzentration der jeweiligen Inhibitor-Charge. Die RNA
wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) aus den Zellen gemalR} Herstellerprotokoll
isoliert. Die Qualitat der Proben wurde an Hand der Ergebnisse des Agilent 2100
Bioanalyzers- (Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland) Laufs beurteilt
(durchgefihrt von M. Gobel, Institut fur Immunologie, Wiuirzburg). Die cDNA
Synthese, das Labelling und die Microarray-Analyse wurden von Dr. C. Scholz
(Interdisciplinary Centre for Clinical Research der Unversitat Wirzburg) durchgefihrt.
Die Herstellung doppelstrangiger cDNA, die Vorbereitung und das Labeln der cRNA,
die Hybridisierung auf einen GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix,
Santa Clara, USA) und das Waschen wurden gemafll dem Affymetrix Protokoll
durchgefthrt. Die Arrays wurden mittels eines GeneChip Scanners 3000 (Affymetrix)
gescannt. Signalintensitaten wurden durch das statistische Fehlermodell VSN
(Variance Stabilization and Normalization) normalisiert und die Qualitat und
Vergleichbarkeit aller Daten wurde durch Density Plots, RNA Degradation und
Correspondence Analysis Uberprift.

Zur weiteren Untersuchung wurden die in der Microarray-Analyse als differentiell
reguliert gefundenen Gene mit Hilfe der bioinformatischen Plattform DAVID

(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) untersucht. DAVID
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kann unter http://david.niaid.nih.gov oder http://david.abcc.ncifcrf.gov gefunden

werden. Die Tools dieser Plattform dienen der funktionellen Interpretation grof3er
Listen von Genen aus z.B. Microarray-Analysen und sollen somit helfen, die
biologische Bedeutung hinter groRen Listen von Genen zu verstehen. Fir jede
gegebene Liste kbnnen die Tools der Datenbank DAVID angereicherte biologische
Motive, insbesondere sog. GO (Gene Ontology) terms identifizieren. Gene Ontology
ist eine bioinformatische Initiative, die die Darstellung von Gen- und
Genprodukteigenschaften in allen Spezies vereinheitlichen méchte und drei Bereiche
abdeckt: Zellulare Komponenten, Biologische Prozesse und Molekulare Funktionen.
Die GO kann genutzt werden, um mit Hilfe eines statistischen Algorithmus zu testen,
ob ein GO Term fir eine gegebene Liste von Genen statistisch angereichert ist (term
enrichment analysis). Die Analyse von GO Annotationen erlaubt es, in
Genexpressionsprofilen Familien von Genen zu identifizieren, die eine signifikante

Rolle in einem spezifischen biologischen Prozess spielen kodnnten.
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4 Ergebnisse

4.1 Raf-Isoformen sind im MM haufig konstitutiv aktiviert

Zu Beginn der Arbeit wurde die Expression und Aktivierung der Raf-Isoformen in
verschiedenen humanen Myelomzelllinien (HMZL) und in primaren Myelomproben,
die im Rahmen einer diagnostischen Knochenmarkspunktion mittels CD138 MACS-
Isolation gewonnen wurden, ermittelt (s. Abb. 5). Fur die Untersuchung wurden
Western Blots von Gesamtzellextrakten angefertigt und immunchemische
Proteinfarbungen mit spezifischen Antikdrpern gegen die Raf-lsoformen bzw. deren
phosphorylierte Form durchgefiihrt. Frihe Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten
bereits, dass alle drei Raf-lsoformen in MM Zellen exprimiert werden. Diese
Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden. Weiterhin konnte mit
Hilfe spezifischer phospho-Antikérper nachgewiesen werden, dass die Raf-Isoformen
sowohl in den HMZL, als auch in den primaren Myelomproben in aktivierter Form
vorlagen. Die phospho-Antikodrper richteten sich gegen Phosphorylierungsstellen, die
mit der Aktivierung der jeweiligen Isoform korrelieren (A-Raf: Ser299 [165], B-Raf:
Ser445 [138], C-Raf: Ser338 [135]). Die Aktivierung der Isoformen konnte sowohl in
Zelllinien mit N- oder K-Ras-Mutation als auch mit wildtypischem Ras nachgewiesen

werden.
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Zelllinien Patientenprobe Nr.

S-S AN 2 e
W WO W 8® (T

p-A-Raf (S299)
A-Raf
p-B-Raf (S445)
B-Raf
p-C-Raf (S338)

C-Raf

B-Aktin

Abbildung 5: Expression und Aktivierungsstatus der Raf-lsoformen in humanen MM Zelllinien
und priméaren Myelomzellen. Fir die Western-Blot-Analyse wurden je 50 ug Protein im SDS-Gel
aufgetrennt und anschlieRend auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Spezifische Antikdrper gegen
A-, B- oder C-Raf bzw. gegen bestimmte Phosphorylierungsstellen der einzelnen Isoformen dienten
zum Nachweis der Expression, respektive der Aktivierung der Isoformen. Die Aktivierung der Raf-
Isoformen lie3 sich sowohl in den Zelllinien (links) mit mutiertem N-Ras (°), mutiertem K-Ras (°°) und
wildtypischem Ras als auch in den primadren Myelomzellen (rechts) nachweisen. Als
Vergleichskontrolle diente p—-Aktin, welches in den verschiedenen Proben unterschiedlich stark
vorhanden war.

4.2 Pan-Raf-Inhibition unterbindet die Aktivierung des MAPK-
Signalwegs

Der MAPK-Signalweg spielt eine wichtige Rolle beim Wachstum und der Proliferation
von MM Zellen [228]. Um die Bedeutung von Raf fir die Funktionalitat des
Signalweges zu untersuchen, standen spezifische shRNAs, die sich gegen jeweils
eine der Raf-lsoformen richteten, und Raf-Inhibitoren zur Verfugung. Der
signifikanteste Unterschied zwischen den beiden Ansatzen besteht darin, dass RNA-
Interferenz-vermitteltes Silencing die Ziel-mRNA (und damit das Protein) aus der
Zelle entfernt, wahrend pharmakologische Inhibition nur die Funktion blockiert; das
Protein bleibt noch in der Zelle vorhanden. Weiterhin braucht es mitunter Tage bis
der Effekt der shRNAs eintritt, wahrend die pharmakologische Inhibition sofort
Ausirkungen zeigen kann. In der Zellkultur lassen sich die shRNAs leicht anwenden,
in anderen Systemen (wie Organismen) kann die Expression schwieriger werden und
die pharmakologische Inhibition ware dann die bessere Option. Da beide Methoden
zu “off-target”-Effekten fuhren kdnnten, sollten zur Erlangung aussagekraftiger Daten
bei der Inhibition einer Zielstruktur beide der methodisch unabhéngigen Ansatze

angewandt werden.
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4.2.1 Pan-Raf-Inhibition mittels Knockdown inhibiert den MAPK-Signalweg

Die shRNAs gegen A- und C-Raf standen in unserer Arbeitsgruppe bereits zur
Verfigung; fur den Knockdown der B-Raf-Isoform war es notwendig, im Gegensatz
zu den in der Literatur veroffentlichten Daten [229-231] zwei ShRNAs zu kombinieren.
Die Wirkung und Spezifitit der shRNAs lie3 sich Uber Western-Blot-Analysen

nachweisen; die ShRNAs waren nur gegen jeweils eine Isoform wirksam (s. Abb. 6).

INA-6 Abbildung 6: Spezifitat der verwendeten
ShRNAs. INA-6 Zellen wurden mit den shRNAs
pSU pSU/ pSU/ pSU/ der drei Isoformen behandelt, lysiert, und eine

Western-Blot-Analyse durchgefiihrt. Diese zeigte,

A-Raf B-Raf C-Raf dass die shRNAs jeweils spezifisch fir eine

A-Raf Isoform waren; andere Isoformen wurden nicht
getroffen. Die Zellen wurden jeweils 72h nach
B-Raf Transfektion geerntet. Mit o-Tubulin wurde die
gleichmafige Probenbeladung uUberpruft. Als
C-Raf Kontrolle wurden mit pSU-transfizierte Zellen

(pSV) genutzt.
a-Tubulin

Mit Hilfe des Isoform-spezifischen Raf-Knockdowns konnte die Aktivierung des
downstream von Raf gelegenen MEK/ERK-Moduls nach Depletion einer einzelnen
Isoform in den Zelllinien INA-6 (mutiertes N-Ras), MM.1S (mutiertes K-Ras) und
KMS11 (wildtypisches Ras) untersucht werden. Als gleichbedeutend mit einer
Aktivitat wird bei MEK1/2 die Phosphorylierung an der Stelle Ser217/221 [232] und
bei ERK1/2 an der Stelle Thr202/204 [233] gesetzt. Nach Knockdown einer einzelnen
Isoform konnte keine Abnahme der Aktivitat des MEK/ERK-Moduls nachgewiesen
werden (s. Abb. 7).
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INA-6 MM.1S KMS11
N-Ras mut K-Ras mut Ras WT
pSU pSU/ pSU pSuU/ pSU pSU/
A-Raf A-Raf A-Raf

A-Raf
p-MEK1/2
MEK1/2
p-ERK1/2
ERK1/2

a-Tubulin

pSU pSU/ pSU pSuU/ pSU pSuU/

B-Raf
p-MEK1/2
MEK1/2
p-ERK1/2
ERK1/2

a-Tubulin

pSU pSU/ pSU pSU/ pSU pSU/
C-Raf C-Raf C-Raf

C-Raf
p-MEK1/2
MEK1/2
p-ERK1/2
ERK1/2
a-Tubulin
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Abbildung 7: MAPK-Signaling nach Isoform-spezifischem Raf-Knockdown. Durch Western-Blot-
Analysen wurde die Aktivierung des MEK/ERK-Moduls nach Knockdown von A-, B- oder C-Raf
untersucht. Spezifische Antikdrper gegen Phosphorylierungsstellen wiesen dabei auf die Aktivitat von
MEK1/2 bzw. ERK1/2 hin. Der Knockdown einer einzelnen Raf-Isoform fihrte in keiner der
verwendeten Zelllinien zu einer deutlichen Abnahme der Phosphorylierung im Vergleich mit pSU-
transfizierten Kontrollzellen. o-Tubulin diente als Ladungskontrolle; Antikdrper gegen MEK1/2 bzw.
ERK1/2 wurden als Indikator fir die Gesamtproteinmenge an MEK/ERK genutzt. Die Zellen wurden
nach ca. 72 h geerntet.
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Da der Knockdown einer einzelnen Isoform keinen Einfluss auf die downstream
gelegenen Kinasen hatte, wurden in einem weiteren Experiment alle drei Raf-
Isoformen in den Zellen mit Hilfe der shRNAs gleichzeitig ausgeschaltet (s. Abb. 8).
Durch diesen Pan-Raf-Knockdown kam es zu einer vollstdndigen Deaktivierung des

MEK/ERK-Moduls.

INA-6 MM.1S KMS11
pSU pSU/ pSU pSu/ pSU pSU/
A+B+C-Raf A+B+C-Raf A+B+C-Raf

p-MEK1/2
MEK1/2
p-ERK1/2
ERK1/2

a-Tubulin

Abbildung 8: MAPK-Signaling nach Pan-Raf-Knockdown. Simultaner Knockdown der drei Raf-
Isoformen flhrte im Western Blot zu einer De-Phosphorylierung von MEK1/2 und ERK1/2 und somit
zu einer Inhibition des MAPK-Signalwegs. Mit der entsprechenden Konzentration von pSU
behandelte Zellen dienten als Kontrolle; a-Tubulin zeigte die gleichmafige Proteinbeladung an. Die
Menge an unphosphoryliertem MEK/ERK blieb nach Raf-Knockdown konstant (Ernten der Zellen

nach 72 h).

4.2.2 Pan-Raf-Blockade mittels Inhibitoren blockiert den MAPK-Signalweg

Fur die vorliegende Arbeit standen zwei pharmakologische Inhibitoren zur Verfliigung.
Bei MLN-2480 handelt es sich um einen selektiven Pan-Raf-Kinase-Inhibitor;
SB-590885 wird in der Literatur als potenter B-Raf-Inhibitor beschrieben und wurde in
dieser Arbeit auf Grund besserer Verfugbarkeit fur den Grof3teil der Experimente
verwendet. Versuche mit MLN-2480 dienten jedoch als Referenz und zeigten, dass
dieser Inhibitor, ebenso wie der simultane Knockdown aller drei Raf-lsoformen, die
Aktivierung von MEK1/2 und somit auch ERK1/2, vollstandig unterdriicken konnte (s.
Abb. 9).
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Abbildung 9: Pan-Raf-Blockade mittels Pan-Raf-
INA-6 MM.1S Inhibitor MLN-2480. Das Ergebnis der Western-
D 50 D 50 upM M.N-2480 | Blot-Analyse zeigte, dass der Pan-Raf-Inhibitor

MLN-2480 ebenso wie die Pan-Raf-Blockade durch
p-MEK1/2 shRNAs das MEK/ERK-Modul in den Zelllinien
INA-6 und MM.1S komplett abschalten konnte
MEK1/2 (Verlust der Phosphorylierung von MEK1/2 und
-ERK1/2 ERK1/2) . DMSO-behandelte Zellen (D) dienten als
P Kontrolle; die Inkubation betrug 24 h. Die Farbung
ERK1/2 auf oa-Tubulin  kontrollierte die gleichméaRige
Beladung; die Gesamtmenge an MEK1/2 und

o~Tubulin ERK1/2 ist ebenfalls dargestellt.

