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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Klinik des multiplen Myeloms

1.1.1 Definition

Das Multiple Myelom (MM) ist eine maligne hamatologische Erkrankung, die nach
der WHO-Klassifikation den indolenten (niedrig-malignen) B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphomen zugeordnet wird (1). Die klonale Expansion terminal differenzierter,
Antikorper-sezernierender B-Zellen (Plasmazellen) im Knochenmark verdrangt die

normale Hamatopoese und ist fur das MM charakteristisch.

1.1.2 Epidemiologie und Atiologie

Mit einer jahrlichen Inzidenz von bis zu sechs Neuerkrankungen/100.000 Einwohnern
ist das MM, nach den Non-Hodgkin-Lymphomen, die zweithaufigste hamatologische
Neoplasie (2, 3). So bilden MM ca. 10 % aller hamatologischen Neoplasien und 1 %
aller Krebserkrankungen. Abhangig vom Stadium bei Erstdiagnose fuhrt unbehandelt
die Erkrankung nach 4 bis11 Monaten zum Tod. Beim MM handelt es sich um eine
Krankheit, die meist im hoheren Lebensalter auftritt (Haufigkeitsgipfel zwischen dem
60. und 70. Lebensjahr, nur 2 % der Patienten sind bei Diagnosestellung jlinger als
40 Jahre) (4). Manner sind etwas haufiger betroffen als Frauen (Verhaltnis von
Mannern zu Frauen etwa 4:3). Weiterhin sind, bezogen auf die US-Bevdlkerung,
Afroamerikaner etwa doppelt so haufig erkrankt wie weille US-Amerikaner (5). Als
weiterer akzeptierter Risikofaktor gilt eine genetische Pradisposition (positive
Familiengeschichte), da familidare Haufungen aber selten vorkommen, ist auch dieser
Faktor umstritten (6, 7). Die Ursachen der Erkrankung sind weitgehend unklar. In
friheren Studien wurden chemische Agenzien (Pestizide und Haarfarbemittel), sowie
ionisierende Strahlen als Risikofaktoren untersucht, ebenso gilt eine erhdhte
Erkrankungsgefahr  fur  Arbeiter, die einer Exposition von  Benzin,
Hartmetallverbindungen, Schneid- und Mineraldlschmiermitteln o0.a. ausgesetzt sind
(8-10).
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Dem MM kann die asymptomatische Vorstufe, die Monoklonale Gammopathie
unklarer Signifikanz (MGUS), voraus gehen. Die Inzidenz des MGUS steigt bei
héherem Lebensalter an, sie liegt bei 1 - 3 % bei >50 Jahre und 5 % bei >70 Jahre
(11). Durch die fehlende Symptomatik wird das MGUS meist nur per Zufall entdeckt
und so ist moglicherweise deswegen die Transformationsrate zum MM, mit 1 % pro
Jahr, relativ gering. Eine Langzeitstudie zeigte aber, dass sich die kumulative
Wahrscheinlichkeit einer Transformation auf 12 % nach 10 Jahren bzw. 25 % nach
20 Jahren, erhoht (12, 13).

1.1.3 Symptome und Diagnostik

Durch die Expansion der malignen Plasmazellen im Knochenmark wird die normale
Hamatopoese verdrangt und es entwickelt sich eine hamatopoetischen Insuffizienz.
Die Folgen sind Anamie, welche zu einer physischen Abgeschlagenheit (Fatigue)
fuhrt sowie  Leukozytopenie  (mit  gesteigerter Infektanfalligkeit) und
Thrombozytopenie (erhdhte Blutungsneigung). Weiterhin fuhrt die Ausbreitung der
MM-Zellen im Knochenmark zu einer Hemmung von Osteoblasten und einer
Aktivierung von Osteoklasten (14). Diese Verschiebung des Gleichgewichts
zwischen knochenaufbauendem und knochenabbauendem System fuhrt zur
osteolytischen Knochendestruktion mit erhohtem Frakturrisiko. Das aus den Knochen
freigesetzte Kalzium fuhrt bei einem Drittel der Patienten zu einer Kklinisch
manifestierten Hyperkalzamie (15, 16). Durch die Ubermalige Produktion
monoklonaler Immunglobuline steigt die Proteinkonzentration im Serum und es kann
ein Hyperviskositatssyndrom (Erhdhung der Viskositat des Blutes) auftreten (17).
Eine weitere mdogliche Folge der monoklonalen Gammopathie ist eine
Beeintrachtigung der Nierenfunktion. Die Nierentubuli werden hauptsachlich durch
die Ausscheidung der Paraproteine geschadigt. Die erhdhte Kalziumausscheidung
begunstigt zusatzlich diesen Defekt (18). Die Diagnose des MM erfolgt Uber den
Nachweis der monoklonalen Immunglobuline im Blut und Urin sowie uUber den
Nachweis der Knochenlasionen durch bildgebende Verfahren. Weiterhin kann durch
eine Knochenmarkuntersuchung eine erhdohte Anzahl von Plasmazellen im
Knochenmark festgestellt werden. Diese Krankheitsmanifestationen wurden 2003

von der International Myeloma Working Group als die so genannten ,CRAB-
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Kriterien® zusammengefasst (13). CRAB leitet sich aus den englischen Wortern
.hypercalcemia”, ,renal insufficiency”, ,anemia“und ,bone lesions“ab. Die Erfullung
eines der Kriterien ist als Behandlungsindikation ausreichend. Die Einteilung der
Erkrankung in Stadien wurde 1975 von Salmon und Durie definiert (siehe Tabelle
1)(19). Die klinischen Parameter erlauben eine Einschatzung der prasenten

Tumorlast, eine Prognose fur den Patienten ist aber nur begrenzt maoglich.

Stadien | 1| 1]

Kriterien ist erfiillt:
*Hamoglobin > 10 g/dI

*Serumkalzium normal *Hamoglobin < 8,5 g/dI

*Normale Knochenstruktur oder nur ein *Serumkalzium erhéht

solitarer Herd (Rontgen) fortgeschrittene Knochenlasionen
*Niedrige Myelomproteinkonzentration: *hohe Myelomproteinkonzentration:
IgG < 5 g/di IgG > 7 g/dl

IgA < 3 g/dl IgA > 5 g/dI

Leichtketten im Urin <4 g/24 h Leichtketten im Urin > 12 g/24h

Kriterien | Alle folgenden Kriterien sind erfiillt: | Weder | noch lli Mindestens eines der folgenden

Tabelle 1: Stadieneinteilung des Multiplen Myeloms nach Salmon und Durie (19): Ein
weiteres Kriterium ist die normale Nierenfunktion (Zusatzbezeichnung A) und (B) eine
eingeschrankte Nierenfunktion mit Serumkreatinin > 2 mg/dl. Eine Therapieindikation besteht
ab Stadium II.

Daher wurde 2005 von der International Myeloma Working Group ein alternatives
Internationales Staging System (ISS) eingefuhrt. Unter ausschliel3licher Betrachtung
des Serumalbumins und des p2-Mikroglobulins im Serum, werden die Patienten in

drei prognostische Subgruppen eingeteilt (siehe Tabelle 2) (20).

Stadien | | ]!
Kriterien p2-Mikroglobulin < 3,5 mg/l und Weder I noch lll | g2_Mikroglobulin = 5,5 mg/I
Albumin = 3,5 g/dI
Medianes | 62 Monate 44 Monate 29 Monate
Uberleben

Tabelle 2: Internationales Staging System (ISS) fiir das Multiple Myelom: Die
Serumalbumin- und p2-Mikroglobulin-Konzentration im Serum wird als therapieunabhangiger
prognostischer Index verwendet.

1.1.4 Therapie und Prognose

Das MM zahlt bis heute zu den weitgehend unheilbaren Krankheiten. Durch eine

Behandlung soll der maligne Klon zurickgedrangt werden und eine Verlangerung
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des Uberlebens erreicht werden. Weiterhin kann eine optimale supportive Therapie
helfen die Symptomatik und damit die Lebensqualitat zu verbessern. Die initiale
Behandlung eines symptomatischen Myelompatienten soll zu einer raschen
Krankheitskontrolle und die Normalisierung myelombedingter Komplikationen, wie
Nierenfunktionsstorung, Hyperkalzamie oder Anamie fuhren (21). Eine Therapie wird
erst bei auftretenden Krankheitssymptomen erforderlich (CRAB-Kriterien) (19). Ohne
Behandlung liegt das durchschnittliche Uberleben bei 4-11 Monaten (22). Bei
konventioneller Chemotherapie wird das Alkylanz Melphalan mit dem Glukokortikoid
Prednison kombiniert, wodurch sich die Lebenserwartung auf ca. 3 Jahre erhdht (23).
Ist es auf Grund des Gesundheitszustandes des Patienten moglich, wird als
Erstlinientherapie eine hoch dosierte Gabe von Melphalan mit folgender autologer
Stammzelltransplantation durchgefuhrt. Durch diese Behandlung wird ein medianes
Uberleben von 5-6 Jahre erreicht (24-26).

Erweitert wird das Therapiespektrum durch neuere Substanzen, wie z.B. Lenalidomid
und Thalidomid, die beide zur Stoffklasse der immunmodulatorischen Derivate
(IMiDs) gehoren. Der genaue Wirkmechanismus ist noch unbekannt, jedoch scheint
das Zusammenspiel komplexer immunologischer Vorgange fur den Therapieerfolg
verantwortlich zu sein. So beobachtet man eine verringerte Zytokinsekretion und
Angiogenese (27, 28), sowie eine Stimulation von T-Zellen und naturlichen
Killerzellen (29-31). Der Proteasom-Inhibitor Bortezomib ist eine der aktivsten
neueren Anti-Myelom-Substanzen. MM-Zellen zeichnen sich durch die exzessive
Sekretion monoklonaler Immunglobuline aus. Die standige Produktion neuer,
ungefalteter oder auch milgefalteter Proteine erfordert eine hohe Aktivitat des
endoplasmatischen Retikulums (ER) und der ,unfolded protein response” (UPR) (32).
Dies ist eine andauernde Stress-Situation fur die Zellen, die aber fiir das Uberleben
der MM-Zellen unabdingbar ist. Das ER/UPR-System ist fur die Protein-Homdostase
essenziell und soll eine ,Uberladung“ der Zelle mit Proteinen verhindern (33).
Weiterhin wird hierflr auch die gezielte Degradation der Proteine bendtigt, was durch
die Funktion des Proteasoms erreicht wird. Durch die Behandlung der MM-Zellen mit
einem Proteasom-Inhibitor wird der Abbau der Proteine verhindert und es kommt zu
einer Akkumulation dieser in der Zelle. Dieser entartete Zustand ist fur das ER/UPR-
System nicht mehr zu bewaltigen und der Zelltod wird eingeleitet (34). Da
insbesondere MM-Zellen ein funktionsfahiges ER/UPR-System bendtigen, wird der

zytotoxische Effekt von Bortezomib moglicherweise auch durch die Destruktion der

4
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Protein-Homdostase erzielt (32, 35). Weiterhin werden im Allgemeinen durch die
Blockade des Proteasoms Proteolyse-Prozesse gestort, daruber hinaus sind aber
auch weitere Wirkmechanismen beschrieben (36). Sie beinhalten die Inaktivierung
des Nuklearen Faktors kappa-B (NFxB), die Stabilisation von Zellzyklus-Proteinen
(p21, p27, p53), die Hemmunng von intrazellularen Signalkaskaden und die
Unterstitzung von pro-apoptotische Signalwegen (37, 38). Kombinations- oder
Monotherapien mit diesen neueren Substanzen sind hoffnungsvoll, werden zurzeit
aber noch untersucht (39, 40).

Die Entwicklung neuer Substanzen hat die Myelomtherapie voran gebracht, jedoch
kann nicht jeder Patient von diesen Therapieoptionen profitieren. Erstrebenswert ist
die Aufklarung der molekularen Pathogenese des MM um neue, zielgerichtete
Therapien entwickeln zu kdnnen. Damit konnten dosislimitierende Nebenwirkungen
reduziert werden, wodurch sich die Aussicht auf die bessere Wirksamkeit der

Therapie erhoht.

1.2 Pathogenese des multiplen Myeloms

1.2.1 Die physiologische Entwicklung von Plasmazellen

B-Zellen entwickeln sich aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen Uber
mehrere Stufen von der pra-B-Zelle bis zur AntikOrper-sezernierenden Plasmazelle
(siehe Abbildung 1). Die frihe Reifungsphase findet im Knochenmark statt. Hier
kommt es bereits zur so genannten VDJ-Rekombination: um eine Antikorpervielfalt
zu erreichen werden die Gensegmente, die fur die variablen Regionen der schweren
(IgH, heavy) und leichten (IgL, light) Immunglobulinketten kodieren, neu arrangiert.
Nach der Rekombination wandern die B-Zellen in den Lymphknoten, wo sie nach
Antigenkontakt im Keimzentrum zu Lymphoblasten differenzieren. Ein Teil der
Lymphoblasten wird zu kurzlebigen Plasmazellen. Der andere Teil der
Lymphoblasten wandert in das Keimzentrum der Lymphfollikel, wo es zu einer
somatischen Hypermutation kommt. Bei der somatischen Hypermutation werden in
die antigenbindendene Bereiche der Immunglobulingene Mutationen (vorzugsweise
Punktmutationen) eingefuhrt (41). Dies erhoht die Affinitat der Antikbrper gegenlber

ihren Antigenen. Uber die Keimzentrumsselektion werden hochaffine B-
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Lymphozyten klonal selektioniert. Diese so genannten Keimzentrums-B-Zellen
differenzieren sich entweder zu B-Gedachtniszellen oder Post-Keimzentrums-B-
Zellen. Die B-Zellen stellen ihre Produktion von IgM auf IgG, IgD, IgE oder IgA um
(IgH Switch). Die Post-Keimzentrums-B-Zellen, die einen IgH-Switch vollzogen

haben, wandern zuriick in das Knochenmark und differenzieren sich hier terminal zu

Plasmazellen (42,
43).
Knochenmark 14G IgE
IgM IgA IgD
Langlebige
&) unreife B-Zelle Plasmazelle

Rekombination

pro B-Zelle

Lymphknoten l IgM
reife B-Zelle @

Antigenkontaktl
IgM

)/ Somatische Hypermutation

Antigenselektion
/ Lymphoblast

Kurzlebige Plasmazelle

IgH-Switch

B-Gedéchtniszelle .
Keimzentrum

Keimzentrums
B-Zelle

Abbildung 1: Die normale B-Zell-Entwicklung: Im Knochenmark entstehen aus
pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen Pro-B-Zellen, die sich durch genetische
Umstrukturierungen (VDJ-Rekombination) zu unreifen B-Zellen entwickeln und in den
Lymphknoten einwandern. Durch den Antigen-Kontakt kommt es hier zur Entwicklung von
Lymphoblasten. Ein Teil durchlauft die somatische Hypermutation der Ig-Gene und wird im
Keimzentrum positiv auf die Erkennung von Antigenen selektioniert. Dabei entstehen
Keimzentrums-B-Zellen, die sich entweder zu B-Gedachtniszellen oder Post-Keimzentrums-
B-Zellen differenzieren. Letztere vollziehen den Ig-Klassenwechsel (IgH-Switch) und
wandern zurlck in das Knochenmark, wo sie sich zu langlebigen, Ig-sezernierenden
Plasmazellen terminal differenzieren (modifiziert nach Kuehl und Bergsagel 2002).
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1.2.2 Das Mehrstufenmodell der Pathogenese des Multiplen Myeloms

Die onkogene Transformation, ausgehend von der Post-Keimzentrums-B-Zelle bis
hin zum symptomatischen Myelom, verlauft als mehrstufiger Prozess. Das Myelom
entwickelt sich Uber die asymptomatische Vorstufe der Monoklonalen Gammopathie
unklarer Signifikanz (MGUS) bis zum progressiven intra- oder extramedullaren
Myelom. Bei der Endstufe erfolgt eine extramedullare Manifestation als
Plasmazellleukamie oder einer Organinfiltration (43). Dieser Prozess wird durch die
schrittweise Akkumulation genetischer Lasionen angetrieben (zusammengefasst in
Abb. 2) (44). FrUhe genetische Veranderungen (verantwortlich fir die Entwicklung
des MGUS) sind chromosomale Translokationen im Bereich der Immunglobulin-
switch-Region des Chromosoms 14. Dies fuhrt dazu, dass ein Onkogen unter die
Kontrolle eines Ig-Enhancer-Gens gestellt wird und somit seine Expression
dereguliert ist. Als haufiger Translokationspartner wurden die Chromosome 4 (4p16;
FGFR3/MMSET), 6 (6p21; Cyclin D3), 11 (11q13; Cyclin D1), 16 (16q23; c-MAF) und
20 (20p11; MAFB) identifiziert (45, 46). Die haufigste genetische Veranderung (bis
55 %) betrifft die monoallelische Deletion des Chromosoms 13 (47). Der Verlust des
Chromosomes 13 filhrt zu einer Uberexpression zahlreicher Zellzyklusgenen. Diese
erhdhte Expression erzielt einen Uberlebensvorteil der malignen Zellen und es wird
vermutet, dass dies die schlechte Prognose des Patienten begrindet (48, 49). Fur
Patienten die aber mit neuen Substanzen behandelt werden, scheint die Deletion
nicht mehr prognostisch relevant zu sein (50, 51).

Die Krankheitsprogression wird durch sekundare genetische Veranderungen
(Translokationen und Mutationen) eingeleitet. Wenn die betroffenen DNA-Segmente
Onkogene oder Tumorsuppressorgene enthalten, wird auf diese Weise die
Progression des Myeloms angetrieben (52, 53). So fuhrt die Deregulation des
Onkogens MYC durch karyotypische Abnormalitaten sowie die Aktivierung von N-/K-
RAS und FGFR3 durch Mutationen, zu einer erhohten Proliferation der Myelomzellen
(54, 55). Ebenso fuhren Mutationen oder Deletionen von Tumor-Suppresor-Genen
(z.B. TP53, RB1 und PTEN) sowie Mutationen in den Cyklin-abhangigen Kinasen
CDKNZ2A und CDKN2C zu einem Verlust ihrer Funktion (53). Da transformierte
Myelomzellen haufig genetisch instabil sind, kann es daruber hinaus durch DNA-
Verluste oder Zugewinne zu veranderten Kopienzahl der Gene kommen (56).

Weitere genetische Unregelmalligkeiten umfassen epigenetische Modifikationen,
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wie DNA Hyper- oder Hypomethylationen oder Veranderungen der microRNA-
Expressionen (57-59). Die genannten genetischen Aberrationen beeinflussen auch
die Signaltransduktion der Myelomzellen. Bei entsprechenden Mutationen (z.B. N-/K-
RAS, NFkB, PTEN) kann es zu einer konstitutiven Aktivierung von intrinisischen

Signalwegen, unabhangig von der Knochenmark-Mikromilieu, kommen (siehe Kapitel
1.2.3) (53, 60, 61).

Langlebige Plasmazelle

Proliferationszunahme

1

Keimzentrum
B-Zelle

xtramedullares
Myelom

primare Ig Sekundare
Translokationen Ilg Translokationen

Aktivierende Mutationen
N/K-RAS — = === —mm——  — == === -

TP53 Mutationen
MYC Deregulation

Abbildung 2: Molekulare Pathogenese des Multiplen Myeloms: Frihe genetische
Veranderungen, die zur Vorstufe MGUS oder Smouldering Myeloma fuhren, sind IgH
Translokationen und die Deletionen von 13q. Aktivierende Mutationen von N-/K-RAS pragen
den Ubergang zum symptomatischen Myelom. Spatere Stadien, die assoziiert sind mit
starker Proliferation der Myelomzellen, sind durch MYC Deregulationen und TP53
Mutationen charakterisiert (modifiziert nach Kuehl und Bergsagel 2002).

1.2.3 Das onkogene Signalnetzwerk im Multiplen Myelom

Bis zu einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium sind die malignen Plasmazellen im
Knochenmark eingebettet und somit in einer stetigen Interaktion mit dem

Knochenmark-Mikromillieu. In diesem Stadium (sog. intramedullares Myelom) sind
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die Myelomzellen abhangig von den Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren (z.B. IL-6, IGF-1, VEGF), die von den Zellen des Knochenmarks
sezerniert werden (62, 63). Das aberrant aktivierte Signalnetzwerk ist
charakteristisch fiir die Proliferation und das Uberleben der Myelomzellen. Dabei
konnen die Signalwege uber die Bindung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren an
ihren entsprechenden Rezeptoren oder durch genetische Lasionen angeregt werden.
(siehe Abbildung 3).

Beim Fortschreiten der Erkrankung werden die Uberlebensnotwendigen Signalwege
unabhangig vom Knochenmark-Mikromilieu aktiviert und die Zellen konnen daraufhin
das Knochenmark verlassen (extramedullares Myelom). Eines der ersten und am
besten untersuchten Zytokine ist das Interleukin-6 (IL-6). Als Ligand bindet es an den
membranstandigen IL-6-Rezeptor und vermittelt Uber die Phoshorylierung des ,,signal
transducer and activator of transcription 3“ (STAT3), durch die Janus-Kinase 1 (JAK),
die Aktivierung des JAK/STAT3-Signalwegs. In in vitro Untersuchungen konnte durch
eine IL-6-Blockade Apoptose in MM-Zelllinien induziert werden (64, 65). Obwohl 50
% der primaren Myelome eine Aktivierung von STAT3 aufweisen, ist dies aber nicht
zwingend notwendig fur das Uberleben der Myelomzellen (65). So konnte eine
klinische Studie mit einem IL-6-hemmenden Antikdrper kein klinisches Ansprechen
auf die Behandlung erzielen (66). Ubereinstimmend zu diesen Resultaten konnte
gezeigt werden, dass eine IL-6-Blockade bei MM-Zellen, die mit Knochenmark-
Stromazellen (KMSZ) ko-kultivert werden, keine Auswirkungen auf das Uberleben
der MM-Zellen hat (64). Dieses Ergebnis zeigte auf, dass das Knochenmark-
Mikromilieu IL-6-unabhangig weitere Uberlebensfordernde Signalwege aktiviert. Einer
dieser Uberlebensnotwendigen Signalwege ist der ,RAS/mitogen-associated protein
kinase-“ (Ras/MAPK) Signalweg. Neben der Aktivierung durch das Knochemark-
Mikromilieu kann dieser Signalweg auch durch Mutationen von RAS direkt aktiviert
werden. RAS-Mutationen sind relativ haufig im MM vorhanden (25-50 %) (53, 54).
Liegt eine Mutation vor, so sind die MM-Zellen stark abhangig von der Aktivitat des
Signalweges (67). Weitere Signalwege, die durch Adhasionsignale der KMSZ und
durch genetische Lasionen stimuliert werden konnen, ist einerseits der
.phosphatidyl/inositol3-kinase/Akt-“ (PI3K/Akt) Signalweg (68-70) und andererseits
der ,nuclear factor-kappa B*-(NFxB) Signalweg (60, 61, 67, 71). Im Gegensatz zu
dem RAS-Signalweg ist PI3K selten im MM mutiert (72). Jedoch ist in 50 % der

primaren MM das downstream-agierende AKT phosphoryliert und somit aktiviert. Im
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Gegensatz zur Aktivierung von STAT3, ist AKT substanziell fir das Uberleben der
Myelomzellen (73). Durch genetische und epigenetische Modifikationen im
kanonischen und nicht-kanonischen NFkB-Signalwegs, kann es zu einer
konstitutiven Aktivierung von NF«B in primaren MM-Zellen kommen. Das Uberleben
dieser Zellen ist dann abhangig von der Aktivitdt des Signalwegs und so fuhrt die
Inhibition von NFxB zur Induktion von Apoptose (65, 74). An dieser Stelle muss
erwahnt werden, dass die Aktivierung der genannten Signalwege keinesfalls allein
linear stattfindet, sondern es gleichermal3en zu Kreuz-Aktivierungen der Signalwege
kommt (siehe Abbildung 3).

