-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byj’f CORE

provided by Digitale Hochschulschriften der LMU

Aus der Medizinischen Klinik Innenstadt
der Ludwigs-Maximillian-Universitat Miinchen
Direktor: Prof. Dr. M. Reincke

Modulation des HMG-CoA-Reduktase/GG-
PP/Rho-Signalwegs zur Apoptoseinduktion in

adharenten Myelomzellen

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximillian-Universitat Minchen

vorgelegt von

Philipp Baumann

aus

Munchen

2006


https://core.ac.uk/display/11028829?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Minchen

Berichterstatter: PD Dr. G. Meinhardt
Mitberichterstatter: Prof. Dr. A. Roscher

Prof. Dr. S. Bohlander
Mitbetreuung durch: Dr. R. Schmidmaier
Dekan: Prof. Dr. med. D. Reinhardt

Tag der mundlichen Prifung: 16.11.2006



Gewidmet

Meiner lieben Familie



Ich wiinsche mir die Gelassenheit, das hinzunehmen,
was ich nicht &ndern kann,
den Mut, das zu andern, was ich &ndern kann
und
die Weisheit, das eine vom anderen zu unterscheiden



INHALTSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG

2. METHODEN UND ZELLKULTUR

2.1

211
21.2
2.1.3
214

2.2
2.3
23.1
2.3.2
2.3.3
2.4

Zellkultur

Zelllinien

Einfrieren und Auftauen von Zellen
Zellzahlbestimmung

Gewinnung mononukleérer Zellen fur
Knochenmarksstromakulturen
Zellvitalitatsmessungen von hBMSC
Durchflusszytometrische Analysen
Annexin/Pl Apoptose Assay
Oberflachenmarkermessungen
Zytotoxizitatsassay unter Kokulturbedingumge

Western Blotting

3. ERGEBNISSE

3.1

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.1.4
3.2

3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24
3.2.5
3.2.6

3.2.7
3.2.8

Etablierung eines Zellmodels
Chemosensitivitat von HS-5-Zellen

Chemosensitivitat von

Durchflusszytometrische Analyse der Kok@kperimente

Validitat des Zellmodels

Zelladhasionsvermittelte Zytostatikaresistg@aM-DR)
Auftreten von CAM-DR bei verschiedenen Ziatika
Auftreten von CAM-DR bei verschiedenen Myekelllinien
CAM-DR ist abhangig von der Dauer der Kokigrung
Resistenz gegen Apoptoseinduktion bei Zgti®behandlung

Rolle der Zytokine bei CAM-DR

Expressionsmuster auf den Myelomzellliniad der

Stromazelllinie

14
14
14
15
18
19
20
20
22
23
24
26

28

Anderung der Integrinexpression auf Myelomd Stromazellen 30

Rolle der Integrine bei CAM-DR

32



3.2.9 Modulation klassischer Signalwege in adh@reMyelomzellen 39

3.2.10 Statinderivate vermindern CAM-DR 43
3.2.11 CAM-DR kommt tber den HMG-CoA/GG-PP/Rhokiea

Signalweg zustande 43
4. DISKUSSION 54
4.1 Etablierung des Kokulturmodels 54
4.2 Zelladhasionsvermittelte Chemoresistenz irlgipnzelllinien 55
4.3 Modulation klassischer Signalwege 57
4.3 Der GG-PP/Rho/Rhokinase-Signalweg 60
5. ZUSAMMENFASSUNG 65
6. LITERATURVERZEICHNIS 67
7. ANHANG 74

Teile der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurdeginem wissenschatftlichen

Journal verdffentlicht:

Schmidmaier RBaumann P, Simsek M, Dayyani F, Emmerich B, and Gerold
Meinhardt: The HMG-CoA reductase inhibitor simvastatin overesmcell
adhesion—mediated drug resistance in multiple nmyaldoy geranylgeranylation
of Rho protein and activation of Rho kinase.

Blood, 15 September 2004, Vol. 104, No. 6, pp. 1832



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

2.1
2.2
3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11

3.12
3.13
3.14

3.15

3.16

3.17

3.18
3.19

3.20

3.21

3.22

3.23
3.24

Exemplarische Darstellung eines Annexin/Plp{pee Assay

7
Exemplarische Darstellung einer Oberflachehksranessung 8
5

Chemosensitivitat der Stromazelllinie HS-5 1
Chemosensitivitat von hBMSC 17
Darstellung des Zytotoxizitatsassay unter Knkbedingungen 18
Kokultur mit hnBMSC fluhrt zu Apoptosereduktion 19
Kokultur mit HS-5 fuhrt zu Apoptosereduktion 20
CAM-DR ist nicht substanzspezifisch 21
CAM-DR st nicht zelllinienspezifisch 22
CAM-DR ist abhangig von der Dauer der Koku#ving 24
Adharenz fihrt zur Reduktion der Apoptoseinohukt 25
Bedingung fur CAM-DR ist direkter Zell-Zell-iK¢akt 27
Konditioniertes Medium fuhrt nicht zu einentiapoptotischen

Effekt 28
Modell der wichtigsten Integrininteraktionen 30

Melphalaninkubation fuihrt zu einer erhohte\LEExpression 31

Zytostatika induzieren erhdhte Integrinexpoesg HS-5-

Stromazellen 32
Blockade vonLFA-1 und VLA-4 kann CAM-DR redemn 33
LFA703 kann CAM-DR teilweise verhindern 34
Inkubation mit Fibronektion oder (rh)-ICAM fiimicht zu

CAM-DR 36
Bio5192 verhindert CAM-DR nicht 37
Abnahme von CAM-DR ist nicht auf eine verminidéSekretion

von IL-6 zurlickzufihren 38
Blockade von LFA-1 und VLA-4 fihrt nicht zwner

signifikanten Deadhasion 39

Western Blot Analyse der wichtigsten SignakRrdle beim

Myelom 43
Simvastatin verhindert CAM-DR 44
Lovastatin hemmt CAM-DR 45

Hemmung von CAM-DR durch Simvastatin basietiauf



3.25

3.26
3.27

3.28
3.29
3.30

3.31

4.1

4.2
4.3

einer Reduktion der Sekretion von IL-6 46

Reduktion von CAM-DR basiert nicht auf einer

Anderung der Myelomzelladharenz 47
Der GG-PP/Rho/Rho-Kinase-Signalweg 48
Simvastatin-induzierte Hemmung von CAM-DRdngiurch
GG-PP aufgehoben 49
CAM-DR wird durch GGTase ausgelost 50
CAM-DR wird durch die Rho-Kinase aktiviert 15
Hemmung des GG-PP/Rho/Rho-kinase-Signalwéwgsrfiicht zur
Deadhésion 52

Simvastatin, GGTI-298 und Y-27632 fihren nmhnieiner
verminderten Integrinexpression 53
Schema der Signaltransduktion von Tyrosinkirezsptoren 58
Schema der Signaltransduktion von Integrinen 60

Downstream Signalwege von RhoA 63

TABELLENVERZEICHNIS

3.1

3.2
3.3
3.4
3.5

Grunderkrankungen der Patienten, welche Knuoleksaspirat zu

Verfiigung gestellt haben 16
Oberflachenantigene auf HS-5-Zellen und Myeleltfinien 29
PKC-Modulatoren in der HS-5 Kokultur 40
Signalswegsmodulatoren in der HS-5-Kokultur 14
Integrinmodulation durch Signalwegsmodulatoren 42



Einleitung

1. EINLEITUNG

Das multiple Myelom ist ein aggressives B-Zell Ndadgkin-Lymphom mit
Infiltration des Knochenmarks. Ursachlich sind maé& transformierte
Plasmazellen, die die physiologische Blutbildungdv@&gen und monoklonale
Immunoglobuline oder deren Leichtkettenfragmentadpeieren (Herold, 2005).
Die Inzidenzrate der Erkrankung steigt mit dem Akl@ und betragt in der 8.
Lebensdekade 45/100.000 fur mannliche und 25/100i@0weibliche Kaukasier;
bezogen auf den deutschen Bevolkerungsdurchsclegtt sie bei 3/100.000
(Lamerz R, 2002; Longo DL 1999). Mit Ausnahme deéaskhazellleukdmie-
Variante sind die Tumorzellen bei dieser Erkrankuifgerwiegend im
Knochenmark lokalisiert; die Myelomzellen wie audahe nicht-malignen
Plasmazellen sind auf Interaktionen mit dem Knoam@kstroma angewiesen,
denn dieses vermittelt den Myelomzellen Signale zzZetiwachstum und —
Uberleben. Im Knochenmark adharieren die Myelomerelind figen sich somit
in das sog. “Microenvironment” ein. Dieses bestélauptsachlich aus den
Knochenmarksstromazellen, welche eine Vielzahl vymokinen sezernieren,
z.B. IL-6, IGF-1, SDF-1 und VEGF (Roecklein et a995). Diese Zytokine
fordern Uber die Signalwege wie JAK/STAT, Ras/RERIERK, PEK/Akt und
NF«B Uberleben, Proliferation und Migration der Tumalen (Bisping et al,
2005; Sanda et al, 2005). AulRerdem exprimieren Stir@mazellen auf der
Oberflache Adhé&sionsmolekile wie z.B. ICAM-1 und M@, an die die
Myelomzellen binden kdnnen (Roecklein et al., 1993 Extrazellularmatrix,
welche Proteine wie Laminin, Vitronektin, Fibronekund Kollagene umfasst,
bietet ebenfalls Moglichkeiten zur Adharenz fur Mgelomzellen(Hazlehurst et
al., 2001). Durch das im Knochenmark vorherrschefAgekinmilieu und v.a.
durch die Adhasion der Myelomzellen im Microenvinent werden die
Myelomzellen weniger chemosensibel, weshalb hierBegriff CAM-DR ,Cell
Adhesion Mediated Drug Resistandagnutzt wird.

Der Tumor, seine Produkte und die Reaktion des sWiftihren zu
Funktionsstorungen unterschiedlicher Organe undezschiedenen Symptomen.
Haufigstes Symptom sind Knochenschmerzen, welche70® der Patienten

auftreten und v.a. in der Lendenwirbelsaule undlen Rippen lokalisiert sind.

1



Einleitung

Ursache fir die Schmerzsymptomatik sind Knocheot@#si (Osteolysen), die
aufgrund von Tumorzellproliferation und Osteoklasitivierung entstehen.
Diese kénnen zu pathologischen Frakturen und réitdn Symptomen fihren.
Zweithaufigstes klinisches Problem ist die erhoHtdektanfalligkeit der
Patienten, welches sich vor allem in fortgeschréte Stadien als
lebensbedrohliche Sepsis manifestieren kann. Gagedist hier vor allem die
funktionelle Hypogammaglobulinamie, welche aus ewmerminderten Bildung
und einem erhéhten Abbau vor allem der IgG-Antiledrpesultiert. Das haufig
auftretende Nierenversagen ist Folge vieler veestdmer Faktoren, allen voran
die Hyperkalzamie als Produkt des KnochenabbauschAwglomerulare
Amyloidablagerungen kénnen vor allem beim Leicht@tnyelom die Ursache
hierfir sein. Das vermehrt anfallende Paraproteiagtt ebenfalls zum
Nierenversagen bei. Anfangs wird das Paraproteirden Tubuli der Niere
riickresorbiert, im Krankheitsverlauf kommt es zoeeiUberladung der Tubuli
mit Ausbildung eines Fanconi-Syndroms mit erhdéhRnoteinausscheidung.
Zusatzlich fuhrt das Paraprotein zu einer Viskdés#@igerung und damit zu
Blutgerinnungsstérungen. Bei 80% aller Patienterddt sich im Verlauf der
Krankheit eine Anamie. Diese kann sich wegen dedréiagenden Wachstums
der Myelomzellen, wegen eines Folat- und Vitamir2Bdangels oder wegen
einer Hemmung der Hamatopoese durch sezerniertefpuodukte entwickeln.
Aus Klinischer Sicht bieten sich mehrere Therapieoen an: Die
Standardtherapie besteht aus intermittierendenefiykbn Cyclophosphamid oder
Melphalan, jeweils in Kombination mit Prednisonjbdawird die Kombination
aus Melphalan und Prednison am haufigsten eingesetfit dieser
konventionellen Therapie leben nur 5% der Myelonego&¢n nach 10 Jahren nach
Diagnosestellung (Kyle, 1983). Dieses Ergebnis kemlurch die Einfihrung der
Hochdosischemotherapie mit Stammzelltransplantateybessert werden. Jedoch
kénnen vor allem wegen der erhdhten Mortalitat eliddochdosis-Melphalan-
Gabe bei alteren Menschen nicht alle Patientengmpp der
Hochdosischemotherapie zugefiihrt werden. Als ditigglichkeit stehen nun
Bortezomib aus der Gruppe der Proteasominhibitamed Thalidomid, fir
welches neben einer immunmodulatorischen Funktion ine e
Gefassneubildungshemmung nachgewiesen werden kanntéerfigung.

Alle drei Therapieoptionen fuhren aber letztendlrgbht zu einer Heilung des
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Patienten. Nach Monaten bis Jahren der Therapierkas zur Ausbildung einer
Resistenz gegen die Zytostatika. Die meisten Ratiesterben letztendlich an

einer Infektion oder den Folgen einer Niereningignz.

Das Hauptproblem bei der zytostatischen Therapgendeitiplen Myeloms sind

von Anfang an gegen Chemotherapeutika resistentke rasistent gewordene
Myelomzellen. Dabei ist die sekundare, erworbengidRenz relativ gut erforscht.
Grundlage hierfur sind die Herauf- oder Herabretjoma von pro- oder

antiapoptotischen Proteinen oder z.B. die vermexggression von Multi-drug-

resistance-Proteinen (MDR), welche als Effluxpumpgreren und Zytostatika
unspezfisch aus der Zelle herausbefordern, bevesediwirken kénnen. Die
Ergebnisse aus der Erforschung der sekundaren CGasistenz wurden bereits in
klinisch-therapeutische Konzepte integriert Dabettdr jedoch z.B. eine
Hemmung des MDR-Proteins mit Verapamil kaum einanfliss auf das

Gesamtluberleben (Dalton et al., 1995).

Anders hingegen ist dies bei der primaren ResistiemzMyelomzellen: Hierbei

handelt es sich um Signale zwischen Myelomzellesh dem Mikroenvironment

des Knochenmarks, welche die Myelomzellen zur femaltion anregen und
Apoptoseresistenz gegenuber Zytostatika induzidbazu zéhlen Zytokine wie
z.B. IL-6 oder IGF, jedoch ebenso die integrinvetefie Chemoresistenz Uber
ICAM-1 und VCAM. Die primare Zytostatikaresisterst noch nie systematisch
untersucht worden und konnte auch noch nicht imagreutischen Konzepten

gesondert berucksichtigt werden.

Ziel dieser Dissertation war es, die primare Chasistenz von Myelomzellen
systematisch zu untersuchen und mdgliche Ziele eiiie pharmakologische
Interaktion zu finden. Durch geeignete Substanzelttes die Resistenz der

Myelomzellen in einem in-vitro Modell wieder volelgestellt werden.
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2. PATIENTEN, MATERIALIEN UND METHODEN

Eine detaillierte Auflistung der verwendeten Maaéen, Chemikalien und Gerate

findet sich im Anhang, Kapitel 6.

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien

Die Myelomzelllinien U266, OPM-2, NCI-H929 und RP#&226, sowie die
Stromazelllinie HS-5 stammen von der Deutschen Samgn fur
Mikroorganismen und Zellkulturen (DMSZ).

Die Zellen wurden in RPMI —1640 mit 20-prozentigefnsatz von fetalem
Kalberserum (FCS), welches zuvor bei 56 Grad Celdiber eine Stunde
inaktiviert wurde, bei 37°C, 5%CQind 90% Luftfeuchtigkeit kultiviert

Es wurde kein Streptomycin/Penicillin verwendete Zellen wurden bis zu einer
Dichte von etwa 80xT@Zellen/m! kultiviert; dann wurde die Kultur geteikin
Teil davon verworfen, und der andere Teil mit Mediauf eine Zellkonzentration
von 20x14 Zellen/ml verdiinnt und weiterkultiviert. Die Zeltalitat vor Beginn
eines Experimentes wurde sowohl mikroskopisch HaitfErypanblaufarbung

sichergestellt.

2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zu Beginn des Einfrierens wurde ein Einfriermedinengestellt, welches aus 5ml
RPMI1640, 3ml FCS und 2ml DMSO bestand. Dieses winid zum Abfullen in
die Kryordhrchen auf Eis gelagert. Fir das Einéienvon Zellen wurden 10
Zellen abzentrifugiert, zweimal mit kaltem PBS gsealzen und anschliel3end in
4,5ml Kulturmedium (RPMI1640 + 20% FCS) resusperdién jedes der
Kryorohrchen wurden jeweils 0,9ml der Zelllésung dun0,9ml des
Einfriermediums gegeben und sofort fur 6 Stundem {2 C° gelagert.
Anschlie3end wurden die Zellen fur 24 Stunden B&C® und schliel3lich bei
196C° tief gefroren.

Fur das Auftauen der Zellen wurden die Kryorohrcheis dem Gefrierschrank
genommen, 2 Minuten bei Raumtemperatur angewarohtsahliel3lich in 37 C°

warmes Kulturmedium Uberfihrt. Es folgten zwei Waszgange mit
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Kulturmedium. AnschlieRend wurden die Zellen in egirDichte von 20x1D

Zellen in Zellkulturflaschen tberfihrt.

2.1.3 Zellzahlbestimmung
Dafur wurden 50ul einer Zelllosung mit 50ul der gapblauldsung versetzt,
gevortext und in Neubauer-Zahlkammern gegebenumtel dem Mikroskop die
Zellzahl pro ml festgestellt.