Bei entsprechend hoher Dosierung liel3 sich auch bei Verwendung des zweiten
Inhibitors, SB-590885, keine MAPK-Aktivitdit mehr feststellen (s. Abb. 10). Daher
konnte angenommen werden, dass dieser Inhibitor bei genigend hoher
Konzentration (INA-6: 9 pM, MM.1S 10 pM) nicht mehr nur B-Raf hemmte, sondern

auch als Pan-Raf-Inhibitor wirkte.

INA-6 MM.1S
D 1 4 9 D 1 5 10 pM SB-590885
p-MEK1/2
MEK1/2
p-ERK1/2
ERK1/2
a-Tubulin

Abbildung 10: Pan-Raf-Inhibition durch SB-590885. INA-6 und MM.1S Zellen wurden mit
steigenden Konzentrationen des Inhibitors SB-590885 behandelt und eine Western-Blot-Analyse mit
den Zellextrakten durchgefiihrt. Die in der Literatur als B-Raf-Inhibitor beschriebene Verbindung
vermochte bei gentiigend hoher Konzentration das MEK/ERK-Modul komplett auszuschalten und somit
wie ein Pan-Raf-Inhibitor zu wirken. Angezeigt wurde dies durch den Verlust der Phosphorylierung von
MEK1/2 und ERK1/2 bei gleichbleibender Menge an Gesamt-MEK/ERK. o-Tubulin diente als
Ladungskontrolle (Inkubationszeit 8 h), DMSO- (D) behandelte Zellen als Kontrolle.
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4.3 Pan-Raf-Inhibition induziert Apoptose in MM Zellen

4.3.1 Pan-Raf-Knockdown verstarkt die apoptotischen Effekte gegenuber der
Depletion einer einzelnen Isoform

Durch einen Isoform-spezifischen Raf-Knockdown konnte weiterhin die Bedeutung
der Isoformen fir das Uberleben der MM Zellen untersucht werden (s. Abb. 11).
Knockdown von C-Raf rief keine (INA-6) bzw. nur sehr geringfugige (MM.1S, KMS11)
apoptotische Effekte in den Zellen hervor. Der Knockdown von A-Raf fuhrte in allen
drei Zelllinien zu einer Reduzierung der Viabilitat um ca. 25% gegeniuber den
Kontrollzellen. Ein durchaus é@hnliches Bild ergab sich fir den Knockdown von B-Raf;
lediglich in KMS11 Zellen fuhrte die Depletion dieser Isoform zu einem
Viabilitatsverlust von ca. 50 % im Vergleich zu den Kontrollzellen.

INA-6 MM.1S KMS11
2 > >
£ = 100 4 = _, 100 2 _ 100
g 3= =
2 - = 7
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NE 50 NE 50 S E 50
g% 3x g%
g a 25 4 E E 254 5 '?: 25
- 0 2 0 s 0
pSU pSU/ pSU/ pSu/ pSU pSU/ pSU/ pSu/ pSU pSU/ pSU/ pSu/
A-Raf B-Raf C-Raf A-Raf B-Raf C-Raf A-Raf B-Raf C-Raf

Abbildung 11: Auswirkung des Isoform-spezifischen Raf-Knockdowns auf das Uberleben von
HMZL. Mittels Durchflusszytometrie wurde der Anteil lebender Zellen ca. 96 h nach Knockdown der
Raf-Isoformen ermittelt und auf die jeweilige Kontrolle (pSU-behandelte Zellen) bezogen. Knockdown
von C-Raf zeigte die geringsten Effekte auf die Uberlebensrate der Zellen; Verlust von A- oder B-Raf
rief in den Zellen teilweise Apoptose hervor. Der grofite Effekt zeigte sich in KMS11 Zellen;
Knockdown von B-Raf filhrte hier zu einem Viabilitatsverlust von ca. 50 %. Dargestellt ist der
Mittelwert mit Standardabweichung aus mindestens drei unabhéangigen Experimenten.

Da die Depletion einer einzelnen Raf-Isoform nur partielle apoptotische Effekte in den
Zelllinien hervorrief, wurde in einem weiterfihrenden Experiment durch simultanen
Knockdown aller drei Isoformen eine Pan-Raf-Inhibition hervorgerufen (s. Abb. 12).
Die apoptotischen Effekte fielen hierbei deutlich starker als noch beim Einzel-
Knockdown aus. Die Viabilitdt von INA-6 bzw. MM.1S Zellen konnte auf unter 50 %
reduziert werden; bei KMS11 sogar auf ca. 30 % bezogen auf die Viabilitat der

Kontrollzellen.
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INA-6 MM.1S KMS11
2 2 2
ggwo %gwo 5100
275 5= 75 §3 75
-] T 5 TS
N § 50 N S 50 N § 50
8% 1 g = 8L T
g3 25 §§ 25 g3 25
Q [] Q
= 0 = ()} = 0
pSU pSu/ pSU pSU/ pSU pSu/
A+B+C-Raf A+B+C-Raf A+B+C-Raf

Abbildung 12: Auswirkung einer Pan-Raf-Inhibition durch gleichzeitigen Knockdown aller
Isoformen auf das Uberleben von MM Zelllinien. Simultaner Knockdown aller drei Isoformen fiihrte
in den Zelllinien zu einer starken Abnahme der Viabilitdt auf ca. 50 % (INA-6, MM.1S) bzw. 30 %
(KMS11) im Vergleich zu pSU-behandelten Kontrollzellen. Der Viabilitatsverlust wurde per
Durchflusszytometrie 96 h post-Transfektion gemessen; in den Diagrammen dargestellt ist der
Mittelwert und die Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Experimenten.

4.3.2 Pan-Raf-Blockade mittels Inhibitoren induziert Apoptose in HMZL und
primaren Myelomzellen
Da SB-590885 in geeigneter Konzentration offenbar alle drei Raf-lsoformen
inhibierte, konnte die Auswirkung einer Pan-Raf-Blockade mittels eines Inhibitors auf
das Uberleben von MM Zellen untersucht werden. Hierzu wurden die Zellen mit
steigenden Konzentrationen von SB-590885 behandelt und die Viabilitdt nach 72 h
durch Annexin-FITC/PI-Farbung und mittels Durchflusszytometrie gemessen. Aus
den gemessenen Viabilitaten wurden Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt, aus denen der
sog. EC50-Wert ermittelt wurde (s. Abb. 13 und Tab. 3). Dieser Wert gibt die mittlere
effektive Konzentration von SB-590885 an, die notwendig ist, um eine Verringerung

der Zellviabilitat um 50 % hervorzurufen.
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Abbildung 13: Dosis-Wirkungs-Kurven des Inhibitors SB-590885. Verschiedene Zelllinien wurden
mit steigenden Konzentrationen von SB-590885 behandelt und die Viabilitat mittels
Durchflusszytometrie nach 72h gemessen. In den Diagrammen sind die Konzentration von
SB-590885 und der Prozentsatz lebender Zellen relativ zur Viabilitat DMSO-behandelter Kontrollzellen
aufgetragen. Aus den erhaltenen Dosis-Wirkungs-Kurven konnte der EC50-Wert bestimmt werden
(Kurven aus mindestens drei unabhangigen Messungen ermittelt; Standardabweichung durch
senkrechte Linien gekennzeichnet). Das Ansprechen der Zelllinien auf den Raf-Inhibitor zeigte keinen
Zusammenhang mit dem Ras-Mutationsstatus.

Der Inhibitor loste bei allen getesteten Zelllinien, unabhangig vom Ras-
Mutationsstatus, Zelltod aus, wobei der EC50-Wert im Bereich zwischen 4 und 11 uM

lag. Eine Ubersicht tiber die EC-50-Werte zeigt Tabelle 3.

MM Zelllinie SE%'S‘E’(?‘[)L?,\E;? Ras-Mutation
INA-6 8,8 N-Ras
MM.1S 7.4 K-Ras
AMO-1 4,6 Ras WT
KMS11 9,1 Ras WT
U266 5,1 Ras WT

KMS-12-BM 3,3 Ras WT

L363 3,8 N-Ras

Tabelle 3: EC50-Werte der Behandlung mit dem
Inhibitor SB-590885 bei verschiedenen HMZL.

Die Pan-Raf-Inhibition ergab auch eine konzentrationsabhéngige Wirkung auf
primare Myelomzellen (pMM). Diese wurden mit drei verschiedenen Konzentrationen
SB-590885 behandelt, wobei die Konzentrationen ausgehend von 2,5 uM jeweils
verdoppelt wurden. Eine Konzentration von 2,5 uM reichte in den meisten Fallen
nicht aus, um einen nennenswerten Effekt auf das Uberleben der Zellen auszuiiben;
10 uM flhrten dahingegen meist zum kompletten Zelltod der Proben. Bei der

Verwendung von 5 uM zeigte sich eine heterogene Verteilung: der Effekt reichte von
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totaler Insensibilitat gegen die Behandlung bis zum vollstéandigen Zelltod. Bei dieser
Konzentration wurden die Viabilitaten einiger Proben, deren Ras-Mutationsstatus
freundlicherweise von Dr. Dr. T. Steinbrunn (Lehrstuhl fir Translationale Onkologie,
Universitatsklinikum Wiurzburg) bestimmt wurde, verglichen. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Proben mit mutiertem Ras und Proben mit
wildtypischem Ras (s. Abb. 14).
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Abbildung 14: Behandlung von priméaren Myelomzellen mit SB-590885. Priméare Zellen von MM
Patienten wurden mit drei verschiedenen Konzentrationen SB-590885 behandelt und die Viabilitat
nach funfTagen per Durchflusszytometrie bestimmt (links). Die Titration des Inhibitors zeigte, dass
bei Verwendung von 5 puM eine durchschnittliche Reduzierung der Zellviabilitdt um ca. 50 % auftrat,
die Anzahl n der gemessenen Proben betrug 79. 2,5 uM zeigten im Schnitt nur einen geringen Effekt
auf die Viabilitat (n=77); 10 uM fiihrten meist zum vollstandigen Zelltod (n=39). Fir 47 Proben lag der
Ras-Mutationsstauts vor und die Viabilititen nach Behandlung mit 5 pM SB-590885 wurden hier
verglichen (rechts). Es konnte kein bedeutender Unterschied zwischen Proben, bei denen Ras in der
mutierten Form vorlag und Proben mit wildtypischem Ras festgestellt werden. Als horizontale Linie ist
der Median der Viabilitaten dargestellit.

4.4 Pan-Raf-Inhibition und MEK-Blockade zeigen deutliche
Unterschiede

Wie die bisherigen Ergebnisse zeigten, spielen die Raf-Isoformen eine wichtige Rolle
fir das Uberleben von MM Zellen, da eine Inhibition aller Raf-Isoformen durch
Inhibitoren oder eine Depletion durch shRNAs zum Tod der Zellen fuhrte. MEK-
Inhibitoren rufen im Gegensatz dazu jedoch meist kaum bzw. keine Apoptose in den
MM Zellen hervor [94],[95],[113],[234]. Dadurch wird die Vermutung verstarkt, dass
das Raf-Signaling nicht ausschlief3lich Uber das MEK/ERK-Modul ablaufen kann.
Folglich sollten sich funktionelle Unterschiede zwischen MEK- und Raf-Blockade

erarbeiten lassen.
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4.4.1 Pan-Raf-Inhibition beeinflusst die Expression Tumor-relevanter Gene

Zur ldentifizierung unterschiedlich regulierter mRNAs nach Pan-Raf- und MEK-
Inhibition wurden Genexpressionsanalysen durchgefihrt. INA-6 Zellen wurden 8 h
mit DMSO, SB-590885 und PD-325901, einem gut etablierten MEK1/2-Inhibitor, der
in MM Zellen effektiv die Phosphorylierung von ERK1/2 verhindert [235] behandelt
und die RNA anschliel3end isoliert. Die Qualitdt der RNA wurde an Hand des RIN-
(RNA integrity number) Wertes der Proben ermittelt. Dieser Wert, der mit einem
spezifischen Algorithmus berechnet wird, bewertet intakte RNA (maximaler Wert: 10).
Der RIN-Wert aller Proben betrug Uber 9, was auf eine sehr gute RNA-Integritat
hinwies. AnschlieBend wurden die RNA-Proben auf genomweiten Microarrays
analysiert. Das Experiment wurde insgesamt zweimal durchgefuhrt. Um beide
Experimente vergleichen zu konnen, wurden die Veré&nderungen der
Genexpressionslevel (log fold changes, logFCs) zwischen den beiden Experimenten
korreliert (Pearson-Korrelation). Dabei ergab sich fur Raf und MEK jeweils eine
Korrelation von ca. 0,68, was einen fur dieses System ausreichend guten Wert
darstellte.