Knochenmark-Mikromilieu

Zytokine, Chemokine Wachstumsfaktoren

R

Uberleben
Proliferation
Transformation
Zell-Migration

Abbildung 3: Das onkogene Signalnetzwerk im Multiplen Myeloms: Dies ist eine
vereinfachte Darstellung des komplexen Zusammenspiels verschiedener Signalwege, die die
Uberlebens- und Apoptosesignale in den MM-Zellen vermitteln. Die gestrichelten Pfeile
stehen fur hypothetische Verbindungen.

Der unterschiedliche genetische Hintergrund der MM-Zellen macht eine
Generalisierung der Bedeutung um einzelne Signalwegskomponenten schwierig,
ermdoglicht aber eine Einteilung der MM in Subgruppen. So konnte zum Beispiel
gezeigt werden, dass eine Einteilung in AKT positive und negative MM-Falle (73) und

z.B. der RAS-Status im MM therapeutisch relevante Parameter sein kbnnen (67).
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Zusammenfassend kann aber gesagt werden, dass das Zusammenspiel
verschiedener onkogener Signalwege das Uberleben und die Entwicklung der

Myelomzellen propagiert.

1.3 Der Hitzeschock-Transkriptionsfaktor 1 (HSF1)

1.3.1 Einleitung

Den Grundstein der Hitzeschock-Forschung legte Ferruccio Ritossa 1962. Er
beobachtete, dass Temperaturerhdhungen die so genannten ,Puff-Regionen® in den
Chromosomen der Drosophila Larve aktivieren und zu einer gesteigerten
Proteinexpression fuhren. AnschlieBende Studien zu den induzierten RNAs fuhrten
zu der Isolation und Charakterisierung der Hitzeschock-Protein (hsp)-Gene und des
hsf1-Gens aus Saccharomyces cerevisiae (75-77). Die Isolation sowie die Klonierung
und die Expression des humanen HSF1 erfolgten dann 1991 (78). Heute ist bekannt,
dass Saugetiere drei verschiedene HSF-Isoformen besitzen. Ihnen werden
verschieden Funktionen zugeordnet. So ist HSF1 essenziell fur das Hitzeschock-
Stresssystem, die Immunantwort und der Krebsentstehung. Aullerdem sind HSF1
und HSF2 maldgeblich an Entwicklungsprozessen des Gehirns, sowie der Oogenese
und Spermatogenese beteiligt (79, 80). Hingegen ist die Aktivitdt von HSF4, im
funktionellen Zusammenspiel mit HSF1, fur die Entwicklung verschiedener
sensorischer Organe (Augenlinse, Olfaktorisches System) wichtig (79, 81, 82). Die
Funktion von HSF4 ist unbedeutend fur das Hitzeschock-Stresssystem, wohingegen
neuere Arbeiten zeigen, dass es zwischen HSF1 und HSF2 zu einer, fur die

Genregulation wichtiger, Interaktion kommen kann (siehe Kapitel 1.3.4.2).

1.3.2 Definition

Der Transkriptionsfaktor HSF1 wird bei chemischen und physiologischen Stress
aktiviert und initiiert die schnelle Synthese der Hitzeschock-Proteine (HSP). HSF1
fungiert daher als wichtigster Mediator der heat shock stress response (HSR), ein
zellulares System, welches zur Aufrechterhaltung von Uberlebensnotwendigen
Funktionen bendtigt wird (siehe Kap. 1.3.4.1).
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1.3.3 Struktur

Das humane HSF1-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 8 auf der Position
24 .3 lokalisiert. Das HSF1-Protein ist aus 529 Aminosauren aufgebaut und besteht
aus drei Domanen (siehe Abbildung 4). Am N-Terminus befindet sich die hoch
konservierte DNA-bindende Domane (DBD), die zu der Familie der so genannten
~winged-helix-turn-helix* DBDs gehort (83-85). Als Monomer ist die Bindung an die
DNA nicht moglich, erst die trimerisierten Komplexe kdonnen die sich wiederholende
Sequenz nGAAn (heat shock elements, HSE) in der grof3en Furche der DNA
erkennen und die DNA-Bindung initiieren. Daruber hinaus vermittelt die DBD aber
auch weitere Interaktionen mit anderen Faktoren, die Einfluss auf die
Transaktivierungskapazitat der HSF haben (86). Da dadurch Zielgene erkannt
werden, wird die DBD als die Signatur-Domane der HSF angesehen. Die
Trimerisierung der HSF wird durch die Anordnung der hydrophoben ,heptad repeats*
(HR-A und HR-B), die sich zu einer coiled-coil Struktur Formen, vermittelt (87). Die
spontane HSF Trimerisierung wird durch die HR-C verhindert (88, 89). Am C-
Terminus befindet sich die Transaktivierungsdomane (TAD), die bei HSF1 aus zwei
Modulen (AD1 und AD2) besteht. Sie sind reich an hyprophoben und sauren Resten,
was eine schnelle und ausgedehnte Stressantwort sichert. Urspringlich nahm man
an, dass die TAD die Stress-Induktion von HSF1 ermoglicht (90, 91). Mittlerweile
wurde aber gezeigt, dass die regulatorische Domane (RD), zwischen HR-A/HR-B
und der Transaktivierungsdomane, mit ihren zahlreichen Angriffsstellen fir post-
translationale Modifikationen (PTM), die Stressantwort initiiert (92-97).
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Abbildung 4: Proteinstruktur von HSF1: Die DNA-bindende Doméane (DBD) umfasst den
N-terminalen Bereich. Um die DNA binden zu kénnen wird die Trimerisierung, die uUber die
HR-A/B/C Abschnitte reguliert wird, bendtigt. Die Transaktivierungskapazitat von HSF1
befindet sich im C-terminalen Bereich in der Transaktivierungsdomane (TAD). Diese Aktivitat
kann von der zentral liegenden regulatorischen Domane (RD) gesteuert werden. In diesem
Bereich befinden sich zahlreiche Angriffsstellen fur post-translationale Modifikationen (hier
exemplarisch dargestellt: A fir Acetylierung, P fir Phosphorylierungen und S fur
Sumoylierungen).

1.3.4 Funktion

1.3.4.1 Die Regulation der Hitzeschockantwort durch HSF1

Organismen besitzen ein dynamisches Stress-Antwort-System, welches es ihnen
ermdoglicht, die Auswirkungen von proteotoxischem Stress moglichst zu minimieren
und die lebensnotwendigen zellularen Funktionen aufrecht zu erhalten. Da dieses
System durch Veranderungen (Erhohungen) der Temperatur entdeckt und
untersucht wurde, wird dieses System ,heat shock stress response” (HSR) genannt.
Hierbei kommt es zu einer schnellen, erhdhten Synthese von HSP, die als
Chaperone bei der Faltung und Re-Faltung von (mil3-) gefalteten Proteinen
assistieren und so Proteinschadigungen neutralisieren (75, 76, 98, 99). Die
transkriptionelle Aktivierung der HSR wird von HSF1 eingeleitet und reguliert. In
ungestressten Zellen liegt HSF1 als phosphoryliertes Monomer, gebunden in einem
Komplex (u.a. mit HSP90), ohne DNA-Bindungsaktivitat sowohl im Zytoplasma als
auch im Nukleus vor. Durch einen Stressor kommt es zur Auslosung der HSR. Dabei
wird HSF1 hyperphosphoryliert und dissoziiert aus dem inaktiven Komplex. Die
HSF1-Monomere trimerisieren und akkumulieren anschliefend im Nukleus (100,
101). HSF1 bindet dann an spezifische DNA-Erkennungssequenzen, den HSE (102,
103). Nach der DNA-Bindung wird die Transkription der HSP initiiert. Die Attenuation
erfordert zwei regulatorische Schritte: zum einen binden die produzierten HSP
(HSP70/HSP40-Komplex, Abb. 5) uUber einen ,feedback loop“-Mechanismus an
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HSF1, was zur Repression der Transaktivierung des DNA-gebundenen HSF1 fahrt
(104, 105). Zum anderen wird durch die Acetylierung von Lys80 in der DBD die
Bindung der DNA inhibiert. Diese Attenuationsphase wird durch den Ausgleich der
Acetylierung durch p300 (CREB-binde Protein) und der Deacetylierung von dem
Sirtuin SIRT1 reguliert (Abbildung 5) (94, 95, 97, 106-108).

Transcnprlonal
activation

Transcrlptuonal/

__Inactivation

.,\ p?o & rHSP70-HSP40
S itk

Abbildung 5: Regulation der HSF1-vermittelten HSP-Synthese: Der initiale
Aktivierungsschritt ist die Trimerisierung der HSF1-Monomere, die die Bindung an die DNA
ermdglicht. AnschlieBend kommt es zur Transkription der HSP. Die synthetisierten HSP
binden in einem feedback loop-Mechanismus an HSF1 und starten die Attenuationsphase.
Die Acetylierung, die von p300 und SIRT1 reguliert wird, beendet diese Phase. Zahlreiche
post-translationale Modifikationen (PTMs) wie Phoshorylierungen, Acetylierungen und
Sumoylierungen steuern den Regulationskreislauf (Aktivierung und Attenuation) (Abbildung
nach Akerfelt et al. 2010).

1.3.4.2 Funktionelles Zusammenspiel von HSF1 und HSF2

Neuere experimentelle Arbeiten deuten auf eine, fur die HSR madglicherweise
kritischen, funktionellen Interaktion von HSF1 und HSF2 hin (79). Mittels Chromatin-
Immunprazipitation (ChlP) konnte gezeigt werden, dass sowohl HSF1 als auch HSF2
nach einem Hitzeschock oder einer Hamin-Behandlung an bestimmte hsp-
Promotoren binden (109, 110). Wobei HSF1 hauptsachlich durch Hitzeschock und
HSF2 durch Hamin oder andere chemische Agenzien (u.a. Proteasom-Inhibitoren)

aktiviert wird (111). In weiteren Studien wurde gezeigt, dass es nur zu einer HSF2-
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Promotor-Bindung kommt, wenn HSF1 bereits an den Promotor gebunden hat.
Essenziell dafur ist, dass HSF1 eine intakte DNA-bindende Domane (DBD) besitzt
(109). Weiterhin konnte gezeigt werde, dass die HSF1-HSF2-Heterotrimerisierung
eine Plattform bildet, die es ermdglicht auf thermalen Stress- oder Entwicklungs-
Stimuli zu reagieren und so die Transkription entsprechend zu regulieren (112).
HSF2 kann somit die HSF1-vermittelte Induktion der HSP-Synthese positiv oder
negativ, durch die aktive Beteiligung an der transkriptionellen Regulation,
beeinflussen. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass HSF2 in mitotischen Zellen an die
Promotoren der hsp70i (113), hsp27 und hsp90 (114) Gene binden kann. Die
Bindung an den hsp70i Promotor ermdglicht es Zellen, die sich in der G1-Phase
befinden, direkt nach einem Stressausloser die Induktion der HSP70 Synthese
herbei zu fuhren (113). Das Phanomen durch die Bindung eines
Transkriptionsfaktors ein Gen zu ,markieren® und somit seine schnelle Transkription
zu initiieren, nennt man ,gene-bookmarking“. Im Gegensatz zu hsp70i ist das
bookmarking von hsp27 und hsp90 wichtig fur die Erhaltung der konstitutiven
Proteinlevel (114).

1.3.5 Klassifikation der Hitzeschockproteine (HSP)

Unter normalen physiologischen Bedingungen agieren HSP als molekulare
Chaperone. Hierbei unterstitzen sie die Faltungsprozesse der neu synthetisierten
Proteine. Unter veranderten physiologischen Bedingungen wird durch die verstarkte
Synthese von HSP ein proteotoxischer Schaden verhindert.

Die Nomenklatur der HSP ergibt sich aus der Einteilung der HSP anhand ihrer
GrolRe. Die HSP werden bei Saugern in funf Klassen unterschieden: HSP90, HSP70,
HSP60, HSP40 und die kleinen HSP (inklusive HSP27). Von diesen sind
hauptsachlich HSP90, HSP70 und HSP27 von therapeutischem Interesse, da sie an
verschiedene onkogene Proteine binden konnen und darlUber einen regulatorischen
Einfluss ausuben (115). Aullerdem werden diese, stark induzierbaren HSP,
hauptsachlich von HSF1 reguliert (116). Die ubiquitar konstitutiv exprimierten HSP
bilden mit weiteren HSP oder Ko-Faktoren verschiedenen Multiproteinkomplexe
(117). HSP10 und HSP60 Komplexe vermitteln die Proteinfaltung und schutzen vor

der Aggregation denaturierter Proteine. Daruber hinaus stabilisieren HSP70- und
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HSP90-Komplexe Proteine, die zur Aufrechterhaltung des gesamten zellularen
Systems beitragen (118, 119). Hierbei unterliegt insbesondere die Regulation der

Apoptose der Funktion der HSP (120). Die wichtigsten Eigenschaften sind in Tabelle

3 zusammengefasst.

Klasse Vertreter Vorkommen Funktion
HSP90 HSP90 o/p Zytosol Reguliert die Signaltransduktion, Re-
Grp94 ER Faltung von Proteinen,
Autoregulation der HSR, involviert im
Zellzyklus und der Proliferation
HSP70 HSC70 Zytosol Reguliert die Signaltransduktion,
HSP70 Zytosol fungiert im intra-Organellen
BIP ER Transport,
mHSP70 Mitochondrium Re-Faltung und Erhaltung von
denaturierten Proteinen
Autoregulation der HSR, involviert im
Zellzyklus und der Proliferation, Anti-
apoptotische Aktivitat
HSP60 HSP60 Mitochondrium Re-Faltung von Proteinen,

schitzt vor Aggregation denaturierter

Proteine

HSP40/ DNAJ-Familie

DNAJB1 (HSP40
DNAJA1 (HSP40-4)

Ko-Chaperone von HSP70 und
HSC70

Kleine HSPs

HSP27
aAloB crystallin
HSP10

Zytosol
Zytosol

Mitochondrium

Verhindert die Aggregation und
Hitzeinaktivierung von Proteinen,

stabilisiert Mikrofilamente,

Anti-apoptotische Aktivitat
Ko-Faktor fiir HSP60

Tabelle 3: Zusammenfassung der Nomenklatur, Lokalisation und Funktion der wichtigsten
HSP-Familien (nach Jolly und Morimoto 2000)

1.3.6 Die Funktion von HSF1 in der Tumorigenese

Dai et al. beschrieben 2007, dass HSF1 auf verschiedenen Ebenen die maligne
Transformation von Zellen unterstitzen kann. Um den Einfluss von Hsf1 auf die
Tumorigenese zu untersuchen, nutzten sie ein Haut-Karzinogenese-Modell. Bei
diesem Mausmodell wird durch eine zweistufige Verabreichung von chemischen
Mutagenen eine somatische Mutation in epidermalen Zellen induziert. Es bilden sich
zunachst benigne Papilloma, aus denen sich ein kleiner Teil zu malignen

Plattenepithelkarzinomen entwickelt. Die Hsf1-null Mause wiesen aber eine
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signifikant verringerte Tumorformation und eine héhere Gesamt-Uberlebenszeit,
verglichen mit den Hsf1 Wild-Typ Mausen, auf. Die Untersuchung der isolierten
Tumore zeigte, dass mehrheitlich eine Mutation des Onkogens H-Ras vorlag. Um
den Zusammenhang von Hsf1 und der Aktivitat von Onkogenen zu evaluieren, wurde
ein weiteres Mausmodell (mit Mutation des Tumorsuppressors Trp53) untersucht und
zusatzlich in vitro Experimente mit transduzierten Onkogenen (z.B. H-RAS und
PDGF-B) durchgefuhrt. Alle Untersuchungen flhrten zu dem Ergbnis, dass Hsf1-
Depletion einen protektiven Effekt fur die Zellen hat. Das bedeutet, dass HSF1 die
zelluare Transformation erst ermoglicht. Hierbei fungiert Hsf1 aber nicht als
klassisches Onkogen, sondern ist involviert in pleiotropischen zellularen Funktionen
und wird damit zum Beispiel einer ,non-oncogene-addiction“(121). In dieser Funktion
ermoglicht HSF1 die Zellproliferation sowie das Zelluberleben nach verschiedenen
onkogenen Stimuli. Weiterhin werden Signalwege nach Serum Stimulation aktiviert
(verstarkte ERK-Aktivierung), Proteintranslation moduliert und die Glukose Aufnahme
sowie die Glykolyse gesteuert. Daher scheint HSF1 durch die Manipulation der
zellularen Kernfunktionen den Transformationsprozess zu unterstitzen (122). Andere
Arbeiten zeigen auch, dass HSF1 in onkogenen Signalnetzwerken agiert und
dadurch die Transformation unterstutzt. Insbesondere fuhrt die Bindung von
Heregulin 1 (HRGB1) an den onkogenen Rezeptoren der ,human epidermal growth
receptor” Familie (z.B. HER2) zu einer verstarkten Aktivitat des PI3-Kinase-
Signalwegs und induziert so die Aktivitdt von HSF1. Diese gesteigerte
Signalwegsaktivitat fuhrt zur Apotoseresistenz, erhohter Gykolyse, verstarkte
Zellproliferation und somit zur Tumorprogression. Hier konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass eine Depletion von HSF1 eine HERZ2-induzierte Zelltransformation
inhibiert (123-125).

1.3.7 Die HSF1-Expression und ihre Bedeutung in humanen Tumoren

In einigen Tumorentitaten wurde bereits eine aberrant hohe Expression von HSF1
beschrieben. So finden sich erhohte HSF1-Proteinspiegel in malignen Prostata-
Epithelzellen und in Pankreaskarzinom-Zellen (126, 127). Haufig ist eine starke
HSF1-Expression ein Marker fur ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium und geht

einher mit einer schlechten Prognose fur den Patienten (128, 129). Zum Beispiel
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ist in humanen hepatozellularen Karzinomen die Kopienanzahl des HSF1-Gens
erhoht, was zu einer gesteigerten HSF1-Expression fuhrt. Hier ist die abberant hohe
HSF1- Expression ein Marker fur einen ungunstigen Krankheitsverlauf (128, 130).
Auch findet sich in oralen Platteneptithelkarzinomen eine gesteigerte Expression der
HSF1-mRNA. Darlber hinaus korreliert die nukleare HSF1-Expression mit der
TumorgroRe und dem histopathologischen Befund (131). In einer umfangreichen
Studie von invasiven Brustkrebsfallen, konnte gezeigt werden, dass HSF1 als
unabhangiger Pradiktor fir ein schlechtes Uberleben der Patientinnen steht. In dieser
grol3en Kohorte korrelierte die HSF1-Expression mit dem histologischen Grad, der
TumorgrofRe und der erhohten Mortalitat in der Estrogen Rezeptor positiven Gruppe
(132). Insgesamt weisen die bisherigen Studien auf eine Schlisselfunktion von HSF1
in der Tumorinitiation und der Tumorprogression hin. Hierbei sind die Tumorzellen
von HSF1 abhangig, d.h. durch Depletion von HSF1 kommt es zu gestorten
Zellfunktionen woraufhin die Zellen im Zellzyklus arretieren und/oder sterben (122,
127, 129, 130).

1.3.8 Die HSP-Expression in humanen Tumoren

Im Gegensatz zu den noch vereinzelten Daten zu der HSF1-Expression, ist eine
starke Uberexpression von HSP in humanen Tumoren sehr haufig (133). Die HSP
Ubernehmen hierbei verschiedene Funktionen. Als molekulare Chaperone
stabilisieren sie Onkoproteine wie BCR-ABL, mutiertes TP53, mutiertes BRAF, AKT,
CDK1, CDK4 und ERBB2/HER2 und erhalten so das onkogene Signalnetzwerk
aufrecht (134, 135). Des Weiteren blockieren HSP die naturlichen Mechanismen der
Apoptose und der Seneszenz, was zu einer unkontrollierten Tumorprogression fuhrt.
Durch diese Eigenschaften starken HSP onkogene Prozesse und unterstutzen so die
maligne Transformation. Diese Entwicklung wird von erhOohtem proteotoxischen
Stress begleitet, was wiederum die Aktivitat der HSP bendtigt. Es bleibt aber noch zu
untersuchen welche Rolle die HSR bei dieser Adaption der Zellen an die andauernde

Stresssituation zukommt.
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1.3.9 Das HSF1/HSP-System als therapeutisches Ziel im MM

Fir die Uberexpression der HSP in malignen Zellen gibt es bis heute noch keine
Erklarung. Eine Hypothese ist, dass es durch eine Reihe von mutierten
Onkoproteinen zu einer hohen Substratlast kommt und dies eine gesteigerte Aktivitat
der HSP-Chaperone anregt. Diese These wird dadurch gestutzt, dass die HSP90-
basierte Chaperon-Maschinerie in Tumorzellen gezwungen ist in ihrer maximalen
Leistung zu arbeiten, was dazu fuhrt, dass diese Zellen abhangig von HSP90 sind
(136). Diese Erkenntnis fuhrte zu der Entwicklung zahlreicher HSP90-Inhibitoren,
deren Wirkung in den letzten Jahren in verschiedenen Tumormodellen untersucht
wurde (137). Im MM fuhrte die HSP90-Inhibition in vitro zum Zelltod (138, 139),
jedoch konnten diese hoffnungsvollen Ergebnisse in klinischen Studien nicht erreicht
werden (140). Eine Kombination des HSP90-Inhibitors mit weiteren
pharmakologischen Inhibitoren erzielte aber ein besseres Therapieansprechen (141).
Es konnte ebenfalls in in vitro Versuchen gezeigt werden, dass HSP70 die Funktion
des HSP90-Systems unterstiutzt und selbst eine tragende Rolle bei der Pathogenese
des MM einnimmt (142, 143). Da HSF1 als Ubergeordneter Transkriptionsfaktor
essenziell fur die HSP-Synthese ist, kann seine Uberaktivitat in transformierten
Zellen u.a. fur die starke Prasenz der HSP verantwortlich sein. Hierdurch wird auch
HSF1 selbst als therapeutisches Ziel interessant. Obwohl bekannt ist, dass HSP90
und HSP70 bei der Pathogesese des MM eine Rolle spielen und HSP27 bei der
Enstehung von Resistenzen gegen Pharmaka involviert ist (144), ist die Funktion und
Bedeutung von HSF1 im MM noch unbekannt. Mdoglicherweise ist ein Grund dafur,
dass es bisher noch keine spezifischen HSF1-Inhibitoren gibt. Diverse chemische
Agenzien wurden auf ihre HSF1-hemmende Wirkung untersucht (zusammengefasst
in Tabelle 4) und Triptolid wird hierbei als der potenteste HSF1-Inhibitor beschrieben
(116). Triptolid wurde erstmals 1972 aus der chinesischen Kletterpflanze
Tripterygium wilfordii isoliert und auf seine Bioaktivitat getestet (145). Seither wird
seine  Wirksamkeit gegen Krebserkrankungen und Entzindungsprozessen
untersucht (146, 147). Westerheide et al. (2006) untersuchten die HSF1-
inhibitorische Eigenschaft von Triptolid und zeigten, dass HSF1 durch die Blockade
der Transaktivierung inhibiert wird. Eine Induktion der HSR (gezeigt durch die
fehlende Synthese von HSP72) wurde durch die Behandlung mit Triptolid

unterbunden (148). Jedoch hemmt Triptolid die allgemeine RNA-Polymerase
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Funktion und beeinflusst so die Aktivitat weiterer Transkriptionsfaktoren (z.B.: NF«B)
(149, 150). Trotz der fehlenden Spezifitat wird in dieser Arbeit Triptolid als
pharmakologischer HSF1-Inhibitor verwendet und die Ergebnisse mit der

biologischen Depletion von HSF1 mittels shRNA verglichen.