2.1.4 Gewinnung mononuklearer Zellen fir Knochenmaksstromakulturen

Zur lIsolierung von mononukledren Zellen aus Knooharksaspirat fir
Knochenmarksstromakulturen  wurden jeweils 15 ml anegsiertes
Knochenmarksspirat von Patienten mit hdmatologisdbikrankungen benotigt.
Die Patienten hatten nach Aufklarung durch einemt Atie Zustimmung zur
Verwendung des Materials fur wissenschaftliche Zegegegeben. Ein positives
Votum der Ethikkommission liegt vomDie Aufreinigung der mononuklearen
Zellen erfolgte im Rahmen einer Dichtezentrifugatitiir welche Ficollhypagqife
verwendet wurde. Dieses wurde auf Raumtemperatirert und 10 ml davon in
ein 50ml Falcon Roéhrchen gegeben. Das Aspirat wiirtlenit PBS verdinnt und
vorsichtig Uber das Ficollhypaque geschichtet. Bakonrohrchen wurde dann
bei 755xg ohne Bremse fur 30 Minuten bei Raumteatperzentrifugiert
Anschlielend wurde die Interphase (,buffy coat“)piplettiert, in ein neues
Rohrchen gegeben und zweimal mit PBS gewaschen.adbariolgte die
Resuspension in Kulturmedium. Die Konzentration dellen wurde bestimmt,
auf eine Konzentration von ¥l verdiinnt und in 96 wellplates, 24 wellplates
und 6 wellplates mindestens 3 Wochen und maximaldghen lang kultiviert,
bis ein Monolayer aus hBMSC vorhanden wistethode nach Lokhorst et al.,
1994).

2.2 Zellvitalitatsmessungen mit hBMSC

In den Mitochondrien vitaler Zellen erfolgt die Uetsung des roten
Tetrazoliumsalzes WST-1 zu orange-gelbem FormaRan Orangefarbung und
damit die Zunahme der optischen Dichte der Zellsosjpn kann bei einer
Wellenldnge von 450 — 630nm bestimmt werden. DtakeviZellen den Farbstoff

nicht umsetzen konnen, Kkorreliert die Anzahl vitaleZellen mit
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Extinktionserhéhung bei 450nm, die gegen eine Refeellenlange von 690nm
im Multi-well-Photometer gemessen wurde.

Frisches, heparinisiertes Knochemmarkaspirat wdicdliert und wie in 2.1.4
beschrieben in 96 wellplates (30Qvell) geben. Die Zellen wurden mindestens
drei Wochen und héchstens funf Wochen lang bei 338C5%CQ und 90%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Es wurden nur Experinlenmit 96-well-plates
durchgefuhrt, bei denen die hBMSC Uber 80% der Wdelie bedeckten. Die
Reinheit der hBMSC wurde mikroskopisch sichergéistdlach zweitéagiger
Inkubation mit dem jeweiligen Zytostatikum wurde W$ im Verhaltnis 1:10
(20ul) zugeben. Nach drei Stunden erfolgte die y¥sebei 450 gegen 630 nm im
Photometer. Die Analyse beinhaltete eine Messumgkdantrollen (Farbung nicht

behandelter Zellen) und Blanks (Farbung von Medium)

2.3 Durchflusszytometrische Analysen

2.3.1 AnnexinV/Propidiumjodid Apoptose Assay

In vitalen Zellen besteht eine ausgepragte Asymetler Zellmembran;

Phosphatidylserin kommt in vitalen Zellen nur aef thnenseite der Zellmebran
vor. Zu Beginn von in Apoptose gehenden Zelleniedrldie Membran ihre

Asymmetrie und es kommt es zu einem ,Flip-Flop* déembranlipide, d.h.

Phosphatidylserin wird auch auf die Auf3enseite Zelimembran verschoben.
AnnexinV vermag an der Zelloberfliche an diesesspPhatidylserin binden.

Durch Koppelung von AnnexinV mit Flourescein-thmiganat (FITC), welches
von einem Argonlaser bei einer Wellenlange von #8&mgeregt werden kann,
wird die Emmission des FITC-Molekiils bei einer Waltnge von 518nm im
Durchflusszytometer gemessen.

Verliert die Zelle des Weiteren die Membraninteijritso kann Propidiumjodid
(P1), ein DNA-Farbstoff, die Zellmembran permeieterd sich an DNA anlagern.
Plist im Gegensatz zu FITC ein nach optischer taasegung nicht griin sondern
rot floureszierender Farbstoff. Pl wird bei 488nmgaregt und emmitiert bei
617nm.

Durch Kombination der beiden Farbungen kénnen 2i&tades Zelluntergangs
beschrieben werden (Abb. 2.1):
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* Fruhe Apoptose: die Zellen sind AnnexinV positidu?l negativ
e Spate Apoptose: die Zellen sind sowohl fur Annexiald auch fur Pl

positiv

Im Einzelnen wurden f0Zellen bei 1500U/min, 8°C, 6 Minuten lang
abzentrifugiert und nach Abschiitten des Uberstazaesmal mit kaltem PBS
gewaschen und dann in Annexin Binding Buffer gelomsteine Zellkonzentration

von 2 x 16 Zellen/ml zu erhalten.

Binding Buffer: 10 mMHepes/NaOH, pH 7,4
140 mM NaCl
2,5 mM CaCd

Nach dem Transfer von 100 pul in ein neues Facshé@nr¢Sarstaedt) wurden 5 pl
Annexin-FITC und 10 pl PI (Propidiumjodid) hinzu ggben und bei
Raumtemperatur im Dunkeln fir 15 min inkubiert. Nagugabe von 400ul
Binding Buffer wurde die Analyse innerhalb einemi@te durchgefuhrt. Zur
Analyse wurden die Kanéle FL1 (Annexin — FITC) W (Propidiumjodid) im

Epics Coulter XL Durchflu3zytometer verwendet.

PLL | e P

b

Annexin Annexin

Abbildung 2.1: Das Annexin-Pl Apoptose AssayNCI-H929-Zellen nach 48-stiindiger Kultur
als Kontrolle (linkes Bild) oder Inkubation mit 30M Melphalan (rechtes Bild). Die Abbildung
zeigt eine deutliche Verlagerung der Zellen vom é&in/Pl-negativen Bereich Uber den
Annexinpositiven (frihe Apoptose) in den Annexinfisitiven Bereich (spate Apoptose).
(Annexin-V-FITC = FL1, Propidiumjodid = FL3)
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2.3.2 Analyse der Oberflachenexpression

Bei der Oberflachenmarkermessung werden Zellen emiem monoklonalen
Antikérper markiert, der seinerseits mit FITC (Rlescein-thiocyanat) oder PE
(Phycoerythrin)  markiert ist. Auf diese Weise kanmit dem
Durchflusszytometer, welches die  Farbintensitat smmis auf die
Oberflachenexpressionstarke eines Antigens aufZeédoberflache geschlossen
werden.

4 -5 x 10 Zellen wurden bei 1500U/min, 8°C, 6 Minuten langettrifugiert
und nach Abschiitten des Uberstandes zweimal ntiérkaPBS gewaschen und
dann in 1ml kaltem PBS resuspendiert. 100 pl digsélosung wurden mit 10ul
der Antikorperldsung fur 10 Minuten im Dunkeln idkart. Nach Zugabe von 2
ml kaltem PBS und nochmaligem zentrifugieren (16@&in, 6 min, 8°C) wurde
der Uberstand verworfen und die Zellen in 400 uSRBsuspendiert. Die Analyse

erfolgte im Durchflusszytometer.

Abbildung 2.2: Oberflachenmarkermessung.Die Abbildung zeigt die relative Expressionsstarke
von CD38 (durchgezogene Linie) und CD138 (graudniagt) und die Isotypkontrolle (gestrichelt)
der Myelomzelllinie OPM-2.

2.3.3 Zytotoxizitats-Assay unter Kokulturbedingunge

Zu Beginn eines Kokulturexperiments mussten die3-fromazellen fir das
Experiment vorbereitet werden. Dafir wurden die 33ellen trypsinisiert: Aus
der zu trypsinisierenden HS-5-Kultur wurde das #tadrende Kulturmedium
abgenommen und anschlieBend 5 ml der Trypsinlosugggeben und bei 37
Grad Celsius fur 5 Minuten inkubiert und anschlieReleren Ablésung vom
Kulturflaschenboden im Mikroskop kontrolliert. NaZugabe von 20ml Medium
(RPMI1640 + 20% FCS) wurden die Zellen bei 1500w/n8 Grad Celsius, 10

8
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Minuten lang abzentrifugiert und nach Verwerfen diserstandes zweimal mit
PBS gewaschen, in Medium resuspendiert und di&kdaetentration bestimmt.
Danach wurden die Zellen mit Medium verdirinteiner Konzentration von 10
Zellen/well in die 6-wellplates transferiert und 3ml Medium (RPMI 1640 +
20% FCS) resuspendiert. Fur die Myelom-Knochenntavkga-Kokultur wurden
die HS-5-Zellen so lange inkubiert, bis der Monelagus HS-5 Zellen 80% der
Oberflache des Wells bedeckte, mindestens jedocha@e (Methode nach
Lokhorst et al., 1994).

Nach mindestens drei Tagen wurden pro Well Myeldleae in einer
Konzentration von 0,5 x 20nl hinzugeben. Nach einer halbstiindigen
Inkubationszeit wurde entweder mit einem Signalwegulator eine Stunde lang
vorinkubiert oder das Zytostatikum hinzugeben.

Nach zwei oder vier Tagen wurden die Zellen mitfefsettieren oder Cellscraper
vom Boden der Wells gelést und abgeerntet. Nachereinveiteren
Zellzahlbestimmung und ggf. Verdiinnung wurden 4 x510° Zellen bei
1500U/min, 8 Grad Celsius, 6 Minuten lang abzemgigrt und nach Verwerfen
des Uberstandes zwei mal mit kaltem PBS gewaschdrdann in 0,5ml kaltem
PBS resuspendiert. 100 pl dieser Zelllbsung wurdert 210ul der
Antikdrperlésung (CD38-FITC, CD38-PE oder CD138-€E)Tfur 15 Minuten im
Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe von 2 ml kaltem PBS8d nochmaliger
Zentrifugation (1500 U/min, 6 min, 8 Grad Celsiusjrde der Uberstand
verworfen und die Zellen in 100 pl PBS resuspendidach Zugabe von 1@ Pl
und 400ul PBS wurde die Zellldsung innerhalb einer StunaeGoulter Epics-
XL durchflusszytometrisch analysiert. Zur Analyserden die Kanale FL1 (FITC
— Antikdrper) und FL3 (Propidiumjodid) verwendet.

2.4 Western Blotting
Der Western Blot wurde zum Nachweis eines Protieirtker Zelle herangezogen.
In einem mehrschrittigen Verfahren wurden versobied Proteine mittels

Chemoluminiszenz nachgewiesen.

Zelllyse
10" Zellen wurden drei Tage lang in Anwesenheit oddswAsenheit der
Stromazelllinie HS-5 in Medium (RPMI 1640 + 20 % $Cnkubiert und dann
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geerntet. Die Myelomzellen in der Kokultur wurdeiitteds pipettieren von dem
Monolayer der HS-5-Zellen abgetrennt. Die Reinlugt Myelomzellen wurde
anschliel3end durch Anfarbung mit CD38-FITC-Antikérp
durchflul3zytometrisch bestimmt und lag Uber 80%.ie Bellen wurden bei
1500U/min, 8°C, 6 Minuten lang abzentrifugiert uméch Abschitten des
Uberstandes zweimal mit kaltem PBS gewaschen und @da1ml kaltem PBS
resuspendiert. Diese Zelllbsung wurde nochmals ien 2500U/min sechs
Minuten lang abzentrifugiert und der Uberstand efen. AnschlieBend folgte

die Zugabe von 1Q0 Zelllysepuffer:

o Zelllysepuffer:
Auqua dest (8,18ml), Tris (2p0 1M, pH7,6), NaF(100l, 1M), EDTA
(20Qul, 0,5M), Aprotinin (5Qd, 2,1 mg/ml) Leupeptin (30, 5 mg/ml),
PMSF (10@l, 100mM), NaVO, (10Qul, 200mM).

Nach der Homogenisierung der Zellen im Homogenrsatorden 1@l NP-40
(10%) dazugeben und die Proben bei 4°C 15 Minuésclgvenkt.

Danach erfolgte die Bestimmung der ProteinkonzéntraHierfur wurde zu
Proteinldsung 80d Aqua dest. und 2Q0 eines Jod-Farbeagens (Bio-Rjad
zugegeben.. Die Proteinkonzentration wurde im Rheter gegen einen Nullwert

bestimmt.

Gelelektrophorese

Im Anschlu? wurden die Proteinkonzentrationen dezetnen Proben durch
Zugabe von Lysepuffer einander angeglichen. Dietdiidsung wurde mit
Loading Buffer im Verhaltnis 1:4 verdinnt und b&r@ fir finf Minuten erhitzt,
anschlieBend bei 6000 U/min zwei Minuten lang ab#egiert und auf
Polyacrylamidgele (12% und 15% Acrylamid) aufggém

» Seperating Gel (15%): 24% Aqua dest., 25% Tris 1,BNB,8, 49%
Acrylamid (30%), 0,01% APS 10%, 0,0006% Temed.

» Seperating Gel (12%): 35% Aqua dest., 25% Tris 1,BNB,8, 39%
Acrylamid, 0,01% APS 10% , 0,0006% Temed.

10
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Die Gelkammern wurden zu % mit der jeweiligen GCamliig gefullt und
anschlieBend mit 50 Isopropanol Uberschichtet und 30 Minuten stehen
gelassen. Nach einer halben Stunde wurde das [spobabgegossen und die
Gelkammern viermal mit Aqua dest. gereinigt undasinet.

Danach erfolgte die Zugabe des Stacking Gels:

* 64% Aqua dest.; 27% Tris 1,5M pH8,8; 13,5% Acryldn®,01% APS
10%; 0,0006% Temed.

Nach Zugabe des Stacking Gels wurde die Kadmme wisAmspolymerisierung
(45 Minuten) in die Kammern gesteckt. Die Gele veumrdanschlieBend in die
Elektrophoresebehélter gestellt und diese mit Rwpnbuffer gefillt. Nach
Herausnahme der Kdémme wurden die Geltaschen gctinaiit Running Buffer
gespult und mit 2@ Proteinlésung bzw. 10 Marker gefillt. Die angelegte
Spannung betrug, solange sich das Protein im Sigkel befand, 80V, nach

Erreichen des Separation Gels wurde sie auf 1086her

Blotting

Die nun nach dem Molekulargewicht aufgetrenntentdtme wurden auf PVDF-
Membranen tbertragen.

Zum Transfer der Proteine auf die Membranen wudiese in Methanol 100%,
ddH,O, und Transferbuffer getrankt. AnschlieRend wurdke Gele auf die
Membranen zwischen Filterpapiere und Schwamme geleg die
Transferbehélter gesetzt und bei 23V Uber 12 Stubee8°C inkubiert.

* Transfer-puffer: 25 mM Tris-HCI
192 mM Glycin
0,037 % (w/v) SDS
20% (v/v) Methanol

Proteinnachweis
Der Proteinnachweis basiert auf einem mehrscheittiyerfahren, bei dem ein

Primarantikdrper an das Protein auf der Membraddiinein Sekundarantikorper

11
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wiederum an dem Primarantikbrper bindet, welcheit ®iner Peroxidase
konjugiert ist und so mittels Chemoluminiszenz rgshiesen werden kann.

Im Einzelnen wurden die Membranen zuerst luftgéinet. Um unspezifische
Bindungen der spezifischen Antikérper zu Verringeurden die Membranen 60
Minuten lang mit einer Magermilchpulverldsung (5@d&&rmilchpulver, aufgelost
in 100ml PBS-T (11 PBS und 0,5ml Tween20)) inkubiarnd anschlieRend
viermal kurz mit PBST gespdlt. Daraufhin wurden embranen 10 Minuten

lang mit PBST gewaschen.

 PBST-puffer: NaCl 8 g
KCI 0,29
NaHPO4 1,44 g
KH,PO4 0,24g
HO 1l

Der primare Antikdrper (Liste der verwendeten Adpkr siehe Anhang) wurde
1:1000 mit PBST verdunnt und 60 Minuten lange doém Schittler mit den

Membranen inkubiert. Anschlieend wurden nicht geleme Antikdrper mit

PBST (4-mal fir jeweils 10 Minuten) abgewaschen.

Der sekundare Antikorper wurde 1:2000 mit Blocklrgsung verdinnt und fur

60 Minuten auf dem Schittler (10/mirguf die Membranen geben. Die
Antikdrper-Milchpulver-Lésung wurde mit PBST (sieloden, wonach wieder
viermal 10 Minuten lang) abgewaschen.

Anschlie3end wurden jeweils 3 ml der 2 ECL L6sungeri die Membranen

geben und nach kurzer Zeit die ChemoluminiszenBdeden mit Réntgenfilmen

festgehalten.

Membran-Stripping
Die Antikorper konnten mittels Stripping-Puffer vasier Membran entfernt
werden, so dass mehrere Antikdrper-Overlays mierjddembran durchgefihrt

werden konnten.

» Stripping-Puffer: Tris 7,569
SDS 20 g

12
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HO 11

Hierbei wurden die Membranen im Stripping Puffer @huten lang bei einer
Wasserbadtemperatur von 57C° inkubiert und andddtid in insgesamt drei
Waschvorgangen mit PBS-T gespult. Anschliel3end suer Proteinnachweis
wie oben geschildert durchgefuhrt. und nach 2 Wsddfitten mit 10 — 15%
Milchpuffer geblockt.

2.5 Statistik

In den Abbildungen werden die Mittelwerte mit detar&lardabweichungen
gezeigt. Die deskriptive Statistik wurde mittels cEk ausgewertet und die
statistische Signifikanz mit dem Kruskal-Wallis-Tegrechnet.

P < 0.05 wurde als statistisch Signifikant angesehe
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3. ERGEBNISSE

Zur Untersuchung der primaren Chemoresistenz beigeldh musste ein
Zellkulturmodell  etabliert werden, welches die \Vathisse des
Microenvironments adaquat widerspiegelt. Ziel war ein Kokulturmodell zu
untersuchen, in welchem sowohl priméare Stromemelals auch HS-5-
Stromazellen mit Myelomzellen in Interaktion treteonnten und der Effekt von
Zytostatika einerseits und die primare Chemoresastandererseits greifbar
wurden. AufRerdem sollte sowohl die Zellkultur alscta die Auswertung am
Durchflusszytometer einfach durchfuhrbar sein.