Es zeigte sich, dass die Pan-Raf-Blockade zu einer deutlich gréReren Anzahl an
signifikant differentiell exprimierten Genen im Vergleich zur MEK-Blockade fihrte
(Raf: 7333; MEK:2037; mit einer Uberschneidung von 1004 Genen, p< 0,05, s.
Abb. 15). Somit ubte die Pan-Raf-Inhibition einen deutlich groReren Effekt auf die

Genexpression aus.

INA-6

MEK- Raf-
Inhibition Inhibition

Abbildung 15: Anzahl der regulierten mRNAs nach MEK- und Pan-Raf-Blockade. Mit Hilfe eines
Venn-Diagramms wurden die in der Genexpressionsanalyse als signifikant verandert gefundenen
mMRNAs nach MEK- bzw. Pan-Raf-Inhibition graphisch dargestellt. Der Uberlappende Bereich stellt die
mRNAs dar, die von MEK und Raf reguliert wurden. Der groBere Anteil regulierter Gene fand sich
nach Pan-Raf-Inhibition.
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Die aus den differentiell exprimierten Genen erstellte Heatmap (s. Abb. 16) liel3
erkennen, dass die Kongruenz zwischen Kontrolle und MEK-Inhibition grof3er ist als
beim Vergleich von Kontrolle und Pan-Raf-Inhibition.

INA-6

Farbschliissel

I

1 05 0 05 1

Wert

Kontrolle MEK- Raf-
Inhibition Inhibition

Abbildung 16: Heat Map-Darstellung der nach MEK- und Pan-Raf-Inhibition differentiell
exprimierten Gene. Dargestellt wurden die regulierten Gene nach MEK- oder Pan-Raf-Inhibition im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. Die Farbe Rot représentiert eine vermehrte
Genexpression; die Farbe Blau steht fir eine verminderte Genexpression. Man erkennt deutlich, dass
das Muster regulierter Gene nach MEK-Inhibition der Kontrolle ahnlicher war als das nach Pan-Raf-
Inhibition.

Zur ldentifizierung signifikant Gberexprimierter GO terms innerhalb der differentiell
exprimierten Gene wurde die Datenbank DAVID genutzt. Basierend auf den GO
Analysen wurden unter den differentiell exprimierten Genen nach Pan-Raf- und MEK-
Inhibition zahlreiche Gene gefunden, die mit Tumor-relevanten Kategorien wie
Transkription, Apoptose, Translation, Zellzyklus, posttranslationale
Proteinmodifikation, Stressantwort, B-Zell-Proliferation und Metabolismus assoziiert
sind (s. Abb. 17). Es konnte gezeigt werden, dass die Pan-Raf-Inhibition in diesen
Bereichen weitaus mehr dem jeweiligen GO Term zugehorige Gene regulierte als die
MEK-Blockade. Die Genexpressionsanalysen lieferten einen guten Uberblick uber
die Zugehdrigkeit der regulierten Gene zu biologischen Prozessen und waren

Grundlage fur weiterfiuhrende Experimente.
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Abbildung 17: GO Term Klassifikation der differentiell regulierten Gene nach MEK- und Pan-
Raf-Inhibition. Der Graph zeigt die Anzahl der differentiell regulierten Gene nach Pan-Raf- oder MEK-
Inhibition, die zu einem spezifischen GO Term der Klasse Biologische Prozesse annotiert sind. Die
nach Pan-Raf-Inhibition gro3ere Anzahl differentiell regulierter Gene in Tumor-relevanten GO Terms
wie Apoptose, Zellzyklus und B-Zell-Proliferation lieferte weitere Hinweise auf die Relevanz von Raf im
MM.

4.4.2 Raf-Kinasen regulieren PI3K-abhangige, mTOR-assoziierte Signhalwege
auf Proteinebene

Die starke Regulation von Proliferation, Zellzyklus und Apoptose durch Pan-Raf-
Inhibition, nicht jedoch duch MEK-Blockade, warf die Frage nach mdglichen
MEK/ERK-unabhéangigen Effektormechanismen auf. Der PI3K/PTEN/AKT/mTOR-
Signalweg ist im MM oftmals aktiviert und seine Blockade induziert ebenfalls die
Apoptose der Tumorzellen [94-96],[236]. Wir stellten deshalb in Verbindung mit den
Ergebnissen der Genexpressionsanalysen die Arbeitshypothese auf, dass die Pan-
Raf-Inhibition einen Einflul3 auf Komponenten dieses Signalwegs ausiben kdnnte.
Um eine mogliche Regulation von PI3K-abhé&ngigen, mTOR-assoziierten Genen auf
Proteinebene nach Pan-Raf- oder MEK-Inhibition zu untersuchen, wurden INA-6 und
MM.1S Zellen mit MLN-2480 und SB-590885 oder mit PD-325901 behandelt,
Zellpellets geerntet, lysiert und Western-Blot-Analysen durchgefuhrt (s. Abb. 18).
Durch die Behandlung mit MLN-2480 und SB-590885 nahm die Phosphorylierung
von mTOR (mammalian target of rapamycin) an der Stelle Ser2448, die die Aktivitat
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der Kinase regelt, ab. Ein downstream target von mTOR (p70S6K) zeigte ebenfalls
eine De-Phosphorylierung an regulatorischen Phosphorylierungsstellen. Weiterhin
wurde mit diesen Experimenten gezeigt, dass durch eine Pan-Raf-Inhibition die
Gesamtproteinmenge an PDK1 (3-phosphoinositide dependentprotein kinase-1)
vermindert werden konnte, die Aktivitat von Rb (retinoblastoma tumor suppressor
protein) abnahm (angezeigt durch den Verlust der Phosphorylierung bei Ser807/811)
und die Proteinlevel von CyclinD1 (INA-6) bzw. CyclinD2 (MM.1S) gesenkt werden

konnten.

INA-6 MM.1S INA-6 MM.1S

D 50uyM D 50yM MLN D 9uyM D 10uM SB

p-mTOR

mTOR

PDK1

p-p70S6K (T421/S424)
p-p70S6K (T389)
p70S6K

CyclinD12

p-Rb

Rb

a-Tubulin

Abbildung 18: Western-Blot-Analyse PI3K-abhéngiger, mTOR-assoziierter Proteine nach Pan-
Raf-Inhibition durch Inhibitoren. INA-6 und MM.1S Zellen wurden mit zwei verschiedenen Raf-
Inhibitoren mit den angegebenen Konzentrationen behandelt. Fir MLN-2480 (MLN) betrug die
Inkubationszeit 24 h; fur SB-590885 (SB) 8 h. Western Blots ergaben die Level der untersuchten
Proteine der behandelten Zellen. Die Pan-Raf-Inibition flhrte zu einer Abnahme an phopshoryliertem
MTOR, Rb und p70S6K und zu verringerten Proteinleveln von PDK1 und CyclinD1 (INA-6) oder
CyclinD2 (MM.1S) im Vergleich zu DMSO-behandelten Kontrollzellen. o-Tubulin diente als
Ladungskontrolle.

An Hand von Versuchen mit MM.1S Zellen (s. Abb. 19) konnten die Auswirkungen
einer Pan-Raf-Blockade auf AKT ermittelt werden: in der Western-Blot-Analyse
wurde nachgewiesen, dass der Phosphorylierungsgrad der Phosphorylierungsstellen
Ser473 und Thr308 von AKT nach pharmakologischer Pan-Raf-Inhibition abnahm
(INA-6 Zellen besitzen kein im Western Blot nachweisbares p-AKT Signal).
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Abbildung 19: Western-Blot-Analyse des Phosphorylierungsgrades von AKT nach Pan-Raf-
Blockade mittels Inhibitoren. Western Blots nach Pan-Raf-Inhibition durch MLN-2480 (MLN,
Inkubation 24 h) und SB-590885 (SB, Inkubation 16h) zeigten eine Reduktion des
Phosphorylierungsgrades von p-AKT an den Stellen S473 und T308 bei gleichbleibendem AKT-Level.

o-Tubulin wies auf eine gleichméfige Proteinbeladung hin, mit DMSO (D) behandelte Zellen dienten
als Kontrolle.

Zur Bestéatigung der aus der Verwendung von Inhbitoren gewonnenen Erkenntnisse
wurden die obigen Experimente mit Zellen wiederholt, bei denen alle drei Raf-
Isoformen durch shRNAs ausgeschaltet wurden. Beim shRNA-vermittelten Pan-Raf-
Knockdown konnte eine Verminderung der Proteinlevel von PDK1, CyclinD1 bzw.
D2, p-p70S6K und p-Rb (s. Abb. 20) nachgewiesen werden.

INA-6 MM.1S
pSU pSu/ pSU pSU/
A+B+C-Raf A+B+C-Raf

PDK1

p-p70S6K (T421/S424)
p-p70S6K (T389)
p70S6K

CyclinD1/2

p-Rb

Rb

a-Tubulin

Abbildung 20: Western-Blot-Analyse PI3K-abh&éngiger, mTOR-assoziierter Proteine nach Pan-
Raf-Inhibition durch shRNAs. Die Pan-Raf-Inhibition durch Knockdown aller drei Isoformen fiihrte zu
vergleichbaren Effekten wie bei den Pan-Raf-Inhibitoren. Es kam zu einer Abnahme der Proteinlevel
von PDK1 und CyclinD1 bzw. D2 und zu einer Senkung des Phosphorylierungsgrades von p70S6K
und Rb im Vergleich zu den Kontrollzellen (pSU). a-Tubulin zeigte die gleichméRige Beladung an
(Ernten der Zellen nach 52 h).
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Die Pan-Raf-Inhibition durch simultanen Knockdown aller drei

Isoformen fiihrte

ebenso wie die pharmakologische Pan-Raf-Inhibition zu einer De-Phosphorylierung
von AKT an Ser473 und Thr308 (s. Abb. 21).

MM.1S

pSU pSuU/
A+B+C-Raf

p-AKT(S473)
p-AKT(T308)
AKT

a-Tubulin

Abbildung 21: Western-Blot-Analyse des
Phosphorylierungsgrades von AKT nach Pan-
Raf-Inhibition mittels simultanen Knockdowns
der drei Isoformen. Der Western Blot nach Pan-
Raf-Inhibition durch gleichzeitigen Knockdown der
drei Raf-Isoformen zeigte eine De-
Phosphorylierung von AKT an S473 und T308 im
Vergleich zu pSU-behandelten Kontrollzellen. Das
Proteinlevel von AKT selber wurde nicht
beeinflusst. a-Tubulin diente als Ladungskontrolle;
die Zellen wurden nach ca. 52 h geerntet.

Im Gegensatz zu der Pan-Raf-Inhibition konnte bei Verwendung des MEK-Inhibitors

PD-325901 kein Einfluss auf die untersuchten Signalwege festgestellt werden. Der

Phosphorylierungsstatus von Rb, mTOR

und p70S6K blieb unveréandert und auch

eine Abnahme an PDK1 oder CyclinD1/2 konnte nicht nachgewiesen werden (s. Abb.

22).
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Abbildung 22: Western-Blot-Analyse PI3K-abhéangiger, mTOR-assoziierter Proteine nhach MEK-
Blockade durch Inhibitor. Die Zellen wurden 16 h lang mit dem MEK-Inhibitor PD-325921 (PD)
behandelt und anschlieBend wurde eine Western Blot Analyse durchgefiihrt (a-Tubulin als

Ladungskontrolle). Es konnte keine Veranderung
DMSO-behandelte Zellen (D) dienten als Kontrolle.

der untersuchten Proteinlevel festgestellt werden.
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich der Phosphorylierungsstatus von AKT

durch die pharmakologische MEK-Inhibition nicht veranderte (s. Abb. 23).