Verbindung Klasse Referenz
Quercetin Flavonoid (151)
QC12 Quercetin Prodrug (152)
KNK437 Benzylidenlactam (153)
Stresgenin B Streptomyces Fermentionsprodukt (154)
Triptolid Diterpen Triepoxid (148, 150, 155)
Emunin Emetin Derivat (156)
NZ28 Emetin Derivat (156)

Tabelle 4: Chemische Agenzien, die HSF1 inhibierende Wirkung haben
(modifiziert nach Whitesell et al. 2009).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Das multiple Myelom (MM) ist durch ein komplexes, onkogenes Signalnetzwerk
charakterisiert. Die konstitutive Aktivitat dieses Netzwerkes fuhrt zu einem
Uberlebensvorteil der malignen Zellen und zur Progression der Erkrankung.
Hitzeschockproteine (HSP) stabilisieren als molekulare Chaperone einzelne
Komponenten des Netzwerkes und erhalten so die aberrante Signalweiterleitung
aufrecht. Im MM konnte gezeigt werden, dass die HSP-Expression (HSP90 und
HSP70), im Vergleich zu nicht-malignen Zellen, erhodht ist und dass die MM-Zellen
von dieser Prasenz der HSP abhangig sind (138, 139, 142). Unter normalen
physiologischen Bedingungen wird die HSP-Synthese vom Hitzeschock-
Transkriptionsfaktor 1 (HSF1) reguliert (99). Welche molekularen Ereignisse der
Uberexpression der HSP aber in malignen Zellen zu Grunde liegen, ist aber
weitgehend unklar. Diskutiert wird, ob der erhOhte proteotoxische Stress in malignen
Zellen eine standige maximale Leistung der Chaperonmaschinerie hervorruft und
dies allein zu der stark erhohten Expression der HSP fuhrt oder ob andere Faktoren
(z.B. genetische Aberrationen, Kopplung an onkogene Signalwege) entscheidend fur
eine standige Aktivierung des HSF1/HSP-Kreislaufs sind (133, 157). Folglich ist die
Rolle von HSF1 fur die Expression von HSP in Tumorzellen nahezu unbekannt. In
dieser Arbeit wird ergrundet, welchen Einfluss HSF1 auf die Regulation der HSP-
Expression im MM hat. Hierfur wird die Expression von HSF1 in Myelomzelllinien und
in primaren Myelomzellen dargestellt und mit der Expression der HSP verglichen.
Daruber hinaus wird die Regulation der heat shock stress response (HSR) durch
Hitzeschock und durch pharmakologische Inhibition von HSP90 und des Proteasoms
untersucht. Genexpressionsanalysen nach shRNA-vermitteltem Knockdown von
HSF1, sollen zusatzlich die Regulation der HSP durch HSF1 verdeutlichen und
weitere HSF1-Zielgene aufzeigen. Um zu ermitteln, welchen Stellenwert HSF1 als
therapeutischer Angriffspunkt in der Myelomtherapie einnimmt, wird die
Zellproliferation und das Zelliberleben nach Depletion von HSF1 betrachtet. Zu
diesem Zweck werden ebenfalls die Effekte einer Kombination der
pharmakologischen HSF1-Inhibition mit HSP90- oder Proteasom-Inhibition
untersucht. Hierbei werden die Auswirkungen der Kombination fur die Induktion der

HSR und den Einfluss der Kombinationstherapie auf das Zelliberleben eruiert.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate und Zubehor

Agarosegelkammer
Bakterienschuttler

Blotapparatur

Brutschrank
Durchflusszytometer FACSCalibur

Elektrophoresekammer
Elektroporationsgerat
Filmentwicklermaschine
Fluoreszenzmikroskop
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)

Geldokumentationssystem

Heizblock

Kuhlschrank

Kuhlzentrifuge

Lichtmikroskop

Magnetischer Zellseparator ,MiniMACS*

Mikrowelle
Mikroplattenleser
Multifuge 3 S-R
Spektralphotometer
pH-Meter

Peqlab, Erlangen, Deutschland
Infors, Einsbach, Deutschland

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Agfa-Gevaert, Leverkusen, Deutschland
Nikon, Dusseldorf, Deutschland
Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
Thermo Electron corporation,
Langenselbold, Deutschland

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Nikon, Dusseldorf, Deutschland

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Siemens, Munchen, Deutschland
Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Peqlab, Erlangen, Deutschland

Hanna Instruments, Woonsocket, USA
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Sterilbank
Tischzentrifuge Mikro 200
Waage

Wasserbad

Vortexer

Zellinkubator

Zellsortierer MoFlo™

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Elektroporationsklvetten
FACS-Rohrchen

Kanulen

Klvetten

MACS- Saulen (Large Cell Column)

Nitrocellulose Transfer Membran
Pipetten

Pipettenspitzen

Reaktionsgefale (0,5 ml, 1 ml, 2 mli
Reaktionsgefalle (15 ml, 50 ml)

Rontgenfilme

Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Zellschaber

Zellsiebe

Zellkulturplatten

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Kern, Balingen, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland

Labinco BV, DG Breda, Niederlande
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA

Peqlab, Erlangen, Deutschland
BDBiosciences, Heidelberg, Deutschland
Terumo Neolus, Leuven, Belgien
Peqlab, Erlangen, Deutschland
Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Schleicher und Schuell, Dassel,
Deutschland

Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Raymed Imaging AG, Krauchthal,
Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz
Corning Costar, Bodenheim,
Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz
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3.1.3 Computerprogramme

4 Peaks
Adobe Photoshop 7.0

ACDSee Foto-Editor

Cell Quest™ Pro Research

Endnote

FlowJo
GraphPad Prism
Microsoft Office

3.1.4 Chemikalien

Acrylamid

Agarose

Ampicillin

Annexin V-APC
Ammoniumperoxiddisulfat
Bovines Serumalbumin
-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
CD4-Microbeads

CD138-Microbeads

EDTA
Essigsaure
Ethanol

Ethidiumbromid
Glycin

Glycerin

Mekentosj B.V., Aalsmer, Niederlande
Adobe Systems GmbH, Munchen,
Deutschland

ACD Systems, Victoria, USA

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Adept Software, Deutschland

Tree Star, Ashland, USA

Graphpad Software, La Jolla, USA
Microsoft, Seattle, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Cambrex BioScience, Rockland, USA
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Bender MedSystems, Wien, Osterreich
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Apotheke Universitatsklinikum Wurzburg,
Wirzburg, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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HEPES
Lymphocyte
LSM1077 (Ficoll-ldsung)

Magermilchpulver

Separation Medium

Natriumchlorid
OptiPrep
Salzsaure
SDS

TEMED

Tris

Tween-20

3.1.5 Pharmakologische Inhibitoren

Bortezomib
NVP-AUY922
Triptolid

3.1.6 Losungen und Puffer

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

TSI GmbH, Zeven, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Axis-Shield, Oslo, Norwegen
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

LC Laboratories, Woburn, USA
Selleck Chemicals, Houston, USA

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Die aufgelisteten Puffer und Losungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit

destilliertem Wasser angesetzt.

Annexin V-Bindepuffer

B- Zell Isolationspuffer

2x Lammli-Puffer

LB-Medium

10 mM HEPES pH 7.4, 140 mM NaCl,
2,5 mM CaCl,

1x PBS, 2 % FBS, 2mM EDTA

100 mM Tris pH 6.8, 20 % Glycerol, 8 %
SDS, 10 % p-Mercaptoethanol,

0,01 % Bromphenolblau

5 g Hefeextrakt, 10 g Trypton,

10 g NaCl in 11 H,O
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Lysepuffer

1x PBS

Ponceau S-Farbeldsung

Separationspuffer
TBS-T-Puffer

1x TGS
Trypanblau-Losung

Western Blot-Transferpuffer

3.1.7 Zellkulturmedien und Zusatze

RPMI 1640

DMEM 1640

Fotales Rinderserum (FBS)
L-Glutamin
Penicillin/Streptomycin-Losung

Natriumpyruvat

3.1.8 Langenstandards

Protein-Marker  (Prestained  Protein
Marker, Broad Range)
DNA-Marker

(GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder)

40 mM HEPES, 700 mM NacCl, 2 mM
MgCl;,1 mM EDTA, 0,2 mM EGTA,
100 mM PMSF, 1 mg/ml Pefablock,

1 mg/ml Aprotinin, 100 mM Na3zVOsg,
100 mM DTT, 10 % NP40

2,7 mM KCI, 2,0 mM KH,POy4,

137 mM NacCl, 10,0 mM Na;HPO4
0,1 % C22H1sNsNas013S4in 5 %
CH3;COOH

1x PBS, 2,5 mM EDTA, 5 % FCS

20 mM Tris, 140 mM NacCl,

0,1 % Tween20, pH 7.6

25 mM Tris, 192 mM Gilycin, 0,1 % SDS
1 % C3z4H28N6014S4in 0,9 % NaCl

25 mM Tris, 192 mM Glycin,

1,3 mM SDS, 20 % Methanol

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Biochrom, Berlin, Deutschland

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

New England Biolabs, Frankfurt/Main,
Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
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3.1.9 Reaktionssets (Kits)

Affymetrix Human Genome U133A 2.0

Arrays

Dynabeads® Untouched™ Human B-

Cells
DC Protein Assay Kit

Qiagen Plasmid Maxi/Giga Kit

Qiagen RNeasy Mini Kit

Zyppy Plasmid Mini Prep Kit

3.1.10 Enzyme

Alkalische Phosphatase

Restriktionsendonukleasen

T4 Polynukleotidkinase

T4 Ligase

3.1.11 Antikorper

Affymetrix, Wooburn Green, UK

Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norwegen

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Zymo Research, Orange, CA, USA

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Primarantikorper |Wirtsorganismus |Verdiinnung |Bezugsquelle
l(—ISSI’DT-%O) Ratte 1:1000 StéeAssgen, Ann Arbor,
I(-ISSI,DIZ%O) Ratte 1-500 StéeAssgen, Ann Arbor,
l(_ISSP%gO?’) Kaninchen 1:1000 StéeAssgen, Ann Arbor,
l(—r|180I.3448068) Kaninchen 1:1000 greelln%?l pt? I\I/Ilr;?n
Deutschland
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HSP40-4 ) Santa Cruz, Heidelberg,

(sc-56400) Maus 1:1000 Germany

HSP72 ) Stressgen, Ann Arbor,

(SPA-810) Maus 1:1000 USA

HSC70 ) Stressgen, Ann Arbor,

(SPA-815) Ratte 1:1000 USA

HSP90a . ) Chemicon, Temecula,

(AB3466) Kaninchen 1:1000 USA

HSP90p . i Chemicon, Temecula,

(AB3468) Kaninchen 1:1000 USA

) . ) Biozol, Eching,

a-Tubulin Ratte 1:1000 Deutschland

Sekundar- . . ..

antikérper Wirtsorganismus |Verdiinnung |Bezugsquelle

Maus Jackson

HRP-kon'u iert Ziege 1:20000 ImmunoResearch,
Jug Suffolk, UK

Kaninchen Jackson

HRP-kon'u, iert Ziege 1:20000 ImmunoResearch,
Jug Suffolk, UK

Ratte Jackson

HRP-i<on'u iert Ziege 1:20000 ImmunoResearch,
Jug Suffolk, UK

BrdU-Alexa 647- Maus 15 Invitrogen, Darmstadt,

konjugiert ' Deutschland

Tabelle 5: Zusammenstellung der Primar- und Sekundarantikérper, die fur die Western Blot
Analysen verwendet wurden.

3.1.12 DNA-Oligonukleotide fur shRNA-Expressionsvektoren

Als Ausgangsvektor fur die shRNA-Expressionsvektoren wurde der pSUPER-Vektor

(suppression of endogenous RNA) ausgewahlt (158). Hinter dem Polymerase Il H1-

RNA Promoter befindet sich ein doppelstrangiges Oligonukleotidfragment, welches
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die spezifischen 19-nt Zielsequenz enthalt. Die reverse Komplementar-Zielsequenz
folgt nach einem 9-nt langen Spacer. Mittels Hindlll und Bglll Schnittstellen kdnnen
hier die entsprechenden Oligonukleotide einkloniert werden. Die Sequenzmaske des
kompletten Inserts lautet 5-GATCCCC-X-TTCAAGAGA-Y-TTTTTGGAAA-3’ (Sense)
und 5-AGCTTTTCCAAAAA-X-TCTCTTGAA-Y-GGG-3' (Antisense), wobei -X-
jeweils fur die Zielsequenz und -Y- fur die Komplementar-Sequenz steht. Die DNA-
Sequenzen basieren auf Sequenzen der entsprechenden humanen cDNA. Die
transkribierte RNA faltet sich zusammen und bildet eine Sekundarstruktur aus, die an
der Zielsequenz einer dsRNA mit einem Loop entspricht und im RNAi-Pathway durch
Dicer und RISC zu einer funktionellen siRNA prozessiert wird.

Die folgenden Oligonukleotide wurden von der Firma BioTez, Berlin synthetisiert.

shRNA Zielsequenzen
pSU/HSF1-1 5-GGAGGTGCTGCCCAAGTAC-3’ (Position 162-180)
pSU/HSF1-2 5-GGGCCAGTTTGCCAAGGAG-3’ (Position 147-165)
pSU/HSF2-1 5-AGAGATGGTCCTGTAGAAT-3’ (Position 253-271)
pSU/HSP27 5-GTTCAAAGCAACCACCTGT-3’ (Position 722-740)
pSU-HSP40-1 5-CAGCTGATATCGTCTTTGT-3" (Position 695-714)
pSU-HDJ2-2 5-GGAGAGAAGTTTAAACAGA-3’ (Position 124-142)

Tabelle 6: Zielsequenzen der eingesetzten pSuper-basierten shRNA-Konstrukte

3.1.13 Plasmide

Die nachfolgende Tabelle enthalt die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Vektorname |Basisvektor |Beschreibung Bezugsquelle

pSUPER pBluescript- |Vektor fur die Expression von Oligoengine,
KS short hairpin-RNA (shRNA) unter |Seattle, USA
Kontrolle des RNA Polymerase

[1I-Promotors H1
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pCD4A pcDNA3.1+ |Vektor fur die Expression von Milteny  Biotech,
CD4 unter Kontrolle des T7- Bergisch-
Promotors; Gladbach

Subklonierung von CD4A cDNA  |und Invitrogen,
aus pMACS4.1 (Miltenyi Biotech) |Darmstadt,

in pcDNA3.1+ (Invitrogen) Deutschland
pEGFP-N3 Vektor fur die Expression von Clontech,

GFP unter Kontrolle des CMV- Heidelberg,

Promotors Deutschland

Tabelle 7: Zusammenfassung und Beschreibung der eingesetzten Plasmide

3.1.14 Bakterienstamme

Escherichia coli XL1-Blue Stratagene, La Jolla, USA

3.1.15 Myelomzelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende humane Myelomzelllinien verwendet:

Zelllinie |Charakterisierung Bezugsquelle

Herkunft: aus der Aszitesflissigkeit einer 64-
jahrigen Patientin mit IgA-k-Plasmozytom;

AMO-1 Morphologie: runde Zellen in Suspension; DSMZ, Braunschweig,
IL-6-unabhangig; Deutschland
Chromosomensatz: unbekannt

Mutationen: RAS wt, p53 wt
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INA-6

Herkunft: aus der Pleuraleffusion eines 80-
jahrigen Patienten mit IgG-k-
Plasmazellleukamie;

Morphologie: runde bis ovale Zelle in
Suspension;

strikt abhangig von IL-6;
Chromosomensatz: hypotetraploid
Mutationen: N-RAS mut, p53 mut

Prof. M. Gramatzki
(Kiel, Deutschland)
(Burger et al., 2001)

JJUN-3

Herkunft: aus dem Knochenmark einer 57
jahrigen Patientin mit einer
Plasmazellleukamie (IgA1-K).

Morhologie: runde bis ovale Zelle in
Suspension. Mononuklear, kdnnen aber auch
als multinukleare Zellen vorhanden sein.
Chromosomensatz: hypotriploid

Mutationen: N-RAS mut, p53 wt

DSMZ, Braunschweig,

Deutschland

MM.1S

Herkunft: aus peripherem Blut einer 42-
jahrigen Patientin mit MM (IgA-A)
Morphologie: kleine runde Zellen, Suspension
und teilweise adharent;

IL-6-unabhangig;

Chromosomensatz: hypodiploid

Mutationen: K-RAS mut, p53 mut

LGC Standards, Wesel,

Deutschland

OPM-2

Herkunft: aus peripherem Blut einer 56-
jahrigen Patientin mit MM (IgG-A);
Morphologie: runde Zellen in Suspension;
IL-6-unabhangig;

Chromosomensatz: hypotriploid/hypotetraploid
Mutationen: RAS wt, p53 mut, PTEN deletiert

Deutsche Sammlung

von Mikroorganismen

und Zellkulturen GmbH
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U266

Herkunft: aus peripherem Blut eines 53-
jahrigen Patienten mit MM (IgE-A);
Morphologie: runde Zellen in Suspension,
einzelne adharent;

IL-6-unabhangig;

Chromosomensatz: hypodiploid
Mutationen: RAS wt, p53 mut, BRAF mut,
RB1 mut

Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH

Tabelle 8: Beschreibung der humanen Myelomzelllinien

3.1.16 Nachweis von Mycoplasmen mittels Polymerase-Kettenreaktion

(PCR)

Mycoplasmen sind kleine, autoreplikative Bakterien, die durch das Uberangebot von

Nahrstoffen in Zellkulturen diese haufig befallen. Durch ihre geringe GrofRe (0,22 bis

0,2 um) ist solch eine Kontamination nicht sichtbar. Da Mycoplasmen in den

Stoffwechsel der Zellen eingreifen und dies die Eigenschaften von Zellen verandern

kann, ist eine Kontamination unerwinscht und wird regelmalig uber eine PCR-

Analyse kontrolliert.

Analysiert werden die Medienuberstande der Zellkulturen. Dabei werden 300 ul

Zellkulturiberstand 5 min bei 99 °C erhitzt und anschlie3end kurz abzentrifugiert.

Der PCR-Ansatz setzt sich wie folgt zusammen:

2,5 ul
2,5 ul
2,5 ul
0,3 ul
1l
1l
14,2 ul
1l

10 x Puffer NH,"
MgCl;

dNTPs

Taq Polymerase
Primer 3°

Primer 5°

H.O

Template
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Nach anfanglichem Denaturierungsschritt von 2 min bei 94 °C wurden 35 Zyklen des

folgenden Reaktionsschemas durchlaufen:

Denaturierung: 94 °C, 30 sec
Primeranlagerung: 60 °C, 1min

Elongation: 72 °C, 1min

Die PCR-Produkte werden auf einem 1 %igem Agarosegel analysiert. Dabei werden
die PCR-Produkte mit Ladepuffer versetzt und anschlieBend auf das Gel gebracht.
Um die Ergebnisse vergleichen zu konnen, werden eine Positiv- und eine

Negativkontrolle mit aufgetragen.

1: DNA GroRenstandard

2: Negativkontrolle
3: Positivkontrolle
4 - 7: Myelomzelllinien

Abbildung 6: Ergebnis einer Mycoplasmen-PCR: In Lane 3 (Positivkontrolle) ist eine
starke Bande sichtbar. Die getesteten Myelomzelllineien (Lane 4-7) weisen keine Bande auf,
d.h. mittels PCR- Analyse konnte keine Mycoplasmen-Kontamination festgestellt werden.

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Die
Inkubation der Zellen erfolgte stets unter den gleichen Voraussetzungen in einem
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,. Die Zelllinien wurden nach Erhalt expandiert
und in Flussigstickstoff (N2) als aliquotierte Original-Zellbanken angelegt. Aus diesen
Zellbanken wurde durch weitere Expansionen eine Arbeits-Zellbank erstellt, woraus
alle 2-3 Monaten ein neues Aliquot aufgetaut wurde um die Zellkultur zu erneuen.
Alle Zelllinien wurden regelmaflig auf Mycoplasmenkontamination mittels PCR

Analyse untersucht.
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3.2.2 Kultivierung humaner Myelomzelllinien

Die humanen MM-Zelllinien AMO-1, JJN-3, OPM-2 und U266 wurden von der
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ; Braunschweig)
erworben. Die Zelllinie MM.1S wurde von LGC Biolabs (Wesel; ATCC-CRL-2974)
bezogen. INA-6 Zellen wurden von Prof. Martin Gramatzki (Kiel) zur Verfugung
gestellt. Alle Zelllinien wurden in RPMI-1640 Medium mit den Zusatzen 10 % fotales
bovines Serum (FBS), 100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin, 1 mmol/l Na-
Pyruvat und 2 mmol/l L-Glutamin kultiviert. Fur die Kultivierung der INA-6 Zellen

wurde zusatzlich 2 ng/ml rekombinantes humanes Interleukin-6 (IL-6) supplementiert.

3.2.3 Isolierung mononuklearer Zellen durch Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation

Bei der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation werden die zellularen Blut- bzw.
Knochenmarkbestandteile nach ihrer spezifischen Dichte aufgetrennt. Das Ficoll
wirkt wahrend der Zentrifugation wie ein Filter, so werden Zellen die eine hohe Dichte
haben (Erythrozyten und Granulozyten) unter dem Ficoll gesammelt. Zellen mit einer
geringeren Dichte (periphere mononukleare Zellen (PBMC) wie Lymphozyten,
Monozyten und Thrombozyten) bilden eine Interphase zwischen Ficoll und dem
Zellsuspensionsmedium. Die in der Interphase vorhandenen PBMCs konnen dann
nach der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation abpipettiert, gewaschen und weiter

prozessiert werden.

3.2.4 Gewinnung und Kultivierung primarer Myelomzellen

Primare  MM-Zellen wurden aus Routine-Knochenmarkspunktaten  von
Myelompatienten der Medizinischen Klinik und Poliklinik 1, des Universitatsklinikums
Wurzburg, isoliert. Ein Nachweis der Patientenaufklarung, eine schriftliche
Einverstandniserklarung der jeweiligen Patienten sowie die Erlaubnis des Ethik-
Komitees der medizinischen Fakultat der Universitat Wirzburg (Referenznummer
18/09) lagen vor.
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Die Isolation der primaren Myelomzellen erfolgt Uber ein immunomagnetisches
Zellsortierungsverfahrens am Tag der Knochenmarkspunktion (159). Das Prinzip
dieser Methode beruht auf einer Selektion der CD138-positiven Plasmazellen aus
den Knochenmarksaspiraten. Nach der Seperation der mononuklearen Zellfraktion
Uber Ficoll-Dichtezentrifugation wurden die Zellen in kaltem Separationspuffer (PBS
mit 0,5 % FBS und 2,5 mmol/l EDTA) aufgenommen und mit CD138-Microbeads
(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) inkubiert. Uber eine im magnetischen Feld
befindliche Saule (MACS Large Cell Saulen, Miltenyi) kdonnen die, Uber die
microbeads-Antikorper-Konjugate markierten Plasmazellen, isoliert werden. Die im
Durchlauf verbliebenen CD138-negativen Zellen werden zur Ausdifferenzierung von
Knochenmarkstromazellen (KMSZ) in Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM)
mit 20 % FBS und oben beschriebenen Zusatzen aufgenommen und kultiviert. Die
Saule wird mit kaltem Separationspuffer gewaschen und die in der Saule verbliebene
CD138 positive Zellfraktion wird mit Vollmedium herausgespult. Auf diese Weise
lieRen sich hochaufgereinigte MM-Patientenzellen gewinnen (90 bis uber 95 %
Plasmazellen) (160). Um eine geeignete Versorgung der primaren MM-Zellen zu
gewahrleisten, bzw. das Mikromilieu das fur die Pathogenese des MM wichtig ist zu
imitieren, wurden die isolierten Zellen entweder mit adharenten KMSZ ko-kultiviert
oder dem Medium 2 ng/ml IL-6 zugesetzt. Durch vorsichtiges Abspulen bei der
Entnahme der Zellen lie3en sich die MM-Zellen fir weitere Analysen wieder von den

KMSZ separieren.