Da bei dem oben beschriebenen Zellmodell auch dienfazellen von den
Zytostatika potentiell beeinflusst werden konntenusste zu allererst untersucht
werden, wie sensibel die Stromazelllinie HS-5 alshadie priméaren Stromazellen
auf die Zytostatika reagieren. Damit sollten geetgrZytostatikakonzentrationen
gefunden werden, welche vor allem toxisch auf digeldmzellen und weniger

auf die Stromazellen wirken.

3.1 Etablierung eines Kokulturmodells

3.1.1 Chemosensitivitat von HS-5-Zellen

Fur die Untersuchung der Chemosensibilitdt wurdem KES-5 Zellen vor
Inkubation mit dem Chemotherapeutikum so lange\kalt, bis der Boden der 6-
well-plates zu 80% - 90% mit Zellen bedeckt wamaeistens jedoch 72 Stunden
lang. Anschlieend wurden die Zellen 48 Stundem lamt dem Zytostatikum
inkubiert, dann durch Pipettieren von den Zellkngtatten abgel6st und mit
Propidiumjodid  gefarbt. Der Anteil apoptotischer I[I@e  wurde

durchflusszytometrisch bestimmt.
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Cytarabine Abbildung 3.1: Chemosensitivitat der

100- Stromazelllinie HS-5. Alle Zellen
——HS5 wurden 48 h lang mit dem jeweiligen
—0— 937 Zytostatikum in ansteigenden
Konzentrationen inkubiert. Der Anteil
der apoptotischen Zellen wurde im
Durchflusszytometer nach Féarbung mit
Propidiumjodid nachgewiesen. NCI —
H929 und U937 dienten als
Kontrolle 10 nM 1M 10 uM Kontrollzelllinien.
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Abbildung 3.1 zeigt, dass HS-5 Stromazellen gegeniblen Zytostatika
unempfindlicher sind als die Kontrollzelllinien N&H4929 und U937. Die
Alkylantien Melphalan und Treosulfan fihren zu emeveitgehend linearem
Anstieg der Apoptoseraten bei Dosiseskalation, emdhres bei Doxorubicin,

Cytarabin und Gemcitabin zu einer PlateaubildungAg®ptose kommit.

3.1.2 Chemosensitivitat von primaren StromazellerhBMSC)

Wie fir die HS-5 Zellen sollte auch fur primare ddtazellen die

Chemosensitivitat bestimmt  werden. Mononukleare ledel aus

Knochenmarksaspiraten wurden in 96-well-platesrgg@akultiviert, bis 90% des
Wellbodens mit Stromazellen bedeckt waren. Wahderdmehrwochigen Kultur

wurde regelméafig alle sieben Tage das Medium gesedich
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Tabelle 4.1 zeigt die Patientencharakteristika &glossenen Patienten. Dabei

handelte es sich tUberwiegend um Patienten mit phesiti Myelom.

PATIENT |ALTER/ DIAGNOSE BISHERIGE
NR. GESCHLECHT ZYTOSTATISCHE
THERAPIE

o _ 3xVAD, 1xEC, 2xHD-

1 75/ weiblich Multiples Myelom
Melphalan

2 77/weiblich MGUS -

o . 4x ID, 1XIEV, 2xHD-
3 51/weiblich Multiples Myelom

Melphalan

o Induktionstherapie nack

4 29/weiblich ALL
dem GMALL-Protokoll
5 51/mannlich Multiples Myelom 6xVAD
6 50/mannlich Multiples Myelom Keine
7 51/méannlich Multiples Myelom 6 x VAD
Multiple
51/ma ,
8 ) S z.Z. Diagnose
nnlich
Myelom

Tabelle 3.1: Grunderkrankungen der Patienten, welche Knochraagisat zur Verfiigung gestellt
haben. VAD(Vincristine, Doxorubicine, DexamethasoiC(Etoposid,Cyclophosphamid), HD-
Melphalan (Hochdosis-Melphalan mit autolog. Stamlitterapie), GMALL (Methotrexat,
Cyclophosphamid, Dexamethason, Vincristin, Dauninp Asparaginase, Cytarabin, 6-
Mercaptopurin)

Vor den Versuchen wurden durch Pipettieren und &pihit Medium die
restlichen adharenten Zellen von den hBMSC geladtantfernt. Die Inkubation
mit dem jeweiligen Zytostatikum erfolgte tGber 48h 96-well-Kulturgefass. Die
Zellvitalitat wurde nach Zugabe von WST-1 und einedneistiindigem
Inkubationsschritt photometrisch bestimmt.

Abbildung 3.2 zeigt, dass die hBMSC deutlich wenigensibel auf Zytostatika
reagieren als die Kontrollzelllinien NCI-H929 un®®¥. Analog zu den HS-5-
Zellen fallt auf, dass vor allem die Alkylantien Mbealan und Treosulfan die
Apoptoseraten von hBMSC durch Dosissteigerung dinteigern kénnen. Bei

Cytarabine, Doxorubicin und Gemcitabine dagegenrkbes zu Plateaubildung.
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Melphalan Gemcitabine
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Doxorubicin Abbildung 3.2: Chemoresistenz von
—4—hBMSC priméaren Stromazellen.  Die
= ——NCI-H929 Stromazellen wurden 48 Stunden mit
3 121 dem jeweiligen Zytostatikum
e inkubiert. Die Bestimmung der
081 Zellvitalitat erfolgte durch
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2ol Analyse. Aus den 8 verschiedenen
(C ! . .
£, hBMSC-Kulturen wurden fur die
= Kontrolle 1M 10pM 100 M Abbildungen die Mittelwerte der

Apoptoseraten verwend

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowdbirdimazelllinie HS-5 als
auch die primaren Stromazellen resistenter fur &yestatikawirkung sind als
Myelom- oder Leukamiezelllinien und somit fur eirokllturmodell geeignet

sind, an dem primare Chemoresistenz untersucht wird

Zur weiteren Entwicklung des Kokulturmodells wurdeowohl die Dauer der
Kokultivierung, die verwendeten Zellkonzentrationais auch die verwendeten
Zytostatikakonzentrationen variiert und auf ein i@pim fur die
durchzufihrenden Experimenten eingestellt. (Naherester 2.3.3 im
Methodenteil)
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3.1.3 Durchflusszytometrische Analyse der Kokultureperimente

Nach dem Ansetzen einer Kokultur wurden die Zetlanh 48h oder 96h geerntet
und wie im Methodenteil beschrieben fur die dunesgizytometrische Analyse
vorbereitet. Dabei wurden die Zellen mit Propidiodig gefarbt um spate,
irreversible Apoptose zu detektieren. Aul3erdemligtdodie Farbung mit einem
FITC-konjugierten  Antikbrper, mit dem man beide |Bglen im
Durchflusszytometer voneinander trennen konnte.sDiar entweder CD38-
FITCoder auch CD138-FITC, beides Marker, die aufoi@azellen nicht
exprimiert werden. Bei der durchflusszytometrisciieralyse wurden dann die
Zellen mittels mehrerer ,Gates” in CD38-(oder CD9B8sitive- und negative

Zellen eingeteilt.

Monokultur NCI Kokultur HS-5 / NCI
R3 R1
CD38-FITC ” CD38-FITC ’
G2:R3 G1l:R1
R4 R2
P . P .

R4:76,77% —— CAM-DR: «<——— R2:39,35%
49%

Abbildung 3.3 Zytotoxizitats-Assay unter Kokulturbedingungen Die Abbildung zeigt den
Verfahrensweg einer Kokulturmessung am EPICS CoMlte Die Zellauftrennung erfolgte durch
eine Antikérpermarkierung, meist mit CD38-FITC. Drdas Setzen verschiedener ,Gates"(z.B.
R1, R2, R3 und R4, siehe Abbildung) kénnen veestdme Zellgruppen (CD38-negative oder —
positive, Pl-negative oder —positive) getrennt woaeder analysiert und quantifiziert werden. Im
Zytotoxizitatsassay unter Kokulturbedingungen kenntlie Apoptoseraten der CD38 -positven
Zellfraktion und selektiv deren Pl-positivitdt biesmnt werden. Aus den bestimmten Werten
errechnet sich dann CAM-DR:

(Apoptose d. Monokultur - Apoptose d. Kokulturp® 1 Apoptose d. Monokultur
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Von der CD38-positiven Population konnte dann digd3itivitat und damit der
Anteil apoptotischer Zellen bestimmt werden. Dieopfseraten der CD38-
positiven Population der Mono- und Kokulturen wumtéeinander verglichen
und der CAM-DR-Index bestimmt. Dieser Wert ergilsthsaus der prozentualen
Abnahme der Apoptoserate in der Kokultur im Verghezur Monokultur und

sagt aus, wie stark die Myelomzellen vor Apoptosgchitzt werden.

3.1.4 Validitat des Zellmodells

Da es sich bei den im Kokulturmodell verwendetemnor8azellen um eine
Zelllinie handelt und nicht um primare Stromazelleimes Patienten, musste
gezeigte werden, dass sowohl die HS-5-Zellen ath d@ie hBMSCs den selben,
in der oben vorgestellten durchflusszytometrischralyse nachweisbaren Effekt
auf die Myelomzellen haben.

Primare Stromazellen (hBMSC) wurden aus ficolliert&nochenmarksaspirat
gewonnen und so lange in 6-well-plates kultiviebis 80% - 90% des
KulturgefaRes mit Zellen bedeckt war, jedoch minbeles drei, maximal funf
Wochen. Dies gelang fast immer. Nach Zugabe vor®2xil Myelomzellen und
30uM Melphalan wurde die Kokultur 48h inkubiert. gehlieend wurden die
Myelomzellen durch pipettieren geerntet, mit CD3BIFC und PI geféarbt und im

Durchflusszytometer gemessen und ausgewertet.

B NCI ohne Stromazellen

. Abbildung 3.4 Kokultur mit
0O NCI mit Stromazellen primaren Stromazellen fihrt zu
Apoptosereduktion.  NCI-H929
wurden Uber einen Zeitraum von
48h in An- oder Abwesenheit von
priméaren Stromazellen mit 30uM
Melphalan kultiviert. Nach
Farbung mit CD38-FITC und PI
wurde der Anteil der CD38- und
Pl-positiven Zellen im
Durchflusszytometer bestimmt. Die
Mittelwerte und hBMSCs stammen
von 3 verschieden Experimenten

NC Melphalan und Patienten.

Anteil der Pl-positiven Zeller
(%)
N S (o)) (@)
© ©o o o O
[ [ [ []

Abbildung 3.4  zeigt, dass in der Kokultur mit prirea
Knochenmarksstromazellen CAM-DR auftritt. Hier kotn@s zu einer Inhibition
des Zelltodes um 37%.
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Ebenso wurde dasselbe Experiment mit gleicher Zellund
Zytostatikakonzetration, gleichen Inkubationszeiiew gleicher Auswertung mit
HS-5-Zellen statt hBMSC durchgefiihrt. Dies fuhrtee wei den Experimenten
mit hBMSC zu einer starken Apoptosereduktion umziis50%.

Abbildung 3.5: Kokultur mit
B NCI ohne HS-5 P < HS-5-Stromazellen fiihrt  zu
_ ) Apoptosereduktion. . NCI-
ONClauf HS-5 H929 wurden (Uber einen
Zeitraum von 48h in An- oder
Abwesenheit von HS-5-
Stromazellen mit 30uM
Melphalan  kultiviert.  Nach
Farbung mit CD38-FITC und PI
wurde de Anteil der CD38- und
Pl-positiven Zellen im
Durchflusszytometer bestimmt.
I Die Mittelwerte stammen von 3
verschieden Experimenten. Es
NCI Melphalan wurden jeweils die Mittelwerte
und die Standardabweichung
verwendet.

60 -
40 -
20 -

Antelil der Pl-positiven Zellen %

Mit diesen Versuchen konnte wurde gezeigt werdasss AHS-5-Zellen genauso
wie primare Stromazellen denselben antiapoptotischieffekt in den

Myelomzellen induzieren.
Somit bietet das HS-5-Kokulturmodell eine sehr gute einfach durchfuhrbare

Maglichkeit, Interaktionen zwischen StromazellerduMyelomzellen und damit
CAM-DR zu untersuchen.

3.2 Zelladhasions-vermittelte Chemoresistenz (CANDR)

Im folgenden Kapitel wird die zelladhasionsverniidte Chemoresistenz
charakterisiert und versucht, die ihr zugrunde dieten Mechanismen

aufzudecken.

3.2.1 Auftreten von CAM-DR bei verschieden Zytostaka
Zuerst bestand die Frage, ob CAM-DR spezifisch Imeir einem Zytostatikum

auftritt oder ob CAM-DR ein genereller Schutzmedbarus der Zelle ist, der bei
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verschiedenen Zytostatika mit verschiedenen Wirkomechanismen beobachtet
werden kann.

Fur die Beantwortung dieser Frage wurden HS-5-Aedi@lange in 6-well-plates
vorinkubiert, bis 80% - 90% des ZellkulturgefaRexidckt waren, mindestens
jedoch drei Tage lang. AnschlieBend wurden die N@29 und das jeweilige
Zytostatikum  (Melphalan, Treosulfan, Doxorubicin eod Gemcitabine)
dazugegeben. Die Messung und Auswertung erfolgtd @8 Stunden durch
Doppelfarbung mit CD38-FITC und Pl im Durchflussayteter.

B NCI ohne Stromazellel 0O NCI mit Stromazellen

B (@] (0]
o o o
T T 1

N
o
T

Anteil der PI - positive Zellen (%)

o LI

NCI Treosulfan  Melphalan Doxorubicin  Gemcitabine
100uM 30uM 10uMm 15nM

Abbildung 3.6: CAM-DR ist nicht substanzspezifisch. NCI-H929 wurden (ber 48h mit
Melphalan 30uM, oder Treosulfan 100pM, oder Doxarne 10uM oder Gemcitabine 15nM
oder nur Medium in An- oder Abwesenheit von HS-BBiazellen kultiviert. Die Bestimmung
der Pl-positiven Zellen erfolgte im Durchflusszyteter. Es wurden jeweils die Mittelwerte und
die Standardabweichung verwendet.

Sowohl bei dem wichtigsten Medikament fur die Tipegades Plasmozytoms,
Melphalan, wie auch bei Doxorubicin, Gemcitabined ufreosulfan, tritt eine
deutliche Verminderung der Apoptose durch Kokudiung auf Stromazellen auf.
Die Konzentrationen der Chemotherapeutika fihrende® Versuchsansatzen
ohne Stromazellen zu einer deutlichen Apoptoseitidink welche bei den
Ansatzen mit Stromazellen stark vermindert ist @helan: 57%, Treosulfan:
63%, Doxorubicin: 42% und Gemcitabine: 58%).
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Hiermit wird deutlich, dass CAM-DR nicht spezifiséiir ein Zytostatikum oder
eine Gruppe von Zytostatika ist. Vielmehr handslsieh hier um eine Resistenz

gegeniber vielen verschiedenen toxischen Substanzen

3.2.2 Auftreten von CAM -DR bei verschiedenen Myelmzelllinien

Da zunéchst der antiapoptotische Effekt nur beereiyelomzelllinie gezeigt
wurde, bestand die Frage, ob es sich bei CAM-DReuman spezifischen Effekt
der NCI-H929-Zellen oder einen allgemeinen Schutiragismus bei vielen
Myelomzelllinien handelt.

Dafur wurden die HS-5 vorkultiviert und anschlieBeNCI-H929, OPM-2,
RPMI-8226 und U266 und Melphalan 30uM zugegebere Blessung und
Auswertung erfolgte nach 48 Stunden durch Doppalfidg mit CD38-FITC und

Pl im Durchflusszytometer.

B Myelomzellen ohne Stromazellen 0O Myelomzellen mit Stromazellen

P <0.05
80 1 r- P <0.05

r="
1

60 1

40 -

20

Anteil der PI - positiven Zeller
%

Abbildung 3.7 CAM-DR ist nicht zelllinienspezifisch Die vier Myelomzelllinien wurden 48h
lang in An- oder Abwesenheit von HS-5-Stromazeltait 30uM Melphalan inkubiert. Die
Myelomzellen wurden mit CD38-FITC oder CD138-FIT@fébt und der Anteil der PI-
positiven Zellen im Durchflusszytometer bestimms. \#urden jeweils die Mittelwerte und die
Standardabweichung verwendet.
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Bei allen der vier Myelomzelllinien (NCI-H929, OPR|-U266 und RPMI-8226)
kommt es beim Standardmedikament Melphalan zumréteft von CAM-DR,

wenn diese in Gegenwart von Stromazellen kultiviestden. Am starksten zeigt
sich dieser Effekt bei den NCI-H929 mit 50% Apopt@siuktion. Auch bei den
anderen Zelllinien (U266: 35%, RPMI-8226: 45%, ORM-33%) ist der

antiapoptotische Effekt stark ausgepragt. Bei d&68J und RPMI- Zellen ist
auch die Monokultur gegeniiber dem Zytostatikumtirelesistent. Dies kbnnte
daran liegen, dass U266-Zellen vollkommen und RERllen teilweise bereits

auf Plastik adhéarieren.

3.2.3 CAM-DR ist abhangig von der Dauer der Kokultvierung

Der Kontakt von Myelomzellen mit den Stromazelléhrt bei den Myelomzellen
bei Zytostatikainkubation zu verminderten Apptosema Folglich wurde der
Frage nachgegangen, in wie weit die Dauer der Kiskelung fiir das Uberleben
der Myelomzellen wichtig ist und ab wann dieses n8igzu keinem
antiapoptotischen Effekt mehr fuhrt.