MM.1S Abbildung 23: Western-Blot-Analyse des
' Phosphorylierungsgrades von AKT nach MEK-

D 1uM PD Blockade. MM.1S Zellen wurden 16h mit dem
MEK-Inhibitor PD-325921 (PD) behandelt, die

P-AKT(S473) Zellen geerntet, lysiert und eine Western-Blot-

Analyse durchgefiihrt. Die MEK-Inhibition fiihrte
nicht zu einer Veranderung der Phosphorylierung
von AKT im Vergleich zu DMSO-behandelten
Zellen (D). Eine gleichméRige Beladung wurde mit
a-Tubulin a-Tubulin nachgewiesen.

p-AKT(T308)
AKT

Somit zeigte sich insgesamt nach Pan-Raf-Blockade eine deutliche Regulation der
ausgewahlten PI3K-abhangigen Gene auf Proteinebene, wahrend nach MEK-

Inhibition keine Verdnderungen festgestellt werden konnten.

4.5 Simultane Blockade des PI3K- und Raf-Signalweges verstarkt
die Regulation PI3K-abhangiger, mTOR-assoziierter Signhalwege

Neben dem Ras/Raf/MEK-Signaling spielt der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg eine
wichtige Rolle im MM. Verschiedene Studien lieferten bereits Beweise, dass diese
beiden Signalwege eng bei der Transduktion von Uberlebenssignalen kooperieren
[237]. Da die bisher beschriebenen Ergebnisse dieser Arbeit auf eine Ko-Regulation
der PI3K-abhangigen Signaltransduktion durch die Raf-Kinasen hindeuteten, lag eine
rationale Begrundung fir die simultane Inhibition der Signalwege vor. Die PI3K-
Inhibition wurde mit Hilfe der Inhibitoren BYL-719 oder BEZ235 (inhibiert neben PI3K
auch mTOR) ausgeldst. Die mit diesen Inhibitoren behandelten Zellen zeigten
erwartungsgemaln eine De-Phosphorylierung von mTOR und p70S6K; des Weiteren
wurden auch die Level an p-RB, CyclinD1 bzw. D2 und p-PDK1 gesenkt (s. Abb. 24).
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INA-6 MM.1S INA-6 MM.1S
D 30pM D 10pMBYL D 100nM D 500nM BEZ
p-mTOR

mTOR

p-PDK1

p-p70S6K (T421/5424)
pP-p70S6K (T389)
p70S6K

CyclinD1/2

pPRb

Rb

a-Tubulin

Abbildung 24: PIBK/mTOR-Inhibition in INA-6 und MM.1S Zellen. Nach Behandlung der Zellen mit
BYL-719 (BYL) bzw. BEZ235 (BEZ) fur 16 h wurden Western-Blot-Analysen der Zelllysate mit den
angegebenen Antikérpern durchgefuhrt. Eine Abnahme des Phosphorylierungsgrades von mTOR,
PDK1, p70S6K und Rb, sowie eine Verringerung des Proteinlevels von CyclinD1 oder D2 (und von Rb

bei MM.1S) gegeniiber Kontrollzellen (D) konnte nachgewiesen werden. o-Tubulin zeigte eine
gleichmafige Beladung des Gels mit Protein an.

An Hand von MM.1S Zellen wurde gezeigt, dass die verwendeten Inhibitoren

ebenfalls zuverlassig die Phosphorylierung von AKT verhinderten (s. Abb. 25).

MM.1S

D 10uMBYL D 500 nm BEZ
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AKT
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Abbildung 25: Phosphorylierung von AKT nach PISK/mTOR-Inhibition in MM.1S Zellen. Western-
Blot-Analysen zeigten, dass die Behandlung der Zellen mit BYL-719 (BYL) bzw. BEZ235 (BEZ) zu
einer De-Phosphorylierung von AKT an Ser473 und Thr308 flihrte (Inkubationszeit 16 h). o-Tubulin
diente als Ladungskontrolle, DMSO-behandelte Zellen (D) als Vergleichskontrollen.

Um die Effekte einer Kombination aus Pan-Raf- und PI3K-Blockade zu untersuchen,
wurde die Wirkung von Einzelkonzentrationen der PI3K- und Raf-Inhibitoren mit der
Wirkung der gleichzeitigen Anwendung der Inhibitoren im Western Blot verglichen.

Die Einzelkonzentrationen wurden dabei so gewéhlt, dass sich nur ein geringer Effekt
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auf die Regulation der zu untersuchenden Proteine zeigte. Bei p-ERK1/2, p-mTOR
und p-PDK1 konnte herausgearbeitet werden, dass die Kombination der
Einzelkonzentrationen die Proteinlevel starker  verringerte als die
Einzelkonzentrationen (s. Abb. 26). Dieser Effekt fiel fur die weiteren untersuchten
Proteinlevel nicht so deutlich aus, allgemein liel3 sich jedoch eine Tendenz in

Richtung der Wirkungsverstarkung der gemeinsamen Blockade verzeichnen.

INA-6 MM.1S INA-6 MM.1S
D SB BYL SB+ D SB BYL SB+ D SB BEZ SB+ D SB BEZ SB+
4 M 18 uM BYL 5uM 3 uM BYL 4 uM 50nm BEZ 5 uM 250 nM BEZ

p-ERK1/2
ERK1/2
p-mTOR
mTOR
p-PDK1

PDK1

p-p70S6K (T421/
S424)

p-p70S6K (T398)
p70S6K
CyclinD12

p-Rb

Rb

B-Aktin

Abbildung 26: Western-Blot-Analyse nach dualer Blockade von PI3K und Pan-Raf mittels
Inhibitoren. Es wurden Konzentrationen der Inhibitoren SB-590885 (SB), BYL-719 (BYL) bzw.
BEZ235 (BEZ) gewahlt, die alleine nur einen geringen Effekt auf die zu untersuchenden Proteine
haben sollten. Bei gleichzeitiger Verwendung der Inhibitoren (SB+BYL bzw. SB+BEZ) kam es zumeist
zu einer deutlicheren Reduktion des Phosphorylierungsgrades oder der Proteinlevel gegenliber den
Einzelkonzentrationen. Die Zellen wurden fiir 16 h inkubiert; B-Aktin diente als Ladungskontrolle und
mit entsprechenden Konzentration DMSO behandelte Zellen (D) als Vergleichskontrolle.

Der Effekt der Wirkungsverstarkung einer dualen Blockade von PI3K und Raf liel3
sich auch fir den Phosphorylierungsgrad von AKT in MM.1S Zellen nachweisen.
Einzelne Konzentrationen der Inhibitoren, die nur eine leichte Verringerung der
Phosphorylierung hervorriefen, verhinderten die Phosphorylierung von AKT
gemeinsam fast vollstandig (s. Abb. 27).
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Abbildung 27: Phosphorylierung von AKT nach einzelner und gemeinsamer Blockade von
Pan-Raf und PI3K. MM.1S Zellen wurden mit geringen Konzentrationen an SB-590885 (SB) und
BYL-719 (BYL) oder BEZ235 (BEZ) fiir 16 h behandelt. Erst die Kombination dieser Konzentrationen
(SB+BYL bzw. SB+BEZ) fiihrte zu einem deutlichen Verlust des p-AKT-Signals im Vergleich zu
Kontrollzellen (D). B-Aktin diente in der Western-Blot-Analyse als Ladungskontrolle.

4.6 Simultane Blockade des PI3BK/mTOR- und des Raf-Signalweges
vestarkt die Apoptose in MM Zellen

Der Effekt einer Kombination von Pan-Raf- und PI3K/mTOR-Inhibition in Bezug auf
das Uberleben der Zellen wurde sowohl an der Zelllinie MM.1S als auch an priméaren
Zellen untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Konzentrationen von BYL-719 bzw.
BEZ235 und SB-590885 behandelt, die die Viabilitat der Zellen nicht Gbermalig
beeinflussen sollten (Viabilitatsverluste zwischen ca. 20-30% bei MM.1S und
zwischen ca. 25-55% bei primaren Zellen). Im gleichen Ansatz wurden die Zellen
auch mit einer Kombination dieser Inhibitoren-Konzentrationen inkubiert. Hierdurch
kam es sowohl bei MM.1S Zellen (Viabilitatsverluste von Uber 90 %) als auch bei den
primaren Zellen (Viabilitatsverluste zwischen 50-65 %) zu einer deutlichen Steigerung
der Apoptose gegenuber der Einzelbehandlung (s. Abb. 28).

57



Ergebnisse

MM.1S
2z 100 T Zz 100
© = © =
> e 1T am
co 757 I ES 75+
2% 2%
T s 504 T -
s ¥ Sx
§5 257 §5 257
[} I I [}
- 0 - 0 ——
DMSO SB BYL SB DMSO SB BEZ SB
5uM 3 uM + 5uM 250 nM +
BYL BEZ
primare MM Zellen
- 100 : o:. 3 e ::.. o
oy egise ° s ceeet -
$ 2 75 823 . O 75 | —geesen
c o - cecec® c2 *oeee e oo
o3 eee oo 23 o ®e
TS 50 :..:.0 _.‘:..._ TS 50 oo ...:o ..
ﬁ g 8. ee2s :é .o go°
- X Ly - P . oo
c = LY ®ee® C = —}g-!..—
S5 25 4] 55 25 H
anN ®ece a N o® 0ol o
(] . ®ee 2 Lop? o a0
T o 0 Te et
SB BYL SB SB BEZ SB
2,5 uM 5 uM + 2,5 uM 1 um +
BYL BEZ

Abbildung 28: Gesteigerte Apoptose bei Kombination von Pan-Raf- und PI3K-Blockade. Die
Apoptoserate von MM.1S und pMM Zellen wurde nach drei- (Zelllinie) bzw. funftagiger (primare Zellen)
Behandlung mit SB-590885 (SB) und BYL-719 (BYL) bzw. BEZ235 (BEZ) als Einzelbehandlung und
als Kombination mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Einzelkonzentrationen der Pan-Raf- bzw.
PI3K-Inhibitoren wurden so gewahlt, dass nur ein geringer Effekt auf das Uberleben der Zellen
sichtbar war. Die Kombination dieser Konzentrationen (SB+BYL bzw. SB+BEZ) fuhrte hingegen zu
einer deutlich verstarkten Apoptoserate gegeniiber den Einzelkonzentrationen. Mit MM.1S Zellen
wurden drei unabhéangige Versuche durchgefuhrt, dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardabweichung. Eine Anzahl von 46 (BYL) bzw. 39 (BEZ) priméren Proben wurden getestet, der
Median der Viabilitaten ist ebenfalls dargestellt. Mit DMSO-behandelte Zellen dienten als Kontrolle.
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5 Diskussion

Bei dem Multiplen Myelom handelt es sich um eine maligne Krankheit, die durch die
klonale Proliferation neoplastischer Plasmazellen im Knochenmark charakterisiert ist.
Durch die Entwicklung und den Einsatz neuer pharmakologischer Verbindungen wie
immunomodulatorische Substanzen (Thalidomid, Lenalidomid, Pomalidomid) und
Proteasom-Inhibitoren  (Bortezomib, Carfilzomib, u.a.) verlangerte sich die
Uberlebenszeit der Patienten in der letzten Dekade bedeutend [238],[239]. Trotzdem
gilt die Krankheit bis zum heutigen Tage als unheilbar. Daher sind ein tiefgreifendes
Verstandnis der Pathogenese und die Erforschung neuer potenzieller
therapeutischer Angriffspunkte unbedingt notwendig. Fir das MM kennzeichnend ist
die grol3e genetische Komplexitat und Heterogenitéat, die sich in einer Vielzahl von
Subgruppen &auRert. Die funktionellen Konsequenzen der meisten genetischen
Lasionen fur das maligne Wachstum sind jedoch unklar, ebenso wie die onkogenen
Signalwege, die durch diese Mutationen dereguliert werden. Die Analyse
funktioneller Signalwege kann deshalb helfen, die Pathogenese des MM besser zu
verstehen. Im Zusammenhang mit diesem Konzept wurde entdeckt, dass in MM
Zellen wachstumsregulierende Signalwege aktiviert oder dereguliert sind und so zum
Uberleben und der Proliferation beitragen [68],[88],[97],[100],[240],[241]. Vorlaufige
Daten deuteten an, dass B- und C-Raf in primaren MM Zellen Gberexprimiert sind
und ihre pharmakologische Inhibition zur Apoptose fihrt. Bevor jedoch die Raf-
Isoformen fiur einen therapeutischen Ansatz als tauglich angesehen werden kénnen,
mussen die Mechansimen, die die onkogenen Effekte von Raf vermitteln, sowie die

Kooperation mit anderen onkogenen Signalwegen noch genauer untersucht werden.