3.2.5 Gewinnung primarer B-Zellen

“

PBMCs wurden Uber die Ficoll-Dichtezentrifugation aus so genannten ,buffy coats
von gesunden Spendern isoliert. Buffy Coats entstehen als Nebenprodukt bei einer
Vollblutspende und bestehen hauptsachlich aus weillen Blutkérperchen und
Blutplattchen. Die Isolation der B-Zellen erfolgte mittels dem Dynabeads®
Untouched™ Human B-cells Systems (Invitrogen, Darmstadt, Germany). Ein
Antikorpermix, welcher 1gG-Antikbrper gegen eine Vielzahl von verschiedenen
Oberflachenmarker enthalt, wird zunachst mit den PBMCs gemischt. Anschliel3end
erfolgt eine Inkubation mit Dynabeads®. Die Zellen die (iber die Antikdrper an die

beads gekoppelt wurden, werden dann uUber einen Magneten selektioniert und
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depletiert. Die gereinigte B-Zell Fraktion wird in Vollmedium aufgenommen und fur 16

h in Kultur genommen und anschlieRend weiter verwendet.

3.2.6 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit Hilfe des Vitalfarbstoffes Trypanblau
durchgefuhrt. Dieses Prinzip beruht darauf, dass lediglich die geschadigten Zellen
durch die permeabilisierte Zellmembran Trypanblau aufnehmen konnen. Demnach
erscheinen tote Zellen unter dem Lichtmikroskop blau gefarbt, wahrend sich vitale
Zellen ungefarbt darstellen.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde aus einer Zellsuspension ein Volumen von 20 pl
entnommen, im Verhaltnis 1:1 mit Trypanblau versetzt (Verdunnungsfaktor = 2) und
in einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop ausgezahlt. Zur Bestimmung
der Zellzahl pro ml wurde der Mittelwert der gezahlten Zellen aus den vier
GroRquadranten mit dem Kammerfaktor 10 und dem Verdiinnungsfaktor 2

multipliziert.

3.2.7 Applikation von pharmakologischen Inhibitoren

Fur Viabilitatskurven wurden pharmakologische Inhibitoren doppelt konzentriert
angesetzt und im Volumenverhaltnis 1 : 1 zu den in Medium ausgesaten Zellen
gegeben. Als stets mitgefihrte Kontrolle wurden Zellen mit aquivalenten Mengen von
Dimethyl-Sulfoxid (DMSO) behandelt. Alle Experimente wurden im Triplikat
durchgefuhrt. Nach der Aufreinigung von Knochenmarkaspiraten von Myelom-
Patienten steht nur eine geringe Zellzahl primarer Zellen zur Verfugung. Auf Grund
dessen wurden Titrationskurven durchgefuhrt und anhand dieser zwei
Konzentrationen ausgewahlt, die dann in weiteren Versuchen eingesetzt wurden.
Abbildung 7 zeigt zwei sehr unterschiedliche Titrationskurven: in (A) wird ein ECgo-
Wert bereits bei 16 nM erreicht, wohingegen in (B) erst eine sehr hohe Konzentration
zur Apoptose-Induktion fuhrt. Um spezifische Triptolid-Effekte zu erreichen wurde die
Triptolidkonzentration dennoch gering gehalten. Fir weitere Versuche wurde daher
10 und 20 nM Triptolid appliziert.

36



Material und Methoden

Fur Western Blot Analyse nach pharmakologischer Inhibition wurden Zellen in 6-well
Platten ausgesat und Uber Nacht mit den entsprechenden Inhibitoren behandelt.
Folgende pharmakologische Inhibitoren wurden verwendet: Triptolid (Tocris
Bioscience, Bristol, United Kingdom), NVP-AUY922 (Selleck Chemicals LLC,
Houston, USA) und Bortezomib (LC Laboratories, Woburn, USA).

A Primdare MM-Zellen B Primare MM-Zellen
120+ 120
110+ m SJ766 1104 - m SK773
c o 100 A SJ766+KMSZ c o 1004 A SK773+KMSZ
o= 90- o= 904
3 S 804 3 S 804
©§ 1] @5 1 .
S 604 Sy 601
S 5 504 S 5 501
2 N 401 S N 404
=3 30 o5 30
S = 204 X = 204
104 104
c L] L] L] L] c L] L] L] L] L] T 1
1 2 4 8 16 32 64 128 1 2 4 8 16 32 64 128
Triptolid [nM] Triptolid [nM]

Abbildung 7: Titrationskurve nach Triptolidbehandlung: Isoliert wurden primare Zellen
von Myelom-Patienten. Dargestellt sind zwei verschiedene Titrationskurven unterschiedlicher
primarer Zellen mit (grine Kurve) und ohne Ko-Kultivierung von KMSZ (schwarze Kurve).

3.2.8 Erzeugung einer Hitzeschock-Stressantwort in MM-Zellen

Um eine Hitzeschock-vermittelte Stressreaktion hervorzurufen, werden sowohl MM-
Zellen als auch primare B-Zellen fur 6 min bei 42°C auf einem Heizblock inkubiert.
AnschlieBend werden die Zellen fir 3 h unter Standardkulturbedingungen (37°C)
gehalten. Die entsprechenden Kontrollen werden durchgehend bei 37 °C gehalten.

Die Zellen werden daraufhin geerntet und mittels Western Blot analysiert.

3.2.9 Durchflusszytometrie

Prinzip
Die Durchflusszytometrie ermdglicht es, auf Grund von Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften, Einzelzellen zu analysieren. Bei der Messung werden die

Zellen in eine Tragerflussigkeit aufgenommen und es entsteht durch das Prinzip
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der hydrodynamischen Fokussierung ein Strom einzelner Zellen. Diese vereinzelten
Zellen passieren einen Laserstrahl und erzeugen je nach Zelleigenschaft bestimmte
Lichtstreuung. Das in geringem Winkel (3-10°) abgelenkte Licht wird als
Vorwartsstreulicht (forward light scatter, FSC) bezeichnet und ist ein Mal} fur die
Zellgrolle, da groRe Zellen eine starkere Lichtstreuung aufweisen als kleine. Das
rechtwinklig abgelenkte Licht wird als Seitwartsstreulicht (sideward light scatter,
SSC) bezeichnet und dient als Mald fur die Granularitat von Zellen. Weitere
Eigenschaften der Zellen konnen mittels fluoreszierender Farbstoffe (Fluorochrome)
erfasst werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden dann mit spezifischer Wellenlange
angeregt und das emittierte Fluoreszenzspektrum gemessen. Alle Messungen
wurden an einem FACSCalibur (CellQuest Software; Becton Dickinson (BD),

Heidelberg) durchgefuhrt.

Anwendung der Durchflusszytometrie in dieser Arbeit

Eingesetzt wurde die Durchflusszytometrie zur Differenzierung zwischen lebenden,
nekrotischen und apoptotischen Zellen sowie zu der Ermittlung der
Transfektionseffizienz. Weiterhin wurde die Proliferation bzw. Zellzyklusanalysen

mittels einer 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) Farbung durchgefuhrt.

3.2.10 Apoptosemessung mittels Annexin V/Propidiumiodid Farbung

Propidiumiodid (PI) ist ein nicht-membrangangiger Rotfarbstoff, der an die grol3e
Furche der DNA bindet und somit entweder als relatives Mal} fur den DNA-Gehalt
oder als Indikator fur die prinzipielle Zuganglichkeit von DNA bei permeabilisierten
Zellmembranen verwendet werden kann. Annexin V ist ein Ca?*-abhéngiges Protein,
das mit hoher Affinitat an negativ geladene Phospholipide der Zellmembran bindet.
Bereits im frUhen Stadium der Apoptose kommt es zu charakteristischen
Veranderungen der Zellmembran: das Phospholipid Phosphatidylserin transloziert an
die Aullenseite der intakten Zellmembran. Durch die Doppelfarbung von Annexin V
und Pl lassen sich die Zellen in eine lebende, apoptotische und nekrotische Fraktion
einteilen (siehe Abbildung 8). Die Zellen wurden nach der Ernte mit PBS gewaschen,
in 100 wl Puffer (10 mM HEPES [2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure]/NaOH pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,) mit 1 ul Annexin
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V-FITC sowie 1 ug/ml Pl fur 10 min lichtgeschutzt inkubiert und
durchflusszytometrisch analysiert. Fir GFP-positive Zellen wurde statt Annexin V-
FITC (konjugiert mit dem Fluorchom FITC), das ein ahnliches Fluoreszenzspektrum
wie GFP besitzt, Annexin V-APC (Bender MedSystems, Wien, Osterreich) oder
Annexin V-ATTOG647 (Axxora, Lorrach) verwendet.

e

S S i B :
0 102 103 10% 10° 0 10° 103 10% 10°
Annexin V Annexin V

T T T _[uupu“'u]unl T T T T

Abbildung 8: FACS-Analyse nach einer AnnexinV/PI-Farbung: In Abb. A ist nahezu die
gesamte Zellpopulation viabel (AnnexinV/PIl-negativ). Kommt es zur Induktion von Apoptose
werden die Zellen mit AnnexinV und Pl gefarbt und es kommt zu einer Verschiebung der
Zellpopulation im FACS-Bild (B).

3.2.11 Ermittlung der Transfektionseffizienz

Die Effizienz der transienten Transfektion wurde durch die Ko-Transfektion des GFP-
Expressionsplasmides ermittelt. HierfUr wurde nach der Transfektion der MM-Zellen
der prozentuale Anteil GFP-positiver Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. GFP
ist ein Protein aus der Qualle Aequorea victoria, das bei Anregung mit blauem oder
ultraviolettem Licht grun fluoresziert. Um lebende von toten Zellen zu unterscheiden,

wurden die Zellen zusatzlich mit Propidiumiodid gefarbt.

3.2.12 Zellzyklus- und Proliferationsanalyse mittels BrdU-Farbung

Als chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin kann BrdU wahrend der DNA-

Replikationsphase (S-Phase) anstelle des Thymidins in die neusynthetisierte DNA
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eingebaut werden. Uber eine Antikdrper Reaktion gegen BrdU kann dann
anschlieend die stattgefundene Synthese detektiert werden (entspricht der
Proliferation der Zellen). Durch eine Ko-Farbung mittels des interkalierenden
Farbstoffes Pl kdnnen anhand des DNA-Gehalts die Zellen einer Zellzyklusphase
zugeordnet werden (2n in GO/G1-Phase, 4n in G2/M-Phase, dazwischen S-Phase,
siehe Abbildung 9). Hierfur wurden zwei Stunden vor der Zellernte 20 umol/l BrdU zu
den Zellen gegeben, diese dann geerntet und zweimal mit kaltem PBS gewaschen.
Anschlieflend wurden die Zellen in 70 % Ethanol bei -20 °C uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen erneut zweimal mit kaltem PBS gewaschen und in 1
ml 2N HCI mit 0,5 % TritonX-100 fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen
wurden anschliefend abzentrifugiert und das Pellet durch Inkubation mit 1 ml 0,1
mol/l Natrium-Tetraborat pH 8,5 neutralisiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit
PBS und Resuspension der Zellen in 100 wl 0,5 % Tween 20 mit 1 % bovinem
Serumalbumin (BSA) wurden 20 ul monoklonaler Alexa647-konjugierter anti-BrdU
Antikorper dazugegeben und fur 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
Nach Zentrifugation und Waschen in Tween-BSA-PBS wurden die Zellen in 500 ul
PBS aufgenommen und 50 ug/ml Pl zugegeben. Schliellich wurde die Suspension
durch ein Zellsieb hindurch in ein FACS-Roéhrchen dberfuhrt und
durchflusszytometrisch (FACSCalibur, CellQuest Software) analysiert.

FL4-H: BrdU
)
N
|

e

T

1 LA
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FL3-H: PI

Abbildung 9: FACS-Darstellung einer BrdU-Farbung. Auf der x-Achse wird der DNA-
Gehalt der Zellpopulation aufgetragen (ermdglicht durch PI-Farbung). Auf der y-Achse ist die
Farbeintensitat aufgetragen. Durch die Farbungen ist eine Einteilung in Zellzyklusphasen
maglich.
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3.2.13 Elektroporation

INA-6 und MM.1S lassen sich mittels Elektroporation transient transfizieren. Hierfur
wurden die Zellen in RPMI-1640 Medium ohne weitere Zusatze gewaschen und in
einer Dichte von 1,5x10” Zellen pro 500 ul aufgenommen. Zugegeben wurden die
entsprechenden shRNA-Expressionsvektoren, ein Expressionsplasmid fur Enhanced
Green Fluorescent Protein (pEGFP-N3, zur Ermittlung der Transfektionseffizienz)
und ein Expressionsplasmid fur trunkiertes CD4 (pCD4A), um spater spezifisch die
stark transfizierten Zellen aufreinigen zu konnen. Die Elektroporation wurde mit
einem Gene Pulser 2 in 4 mm Kuvetten bei 950 pyF und 280 V (310 V fur MM.1S)
durchgefuhrt. Nach dem Strompuls (kontinuierliche Entladung) wurden die Zellen
zugig in 3 ml frisches RPMI-1640 Medium Uberfuhrt und 10 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden sie in einer Dichte von maximal 10° Zellen/ml in RPMI-
Vollmedium aufgenommen und in Zellkulturschalen rekultiviert. Als Kontrolle wurden
Zellen mit der entsprechenden Konzentration eines leeren pSUPER-Vektors

transfiziert.

3.2.14 Aufreinigung von transfizierten Myelomzellen

Myelomzellen lassen sich nur zu 15 - 40 % (je nach Zelllinie) transfizieren. Um
eindeutig interpretierbare Ergebnisse zu erhalten, d.h. die untransfizierten und
nekrotisch oder apoptotschen Zellen zu entfernen, mussen die lebenden und
transfizierten Zellen separiert werden. Aufgrund von unterschiedlichen Eigenschaften
der verwendeten Zelllinien kamen zur Aufreinigung der transfizierten Zellen zwei
Methoden zur Anwendung: 1. Zellen wurden mit trunkierten CD4 ko-transfiziert und
analog der Aufreinigung der primaren Myelomzellen Uber die magnetische
Zellsortierung (MACS) isoliert. Dafur wurden die transfizierten Zellen mit PBS und
kaltem Separationspuffer gewaschen und anschlielend mit anti-CD4 Beads in
Seperationspuffer fir 20 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die Zell-Bead-
Suspension Uber MACS-Saulen (,Large Cell“, Miltenyi) gegeben. Nach grindlichem
Spulen wurden die gebunden Zellen mit Vollmedium eluiert und Uber eine
Dichtegradientenzentrifugation in Opti-Prep Medium (Axis-Shield, Oslo, Norwegen)

von der toten Zellpopulation abgetrennt. Hierfur wurden die Zellen in 2 ml
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Volimedium aufgenommen und mit 600 ul Optiprep-Losung vermischt. Diese
Suspension wurde mit 200 ul PBS uberschichtet und anschlie3end bei 2500 x g fur 7
min zentrifugiert. Die viable Zellfraktion sammelt sich ringférmig zwischen den beiden
Phasen an und wird dann vorsichtig abgenommen. Die Zellen wurden in Vollmedium
gewaschen um die Optiprep-Losung vollstandig zu entfernen und sodann in Kultur
genommen. 2. Zellen, die CD4 nicht ausreichend an der Zelloberflache exprimieren
konnen, wurden Uber die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) selektioniert.
Die Zellen wurden mit dem EGFP-Plasmid ko-transfiziert und Uber einen Zellsortierer
(MoFlo; Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA) separiert. Bevor die Zellen sortiert
wurden, wurden sie gewaschen und mittels der Optiprep-
Dichtegradientenzentrifugation von dem Zelldetritus getrennt. Die Zellen wurden auf
Eis gehalten und direkt vor der Sortierung zur Vereinzelung durch ein
Zellseparationssieb (BD) in ein FACS-Rohrchen gegeben. Bei der Zellsortierung
werden die Zellen in einer Tragerflissigkeit innerhalb einer Duse beschleunigt und
einzeln an einem Laserstrahl (so wird die EGFP-Fluoreszenz anregt) vorbeigefuhrt.
Am Abrisspunkt geht der Flussigkeitsstrahl in Tropfchen Uber, die idealerweise
jeweils eine Zelle enthalten und entsprechend ihrer Grun-Fluoreszenz durch ein
elektrisches Feld in Richtung Auffangrohrchen abgelenkt werden. Es ist moglich
durch Eingrenzung verschiedener Bereiche (Gates) bestimmte Zellen auszuwahlen.
So kann gewahrleistet werden, dass analog zur MACS-Saulen-Aufreinigung nur die
stark transfizierten Zellen isoliert wurden.

Die sortierten Zellen wurden in Vollmedium aufgenommen und weiter kultiviert.
Exemplarisch sind in Abbildung 10 (A) INA-6 Zellen 24 h nach der Transfektion
dargestellt (Transfektionsrate 27 %), nach der Aufreinigung mittels MACS-Sortierung
(B) wurde eine Reinheit von 90,2 % erreicht. Dies sind reprasentative Daten, die

sowohl mir der MACS-Selektion als auch uber GFP-Sortierung erreicht wurden.
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Abbildung 10: FACS-Analyse transfizierter Zellen vor und nach der Aufreinigung: In
(A) sind INA-6 Zellen vor der Aufreinigung dargestellt. Die GFP-positiven Zellen (und somit
transfizierte Zellen) sind im unteren rechten Quadranten dargestellt (Transfektionsrate 27 %).
Nach der Aufreinigung (B) sind Uber 90 % GFP-positive und Pl-negative Zellen vorhanden.

3.2.15 Herstellung der shRNA-Expressionsvektoren

Um die jeweiligen Gene ,auszuschalten® werden verschiedene shRNA-
Expressionsvektoren mit unterschiedlichen Zielsequenzen generiert. Diese
Zielsequenzen wurden anhand der Kriterien nach Tuschl und Kollegen (161)
entworfen und als Oligonukleotide in pSUPER kloniert (158). Um eine Insertion in
pSUPER vorzunehmen, muss dieser Vektor erst geschnitten werden. Der
Restrikitonsverdau (Restriktion mit Bglll/Hindlll) erfolgte fur 2 h bei 37 °C. Um eine
Re-Ligation des Vektors zu verhindern, wurden zur Dephosphorylation der freien
Enden, 1 ul SAP (shrimp alkaline phosphatase) fur 1 h zugegeben. Anschlieend
wurden dem verdauten und dephosphorylierten Vektor 30 ul dH>,O und 50 ul Roti-
Phenol/Chloroform hinzugefiigt. Nach 5 minutiger Zentrifugation bei 14.000 x g
wurde die wassrige Phase abgenommen, in 50 ul Roti-Phenol/Chloroform
resuspendiert und erneut bei 14.000 x g zentrifugiert. Zur DNA-Fallung wurde der
Uberstand in 125 ul 96 %-igem Ethanol und 5 pl Natriumacetat (3 M) resuspendiert.
Das Gemisch wurde fur mindestens 30 min bei -20 °C inkubiert und anschlieRend 20

min bei 14.000 x g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde getrocknet und in 100 ul
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dH>O resuspendiert. Die Restriktion des Vektors wurde mittels eines analytischen

Agarosegels Uberpruft.

3.2.16 Klonierung von shRNA-Expressionsvektoren

Die Oligonukleotide, die fur die Insertion in pSUPER verwendet wurden, wurden von
Biotez (Berlin-Buch) bezogen. Sie wurden nach Erhalt in dH,0 geldst
(Endkonzentration: 150 nM) und in Olgonukleotid-Annealing-Puffer (OAB; 100 mM
Kaliumacetat, 2mM Magnesiumacetat, 30 mM HEPES-KOH pH 7,4 in DEPC
[Diethylpyrocarbonat]-H,O) fur 4 min bei 95 °C erhitzt. Die Temperatur wurde
anschliel3end auf 70 °C (fur 10 min) herabgesetzt und dann weiterhin Gber Nacht in
einem sich abkuhlenden Wasserbad auf 4 °C herabgekuhlt. Die nun doppelstrangig
vorliegenden Oligonukleotide wurden mit Hilfe von T4-Polynukleotidkinase
phosphoryliert und mit T4-DNA Ligase in den geschnittenen pSUPER Vektor
eingebracht. Die Transformation erfolgte in den E. coli XL-1 Blue Zellen, dafur
wurden diese auf Eis aufgetaut und mit 2 ul des Ligationsansatzen (oder
entsprechender Kontrolle) versetzt. Nach 30-minutiger Inkubation auf Eis wurden die
Zellen fur eine effiziente Transformation einem Hitzeschock bei 42 °C fur 45 sek
ausgesetzt, um das Plasmid aufzunehmen. Den Zellen wurde 1 ml LB-Medium (10
g/l Trypton, 5 g/l Hefe-extrakt, 10 g/l NaCl) zugegeben und anschlie3end flr 1 h in
einem Schuttler bei 37 °C und 250 rpm kultiviert. Danach wurden die Zellen pelletiert,
in einem Volumen von 50 ul LB-Medium resuspendiert und auf eine vorgewarmte LB-
Agarplatte (+100 ug/ml Ampicillin) ausplattiert. Uber Nacht wurde diese bei 37 °C
inkubiert. Da das eingesetzte Plasmid eines Ampicillin-Resistenzgen besitzt, konnten
nur erfolgreich transformierte Kolonien auf der Agarplatte wachsen. Analog der
Klonierungen wurden Kontrollen ohne Insert mitgefuhrt, auf den Agarplatten
(+Ampicillin) sollten dann entsprechend keine Kolonien wachsen. Um die
erfolgreiche Insertion in das Plasmid zu verifizieren, wurden einzelne Kolonien
gepickt und in 3 ml LB-Ampicillin-Medium Uber Nacht in einem Inkubator kultiviert.
Die Plasmide wurden mit dem Zyppy Plasmid Mini Prep Kit extrahiert und mittels
geeignetem Kontrollverdau (EcoRI/Hindlll) identifiziert. Diese ausgesuchten Klone
wurden sequenziert und danach wurde mit dem Qiagen Plasmid Maxi oder Giga Kit

eine groRere, fur die Folgeexperimente ausreichende, Plasmidmenge hergestellt.
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3.2.17 Western Blot Analyse

Probenvorbereitung

Zur Herstellung von Gesamtproteinzelllysaten wurden die Zellen zunachst geerntet
und durch Zentrifugation pelletiert. Um das Medium vollstandig zu entfernen, wird
das Zellpellet mit PBS gewaschen und direkt in flissigem Stickstoff schockgefroren.
Das Pellet wird anschlieRend mit kaltem Lysepuffer versetzt und fur 15 min auf Eis
inkubiert. Durch Zentrifugation (bei 4 °C und 10.000 x g fur 15 min) werden
Zelltratmmer und unldsliche Zellbestandteile von dem Proteinlysat getrennt. Um die
erhaltene Proteinkonzentration zu bestimmen wurden jeweils 5 ul mit dem DC
Protein Assay Kit nach der Lowry Methode gemaf} Herstellerangaben aufbereitet und
als Doppelwerte mit einem Microplate Reader gemessen. Als Standardreferenzkurve
wurde eine BSA-Konzentrationsreihe verwendet. Die Proben wurden auf die gleichen
Proteinkonzentrationen eingestellt. Um Die Proteine zu denaturieren, wurden die

Proben mit Laemmli-Puffer versetzt und fur 5 min bei 95 °C aufgekocht.

3.2.18 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinauftrennung durch die diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese
erfolgte nach der Methode von Laemmli (162). Um eine Auftrennung des
Proteingemisches gemall des Molekulargewichts der verschiedenen Proteine zu
erreichen, muss die Eigenladung der Proteinmolekule uberdeckt werden. Dies
geschieht durch die Zugabe des anionischen Detergenz SDS (Natriumdodecylsulfat),
welches sich an die hydrophoben Regionen der Proteine anlagert, die
Wasserstoffbrickenbindungen 16st und somit die Zerstérung der Sekundar- und
Tertiarstruktur bewirkt. Weiterhin wird durch die Zugabe von p-Mercaptoethanol
Dissulfidbrickenbindungen zerstort und die Sekundarstruktur ebenso aufgelost.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 10 %-igen Trenngel
(Zusammensetzung siehe Tabelle). Die Elektrophorese erfolgte fur 15 min bei 80 V
und anschlieRend bei 110 V bis die Lauffront den unteren Rand des Gels erreicht
hat.
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Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels

Sammelgel Trenngel (10 %)
Rotiphorese 0,83 ml 3,3 mi
(Acrylamid/Bisacrylamid)
1 M Tris pH 8.8 - 3,8 ml
1 M Tris pH 6.8 0,58 ml -
ddH>0 3,5ml 2,9 ml
10 % SDS 50 ul 100 wl
10 % APS 50 ul 100 wl
TEMED 2,5ul 5ul

3.2.19 Proteintransfer auf Nitrocellulose Membran nach dem Prinzip des
»oemi-Dry-Blottings“ (Western Blot)

Den Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf eine proteinbindende
Tragermembran und die nachfolgende Detektion mit Antikdrpern, welche die Epitope
der Proteine erkennen, bezeichnet man als Western Blot. Der Transfer erfolgte in
einer Semi-Dry Blottingkammer bei 15 V far 50 min. Hierfir wurden Trenngel,
Membran und zweimal drei Lagen Filterpapier in Transferpuffer aquilibriert und im
Sandwichverfahren angeordnet. Nach dem Transfer wurde die Membran reversibel
mit Ponceau S Rot gefarbt, um die Qualitdt und die gleichmalige Beladung zu
kontrollieren. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Membran
in TBS-T-Puffer mit 5 % Milchpulver fur 1 h bei RT inkubiert.