Fur dieses Experiment wurden NCI-H929 Zellen in Id0melphalanhaltigem
Medium insgesamt 48h lang kultiviert. Zu bestimmigitpunkten (nach 12, 24
und 36 Stunden nach Beginn des Experiments) wudierNCI-H929 aus der
Monokultur fur den Rest der 48h auf Stromazellertevkultiviert, also in eine
Kokultur Gberfuhrt. Die Messung und Auswertung k&fe nach 48 Stunden
durch Doppelfarbung mit CD38-FITC und Pl im Durcisszytometer.
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Abbildung 3.8: CAM-DR ist abhangig von der Dauer de Kokultivierung. NCI-H929
wurden Uber 48h mit 30uM Melphalan inkubiert und den angegebenen Zeitpunkten auf
konfluente HS-5-Monolayer gegeben. Nach Doppelfagbmit CD38-FITC und Pl wurde der
Anteil der nekrotischen Zellen im Durchflusszytoaretbestimmt. Es wurden jeweils die
Mittelwerte und die Standardabweichung verwendes.;, steht fir ,nicht signifikant®.

Wie Abbildung 3.8 zeigt, tritt CAM-DR auf, wenn dMyelomzellen 48, 36 und
24 Stunden auf Stromazellen kultiviert werden. Beir Kokultivierung tber 36
Stunden kommt es zu CAM-DR um 47%, Uber 24 SturwlerCAM-DR um
37%.Bei nur 12-stundiger Kokultur mit Stromazellerst fast kein

antiapoptotischer Effekt mehr zu erkennen (9%).

3.2.4 Resistenz gegen Apoptoseinduktion bei Zytositeabehandlung

Weiterhin wurde der Frage nachgegangen, durch welddechanismus die
Myelomzellen vor dem Zelltod gerettet werden.

Prinzipiell gibt es fur eine Zelle zwei Mdoglichkeit fir einen Zelluntergang:
Nekrose und Apoptose. Wahrend es sich bei der Nekwom einen passiven
Vorgang handelt, bei dem die Zelle letztendlichengeht und es zu einer
Entzindungsreaktion kommen kann, stellt die Aps@teinen aktiven Vorgang
dar, bei dem es zum ,geordneten” Zelluntergang éber Signalkaskade kommit.
Dabei ist im Fruhstadium der Apoptose die Zellmeantzwar noch intakt, jedoch
geht die Membranasymetrie verloren. Dies wird dardautlich, dass
Phosphatidylserin, welches bei der vitalen Zelle auf der Innenseite der

Membran vorkommt, auf die AulB3enseite gekehrt wiamit wird die Zelle
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anfarbbar fir Annexin — V, da dieses in geeignet&uffermilieu an
Phosphatidylserin binden kann. Bei weiter fortgesieimer Apoptose/Nekrose
kann Annexin-V-FITC dann uber Membrandefekte in dasere der Zelle
vordringen und von innen an das PhosphatidylsegmRiasmamembran binden.
Diese wird so auch bei spater Apoptose/Nekrose XnAé-FITC — positiv. Mit
dem nachsten Experiment sollte die Frage beanttwageden, ob die Interaktion
der Myelomzellen mit den Stromazellen zu einer Hemgnder friihen Apoptose
fuhrt.
Dafur wurden die HS-5-Zellen vorkultiviert und NEB29 und Melphalan 5uM
fur 48h zugegeben. Die Auswertung erfolgte mitt€338-PE und Annexin —
FITC sowie CD38-FITC und Pl im Durchflusszytometer.

Bl Propidiumjodid O Annexin - V

50 ~
= [TTTTTTTTTTTT T m s e 1
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NCI Melphalan NCI auf Melphalan auf
Stromazellen Stromazellen

Abbildung 3.9: Adharenz fihrt zur Reduktion der Apoptoseinduktion. NCI-H929 wurden
Uber 48 Stunden in An- oder Abwesenheit eines kentlen HS-5-monolayers mit Melphalan
5uM inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen miD¥8-PE gefarbt und der Anteil der
apoptotischen Zellen mittels Annexin-V-FITC-Farbuimg Durchflusszytometer bestimmt. Es
wurden jeweils die Mittelwerte und die Standardaiotweng verwendet.

Stromazellen fuhren nicht nur zu einer Hemmung gpeiten (vgl. Abb. 3.6 und
3.7), sondern, wie hier gezeigt, auch zu einer Hangrder frihen Apoptose um
41,5%, welche im Zellmodell mit 5uM Melphalan Gl& Stunden erreicht wird.
Bei dieser Konzentration werden die Myelomzellem sehr gering Pl — positiv,

zeigen jedoch bereits Membransymmetrie als Fruhstadler Apoptose. Damit
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wird Klar, dass die der Stromazellinteraktion nagupalteten Mechanismen die

Kaskade der Apoposeinduktion in den Myelomzellemimen.

3.2.5 Rolle der Cytokine bei CAM-DR

Bisher wurde gezeigt, dass die Anwesenheit vonn&teellen in einer Kokultur,
welche mit Zytostatika inkubiert wird, bei den Mggizellen zu einer starken
Apoptoseresistenz fuhrt. Wie die Stromazellen dign&8e Ubermitteln ist

weiterhin unklar. Im Kokulturmodell gibt es prinegi zwei Mdglichkeiten, wie

Signale von Stromazellen an Myelomzellen geleitetden kénnen. Diese sind:

» Signaltransduktion durch l8sliche Faktoren

» Signaltransduktion durch Integrine (Adharenz)

Folglich musste die Rolle der Cytokine im Kokultwdell erarbeitet werden.

HS-5-Zellen sezernieren viele Cytokine (Roecklgialg 1995), wie z.B.:

« G-CSF
« GM-CSF
« M-CSF

* Makrophagen-inhibierendes-Protein-1-alpha
« SCF

* Leukamie inhibierender Faktor (LIF)

* Interleukin -11, -8, - 6, -1

Da Cytokine, allen vorangehend das Interleukinr6dér Pathophysiologie des
Multiplen Myeloms eine wichtige Rolle spielen, miessintersucht werden, ob
CAM-DR auch besteht, wenn der direkte Zell-Zell-Kadst der beiden Zelltypen
aufgehoben ist.

Dafir wurden NCI-H929 auf einen vorinkubierten Kaehten HS-5-Monolayer
gegeben und 5 pM Melphalan entweder direkt aufZb#en oder in Inserts
gegeben, welche den Zell-Zell-Kontakt aufheben,r albeien Stoffaustausch
gewahrleisten. Die Messung und Auswertung erfolggeh 96 Stunden durch
Doppelfarbung mit CD38-FITC und Pl im Durchflussayteter.
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B NCI ohne Stromazellen O NCI mit Stromazellen
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Abbildung 3.10: Bedingung fir CAM-DR ist ein direkter Zell-Zell-Kontakt. NCI-H929
wurden Uber 96h mit Melphalan 5 uM in An- oder Alsaeheit von HS-5-Zellen kultiviert.
Zusatzlich wurden NCI-H929 im selben Kulturgefale wilS-5-Zellen kultiviert. Der direkte
Zell-Zell-Kontakt wurde hier durch ein Insert vemtlert. Die ungehinderte Stoffdiffusion ist
trotzdem gegeben. AnschlieBend wurden die Zellebh @id38 und Pl gefarbt und der
apoptotischen Zellanteil im Durchflusszytometertimit. Es wurden jeweils die Mittelwerte
und die Standardabweichung verwendet. ,n.s.” gtehmnicht signifikant®.

Aus Abbildung 3.10 wird ersichtlich, dass CAM-DRehizum Tragen kommt,
jedoch der Effekt der Stromazellen durch die KgjaialReinsatze komplett
aufgehoben werden kann. Demzufolge spielt der thredell-Zell-Kontakt bei

CAM-DR eine malR3gebliche Rolle.

Wie mehrfach gezeigt wurde (Giuliani et al., 20@audan et al., 1995), andert
sich die Zytokinexpression von Stromazellen, wennyeldmzellen an
Stromazellen adhéarieren. Aus diesem Grund solltersacht werden, ob das
sezernierte Cytokingemisch aus einer Stromazellkultder das Cytokingemisch
aus einer Stroma-Myelomzell-Kokultur in Myelomzellehne Zell-Zell-Kontakt
eine Apoptoseresistenz hervorrufen kann.

NCI-H929-Monokulturen wurden 48 Stunden lang mituBD Melphalan und
konditioniertem Medium inkubiert. Das konditionerMedium bestand aus 50-

oder 75-prozentigem HS-5-Medium aus einer einen altan HS-5-Kultur. Das
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konditionierte Medium aus einer HS-5/NCI-Kokultuamebenfalls einen Tag alt
und wurde in 50-, 75- und 100-prozentiger Konzdinazu den Myelomzellen
zugeben.

Nach 48 Stunden wurden die Zellen mit Annexin—V-&Illind Pl gefarbt und

durchflusszytometrisch gemessen und ausgewertet.

BAnnexin und PI - positiv O P| - positiv

100 Nn.s.| \ \
n.s.i i : i !
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Anteil der Pl-positiven Zellen %

Kontroll 50% HS-5 75% HS-5 50% 75% 100%
Medium Medium Medium Kokultur- Kokultur- Kokultur-
Medium Medium Medium

Abbildung 3.11: Konditioniertes Medium fihrt nicht zu einem antiapoptotischen Effekt.
NCI-H929 wurden Uber 48h mit 30puM Melphalan inkuhi®abei wurde das Kulturmedium im
angegebenen Verhdltnis mit dem einer ein Tag aH&5-Kultur oder NCI/HS-5-Kokultur
gemischt. Die Zellen wurden mit Annexin-V-FITC duRropidiumjodid gefarbt und der Anteil
der Annexin/Pl-positiven Zellen im Durchflusszytaere bestimmt. Es wurden jeweils die
Mittelwerte und die Standardabweichung verwendes.;, steht fir ,nicht signifikant®.

Abbildung 3.11 zeigt, dass sowohl Medium aus el85-Kultur als auch aus
einer NCI/HS-5-Kultur nicht zu einem antiapoptotisn Effekt bei zytostatisch
behandelten Myelomzellen fihren.

Aus den beiden letzten vorgestellten Experimenterssngeschlossen werden,
dass der direkte Zell-Zell-Kontakt von Stroma- uMjelomzellen fir das
Auftreten von primarer Chemoresistenz unabding$tar i

3.2.6 Expressionsmuster auf den Myelomzelllinien uhder Stromazelllinie

Wie in 3.2.5 gezeigt wurde, kann das Medium ein&34Kultur und Medium

einer Kokultur bei Myelomzellen keinen antiapoptolien Effekt erzielen. Es
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musste deshalb untersucht werden, welche Oberfiachigene den Zell-Zell-

Kontakt herstellen.

In diesem Sinne wurden die wichtigsten Oberflachagane bezlglich des

Kokulturmodells auf den Stromazellen und den Myedehien bestimmt.

NS e loPmz uzes [N
D54 (;Jcr);) (;7) (1J,r6) (E E) (Z;,;)
CD56 (1.0) (I;;) go; (L) (1T4)
CD49a n.d. co | o | ao | o
CD49d n.d. ?2+ 5 (Jgg) (1T9) (; ,J(r))
CD49%e n.d. (;E) (;(r)) (1.0) (1T3)
CD126 (1.0) (+3+,:1r) (;1) (52) (I;)
CD106 (;;) (1.0) (1.0) (1.0) (1T2)
CDlla (;,J(r)) (1J,r6) (1T5) (1T2) (;;)
CD38 (1_,0) (;,;1) (Z‘J,r;) (1-,0) (I;,Jrl)
D138 ce) | @9 | @5 | ass | @
CD114 (1.0) (;S,Jrl) (Jer,+3) (J;g) (:g)

Tabelle 3.2: Oberflachenantigene auf der Stromazdihie HS-5 und den Myelomzelllinien
NCI-H929, OPM-2, U266 und RPMI-8226 4 -5 x 16 Zellen wurden bei 1500U/min, 8°C, 6
Minuten lang abzentrifugiert und nach Abschiittes diberstandes zwei mal mit kaltem PBS
gewaschen und dann in 1ml kaltem PBS resuspentl@®tul dieser Zelllésung wurden mit 10ul
der Antikdrperldsung fir 10 Minuten im Dunkeln irkert. Nach Zugabe von 2 ml kaltem PBS
und nochmaligem Zentrifugieren (1500 U/min, 6 n8AC) wurde der Uberstand verworfen und
die Zellen in 400 ul PBS resuspendiert. Die Analgs®Igte im Durchflusszytometer. Die in
Klammern angegebene Expressionsstarke wurde berteahd durch den Index angeben. Index
= Expression des Antigens / Expression der Isotypkde. Bei Indices zwischen 1.0 und 1.1
wurde das Antigen als ,nicht exprimiert” (-), zwiem 1.2 und 1.9 als ,exprimiert” (+), zwischen
2.0 und 2.9 als ,stark exprimiert* (++) und ab 2B ,sehr stark exprimiert” (+++) gewertet.
.N.d.” = nicht bestimmt

Auf beiden Zelltypen waren Integrine stark exprimjiesodass eine Adhasion

maoglich und sehr wahrscheinlich ist. Auch besaflienMiyelomzellen auf ihrer
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Oberflache Rezeptoren fur Cytokine (CD126 und CDJllweshalb der
Mechanismus von CAM-DR auch bei den von den HS-8e@esezernierten

Stoffen hatte liegen kénnen. Dies ist jedoch in8&isgeschlossen worden.

Myelomzellen

EZM
Fibronektin
Vitronektin
Laminin
Kollagen

Stromazelle

Abbildung 3.12: Modell der wichtigsten im Knochenmark vorkommendetegrininteraktionen
zwischen Stromazellen, EZM (Extrazellularmatrixduviyelomzellen.

3.2.7 Anderung der Integrinexpression auf Myelom- nd Stromazellen
Damiano et al. haben auf chemoresistenten Myeldimzeth eine Erhéhung der
Integrine gegenuber der nicht veranderten Zelllimraehgewiesen.

Deshalb wurde der Vermutung nachgegangen, ob sich lzei einer kurzfristigen
Zytostatikaexposition Uber 48h die Expressionsstéatér Integrine VLA-4 und
ICAM-1 &ndert. Dafur wurden NCI-H929 48h lang nhtelphalan 20 uM
inkubiert, mit LFA-1-FITC oder VLA4-FITC-Antikorper markiert und im

Durchflusszytometer analysiert.
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Abbildung 3.13: Kurzfristige
Inkubation mit Melphalan fuhrt zu
einer erhohten LFA-1-Expression
NCI-H929 wurden Uber 48h in der An-
oder Abwesenheit von 20puM
Melphalan kultiviert und anschlie3end
mit Pl und LFA-1-Antikdrpern gefarbt
und im Durchflusszytometer
ausgewertet. Es wird nur die LFA-1-
Expressionsstarke  der  Pl-negativen
Zellen angezeigt. Die gestrichelte Linie
entspricht der Isotypkontrolle, die
durchgezogene Linie der LFA-1-
kontrolle, die grau hinterlegte Flache der
mit Melphalan stimulierten LFA-1-
Expression

v

LFA-1-FITC log

Abbildung 3.13 zeigt die Zunahme der Expressiomst&on LFA-1 auf den
Myelomzellen. Diese wurde in mehreren voneinandenabhangigen
Experimenten nachgewiesen. Die Expressionsstarke VbA-4 nahm in

denselben Experimenten weder ab noch zu.

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob Myelomeeligelche ohne Zytostatika
mit HS-5 kokultiviert wurden, ebenfalls veréandert@tegrinexpressionen
aufweisen.

Dafir wurden OPM-2 fur 48h mit HS-5 kokultiviert dinanschlieend mit
CD138-PE und VLA-4- oder LFA-1-FITC gefarbt. Die firessionsstarke wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Es konnte dabéogh keine Anderung der
Integrinexpression festgestellt werden.

Da die Expressionsstarke von Integrinen auf den Idfyeellen bereits nach
kurzer Inkubationszeit signifikant ansteigt, wundeiterhin untersucht, ob dies
auch fur die Bindungspartner VCAM und ICAM-1 aufnddS-5-Zellen der Fall

ist.

Um dies zu untersuchen, wurden HS-5-Zellen UberSA&nden mit 10uM

Treosulfan und 5uM Melphalan inkubiert und ansd®déind mit Pl und VCAM-

FITC oder ICAM-1-FITC gefarbt.
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ICAM-1 VCAM

Treosulfan

Melphalan
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Abbildung 3.14: Zytostatika induzieren erhéhte Integgrinexpression in HS-5-StromazellenHS-5
Zellen wurden Uber 48h mit entweder 5uM Melphalastero 10uM Treosulfan inkubiert und
anschlieBend die Expressionsstarke von ICAM-1 un@AM der Pl-negativen Zellen am

Durchflusszytometer ermittelt

Wie Abbildung 3.14 zeigt, kommt es auch bei den 34&ellen nach kurzer
Inkubationszeit und sehr niedriger Zytostatikakonzgion zu einer leichten

Expressionsverstarkung der Integrine VCAM und ICAM-

Durch die erhohte Expression der Integrine nacloggtikainkubation sowohl
auf den Stromazellen als auch auf den Myelomzeléd eine Adhasion der
Tumorzellen und damit eine verminderte Ansprechidge Myelomzellen auf

Zytostatika wahrscheinlicher.

3.2.8 Die Rolle der Integrine bei CAM-DR

Die im obigen Teil beschriebenen Cytokinversuchigere dass CAM-DR durch
direkten Zell-Zell-Kontakt begriindet sein muss. d@ie Zell-Zell-Kontakt wird
durch Integrine ermdglicht, welche in der Zellmearbwerankert sind und durch
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Bindung an einen Partner Uber intrazellulare Domé&signale an das Zytoplasma
und den Zellkern weiter geben kénnen. Um zu zeidgass bestimmte Integrine
bei CAM-DR eine Rolle spielen, wurden in einem Khkwversuch blockierende
Antikdrper verwendet um die Integrinfunktion zu haen.

NCI-H929 wurden mit 10 pg/ml des monoklonalen Adétpers Anti-VLA-4
(very late antigen-4) oder mit 10 pg/ml des moooklen Antikérpers LFA-1
(leukocyte function antigen-1) oder mit 10pug/ml vbeiden Antikérpern 15
Minuten lang inkubiert und schlief3lich auf die eineonfluenten Monolayer der
HS-5-Stromazellen gegeben. Nach Zugabe von Melphda@uM wurden die
Kokulturen 48 Stunden lang inkubiert. AnschlieRBemdrden die Zellen mit
CD38 — FITC und PI gefarbt und im Durchflusszytoenegemessen und

ausgewertet.