Als wichtige Voraussetzung zur Charakterisierung der Raf-lsoformen wurde in der
vorliegenden Arbeit zunachst die Expression und Aktivierung der Raf-Isoformen in
humanen Myelomzelllinien (HMZL) und primaren Myelomzellen untersucht. Mit
diesen ersten Experimenten konnte gezeigt werden, dass alle drei Raf-Isoformen in
sieben Zelllinien (INA-6, MM.1S, AMO-1, KMS11, U266, KMS-12-BM und L363) und
in acht untersuchten primaren Myelomproben etwa gleich stark exprimiert wurden,
was in Ubereinstimmung mit bisherigen Ergebnissen der Arbeitsgruppe steht. Da die

Raf-Isoformen ihre Aktivitat hauptsachlich Uber die Kinasefunktion vermitteln
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[118],[147],[148],[150],[151],[154-156], spielt der Aktivierungsstatus eine lberaus
wichtige Rolle fir die Funktionsbeschreibung der Isoformen. Zur Untersuchung der
Aktivierung wurden in der vorliegenden Arbeit spezifische phospho-Antikérper
genutzt, die die Phosphorylierung von Stellen, die flr die Aktivitat der Isoformen
wichtig sind, detektieren konnen. Ser338, das sich in einer konservierten
regulatorischen Region von C-Raf befindet, spielt eine der wichtigsten Rollen bei der
Aktivierung dieser Isoform [242] und ist essentiell fur die biologische und
enzymatische Aktivitat von C-Raf [135]. Ser338 von C-Raf entspricht ahnlichen
Stellen in A-Raf (Ser229) und B-Raf (Ser445), obwohl diese Stelle in B-Raf
konstitutiv aktiviert ist [138]. Die Aktivierung aller drei Isoformen konnte mit Hilfe
dieser Antikdrper sowohl in HMZL als auch zum grof3en Teil in Patientenproben
nachgewiesen werden (s. Abb. 5). HMZL stellen zwar u.a. durch die genetische
Ubereinstimmung der Genexpressionsprofile mit neu-diagnostizierten
Plasmozytomen ein gutes Modell fir das MM dar [226], sie reprasentieren jedoch
spate Stadien der progressiv verlaufenden Krankheit, da sie hauptsachlich von
extramedullaren MM etabliert wurden [227]. Somit weisen sie bereits zahlreiche
genetische Abberationen und Mutationen auf, die aktivierend auf Signalwege wirken
konnen. Die in den HMZL nachgewiesene starke Aktivierung der Raf-Isoformen
kénnte sich demnach von der Aktivierung in friheren Stadien der Krankheit
unterscheiden. Die pMM-Proben kénnen sofort nach der Entnahme zur Kultivierung
fur Experimente genutzt werden und bilden damit ein anderes Stadium als die HMZL
ab. Allerdings muss beachtet werden, dass die Zellen fur die Experimente aus ihrem
eigentlichen Milieu entfernt wurden, was sich ebenfalls auf die Aktivierung von
Signalwegen auswirken kann und den Rickgang der Phospho-Farbung in einigen
Proben erklaren kdnnte.

Auch in anderen Tumorentitdten konnten Kkonstitutiv aktivierte Raf-Isoformen
nachgewiesen werden. Die Aktivierung geschieht meist entweder direkt, durch
Mutationen in der N-terminalen regulatorischen Region, oder indirekt auf Grund von
Uberstimulation durch autokrine Wachstumsfaktoren oder aktivierte proximale
Onkogene [243]. So zeigen einige solide Tumore wie Nierenzell-, hepatozellulares
und nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom eine Hochregulation der C-Raf-Aktivitat,
vermutlich auf Grund einer Uberexpression von Wachstumsfaktoren [244-246].
Weiterhin konnte eine erhdhte Expression von phosphoryliertem C-Raf in Proben

einer Therapie-induzierten akuten myeloischen Leukamie nachgewiesen werden
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[207] und auch Brusttumorgewebe wurde positiv auf p-S338 C-Raf untersucht; die
Aktivierung wird hier im Zusammenhang mit MEK-unabhangiger Zellproliferation
gesehen [247]. Abberante B-Raf-Aktivierung durch Mutationen findet sich ebenfalls
mit groRer Haufigkeit in bestimmten menschlichen Tumoren [187]. Die haufigste
onkogene Variante, B-Raf V600E, wurde beispielsweise in 63 % der Melanomfalle
nachgewiesen [248]. Es wird davon ausgegangen, dass die Aktivierung von B-Raf
zwar nicht in die Initiation des Tumors involviert ist, aber eine wichtige Rolle bei
Wachstum und Uberleben der Zellen spielt [244],[249-251]. Beim kolorektalem
Karzinom wird die aktivierte B-Raf V600E Mutation in Zusammenhang mit Resistenz
gegen Apoptose, Unabhangigkeit von extrazellularen Wachstumssignalen und einer
schlechten Prognose der Patienten gebracht [252],[253]. Von den untersuchten
HMZL wies lediglich die Zelllinie U266 eine B-Raf Mutation auf. Die Aktivierung der
Raf-Isoformen schien somit unabhangig von bisher beschriebenen aktivierenden
Mutationen in den Raf-Genen zu sein. Interessanterweise konnte in den HMZL auch
keine Korrelation der Aktiverung mit dem Ras-Mutationsstatus gefunden werden.
Sowohl in Zelllinien mit mutiertem Ras (INA-6, MM.1S, L363) als auch in Zelllinien
mit wildtypischem Ras (KMS11, U266, KMS-12-BM, AMO-1) lagen die Raf-Isoformen
in aktiviertem Zustand vor. Das der Raf-Aktivierung zu Grunde liegende genetische

Ereignis blieb damit unklar.

Da die vorliegenden Ergebnisse auf eine Expression und Aktivierung aller drei
Isoformen sowohl in Zelllinien als auch in primaren Myelomzellen hindeuteten, sollte
die Bedeutung jeder einzelnen Isoform fiir das Uberleben und die Aktivierung von
downstream-Signalwegen geklart werden, um sie als moglichen Angriffspunkt bei der
Entwicklung von Antitumor-Strategien zu validieren. Hierzu wurden Isoform-
spezifische shRNAs entwickelt, deren Funktionalitdt im Western Blot nachgewiesen
wurde. Die verwendeten shRNAs zeigten eine nahezu vollstdndige Reduktion der
entsprechenden Isoform im Vergleich zu den Kontrollzellen; die anderen Isoformen
wurden jedoch nicht beeinflut (s. Abb. 6). Fur einen effektiven Knockdown von
B-Raf musste in unserem Labor, im Gegensatz zu in der Literatur beschriebenen
shRNAs [229-231], allerdings eine Kombination aus zwei verschiedenen shRNAs
verwendet werden. Die Transfektion der Zellen mit bis zu 40 pug/ml einer einzelnen
shRNA zeigte im Western Blot keinen zufriedenstellenden Knockdown. Bei

Kombination zweier Sequenzen konnte die Konzentration der einzelnen shRNAs
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allerdings auf 15 pg/ml gesenkt werden und somit das Risiko fir mdogliche,
unerwinschte off-target Effekte und toxische Nebenwirkungen vermindert werden.
Nach erfolgreichem Knockdown einer Isoform wurden in den transfizierten Zellen die
Auswirkungen auf die downstream von Raf gelegenen MEK- und ERK-Kinasen
untersucht. Auch hierzu konnten Antikdrper genutzt werden, die mit der Aktivitat der
jeweiligen Kinase assoziiert sind. Die Aktivierung von MEK1 und MEK2 verlauft tber
die Phosphorylierung der zwei Serine an den Positionen 217 und 221, die sich im
Aktivierungsloop der Subdoméne VIII befinden [232]. MEK1 und MEK2 aktivieren
ERK1 und ERK2 durch Phosphorylierung von den im Aktivierungsloop gelegenen
Aminosauren Thr202 und Tyr204 [233].

Der Isoform-spezifische Knockdown zeigte in den drei untersuchten Zelllinien INA-6
(N-Ras mutiert), MM.1S (K-Ras mutiert) und KMS11 (wildtypisches Ras) keinen
signifikanten Einfluss auf die Aktivierung von MEK1/2 und ERK1/2 (s. Abb. 7). In
HMZL schien somit die Depletion einer einzelnen Raf-Isoform unzureichend zur
Beeinflussung des MEK/ERK-Moduls, da die Funktion der zwei verbliebenen Raf-
Isoformen offensichtlich fir ein normales Signaling ausreichte. Dies wurde ebenfalls
bei Versuchen mit KO-Mausen gesehen; so ist beispielsweise die Aktivierung des
MAPK-Signalweges im Embryo von c-raf KO-Mausen normal [163],[254]. Weiterhin
zeigten die Tierversuche auch, dass durch den KO mehrerer Isoformen schwerere
Phanotypen im Vergleich zum Einzel-KO hervorgerufen werden kdnnen [160],[255].
Um zu testen, ob dies auch fur MM Zellen zutrifft, wurden die drei Raf-Isoformen
gleichzeitig in den Zelllinien depletiert. Hierbei zeigte sich, dass die Phosphorylierung
von MEK1/2 bzw. ERK1/2 durch diese Pan-Raf-Inhibition komplett verhindert werden
konnte (s. Abb 8). Die Expression von MEK1/2 und ERK1/2 blieb unveréandert und
die Abnahme der Signale der Phosphoformen war somit auf eine Abnahme des
Phosphorylierungsgrades und nicht auf eine verminderte Expression der Proteine
zuruickfuhrbar. Dabei schien der Mutationsstatus des upstream von Raf gelegenen
Ras keine Rolle zu spielen, da sich die Effekte in den drei untersuchten Zelllinien
ahnelten. Im Gegensatz zum Isoform-spezifischen Raf-Knockdown fiihrte die Pan-
Raf-Inhibition durch simultanen Knockdown der drei Isoformen zu einer vollstdndigen
Deaktivierung des MEK/ERK-Moduls.

Zur Uberpriifung dieses Ergebnisses wurde als weiterer, unabhangiger Ansatz die
pharmakologische Inhibition der Raf-Isoformen gewéhlt. Dazu standen zwel
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Inhibitoren zur Verfigung. Im Versuch mit MLN-2480, einem selektiven Pan-Raf-
Inhibitor, der sich im Stadium von klinischen Tests befindet [256], zeigte sich, wie
schon bei der Pan-Raf-Inhibition durch shRNAs, ein Verlust der Phosphorylierung
von MEK1/2 und ERK1/2 (s. Abb. 9). Die pharmakologische Inhibition bestétigte
somit, dass in HMZL nur eine Pan-Raf-Blockade zu einer Herunterregulation von
phosphoryliertem MEK1/2 bzw. ERK1/2 fuihrte. Neben MLN-2480 wurde in dieser
Arbeit auf Grund der besseren Verfugbarkeit der Inhibitor SB-590885 fur weitere
Experimente verwendet. Dieser inhibiert selektiv die Raf-Kinasen, B-Raf jedoch
weitaus effektiver als C-Raf [257]. Fir diesen Inhibitor wurden Experimente, bei
denen INA-6 und MM.1S Zellen mit steigenden Inhibitorkonzentrationen behandelt
wurden, durchgefuhrt (s. Abb. 10). Hierbei konnte gezeigt werden, dass es fir jede
Zelllinie eine individuelle Konzentration gab, bei der es zu einer De-Phosphorylierung
von MEK1/2 bzw. ERK1/2 kam (INA-6: 9 uM; MM.1S: 10 uM). Aus dieser Tatsache
liel3 sich ableiten, dass bei geniigend hoher Konzentration SB-590885 nicht nur B-
Raf, sondern auch die anderen beiden Isoformen effektiv inhibierte. Ab einer
entsprechend hohen Konzentration konnte dieser Inhibitor folglich als Pan-Raf-

Inhibitor angesehen werden.