3.2.20 Immunchemische Proteinfarbung

Das Prinzip der Proteinfarbung beruht auf der Anheftung eines Primarantikorpers an
sein Antigen und der Bindung eines Sekundarantikdrpers an diesen Komplex. Zum

Nachweis dieser Reaktion ist an den sekundaren Antikdrper Meerettich-Peroxidase
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(horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt, was durch eine Lichtreaktion einen
Nachweis auf einen Rontgenfilm ermdglicht (siehe Abbildung 11). Die Membran
wurde bei 4 °C Uber Nacht auf einem Schittler mit dem entsprechenden
Primarantikorper inkubiert. Nach 3 x 5 min waschen mit TBS-T wird die Membran mit
dem HRP-gekoppeltem Sekundarantikorper fur 1 h bei RT inkubiert. Danach wurde
die Membran noch mal mit TBS-T gewaschen um den Sekundarantikdrper
vollstandig zu entfernen. Zum Nachweis der gebundenen Antikdrper wurde 2 ml
Enhanced Chemi-Lumineszens-Losung (ECL,100 mM Tris pH 8,8, 2,5 mM Luminol,
0,2 mM p-Cumarsaure, 3 mM Wasserstoffperoxid) auf die Membran gegeben. Nach
2 min wurde die Flussigkeit entfernt und die photosensitiven Filme in einer

Dunkelkammer aufgelegt und entwickelt.

| Réntgenfilm - |
1t
Luminol U/ Licht

1. AK *

(Protein)

| Nitrocellulose- Membran |

Abbildung 11: Prinzip der Immunfarbung: Zuerst erfolgt die Bindung des ersten
Antikdrpers, welcher gegen ein Epitop des Proteins gerichtet ist. An ihn bindet der HRP-
gekoppelte Zweitantikérper. Durch die Chemolumineszenz-Reaktion wird Licht auf einen
Roéntgenfilm emittiert und das Protein so sichtbar gemacht.

In manchen Fallen war es notwendig, eine Membran mehrfach zu farben. Um die
Antikdrper von der Membran zu l6sen, wurde diese Uber Nacht in Stripping Puffer
(200 mM Gilyzin, 20 % SDS, 1 % Tween-20, pH 2,2) bei 4 °C inkubiert. Anschliel3end
wurde die Membran mit TBS-T gewaschen und erneut fur 1 h in 5 % Milchpulver/
TBS-T bei RT inkubiert. Die Membran konnte daraufhin erneut mit einem
Primarantikorper gefarbt werden. Diese Prozedur wurde nur fur Farbungen mit

Antikdrpern aus verschiedenen Spezies durchgefuhrt.
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3.2.21 Immunhistochemische Analyse der HSF1-Expression in humanen

Plasmazellen in situ

Um die Expression von HSF1 in nicht-malignen B-Zellen zu untersuchen, wurden
Biopsien von humanen Tonsillen mit Keimzentrumsreaktion (n = 5) oder Biopsien
von nicht-Myelompatienten (n = 3) verwendet. Um die Expression in transformierten
Zellen zu analysieren wurden Knochenmarksbiopsien von MGUS- Patienten (n = 3)
und MM Patienten (n = 54, 48 aus KM und 6 aus extramedullaren Lokalisationen)
uberpruft. Die Diagnosen wurden anhand der WHO Richtlinien fur Formalin-fixierte,
in Parafin eingebettete Gewebeproben erstellt (163). Diese beinhalten eine
konventionelle Giemsa Farbung um verschieden Zelltypen zu unterscheiden, sowie
immunhistochemische Farbung welche die Plasmazellmarker (CD138) und die
Immunglobulin Leichtkettenrestriktion anzeigen. Diese Arbeiten wurden von Dr.
Mindaugas Andrulis, Pathologie Heidelberg, durchgefuhrt. Bei den untersuchten
Patientenproben waren 16 Biopsien von neu diagnostizierten MM-Patienten und 38
MM-Patienten waren schon chemotherapeutisch vorbehandelt. Durch eine
Hitzebehandlung werden die Antigene in den Paraffin eingebetteten Gewebeproben
demaskiert (138) und anschlieBend kénnen die  Proben  mittels
immunhistochemischer oder immunfluoreszierender Farbung analysiert werden. Der
Primarantikarper gegen HSF1 (Stressgen) in Kombination mit einem biotynilierten
Zweitantikorper (Dianova, Hamburg, Deutschland) und einem streptavidin/3-amino-9-
ethylcarbazole (AEC) basiertem Detektionskit (Dako, Hamburg, Deutschland) wurden
verwendet um die HSF1-Expression zu analysieren. Die Zellkerne wurden mit
Hamatoxilin (Merck, Darmstadt, Deutschland) angefarbt. Fur die
Doppelfluoreszenzfarbung wurden die anti-CD138/anti-HSF1 Antikorper spezifisch
mit FITC oder Cy3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, USA)
markiert. Die Bilder wurden entweder mit einem BX Lichtmikroskop ausgestattet mit
einer DP50-CCD Kamera (beides von Olympus, Hamburg, Deutschland) oder mit
einem TCS SP2 Konfocal System, ausgestattet mit einem DMRE Mikroskop und
einem HCX PLAPO 40x/1.25 NA Olimmersionsobjektiv. Verarbeitet wurden die Bilder
mit der Leica Confocal Software Version 2.61 (alles von Leica Microsystems,
Mannheim, Deutschland). Alle Gewebeproben wurden von Dr. Andrulis begutachtet

und anhand eines Scoring Systems weiter klassifiziert. Die Einteilung war wie folgt:
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HSF1 hoch-exprimierend entspricht = 50 % HSF1-positive Zellen (19/28 Falle), mittel
exprimierend (10 - 50 %, 3/28) und schwach exprimierend ( < 10 %, 6/28).

3.2.22 Gene expression profiling (GEP) — Affymetrix Microarray Analysen

Eine Genomweite Analyse nach shRNA-vermitteltem Knockdown von HSF1 sollte
maogliche Zielgene von HSF1 aufzeigen. Hierfir wurden INA-6 und MM.1S Zellen wie
bereits beschrieben transient transfiziert und an Tag drei geerntet. Aus diesen Zellen
wurde die RNA mittels des RNAeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Diese
Versuche wurden mehrfach wiederholt um die zwei Versuche mit der besten RNA
Qualitat auszuwahlen. Die Auswahl erfolgte Uber die RIN-Werte (RNA integrity
numbers). Diese Auswahl und die folgenden Arbeitsschritte wurden bis zur
Rohdatenanalyse der Microarrays in Kollaboration mit der Microarray Core Facility
des Interdisziplinaren Zentrums fur Klinische Forschung Wurzburg (1ZKF) von Frau
Dr. Susanne Kneitz und Mitarbeitern durchgefuhrt.

Durch degradierte RNA oder durch Verunreinigungen mit DNA oder Proteinen, kann
die Qualitat der RNA stark beeintrachtigt werden. Um dies auszuschlieen wurde mit
einem Bioanalyzer 2100 (Agilent) die Qualitat der Gesamt-RNA bestimmt. Hierfur
wurde die RNA mit einem Fluoreszenzfarbstoff versehen und in einem elektrischen
Feld in einzelne Fraktionen aufgetrennt. Das Ergebnis wird als Peaks dargestellt, aus
denen sich anschlieBend die RIN-Werte berechnen (Mall der RNA-Degradation,
Optimalwert 10.0) lassen. Ausgesucht wurden entsprechend dem Ergebnis die
geeigneten RNA-Praparationen fur die Microarray Analyse.

Mit Reverser Transkriptase wurde zunachst die Gesamt-RNA in doppelstrangige
cDNA umgeschrieben und aufgereingt. Aus der erhaltenen cDNA wurde in einer in
vitro-Transkription biotinylierte cRNA generiert und gleichzeitig amplifiziert. Die cRNA
wurde aufgereinigt, fragmentiert und in einem Hybridisierungscocktail mit den Chip-
Arrays hybridisiert. Verwendet wurden hierbei Affymetrix Human Genome U133A 2.0
Arrays. Die Fluoreszenzfarbung erfolgte mit Streptavidin Phycoerythrin SAPE.
AnschlieRend wurden die Arrays gescannt und bioinformatisch mit R Version 2.7.1
und Bioconductor-Softwarepaketen (r-project.org) analysiert. Die Vollstandigkeit der
cDNA- und cRNA-Synthese wurde Uber die relative Signalstarke der Housekeeping-
Gene GAPDH und HSA jeweils am 5’- und 3’-Ende kontrolliert. Die Hybridisierungs-
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kontrolle erfolgte Uber Herstellereigene Chip-interne Kontroll-Sonden. Die einzelnen
Chips wurden Uber alle Gen-Sets normalisiert und schlieBlich die Datensatze
pSUPER-Leervektor versus pSU/HSF1-1 Transfektion (im Duplikat) auf
Expressionsunterschiede verglichen. Die relative Starke der Expressionsanderung
(bezogen auf die entsprechende Kontrolle) wird hierbei als Fold Change (FC)
angegeben. Der Grenzwert fur die Auswahl der Gene wurde auf einen FC von 1,5
bestimmt. Ab diesem Wert werden von vielen Autoren Expressionsunterschiede als
relevant betrachtet (164, 165).
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4. Ergebnisse

4.1 Konstitutive HSF1- und HSP-Proteinexpression ist in

Myelomzelllinien haufig vorhanden

Mit Hilfe von Western Blot-Analysen wurde die Proteinexpression von HSF1 und
verschiedenen HSP dargestellt. Die Synthese der HSP wird nach einem
StressauslOser stark angeregt. Die Literatur beschreibt hierbei, dass insbesondere
HSP27 und HSP70 sehr schnell und stark hochreguliert werden (induzierbare HSP)
(110). Um eine Aussage uber die vorhandenen Proteinmengen in malignen und
nicht-malignen Zellen treffen zu kdnnen, wurden die Proteinexpressionen von MM-
Zellen und von B-Zellen gesunder Spender verglichen (Abbildung 12). Unter
Standardzellkulturbedingungen ist in nicht-malignen B-Zellen HSF1 nur sehr
schwach exprimiert, wohingegen drei von sechs untersuchten MM-Zelllinien eine
sehr starke HSF1-Expression aufweisen (INA-6, MM.1S, JUN-3). Gegenuber diesen
Zelllinien, zeigen die drei weiteren getesteten Zelllinien (OPM-2, AMO-1, U226) eine
schwachere bis sehr schwache HSF1-Expression. Die Starke der HSP-Expression
korreliert nicht immer mit der HSF1-Expression. Die analysierten MM-Zelllinien
zeigen eine konstitutiv starke Prasenz der HSP: HSP90a und 3, HSP73, HSP40 und
HSP40-4. In den untersuchten B-Zellen hingegen ist nur eine deutliche Expression
von HSP90a und p sowie HSP40 und HSP40-4 zu sehen. Die inuzierbaren HSP70
und HSP27 sind in den untersuchten MM-Zelllinien auch konstitutiv, wenngleich sehr
heterogen, exprimiert. In den nicht-malignen B-Zellen sind diese HSP dagegen nur

sehr schwach oder nicht vorhanden.
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HSF1
HSP90L
HSP90B
HSP72
HSP73
HSP40
HSPA40-4

HSP27

B-Aktin

Abbildung 12: Expressionsanalyse von HSF1 und HSP in MM-Zelllinien. Mittels Western
Blot-Analysen wird die Proteinexpression von HSF1 und HSP in MM-Zelllinien mit der in
nicht-malignen B-Zellen verglichen. Die HSF1-Expression ist sehr heterogen. Es lassen sich
zwei Gruppen mit einer starken und schwachen HSF1-Expression beschreiben.
HSP900/p, HSP73 und HSP40/40-4 sind in allen Zelllinien konstitutiv stark exprimiert. Die
weiteren HSP sind sehr heterogen exprimiert und korrelieren nicht immer mit der Expression
von HSF1. Es wurde die gleiche Gesamtproteinmenge aufgetragen, als Vergleichskontrolle
dient pg-Aktin.

4.2 Konstitutive HSF1- und HSP-Proteinexpression ist in primaren

Myelomzellen ex vivo uberwiegend vorhanden

Um zu eruieren, ob in primaren MM-Zellen HSF1 und HSP exprimiert sind, wurden
im Rahmen einer diagnostischen Knochenmarkspunktion primare Myelomzellen
mittels CD138 MACS-Isolation gewonnen und ebenfalls mittels Western Blot
analysiert (Abbildung 13). Hier zeigte sich, dass in allen neun Patientenproben HSF1
in unterschiedlich starker Auspragung vorhanden ist. Auch hier sind HSP90a und
 sowie HSP40 und HSP40-4 konstitutiv stark exprimiert, wohingegen HSP73 und
HSP27 heterogen, partiell aber auch sehr stark, vorkommen. Konstitutives HSP72

konnte in nur zwei Fallen der neun getesteten Patientenproben detektiert werden.
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Patientenprobe Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Abbildung 13: HSF1/HSP-Expressionsanalyse in primdren MM-Zellen. HSF1 konnte in
jeder getesteten Patientenprobe detektiert werden. Extrem starke Expressionen weisen die
HSP90, HSP40 und in einigen Fallen HSP27 auf. Konstitutives HSP72 konnte in zwei Fallen
nachgewiesen werden. Es wurde jeweils die gleiche Zellzahl aufgetragen, als
Vergleichskontrolle dient 3-Aktin, welches in den verschiedenen Proben unterschiedlich stark
vorhanden ist.

4.3 In etwas mehr als der Halfte der primaren Myelomfalle ist HSF1

uberexprimiert

Um die HSF1-Expression in situ in Plasmazellen (PCs) zu untersuchen, wurde die
HSF1-Farbung von Knochenmarksbiopsien etabliert. Normale, pra-maligne und
maligne Plasmazellen (MM-Zellen) wurden einerseits durch immunhistochemische
Analyse mit ACE als chromogenes Substrat und mit einer HSF1 und CD138
Doppelimmunfloureszenzfarbung untersucht (Abbildung 14). HSF1 war in normalen
und pra-malignen PCs nicht oder nur schwach exprimiert wohingegen in 50 % der
untersuchen MM-Biopsien (28/54 Falle) ein positive HSF1-Farbung vorlag. Je nach
Starke der HSF1-Expression wurden die HSF1-positiven Falle weiter als HSF1 hoch
(= 50 %), mittel (10 - 50 %) und schwach (= 10 %) exprimierend unterteilt. 68 %

(19/28) der Biopsien wiesen eine starke HSF1-Expression auf, 11 % (3/28) zeigten
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ein mittelstarke HSF1-Expression und 21 % der untersuchten Proben waren
schwach (6/28) HSF1-positiv. Interessanterweise waren alle funf extramedullaren
MM und sieben von acht MM-Proben mit einer anaplastischen Morphologie HSF1-
positiv. Da die HSF1 Untersuchungen an einer Biopsienserie durchgefuhrt wurde,
welche bereits im Rahmen einer anderen Studie auf HSP90- und HSP70-Expression
untersucht wurde, konnten diese Farbungen einander gegenubergestellt werden
(zusammengefasst in Tabelle 9). Die HSF1-positive Subgruppe zeigte eine 100-
prozentige Ubereinstimmung mit HSP70 (panHSP70-Farbung umfasst HSP72 und
HSP73) und eine starke Ko-Expression von HSP90 (89 %, HSP90o/p
zusammengefasst). In der HSF1-negativen Gruppe war die Anzahl der HSP-
positiven Farbungen wesentlich geringer (HSP90: 69 %; HSP70: 34 %). Alle
Farbungen wurden in Kooperation mit Dr. Mindaugas Andrulis (Pathologisches

Institut Heidelberg) durchgefuhrt.
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A Normale Plasmazellen B MGUS Plasmazellen C MM Plasmazellen

Abbildung 14: Beispiele fiir immunhistochemische und Immunfloureszenzfarbung von
HSF1 in Knochenmarksbiopsien in situ. Dargestellt sind normale nicht-maligne
Plasmazellen (A), Plasmazellen eines MGUS Patienten (B) und (C) Biopsien zweier MM
Patienten. Die Pfeile zeigen auf Plasmazellen die auf Grund ihrer Morphologie (in den MGUS
Proben) und der Detektion von monoklonalen Immunglobulin-Leichtketten bestimmt wurden.
HSF1 ist in beiden Farbungen rot dargestellt, der Plasmazellmarker CD138 ist in der
Fluoreszenzfarbung grin dargestellit.

HSF1 Expression HSP90 positiv HSP70 positiv
n n [%] n [%]

positiv 28 25 (89 %) 28 (100 %)

negativ 26 18 (69 %) 9 (34 %)

Tabelle 9: Gegenilberstellung der HSF1- und HSP-Farbungen in situ. Ca. 50 % der
untersuchten Biopsien waren HSF1-positiv. In dieser Gruppe gab es eine 100-prozentige
Korrelation mit der HSP70- und eine hohe Ubereinstimmung mit der HSP90-Expression. In
der HSF1-negativen Gruppe wurden deutlich weniger Ko-Expressionen von HSP90 oder
HSP70 mit HSF1 nachgewiesen.
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4.4 Induktion der heat shock stress response (HSR) ist in primaren B-
Zellen und in INA-6- und MM.1S-Zellen moéglich

Die heat shock stress response (HSR) ist fur Zellen eine wichtige, evolutionar stark
konservierte Stressantwort. Unter extremen Bedingungen kdnnen durch die erhdhte
HSP-Synthese zellular wichtige Prozesse unterstitzt und somit geschutzt werden.
Durch den onkogenen Stress in transformierten Zellen weisen diese oftmals eine
aberrante Funktion (chronische Daueraktivierung) des Systems auf. Wie gezeigt
wurde, haben MM-Zellen eine erhdhte HSP-Expression und sind von dieser auch
abhangig (138, 142). Um festzustellen ob das HSF1/HSP-Netzwerk in Myelomzellen
noch intakt ist, wurden INA-6- und MM.1S-Zellen einem Hitzeschock ausgesetzt.
Dafur wurden die Zellen fur 6 min bei 42 °C in einem Heizblock inkubiert und
anschlie3end fur weitere 3 h bei 37 °C im Brutschrank gehalten. Um eine Aussage
zu der myelomspezifischen Hitzestressantwort treffen zu kénnen, wurde das gleiche
Prozedere an B-Zellen von gesunden Spendern durchgefuhrt. Die nicht-malignen B-
Zellen zeigen nahezu das gleiche Induktionsmuster wie die Myelomzellen, obwohl
diese eine anormale, erhohte HSP-Expression aufweisen (siehe Abbildung 15). In
beiden Fallen konnte eine Hochregulation der HSP90a, HSP72, HSP40 und HSP27

beobachtet werden.

A  Primére B- Zellen B INA-6 MM.1S

- + Hitzeschock
HSP90a
HSP90B
HSP72
HSP73
HSP40
HSP40-4
HSP27

B-Aktin/o-Tubulin

Abbildung 15: Auslésen der HSF1/HSP-Hitzeschockantwort. Dargestellt sind die HSP-
Proteinspiegel in nicht-malignen B-Zellen (A), die von einem gesunden Spender isoliert
wurden und zwei MM-Zelllinien (B). In beiden Zellsystemen kam es zu einer Hochregulation
von HSP90a HSP72, HSP40 und HSP27. pB-Aktin und oa-Tubulin dienen als
Ladungskontrolle.
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4.5 Die pharmakologisch-ausgeldoste Stressantwort erzielt das gleiche
Induktionsmuster, wie die HSR

Durch eine Behandlung mit bestimmten antitumoralen Medikamenten, wie
Proteasomen-, HDAC- oder HSP90-Inhibitoren, kommt es zu einer Induktion der
HSR und damit der HSP. Es wird vermutet, dass dies ein kompensatorischer
Rettungsmechanismus ist, der zum Zelluberleben beitragen soll. Da es bisher aber
noch weitgehend unklar ist ob diese pharmakologisch-induzierte Stressantwort
identisch mit der HSR nach thermalem Stress ist, wurde in diesem Versuch der
Einfluss des Proteasom-Inhibitors Bortezomib und dem HSP90-Inhibitor NVP-
AUY922 auf die HSP-Expression in INA-6- und MM.1S-Zellen untersucht (dargestellt
in Abbildung 16). Nach der Behandlung der Zellen mit beiden Inhibitoren konnte auch
hier eine Zunahme der HSP72, HSP40 und HSP27 in beiden Zelllinien beobachtet

werden.

A INA-6 MM.1S B INA-6 MM.1S
NVP- _ + .
AUY922 Bortezomib — + — +
HSP90a T

HSP90p HSP90B
HSP72 HSP72
HSP73 HSP73
HSP40 HSP40
HSP40-4 HSP40-4
HSP27 HSP27
B-Aktin B-Aktin

Abbildung 16: Induktion der HSP durch pharmakologische Inhibitoren. Dargestellt sind
die HSP-Expressionen nach pharmakologischer Inhibition von HSP90 mit NVP-AUY922 (A)
und nach Inhibition des Proteasoms mit Bortezomib (B). Es kommt zu einer Hochregulation
der HSP72, HSP40 und HSP27.

4.6 HSF1-Knockdown induziert Apoptose in INA-6- und MM.1S-Zellen

Um HSF1 selektiv zu inhibieren, wurden shRNA-Konstrukte gegen HSF1 generiert.
Da ,off-target” Effekte unerwlnscht und somit ausgeschlossen werden sollten,

wurden zwei verschiedene shRNA-Konstrukte verwendet (pSU/HSF1-1 und
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pSU/HSF1-2). In Abb.17 A+C, ist der HSF1-Knockdown in INA-6 und MM.1S 48 h
nach der Transfektion dargestellt. Zu diesem Zeitpunkt lies sich bereits eine starke
Abnahme des HSF1-Proteins nachweisen. Die Herunterregulation der HSF1-
Expression fuhrte in beiden getesteten Zelllinien zur Induktion von Apoptose. Die
Apoptosemessung wurde 72 h nach der Transfektion mittels der AnnexinV/PI-
Farbung und anschlieRender FACS-Analyse durchgefuhrt. In INA-6-Zellen wurde die
Anzahl der viablen Zellen bis auf 40 % reduziert und in MM.1S-Zellen wurde die
viable Zellfraktion bis auf 10 % minimiert (Abb. 17, B+D).

A INA-6 B INA-6
100+
904
80+
704
60+ — —
504
404 — —
N 30+
20+
10+

pSU pSU/ pSU/
HSF1-1 HSF1-2
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% lebende Zellen
rel. zur Kontrolle

B-Aktin
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Abbildung 17: HSF1-Knockdown in MM-Zellen. Dargestellt sind Western Blot Analyse des
shRNA-vermittelten Knockdowns von HSF1, 48 h nach der Transfektion (A+C). p-Aktin dient
als Ladungskontrolle. Knockdown durch beide shRNA-Konstrukte flihren zur
Apoptoseinduktion in den getesteten Zelllinien (B+D) Jeder Versuch wurde mindestens
dreimal wiederholt.