80+ {P <005/ P<005 !
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60 1
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20~

LT

Melphalan - - + + +
HS-5 - + - + +
VLA4-AK - - - - + -
LFA1-AK - - - - - +

Anteil der PI - positiven Zellen %
.‘

+ + o+ o+

Abbildung 3.15: Blockierung der LFA-1 und VLA-4-Int egrine kann CAM-DR reduzieren.
NCI-H929 wurden Uber 48h in An- oder Abwesenheit 80uM Melphalan inkubiert. Die
blockierende Antikdrper VLA-4 und LFA-1 (jeweils gg/ml) wurden wie in der Abbildung
gezeigt zu Beginn der Kultur in das Kulturgefal? egepen. Der Anteil apoptotischer Zellen
wurde nach Doppelfarbung mit CD38-FITC und Pl imr€hflusszytometer bestimmt. Fur die
Abbildung wurden die Mittelwerte und die Standandalthung verwendet. ,n.s.“ steht fiir ,nicht
signifikant”.
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Abbildung 3.15 zeigt, dass es im Kokulturversuch ®inem starken
antiapoptotischen Effekt von 50% kommt, welcherctuAnti-LFAL-Antikdrper
nicht aufgehoben werden kann. Durch alleinige Kobdion mit dem VLA4-
Antikdrper zeigt sich eine leichte Erniedrigung @egiapoptotischen Effekts von
50% auf 32%. Durch die Kombination beider Antikars eine starke, jedoch
mit einer Senkung der CAM-DR auf 15% keine volliygthebung von CAM-DR
maoglich.

LFA703, ein Statinderivat, welches nicht antagosist auf die Aktivitat der
HMG-CoA-Reduktase wirkfWeitz-Schmidt et al., 2001 besitzt eine hemmende
Wirkung auf das LFA-1-Integrin, indem es die bindenTasche des LFA-1-
Molekuls blockiert, sodass das LFA-1 den natirliciBendungspartner ICAM-1
nicht mehr binden kann. Bezlglich der Integrinbleckng hat LFA-1 damit die
Funktion eines LFA-1-spezifischen Antikorpers. Aliesem Hintergrund wurde
diese Substanz im Kokulturversuch verwendet.

Dazu wurden NCI-H929 auf den konfluenten HS-5-Zellen 30uM
melphalanhaltigem Medium nach Zugabe der SubstahE&703 insgesamt 48
Stunden lang kultiviert. Die Auswertung erfolgte tiels Doppelfarbung mit
CD38-FITC und PI im Durchflusszytometer. LFA703 v dabei eine
Reduktion von CAM-DR um ca. 30%.

B NCI ohne HS-50 NCI auf HS-5 Abbildung 3.16: LFA703
reduziert CAM-DR . NCI-

60 - P <0.05 P <0.05 H929 wurden in der An-
=== === oder Abwesenheit von HS-
' o 5-Zellen fir 48h mit 20uM
ettt ' Melphalan kultiviert.
i N.S. ' Zusatzlich wurde LFA703
i 1P<0.05 ' (3uM) in das Medium
40 1 Lo zugegeben. Der Anteil der
' nekrotischen Zellen wurde
nach CD38-FITC- und PI-
Farbung im
Durchflusszytometer
festgestellt. Far die
20 1 Abbildung wurden die
Mittelwerte und die
Standardabweichung
verwendet. ,n.s.“ steht fir

j_| ,nicht signifikant*.
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LFA703 fuhrte im Kokulturexperiment zu einer Redakt von CAM-DR von
51% auf 26%, also auf die Halfte (Abbildung 3.16).

Um weitere Erkenntnis Uber die Funktion der IntegriVLA-4 und LFA-1
beziglich CAM-DR zu erlangen, wurde in zwei gettennVersuchen gezielt der
VLA4-Rezeptor mit Fibronektin und der LFA-1-Rezeptmit rekombinantem

humanem (rh)-ICAM-1 stimuliert.
Im Einzelnen wurden NCI-H929 oder OPM-2-Zellen in A oder Abwesenheit

von entweder Fibronektin oder rekombinaten humakenr) ICAM Uber einen

Zeitraum von 48 Stunden mit Melphalan 30uM kultitziie

Bl Annexin und PI-Positiv. O Annexin positiv

80 1

60 1

401

20 1

Anteil der Annexin/Pl-positiven Zeller

OPM-2 FN OPM-2 Melphalan FN Melphalan
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B NCI ohne rh - ICAM O NCI mit rh - ICAM
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NCI Melphalan
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Abbildung 3.17: Inkubation mit Fibronektion oder (r h) - ICAM fihrt nicht zu CAM-DR
OPM-2 oder NCI-H929 wurden 48h lang in An- oder A»enheit von Fibronektion oder (rh)-
ICAM in melphalanhaltigem Medium (30uM) inkubieHs folgte eine Farbung mit Annexin-V-
FITC/PI oder PI. Der Anteil der nekrotischen Zellsarde durchflusszytometrisch bestimmt. Fir
die Abbildung wurden die Mittelwerte und die Starttiboweichung verwendet. ,n.s.” steht fir
Lhicht signifikant".

Es kommt bei dem Versuch mit Fibronektin zu keirggnifikanten Unterschied

zwischen den mit Fibronektin stimulierten Zellenduden Kontrollen. Jedoch

zeigt sich der Trend, dass stimulierte Zellen wenighemosensitiv sind als nicht
stimulierte Zellen. Auch im Versuch mit (rh)-ICAMak es zu keinem

signifikanten Unterschied der Apoptoseraten (Ahinilgl 3.17).

Bio 5192, eine Substanz, die z.Z. in der Erforsghdar Multiplen Sklerose zur
Hemmung der Leukozytenmigration verwendet wird, st hoch spezifischer
VLA4-Inhibitor und wurde deshalb zur Hemmung derA/4-Funktion im NCI-
HS-5-Zellmodell benutzt (Leone et al., 2003).

Bio5192 1uM wurde in der Kokultur zusammen mit Mefan 30uM fur 48h

zugegeben. Anschlielend wurden die Zellen mit CBEA& und PI gefarbt und

im Durchflusszytometer ausgewertet.
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Abbildung 3.18: Bio5192 verhindert CAM-DR nicht NCI-H929 wurden in An- oder
Abwesenheit von einem konfluenten HS-5-MonolayegridBh mit Melphalan 30p und Bio5192
1puM inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen miDIBFITC und Pl gefarbt und im
Durchflusszytometer der Pl-positive Anteil der 2Zellbestimmt. Fur die Abbildung wurden die
Mittelwerte und die Standardabweichung verwendet.

In Abbildung 3.18 wird deutlich, dass der VLA-4-Ibhor BIO5192 CAM-DR
von 30% auf 18% nur teilweise senken kann. Die @Guasfihrt auch nicht zu

einer signifikanten Deadhé&sion der Myelomzellen.

Es wurde in 3.2.5 ausgeschlossen, dass das Auftiete CAM-DR auf die
Zytokinwirkung zurtckzufiihren ist. Trotzdem wurdeiterhin untersucht, ob die
Hemmung von CAM-DR durch VLA-4 und LFA-1-Antikdrpemit einer
Veranderung der Interleukin-6-Sekretion assozigtrt

Dafur wurden eine NCI-H929-Kokultur tber 48h mitwpls 5pg/ml der
inhibierenden Antikérper VLA-4-AK und LFA-1-AK und3uM LFA703
inkubiert. Die Zellen in den KulturgeféaRen wurdersehlieRend abzentrifugiert.
In Kooperation mit dem Institut fur Klinische Cheaamin Grol3hadern, Minchen,
wurde die Konzentration des im Medium vorhandenkr6 Imittels ELISA

bestimmt.
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Abbildung 3.19: Abnahme der CAM-DR ist nicht auf den Rickgang von IL-6
zurickzufiihren. NCI-H929 und HS-5 wurden dber 48h in An- oder Aberdwit von 5 pg/ml
LFA-1-AK / VLA4-AK oder 3 pM LFA703 koinkubiert. Neh 48h wurde das Medium von den
Zellen durch Zentrifugation getrennt und schlifRldie IL-6-Konzentration im Kulturmedium im
Institut fur Klinische Chemie in Grosshadern (LMbgstimmt. Fur die Abbildung wurden die
Mittelwerte und die Standardabweichung verwendes.;, steht fur ,nicht signifikant®.

Wie Abbildung 3.19 zeigt, kommt es zu keinen siggaiiten Unterschieden in der
Interleukin-6-Sekretion. Die Verminderung von CAMRDdurch VLA4/LFAl

und LFA703 basiert also nicht auf einer Anderungldeerleukin-6-Sekretion.

SchlieBlich wurde der Frage nachgegangen, ob eireadiiision der
Myelomzellen vom Stromamonolayer der Grund fir\deminderung der CAM-

DR ist.

Dafur wurde derselbe Versuchsaufbau wie zur IL-6tBeamung gewahlt. Nach
Ablauf der Inkubationszeit von 48h wurden nur dieSuspension vorliegenden

Zellen abpipettiert und einem WST-1-Assay zugefuhrt
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Abbildung 3.20: Blockierung der Antigene VLA-4 und LFA-1 fihrt nicht zu einer
signifikanten Deadhasion. NCI-H929 Zellen wurden auf einem konfluenten Mowyela48h lang

in An- oder Abwesenheit von Integrinblockierendemtikorpern oder Substanzen inkubiert (VLA-
4-AK und LFA-1-AK 5 pg/ml, LFA703 3 pM). Die Zahled lebenden Zellen im Uberstand wurde
durch eine WST-1-Messung bestimmt. Fur die Abbifflunurden die Mittelwerte und die
Standardabweichung verwendet. ,n.s.” steht firhhgignifikant".

Abbildung 3.20 zeigt, dass die Blockade von VLA-AhduLFA-1 bei
kokultivierten Myelomzellen nicht zu einer Anderunder Adhasion der

Myelomzellen fuhrt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Hegraeurintegrine VLA-4
und LFA-1 nur begrenzt CAM-DR aufheben, die IL-&&tion von Stromazellen
nicht alterieren und auch nicht zu einer starkemadbésion im Kokulturmodell

fuhren.

3.2.9 Modulation klassischer Signalwege in adhareath Myelomzellen
Zell-Zell-Kontakt von Myelomzellen an HS-5-Zelleahirt zu einer verminderten
Chemosensitivitat bei den Myelomzellen. Dieser Effevird durch Integrine

vermittelt, welche durch Kontakt zum Bindungspartren das Zytoplasma
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signalisieren. Jedoch hat sich gezeigt, dass tkenigle Blockade der Integrine
VLA-4 und LFA-1 CAM-DR nicht vollkommen aufheben ka Um weitere
Informationen Uber den Mechanismus von CAM-DR zikobemen, wurden
Experimente durchgefuhrt, bei welchen die wichagstSignalwege durch
verschiedene Substanzen moduliert wurden. Dabelemudie mdglichen Signale
gehemmt, welche von Rezeptortyrosinkinasen und/ddeggrinen ausgehen
konnen. Auf diesem Hintergrund wurde zuerst unthsuob Proteinkinase C -
Modulatoren im Kokulturexperiment die Fahigkeit itwsn, CAM-DR
aufzuheben. Dafir wurded266 oder NCI-H929 in An- oder Abwesenheit von
HS-5-Zellen inkubiert und mit verschiedenen Zytoktéa und PKC-
Signalwegsmodulatoren tber 48 Stunden kultiviedcliNdieser Zeit wurden die
Zellen geerntet, mit CD138-FITC oder CD38-FITC uRdl gefarbt und am

Durchflusszytometer gemessen.

s |- | s | <o [ o
feoeatan 1 50,3 43,5 54,3 27,0 23,7
o | 50,3 42,6 41,3 31,8 35,5
agﬁ‘h’ﬂr)“bid” 35,8 41,2 38,3 22,9 28,5
Gemoabin | 46,8 44,1 39,1 39,2 33,2
U266 - |GO6976 |GOB983 | GF109203X |Bryostatin
(400NM) | (400NM) @uM) | (50NM)
(Tli)%?ﬁ'fan 487 43.4 457 34,2 351
ehnalan | 342 | 234 43,0 34,7 24,8
Doxonblein | 50,8 | 248 39,9 37,0 50,0
Comorabin | 540 18,9 35,0 37,1 155

Tabelle 3.3: PKC-Modulatoren in der HS-5-Kokultur. U266 oder NCI-H929 wurden in
der An- oder Abwesenheit von HS-5-Zellen inkubiend mit verschiedenen Zytostatika
und PKC-Signalwegsmodulatoren tUber 48 Stundenvieidti Nach dieser Zeit wurden die
Zellen geerntet, mit CD138-FITC oder CD38-FITC urdl gefarbt und am
Durchflusszytometer gemessen. Die angegebenen Weben die prozentuale Differenz
der Apoptoseraten zwischen Monokultur und Kokuétnr (Bryostat. = Bryostatin)
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Es kommt durch die Modulation der ProteinkinaserCKiokultursystem nicht zu
einer Verminderung der CAM-DR. (Tabelle 3.3)

Zusatzlich zu diesen Experimenten wurde mit weitdvodulatoren untersucht,
welche Signalwege fiur CAM-DR malRgeblich sind. Aedulatoren wurden
dabei jene verwendet, deren Relevanz im obigendBegestellt wurde:

* G-CSF : stimuliert die Stammzellmobilisation.
* AG490 / Piceatannol : Janus-Kinase-Inhibitoren

+ PD98059 : ein MEK-Inhibitor.

* R0 32-0432 : ein Proteinkinase C Inhibitor,

e Ly249002 : ein Inhibitor der PI3-kinase.

Fur diese Experimente wurden NCI-H929 in der Anerodbwesenheit von HS-
5-Zellen inkubiert und mit Melphalan 5uM und PKGi&alwegsmodulatoren
Uber 48 Stunden kultiviert. Nach dieser Zeit wurdbe Zellen geerntet, mit
CD38-FITC und PI gefarbt und am Durchflusszytomgemnessen.

G-CSF Ro32- | o PD
Melphalan | 200ng | 45490 | LY 249002) gq35 | Piocatannol] - ggpsg
5uM /ml 2uM 50uM
el |t Mel. + Mel. + Mel. + Mel. + Mel.

41% 41% 38% 36% 36% 49% 24%

Tabelle 3.4: Signalwegsmodulatoren in der HS-5-KoKtur. NCI-H929 wurden in der An- oder
Abwesenheit von HS-5-Zellen inkubiert und mit Medm 5uM und PKC-
Signalwegsmodulatoren tber 48 Stunden kultivieetciNdieser Zeit wurden die Zellen geerntet,
mit CD38-FITC und PI gefarbt und am Durchflusszy&den gemessen. Die angegebenen Werte
geben die prozentuale Differenz der Apoptoseratdachen Monokultur und Kokultur an.

Bis auf den MEK-Inhibitor PD98059 hat kein Signaggeodulator die Fahigkeit,
CAM-DR zu vermindern, der Unterschied in den Apegetaten war jedoch
statistisch nicht signifikant.
Des Weiteren wurde der Frage nachgegangen, ob netdi
Signalwegsmodulatoren die Fahigkeit haben, die &gwonsstarke der Integrine
VLA-4 und LFA-1 auf den Myelomzellen zu vermindern.
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Dafur wurden NCI-H929 in An- oder Abwesenheit derdier Tabelle angegeben
Modulatoren Uber 48h kultiviert und dann mit VLA4HE oder LFA-1-FITC-
Antikdrpern gefarbt. Die Expressionsstarke wurde &marchflusszytometer

bestimmt.
PD LY )

NCI- . TPA Piceatannol | Ro 32-0432

Keiner {98059 |[249002
H929 (50uM) | (10pM) (5NM) (5uM) (2uM)

- 26,18% [32,30% 9,43% (1% 8,40%
LFA-1 (5,23) (3,86) |[(3,54) (4,74) (5,19) (4,79)

- 18,4% |(17,8% 7,28% (1% 7,29%
VLA-4 (73,6) (60,05) |(60,50) (68,24) |(72,97) (68,24)

Tabelle 3.5. : Signalwegsmodulatoren verringern @i Integrinexpressionsstarke NCI-H929
wurden in An- oder Abwesenheit der angegebenenaBigrgsmodulatoren tber 48 h inkubiert,
anschlieBend mit VLA4- oder LFA-1-FITC gefarbt umsdhlielich am Durchflusszytometer
gemessen. Fir die Analyse der Expressionsstarkdewunur die Zellen verwendet, welche im
FSC/SSC-Gate als lebend identifiziert werden kamnier in Prozent angegebene Wert driickt
die Abnahme des Expressionsstéarke der behandeidée Fn Vergleich zur Kontrolle aus. Die in
Klammern angegebene Expressionsstarke wurde bertechd durch den Index angebeimdex

= Expression des Antigens / Expression der Isotypkbe.

Durch die Kokinkubation v.a. mit PD98059, welches MEK-Kinase hemmt,
oder Ly249002, welches die PI3-Kinase hemmt, kaenrdegrinexpression von
VLA4 und LFA1 bis zu 30% gesenkt werden. Dabei sghgenerell das LFA-1-
Antigen in der Expression variabler reguliert zinsds VLA4. Da jedoch CAM-
DR durch Ly249002 kaum und durch PD98059 nur leggttemmt wird, muss
angenommen werden, dass die Integrinexpressiodeau®berflache nicht linear
mit der Starke von CAM-DR zusammenhangt.

Um weitere Informationen tUber den Mechanismus v&MER zu gewinnen,
wurden Western Blots gemacht, um zu bestimmen, edtiromte Zellproteine
nach der Bindung der Myelomzelle vermehrt oder wedert exprimiert wird.
Nachgewiesen wurden wichtigste Proteine bezlglipoptose, Differenzierung
und Proliferation. NCI-H929 wurden auf HS-5-Zellantiviert. Nach 72 Stunden
wurden alle Zellen verworfen, die sich in Losungfaoelen. Adhéarente
Myelomzellen wurden durch vorsichtiges Pipettiegeerntet und die Reinheit der
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Myelomzellen durchflusszytometrisch mittels Farbumigg CD38-FITC bestimmit.
Die Western Blot Analyse wurde wie im Methodenbakchrieben durchgefihrt.