Neben den Auswirkungen des Raf-Knockdowns auf den MEK/ERK-Signalweg wurde
auch das Uberleben der Zellen nach Depletion von Raf untersucht. Hierfiir wurden
INA-6, MM.1S und KMS11 Zellen verwendet, deren Uberlebensrate 96 h nach
Knockdown mittels APC-Annexin-V/PI-Farbung ermittelt wurde. Der Knockdown von
C-Raf hatte in den drei Zelllinien keinen Einflul auf die Viabilitat der Zellen.
Transfektion mit A-Raf spezifischer shRNA fiihrte zu einer Viabilitatsabnahme der
Zellen um ca. 25%, wobei KMS11 Zellen hierbei groRere Schwankungsbreiten
aufwiesen. In INA-6 und MM.1S Zellen flhrte die Depletion von B-Raf ebenfalls zu
einer Abnahme der Uberlebensrate um ca. ein Viertel, in KMS11 Zellen sogar um ca.
die Halfte (s. Abb. 11). Nach gleichzeitigem Knockdown aller drei Isoformen verloren
INA-6 und MM.1S Zellen dahingegen rund 50 % ihrer Viabilitat, bei KMS11 Zellen
waren es sogar fast 70% (s. Abb. 12). Beim Vergleich der unterschiedlichen
Zellviabilitaten muss berucksichtigt werden, dass es bei der mittels Elektroporation
durchgefuhrten Transfektion von MM Zelllinien nicht mdglich ist, alle Zellen in einem
Ansatz zu transfizieren. Selbst nach Aufreinigung Uber ko-transfiziertes CD4

verbleiben im Experiment untransfizierte Zellen, die normal weiterwachsen kdnnen.
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Da diese die Messung der Viabilitat verfalschen kdnnen, ist davon auszugehen, dass
die wahre Viabilitatsrate der transfizierten Zellen sogar noch etwas niedriger als die
tatsachlich gemessene gelegen haben kénnte. Diese Experimente zeigten jedoch
eindeutig, dass die Zelltod-Rate von MM Zellen durch eine Pan-Raf-Blockade durch

gleichzeitigen Knockdown der Isoformen maximiert werden konnte.

Eine Bestatigung dieses Ergebnisses konnte auch durch die pharmakologische Pan-
Raf-Inhibition erzielt werden. SB-590885, der, wie zuvor gezeigt, als Pan-Raf-
Inhibitor wirken konnte, induzierte in den untersuchten Zelllinien (INA-6, MM.1S,
AMO-1, KMS11, U266, KMS-12-BM und L363) starke apoptotische Effekte (s.
Abb. 13). Primare MM Zellen konnten zwar nicht mittels Elektroporation transfiziert
werden, zeigten aber bei der Behandlung mit dem Inhibitor ebenfalls ein starkes
Ansprechen (s. Abb. 14). Wahrend bei 5 uM der Effekt auf die primaren Zellen noch
eine grol3e Schwankungsbreite aufwies, konnte mit 10 uM in den Proben mehrheitlich
Apoptose ausgelost werden. Die vorliegenden Experimente wiesen darauf hin, dass
die einzelnen Isoformen sich in ihrer Funktion teilweise kompensieren kénnten und
dass eine Pan-Raf-Inhibition der Inhibition einer einzelnen Isoform deutlich tGberlegen
ist. Dies sollte bei der Entwicklung eines erfolgreichen Therapieansatzes unbedingt
beachtet werden. Da sich auch bei den Reaktionen auf die Pan-Raf-Blockade weder
in den Zelllinien noch in den primaren Zellen eine Korrelation mit dem Ras-
Mutationsstatus zeigte, konnte Raf unabhangig von onkogenem Ras als
eigenstandige therapeutische Zielstruktur dienen. Ein weiterer Vorteil einer Pan-Raf-
Blockade liegt in der Vermeidung der paradoxen Aktivierung des MAPK-Signalweges
in Ras-mutierten Zellen nach Anwendung B-Raf-spezifischer Inhibitoren, wie sie in
z.B. Melanomzellen nachgewiesen wurde. Dabei kommt es, durch mutiertes Ras
angetrieben und durch die Inhibitoren beginstigt, zur C-Raf-Homo- und
-Heterodimerisierung mit B-Raf. Diese wurden als wichtiger regulatorischer
Mechanismus der Raf-Kinasen entdeckt, der ihre Aktivitdt dramatisch steigern kann.
Die durch Dimerisierung vermittelte Aktivierung wird nicht beeintrachtigt, wenn die
Kinaseaktivitat einer der Dimerisierungspartner durch einen Inhibitor geblockt wird.
Somit sind Heterodimere aus wildtypischem B-Raf und C-Raf trotz der Blockade der
B-Raf Isoform durch einen spezifischen Inhibitor aktiv und fihren zur Aktivierung des
MAPK-Signalweges [258-261].
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Zwar erwies sich durch die vorliegenden Experimente das downstream der Raf-
Kinasen gelegene MEK/ERK-Moduls als exzellenter Biomarker fur eine Pan-Raf-
Inhibition, jedoch wirken sich MEK-Inhibitoren trotz Blockade der ERK1/2-
Phosphorylierung nicht entscheidend auf das Uberleben der MM Zellen aus
[94],[95],[113],[235]. Folglich kann die Inhibition von MEK nicht mit einer Pan-Raf-
Inhibition gleichgesetzt werden und es sollten sich MEK/ERK-unabhéngige
Mechanismen der Pan-Raf-Inhibition in den MM Zellen nachweisen lassen. Um diese
Mechanismen aufzuklaren, wurden in der vorliegenden Arbeit mRNA-basierte
Genexpressionsprofile nach pharmakologischer Pan-Raf- bzw. MEK-Inhibition
angefertigt und miteinander verglichen. Primére Zellen standen fir diese Art von
Versuch nicht in ausreichender Menge zur Verfugung, weshalb auf die Zelllinie INA-6
zurlckgegriffen wurde. Die Zellen wurden mit DMSO, PD-325901 (MEK-Inhibitor)
oder SB-590885 behandelt, die RNA isoliert und anschlieRend genomweite cDNA-
Microarray-Analysen mit GeneChips von Affymetrix durchgefuhrt. Die Konzentration
des Raf-Inhibitors wurde so gewahlt, dass die MEK/ERK-Phosphorylierung
herunterreguliert, ein vollstandiger Zelltod wéahrend der Inkubationszeit jedoch
vermieden wurde. Die gewahlte Konzentration des MEK-Inhibitors verhindert in den
Zellen effektiv die Phosphorylierung von ERK1/2 [235]. Die Genexpressionsprofile
gaben einen ersten Uberblick uiber mogliche Unterschiede zwischen MEK- und Pan-
Raf-Inhibition. Deutlich mehr Gene wurden nach der Pan-Raf-Blockade differentiell
reguliert (s. Abb. 15). So konnten nach Raf-Behandlung 7333, nach MEK-Inhibition
nur 2037 differentiell exprimierte Gene gefunden werden (p<0,05). Die Heatmap der
differentiell regulierten Gene zeigte, dass die Genexpressionsmuster der mit MEK-
Inhibitor behandelten Zellen den Kontrollzellen &hnlicher waren als die mit Pan-Raf-
Inhibitor behandelten und damit wirkte die Pan-Raf-Inhibition sich weitaus mehr auf
die Genexpression der Zellen aus (s. Abb. 16). Da aber die Pan-Raf-Inhibition, wie
bereits beschrieben, in den Zellen Apoptose induziert, kénnten dadurch viele Gene
indirekt reguliert werden und es zu falsch-positiven Genexpressions-Veranderungen
kommen. Die Inkubationszeit des Experiments betrug jedoch nur acht Stunden, so
dass die Mehrheit der gefundenen Effekte eine direkte Auswirkung der Raf-Blockade
sein sollte. Die ndhere Klassifizierung der als differentiell reguliert gefundenen Gene
mit Hilfe von GO-Analysen zeigte, dass sich die Raf-Inhibition in den MM Zellen
deutlich auf die Regulation Tumor-relevanter Funktionen wie Proliferation, Zellzyklus
und Apoptose auswirkte (s. Abb. 17), was mit bisherigen Erkenntnissen aus der
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Literatur Ubereinstimmt [262]. Der Einfluss der Raf-Blockade auf grundlegende
Charakteristika maligner Tumore lieferte einen weiteren Hinweis auf die bedeutende
Rolle von Raf im MM und auf die Abgrenzung zu MEK.

Zur weiteren Evaluierung der Genexpressions-Analysen sollte eine Regulation durch
die Raf-Kinasen auch auf Proteinebene durch Western-Blot-Analysen untersucht
werden. Die vorliegende Arbeit beschrankte sich dabei auf die Untersuchung einer
mdoglichen Regulation der Gruppe der PI3K-abhangigen, mTOR-assoziierten Gene.
Der PI3K/AKT-Signalweg, der im MM oftmals aktiviert vorliegt, vermittelt wichtige
Uberlebenssignale und seine Blockade induziert in den Tumorzellen Apoptose [94-
96],[236]. PI3K setzt sich aus Heterodimeren einer katalytischen (p110) und einer
regulatorischen (p85) Untereinheit zusammen [263],[264]. Rezeptortyrosinkinasen
interagieren mit der SH2 (Src homology 2) Doméne von p85, wodurch sich
Heterodimere mit der katalytischen Untereinheit bilden, die an die Plasmamembran
rekrutiert werden. Ras kann direkt mit der katalytischen Untereinheit in
Wechselwirkung treten und so ebenfalls aktivierend wirken. Aktive PI3K generiert an
der Plasmamembran durch Phosphorylierung von PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphat) das Membranlipid PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat). AKT
wird durch Binden von PIP3 an die PH- (pleckstrin homology) Doméane aktiviert,
wodurch die Kinase zur Plasmamembran lokalisiert, wo eine Phosphorylierung an
Thr308 durch PDK1 stattfindet [265-267]. Weiterhin kann zur vollen Aktivierung
Ser347 durch mTOR phosphoryliert werden [268],[269]. Vollstandig aktiviertes AKT
transloziert zum Nukleus und phosphoryliert und inhibiert TSC1/2, wodurch mTOR
und downstream Ziele aktiviert werden [270].

MTOR, eine Serin/Threonin-Proteinkinase, spielt eine wichtige Rolle bei der
Modulation von Proteinsynthese, Proliferation, Wachstum, Uberleben, Invasion und
Chemoresistenz von MM Zellen [271]. Da die Aktivitat dieser Kinase durch PI3K- und
AKT-Aktivierung reguliert wird, stellt sie eine attraktive pharmakologische Zielstruktur
fur breitgefacherte downstream Effekte dar. Konstitutive Aktivierung mTOR-
bezogener downstream Effektoren wie p70S6K und 4EBP1 wurde bereits bei
verschiedenen Krebsarten nachgewiesen. Eine Studie zeigte, dass p-mTOR in fast
60 % der untersuchten MM Patienten exprimiert wird und zur Zellproliferation und
zum Uberleben der MM Zellen beitragen konnte [272]. mTOR existiert in zwei
verschiedenen multimolekularen Komplexen: Komplex1 (mTORC1) und Komplex 2
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(mMTORC2) [273]. mTORC1 ist sensitiv fir Rapamycin und besteht aus mTOR,
Raptor, mLST8 und PRAS40 [274-276]. Aktivitat von mTORC1 fuhrt zu erhohter
MRNA Translation, Proteinsynthese und Zellproliferation, zum Teil vermittelt durch
Phosphorylierung von S6 Kinase (S6K) und dem elF-4E Bindeprotein [277].
MTORC?2 besteht aus mTOR, Rictor, mSinl, mLST8 und Protor und findet sich
upstream von AKT, das direkt von mTORC2 an Ser473 phosphoryliert wird
[267],[278-282]. Zur Aktivierung von mTOR finden Phosphorylierungen an
verschiedenen Aminoséuren, unter anderem an Thr2446, S2448 und S2481, statt.
Der Phosphorylierungsstatus von Ser2448 stellt dabei einen gut etablierten
Biomarker fur den Aktivierungsstatus von mTOR dar [283],[284]. Durch die
Behandlung der Zellen mit den Raf-Inhibitoren nahm die Phosphorylierung von
Ser2448 (bei gleichbleibendem mTOR Level) in INA-6 und MM.1S Zellen ab,
wodurch auf eine eingeschrankte Aktivitit von mTOR nach Pan-Raf-Blockade
geschlossen werden konnte (s. Abb. 18).