4.7 Knockdown von HSF1 fuhrt in JUN-3-Zellen zu einem Zellzyklus-
Arrest

Weitere Versuche wurden mit der intern erst kurzlich etablierten Zelllinie JJN3
durchgefuhrt. Diese Zelllinie weist eine starke HSF1-Expression auf (ahnlich der INA-
6- und MM.1S-Zellen) und zeigt eine etwas starkere konstitutive Expression von
HSP72 und eine schwache konstitutive Expression von HSP27. Die Western Blot-

Analyse und die AnnexinV/PI-Messung erfolgte 72 h und 96 h nach der
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Transfektion. Das sehr stark exprimierte HSF1-Protein konnte durch die beiden
shRNA-Konstrukte nicht vollstandig herabreguliert werden (Abb. 18, A). Ein starkerer
Knockdown wurde mit der shRNA1 erreicht, was zu einer maximalen Apoptoserate
von 40 % flhrte (pSU/HSF1-1, (B)).

Die Zellzyklusanalyse mittels BrdU-Messung zeigte, dass die Zellen in der G1/S-
Phase akkumulieren, bzw. die Anzahl der Zellen in der S-Phase stark abnimmt.
Ebenso lasst sich hier eine Zunahme der Zellfragmente (SubG1, reprasentiert
apoptotische Zellen) erkennen (C). Eine partielle Induktion von Apoptose konnte hier

nachgewisen werden.
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Abbildung 18: Knockdown von HSF1 in JJN-3 Zellen. Die Westernblot-Analyse (A) zeigt,
dass das Protein nicht vollstandig herunterreguliert wird. Dargestellt sind zwei verschiedene
Zeitpunkte nach der Transfektion (post Transfektion, pT). p-Aktin dient als Ladungskontrolle.
Die Viabilitatsrate der Zellen sinkt auf bis zu 60 %. Die BrdU-Farbung zeigt, dass es zu einer
Akkumulation der Zellen in der G1-Phase kommt und die Zellzahl in der S-Phase stark
abnimmt (C). Weiterhin kommt es auch zu einer Zunahme der Zellfragmente, dies
reprasentiert die SubG1-Phase (apoptotische Zellen).
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4.8 Knockdown von HSF2 hat Einfluss auf die Viabilitat in INA-6-Zellen

Es wurde vorbeschrieben, dass HSF2 in der Interaktion mit HSF1 die Transkription
der HSP beeinflussen kann (109, 112). Da deshalb nicht nur HSF1 potenziell wichtig
fur die erhohte HSP-Expression in MM-Zellen ware, haben wir den Einfluss von
HSF2 auf die Zellviabilitdt in den INA-6- und MM.1S-Zelllinien untersucht. Daflr
wurde eine shRNA generiert und die Zellen transient transfiziert. Die Western Blot-
Analyse und die AnnexinV/PI-FACS Analyse wurde 72 h nach der Transfektion
durchgefuhrt. Der Knockdown von HSF2 flhrte zu einer partiellen Apoptoseinduktion.
In INA-6-Zellen wurde eine Apoptoserate von 40 % erreicht, wohingegen die
Apoptoserate bei den MM.1S bei ca. 20 % lag (Abb. 19 (B+D)). Es ware aber
denkbar, dass der Knockdown von HSF2 eine ausgleichende, verstarkte Aktivitat von
HSF1 hervorruft. Auf Grund dessen wurde ein kombinierter Knockdown von HSF1
und HSF2 durchgefuhrt. Die gemeinsame Inhibition von HSF1 und HSF2 flhrte,
verglichen mit dem alleinigen Knockdown von HSF1, zu leicht verstarkten
apoptotischen Effekten (Abb. 19, B+D). Bei der Western Blot-Analyse wurde
festgestellt, dass der Knockdown von HSF1 auch zu einer Abnahme von HSF2 in
den getesteten Zelllinien fuhrte (Abb. 19, (A+C)). HSF2 wird somit vermutlich Uber
HSF1 reguliert und es kommt zu keiner kontraren Hochregulation von HSF1 oder

HSF2 als Zell-Rettungsmechanismus.
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Abbildung 19: Knockdown von HSF1 und HSF2 in MM-Zellen: Dargestellt sind die
shRNA-vermittelten Knockdown Experimente von HSF1, HSF2 und der Kombination beider
shRNAs (A+C). Die Blockade von HSF1 fiihrt hier zu einer Abnahme von HSF2. p-Aktin/o-
Tubulin dient als Ladungskontrolle. In B+D sind die Viabillitatsraten der Zellen relativ zur
pSUPER Kontrolle dargestellt. Es kommt zu einer leicht verstarkten Apoptoseinduktion durch
die kombinierte Inhibition von HSF1 und HSF2.

4.9 Genexpressionsanalyse (GEP) nach shRNA-vermitteltem HSF1-
Knockdown in INA-6-und MM.1S-Zellen

Um die Genexpressionsveranderungen nach shRNA-vermitteltem Knockdown von
HSF1 zu untersuchen, wurden cDNA-Microarrayanalysen durchgefuhrt. Es zeigte
sich, dass eine Vielzahl von Genen differentiell exprimiert wurden (INA-6, 489 Gene,
MM.1S, 1214 Gene, mit einem FC >+ 1,5 und p<0,05). Denkbar ist, dass zahlreiche
Gene nicht direkt durch HSF1 reguliert werden, sondern es ebenso durch die
Induktion der Apoptose zu einer Veranderung der Genexpression kommt. Der Fokus
der Analyse wurde aufgrund der grof3en Anzahl potenzieller HSF1-Zielgene auf die
HSP gelegt. Uber die cDNA-Microarrayanalyse wurden die ausgepragten
Genexpressionsveranderungen der HSP nach HSF1-Knockdown festgestellt
(Abbildung 20, A). Neben den fur das MM relevanten HSP90 und HSP70 fiel auf,
dass die HSP27 sowie HSP40 und 40-4 extrem stark reguliert wurden. lhre
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Bedeutung fur das MM ist bisher unbekannt und wurde deswegen zusatzlich

untersucht.
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Abbildung 20: Heat Plot-Darstellung der regulierten HSP: Heat Plot Darstellung der
regulierten Gene, die fir HSP in den INA-6 Zellen kodieren (A). In (B) sind die HSP separat
vergroflert dargestellt, die anschlieRend (oder bereits) umfassender in INA-6- und MM.1S-
Zellen untersucht wurden. Die Farbe rot reprasentiert eine vermehrte Genexpression, die
Farbe grin steht fir eine verminderte Genexpression. Reprasentativ dargestellt sind die
Ergebnisse der INA-6 Zellen, die Analyse der MM.1S Zellen flhrte zu dhnlichen Resultaten.

4.10 HSF1-Knockdown fiihrt zur Abnahme von HSP in INA-6- und MM.1S-

Zellen

Um die Ergebnisse der Microarrayanalyse zu bestatigen, wurde mittels Western Blot-
Analysen die Auswirkungen der shRNA-vermittelten HSF1-Inhibition auf die
Expression multipler HSP untersucht (66 h nach der Transfektion mit dem
pSU/HSF1-1 Konstrukt). Die HSF1-Depletion beeinflusste die Expression der HSP in
unterschiedlichem Ausmal} (siehe Abbildung 21). Es zeigte sich, dass die
Proteinmengen der induzierbaren HSP, HSP72, HSP40 und HSP27 am starksten
abnahmen, wohingegen die konstitutiv stark exprimierten HSP (HSP90 und HSP73)

schwacher herunterreguliert wurden.

62



Ergebnisse

INA-6 MM.1S

pSU  pSU/ pSU  pSU/
HSF1-1 HSF1-1

HSF1
HSP90a
HSP90p
HSPT72
HSP73
HSP40
HSP40-4

HSP27

B-Aktin

Abbildung 21: Western Blot-Analyse nach HSF1-Knockdown: Expressionsanalyse
verschiedener HSP nach shRNA-vermitteltem Knockdown von HSF1 in INA-6- (A) und
MM.1S- (B) Zellen. Die HSP72, HSP40, HSP40-4 und HSP27 wurden starker
herunterreguliert, als die HSP90 und HSP73. -Aktin dient als Ladungskontrolle.

4.11 Analyse des shRNA-vermittelten Knockdowns von HSP40, HSP40-4
und HSP27 in INA-6- und MM.1S-Zellen

Da die bisherigen Untersuchungen gezeigt haben, dass die HSP72, HSP40, HSP40-
4 und HSP27 am starksten durch HSF1-Knockdown reguliert wurden, wurden die
Auswirkungen des jeweiligen HSP-Knockdowns in MM-Zellen untersucht. Da es aus
unserer Gruppe bereits Arbeiten gibt, die gezeigt haben, dass HSP70 und HSP90
einen Einfluss auf die Zellviabilitat haben, wurde in dieser Arbeit HSP40, HSP40-4
und HSP27 untersucht. Fur das jeweilige Zielprotein wurden multiple shRNAs mit
verschiedenen Zielsequenzen konstruiert und anschlieBend mit einer gut
funktionierenden shRNA weiter gearbeitet (hier exemplarisch dargestellt, Abb. 22).
Das Austesten der HSP27 shRNA-Konstrukte wurde unter meiner Anleitung von
Stephanie Fischbach im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgefuhrt.
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Abbildung 22: Exemplarische Darstellung der Validierung verschiedener shRNAs in
MM-Zelllinien. Fur die jeweiligen Zielgene wurden mindestens drei shRNAs generiert und
getestet. Die shRNA, die die starkste Regulation hervorrief, wurde fiir die weiteren Versuche
ausgewahlt. Hier wurden die siHDJ2-2 weiter verwendet.

4.11.1 HSP40 und HSP40-4 Knockdown erzielt unterschiedliche Effekte in
INA-6- und MM.1S-Zellen

Anmerkung: Um eine Verwechslung der verschiedenen HSP40 Proteine zu
vermeiden wird der Alias HDJ2 fur HSP40-4 in diesem Abschnitt verwendet. Von den
drei generierten shRNA-Konstrukten wurde das Konstrukt siHDJ2-2 ausgewahlt und
fur die Viabilitatsanalysen eingesetzt. Fir HSP40 wurde fur weitere Untersuchungen
das Konstrukt HSP40-1 ausgewahlt. Die Viablitatsananalysen mittels AnnexinV/PI-
Farbung und FACS-Messung wurden fur die INA-6 nach 72 h und fur die MM.1S
nach 96 h durchgefuhrt (post transfection, pT). Der Knockdown von HDJ2 reduzierte
die Viabilitat in beiden getesteten Zelllinien auf ca. 60-80 % (Abb. 23, B). Der
Knockdown von HSP40 hatte in INA-6-Zellen keinen Effekt auf das Zelluberleben,
wohingegen die Viabilitat der MM.1S-Zellen auf 40 % minimiert wurde (Abb. 23, C).
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Abbildung 23: Knockdown von HSP40 und HDJ2 in MM-Zellen. Darstellung des shRNA-
vermittelten Knockdowns von HSP40 und HDJ2 in INA-6- (A) und MM.1S-Zellen (B) und die
jeweiligen Auswirkungen auf das Zelliberleben (B+D). Die Western Blot-Darstellungen
zeigen, dass die generierten shRNA-Konstrukte spezifisch fur das jeweilige Protein sind. Die
Induktion der Apoptose wird bei INA-6 nach Knockdown von HDJ2 und bei MM.1S nach
Depletion von HSP40 initiiert.

4.11.2 Knockdown von HSP27 fuihrt in INA-6-Zellen zu einer moderaten
Apoptoseinduktion

INA-6-Zellen wurden mit dem siHSP27-4 Konstrukt transient transfiziert und nach 72
und 96 h wurde die Viabilitat mittles AnnexinV/Pl-Messung ermittelt. Der Knockdown
von HSP27 fuhrt in INA-6 Zellen zu einer Apoptoseinduktion von ca. 30 %. Die
MM.1S-Zelllinie konnte nicht untersucht werden, da sie HSP27 nur sehr schwach, im

Wester Blot kaum darstellbar, exprimiert.
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Abbildung 24: HSP27-Knockdown in INA-6 Zellen. Die Western Blot-Analyse zeigt den
HSP27-Knockdown 72 h nach der Transfektion (A). a-Tubulin dient als Ladungskontrolle.
Der Knockdown verringert die Zellviabiltat um ca. 30 % (B).

4.12 Pharmakologische Inhibition von HSF1 mit Triptolid fuhrt zur
Abnahme der Expression von HSF1 und HSP in INA-6- und MM.1S-Zellen

Fur die pharmakologische Inhibition von HSF1 wurde die Substanz Triptolid (isoliert
aus der chinesischen Heilpflanze tripterygium wilfordii) eingesetzt. Die Gruppe um
Westerheide et al. (2006) zeigte, dass durch Vorbehandlung mit Triptolid die HSF1-
vermittelte Hochregulation von HSP72 durch einen Hitzeschock inhibiert wurde
(148). Welche Auswirkung die Behandlung mit Triptolid auf die konstitutive
Proteinexpression hat, ist aber bisher noch unbekannt. Zunachst wurde durch
Western Blot-Analyse der Effekt von Triptolid auf die Proteinexpression von HSF1
und den HSP untersucht. Dafur wurden die Zellen fur 48 h mit 20 nM Triptolid
behandelt. Hier zeigte sich, dass das HSF1-Protein selbst reduziert wurde. Dies
hatte zur Folge, dass auch die konstitutive HSP-Expression vermindert wurde (Abb.
25). Die Auswirkungen der Triptolid-Behandlung sind demnach kongruent mit den
generierten Ergebnissen nach shRNA-vermittelter Inhibition von HSF1. Da die
gleichen Ergebnisse, wie bei dem biologischen Versuchsansatz erzeugt wurden,
zeigen diese Resultate erstmalig, dass Triptolid als geeigneter pharmakologischer

HSF1-Inhibitor appliziert werden kann.

66



Ergebnisse

INA-6 MM.1S
- + - + Triptolid
HSF1
HSP90a
HSP90B
HSP72
HSP73
HSP40
HSP40-4
HSP27

a-Tubulin

Abbildung 25: Western Blot Analyse nach Triptolid-Behandlung. Die Behandlung mit
Triptolid fuhrt in INA-6- und MM.1S-Zellen zu einer verminderten Expression von HSF1 und
aller untersuchten HSP. a-Tubulin dient als Ladungskontrolle.

4.13 Triptolid induziert Apoptose in verschiedenen Myelomzelllinien und

in primaren Myelomzellen

Um die Auswirkung der Triptolid Behandlung auf die Viabilitat der Myelomzellen zu
untersuchen, wurden mehrere Myelomzelllinien mit verschiedenen
Triptolidkonzentrationen  behandelt. = Nach drei Tagen erfolgte eine
Apoptosemessung basierend auf der AnnexinV/PI-Farbung am FACS. Alle
getesteten MM-Zelllinien waren sensitiv auf die Triptolid-Behandlung, nur die AMO-1-
und die U266-Zelllinien benodtigten hohere Triptolidkonzentrationen  zur
Apoptoseinduktion. Diese beiden Zelllinien weisen aber auch die geringste HSF1-
Proteinexpression auf und sind daher vermutlich weniger sensitiv auf die HSF1-
Inhibition. Eine wirkliche Resistenz war aber nicht vorhanden, da die maximal
eingesetzte Konzentration noch im nM Bereich liegt (Abb. 26, A). Zudem wurden
primare MM-Zellen mit Triptolid behandelt. Da von primaren MM-Zellen nur geringe
Zellzahlen zur Verflgung stehen, wurden nach Test-Titrationsreihen zwei
Triptolidkonzentrationen ausgewahlt. Die primaren Zellen wurden entweder mit
zugesetztem |L-6 oder auf KMSZ kultiviert. Da die Ko-Kultvierung mit KMSZ das
natlrliche Milieu der MM-Zellen besser reprasentiert, vermittel dies oftmals

Resistenzen gegenuber pharmakologischen Substanzen. Die getesteten primaren
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MM-Zellen zeigten jedoch eine konzentrationsabhangige Apoptoseinduktion, die
auch durch Ko-Kultivierung mit KMSZ nicht vermindert wurde (Abb. 26, B). Dartber
hinaus hatte Triptolid keinen zytotoxischen Effekt auf die KMSZ (Abb. 27).
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Abbildung 26: Behandlungen mit Triptolid: Es wurden verschiedene Zelllinien mit Triptolid
behandelt. Die Titrationskurven fir INA-6 und MM.1S sind in A abgebildet, fir die weiteren
Zelllinien sind die ECso- und ECgp- Werte tabellarisch zusammengefasst. Jedes Experiment
wurde im Triplikat durchgefuhrt. B zeigt die Darstellung der Priméarzellen; Im Vergleich sind
die Kultivierung der Zellen mit IL-6 und die Ko-Kultivierung mit KMSZ abgebildet.
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Abbildung 27: Behandlung von KMSZ mit Triptolid: Die Behandlung mit 20 nM Triptolid
Uber mehrere Tage hatte keinen negativen Einfluss auf die Zellviabilitat der KMSZ.

4.14 HSF1-Inhibition unterdriickt die pharmakologisch-induzierte
Hochregulation der HSP

Der Proteasom-Inhibitor Bortezomib wird bereits in der Myelomtherapie verwendet,
wohingegen der HSP90-Inhibitor NVP-AUY922 sich noch in klinischer Erforschung
befindet. Bei Behandlung mit diesen Inhibitoren wird in MM-Zellen eine
Stressreaktion ausgelost und es kommt zu einer kompensatorischen Hochregulation
mehrerer HSP (HSP72, HSP40/40-4 und HSP27, siehe Abschnitt 4.5). Es wird
folglich Uber die pharmakologische Inhibition des Proteasoms und von HSP90 eine
Stressreaktion (analog zur ,Hitzeschockreaktion®) herbeigefuhrt. Diese potenziell
protektive Zellantwort konnte Resistenzen gegenuber den pharmakologischen
Inhibitoren vermitteln. Es ist deshalb von klinischem Interesse diese Reaktion
einzuschranken bzw. auszuschalten. Fur die Versuche wurde HSF1 vor der
Behandlung mit den Inhibitoren entweder pharmakologisch mit Triptolid blockiert
oder mittels shRNA depletiert. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl durch die
shRNA-vermittelte, als auch durch die pharmakologische Inhibition von HSF1, die
Hochregulation der induzierbaren HSP (HSP72, HSP40 und HSP27) vermindert oder
verhindert werden kann (Abb. 28). Dies beweist, dass die ausgeldste
pharmakologische Stressantwort HSF1-abhangig reguliert wird.
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Abbildung 28: HSF1-Inhibition unterdriickt die pharmakologisch-induzierte
Hochregulation von HSP. In INA-6 und MM.1S wird einerseits durch shRNA (A+C) und
andererseits durch Triptolid (B+D) HSF1 depletiert und anschlieRend entweder NVP-
AUY922 (A+B) oder Bortezomib (C+D) zugegeben. Durch das selektive Blockieren von
HSF1 wird eine kompensatorische Hochregulation der streng HSF1-abhangigen HSP
(insbesondere HSP72) inhibiert.
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4.15 Pharmakologische Inhibition von HSF1 mit Triptolid verstarkt den
apoptotischen Effekt von NVP-AUY922 und Bortezomib in INA-6- und
MM.1S-Zellen

Kombinationstherapien sind insbesondere beim multiplen Myelom von grofdem
klinischem Interesse. Triptolid, welches die kompensatorische Hochregulation der
induzierbaren HSP nach Behandlung mit NVP-AUY922 und Bortezomib inhibiert,
wurde deshalb mit diesen beiden pharmakologischen Inhibitoren kombiniert und die
Viabilitat der MM-Zellen untersucht. Dafur wurden die Einzelkonzentrationen so
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gewahlt, dass sie maximal den ECsp-Wert erreichen, also noch keine starke
Apoptoseinduktion vorhanden ist. Die Kombinationen von Triptolid mit dem HSP9O0-
Inhibitor NVP-AUY922 erzielte in den INA-6-Zellen eine nahezu vollstandige
Apoptoseinduktion. In den MM.1S-Zellen wurde die viable Zellfraktion auf ca 35 %
reduziert. Hier erreichten aber die ausgewahlten Konzentrationen der
Einzelsubstanzen nur eine geringe Apoptoseinduktion (Viabilitatsrate 70 - 90 %). Bei
der Kombination von Triptolid mit dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib wurde in
beiden untersuchten Zelllinien ein nahezu vollstandiges Zellsterben erreicht (siehe
Abb. 29).
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Abbildung 29: Kombinationsbehandlung von Triptolid mit NVP-AUY922 oder Triptolid
mit Bortezomib. Viabilitdtsanalyse der INA-6- und MM.1S-Zellen nach Behandlung mit
Triptolid/NVP-AUY922 und Triptolid/Bortezomib und der jeweiligen Kombinationen der
Inhibitoren. Die Kombinationen flihren zu einem verstarkten apoptotischen Effekt.
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5. Diskussion

Bis zum heutigen Tag gilt das MM als unheilbare Erkrankung. Die Aufklarung der
molekularen Eigenschaften des MM und die Erforschung neuer potenzieller
therapeutischer Angriffspunkte ist daher unabdingbar. Um eine zielgerichtete
Behandlung fur die Patienten zu erreichen, ist eine kausale Verbindung der
Pathogenese des MM und der Therapiewahl erstrebenswert. Umfangreiche Genom-
Sequenzierungen zeigten, dass aktivierende Mutationen, wie Mutationen der
Onkogene RAS, FGFR3 und Mutationen im NFkB-Signalweg sowie inaktivierende
Mutationen der Tumor-Suppressoren PTEN und TP53, in MM-Zellen vorkommen und
wahrscheinlich zur Tumorinitiation oder Tumorerhaltung beitragen (43, 54, 60, 61,
72, 166). Diese Abhangigkeit der Zellen von onkogener Aktivitdt oder von einer
Tumor-Suppressor Funktion bezeichnet man als ,oncogene addiction® (167).
Zielgerichtete Therapien kdnnen auf Onkogene ausgerichtet sein, so erbrachte z.B.
die Entwicklung von Inhibitoren fur onkogene Proteinkinasen (z.B. Glivec fur BCR-
ABL-positive CML) enormen Fortschritt in der Krebstherapie (168). Jedoch existieren
zahlreiche Gene die selbst nicht mutiert und folglich nicht primar tumorigen sind. Sie
agieren nicht als ,klassische”® Onkogene, nehmen aber in einem onkogenen
Signalweg wichtige Schlusselfunktionen ein. Die Modulation dieser Gene fuhrt meist
zu vielfaltigen toxischen Effekten in Krebszellen und ist deswegen als Ziel genauso
effektiv in der Anti-Krebs-Therapie. Dieses Phanomen wird als ,non-oncogene
addiction bezeichnet (121, 169). In einem genetischen Hsf1-Knockout Mausmodel
konnte gezeigt werden, dass die Tumorbildung nach Aktivierung von onkogenem
Ras oder nach einer Hotspotmutation in Trp53, effektiv unterdrickt wurde. Die
weiteren in vitro Ergebnisse von Dai et al. (2007) zeigten hierbei, dass HSF1
zahlreiche zellulare Funktionen unterstutzt. HSF1 begunstigt die Zellproliferation und
das Uberleben der Tumorzellen, verstarkt die Aktivierung von Signalwegen,
moduliert die Proteintranslation und unterstutzt die Glukoseaufnahme und die
Glykolyse (122). HSF1 agiert hierbei nicht als klassisches Onkogen, da die HSF1-
Uberexpression nicht direkt zur Transformation der Zellen fiihrt. Vielmehr wurde
gezeigt, dass HSF1 ein Netzwerk von substanziellen Zellmechanismen reguliert, die

fur die Tumorigenese bendtigt werden. Diese Arbeit beschreibt erstmalig, dass die
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Funktion von HSF1 dem beschriebenen Phanomen der ,non-oncogene addiction®
entspricht. Obwohl diese Erkenntnisse nahe legen, dass HSF1 in der malignen
Transformation eine wichtige Rolle spielt, ist seine genaue Regulation und Funktion

in humanen Tumoren noch unbekannt.