0 0
%2 n
I I
3 S
O O o O
Z Z =z P
W W ALtin 42 KD - Erk1 42 kD

- Bcl-XL 24 kD PKC aipna 82kD
- Bcl-2 26 kD - PKC peta 80KD
- Mcl 1 35 kD - Akt 65 kD
- Erk2 46 kD n ! ILP 57 kD

Abbildung 3.21: Western Blot Analyse der wichtigsta Signalwegsmolekile beim
Multiplen Myelom. NCI-H929 wurden Uber 72h auf einem HS-5-Monolayastitikiert und
anschlieBend wie in 4.6 beschrieben der Western/Aialyse zugefuhrt.

Keines der bestimmten Proteine wurde durch KokwdtfrHS-5 Zellen vermehrt

oder vermindert exprimiert (Abbildung 3.21). Zusaemfassend kann gesagt
werden, dass in der Gruppe der verwendeten Siggaiwedulatoren nur

PD98059 CAM-DR vermindert hat.

3.2.10 Statinderivate vermindern CAM-DR

Es wurde bereits gezeigt, dass Statine eine imm@gdulatorische Funktion

besitzen (Rezaie-Majd et a., 2003). Dartber hinginken Statine toxisch auf
Myelomzellen (Van de Donk et al., 2002puf3erdem zeigte sich, dass
chemoresistente Myelomzellen eine erhdhte Aktivitét HMG-CoA-Reduktase
besitzenHazlehurst et al., 2003).

Auf diesem Hintergrund wurde Simvastatin in Komlioa mit Melphalan auf

die Fahigkeit untersucht, CAM-DR zu vermindern. N€929 wurden Uber 48
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Stunden in An- oder Abwesenheit eines konfluente®-3-Monolayers mit
Melphalan 30puM und Simvastatin 1 pM inkubiert. Amgs3end wurden die
Zellen mit CD38-FITC und PI gefarbt und der nelgolie Anteil der Zellen im

Durchflusszytometer bestimmit.

B NCI ohne Stromazellend NCI mit Stromazellen
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Abbildung 3.22: Der HMG-CoA-Reduktasehemmer Simvastin verhindert CAM-DR.
NCI-H929 wurden Uber 48 Stunden in An- oder Abwésén eines konfluenten HS-5-
Monolayers mit Melphalan 30uM und Simvastatin 1 jiubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen mit CD38-FITC und Pl gefarbt und der nelgotie Anteil der Zellen im
Durchflusszytometer bestimmt. Fur die Abbildung dem die Mittelwerte und die
Standardabweichung verwendet. ,n.s.” steht firhhgignifikant".

Es kommt in der Kokultur nach Simvastatin- und Mwelaninkubation zu einer
starken Hemmung der CAM-DR von 32% auf 6% (Abbilgl®i22).

Um zu untersuchen ob dieser Effekt ein substandsmder Effekt des
Simvastatins ist, wurde das oben gezeigte Expetimah Lovastatin, einem
anderen Statinderivat, wiederholt.

Hierflr wurden beim selben Versuchsaufbau und deeseKonzentrationen statt

Simvastatin nun Lovastatin 1uM in die Mono- undkiibur gegeben.
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Abbildung 3.23: Lovastatin verhindert CAM-DR. NCI-H929 wurden Uber 48 Stunden in An-
oder Abwesenheit eines konfluenten HS-5-MonolayeitsMelphalan 20uM und Lovastatin 1
UM inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit EBFITC und Pl gefarbt und der
nekrotische Anteil der Zellen im Durchflusszytomebestimmt. Fir die Abbildung wurden die
Mittelwerte und die Standardabweichung verwendes.;, steht fir ,nicht signifikant®.

Abbildung 3.23 zeigt eine deutliche Abnahme von GBR durch Lovastatin

von 49% auf 17%.

Es handelt sich also bei der Verringerung der CARI-@urch Statine nicht um
einen substanzspezifischen Effekt des Simvastasiosdern einen allgemeinen
Effekt, der auftritt, wenn die HMG-CoA-Reduktaseadhérenten Myelomzellen
gehemmt wird. Da sich Simvastatin in Bezug aufiiggnmung der CAM-DR als

potenter als Lovastatin erwiesen hat, wurde in deiteren Experimenten

Simvastatin verwendet.

Um weiterhin auszuschlieRen, dass Simvastatin idiee Anderung des
Zytokinmilieus wirkt, wurden kokultivierte NCI-H92@nit Simvastatin 10uM far

48 Stunden inkubiert. Die Zellen in den Kulturgedal3wurden anschlief3end
abzentrifugiert. In Kooperation mit dem Institutr fiKlinische Chemie in

Grol3hadern, Munchen, wurde die Konzentration desledium vorhandenen IL-
6 mittels ELISA bestimmit.
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Abbildung 3.24: Die Verhinderung von CAM-DR durch Smvastatin basiert nicht auf einer
Reduktion der IL-6 Sekretion. NCI-H929 und HS-5 wurden nach Zugabe von 10uMvastatin
Uber 48 Stunden koinkubiert. Die IL-6 Konzentratisarde im Institut fur Klinische Chemie in der
Universitatsklinik Grosshadern (LMU) durch ELISA stenmt. Fur die Abbildung wurden die
Mittelwerte und die Standardabweichung verwendes.;, steht fir ,nicht signifikant®.

Abbildung 3.24 zeigt, dass sich die Menge an latéin-6 durch die Inkubation

mit Simvastatin sowohl in der Monokultur also aurclder Kokultur nicht andert.

Da bereits gezeigt wurde, dass Statine sowohl diegtinexpression von
Leukozyten beeinflussen als auch die Funktion dergrine verandern kdnnen,
wurde untersucht, ob sich NCI-H929 unter Kokultaibgungen wahrend

Simvastatininkubation von Stromazellen ablosen.
Im Einzelnen wurden dazu fir 48h NCI-H929 mit HZd&len koinkubiert und

Simvastatin 10uM zugegeben. Danach wurde das Mediem KulturgefalRe
abpipettiert und durch ein WST-1-assay die Vitalitdr Zellen bestimmit.
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Nicht adhéarente Zellen

Simvastatin fuhrt trotz seiner

integrinmodulierenden Eigenschaften beziglich Esgiomn und Funktion im
NCI-H929/HS-5-Kokulturmodell nicht zu einer sighifint erhéhten Deadhasion
der Myelomzellen (Abbildung 3.25).

Abschliessend kann festgehalten werden, dass Siatvasind die verwandte
Substanz Lovastatin unter Kokulturbedingungen bgio&atikaexposition zu
einer Erniedrigung der CAM-DR fluhren. Diese Ernigdng ist statistisch
signifikant und weder durch eine Deadh&sion vororBéizellen noch eine

Anderung der IL-6-Konzentration erklarbar.

3.2.11 Der HMG-CoA/GG-PP/Rho/Rho-kinase-Signalweg ermittelt CAM-
DR

Da Simvastatin sich als potenteste Substanz zurediigung von CAM-DR
herausgestellt hat, wurde der Frage nachgegangdahevMolekile und welche

Signalwege fur die primére Zytostatikaresistenz éolle spielen.
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Abbildung 3.26 Der GG-PP/Rho/Rho-Kinase-Signalwedie Grafik zeigt den Syntheseweg des
Cholesterols mit den Mdglichkeiten, einzugreifeatiBie hemmen die HMG-CoA-Reduktase, FOH
und GGOH sind die Vorformen von Farnesylpyrophospimal Geranylgeraniolpyrophosphat, da
sie in der Zelle phosphoryliert werden. FTI-277 handie Farnesyltransferase, welche wichtig in
Ras-Kaskade ist. GGTI-298 hemmt die Geranylgertaaitdferase, welche u.a. die Modifizierung
von kleinen G Proteinen hemmt. Y-27632 ist ein Rim@ase Inhibitor.

Abbildung 3.26 zeigt den Syntheseweg des CholesteNleben den Produkten
Dolichol, Cholesterin, und Ubiquinon werden nur rieamylpyrophosphat (FPP)
und  Geranylgeraniolpyrophosphat (GGPP) fur Modiftkeen an
Signalwegsproteinen verwendet. Wahrend die Farieeaply fur die Ras-
Kaskade von Bedeutung ist, ist die Geranylgeranylig wichtig fur die
Modifikation von u.a. kleinen G Proteinen wie z.Bho, Rab und Rap. Rho

wiederum stellt das Substrat fur die Rho-Kinase dar
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Um feststellen zu kénnen ob die oben dargesteBignalwege fir CAM-DR von
Bedeutung sind, wurden NCI-H929 fir 48h in Anwesahloder Abwesenheit
von HS-5-Zellen mit Mephalan 20uM und SimvastaMLinkubiert. Zusatzlich
wurde entweder GGOH 10uM oder FOH 10uM, zugegebabei sind GGOH
oder FOH Substanzen, welche in den Zellen zu GG BPP phosphoryliert
werden. Die anschlieend mit Pl und CD38-FITC deé&ir Zellen wurden im
Durchflusszytometer ausgewertet.

60 - B NCI ohne Stromazellen
O NCI in Kokultur
B NCI in Kokultur + FOH
@ NCI inKokultur + GGOH

40 -

20

Anteil der PI - positiven Zellen (%

Kontrolle Simvastatin Melphalan Melphalan +
Simvastatin

Abbildung 3.27: Simvastatin-induzierte Hemmung von CAM-DR wird durch GG-PP
aufgehoben.NCI-H929 wurden Uber 48h in An- oder Abwesenheitesi konfluenten HS-5-
Monolayers kultiviert. Wie dargestellt wurden Sirstatin 1uM, Melphalan 20uM, GGOH 10uM
und FOH 10uM zugegeben. Nach 48h wurde am Durd#iusmeter auf CD38-positive Zellen
gegated und der Anteil der Pl-positiven Zellen ipesit. Fur die Abbildung wurden die
Mittelwerte und die Standardabweichung verwendes.;, steht fur ,nicht signifikant®.

Abbildung 3.27 zeigt noch einmal die CAM-DR, alsasd verminderte
Ansprechen adhéarenter Zellen auf ein Zytostatikuwrelche hier 33% betragt.
Durch Simvastatin kann CAM-DR hier auf 0% gesen&tden. Nur GGOH, nicht
FOH, kann die durch Simvastatin verursachte Vereradg der CAM-DR von
0% auf 16% ruckgangig machen. Dies zeigt, dass GG&tthes in der vitalen
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Zelle zu GG-PP phosphoryliert wird, das fur CAM-DRerantwortliche
Stoffwechselprodukt sein muss.

Um sichergehen zu kénnen, dass GGOH zum SignalwagCAM-DR gehdrt,
wurde diesmal in einem Kokulturversuch CAM-DR niatirch Simvastatin,
sondern durch GGTI-298 und FTI-277 gehemmt. Beideff& hemmen
Transferasen, welche fir die Modifizierung poststationaler Proteine
verantwortlich sind.

Dafir wurden NCI-H929 dber 48 Stunden in An- odebw&senheit eines
konfluenten HS-5-Monolayers mit Melphalan 20uM UB&TI-298 5 uM oder
FTI-277 2, 5uM inkubiert. Anschliel3end wurden del@n mit CD38-FITC und
Pl gefarbt und der nekrotische Anteil der Zellen Durchflusszytometer

bestimmt.
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Abbildung 3.28: CAM-DR wird durch GGTase ausgel®st. NCI-H929 wurden 48h lang in der
An- oder Abwesenheit von HS-5-Stromazellen kultivi€&imvastatin 1uM, Melphalan 20 uM,
FTI-277 25 UM (Farnesyltransferaseinhibitor) und GT 5 UM
(Geranylgeranioltransferaseinhibitor) wurden wieggegeben vor der Kultur zugegeben. Nach
48h wurden die Zellen mit CD38-FITC und PI gefadstd der Anteil der toten Zellen am
Durchflusszytometer bestimmt. Fir die Abbildung dem die Mittelwerte und die
Standardabweichung verwendet. ,n.s.” steht furhhiignifikant".

Wie durch Abbildung 3.28 gezeigt werden kann, veymar GGTI-298 CAM-DR
zu erniedrigen. So sind auf 37% der auf HS-5 adténeNCI-H929, 35% FTI-
277-behandelten NCI-H929, jedoch nur 13% der mitTGZD8 behandelten
Zellen weniger apoptotisch als die NCI-h929-Montkxdn, was am ehesten

einer Simvastatininkubation entspricht.
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Diese Daten zeigen, dass GGTI-298 CAM-DR verhindemn, und GG-PP teil
des fur CAM-DR relevanten Signalwegs ist.

Viele verschiede Proteine werden durch die GGTasd HTase verandert.
Wichtige, von der FTase modifizierte Proteine siri8l Ras, welches direkt in den
Ras/Raf/MEK/MAPK-Signalweg mundet. Von der GGTasaden v.a. kleine G
Proteine modifiziert, z.B. Rho, Rap, Rab und Raa.die Relevanz von GG-PP
bereits nachgewiesen wurde, stellte sich nun degd;r ob ein Rho-Kinase-
Inhibitor wie Y-27632 einen ahnlichen Effekt aufediCAM-DR hat wie
Simvastatin.

Dafir wurden NCI-H929 auf einen vorinkubierten Haehten HS-5-Monolayer
geben mit 20 uM Melphalan, 1uM Simvastatin oder MOM27632 lber 48h
inkubiert. Die Messung und Auswertung erfolgte na¢® Stunden durch
Doppelfarbung mit CD38-FITC und Pl im Durchflussayteter.
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Abbildung 3.29: CAM-DR wird durch die Rho-Kinase aktiviert. Den kokultivierten NCI-H929
und HS-5-Zellen wurden 20 uM Melphalan, 1uM Simaéistund 20uM Y-27632 zugegeben. Die
Auswertung fand nach Doppelfarbung mit CD38-FITG Ut im Durchflusszytometer statt. Fir die
Abbildung wurden die Mittelwerte und die Standangtalthung verwendet. ,n.s.” steht fiir ,nicht
signifikant".

Wie Abbildung 3.29 zeigt, kommt es bei den mit Y632 inkubierten Zellen wie bei
Simvastatin zu einer starken Erniedrigung er CAM:-Biaharente NCI-H929 gehen
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um 39% weniger in Apoptose, bei Simvastatininkubrasind es 14%, bei Y-27632

15%. Dies legt nahe, dass beide Substanzen imns8igaalweg eingreifen.

Da Rho und die Rho-kinase bei Zellmigration undia#iasion eine wichtige Rolle
spielen, wurde ein Zelladhasionsassay fir diesdebeSubstanzen wiederholt. Im
Einzelnen wurden dazu fur 48h NCI-H929 mit HS-5l&elkoinkubiert und GGTI-
298 5uM oder Y-27632 zugegeben. Danach wurde dadiumheder Kulturgefale
abpipettiert und durch ein WST-1-Assay die Vitdldar Zellen bestimmt.
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1 1 1
1 1 1
1 1 1
2
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E L? F-—=—=—==—==-==- Fr=—=—=—=—==-=-=---- 1
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NCI NCI/HS-5 NCIHS-5+  NCIHS-5 +

GGTI-298 Y27632

Abbildung 3.30: Hemmung des GG-PP/Rho/Rho-kinase-@nalwegs fihrt nicht zur
Deadhasion.Zu den NCI-H929, die in An- oder Abwesenheit von-bt3ellen kultiviert worden
sind, wurde GGTI-298 5 uM oder Y-27632 20uM zugegelNicht adharente Zellen wurden
durch Abpipettieren aus dem Kulturgefdss gewonnash die Vitalitat der Lebenden Zellen in
einem WST-1-Assay bestimmt. Fir die Abbildung wurdelie Mittelwerte und die
Standardabweichung verwendet. ,n.s.” steht firhh&gnifikant".

GGTI-298 oder Y-27632 fuhren im NCI-H929/HS-5-Kokumodell nicht zu
einer signifikant erhohten Deadh&sion der Myeloherelwas wiederum zeigt,
dass die Myelomzelldeadhasion nicht der tragendechisl@smus bei der
Verringerung von CAM-DR durch Simvastatin ist (Alohing 3.30).

Da bereits dargestellte Ergebnisse gezeigt halaess, Simvastatin Expression und
Funktion der Integrine auf Leukozyten verdndernnkamurden NCI-H929 fur
48h mit 1uM Simvastatin oder 5uM GGTI-298 oder 20 YM27632 inkubiert
und anschlieBend die Expression von VLA-4, LFA-1durD126 am

Durchflusszytometer durch Oberflachenfarbung bestim
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VLA4 LFA1 CD126

Simvastatin

GGTI-298
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Abbildung 3.31: Simvastatin, GGTI-298 und Y-27632 iihren nicht zu einer Anderung der
Integrinexpression.NCI-H929 wurden Uber 48 Stunden mit oder ohne Sstatan 1uM, GGTI-
298 5 uM oder Y-27632 20uM inkubiert, anschlieBemt Antikérpern gefarbt und schlieflich
die Integrinexpression im Durchflusszytometer lmstt. Die gestrichelte Linie zeigt die
Isotypkontrolle mit IgG1, die durchgezogene Linie dinbehandelte Kontrolle und die grau
hinterlege Flache die behandelte Probe.

Wie Abbildung 3.31 zeigt, kommt es bei den mit Sastatin behandelten Zellen
zu einer leichten Expressionsabnahme der Integweéche sicherlich nicht die
100%-ige Verminderung der CAM-DR erklaren kann.