Auch die Phosphorylierung der p70S6 Kinase (p70S6K) veranderte sich durch diese
Behandlung. Bei p70S6K handelt es sich um eine Ser-/Thr-Proteinkinase
downstream von mTOR, deren Aktivierung zu erhdhter Phosphorylierung des
S6 Proteins, das einen Teil der 40S Untereinheit des eukaryotischen Ribosoms
bildet, fihrt. Durch Phosphorylierung von S6 wird die Translation eines Subsets von
MRNAs moduliert, das ribosomale Proteine und Elongationsfaktoren der Translation
kodiert.  Hierdurch  wird zusammen mit der Phosphorylierung des
Translationsrepressors 4E-BP1 durch mTOR, was die Dissoziation des Translations-
Initiationsfaktors elF4E von 4E-BP1 auslost, die Translation von mRNAs, mit
regulatorischen Elementen in der 5'-untranslatierten Region wie z.B. CyclinD1
eingeleitet. Somit kann die Progression durch die G1-Phase des Zellzyklus und
Zellwachstum gefordert werden [285-287],[270]. Die Aktivitat von p70S6K wird durch
Phosphorylierungen von Aminosauren in der katalytischen, der Linker- und der
Pseudosubstrat-Doméane reguliert. Die Phosphorylierung von Thr229 durch PDK1 in
der katalytischen Doméane und Thr389 in der Linker-Domane durch mTOR st kritisch
fur die Funktion der Kinase. Weitere Phosphorylierungsstellen wie Ser411, Thr421
und Ser424 finden sich in der Pseudosubstrat-Doméne und spielen ebenfalls eine
wichtige Rolle fur die Aktivierung [288-293]. Da die Phosphorylierung von p70S6K an
Thr398 einen Marker fur die Aktivitdt von mTORCL1 darstellt [294], lieferte die De-
Phosphorylierung dieser Phosphostelle nach Pan-Raf-Inhibition einen weiteren
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Hinweis auf einen Aktivitatsverlust von mTOR. Der spezifische Antikdrper gegen
Thr421/Serd424 p70S6K zeigte weiterhin an, dass auch an diesen Stellen die
Phosphorylierung durch die Pan-Raf-Inhibition abnahm. Dies stimmt mit bisherigen
Hypothesen, dass die Phosphorylierung von p70S6K an Thr421/Ser424 vom
Ras/Raf-Signalweg abhangt, Uberein [295]. Die De-Phosphorylierung von Thr389
und Thr421/424 lield auf eine stark verminderte Aktivitdt der p70S6K nach Pan-Raf-
Inhibition schliel3en.

Da der PI3K/mTOR-Signalweg weiterhin sowohl die Expression als auch die
Proteolyse (GSK-3B-abhéngig) von CyclinD kontrolliert [296-300], wurde das
Proteinlevel nach Pan-Raf-Inhibition von CyclinD1 (INA-6) bzw. CyclinD2 (MM.1S)
untersucht und eine Reduzierung des Levels festgestellt. CyclinD ist in die normale
Regulation des Zellzyklus involviert und spielt bei Neoplasien oft eine bedeutende
Rolle. In der G1l-Phase des Zellzyklus ist CyclinD zusammen mit seiner Cyclin-
abhangigen Kinase verantwortlich fir den Ubergang zur S-Phase durch
Phosphorylierung des Retinoblastoma—Proteins, Rb, welches anschlieRend
Transkriptionsfaktoren (E2F) freisetzt, die entscheidend fir die Initiation der DNA-
Replikation sind [301],[302]. Die Abnahme des CyclinD Levels steht in guter
Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus Melanomzellen mit mutiertem B-Raf, bei
denen die Herunterregulation aller drei Raf-Isoformen mit einer gesenkten CyclinD1
Expression verbunden war [303],[304].

Mit dem Verlust von CyclinD durch Pan-Raf-Inhibition ging auch eine Abnahme der
Phosphorylierung von Rb an der Phosphorylierungsstelle Ser807/811 einher (bei
ungefahr gleichbleibendem Niveau an Rb). Dieses Protein steuert den G1-S-
Kontrollpunkt des Zellzyklus und wird wahrend des Zyklus wechselweise
phosphoryliert und dephosphoryliert [305]. Wahrend der G1-Phase stellt die CyclinD-
abhangige Phosphorylierung von Rb an Ser795 den Ubergang vom
hypophosphoryliertem Zustand zu einem inaktivem, phosphoryliertem Zustand, der
durch Phosphorylierung von u.a. Ser807/811 aufrecht erhalten wird, dar.
Hypophosphoryliertes Rb unterdriickt die Transkription von Genen, die den
Zellzyklus regulieren durch direkte Protein-Protein-Wechselwirkung und durch die
Rekrutierung von Histon-Deacetylasen [306],[307]. Neben der Cyclin-vermittelten
Inaktivierung von Rb kann auch zumindest C-Raf als Antwort auf proliferative Signale
Rb effektiv phosphorylieren. Dies setzt eine direkte Bindung von C-Raf an Rb voraus
und ist von der Kinasefunktion von C-Raf abhéngig [152],[308-310], jedoch
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unabhéngig vom MEK/ERK Signalweg [309]. Fir Melanomzellen wurde bereits
gezeigt, dass Inhibitoren, die die Interaktion von C-Raf mit Rb hemmen, die
Phosphorylierung von Rb verhindern, wodurch die Zellzyklus-Progression gestort
wird [310],[311].

Interessanterweise fuihrten die Raf-Inhibitoren in den untersuchten Zelllinien auch zu
einer Abnahme des PDK1-Proteinlevels. Uber eine Wechselwirkung von Raf und
PDK1 ist bisher nichts bekannt geworden und der Mechanismus muss erst noch
aufgeklart werden. Moglicherweise kdnnte dieser Uber den Transkriptionsfaktor c-Jun
laufen, der die Transkription von PDK1 reguliert und dessen Inhibition die PDK1-
Expression in Melanomzellen reduziert [314]. Die Aktivitat von c-Jun kann
andererseits Uber Raf-Signaling reguliert werden [315], wobei Studien zeigen, dass
diese Aktivierung keine direkte Konsequenz einer ERK1/2-Aktivierung ist [316]. Zum
weiteren Nachweis der Beteiligung im Multiplen Myelom missten c-Jun spezifische
Antikorper nach Pan-Raf-und MEK-Inhibition im Western Blot verwendet werden.
AKT selbst zeigte nach Pan-Raf-Inhibition durch die Inhibitoren eine De-
Phosphorylierung an Serind73 und Threonin308 (bei gleichbleibendem AKT-
Proteinlevel), zwei fur die Aktivierung von AKT kritische Phosphorylierungsstellen (s.
Abb. 19). Dieser Versuch wurde nur an MM.1S-Zellen durchgefihrt, da INA-6 Zellen
kein im Western Blot nachweisbares p-AKT-Signal aufweisen. PDK1 wurde als die
Kinase, die Thr308 phosphoryliert beschrieben [313],[317], wahrend Ser473 von
MTOR phosphoryliert wird [298],[318] und einen Marker fir die Aktivitat von
MTORC2 darstellt [294]. Die Abnahme der Phosphorylierung an Ser473 und Thr308
nach Pan-Raf-Inhibition durch die Raf-Inhibitoren kdnnte direkt auf die verringerte
MTOR-Aktivitat bzw. Abnahme der PDK1 Expression zurlckzufihren sein. In
Experimenten mit Sorafenib (Multi-Kinase-Inhibitor, der u.a. Raf inhibiert) wurde eine

De-Phosphorylierung von AKT in der Literatur bereits aufgezeigt [319].

Zur Uberpriifung der durch die Raf-Inhibitoren gewonnenen Ergebnisse, wurden die
zuvor genannten Proteine auch nach gleichzeitigem Knockdown der drei Raf-
Isoformen untersucht, und es wurde gezeigt, dass die Level von PDK1, p-p70S6K,
CyclinD1 bzw. D2, p-Rb und p-AKT abnahmen (s. Abb. 20 und 21). Allerdings konnte
keine eindeutige Aussage zur Verdnderung des Phosphorylierungsgrades von
MTOR gemacht werden. Dies kodnnte daran gelegen haben, dass sich der
Wirkmechanismus von shRNAs von dem der Inhibitoren unterscheidet und der
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Knockdown technische Probleme mit sich brachte (langere Inkubationszeiten und
somit mdogliche gegenregulatorische Vorgange, Verbleiben von nicht-transfizierten
Zellen in der Kultur, etc.). Grundséatzlich wurden die Ergebnisse aus den Versuchen

mit den Inhibitoren jedoch durch die shRNA-Experimente bestatigt.

Die gefundenen Regulationen der mTOR-assoziierten Proteine nach Pan-Raf-
Blockade schienen im Multiplen Myelom jedoch nicht von dem MEK/ERK-Modul
abhéangig zu sein, da die Verwendung eines MEK-Inhibitors keinen Einflul3 auf die
untersuchten Proteinlevel zeigte (s. Abb. 22). Die Phosphorylierungsgrade von
MTOR, p70S6K und Rb bzw. die Proteinlevel von PDK1 und CyclinD1/2 ver&nderten
sich gegenuiber den Kontrollzellen nicht. Auch die von Niba und Kollegen [320]
gesehene De-Phosphorylierung von AKT an Ser473 und Thr308 nach Inkubation mit
einem MEK-Inhibitor konnte fir die MM Zellen nicht gezeigt werden (s. Abb. 23).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass durch die Pan-Raf-Inhibition im
Gegensatz zur MEK-Inhibition mTOR und mTOR-assoziierte, PI3K-abh&angige Gene
reguliert werden und somit eine potentielle Ko-Regulation der PI3K-abhéngigen
Signaltransduktion durch die Raf-Kinasen bestehen kdnnte. Somit wirde sich die
Pan-Raf-Inhibition auf einen zentralen Signalweg, der im MM wichtig fir das
Uberleben der Zellen ist und dessen Blockade Apoptose der Tumorzellen hervorruft,
auswirken [95],[96],[235]. Dies konnte die Induktion der Apoptose nach Pan-Raf-

Inhibition, nicht aber nach MEK-Inhibition in MM Zellen erklaren.

In der Literatur finden sich bereits zahlreiche Hinweise auf einen Crosstalk zwischen
dem Ras/Raf/MEK/ERK- und dem PI3K/PTEN/AKT/mTOR-Signalweg auf
verschiedenen Ebenen. So vermag AKT beispielsweise C-Raf direkt am Serin259 zu
phosphorylieren [321-323]. Der Crosstalk zwischen Raf- und PI3K/mTOR-Signalweg
kénnte eine potentielle Rolle bei der Modulation von Resistenzen der MM Zellen
gegen die Blockade eines einzelnen Signalweges spielen und legt eine simultane
Inhibition beider Signalwege nahe [324],[235]. Die Abschaltung nur eines dieser
Wege kann abhangig von upstream Mutationen sogar zur Aktivierung fihren. So
konnen Dbeispielsweise Raf-Inhibitoren in Zellen mit wildtypischem Raf in
Anwesenweit von mutiertem Ras zur Raf-Aktivierung fuhren und Rapamycin, ein

mMTOR-Inhibitor, kann die Aktivierung von AKT ausldsen. Die gleichzeitige Blockade
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beider Signalwege kodnnte sich somit in Hinblick auf Therapiemallnahmen als

wesentlich effektiver erweisen [324].

Um diese These weiter zu stiitzen, wurden in dieser Arbeit die Inhibitoren BYL-719
und BEZ235 verwendet. Wahrend BYL-719 nur PI3K inhibiert [325] handelt es sich
bei BEZ235 um einen neuen Inhibitor, der gleichzeitig PI3K und mTOR inhibiert. Er
hemmt das Wachstum von MM Zelllinien und primaren Zellen im nanomolaren
Bereich und induziert dariber hinaus Apoptose [326]. Diese Inhibitoren flhrten
erwartungsgemal zu einer Abnahme des p-AKT-Signals in MM.1S Zellen (s.
Abb. 25). Weiterhin zeigte sich eine Abnahme der Level von p-mTOR, p-p70S6K,
CyclinD und p-Rb (s. Abb. 24), wie es bereits in der Literatur beschrieben wurde
[270],[294],[326-334]. Auch nahm der Phosphorylierungsgrad von PDK1 an Serin241
ab, was auf eine verminderte Aktivitat von PDK1 nach PI3K-Inhibition hinwies. Die
Phosphorylierung dieser Phospho-Site im Aktivierungsloop durch
Autophosphorylierung ist notwendig fur die Aktivitat von PDK1 [335].