5.1 HSF1/HSP-Expressionen in nicht-malignen und malignen B-Zellen

Die physiologische Funktion von HSF1 ist die Koordination der evolutionar hoch
konservierten Hitzeschockantwort. HSF1 ist der zentrale Trankriptionsfaktor, der
nach einem Stress-Impuls die Synthese der HSP initiiert. Unterscheiden kann man
hierbei zwei Gruppen der HSP: die stark (Stress-) induzierbaren HSP (z.B. HSP72)
und die Gruppe der grundsatzlich konstitutiv stark vorhanden HSP (z.B. HSP73). In
ungestressten Zellen existiert HSF1 als Monomer, gebunden in einem HSP90-
basierten oder HSP70/HSP40 Chaperonkomplex (104, 170). Kommt es zu einer
Stressreaktion, dissoziiert HSF1 aus dem Komplex, trimerisiert, phosphoryliert und
transloziert in dieser aktiven Form in den Nukleus. Hier bindet HSF1 an die
Konsensus-Hitzeschockelemente (HSE) im Promoterbereich der Zielgene und initiiert
die Transkription (99). Durch die Synthese der HSP nach einem Stressstimulus
werden die wichtigsten zellulére Funktionen aufrechterhalten. HSP unterstutzen als
molekulare Chaperone die Proteinfaltung, verhindern Proteinaggregation und sind
am proteolytischen Abbau missgefalteter Proteine beteiligt (171). Sie erhalten somit
die zellulare Homoostase, stabilisieren das onkogene Signalnetzwerk und tragen
zum Zelliberleben bei (115, 120). Weiterhin nehmen sie Schlisselfunktionen bei der
Regulation der Apoptose ein (172). Die maligne Transformation stellt ebenso eine
Stresssituation fur das zellulare Gleichgewicht dar. Die Entartung der Zelle erfordert
ein Uberaktiviertes, dereguliertes Zellsystem, welches die Anpassung an die
veranderten Gegebenheiten (z.B. erhohte Translation, Proteinuberladung)
ermoglicht. Da HSP eine Vielzahl von zellularen Prozessen unterstutzen, ist der
Verlauf der malignen Transformation mit einer erhohten HSP-Aktivitat verbunden
(,addiction to chaperone“Hypothese) (173). Im MM konnte bisher gezeigt werden,
dass die HSP90 und HSP70 (iberexprimiert sind und dass das Uberleben der MM-
Zellen abhangig von dieser erhohten Expression ist (138, 139, 142). Ob die

HSF1/HSP-Regulation in malignen Zellen aber in gleicher Weise, wie in
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untransformierten Zellen funktioniert und somit die erhdhte HSP-Expression Uber
HSF1 vermittelt wird, ist bisher unklar.

Die Expressionsanalysen der Myelomzelllinien zeigten, dass HSF1 in drei von sechs
getesteten Zelllinien stark exprimiert wird. Im Gegensatz dazu war in frisch isolierten
B-Zellen von gesunden Spendern nahezu keine HSF1-Expression vorhanden.
Lediglich die HSP90a und HSP40/HSP40-4 waren in den nicht-malignen B-Zellen
detektierbar. Interessanterweise wiesen die Myelomzelllinien eine uneinheitliche
Expression der HSP auf. Hierbei zeigten sie eine konstitutiv starke Prasenz der
HSP90a und B, HSP73, HSP40 und HSP40-4. Jedoch war die Starke der HSF1-
Expression nicht kongruent mit der Expression der HSP. Da Zelllinien aus einem
fortgeschrittenen Krankheitsstadium (meist Plasmazellleukdmie) generiert werden,
weisen sie bereits zahlreiche genetische Abberationen und Mutationen auf. Weiterhin
kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese Patienten bereits
chemotherapeutisch behandelt wurden, was wiederum die Proteinexpression in den
Zellen verandern kann. Untersucht wurde zusatzlich die HSF1-Expression in
Knochenmark (KM)-Biopsien von nicht-MM-, MGUS- und Myelom-Patienten. HSF1
war in 50 % der untersuchten Proben Uberexprimiert, wohingegen normale- oder pra-
maligne Plasmazellen keine oder nur eine sehr schwache HSF1-Expression
aufwiesen. Auffallend war, dass alle Biopsien von extramedullar manifestierten
Tumoren sowie fast alle Tumore mit anaplastischer Morphologie, eine starke HSF1-
Expression zeigten. Dies wirde dafur sprechen, dass die HSF1-Expression mit der
Krankheitsprogression einhergeht. Unsere Ergebnisse sind uUbereinstimmend mit
kurzlich veroffentlichen HSF1/HSP-Expressionanalysen in Hodgkin Lymphomen, die
gleichfalls starke HSF1- und HSP-Expressionen aufweisen (174). Weiterhin wurde
gezeigt, dass hohe HSF1-Proteinlevel eine schlechte Prognose in Brustkrebsfallen
und bei Leberkrebs aufzeigen (128, 132). Da das verwendete MM-Probenkollektiv fur
frihere Untersuchungen bereits auf die HSP90- und HSP70-Proteinexpression
analysiert wurde, verglichen wir diese Daten mit den HSF1-Expressionsdaten. Dabei
konnten wir zeigen, dass die HSF1-positiven Falle auch positiv fur HSP70 (100 %)
und HSP90 (89 %) waren. Allerdings waren unter den HSF1-negativen Biopsien
auch HSP70 (34 %) und HSP90 (69 %) positive Falle, was darauf schlie3en Iasst,
dass noch andere Transkriptionsfaktoren an der Regulation der konstitutiven HSP-
Expression beteiligt sind. Ahnliche Beobachtungen wurden auch bereits bei der

Untersuchung von soliden Tumoren (Prostata-Adenokarzinomen) gemacht. Hier
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war HSF1 in malignen Prostataepithelzellen Uberexpremiert, wobei die HSP90- und
HSP70-Expression sich in HSF1 hoch- oder niedrig-exprimierenden Zelllinien nicht
unterschied. Zusatzlich wurde HSF1 Uber retrovirale Transduktion in Zelllinien
Uberexprimiert, was ebenso keinen Einfluss auf die starke der HSP90- und HSP70-
Expression hatte (126). In nicht-malignen Zellen, Zellen die aus Hsf1-Knockout
Mausen isoliert wurden (mouse embryonic fibroblast cells, MEFs), wurde ebenso
eine basale Expression von HSP (HSP90 und HSP70) beschrieben. Dies zeigt, dass
nicht nur in malignen Zellen HSP durch mehrer Transkriptionsfaktoren reguliert
werden (123, 175-177). Pirkkala et al. (2000) beobachteten, dass in Wildtyp und
Hsf1-Knockout MEFs insbesondere HSP90 und HSP73 die gleichen basalen
Expressionslevel aufwiesen. Darlber hinaus zeigten sie, dass durch Uberexpression
von HSF1 diese Proteinlevel gleich blieben (178). Diese Beobachtungen legen nahe,
dass die basale konstitutive Expression von HSP90 und HSP73 in einem nicht-
malignen Zellmodell vorwiegend HSF1-unabhangig ist und den Normalzustand der
Zellen reprasentiert. Dies konnte auch bei transformierten Zellen der Fall sein und
wurde erklaren, warum es in HSF1-negativen MM-Biopsien auch zu einer HSP9O0-

und HSP70-Expression kommt.

5.2 HSF1 vermittelt Uberlebenssignale in MM-Zellen

Um zu untersuchen, ob die Uberexpression von HSF1 in MM-Zellen im Sinne einer
,hon-oncogene addiction“ essenziell fur Uberlebensnotwendige Zellmechanismen ist,
wurde HSF1 in MM-Zelllinien inhibiert. HierfUr wurde einerseits HSF1 durch shRNA-
vermitteltem Knockdown depletiert und andererseits durch den pharmakologischen
Inhibitior Triptolid gehemmt. In beiden Ansatzen fuhrt die Inhibition von HSF1 zum
Zelltod, bzw. zum Zellzyklus-Arrest. In INA-6- und MM.1S-Zellen fuhrte der shRNA-
vermittelte Knockdown zu einer nahezu vollstandigen Herunterregulation des HSF1-
Proteins. Dieses Ergebnis wurde Uberraschenderweise auch mit Triptolid beobachtet.
Bisher konnte lediglich gezeigt werden, dass die Induktion von HSP72 mit Triptolid
verhindert werden kann, Untersuchungen uber die Auswirkungen auf die basale
HSF1-Proteinexpression sind derzeit nicht vorhanden (148). Neben der Funktion
eines HSF1-Inhibitors wurde beschrieben, dass Triptolid die RNA-Polymerase
Aktivitat hemmt und es zu einem Abbau von kurzlebiger mRNA (insbesondere der

mMRNA von Transkriptionsfaktoren) kommt, dies konnte gleichfalls den Effekt der

75



Diskussion

verminderten HSF1-Proteinexpression erklaren (149). Zurzeit gibt es keinen HSF1-
selektiven Inhibitor, die bestehende Literatur beschreibt aber Triptolid als am besten
geeigneter HSF1-Inhibitor, der derzeit Verwendung findet (79, 116). Arbeiten anderer
Gruppen zeigten, dass Triptolid die HSP70-Proteinexpression in Neuroblastomen
(179) und in Pankreastumoren (155) verringert und dies zur Apoptose fuhrt. Da
dieser Effekt vermutlich Uber HSF1 initiiert wird, ist dies ein weiterer indirekter
Beweis daflr, dass Triptolid ein adaquater pharmakologischer HSF1-Inhibitior ist.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals dargestellt werden, dass die Behandlung
mit Triptolid zu der Reduktion des HSF1-Proteinlevels fuhrt. Da es methodisch nur
begrenzt mdglich ist, jede Zelllinie und primare MM-Zellen mit shRNA zu
transfizieren, konnte mit dem Einsatz von Triptolid als dienlicher HSF1-Inhibitor ein
groReres Spektrum an Zelllinien und von Patienten isolierten Myelomzellen
untersucht werden. Bei den getesteten Zelllinien zeigten zwei Linien (AMO-1 und
U266) eine flache Uberlebenskurve. Beide Zelllinien wiesen allerdings eine niedrige
HSF1-Proteinexpression auf. Dies kdonnte ein Indiz dafur sein, dass die Menge des
HSF1-Proteins relevant fur die Erhaltung der uberlebensnotwendigen zellularen
Funktionen ist, bzw. Zellen die einen niedrigen HSF1-Proteinspiegel aufweisen nicht
zwingend von HSF1 abhangig sind. Die Quantitat des HSF1-Proteins konnte somit
mit dem Ansprechen auf eine anti-HSF1 Therapie einhergehen. Durch Western Blot
Analysen von Patientenproben (n=9) konnte das HSF1-Protein, wenn auch in
unterschiedlich starker Auspragung, in allen Probe nachgewiesen werden.
Entsprechend wiesen die primaren Myelomzellen ebenso keine Resistenz gegenuber
der Triptolid-Behandlung auf. Auch die Ko-Kultivierung von primaren Myelomzellen
mit KMSZ fuhrte zu keinem verminderten Ansprechen auf die HSF1-Inhibition, wobei
die Viabilitat der KMSZ nicht von der Triptolid-Behandlung beeinflusst wurden.
Unsere Ergebnisse sind dbereinstimmend mit Beobachtungen in anderen
Tumorentitaten, die zeigen, dass Triptolid oder siRNA-vermittelter Knockdown von
HSF1, Apoptose induziert (127, 147). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass durch
HSF1-Depletion weitere anti-Tumor-Effekte, wie Proliferationsarrest, Seneszenz und
Sensitivitatserhohung gegenuber Chemotherapeutika, verursacht wird (125, 156,
180). Ein weites Spektrum an Tumorzellen wurde mittels shRNA-vermitteltem
Knockdown untersucht, wodurch gezeigt werden konnte, dass die Inhibition von
HSF1 in allen untersuchten Krebszelllinien eine Wirkung ausubte. Nicht-maligne

Zellen, wie Brustepithelzellen und Lungenfibroblasten, waren hingegen nahezu
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resistent gegenuber der HSF1-Depletion (122). Folglich sind in dieser Arbeit
generierten Ergebnisse am MM mit dem Ergebnis aus soliden Tumormodellen
vergleichbar, die zeigen, dass transformierte Zellen auf eine erhdhte Expression und
somit Funktion von HSF1 angewiesen sind.

Genetischer Knockout von Hsf1 in  Mausmodellen zeigte, dass keine
Hitzeschockantwort mehr madglich ist, die basalen Level der HSP (HSP90 und
HSP70) aber erhalten bleiben (116). Unter standardisierten Laborbedingungen ist
deswegen HSF1 fir das Wachstum und Uberleben der Mause erlasslich (181).
Weibliche Tiere sind auf Grund der defekten Keimzellentwicklung infertil (182, 183).
Obwohl die Tiere im Allgemeinen kleiner sind, weisen sie jedoch keine
schwerwiegenden Organsystem-Abnormalitaten auf. Ohne akute Stressoren, wie
erhohte Temperaturen oder Endotoxine, haben sie eine normale Lebenserwartung.
Die Lebenszeiten variieren aber bei den unterschiedlichen Mausstammen (184).
Jedoch stehen die generierten Ergebnisse in Hsf7-Knockout Mausmodellen in
starkem Kontrast zu dem einfacheren Modelsystem Caenorhabditis elegans, in
welchem der genetische Knockout des entsprechenden HSF1 Orthologs die
Lebenserwartung signifikant verringert (185, 186). Warum es diesen Unterschied
gibt, ist bisher unbekannt, weitere Forschung in diesem Bereich kdonnte aber zu Tage
bringen, welche einzigartigen Aspekte der HSF1-Funktionen in Sdugern zum Tragen
kommen. Die bisherigen Ergebnisse, insbesondere die Erkenntnis, dass eine HSF1-
Depletion nur geringe Auswirkungen auf nicht-maligne Zellen haben wird, wirde eine
anti-HSF1 Therapie in transformierten Zellen ermdglichen.

Insbesondere die Moglichkeit einer HSF1-Inhibition bei MM-Patienten wird durch die
Tatsache unterstutzt, dass Hsf7-Knockout Mause eine normale Bildung von B- und
T-Lymphozyten im Thymus oder in peripheren Lymphorganen haben (187). Auch die
Isolation der B- und T-Lymphozyten und die anschlieBende Kultivierung in vitro
zeigte, dass es keinen Unterschied in der Proliferation von Wildtyp und Hsf1-
Knockout Zellen gibt (188). Diese Erkenntnisse implizieren, dass eine anti-HSF1
Therapie bei MM-Patienten hauptsachlich Effekte in den malignen Zellen erzielen
wird und somit unerwtinschte Nebenwirkungen minimiert werden konnen.

Da die Initiation der Transkription meist durch mehrere Faktoren reguliert wird
(Transkriptionskomplexe) und insbesondere das Zusammenspiel von HSF1 und
HSF2 fur die Art der Stressinduktion eine Rolle zu spielen scheint (109, 189), wurde

HSF2 als Ko-regulatorischer Transkriptionsfaktor untersucht. HSF2 kann bei der
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Entwicklung neuer Therapieansatze ebenso ein nutzliches Ziel sein, da beschrieben
wurde, dass HSF2 durch Proteasom-Inhibition aktiviert werden kann und dies eine
Stressantwort auslost. (112, 190). Es kommt zu einer Induktion von HSP, was
wiederum eine Resistenz gegenuber der Behandlung herbeifihren kann (191).
Weiterhin  konnte gezeigt werden, dass in Hsf2-Knockout Zellen die
Proteasomenaktivitat, durch die verminderte Expression bestimmter
Proteasomenuntereinheiten, geringer ist (191). Der shRNA-vermittelte Knockdown
von HSF2 hatte jedoch nur minimalen Einfluss auf das Zelluberleben der MM-Zellen.
Ein kombinierter shRNA-vermittelter Knockdown von HSF1 und HSF2 potenzierte
geringfugig die durch HSF1-Depletion erreichten Effekte. Vielmehr konnte gezeigt
werden, dass der Knockdown von HSF1 zu einer Herunterregulation von HSF2 fuhrt.
Dieser Effekt wurde auch schon von anderen Gruppen beobachtet, der regulierende

Mechanismus ist aber bisher unbekannt (112, 192).

5.3 HSF1-Depletion fiihrt zur Abnahme der Expression multipler HSP

Sowohl die pharmakologische Inhibition von HSF1 mittels Triptolid, als auch der
shRNA-vermittelte Knockdown von HSF1 flhrte zur fast vollstandigen Reduktion des
HSF1-Proteins. Da diese Abnahme in MM-Zellen Apoptose induziert, wurde
untersucht, welchen Einfluss die HSF1-Depletion auf die Expression der
nachgeschalteten Proteine hat. Da HSF1 der Master-Regulator der HSP-Synthese
ist, standen diese hier im Fokus. Unter Stressbedingungen wird ihre Synthese
verstarkt, um einerseits die Reparatur und Re-Faltung beschadigter Polypeptide zu
unterstitzen (193), andererseits die Klientenproteine, die fur den Erhalt von
komplexen Signalwegen zustandig sind, zu stabilisieren (194, 195). Daruber hinaus
konnen HSP70 und HSP27 den programmierten Zelltod inhibieren, indem sie direkt
in den Caspase-abhangigen Apoptose-Signalweg eingreifen (172). Diese Funktionen
ergeben einen zytoprotektiven Effekt, der auch einen Vorteil fur transformierte Zellen
darstellt. So findet man oft erhdhte HSP-Expression in Tumorzellen, auch im MM
(138, 196). Ob die aberrant hohe HSP-Expression in Tumorzellen auch
hauptsachlich Uber HSF1 vermittelt wird, ist bisher aber noch unklar.
Zunachst wurde nach shRNA-vermitteltem Knockdown ein Gene Expression Profiling
(GEP) mittels Affymetrix Microarrays durchgefiihrt. Uberraschenderweise zeigte das
GEP, dass aulRerordentlich viele Gene reguliert waren. Denkbar ist, dass durch die
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Induktion der Apoptose zusatzlich viele Gene indirekt reguliert waren und es auf
diese Weise zu zahlreichen ,falsch positiven“ Genexpressionsveranderungen kommt.
Da die Bedeutung von HSP90 und HSP70 fur das MM bereits bekannt ist (138, 139,
142), wurde zunachst der Fokus der Analyse auf die Regulation verschiedener HSP
gelegt. Hierbei wurde festgestellt, dass die Expression weiterer HSP, wie HSP27,
HSP40 und 40-4 stark herabgesetzt war. Da im Rahmen dieser Arbeit nicht
abschlieBend geklart werden konnte, welche weiteren Genregulationen direkt durch
HSF1 oder indirekt durch die Induktion der Apoptose herbeigefuhrt wurden, wurden
nur die HSP weiter betrachtet. Dennoch wurde aber durch die GEP-Analyse
erkennbar, dass HSF1 durch die Regulation einer Vielzahl von Genen, die an
biologischen Prozessen beteiligt sind, die zellularen Funktionen der MM Zellen
unterstutzt. Zu entsprechendem Ergebnis kamen auch Page und Kollegen (2006),
die Genomweite Analysen an HelLa Zellen durchfuhrten (197). Fur spezifischere
Aussagen muss in Nachfolgeprojekten weitere Analysen des GEP durchgefihrt
werden.

Alle weiteren Untersuchungen der HSF1/HSP-Regulation wurden auf Proteinebene
mit Western Blot-Analysen durchgeflhrt. Auch hier fuhrten der shRNA-vermittelte
Knockdown sowie die pharmakologische Inhibition von HSF1 in MM-Zellen zu einer
Abnahme der HSP. Hierbei waren die stark exprimierten HSP90a und HSP9O0g,
sowie HSP73 nur schwach herunterreguliert, wohingegen es zu einer drastischen
Abnahme bei den HSP72, HSP40 und HSP27 kam. Diese Gruppe umfasst die
induzierbaren HSP, die nach Hitzeschock und pharmakologischer Behandlung am
starksten hoch reguliert wurden. Genomweite Analysen an Wildtyp und Hsf1-
Knockout MEFs sowie an drei humanen Zelllinien haben gezeigt, dass diese HSP
nach Hitzeschock mit am starksten induziert werden (110). Somit ist speziell diese
Gruppe im MM aberrant, streng HSF1-abhangig, Uberexprimiert. Jedoch sind im MM
auch die basalen Level der konstitutiv stark exprimierten HSP (HSP90o/f und
HSP73) nach HSF1-Depletion verringert worden. Dies steht im Gegensatz zu
anderen Krebszelllinien, bei denen eine Reduktion der HSP durch Knockdown von
HSF1 nicht erreicht werden konnte (116). In einem Pankreastumormodell wurde eine
Abnahme der HSP90, HSP70 und HSP27 beobachtet, jedoch wurden diese Daten
mit einem von dieser Gruppe generierten Inhibitor erhoben und nicht mittels siRNA
verifiziert (198). Die strenge Abhangigkeit der Uberexpremierten HSP von HSF1 ist

daher ein Charakteristikum des MM.
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Speziell HSP90 und HSP70 wurde im MM untersucht und es wurde gezeigt, dass
diese HSP essenziell fur das Zelluberleben sind (138, 139, 142). Aber auch die
Bedeutung von HSP27 fur das Entstehen von Resistenzmechanismen, wurden im
MM beschrieben (199-201). Da die konstitutiv stark exprimierten HSP (HSP90 und
HSP73) nach HSF1-Knockdown nur gering abnahmen, wurde weiterhin der Einfluss
der HSP40 und HSP27 auf das Zelluberleben untersucht. HSP40 ist ein wichtiges
Ko-Chaperon von HSP70. Die HSP70 Chaperon-Aktivitat wird durch die Bindung der
Ko-Chaperone (HSP40/HSP40-4) am C-terminus von HSP70 verstarkt. Zunachst
bindet HSP40 die ungefalteten Proteine und transferiert diese zu HSP70. Nachdem
der Transfer beendet ist, dissoziiert HSP40 aus dem HSP70 Komplex und unterstitzt
die Hydrolyse des HSP70 gebundenen ATPs (202, 203). HSP40 stimuliert die
ATPase-Aktivitat von HSP70 und stabilisiert so die Substrat-gebundene Form (204,
205). Im Vergleich zu anderen HSP ist HSP40 nur wenig untersucht. Jedoch wurde
erst kiirzlich auch ihnen eine Uberexpression und Funktion in transformierten Zellen
zugeschrieben, uber ihre physiologische Rolle ist jedoch weiterhin wenig bekannt
(206). HSP27 ist im Gegensatz zu den meisten Chaperonen ATP-unabhangig. Es
kann sich an ungefaltete Proteine anlagern und halt diese in einem ,faltungsbereiten”
Zustand. Die Chaperonaktivitat von HSP27 wird durch Phosphorylierung und
Oligomerisation nach einem Stress-Ausloser reguliert (207). Wie andere Chaperone
ist HSP27 ein Uberlebensfaktor und spielt bei der Regulation der Apoptose eine
wichtige Rolle (172). Nach shRNA-vermitteltem Knockdown der jeweiligen HSP
konnte eine Apoptoserate von 30 — 60 % (Variabilitdt bei den Zelllinien) erreicht
werden. Da jede einzelne HSP-Inhibition Auswirkungen auf das Uberleben oder der
Proliferation von MM-Zellen hat, schlussfolgern wir daraus, dass das gleichzeitige

Eliminieren multipler HSP zu einem summierten starken apoptotischen Effekt flhrt.