Da jedoch die Inkubation mit Y-27632 nicht eine Bienexpression der Integrine
nach sich zieht, ist eine Regulation der Integmiuech den GG-PP/Rho/Rho-
kinase-Signalweg nicht wahrscheinlich.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der &RBd?Rho-kinase-

Signalweg fur CAM-DR von grol3er Bedeutung ist. CANR kann in diesem

Zellmodell durch Simvastatin vollkommen gehemmtaheer.
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4. DISKUSSION

4.1 Etablierung des Kokulturmodells

Ziel dieser Dissertation war es, die primare Chasiestenz beim multiplen
Myelom zu untersuchen. Dafir war die EtablierumgesiZellmodells notwendig,
welches die Verhdltnisse in vivo bericksichtigt uzdidem die leichte

Durchfuhrung der fur die Erforschung der priméareme@oresistenz benétigten
Experimente garantiert. Die meist verwendeten Kinkiebysteme mit primaren
Stromazellen haben den Nachteil, dass fur die Ganeg des Stromazelllayers
bis zu 8 Wochen vergehen, bevor eine Kokultur reit #yelomzellen mdglich

ist (Dankbar et al., 2000). Im Gegensatz dazu sind HE&¥azellen mit einer

Zellverdopplungszeit von ca. 3 Tagen eine hochfanaiive Zelllinie, bei welcher

die Zellzahl innerhalb von Tagen auf die bendétijtenge expandiert werden
kann und dementsprechend schnell fur ein Kokulppgerment in ausreichender
Menge verfugbar ist. Da es sich bei den HS-5 Zellan eine proliferierende
Zelllinie handelt, musste zuallererst ausgeschiosseerden, dass HS-5
vergleichbar sensibel auf gangige Zytostatika ezagi. Alle finf getesteten
Zytostatika konnten in den HS-5-Zellen Apoptose l@en, jedoch lag die
Chemosensitivitat deutlich unter derjenigen der Myeellen, so dass prinzipiell
die protektive Funktion der Stromazellen gewahtdgiblieb. Interessanterweise
zeigte sich, dass bei den HS-5-Zellen - wie audtdee priméren Stromazellen -
nur die Zytostatika aus der Gruppe der Alkylantieimen dosisabhangigen
Anstieg der Apoptoseraten erzielen konnten. Bei Gain, Cytarabin und

Doxorubicin kam es trotz Dosiseskalation zu keimaiteren Steigerung des
Apoptose. Die humanen BMSC von 8 Patienten reagiemteressanterweise
weniger sensibel auf Zytostatika als HS-5-Zellemswndglicherweise mit der
langsameren Proliferation dieser primaren BMSC enbhdung gebracht werden
kann.

Diese vorbereitenden Experimente haben gezeigs Hagulturmessungen mit
HS-5-Zellen und Myelomzellen durchfihrbar sind,sitzh die Apoptoseraten der
HS-5-Zellen von der der Myelomzellen deutlich alihedsd nicht zuletzt wegen
der grol3en Zahl der von den HS-5-Zellen sezermie@gtokine eine in-vivo-

Situation nachgestellt werden kann (Roecklein gt18195). Fur die Auswertung
wurde das Zellgemisch mit konjugierten CD38-Antikip gefarbt und so die
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Myelomzellen im Zellgemisch fur die Durchflusszytetme markiert. Schlief3lich
wurde die Apoptoserate der Myelomzellen bestimme [En HS-5-Zellmodell
gewonnen Ergebnisse gleichen den Ergebnissen aes 8MSC-Kokultur und

zeigen die Gultigkeit der in der HS-5-Kokultur gawen Ergebnisse an.

4.2. Zelladhasionsvermittelte Chemoresistenz in Myemzellen
Zelladhéasionsvermittelte Chemoresistenz wird alschagste Ursache der
primaren Chemoresistenz beim multiplen Myelom alshabei vielen anderen
Tumoren angesehen (Hazlehurst et al., 2003). FHi@ndanalyse wurden zuerst
Experimente mit Myelomzellen durchgefuhrt, welchg Bibronektin- und (rh)-
ICAM-beschichteten Zellkulturgefassen kultiviert dunZytostatika ausgesetzt
wurden. Dabei stellt VLA-4 den Bindungspartner feibronektin, LFA-1 den
Bindungspartner fur (rh)-ICAM dar. Fir alle verweteh Myelomzelllinien
wurde das Vorhandensein von VLA-4 und LFA-1 nachgeen. Im Gegensatz zu
den Forschungsarbeiten von Damiano et al. konntocfe in unseren
Experimenten Fibronektin und das daran bindendegtit VLA-4 nicht als
alleiniger Faktor fur CAM-DR identifiziert werde(Damiano et al., 1999). Es
kristallisierte sich zwar ein Trend heraus, dasgsdfiektin CAM-DR ermdglicht;
die Verminderung der Apoptoseraten war jedoch ngfatistisch signifikant.
Auch das rekombinante rh-ICAM, welches an LFA-1 agén Myelomzellen
bindet, trug kaum zur Chemoresistenz bei. Der Graretfir mag bei der
maoglichen fehlenden Aktivierung des LFA-1-Rezeptdusch (rh)-ICAM liegen.
Da jedoch auf den Myelom- und Stromazellen diegnitee ICAM und LFA-1 bei
Inkubation mit einem Zytostatikum vermehrt auf dalloberflache exprimiert
werden, wird es wahrscheinlicher, dass es zur gsidh&er Myelomzellen an die
Stromazellen kommt. Insofern kénnte die ICAM/LFAf+teraktion indirekt zu
CAM-DR beitragen.

Versuche mit Fibronektin und rh-ICAM kdnnen nichie dn-vivo Situtation
reprasentieren, da sie jeweils nur einen im Micvgenment des Knochenmarks
vorkommenden Bindungspartner fur Myelomzellen reerdieren. Im
Microenvironment stehen aber viele Integrinbindyagter fur die

Myelomzellen zur Verfigung, zusatzlich sind die Nbyezellen einem
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Interleukinmilieu aus z.B. IL-3 und IL-6 ausgeset@bs ebenfalls im Zellmodell
mit rh-ICAM und Fibronektin nicht berticksichtigt wde (Dalton et al., 2003).
Aus diesem Grund wurde ein Kokulturmodell mit HS%emazellen und
Myelomzelllinien etabliert. In diesem Modell wurdemehrere verschiedene
Zytostatika getestet: Doxorubicin und Melphalandsidie zwei wichtigsten
Zytostatika in der Behandlung des multiplen Myelomkgir Treosulfan und
Gemcitabine wurde die apoptoseinduzierende Wirkanfy Myelomzellen von
Meinhardt et al. nachgewiesen (Meinhardt et alQ33(Bei allen vier Substanzen
reduzierte die CAM-DR den Zytostatika-induzierteellibd um bis zu 63%.
Dieses Ergebnis korreliert mit Ergebnissen andéréeitsgruppen, welche als
Zytostatikum Mitoxantrone aus der Gruppe der Anthnaone verwendet haben
(Nefedova et al., 2003). Diese Substanz gehortcjeadacht zur Standardtherapie
der Patienten mit Multiplen Myelom. Der antiapofgohe Effekt von CAM-DR
kommt auch bei Dexamethason und der im Jahre 2804 ugelassenen Substanz
Bortezomib zum tragen, wie Schmidmaier et al. ggzleaben (Schmidmaier et
al., 2004). Des Weiteren wurden vier Myelomzel#miin diesem Kokultursystem
getestet. Bei allen vier kommt es zu einer stakpaptoseminderung, wenn die
Myelomzellen in Anwesenheit von HS-5-Zellen odermg@ren BMSC mit
Zytostatika inkubiert werden. Interessanterweise dg& Verminderung der
Apoptose bei der Zelllinie U266 geringer ausgepr@ge Zellen dieser Zelllinie
sind bereits in der normalen Kultur auf Plastik &eimt ist. AuRerdem wurde in
dieser Arbeit gezeigt, dass frihe Apoptose (Anngsitiv) wie auch spate
Apoptose (Propidiumjodid-positiv) durch Kontakt nBMSC verhindert werden
kann. Daran wird deutlich, dass CAM-DR Uuber einenrdaing von Apoptose und
nicht von Nekrose zu stande kommt.

Losliche Faktoren, wie z.B. Interleukin-6, werdeucla als Resistenzfaktoren
angesehen, tragen aber nicht in dem MalRe zur Clesiatamz bei wie es bei
CAM-DR der Fall ist (Klein et al., 1995; Chatterjeeal., 2002)Dies wurde in
der vorliegenden Arbeit mit dem hier vorgestellMadell in den Versuchen mit
Kultureinsatzen und mit konditioniertem Medium I@éssit. Folglich ist der
direkte Zell-Zell-Kontakt entscheidend fur die Hetauung von CAM-DR beim
multiplen Myelom.

Damiano et al. haben bereits gezedsssresistente Myelomzelllinien vermehrt

die relevanten Integrine LFA-1 und VLA-4 exprimisréddamiano et al., 1999n

56



Diskussion

der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass siah Expression des LFA-1-
Antigens auf den Myelomzellen bereits nach kurzgubation mit Zytostatika
verstarkt; die des VLA-4 blieb unverandert. Die respondierenden
Adhasionsmolekiile auf den Stromazellen werden a@lienfach nur 48-stindiger
Zytostatikainkubation vermehrt exprimiert. Trotz esler Ergebnisse haben
Kokulturexperimente mit blockierenden LFA-1- und Ad4-Antikérpern nicht zu
einer vollkommenen Reduktion der CAM-DR gefiihrt,sweermuten lasst, dass
andere Mechanismen fur CAM-DR verantwortlich siBémentsprechend ist die
nur partielle Inhibition von CAM-DR durch den fumdbellen VLA-4-
Rezeptorblocker BIO5192 ein weiterer Beleg. DieReizeptorantagonist wird
derzeit zur Erforschung der Multiplen Sklerose wamdleren inflammatorischen
Erkrankungen in praklinischen Studien verwendee{@h et al., 2003).

Die Interaktion zwischen LFA-1 und ICAM-1 kann dirden selektiven LFA-1-
Blocker LFA703 verhindert werden. Diese Substanzis Derivat der Statine,
welches die Fahigkeit zur Hemmung der HMG-CoA-Redsi& verloren hat,
jedochay B2 und damit LFA-1 blockiert (Weitz-Schmidt et @001). In den fir
diese Arbeit durchgefuhrten Experimenten konnte salieSubstanz im

Kokulturversuch CAM-DR zu einem geringen Teil vexdern.

4.3 Modulation der klassischen Signalwege

Es hat sich gezeigt, dass die alleinige Blockaddmegrine VLA-4 und LFA-1

CAM-DR nicht vollkommen aufheben kann. Um weiteméormationen tber den
Mechanismus von CAM-DR zu bekommen, wurden Expemntmelurchgefiihrt,

bei denen die wichtigsten, beim Plasmozytom belanrignalwege durch
verschiedene Substanzen moduliert wurden. Dabalemudie mdglichen Signale
gehemmt, welche von Rezeptortyrosinkinasen und/ddeggrinen ausgehen
kénnen. In den nachfolgenden Abbildungen werdesed@sichtlich:
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IL-6 — Rezeptor / \ /
Tyrosinkinaserezeptoren
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Proliferation Antiapoptose Zellzyklus, Antiapoptose

Abbildung 4.1: Vereinfachtes Schema der Tyrosinkinaerezeptoren und deren

Signaltransduktion. Prinzipiell lassen sich vier wichtige Signalwega Tyrosinkinaserezeptor
finden. Der JAK/STAT-Signalweg, der #Kinase-Signalweg, der PIWPKC-Signalweg und v.a.
der Ras/Raf/MEK/MAPK-Signalweg.

Sowohl bei der von den Integrinen als auch den Sigkinaserezeptoren
ausgehenden Signalen kdnnen die wichtigsten Sigg@wdentifiziert werden.
Dies sind v.a.:

* Der JAK/STAT-Signalweg: Durch die Dimerisierung deezeptores kommt
es zur Phosphorylisierung von JAK, welches wiederamm Rezeptor die
Bindungsstelle fir Src homolgy-2 (SH-2) des STAToqbhorylisiert. Dies
fuhrt zur Dimerisation von zwei STAT-Molekiilen, whlk so in den Zellkern
translozieren und als Transskriptionsfaktoren wirkénnen.

* Der Pk-Kinase/Akt-Signalweg: Viele Oberflachenrezeptomgenerieren via
second messenger eine Aktivierung ders-Khase, welche in der

Signalkaskade proximal von Akt liegt. Die sfMinase, welche auch

58



Diskussion

integringebunden durch FAK aktiviert werden kanengriert PIP2 und PIP3,
welches an Akt bindet. PIP2 und PIP3 aktivieren nédds die
Phosphoinositide—Bpendent _lhase PDK, welche wiederum Akt
phosphoryliert. Das aktivierte Akt hemmt zum ein@poptose durch
Phosphorylierung des Bad/Bcl-xL-Komplexes, wodur@s zu einer
Dissoziation von Bad und Bcl-xL und damit zur Apigptose kommt. Zum
anderen aktiviert Akt IKKe,, welches zur Aktivierung von NkB und damit
zu einer Verhinderung der Apoptoseinduktion fuhrt.

» Der PLG/PKC Signalweg: Uber second messenger @gémtegrine wird die
Phospholipase aktiviert, sodass es zu einer Konzentrationssteige von
DAG und C&" kommt. Dadurch werden die Isoenzyme der PKC akivie
(Kanner et al., 1993). Die Proteinkinase C hatf&éiggste Funktionen in der
Zelle und wirkt oft kommunizierend zwischen denzeilmen Signalwegen, so
ist die PKQ z.B. Bindeglied in der Signaltransduktion bei A&EGF-
induzierten Migration von Myelomzellen auf Fibrotiek(Podar et al., 2002).
Interessanterweise wurde auch gezeigt, dass dield&K@er Aktivierung der
Integrine eine Rolle spielen (Kanner et al., 1997).

 Der Ras/Raf/MEK/MAPK-Signalweg kann ebenfalls sololon den
Wachstumsrezeptoren als auch den Integrinen aktiwvierden. Dabei werden
je nach Stimulus verschiedene Adaptorproteine (12, etc) bendtigt,
welche den Rezeptor bzw. das Integrin an einen piduexchange-factor”
(GEF's: Sos, C3G) binden, um Ras zu aktivieren & Translokation zur
Zellmembran zu bewirken. Dort bindet Ras an Rafiddbezusammen
aktivieren MEK. Die Hauptwirkung der Ras/Raf-Kas&akichnet sich durch

eine Proliferationssteigerung aus.
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Abbildung 4.2 Schema der Integrinsignaltransduktian.

Die Ras/Raf — Kaskade kann sowohl tber die HRKcal adhesion Kinasegls auch tber CAV

aktiviert werden. Weitere Signalwege beziehen digkPase/Akt(PKB) und die kleinen G-
Proteine, welche mannigfaltige Funktionen wie cl&dsttale Organisation, Adhéasion und

Proliferation regulieren, mit ein (Juliano et 2002)

Auf diesem theoretischen Hintergrund wurde zuersttengucht, ob die
verschiedenen Signalwegsmodulatoren im Kokulturerpmnt die Fahigkeit

besitzen, CAM-DR aufzuheben.

Unsere Experimente zeigten, dass bis auf PD98053EK-Inhibitor, keine der

Substanzen CAM-DR vermindern kann. Dies steht inmkEBnhg mit den

Ergebnissen aus der Western Blot Analyse, welcheeige haben, dass trotz
Adhasion der Myelomzellen auf den Stromazellenevigignalwegsproteine nicht

verstarkt oder vermindert exprimiert werden.

4.4 Der GG-PP/Rho/Rho-kinase-Signalweg

Hazlehurst et alhaben erst kirzlich vorgestellt, dass sowohl deonalg auch

erworbende Chemoresistenz mit einer erhdhten Esioresder HMG-CoA-
60



Diskussion

Reduktase einhergeht (Hazlehurst et al., 2003).eAddin ist bekannt, dass
Statine in inflammatorische Prozesse eingreifennkdnund auf deren Verlauf
mildernd wirken. So wurde gezeigt, dass StatineQberflachenexpression von
Integrinen auf Monozyten erniedrigen, welche die tzBndung In
atherosklerotisch veranderten GefalRen auslfiRemaie-Majd et al. 2003). In den
hier gezeigten Experimenten konnten Statine dieeghimiexpression auf
Myelomzellen nur begrenzt herabregulieren. Trotzdemsste auf diesem
Hintergrund die Rolle der HMG-CoA-Reduktase bei zitadhasionsvermittelten
Chemosensitivitat weiter untersucht werden.

Statine sind Substanzen, welche die HMG-CoA-Redgkteompetitiv hemmen.
Die gangigsten Medikamente auf dem Markt sind Adstatin, Lovastatin,
Simvastatin, Pravastatin und Fluvastatin. Dabeilziadlt die HMG-CoA-
Reduktase den geschwindigkeitsbestimmenden Sadhritter Biosynthese des
Cholesterols. Heute werden Statine weltweit zur rape der
Hypercholesterindmie eingesetzt. Neben der Senkig®y Serumcholesterins
haufen sich die Hinweise, dass Statine neben z&. Brophylaxe von
kardiovaskularen Ereignissen noch bei anderen Bkkegen nutzlich sein
konnten, wie z.B. Alzheimer (Simons et al., 20Qt)d Osteoporose (Coons et al.,
2002). AulRerdem induzieren Statine in Tumorzellewahl in vitro als auch in
Tiermodellen Apoptose. So haben DeNoyelle et alemg, dass Cerivastatin das
Wachstum von Tumorzellen von Brustkrebszellliniemppen kann (DeNovelle et
al., 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden, ddasir in in vitro Experimenten
in Zellen von Melanomen (Felezko et al., 2002), ilddniisenkarzinomen (Li et
al.,, 2002), Kolonkarzinomen (Agarwal et al., 2002), und in dakuter
lymphatischer Leukamie (Park et al.,, 1998poptose induzieren kodnnen.
AulRerdem waren Metastatisierung (Kusama et al.2R@@dd Angioneogenese
(Park et al., 2002)in Tierversuchen in der Statingruppe im Vergleich z
Plazebogruppe vermindert. Auch wurde gezeigt, @satne in Myelomzelllinien
Apoptose induzieren kénnen (Van de Donk et al.2208@n de Donk 2003). Auf
diesem Hintergrund wurden die Statine Simvastatiad lWovastatin in nicht-
toxischen Konzentrationen zusammen mit den entspreten Zytostatika zu den
Kulturen zugegeben. Dies fuhrte zu einer vollkomereReduktion der CAM-
DR. Dieses Ausmald der Reduktion der CAM-DR wurdedbalich aufgebauten

61



Diskussion

Experimenten mit den Signalwegsmodulatoren, weltAE/STAT, MEK, Pk-
Kinase und PKC modulierten, nicht erreicht.