Um die Auswirkungen einer dualen Blockade von PI3K/mTOR und Pan-Raf zu
untersuchen, wurden zundchst Western Blots angefertigt, bei denen die Wirkung
einzelner Inhibitor-Konzentrationen mit der Wirkung der kombinierten
Konzentrationen verglichen wurde. Die einzelnen Konzentrationen von SB-590885
und BYL-719 bzw. BEZ235 wurden so eingestellt, dass sie weitgehend keinen
Einfluss auf die untersuchten Proteine hatten. AnschlieRend wurde die ermittelte
Grenzkonzentration von SB-590885 mit der Konzentration von BYL-719 bzw.
BEZ235 kombiniert (s. Abb. 26 und 27). Fur p-ERK1/2, p-mTOR, p-PDK1, p-p70S6K
(T421/S424), CyclinD, p-Rb und p-AKT konnte nachgewiesen werden, dass die
Kombination der Inhibitoren einen deutlich groBeren Effekt gegentber den
Einzelkonzentrationen erzielte. Somit fuhrten niedrige Konzentrationen der
Inhibitoren, die alleine kaum einen Effekt zeigten, in Kombination zu einer
Veranderung in der Expression wichtiger Signalmolekile und Zellzyklus-Proteine. Am
Beispiel von PDK1 liel3 sich ein weiterer vorteilhafter Effekt der gemeinsamen
Inhibition der Signalwege erkennen. Wahrend PI3K-Inhibition die Aktivitat von PDK1
minderte, wurde durch die Pan-Raf-Inhibition die Expression von PDK1 gesenkt, so

dass die Kombination aus beiden Inhibitoren zu einer umfassenden Blockade fiihrte.
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Der Effekt der gesteigerten Wirksamkeit bei Kombination der Inhibitoren liel3 sich
auch fur die Zellviabilitat von MM.1S und primaren Zellen nachweisen. Die
Einzelkonzentrationen fuhrten bei MM.1S lediglich zu einer Reduktion der
Zellviabilitdt um ca. 25 %, wahrend die Kombinationen zu einer Zelltod-Rate von tber
75 % fuhrten. Far die primaren Zellen fiel der Effekt weniger deutlich aus, doch auch
hier konnte das Uberleben der Zellen durch Kombination der Inhibitoren weiter
gesenkt werden (s. Abb. 28).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich, dass die Raf-Kinasen und
Raf-abhéangiges Signaling im MM eine wichtige Rolle spielen und dass zahlreiche
Raf-Funktionen nicht tber das MEK/EKR-Modul vermittelt werden. Die Inhibition von
Pan-Raf kdnnte eine neue, von Ras unabhangige, Therapiestrategie fur das MM
darstellen. Weiterhin besteht eine enge Kommunikation mit dem PI3K/AKT-
Signalweg, sodass keine linearen Signalwege, sondern vielmehr ein weitverzweigtes
Signalnetzwerk vorliegt, das zur Entstehung und Entwicklung des MM beitragt und
wichtig fir das Uberleben der Myelomzellen ist. Die gezeigte Effektivitat der
gemeinsamen Blockade des PI3K- und Raf-Signalweges legt nahe, dass es
downstream Zielstrukturen gibt, die durch beide aktivierte Signalwege reguliert
werden, so dass die Inhibierung nur eines Weges weniger effektiv ist. Diese
Strukturen kénnten Komponenten der Regulation der Apoptose, wie z.B. Bad [336]
und der Translation wie S6, 4E-BP1 [337] und p70S6K (wie in dieser Arbeit gezeigt)
sein. Die duale Inhibition von Komponenten des PI3K- und des Raf-Signaling-Moduls
kénnte eine vielversprechende therapeutische Option darstellen, insbesondere fur
Ras-mutierte  Tumore mit einer bekanntermafl3en schlechteren Prognose, da
mutiertes Ras einen gemeinsamen upstream Effektor fiir diese Signalwege bildet.
Kompensatorische Gegenregulationen, die durch Crosstalk bei Einzelinhibition zu
Kompliaktionen fuhren, kénnten so effektiv vermieden werden [235]. Weiterhin kann
es bei der Inhibition nur einer Zielstruktur leicht zur Resistenzbildung durch z.B.
Gate-keeper Mutationen kommen [338],[339]. Da bei der wirksameren Kombination
der Medikamente im Vergleich zur Einzelbehandlung die aktiven Konzentrationen
gesenkt werden konnen, lassen sich méglicherweise Nebeneffekte der Behandlung
abmildern und somit die Lebensqualitat der Patienten steigern. Die Zahl der
praklinischen und klinischen Studien, die die duale Ras/Raf/MAPK und PI3K/Akt
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Inhibition untersuchen, zeigt einen zunehmenden Trend, diese Kombination

anzuwenden, um wirkungsvollere und nachhaltigere Effekte zu erzielen [340],[341].
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6 Zusammenfassung

Das Multiple Myelom (MM) ist eine durch monoklonale Vermehrung terminal
differenzierter  Antikdrper-produzierender B-Lymphozyten (Plasmazellen) im
Knochenmark charakterisierte maligne Krankheit, die sich v.a. in osteolytischen
Knochendestruktionen, hamatopoetischer und Niereninsuffizienz aufRert. Verbesserte
Therapieansatze wie die Hochdosis-Chemotherapie mit Melphalan und
anschlielender autologer Stammzelltransplantation sowie die Einfihrung neuer
pharmakologischer Substanzklassen (Proteasom-Inhibitoren, Cereblon-bindende
Thalidomidderivate) fuhrten zu einer Verlangerung der durchschnittlichen
Uberlebenszeit, fir die meisten der Patienten ist die Erkrankung jedoch derzeit
unheilbar. Die Erforschung neuer potenzieller therapeutischer Angriffspunkte auf
Grund pathobiologischer Erkenntnisse bleibt daher unabdingbar. Ein Ansatz zur
Verbesserung des Verstandnisses der Pathogenese ist die funktionelle, molekulare
und genetische Analyse des Signalnetzwerkes im MM. Im Zusammenhang mit
diesem Konzept wurde entdeckt, dass wachstums-regulierende Signalwege in
MM Zellen aktiviert oder dereguliert sind und zum Uberleben und der Proliferation
des Tumors beitragen. So konnte beispielsweise von unserer Arbeitsgruppe bereits
gezeigt werden, dass onkogenes Ras essentiell zum Uberleben der MM Zellen
beitrdgt. Da Ras derzeit mangels spezifischer Inhibitoren pharmakologisch nicht
angreifbar ist, stellen weitere funktionelle Bestandteile des Signalweges eine
potenzielle therapeutische Zielstruktur dar. Wahrend die Blockade von MEK1/2 in
MM Zellen keinen Einfluss auf das Uberleben hatte, konnte durch die Blockade von
Raf in ersten Tests unserer Arbeitsgruppe Apoptose hervorgerufen werden. Aus
diesem Grund habe ich in der vorliegenden Arbeit zur Evaluation eines neuen
Therapieansatzes die Rolle der Raf-abhangigen Signaltransduktion eingehend
untersucht. Als Grundlage diente dabei die Hypothese, dass die Raf-Kinasen
entscheidende Effektoren der durch onkogenes Ras vermittelten apoptotischen
Effekte darstellen. In einem ersten Schritt konnte ich nachweisen, dass alle drei Raf-
Isoformen (A-, B- und C-Raf) in humanen MM Zelllinien und in primaren MM Zellen
aktiviert sind. Mittels shRNA-vermittelter, Isoform-spezifischer Raf-Knockdown-
Experimente konnte ich zeigen, dass nur ein simultaner Knockdown aller Isoformen,

d.h. ein Pan-Raf-Knockdown, zu einer De-Phosphorylierung von MEK1/2 und
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ERKZ1/2 fuhrte. Dieser Versuch lief3 sich mittels pharmakologischer Raf-Inhibition, bei
der ebenfalls nur eine Pan-Raf-Blockade zu einer Herunterregulation von MEK1/2
und ERK1/2 in MM Zellen fihrte, bestatigen. Das MEK/ERK-Modul stellte somit
einen hervorragenden Surrogat- und Biomarker fir die Pan-Raf-Aktivitdt dar. Im
Gegensatz zur Blockade des MEK/ERK-Moduls fuhrte eine Hemmung der Pan-Raf-
Aktivitat mittels shRNA oder pharmakologischer Inhibitoren in allen untersuchten
Zelllinien und in der Mehrheit der primaren MM Zellen zu einer starken Induktion von
Apoptose. Da das Ansprechen auf eine Pan-Raf-Blockade nicht mit dem Ras-
Mutationsstatus korrelierte, konnten die Raf-Kinasen eine von onkogenem Ras
unabhéngie Qualitat als therapeutische Zielstruktur aufweisen. Zur Untersuchung
mdoglicher MEK/ERK-unabhangiger Effektormechanismen der Pan-Raf-Inhibition
habe ich die mRNA-basierten Genexpressionsprofile von INA-6 Zellen nach
pharmakologischer Pan-Raf- oder MEK-Inhibition verglichen. Dabei fuhrte die Pan-
Raf-Inhibition zu einer Regulation von wesentlich mehr Genen, wobei sich auch die
Art der regulierten Gene unterschied, darunter Gene mit tumorrelevanten Funktionen
wie Regulation von Proliferation, Zellzyklus und Apoptose. Fiur eine dieser
Gengruppen, die Gruppe der PI3K-abhangigen, mTOR-assoziierten Gene, konnte ich
eine Regulation auch auf der Proteinebene nachweisen: die Phosphorylierungen von
MTOR, p70S6K, Rb und AKT und die Expression von CyclinD1 und PDK1 waren
nach Pan-Raf-Inhibition, nicht jedoch nach MEK-Blockade herunterreguliert. Dieses
Ergebnis deutet auf eine Ko-Regulation der PI3K-abhéngigen Signaltransduktion
durch die Raf-kinasen hin. Mittels spezifischer PI3K-Inhibitoren lie3 sich sowohl bei
der Regulation der untersuchten Proteine als auch bei der Induktion von Apoptose
eine deutliche Verstarkung der Pan-Raf-Inhibition in HMZL und in primaren Zellen
erzielen. Zusammengefasst zeigt diese Arbeit, dass die Pan-Raf-Blockade eine neue
Therapiemoglichkeit darstellt, die durch Kombination mit einer PISK/AKT-Inhibition

noch verstarkt werden kann.
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Summary

Multiple Myeloma (MM) is a malignant disease which is characterized by monoclonal
expansion of terminally differentiated, antibody-producing B-lymphocytes (plasma
cells) and results mostly in bone lesions, haematopoietic and renal insufficiency.
Improved therapeutic approaches like high-dose melphalan chemotherapy followed
by autologous stem-cell transplantation and the introduction of new pharmacological
compounds (proteasome inhibitors, cereblon-binding Thalidomide derivates)
increased the mean survival time. Nevertheless, the disease remains incurable for
most of the patients. Therefore, the exploration of new potential therapeutical targets
based on pathobiologic insights becomes vital. One approach to improve the
understanding of the pathogenesis is to analyze functionally, molecularly and
genetically the signaling network in MM. In the context of this concept, it was
discovered, that growth-regulating pathways are activated or deregulated in MM cells
and contribute to tumor survival and proliferation. Our working group could already
proof that oncogenic Ras is crucial for cell survival. Since Ras itself does not yet
represent a druggable target, therapeutical approaches should aim at other functional
parts of the pathway. While blocking of MEK1/2 has no influence on MM cell survival,
early reports of our working group showed that inhibiting Raf induced apoptosis. For
this reason | investigated the role of Raf-dependent signaling in order to evaluate a
new therapeutic approach. This was based on the hypothesis that Raf kinases act as
important effectors for the apoptotic effects of oncogenic Ras. As a first step, | could
prove, that all three Raf isoforms (A-, B- and C-Raf) are activated in human MM cell
lines and in primary MM cells. By using of shRNA-mediated, isoform-specific Raf
knockdown experiments | could reveal that only the simultaneous knockdown of all
three isoforms, i.e. a Pan-Raf knockdown, led to de-phosphorylation of MEK1/2 and
ERK1/2. Also pharmacological Raf inhibition showed that only Pan-Raf blockage
decreases the phosphorylation of MEK1/2 and ERK1/2 and thereby confirmed the
knockdown experiment. These experiments also proved that the MEK/ERK module is
a strong surrogate and biomarker for Pan-Raf activity. Contrary to inhibiting the
MEK/ERK module the inhibition of Pan-Raf activity by shRNAs or pharmacological
inhibitors led on to a strong induction of apoptosis in the tested cell lines and in the

majority of primary cells. Since the response to Pan-Raf inhibition did not correlate
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with Ras mutational status, the Raf kinases could probably represent a Ras-
independent therapeutical target of high quality. In order to decode possible
MEK/ERK-independent effector mechanisms | compared the mRNA-based gene
expression profiles of INA-6 cells after pharmacological inhibition of Pan-Raf or MEK.
Pan-Raf inhibition led to the regulation of a greater number of genes, taking into
account that the character of the regulated genes also varied. This included genes
with functions relevant for tumors like regulation of proliferation, cell cycle and
apoptosis. For one of these groups, the PI3K-dependent, mTOR-associated genes, |
could show the regulation on the level of the proteins: phosporylation of mTOR,
p70S6K, Rb and AKT as well es the expression of cyclinD1 and PDK1 decreased
after Pan-Raf inhibition, but not after MEK inhibition. This result suggests a
co-regulation of the PI3K-dependent signal transduction by Raf kinases. In summary,
this thesis presents a rationale for Pan-Raf inhibition as a new therapeutical option,

which can be enhanced by combination with PISK/AKT-inhibition.
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