5.4 Das HSF1/HSP-Stresssystem ist in MM-Zellen noch funktionsfahig

Wie bisher gezeigt werden konnte, sind in MM-Zellen, im Gegensatz zu nicht-
malignen Plasmazellen, HSF1 und HSP aberrant hoch exprimiert. Da dies auf ein
dereguliertes Stresssystem hinweist, wurde untersucht, wie MM-Zellen auf thermalen
Stress (Hitzeschock) reagieren. Nach einem Hitzeschock wurden in nicht-malignen
B-Zellen und MM-Zellen, die gleichen HSP (HSP72, HSP40 und HSP27) induziert.
Dies zeigt, dass trotz einer offensichtlichen Fehlregulation des HSF1/HSP-
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Systems die urspriungliche Eigenschaft, die Stressantwort, erhalten ist. Dies ist von
grol3er therapeutischer Bedeutung, da pharmakologische Inhibitoren, wie Proteasom-
, HSP90- und HDAC-Inhibitoren dieses Stresssystem ebenso aktivieren und eine
kompensatorische HSP-Expression hervorrufen konnen (139, 178, 190, 208-210).
Diese Reaktion konnte auch in den hier untersuchten Zelllinien beobachtet werden.
Der HSP-Anstieg nach Behandlung mit pharmakologischen Inhibitoren wurde
assoziiert mit einem potenziellen Rettungsmechanismus und einem entstehenden
Resistenzverhalten gegenuber der Behandlung (139, 178, 208, 209, 211, 212).
Weiterhin kann die Detektion der erhdhten HSP nach Behandlung eines Patienten
als Marker fur das Ansprechen gegenuber der Therapie verwendet werden (213).

Diese Versuche sind ein Indiz dafur, dass die thermale und die pharmakologische
Induktion der HSP-Synthese streng HSF1-abhangig sind und somit durch HSF1-
Modulation beeinflussbar sein konnten. Um dies naher zu untersuchen, wurde HSF1
einerseits durch eine Behandlung mit Triptolid und andererseits durch shRNA-
vermittelten Knockdown depletiert und anschlieBend mit einem HSP90- und einem
Proteasom-Inhibitor (NVP-AUY922 und Bortezomib) behandelt. Mit beiden Ansatzen
konnte eine Induktion der HSP-Synthese nahezu vollstandig inhibiert werden. Damit
konnte gezeigt werden, dass die Modulation von HSF1 Auswirkungen auf

chemotherapeutische Behandlungsansatze haben kann.

5.5 Pharmakologische Inhibition von HSF1 mit Triptolid verstarkt den
apoptotischen Effekt von NVP-AUY922 und Bortezomib

Der Einsatz von Proteasom-Inhibitoren in der MM-Therapie hatte durchschlagenden
Erfolg. Kombinationstherapien mit Bortezomib werden immer haufiger gewahlt,
insbesondere bei der Therapie relapsierender Myelompatienten (214). Die
Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren aktiviert aber auch das HSF1/HSP-System.
Die Inhibition der Proteindegradationsmaschinerie und die daraus resultierenden
Akkumulation der Proteine wirkt als Stresssignal und aktiviert die Synthese der HSP
(178, 208, 215). Ein weiterer neuer und viel versprechender Ansatzpunkt in der
Krebstherapie ist die pharmakologische Inhibition von HSP90 (216). Basierend auf
das benzochinoide Ansamycin Geldanamycin wurden bisher zahlreiche Derivate

generiert und getestet (insbesondere 17-AAG und 17-DMAG). Diese Substanzen
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blockieren die ATP-Bindestelle von HSP90 und inaktivieren so die intrinsische
ATPase-Aktivitat. Die Bildung eines multimeren HSP90-Chaperonkomplex wird
dadurch verhindert und das Chaperoning von Klientenproteinen gestort. Diese
werden dann fur die proteasomale Degradation gekennzeichnet und abgebaut (217,
218). In vitro Studien im MM bewiesen die Abhangigkeit der MM-Zellen von HSP90
(139, 160, 219). Als einzelnes Agens konnte der HSP90-Inhibitor Tanespimycin (17-
AAG) aber in einer Phase I/ll Studie nur geringe Effekte erzielen (140), jedoch
erzielte die Kombination mit Bortezomib ein besseres klinisches Ansprechen als die
Einzelsubstanzen (141). Es wurde beobachtet, dass die Kombination beider
Einzelsubstanzen, zu einer dramatischen Erhdhung der ubiquitinierten Proteine fuhrt.
Daraufhin  kommt es zu einer Uberlastung und folglich, zu einer
Funktionsverminderung des Endoplasmatischen Retikulums (139). Zusatzlich wurde
gezeigt, dass Tanespimycin Wirkung auf die ,unfolded protein response” hat (220).
Somit erreichen die HSP90- und die Proteasom-Inhibition das gleiche Zielsystem,
was die initiale Idee der Kombination beider Substanzen begrindet.

Auch die HSP90-Inhibition fuhrt zur Induktion der HSP-Synthese. HSF1 ist unter
normalen Zellbedingungen an HSP90 gebunden, wird aber HSP90 inhibiert, 16st sich
dieser Komplex und HSF1 wird als Transkriptionsfaktor aktiv (221-223). Durch diese
Aktivierung des HSF/HSP-Netzwerks wird kompensatorisch die Induktion anderer
HSP eingeleitet, um so die Behandlung zu Uberleben. Die pharmakologische HSF1-
Inhibition mit Triptolid zeigte, dass die Kombination der HSF1-Blockade mit der
Proteasom- oder HSP90-Inhibition zu einem verstarkten apoptotischem Effekt fuhrt.
Dieses Ergebnis bestatigt Beobachtungen von anderen Arbeitsgruppen, die zeigten,
dass die HSF1-Inhibition zur Sensitivierung gegentber anderen, HSP-induzierenden,
Therapien fuhrt (156, 192, 224).

5.6 Ausblick

Ein komplexes onkogenes Signalnetzwerk tragt zu der Entstehung und Entwicklung
des MM maligebend bei. Dieses Netzwerk wird durch genetische Abberationen und
dem Knochenmark-Mikromilieu stimuliert. Zahlreiche Untersuchungen von
Signalwegen, z.B. des RAS/MAPK/ERK- oder PI3K/AKT-Signalwegs, zeigten die
Relevanz dieser Netzwerke fiir das Uberleben der Myelomzellen auf (43, 225, 226).
Interessanterweise sind es auch diese Signalwege, die in nicht-malignen Zellen
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uber Phosphorylierungen HSF1 aktivieren und deaktivieren kdnnen (227). So werden
vor allem die HSF1-deaktivierenden Phosphorylierungen durch GSK-34 (228), PKC-
Isoformen (229) und durch ERK1 (230, 231) reguliert. Dadurch kann die onkogene
Kinase AKT Uber die Modulation der inhibitorischen Phoshorylierung von GSK-3,
die Aktivitat von HSF1 beeinflussen (123, 232). AKT selbst unterstutzt
Transformationsprozesse und fungiert als wichtiges Uberlebensprotein im MM (73).
Daruber hinaus wurde gezeigt, dass im MM die Blockade von PI3K zu einer
Abnahme von HSF1 und folglich auch von HSP70 fihrt (142). Eine ahnliche
Beobachtung konnte im Modell der CML gemacht werden, in welchem die Inhibition
von AKT/GSK-3p und die Aktivierung von ERK1/2 durch Resveratrol zu einer
Reduktion von HSP70 fuhrt (233). Allgemein stitzen die durch HSF1 synthetisierten
HSP als molekulare Chaperone einzelne Komponenten verschiedener Signalwege
(wie z.B. AKT) und erhalten somit die Signalweiterleitung aufrecht (133, 234). Die
Uberexpression von HSP90 und HSP70 und die Bedeutung fir das Uberleben von
MM-Zellen wurde bereits beschrieben (138, 139, 142, 235). In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass weitere HSP Einfluss auf das Zelliberleben nehmen. Durch die
Minderung der HSF1-Aktivitat konnten multiple HSP inhibiert werden, was wiederum
zur Destabilisation des onkogenen Signalnetzwerks im MM fuhren konnte. Mit der
pharmakologischen HSP90-Inhibition wurde dieses Prinzip als therapeutischer
Ansatzpunkt bereits aufgegriffen, jedoch hatte die Einzeltherapie im MM noch keinen
durchschlagenden Erfolg (140). In in vitro Studien hat man bereits zeigen kdnnen,
dass durch Kombinationsblockaden innerhalb des gleichen Systems, z.B. durch
gleichzeitiger HSP70 und HSP90 oder HSP27/HSP90-Blockade, ein verbesserter
therapeutischer Effekt erzielt werden kann (143, 236-238). In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass durch die Blockade des uUbergeordneten Regulator,
HSF1, jegliche HSP-Aktivitat eingeschrankt wird und so eine kompensatorische
Hochregulation weiterer HSP verhindert wird. Bis zum heutigen Tage gibt es noch
keinen geeigneten, spezifischen, klinisch anwendbaren HSF1-Inhibitor. Triptolid ist
auf Grund der schlechten Wasserloslichkeit und dem schnellen Abbau zurzeit noch
nicht klinisch einsetzbar (147), mit neuen Derivaten soll aber eine bessere
Bioverfugbarkeit erreicht werden (239, 240).

Abschliefliend konnte aber nicht geklart werden warum HSF1 im MM uberexprimiert
ist. Denkbar ist, dass der erhdhte proteotoxische Stress, der in Tumorzellen

vorherrscht, eine erhohte Aktivierung des Hitzeschock-Stresssystems bedingt. Ein

83



Diskussion

wichtiger Faktor hierfur ware auch das Vorkommen von Aneuploidien in MM-Zellen.
Aneuploidie fuhrt in Krebszellen zu einem bedeutenden Ungleichgewicht von
Komponenten zahlreicher Proteinkomplexe. So konnte in Hefe-Zellen gezeigt
werden, dass eine zusatzliche Kopie eines einzelnen Chromosomes ausreicht um
die Hitzeschockantwort auszulésen (241). Dies fuhrt wiederum zur Synthese der
HSP und ermdglicht so die Adaption an diese Stresssituation. Eine erhohte Aktivitat
des HSF1/HSP-Netzwerks kann auch durch genetische Abberationen initiiert sein.
So ist beschrieben, dass HSF1 durch das Signaling via der Kinasen der onkogenen
erbB-Familie aktiviert wird (123). Es konnte gezeigt werden, dass Heregulin-g1 an
die Zelloberflache von Brustkrebszellen bindet und das zu einer erhohten HSP-
Expression fuhrt. Dies fuhrt dann wiederum zu einem verstarkten Zelliberleben und
unterstutzt die Transformation durch die Stabilisation von HSF1. Heregulin aktiviert
HSF1 durch einen Signalweg, der durch HER2 und PI3K stimuliert wird. Da PI3K ein
Schlusselenzym in der malignen Progression, insbesondere durch seine Aktivierung
uber PTEN Mutationen und der Induktion von C-MYC ist, kann dieser Mechanismus
wichtig sein fur die erhohte Expression der HSP in Tumoren (242). Allerdings kann
das Onkogen C-MYC auch durch die direkte Promoterbindung (an die HSE) die
wichtigsten HSP umgehend regulieren (243). So wurde gezeigt, dass C-MYC den
HSP90a Promoter aktivieren kann und dass die Inhibition dieser Interaktion die
transformierende Eigenschaft von C-MYC mindert (244). Weiterhin wird die HSP-
Expression auch durch die normale Funktion der Tumor-Suppressoren TP53 oder
TP63 gezugelt, diese Funktion ist aber in vielen Tumoren durch Mutationen
deaktiviert (133). Alle genannten Onkogene oder onkogene Signalwege spielen bei
der Pathogenese des MM und der Krankheitsprogression eine Rolle. Ob diese
Kombination oder einzelne Komponenten fur die aberrante HSF/HSP-Aktivitat
verantwortlich sind, bleibt weiterhin zu untersuchen. Da aber die Aktivitat der
Signalwege einem komplexen feedback loop Mechanismus unterliegt, wird durch die
Modulation von HSF1, der resultierenden Regulation multipler HSP und den
folgenden Auswirkungen auf deren Klienten, eine pleiotrope Wirkung erzielt. Somit
kann die anti-HSF1 Therapie, insbesondere in Kombination mit Proteasom- und

HSP90-Inhibitoren, eine neue, hoffnungsvolle Therapieoption fir MM Patienten sein.
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6. Zusammenfassung

Die evolutionar hoch konservierte Hitzeschock-Antwort (heat shock stress response,
HSR) ermdglicht Zellen sich an Stresssituationen anzupassen und so dem
programmierten Zelltod zu entgehen. Die Regulation der HSR unterliegt dem
Hitzeschock-Transkriptionsfaktor 1 (HSF1), der nach einem Stress-Impuls umgehend
die Synthese der Hitzeschock-Proteine (HSP) initiiert. Als molekulare Chaperone
assistieren die HSP bei der Faltung und den intrazellularen Transport ihrer
Klientenproteine und erhalten so die lebensnotwendigen zellularen Funktionen
aufrecht. Wahrend das HSF1/HSP-System vorteilhaft fur normale Zellen ist, kann es
aber auch den Prozess der malignen Transformation unterstitzen. In verschiedenen
Tumorentitaten wurde eine Abhangigkeit der malignen Zellen von HSP, vereinzelt
auch von HSF1, beschrieben. Im multiplen Myelom (MM) stabilisieren HSP u.a.
Klientenproteine in einem komplexen onkogenen Signalnetzwerk und erhalten so
eine aberrante Signalweiterleitung aufrecht. Wegen dieser wichtigen Funktion ist die
Inhibition der HSP (insbesondere HSP90) bereits ein therapeutischer Ansatzpunkt,
der jedoch im MM noch nicht zu dem erhofften Erfolg fuhrte. Daruber hinaus wurde
beobachtet, dass es zu einer Induktion der HSP nach einer Behandlung mit neuen,
antitumoralen Medikamenten (Proteasom-, HDAC- und HSP90-Inhibitoren) kommt.
Diese kompensatorische Hochregulation der HSP ist assoziiert mit einem
Resistenzverhalten gegenuber der Therapie und ist somit unerwlnscht. Die
bisherigen Untersuchungen legen aber auch nahe, dass HSF1 selbst eine wichtige
Funktion bei der malignen Transformation einnimmt. So wurde gezeigt, dass der
funktionelle Verlust von HSF1 vor der onkogenen Ras oder mutierten Trp53
getriebenen Tumorigenese schutzt. In der vorliegenden Arbeit wurden daher die
Expression von HSF1, seine Rolle in der HSP-Regulierung und den Beitrag zum
Uberleben und Resistenzen in MM-Zellen analysiert.

Untersuchungen  der  HSF1-Expression in Knochenmarkbiopsien  von
Myelompatienten und in Myelomzelllinien zeigten, dass in ca. 50 % der untersuchten
Biopsien und Zelllinien eine hohe HSF1-Expression vorhanden ist. Sowohl der
shRNA-vermitteltem Knockdown von HSF1 als auch die pharmakologische Inhibition

mit Triptolid induzierten Apoptose in MM-Zellen. Durch Microarrayanalysen nach
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shRNA-vermitteltem Knockdown und der anschlieRenden Verifikation Uber Western
Blot konnte gezeigt werden, dass nach der HSF1-Depletion zahlreiche HSP (HSP90,
HSP70, HSP40 and HSP27) vermindert exprimiert wurden. Einzelne Knockdown
Experimente der HSP40 und HSP27 flhrten zu moderaten Zellsterben, so dass
geschlussfolgert werden kann, dass die gleichzeitige Minderung multipler HSP, durch
die Depletion von HSF1, zu einem summierten starken apoptotischen Effekt fuhrt.

In weiteren Studien stellte sich heraus, dass in MM-Zellen, trotz des deregulierten
Systems und der aberrant hohen Expression der HSP, eine Stressantwort ausgelost
werden kann. Dies konnte durch den ,klassischen Hitzschock und durch die
Behandlung mit pharmakologischen Inhibitoren von HSP90 und des Proteasoms
erreicht werden. Diese unerwunschte Reaktion auf Therapeutika wird vermutlich
durch einen kompensatorischen Zellrettungsmechanismus ausgelost, der zu
Resistenzen gegenuber der Behandlung fuhren kann. Durch die Inhibition von HSF1
mit Triptolid und durch shRNA-vermitteltem Knockdown, konnte diese zellulare
Antwort unterbunden werden. Daruber hinaus fuhrte die pharmakologische Inhibition
von HSF1 in Kombination mit HSP90 (mit NVP-AUY922) oder Proteasom-Inhibition
(mit Bortezomib) zu einem verstarkten apoptotischen Effekt in MM-Zellen.
Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass HSF1 essenziell fur die
Regulation der HSP im MM ist. Dartuber hinaus kann die Inhibition von HSF1,
besonders in Kombination mit HSP90- oder Proteasom-Inhibition, eine neue

hoffnungsvolle Therapieoption far Myelompatienten darstellen.
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Summary

The heat shock stress response (HSR) represents an evolutionarily highly conserved
salvage mechanism, which helps cells to cope with situations of stress and thus
mediates protection from cell death. This stress response program is regulated by
the heat shock transcription factor 1 (HSF1), which regulates expression and activity
of heat shock proteins (HSPs). HSPs act as molecular chaperones to restore and
maintain normal folding and intracellular trafficking of their cognate client proteins.
The HSF1/HSP-controlled stress response can be beneficial in normal cells.
However, its activation may also protect malignant cells from cell death induced by
oncogene activation during malignant transformation or by drug-induced stress under
therapeutic intervention. Various HSPs, as well as HSF1, have already been
implicated in the pathogenesis of human cancer. In multiple myeloma (MM) HSPs
stabilize components of a complex oncogenic signaling network, sustaining an
aberrant signaling. In addition, an up-regulation of HSPs was reported after treatment
with some new anti-MM agents, e.g. proteasome-, HDAC- and HSP90-inhibitors,
suggesting that HSPs may contribute to drug resistance. For this reason, inhibition of
HSPs (especially HSP90) is used as therapeutic approach. However, a clinical
Phase I/ll trial study showed that treatment with an HSP90 inhibitor as single agent
had only limited anti-MM effects. Consequently, research effort is shifted towards
blocking the induction of the heat shock stress response. For this purpose, HSF1 is
regarded to be a promising target. Recently, it has been demonstrated that HSF1
contributes to malignant transformation in mouse models of tumorigenesis driven by
oncogenic Ras or by functional loss of the Trp53 tumor suppressor. In the present
study we therefore investigated the expression of HSF1, analyzed its role in the
regulation of HSPs and its contribution to the survival and drug resistance in MM
cells.
We found that HSF1 protein was overexpressed in about half of the analyzed MM
patient samples as well as in a majority of MM cell lines, whereas normal and
premalignant MGUS plasma cells exhibited no or only weak HSF1 expression in situ.
Both shRNA-mediated knockdown and pharmacological inhibition of HSF1 led to
induction of apoptosis in MM cell lines and in primary MM cells. These results were
affrmed by microarray analysis after shRNA-mediated knockdown and further
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verified by western blots, which revealed a decrease in numerous HSP (HSP90,
HSP70, HSP40 and HSP27) after HSF1 depletion. Furthermore, individual
knockdown experiments of HSP40 and HSP27 resulted in moderate cell death,
leading to the conclusion that the simultaneous reduction of multiple HSP, by the
inhibition of HSF1, achieves an additive strong apoptotic effect in MM cells. To study
the stress response system in MM cells, we performed heat shock experiments and
applied pharmacological HSP90- and proteasome-inhibitors. Despite the aberrant
high expression of HSP in MM cells, both treatments showed an induction of the
HSR and a stimulation of the synthesis of HSP. This adverse response to therapeutic
agents is probably due to an onset of a compensatory cell rescue mechanism that
leads to drug resistance. However, we were able to suppress this cellular response
by the inhibition of HSF1 with triptolide and shRNA-mediated knockdown. Moreover,
the combination of pharmacological HSF1-inhibition and HSP90 (with NVP AUY922)
or HSF1 and proteasome inhibition (with bortezomib) resulted in an increased
apoptotic effect in MM cells. In summary, these results suggest an important role for
HSF1 in the regulation of major HSPs. Furthermore, the inhibition of HSF1
represents a promising new treatment strategy for MM patients, particularly in

combination with HSP90 or proteasome inhibitors.
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8. Anhang

8.1 Abkirzungsverzeichnis

17-AAG 17-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin
17-DMAG  17-(Dimethylaminoethylamino)-17-demethoxygeldanamycin

Akt v-akt murine thymoma viral oncogene homolog
Amp Ampicillin

APC Allophycocyanin

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

CaCl; Kalziumchlorid

CDK Cyclin-dependant kinase

cDNA Copy-DNA

ChiP Chromatin Immunprazipitation

c-MAF musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog
c-Myc human homologe of the MC29 avian myelocytomatosis virus oncogene
DMEM Dulbeccos Modified Eagles Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTPs Desoxyribonukleotid-Triphosphat

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced Chemoluminiscence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA Ethylenglykoltetraessigsaure

EGFP Enhanced GFP

FACS Fluorescence activated cell sorting

FC Fold Change
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FCS
FGFR-3
FITC
FSC

GEP
GFP
GSK3-p

HEPES
HRP
HS
HSE
HSF
HSP
HSR

IGF-1
IL-6
JNK
KCI
kDA
KH2PO4
KMSZ

LB

mM

ml
MACS
MAPK
MEK
MGUS

fetal calf serum

Fibroblast growth factor receptor-3
Fluoresceinisothiocyanat

forward light scatter

Gramm

Gene Expression Profiling

Green Fluorescent Protein
Glykogen Synthase Kinase 3-3
Stunde

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

Meerrettich (horse radish)-Peroxidase
Hitzeschock
Hitzeschock-Element
Hitzeschock-Transkriptionsfaktor
Hitzeschockprotein

heatschock stress response
Immunglobulin

Insulin-like growth factor- 1
Interleukin-6

c-Jun N-terminale Kinase
Kaliumchlorid

kilo-Dalton
Kaliumdihydrogenphosphat
Knochenmarkstromazellen

Liter

Luria-Bertani

mikro

mol/l

Millimol

Milliliter

magnetic cell separation
Mitogen-activated protein kinase
MAP/ERK Kinase

Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz

109



Anhang

MgCl,
min
MM
mRNA

mut

ng

nM
NaCl
Na,HPO4
NaszVO4
NF-xB
NP-40
PAGE
PBS
PCR
PDK1
PI
PI3K
PH
PMSF
pSU
pSUPER
pT
PTEN
RAS
RB1
RISC
RNA
rom
RPMI
RT
SAP
SDS

Magnesiumchlorid

Minute

Multiples Myelom
messenger-RNA

mutiert

nano

nanogramm

nanomolar

Natriumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumorthovanadat
Nuklearer Faktor -xB

Nonidet P-40

Polyacrylamid Gelelektrophorese
Phosphat buffered Saline
Polymerase chain reaction
pyruvate dehydrogenase kinase 1
Propidiumiodid
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Pleckstrin homology
Phenylmethylsulfonylfluorid
pSuper

pSUPER shRNA-Expressionsvektor( suppression of endogenous RNA)

post transfection

phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten

rat sarcoma viral oncogene homolog

Retinoblastoma 1
RNA-induced silencing complex
Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute

Roswell Park Memorial Institute 1640 Zellkulturmedium

Raumtemperatur
shrimp alkaline phosphatase

Natriumdodecylsulfat
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S
shRNA
siRNA
SSC
STAT
Taq
TBS
TEMED
TGS
TNF-a
Tris
Tween-20
u.a.

UN

Vv
VEGF
WHO
wt

z.B.

Sekunde

short hairpin RNA

small interfering RNA

sideward light scatter

signal transducer and activator of transcription
Thermus aquaticus

Tris gepufferte Salzlésung
N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin
Tris-Glyzin-SDS-Puffer

Tumor Necrosis Factor alpha
a,a,a-Tris-(hydroxymethyl)-methylamin
Polyoxyethylen-(20)-sorbitan-monolaurat
unter anderem

uber Nacht

Volt

Vascular endothelial growth factor
Weltgesundheitsorganisation

Wildtyp

zum Beispiel
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Abteilung Tumorvirologie, AG Schlehofer
Thema: "Effekt und Interaktion der Kombination von
Parvovirus H-1 mit Temozolomid in Zellkulturen

maligner Gliome"

Okt "01 bis April "07: Diplomstudiengang Biologie an der Ruprecht-Karls-
Universitat Heidelberg.
Hauptfach: Zellbiologie

Nebenfacher: Molekularbiologie und Pharmakologie

Schulbildung:

Juli 2001: Abitur

Sept. 1992 — Juli 2001:  Melanchthongymnasium Bretten

Sept. 1988 — Juli 1992:  Grundschule, J. P. Hebelschule in Bretten

Wiurzburg, den 10. April 2013
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