Im Licht anderer Arbeiten, bei welchen die Choledtaosynthese auf der Ebene
der Mevalonatkinase gehemmt wird, erscheinen die Vorgestellten Ergebnisse
passend und plausibel (Gordon et al., 2002; Togagalal., 2003). Dariiber hinaus
blockieren Statine weitere Signalwege (Van de Deindtl., 2003)Die der HMG-
CoA-Reduktase nachgestellten Synthesemolekiile &iainend Geranylgeraniol
werden in der Zelle pyrophosphoryliert und dienemschlieRend der
posttranslationalen Modifikation von sog. kleinerP@teinen. Bei Ilhnen handelt
es sich um monomerische Proteine mit einer mole&nldasse von 20-30 kDa.
In verschiedenen eukaryotischen Zellen sind bigenan etwa 100 dieser kleinen
G Proteine (engl.small G-proteiny bekannt. Diese Superfamilie kann in 5
Untergruppen eingeteilt werden: Die Ras-, Rho-, -R&arl/Arf-, und Ran-
Familie. Dabei wird Ras farnesyliert, Rho jedochagglgeranyliert. Erst nach der
dieser Modifikation kbnnen G Proteine ihre Funktiaasiben. Aufgrund ihrer
GTP-hydrolysierenden Eigenschaft haben sie die famkeiner biologischen
Uhr, welche Funktionen einer Zelle an- und absehakibnnen. Die Funktion der
einzelnen Untergruppen reicht von der Anderung @amexpression iber
Vesikeltransport bis hin zur zytoskelettalen Rearg@ion in einer Zelle.
Interessanterweise sind in vielen Tumoren die kiei® Proteine Uberexprimiert,
was den Verdacht aufkommen lasst, dass die in darofgenese eine wichtige
Rolle spielen (Benitah et al., 2003). Es wurde ggzelass Rho Proteine in
Fibroblasten von Integrinen aktiviert werden (Bawbtbus et al., 1998) und
weiterhin fur den Eintritt der Fibroblasten in deePhase im Zellzyklus sowohl
eine Ras als auch RhoA-akivierung vorliegen musanéd et al., 2000). Ihre
Rolle im Zellzyklus wurde noch genauer charaktertsiDurch die Hemmung von
p21WAF1, p27KIP1 und pl16Iink4 (Olson et al., 1998yperphosphorylierung
von Rb (Bourdoulous et al., 1998) und Hochregutatier CyclinD1-Expression
(Welsh et al., 2001) wird eine erhdhte Prolifenasi@te in Fibroblasten erreicht.
Neben dem wachstumsstimulierenden EigenschafteiGemoteine fuhrt v.a. in
Epithelzellen die Aktivierung von RhoA zu einer Akérung von NikB. NF«B
erhoht die CyclinD1-transskription, fuhrt ebenfalar Hyperphosphorylierung
von Rb und wirkt antiapoptotisch (Hideshima et &002; Landowski et al.,
2003).
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ROCK J ROCK
| MEKK 6 |
JAK 2 J IKK
Stat3 p38y |xBa

Zellzyklus
ATF2. MEF2A NF«kB

| |

Proliferation Zellzyklus Antiapoptos:

Abbildung 4.3 : Downstream Signalwege von RhoA inerschiedenen Tumorentitaten
(Benitah et al., 2004)

Nachdem Statine CAM-DR in den Kokulturexperiment@&st vollkommen

verhindern  konnten, wurden die beiden der HMG-Cofdbktase
nachgeschalteten Signalwege selektiv mit FOH (eictsp

Farnesylpyrophosphat), GGOH (entspricht Geranylgehayrophosphat), FTI-
277 und GGTI-298 modifiziert. In allen damit durefighrten Experimenten
erwiesen sich GGTI-298 und GGOH als relevant férMbdifikation von CAM-

DR. Im Gegensatz dazu spielten FTI-277 und FOH &é&olle. Dies steht im
Einklang mit Ergebnissen von zwei Arbeitsgrupperjcive die Hemmung der
Geranylgeranylierung in Lymphomzellen und Myelonteel als wichtigen

Apoptoseinduktor identifiziert haben (Van de Donlkak, 2002, 2003). In diesen
Publikationen wird gezeigt, dass es zur Apoptos&ihdn kommt, weil die

Konzentration des antiapoptotischen Proteins Metriiedrigt wird.
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Diskussion

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurd&tatindosierungen
verwendet, welche nicht toxisch wirken. Auch konmte den kokultivierten
Myelomzellen keine Anderung der Mcl-1-Konzentratientdeckt werden. Im
Hinblick auf die Ergebnisse der Experimente mit GGnd GGTI erschien die
Geranylgeranylierung als Signalweg fir CAM-DR. Vélgen beschrieben werden
v.a. Rho und Rab geranylgeranyliert. Effektoren ®ito sind Proteine wie z.B.
ROCK, PKN, Citron/CitronKinase, Rhotekin, RhophjlimDial/2, PLD und
PIPs-kinase. Dabei wird der Rho-Kinase eine Rolle im A&tinreorganisation,
Zelladhasion, Transkriptionsregulation, Transfoiorat und Metastasierung
zugesprochen (Aznar et al., 2004). Ishizaki ethaben gezeigt, dass durch die
Hemmung der Rho-kinase in Fibroblasten der Zellzykktark verlangsamt
werden kann und die Zellen langer im Stadium deiS&hase bleiben, also
Einfluss auf den Zellzyklus haben (Ishizaki et 2000). Auf diesem Hintergrund
wurde Y-27632 im hier vorgestellten Kokulturmodetitersucht. Y-27632 flihrte
wie Simvastatin zu einer Verhinderung von CAM-DR durstellte die
Chemosensitivitdt der Myelomzellen wieder her, ohdabei auf die

Integrinexpression oder die Zelladhasion Einflussi@ghmen.

Diese Arbeit zeigt, dass der HMG-CoA-Reduktase/G@EPo/Rho-kinase-
Signalweg fiur CAM-DR verantwortlich ist. Dieser 8ajweg kann durch Statine,
Hemmer der Geranylgeranioltransferase und der Rhag¢ geblockt werden. Da
Statine bereits heute weltweit zur Senkung der rbjpsesterindmie Anwendung
finden und zusatzlich hier gezeigt wurde, dassmuimale Konzentrationen der
Statine ausreichen um CAM-DR zu hemmen, sollte dimgg eine klinische
Evaluation der Statine in Kombination mit Zytostatbei Patienten mit multiplen
Myelom erfolgen. Da CAM-DR nicht nur beim Myelomnei Rolle zu spielen
scheint, waren weitere Experimente mit Zellen aedeFumorentitaten mit

Sicherheit lohnenswert.
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Zusammenfassung

5. ZUSAMMENFASSUNG

Das multiple Myelom ist eine Erkrankung, bei derntmal differenzierte
Plasmazellen das Knochenmark infiltrieren, wodwtels typische klinische Bild
eines Myelompatienten zustande kommt. In den letdghren haben sich die
Hinweise gehauft, dass die Bindung der Myelomzelien Knochenmark an
Stromazellen die Chemosensitivitat der Myelomzellermindert und somit zur

~-de-novo drug resistance” beitragt.

Das primare Ziel dieser Arbeit war es, ein Zellmbde entwerfen, mit welchem
die Untersuchung der Interaktionen von Stromazagtie Myelomzelle und damit
der zelladhasionsabhangigen ZytostatikaresistenAMEOR) madglich ist.
DarUber hinaus sollte diese Zytostatikaresistenarattierisiert und mogliche
molekulare Therapietargets identifiziert werden)olwe eine Verhinderung von
CAM-DR ermdglichen.

Da das etablierte Kokulturmodell auf einer Kultuit mer Stromazelllinie HS-5
beruhte, wurde diese zuerst bezilglich der Obe#dl@tiarker und des
Apoptoseverhaltens charakterisiert. Es wurde gézettass sich primare
Stromazellen aus Knochenmarksspiraten und die @eltinie HS-5 zwar in
ihrer Chemosensibilitdt unterscheiden, sie primtipjedoch gleich reagieren.
Beide l6sen bei einer direkten Kokultur mit Myelagtien im selben MalRe CAM-
DR in den Myelomzellen aus. Die anschlie3ende (Gdarigierung von CAM-DR
bewies, dass CAM-DR nicht zelllinienspezifisch umdht zytostatikaspezifisch
ist. HS-5-Zellen verhinderten nicht nur die Entstetp von spater sondern auch
von friher Apoptose. Es zeigte sich, dass das ABsrmma CAM-DR mal3geblich

von der Dauer der Kokultivierung abhangt.

Des Weiteren stellte sich heraus, dass in dieseim@éell die von den HS-5-
Zellen sezernierten Zytokine keinen Einfluss aef Apoptoseinduktion hatten.

Konsequenterweise wurden die Oberflachenantigehel@u Myelomzellen und
den Stromazellen quantifiziert und teilweise der@heration nach einer

Inkubation mit Zytostatika festgestellt. Sowohl eiBlockade der wichtigsten
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Zusammenfassung

Integrine VLA-4 und LFA-1 als die Modulation der chitigsten Signalwege
konnte CAM-DR zwar teilweise, aber nicht vollkommerhindern.

Allein Vertreter der Statine, Simvastatin und Laadis, konnten CAM-DR

drastisch reduzieren. Wie weiterhin gezeigt werklamte, lag dies nicht an einer
verminderten Expression von Oberflachenintegrineziner verminderten

Zytokinsekretion der Stromazellen oder einer vekst@d Deadh&sion der
Myelomzellen von den Stromazellen, sondern an deemidung der

Geranylgeraniolpyrophosphatsynthese. Wir wiesenhnatal3 Statine in der
Kokultur tber die Hemmung des HMG-CoA-Reduktase/@BRho/Rho-kinase-
Signalwegs wirken. Dies wurde in weiteren Experiteanin denen selektiv die
Geranylgeranioltransferase mittels GGTI-298 und Rlie-Kinase mit Y-27632

gehemmt wurden, bestatigt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kdnnen alsun@age fir einen
potentiellen Einsatz von Statinen in der Therae ohultiplen Myeloms dienen,
denn bezlglich des dargestellten Signalwegs wirllen Statine bereits im
subtoxischen Bereich. Die weitere Erforschung voAMEDR und deren
assoziierte Signalwege bei anderen Tumorentitdmes die Evaluation der
klinischen Relevanz der Gabe von Statinen zur Bldekvon CAM-DR ergeben

sich als wichtige nachste Schritte als Konsequenzdrliegenden Arbeit.
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Anhang

7. ANHANG

7.1 Verwendete Materialien und Methoden

7.1.1 Zellkultur

Kurzbezeichnung Bestell-Nr. Hersteller

RPMI — 1640 E12 — 702F Gibco InvitrogenKarlsruhe, D
PBS 14040 - 091 Dto.

FCS 16170 -078 Dto.

Flask 75 cm2 353.136 BD BiosciencesHeidelberg, D
96-Well-Plates 353.872 Dto.

6-Well-plates 353.453 Dto

Trypanblauldsung 15250-061 Gibco InvitrogenKarlsruhe, D
Kryoréhrchen 1148 33 Brand GMBH,Wertheim, D
Kulturgefasseinsatze| 353092 BD Falcon,Bedford, USA

7.1.2 Zytostatika

Name Bestellnummer | Firma

Melphalan M2011 Sigma,Taufkirchen, D
Treosulfan Ovostat Medac,Hamburg, D
Doxorubicin Adriblastiff Pharmacia,Erlangen, D
Gemcitabine Gemzar Lilly, Homburg, D
Cytarabine Alexah Mack, Jllertissen, D
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7.1.3 Inhibitoren und Aktivatoren

Name Bestellnummer | Firma

Bryostatin ST-103 Biomol,Butler Pike, USA
UO-126 662005 CalbiochemSchwalbach, D
AG490 658407 dto.

Piceatannol 527948 dto.

G0676 El-269 Biomol,Butler Pike, USA
G083 El-296 dto.

GF109203X El-246 dto.

G-CSF Filgrastirfi AmgenMiinchen, D
Ly249002 440204 CalbiochemSchwalbach, D
MG132 474790 dto.

Ro 32-0432 El-284 Biomol,Butler Pike, USA
PD98059 513000 CalbiochemSchwalbach, D
LFA703 - Novartis,Basel, CH
Simvastatin 567021 CalbiochemSchwalbach, D
Lovastatin 438186 dto.

GGOH G2378 Sigma,Taufkirchen, D

FOH 46191 Fluka, Buchs, CH

FTI-277 344555 CalbiochemSchwalbach, D
GGTI-298 345883 dto.

Y-27632 688001 dto.
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7.1.4 Antikorper fur Oberflachenmessungen

Antikorper Klon Bestellnummer| Firma

CD54-FITC 84H10 IMO726 Beckman CoulterKrefeld, D
CD49a-PE SR84 559594 PharmingenHeidelberg, D
CD49d-FITC | HP2/1 IM1404 Beckman CoulteiKrefeld, D
CD49e-FITC SAM1 IMO771 dto.

CD12&-PE M91 IM1979 dto.

CD106-FITC | 51-10C9 | 551146 PharmingenHeidelberg, D
CD11la-FITC | 25.3 IMO860 Beckman CoulterKrefeld, D
CD38-FITC T16 IMO775 dto.

CD138-FITC | MI15 347214 PharmingenHeidelberg, D
CD38-PE T16 IM1832 Beckman CoulterKrefeld, D
D114-PE LMM741 | 554538 dto.

IgG1-PE 679.1Mc7| IM0O670 Beckman CoulterKrefeld, D
lgG1-FITC 679.1Mc7| IM0639 dto.
7.1.5 Antikorper fur die Western Blot Analyse
7.1.5.1 Primarantikorper

Antikorper Klon Bestellnummer | Firma

Bcl-2 4C11 Sc-578 SantaCruz Biotechnology,

Califonia, USA

Bcl-XL A20 Sc-7122 dto.

Bax N20 Sc-493 dto.

Mcl-1 S19 Sc-819 dto.

Stat3 H190 Sc-7179 dto.

Erkl Cle Sc-93 dto.

Erk2 C14 Sc-154 dto.

PKCa C20 Sc-208 dto.

PKCB Cle Sc-209 dto.

PKC3 C20 Sc-937 dto.

Aktin 119 Sc-1616 dto.
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Bad C20 Sc-943 dto.
Akt D17 Sc-7126 dto.
PI3-kinase Z8 Sc-423 dto.

(p85x)

ILP N18 Sc-8790 dto.
IAP-1 H83 SCc-7943 dto.
IAP-2 F20 sc-1957 dto.

7.1.5.2 Sekundarantikorper

Antikorper

Bestellnummer

Firma

Anti-Maus, HRP

NA 931

Amersham Biosciencddppsala, S

Anti-Ziege, HRP P0449

DAKO CytomationGlostrup, DK

HRP

Anti-Kaninchen,

NA 9340

Amersham Biosciencddppsala, S
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7.1.6 Enzyme

Enzym

Bestellnummer

Firma

Trypsin-EDTA

13924

Sigma,Taufkirchen, D

7.1.7 Kits

Kit Bestellnummer Firma

ECL RPN2106 Amershaml.ittle Chalfont, UK
Annexin-FITC 65874X BD PharmingenHeidelberg, D
Apoptosekit

WST-1 1644807 Roche Diagnostic$2enzberg, D
Proliferationskit

Bio-Rad, 161-0373 Bio-Rad LabsMinchen, D
Marker

Bio-RAD 500-0006 Bio-RAD,Mlnchen, D
Proteinfarbeagens
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7.1.8 Chemikalien

Substanz

Bestellnummer

Firma

Propidiumjodid

P4170

Biomol| Hamburg, D

Ficoll Paque 17-1440-03 Amersham Bioscienceddppsala, S

PMSF 93482 Sigma,Taufkirchen, D

Leupeptin L2884 dto.

EDTA 351-027-100 Quiality Biological , Inc.
Gaithersburg, USA

Aprotinin A6279 Sigma,Taufkirchen, D

Tween 20 P7949 Sigma,Taufkirchen, D

Acrylamid 161-0158 Biorad, Miinchen, D

30%(v/v)

APS 161-0700 dto.

Temed 161-0800 dto.

NP-40 74385 Sigma,Taufkirchen, D

7.1.9 Sonstige Artikel fir den Western Blot

Artikel Bestellnummer | Firma

Kamm, 10 wells, | 165-3359 Biorad,Munchen, D

1mm

Spacer Plates 165-3311 dto.

Schwédmme, 8 x | 170-3933 dto.

1licm

SDS-PAGE 161-0318 dto.

Standards, broad

range

Immobilon-P IPVHO0010 Millipore, Schwalbach, D

PVDF Membran

Hyperfilm ECL RPN2103 Amersham Bioscienceddppsala,
S

NaCl S7581 Mallinckrodt, Hazelwood, USA

NaF S1504 Sigma,Taufkirchen, Deutschlang
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NagVO,4 S6508 dto.
Na,P,O; S6422 dto.
Tris, pH 7,5 1M 351-006-100 | Quality Biological, Inc.

Gaithersburg, USA

7.1.10 Gerate

Gerat Bestellnummer | Firma
Durchflusszytometer| Epics CL Coulter ElectronicsMiami,
System |l USA

Version 3.0
Elektrophoreseset Ready Gel CellBio-rad, Minchen, D
Homogenisator BBI-8530742 | Sartorius,Gottingen, D
Power Pac 165-5050 Bio-rad, Munchen, D
BioFuge 75005181 Haraeus instrument€)sterode,
D
Biophotometer - EppendorfHamburg, D
Cell scraper 353.086 SarstaedtNumbrecht, D
Neubauer - SarstaedtNumbrecht, D
Zahlkammer
Brutschrank Serie 11 3110 | Forma Scientific,
Zentrifuge Sigma 4K15 Sigma,Taufkirchen,
Deutschland
ELISA Reader Multiscan Thermo Lab Systems,
Sorvaajankatu, FIN
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